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Yeni nesil dizileme yontemi, molekiler tanida ve rutin Kklinik laboratuvar
uygulamalarinda giin gectikce artan uygulama alanlariyla 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
dogrultuda likit biyopsi ¢calismalari, kanser hastalarinin sagaltiminda yiiksek hassasiyet
oram nedeniyle hem tamsal hem de prognostik acidan bilgi verici bir metot olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu sebeple, yeni nesil teknolojiler ile likit biyopsinin
molekiler genetik tani amach rutin Kklinik uygulamalara entegrasyonu biyik bir
gereklilik halini almigtir. Bu sayede kanser tamsinin ve tedaviye hedef olabilecek
yolaklarin daha hizli belirlenebilmesi, daha glvenilir bir hasta takibi saglanmasi
mimkiin olmakta; tekrar: gereken calismalarda invaziv islemler ile elde edilen calisma
materyalinin yeniden temininde yasanan sorunlarin ve tlmoér heterojenitesi
probleminin 6niine gecilmesi ile hastaya yalmzca lokalize timoér érnegine yonelik
tedavilerden de 6te daha kapsamh ve efektif tedavi secenekleri sunulmasina olanak
saglanabilmektedir. Likit biyopsi materyali ile yapilan yeni nesil dizileme iliskili
literatlr bilgisi gok sinirli olmakla beraber, gelisen teknoloji ile gerek arastirma gerekse
rutin klinik calismalarinda ihtiya¢ duyulan tecriibe ve bilgi birikimine sahip uygulayici
merkez eksigi On plana c¢ikmaktadir. Bu yontemin rutin Kklinik laboratuvar
uygulamalarina entegrasyonunu saglamak amaci ile Cukurova Universitesi
AGENTEM laboratuvarlarinda uygulanmakta olan timaor paneli, likit biyopsi materyali
ile calisilarak bu teze olanak saglanmistir. Bu tez ¢alismast ile her gecen giin énemini
ve gerekliligini arttiran yeni nesil dizileme yonteminde likit biyopsi materyalinin
kullanimz ile yéntemsel ve biyoinformatik verilerin literatiirle paylasiimasi, Glkemizde
bir ilk olarak da rutin saglik hizmetlerinde bu uygulamanin kullaniimasi
hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Likit biyopsi, yeni nesil dizileme, serbest timér DNA’s1, kanser tanist
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Next Generation Sequencing (NGS) is gaining recognition as the latest
advance in molecular testing and its clinical laboratory applications. Thus, NGS
techniques in liquid biopsy have been demonstrated to play emerging roles in cancer
diagnostics in the manner of disease prognosis. And so, integration of liquid biopsy
studies into the clinical laboratory applications of daily routine had become a necessity.
By the virtue of liquid biopsy, the determination of the potential treatment targets
rapidly through the metastasis and the primary tumor sites in the right clinical context
resulting a more comprehensive treatment is possible. It also helps to overcome the re-
sampling difficulties that require an invasive procedure with the problem of tumor
heterogeneity. However not only the literature in liquid biopsy within the next
generation sequencing is yet increasing, also the laboratories with competencies and
experience in this novel technology is still limited.

Cukurova University AGENTEM provides an opportunity to do this thesis for
liquid biopsy testing by NGS via the multi-gene tumor panel to integrate this technique
into the routine clinical laboratory applications and bioinformatics. This thesis is aimed
to utilize the next generation sequencing by liquid biopsy in cancer, and to implement
into the cancer diagnostics.

Keywords: Liquid biopsy, next-generation sequencing, cell-free tumor DNA, cancer
diagnostics



GENISLETILMIS OZET

Kanser tan1 ve tedavisinde daha hassas, guvenilir ve hizli sonuclar elde
edilebilmesi ihtiyaci, bu alanda likit biyopsi materyalleri kullanilarak periferik
dolasimda serbest halde bulunan timor DNA’lart ile calisilmasina ortam
hazirlamustir.

Ozellikle diisiik sag kalim siresine sahip kanser tirlerinde yiiksek
spesifisite ile hizli sonucglar almak icin likit biyopsi calismalarinin gelisen
teknolojiye entegre edilebilmesi gerekmektedir. Bu sayede daha saglikli bir hasta
takibi ve her bireyin tasidigi spesifik genetik degisiklikleri hedefleyen tedavi
seceneklerinin belirlenebilmesi mimkiin olabilecektir. Yeni nesil dizileme
yontemi ile az miktarlarda DNA elde edilebilen parafinize doku ve likit biyopsi
orneklerinden guvenilir ve yuksek miktarlarda veri elde edilmesini saglanabilir.
Ancak yeni nesil dizileme yontemi ile yapilan calismalarda doku eldesi, dokuya
erisimin tekrari1 ve tumaor heterojenitesi gibi problemler nedeniyle likit biyopsi
materyalinin kullanim: gundeme gelmistir. Bu nedenle hasta igin zor olan
invaziv islemleri en aza indirilebilmek, daha kolay ve hizli bir materyal temini
saglayabilmek icin likit biyopsi materyali caligmalart Onerilmektedir. Likit
biyopsi sayesinde, tek bir alanda lokalize olmus timére dair edinilen bilgilerin
yaninda, metastaza dair de bilgiler edinmek mimkunddr. Buna ilaveten tedavi
altindaki  hastalarin  aldiklar1  tedaviye yanitin incelenmesi, hastaligin
prognozunun daha sik araliklarla takip edilebilmesi ve metastaz riskinin
belirlenebilmesi likit biyopsi aracili olabilmektedir. Bu agidan likit biyopsi
materyalinin yeni nesil dizileme gibi klinik laboratuvar uygulamalarinin en
gincel ve en glvenilir teknolojisi ile entegre edilmesi zorunluluk haline
gelmistir.

Rutin uygulamalara entegrasyonda likit biyopsi materyalinden timdre ait
DNA eldesinden baslayarak tlm sdreci icine alan bir is akis1 s6z konusu

oldugundan, alaninda tecriibe ve yeterli bilgi birikimi olan merkez ve uygulayici
"



zorunlulugu g6z ardi edilmemelidir. Bu nedenle, bu tez g¢alismasinda dinya
genelinde en sik rastlanilan kanser turi olan akciger kanserinde, hastalarin
sagaltiminin iyilestirilmesi adina Onemli katkilar saglayacag: disunilen bu
yontemin rutin Klinik laboratuvar uygulamalarina entegrasyonunu saglamak
amaciyla, solid tumor kanserlerinde tedavi duyarlihg ve direncligi ile
iligkilendirilmis 12 genden (KRAS, NRAS, KIT, BRAF, PDGFRA, ALK, EGFR,
ERBB2, PIK3CA, ERBB3, ESR1 ve RAF1) olusan tumor paneli yeni nesil
dizileme yontemi ile cahsilmistir. Cukurova Universitesi Adana Genetik
Hastaliklar Tan1 ve Tedavi Merkezi (AGENTEM) laboratuvarlarinda rutin olarak
uygulanmakta olan bu timor paneli ve merkez altyapisinda bulunan yeni nesil
dizileme sistemleri bu tez ¢alismasina olanak saglamistir.

Batun bu bilgiler 1s1g1nda, 6zellikle kanserde oldukga umut vaat eden likit
biyopsi ve yeni nesil dizileme yontemlerinin birlikte kullanimi genetik tan:
laboratuvarlar: agisindan biyik 6nem arz etmektedir. Bu sayede genis kapsamli ve
hassas bir ¢alisma ile etkinligi yuksek, bireye 6zgu saglik hizmetinin kanser
hastalarina verilebilmesi mimkin olabilecektir. Her iki yontemin birlikte klinik
uygulamalarda kullanilmasina yonelik evrensel literatir oldukga sinirli olup,
Turkge kaynak ise bulunmamaktadir. Bu ¢calisma ile kanser tani ve tedavisinde yeni
nesil dizileme yontemi ile likit biyopsi materyali kullaniminin avantajlart
belirlenerek bu materyalin rutin kullanimda yer bulmas: adina, ulusal ve
uluslararasi literatire katki saglanarak tilkemizdeki diger laboratuvarlar icin de bir
kaynak saglanmis olacaktir. Elde edilen yiksek miktarda verinin dogru bir sekilde
yorumlanabilmesi ve likit biyopsinin rutin calismalara entegre edilebilmesi
acisindan bu tezin bir kilavuz gorevi gérmesi ve baska merkezlerce faydalanilabilir

bir kaynak olmas: hedeflenmektedir.



TESEKKUR

Bu tez calismasinda, her gecen gln artan deger ve kullanim alanlarina
sahip yeni nesil dizileme yontemi ile likit biyopsi materyalinin kanser alaninda
rutin klinik uygulamalara entegrasyonu konu alinmis olup elde edilen bilgilerin
diger arastirmacilar ile paylasilarak bu alandaki yeni calismalar igin bir yol
gosterici olmas: hedeflenmistir. Bu calismanmin her asamasinda bana rehberlik
eden, lisanslsti 6grenimim boyunca kendisinden birbirinden kiymetli sayisiz
bilgiler edindigim saygideger damisman hocam Dr. Atil BISGIN’e, her sorumda
aym sabirla benimle ¢oziim arayan calisma arkadasim Ibrahim BOGA’ya, ne tir
zorluklarla Kkarsilasirsak karsilasalim bana bir arada kalmay: ve pes etmemeyi
Ogreten, ekip olmayi énce onlardan 6grendigim canim gekirdek aileme sonsuz

tesekkdirlerimi sunarim.
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1. GIRIS Ozge SONMEZLER

1. GIRIS

Likit biyopsi kavrami 1948 yilinda ortaya atilmig olup 2000°li yillara kadar
bilim dunyasinda yeteri kadar ilgi cekememistir (Mandel, 1948). Son on yi1l iginde
likit biyopsi kavrami detayli olarak agiklanmis ve likit biyopsinin kullanim
alanlarina yonelik calismalar gittikce artmaya baslamistir. Gunimiizde likit biyopsi
hem arastirma hem de rutin klinik ¢alismalarda Kklinik laboratuvar uygulamalarina
onemli katkilar saglamaktadir (Chu, 2017; Qin, 2016).

Likit biyopsi, tanim olarak periferik kandan elde edilen serbest tlimor
DNA’s1 ile timor hicrelerini kapsamaktadir. Somatik hiicreler cevresel ve/veya
genetik faktorlerin etkisi ile normal yapilarini onarilamayacak sekilde kaybettikleri
zaman bu hiicrelerin akibeti iki yonde olabilir: apoptoz veya kanserlesme.

Apoptoza giden hicreler blzustp nikleusu parcalanir, hicre icerigi
fagosite edilerek sindirildikten sonra kromatin kondensasyonu gerceklesir. Daha
sonra DNA fragmante olarak dolasima karisir.

Kanserlesen hcreler ise sinirsiz biylime ve proliferasyon ozelligi
kazanarak tUmor olusumuna yol acar. Immin sistem hiicreleri tarafindan
taninabilen kanser hiicreleri ise nekroz yolu ile ortadan kaldirilir. Bu nekroz
slirecinde osmotik basing etkisi ile hucreler patlar ve enflamasyon meydana gelir.
Apoptozda oldugu Uzere nekrozda da DNA fragmentasyonu gergeklesir. Ancak
apoptoz sonucu meydana gelen DNA fragmanlari nekroza gére daha buyuktir
(Elmore, 2007; Zhivotosky, 2001).

Yeni nesil dizileme (YND) yontemi son yillarda ozellikle
molekiler tanida altin standart olarak kabul gérmeye baslamistir. Oldukca hassas
ve guvenilir bir yontem olusu her gecen gun artan kullanim alanlar1 ile 6n plana
cikmasini saglamis ve diinya genelinde yayginlasmasina ortam hazirlamistir
(Reinecke, 2015). Bunun yaninda YND yoéntemi, 6zellikle kanser tanisinda ve
tedaviye hedef yolaklarin belirlenmesinde etkili bir ara¢ olarak kullaniimaya

baslanmistir (Kamps, 2017). Dusiik miktarda genetik materyalden de yiiksek
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miktarda bilgi elde edilmesi nedeniyle molekdler genetik tanida vazgecilmez bir
yoéntem halini almastir.

Hastaliklarin ~ tanisindan  tedavisine  yon  verebilecek, prognozunu
etkileyebilecek tim genetik degisimlerin tespit edilmesi ancak yeni nesil dizileme
yoéntemi ile miimkiin olabilmektedir. Bu yontem, hem daha hassas, givenilir ve
hizli sonuglar elde edilebilmesine hem de coklu gen panellerinin calisilabilmesine
imkan saglamasi sayesinde Ustiin hale gelmistir.

Kanser iliskili cahismalarda siklikla kullanilan materyal, formalin ile fikse
edilmis parafine gdmull (FFPE) doku ornekleridir. Doku 6rnekleri gesitli biyopsi
yontemleri ile girisimsel islemler araciligiyla temin edilebilmektedir. Yalnizca belli
bir bélgeden elde edilebilen FFPE doku 6rneklerinden metastazlar hakkinda bilgi
saglanamamasi ve bazi kimyasal 6n islemlere maruziyet nedeniyle bu 6rneklerden
genomik materyal eldesindeki kalite disukligu, calisilan testin sonucunu dogrudan
etkileyebilecek faktorlerdir (Do, 2015). Bundan da 6te ¢alisma yeni nesil dizileme
caligmast icin timor doku kesitinin timor ylzdesi, nekroz skoru ve doku orijini
gibi  tumor heterojenitesine  yol acan durumlarda c¢alisma kalitesini
etkileyebilmektedir. Kimi zaman da hastaligin lokalizasyonu materyal teminine
uygun olmayabilir. Tedavi altindaki hastalarda ise materyalin yeniden elde
edilmesi mimkiin olamayabilmektedir. Butiin bu problemler, invaziv islemleri en
aza indirecek yeni bir yontem arayisini dogurmustur. Glnimizde yeni nesil
teknolojilerin sundugu imkanlar dogrultusunda bu ihtiyaca likit biyopsi ¢alismalar
ile yanit verilebilmektedir. Likit biyopsi ile materyal eldesi daha kolay olup, timdor
heterojenitesi sorunu da asilabilmektedir (Vendrell, 2017).

Kanser hicreleri sinirsiz bolinme ve proliferasyon 06zelligi nedeniyle
normal hicrelerden ¢ok daha hizli sekilde klonal olarak birbirinden farkl
karakteristik dzellik gosteren hiicre gruplart olusturmaktadir. Bunun sonucunda
metastaz ile sekonder timdrler olusmaktadir (Eccles, 2007). Likit biyopsi materyali

ile calismak, var olan primer ve primer iliskili sekonder timorlere yonelik genis
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kapsamli veri eldesini, boylelikle de invaziv girisimi en aza indirmeyi
saglamaktadir (Heitzer, 2015).

Likit biyopsi materyalinden yapilan molekuler calismalar kanser hastalar
icin olas1 tedavi yanitinin ve direncinin dngorilebilmesi sayesinde uygulanacak
tedavi icin protokoliin tamamen bireye 6zgl olmasina imk&n vermektedir. Ayrica
hastaligin tedavisi ve seyri sirasinda degisen timor genotipi hastalarin sagaltimi
acisindan énemlidir. Likit biyopsi ¢alismasinin YND aracihig: ile gerceklestirilmesi
ozellikle iyi klinik laboratuvar uygulamalar: agisindan hasta yararina bir secimdir.

Kanser olgularinda likit biyopsiden izole edilen serbest timér DNA’s1 ve
FFPE doku 6rneklerinden izole edilen genomik DNA ile YND yodntemi aracihigiyla
tedaviye yonelik tasarlanmis ¢oklu gen paneli calismas: yapilmigtir. Likit
biyopsinin rutin klinik laboratuvar uygulamalarina entegrasyonu ile hem tiimére ait
genetik bilginin elde edilmesi hem de zaman ve is glici kaybinin 6nlenmesi
hedeflenmistir. Buna ilaveten, likit biyopsiden serbest timor DNA’s1 ve FFPE
doku o©rneklerinden genomik DNA izolasyonundan baslayarak biyoinformatik
analizler sonucunda yapilan klinik raporlamaya kadar olan tim is akis1 gdzden
gecirilerek likit biyopsi materyalinin YND yontemi ile rutin klinik uygulamalarda

etkin bir bigimde kullanimini saglamak amaglanmustir.

GENETIK MIATERYAL
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Sekil 1.1. Tez calismasi is akis semasi

Bu tez caligmasinda is akisi, genetik materyal eldesine yonelik DNA
izolasyonlar: yapilmas: ile baslamstir. Likit biyopsi materyallerinden ccfDNA ve
FFPE doku 6rneklerinden gDNA izolasyonu yapilmustir. Likit biyopsiden ccfDNA
izolasyonu, 2 farkl: tipteki biyolojik 6rnek toplama tiiplerine alinan periferik

kandan plazma 6érneklerinin ayrilmasi, lizis, vakumlama sistemi araciligi ile filtreye



1. GIRIS Ozge SONMEZLER

baglanma ve yikamalarin yapilmasi ile ardindan eliisyon iglemi sonrasi saf ccfDNA
eldesini kapsamaktadir (Sekil 1.2.). FFPE doku orneklerinden gDNA izolasyonu
ise en kaliteli gDNA elde etmek adina Onceki calismalarda yodntemsel

optimizasyonlar: tamamlanmis metot ile gerceklestirilecektir (Boga, 2017).
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Sekil 1.2. Likit biyopsi materyallérinden ccfDNA izolasyon semasi

Calismamizda yeni bir YND sistemi kullanilmis olup calisma prensibi;
hedef bolgelerin zenginlestirilmesi ve eklenen evrensel nikleotid dizileri ile
boncuklara ilistirilmesi, boncuklara tutturulan DNA’larin ¢ogaltilmasi, “flowcell”
adi1 verilen dizileme ciplerine yiuklenmesi ve es zamanlh olarak boncuk Uzerindeki
DNA parcalarinin sekanslanmasidir. Dizileme islemi floresan bagl nikleotidler
araciligi ile gerceklestirilir. “Flowcell”e ilistirilmis olan boncuklar izerindeki DNA
fragmentleri, floresan baglh nikleotidler ile eslesen bolgeler igerir. Nukleotidler bu
dizilere baglanir ve her yeni baglanmada ytiksek ¢ozinurlukli fotograflar gekilir.
Cihaz, floresanin rengine gore baglanmis olan nikleotidi tespit eder ve bu sekilde
dizi ortaya konur (Qiagen, 2015). Yeni nesil dizileme sonucunda elde edilen
verilerin kalite kontrolleri yapilir.

Coklu gen panellerinde biyoinformatik analizleri yaparken hastalarin
Klinigi ile beraber degerlendirilerek klinik agidan anlamli olan varyantlarin ve bu
varyantlarin klinige ne gibi etkilerinin olabileceginin belirlenmesi gerekmektedir.
Bu acidan yapilan analizlerde, hastaya ait elde edilebilecek batiin bilgiler deger

kazanmakta ve raporlanacak olan sonucu etkileyebilmektedir. Biyoinformatik
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analizler ile varyant analizleri tamamlanarak elde edilen sonuglar uluslararas:

kriterlere uygun olacak sekilde klinik rapora donusturuldr.

ccfDNA veya gDNA
fragmani
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Sekil 1.3.Calismada kullanilan yeni nesil dizileme sisteminin (GeneReader NGS
Sistemi) is akis semasi

Yeni nesil dizileme, tiim genetik ¢aligsmalarin temelini olusturacak nitelikte
hassas ve gelistirilebilir bir yontemdir. Kanser hakkinda pek ¢ok bilgi sunulmasina
imkan veren likit biyopsi materyalinin, yeni nesil dizileme metodu aracilig: ile

rutin ¢calismalarda kullaniimas: kacinilmaz hale gelmistir. Bu sayede Kisiye 6zgu
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tedaviler daha spesifik ve kapsamli bir sekilde belirlenerek hastalara daha etkili ve
glivenilir bir saglik hizmeti sunulabilmektedir (Falk, 2017).

Bu tez calismasinda likit biyopsi materyalinin yeni nesil dizileme yontemi
ile klinik laboratuvar uygulamalarina entegrasyonu amaciyla CU AGENTEM’e
rutin tetkik icin yonlendirilen akciger kanseri tanisi almig hastalarda genis kanser
paneli (Actionable Insight Solid Tumor Panel, Qiagen) kullaniimistir. Akciger
kanseri, dlnya genelinde cinsiyet g6zetmeksizin en sik rastlanilan kanser tlridir
(Ridge, 2013). Gerek sag kalim suresi gerekse tedaviye yamtin dustkligu
nedeniyle rutin ve bireye 6zgi takip gerektiren bir hastaliktir. Bu 6zelliklerinden
dolayi, hastanin genetik bilgileri 1s1ginda tedaviye olasi yanitin degerlendirilmesi
hastalar icin oldukca énemlidir. Ozellikle hastaligin hizl seyri nedeniyle de yapilan
molekiler genetik tetkiklerin iz da hastaligin sagaltiminda ilgili brans
hekimlerine yol gostericidir. Butin bu nedenlerle, bu tez caligmasinda akciger
kanserli hastalardan alinan likit biyopsi ornekleri ile calisilmig ve likit biyopsi
materyalinin yeni nesil dizileme metoduna entegrasyonu saglanmustir.

Tez calismasinda kullanilan ¢oklu gen panelinde solid timorler agisindan
Onem arz eden 12 gen ¢alisiimistir. Bu genler; EGFR, ALK, KRAS, PIK3CA, NRAS,
PDGFRA, KIT, ERBB2, ERBB3, ESR1, BRAF ve RAF1 olup bu genlerdeki
varyantlar tan1 ve/veya tedaviye yanit, hastalik seyri gibi konularda bilgi vericidir.
Varyantlarin kanser tipleri ve hastaligin prognozuna yonelik etkileri biyoinformatik
analizler araciligi ile belirlenmekte ve hastalarin sagaltiminda 6nemli bilgiler
saglamaktadir.

Panelde calisilan genlerden;

KRAS, RAS vyolagim1 dizenleyerek hicrenin sag kalimini saglayan
membran iligkili G proteinini kodlayan onkogenik bir gendir. Pankreas kanserinde
% 69,3, kolon kanserinde % 30,7 ve safra yolu tlimérlerinde % 22,3 oraninda
somatik degisimler gosterdigi bildirilmistir (Brose, 2002; Pylayeva-Gupta, 2011;
Riely, 2008). Bu degisimler kucuk hicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda kotu
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prognoz ile iliskilendirilmistir (Mascaux, 2005). Literatlrde cesitli tedavilere
direng olusturdugu gosterilmistir (Ahronian, 2015).

NRAS geni, tipki KRAS gibi RAS yolagin1 duzenleyerek hiicrenin sag
kalimini saglayan membran iliskili G proteinini kodlayan onkogenik bir gendir.
Melanomalarda % 18, tiroid kanserinde % 6,3, kolerektal kanserinde % 5,3
oraminda somatik degisimler bildirilmistir ve bazi tedavilere diren¢ olusumuna
sebep oldugu rapor edilmistir (Cox, 2014; Vaughn, 2011). Miyelodisplastik
sendromda ise somatik degisimler kotl prognoz kriteri olarak gosterilmistir (Bejar,
2014).

BRAF, MAPK yolagini diizenleyerek hiicre sag kalimini etkileyen bir
protein kodlayan onkogendir. Tiroid kanserinde % 51,5, melanomalarda % 36,5,
kolon kanserinde % 13,3 oraninda somatik degisim gosterdigi bildirilmis olup
kolorektal kanser hastalarindaki degisimler kot prognostik olarak gosterilmistir
(Basolo, 2010; Ciampi, 2005; Davies, 2002; De Roock, 2011; Van Cutsem, 2014).
Ayrica, bazi tedavilere disik yamt ve artmis direnc ile iliskilendirilmistir
(Ahronian, 2015).

RAF1, BRAF gibi MAPK vyolagin1 dizenleyerek hiicre sag kalimini
etkileyen bir protein kodlayan onkogendir. Melanomalarda % 3,4, kolon
kanserinde % 2,9 oraminda degisimler rapor edilmistir. Ayrica RAF1 p.S257L
mutasyonu kolon ve cilt kanseri tiplerinde en sik goriilen mutasyondur (COSMIC).

EGFR, RAS ve PI3K yolaklarini diizenleyerek hicrenin sag kaliminda rol
alan tirozin kinaz reseptdruni kodlayan onkogenik bir gendir. Kiguk hicreli dist
akciger kanserinde % 36, gliomalarda % 8,6, meme kanserinde % 2 somatik
degisimler bildirilmis olup, EGFR mutasyonu olan hastalarin bazi tedavilere karsi
artmig direng ve bazi tedavilere ise duyarlilik gosterdigi rapor edilmistir (Gainor,
2013; Grandis, 2004; Hirsch, 2005; Kris, 2003; Miller, 2004; Pao, 2004;
Shigematsu, 2005). EGFRvIII allelindeki degisimler glioblastoma hastalarinda
kot prognoz kriteri olarak bildirilmistir (Shinojima, 2003).
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PDGFRA, PI3K yolagini dizenleyerek hiicrenin sag kaliminda rol alan
tirozin kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Gastrointestinal stromal tumdrlerde %
11,6, kiglk hucreli dist akciger kanserlerinde % 4,9, melanomalarda % 1,4
oraminda somatik degisimler gortlmis olup gastrointestinal stromal tumorll
hastalarda iyi prognoz kriteri olarak bildirilmistir (Corless, 2005; Heinrich, 2003).

KIT, STAT yolagint diizenleyerek hicrenin sag kaliminda rol alan tirozin
kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Gastrointestinal stromal tiimérlerinde %
56,3, akut miyeloid I6semilerde % 8,5, melanomalarda % 6,4 oraninda somatik
degisimler bildirilmistir (Antonescu, 2011; Boissel, 2006; Cammenga, 2005;
Heinrich, 2003). Bu gendeki degisimler, akut miyeloid 16semili hastalarda dusik
sag kalim ve kisa hastaliksiz yasam siresiyle, gastrointestinal stromal tumaorlu
hastalarda ise disuk sagkalim oran ile iliskilendirilmistir (Care, 2003; Heinrich,
2003). Bu gendeki degisimlerin bazi tedavilere artmis diren¢ olusturdugu da rapor
edilmistir (Katayama, 2012).

ALK, apoptoz yolagini diizenleyerek hicrenin sag kaliminda etkin tirozin
kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Néroblostomalarda % 8, kolon kanserinde %
7,4, kiglk hicreli disi1 akciger kanserinde % 6 oraninda somatik degisimler
bildirilmis olup ALK geninde mutasyonu olan hastalarda bazi tedavilere karsi
artmis ilag direnci rapor edilmistir (Chen, 2008; George, 2008; Katayama, 2012;
Koivunen, 2008; Kwak, 2010; Lin, 2009; Lipson, 2012; Shinmura, 2008).

ERBB2, PI3K yolagini dizenleyerek hiicrenin sagkaliminda etkin tirozin
kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Gastrik kanserlerde % 3,5, 0zafageal
kanserlerde % 2,7, meme kanserinde % 1,7 oraninda somatik degisim rapor edilmis
olup bu gende mutasyonu olan hastalarda bazi tedavilere karsi artmis ilag direnci
bildirilmistir (Burstein, 2005; Gravalos, 2008; Planchard, 2015; Yoon, 2012; Yu,
2013)

ERBB3, PI3K yolagini diizenleyerek hiicrenin sag kaliminda etkin tirozin

kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Gastrik kanserlerde % 10,6, kolon kanserinde



1. GIRIS Ozge SONMEZLER

% 6,5, kiglk hicreli dis1 akciger kanserinde % 2,5 oraninda somatik degisimler
bildirilmistir (COSMIC).

ESR1, transkripsiyonel regilasyonu etkileyerek hicrenin yasaminm
etkileyen, hicre igi reseptdr kodlayan onkogenik bir gendir. Meme kanserinde %
7,1, kolon kanserinde % 5,5, gliomalarda % 2 oraninda somatik degisimler rapor
edilmistir (Jeselsohn, 2015; Parsons, 2008).

PIK3CA, PI3K yolaginm diizenleyerek hiicrenin sagkaliminda rol alan lipid
kinaz kodlayan onkogenik bir gendir. Endometriyal kanserlerde % 28,4, meme
kanserinde % 27,9, safra kesesi kanserinde % 18,7 oraninda somatik degisim rapor
edilmistir (Cizkova, 2012; Kandoth, 2013; Kompier, 2010). Ayrica, Cowden
Sendromu tip 5 gibi herediter neoplastik sendromlarda germ-line mutasyonlar
bildirilmistir. Bu gendeki degisimler, evre I-11l kolerektal kanser hastalarinda
disiik sagkalim oran ile iliskilendirilmistir (De Roock, 2011).

Bitiin bu bilgiler 1s1ginda, 6zellikle kanserde olduk¢a umut vaat eden likit
biyopsi ve yeni nesil dizileme yontemlerinin birlikte kullanimi genetik tan:
laboratuvarlar: agisindan biyiik 6nem arz etmektedir. Bu sayede genis kapsamli ve
hassas bir ¢alisma ile etkinligi yiksek, bireye 6zgu saglik hizmetinin kanser
hastalarina verilebilmesi mimkiin olabilecektir. Her iki yontemin birlikte klinik
uygulamalarda kullaniimasina yonelik evrensel literatir oldukga sinirli olup,
Tirkce kaynak ise bulunmamaktadir. Elde edilen yiksek miktarda verinin dogru
bir sekilde yorumlanabilmesi ve likit biyopsinin rutin calismalara entegre
edilebilmesi agisindan bu tezin bir kilavuz gorevi gérmesi ve baska merkezlerce

faydalanilabilir bir kaynak olmas: hedeflenmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Molekiler kanser tamisinda likit biyopsinin yeni nesil dizileme yontemi
aracili kullanimina iliskin literattr bilgisi oldukga simirlidir. Likit biyopsi (izerine
ise ulusal literatirde herhangi bir kaynak bulunmamakla beraber uluslararasi
literattirde tum gelismeler son birkag yil ile sinirl kalmaktadir.

Likit biyopsi kavram: ilk olarak Mandel P. ve arkadaslar: tarafindan
1948°te ortaya atilmastir. Her ne kadar Stroun, M. ve arkadaslar: 1989’da kanser
hastalarinda hiicre disinda serbest bulunan nikleik asitlerin kanser hiicrelerindeki
nlkleik asitler ile benzer 6zellikler tasidiginm ortaya koysa da yeteri kadar ¢alisma
yapilmamustir.

1994 yilina gelindiginde Vasioukhin V. ve arkadaslari kemik iliginde RAS
mutasyonlar: pozitif DNA fragmanlar: tespit etmis ve malign hastaliklarda
plazmadaki serbest DNA miktarinin arttigini bildirmislerdir.

1996°da Nawroz H. ve arkadaslar: periferik kanda miRNA ve mikrosatellit
degisimlere sahip serbest DNA’nin daha ylksek oldugunu géstermislerdir.

2005 yilinda Mori T. ve arkadaslari metastatik melanoma vakalarinda
serumdaki serbest DNA’larda kanser iliskili genlerin metile hallerinin varligin
tespit etmis ve bunlarin tedavi yaniti tizerindeki olasi etkilerini bildirmislerdir.

Bu bilginin kanser calismalarina uyarlanmas: ise timor klonalitesi ile
metastatik huicrelerin arastirilmas: ve dolasimdaki timor hicrelerinin (CTC) tespiti
ile baglamistir.

2007 yihinda Eccles S. ve arkadaslari kansere ait klonal hiicrelerin ve
dolasima dokiilen metastatik tlimor hicrelerinin  tespiti ve mutasyonlarin
saptanmasi ile de hedefe yonelik tedavi segeneklerinin uygulanabilecegini ancak bu
alanda daha ¢ok calisma yapilmasina ihtiyag oldugunu belirtmistir.

2008 yilinda Pantel K. ve arkadaslar: tarafindan, kemik iliginde dissemine

ve dolasimdaki timor hicrelerinin (DTC ve CTC) tespit edilebilirligi

11



2. ONCEKI CALISMALAR Ozge SONMEZLER

gosterilmistir. Bu ¢alisma sayesinde metastatik hiicrelerin biyolojik ve karakteristik
Ozellikleri anlagilabilmistir.

Schwarzenbach H. ve arkadaslari da 2011 yilinda dolasimdaki DNA,
mRNA ve microRNA’larin  kanser belirtecleri olarak tumor  yukind
olusturduklarini ve kanser gelisimi ile dogrudan iliskili olduklarini gostermiglerdir.

2013 yilinda Crowley E. ve arkadaslari kanser tanmisinda, alternatif bir
yéntem olarak likit biyopsinin kullanilmasinin avantajlarini listelemisler ve
hastaligin prognozuna yonelik bilgiler saglayabilecegini belirtmislerdir. Ayni yil
Elshimali Y. I. ve arkadaslar1 kanser vakalarinda likit biyopsinin erken dénemde
parafinize doku ¢alismalarina olan Ustunliginin ve hasta takibindeki avantajlarinin
kolaylastirabileceginin Uzerinde durmustur.

2015 yilinda Gingras |. ve arkadaslari, 2016 yilinda da Qin Z. ve
arkadaglar1 likit biyopsi ile yapilan molekiler analizlerin parafinize doku
caligmalarindan daha etkin olabilecegini belirtmis, sadece primer timor dokusu
degil metastatik dokulara yonelik de bilgiler sunabilecegini belirterek rutin klinik
calismalarda likit biyopsinin uygulanmasi savini ortaya atmiglardir.

2016 yilinda Bennet C. W. ve arkadaslar: serbest timor DNA’s1 ile hasta
takibi yapilmasinin 6nemini vurgulams, kanser tani ve tedavi surecinde yontemsel
standardizasyonun gerekliligini savunmuslardir.

2016 yilinda Malapelle U. ve arkadaslar: yeni nesil dizileme sistemlerinin
kanser tamsindaki 6nemi Uzerinde durarak likit biyopsi materyali ile caligmanin
yoéntemsel avantajlarini gostermistir.

2017 yihinda Vendrell J. A. ve arkadaslari akciger kanserli hastalarda
serbest timoér DNA’sim farkli metotlar ile calisarak karsilastirmiglardir. Ayni yil
Caswell D. R. ve arkadaslari likit biyopsi materyali ile calismanin timor
heterojenitesi sorununu en aza indirmek igin iyi bir yontem olabilecegi Uzerinde
durmusglardur.

2017 yilinda Kamps R. ve arkadaslar: kanser tanisinda yeni nesil dizileme

yonteminin yiksek givenilirligini vurgulamiglardir.
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Son olarak 2017 yilinda Boga 1. tarafindan yapilan tez calismasinda yeni
bir yeni nesil dizileme sistemi olan GeneReader NGS sisteminin validasyonu ve
FFPE doku Orneklerine yonelik yontemsel ve sistemsel optimizasyonlar
gerceklestirilmistir.

Bu tez galismasinda kullanilan yeni nesil dizileme sistemine (GeneReader
NGS System) ve kullanilan panele yonelik literatlirde simirli sayida ¢alisma
mevcuttur. Likit biyopsi materyali ile pek cok farkli metot aracili yapilan
calismalar olsa da son yillarda altin standart olarak kabul goérmis olan YND
yontemi galismalar: cok az sayidadir. Ozellikle klinik laboratuvar uygulamalarinda,
likit biyopsi materyalinin kullanimina yo6nelik kilavuz olarak kullanilabilecek
detayli bir yayin bulunmamaktadir. Bahsedilen YND sistemi ile yapilan bu tez
calismas: ise baslangi¢c materyalinin likit biyopsi olmasi 6zelligi ile ulusal ve

evrensel literaturde bir ilk niteligindedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu tez calismasinda, Cukurova Universitesi Adana Genetik Hastaliklar
Tani ve Tedavi Merkezi’ne (CU AGENTEM) basvuran farkl: evrelerdeki akciger
kanserli hastalarin likit biyopsi ve FFPE doku 6rneklerinden yeni nesil dizileme ile
calisilmigtir. Bu hastalardan 8 tanesinin periferik kanlarindan 10 mL likit biyopsi
materyalleri 2 farkl: tip biyolojik 6rnek toplama tlplerine alinmistir. Ayrica 28
hastanin hem likit biyopsi materyalleri ayni alinmis hem de cgesitli girisimsel
islemler araciligi ile elde edilmis biyopsi materyallerinden parafinize doku
[Formalin Fixed Paraffin Embedded (FFPE)] érnekleri temin edilmistir. Toplanan
baslangic materyallerinden Cukurova Universitesi AGENTEM’de rutin olarak
kullaniimakta olan kanser paneli ile calisilmak Uzere gDNA (genomik DNA) ve
ccfDNA (Circulating Cell-Free DNA) elde edilerek rutin kullanima entegrasyonu
hedeflenmistir.

Serbest DNA’lar, apoptoz veya nekroza ugramis hticrelerden periferik kana
dokdlurler. Kanser varliginda, dolasimda yer alan serbest DNA konsantrasyonunun
daha yiksek olmasi beklenmektedir (Szpechcinski, 2015). Ancak likit biyopsi
calismalari, ccfDNA elde edilme giicli ve konsantrasyonunu etkileyebilecek farkli
parametrelerin varhigi dolayisiyla calisilacak molekuler test tlriine gore
optimizasyon ve entegrasyona ihtiya¢c duymaktadir. Kanser iliskili yeni nesil
dizileme calismalarinda siklikla periferik kan ve FFPE doku ornekleri baslangig
materyali olarak kullaniimaktadir. Bununla beraber doku eldesinin zorlugu, yapilan
calismanin tekrarinin zorlugu ve YND c¢alismasinda dokudan elde dilen DNA
kalitesinden kaynaklanan sorunlar, likit biyopsinin baslangic materyali olarak
kullanilmasin: bir ihtiya¢ haline getirmistir. Likit biyopsi, bireyin tasidig: spesifik
genetik degisimler dogrultusunda tedaviye yonelik gtncel protokollerin
belirlenebilmesinde kullanilabilmesi ve daha iyi bir hasta/hastalik takibi ile

hastalara daha iyi bir saglhk hizmeti sunulmasint mimkan kilmistir.
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Bu tez calismas icin, CU AGENTEM‘e basvuran akciger kanseri tanisi
almis 36 hastadan likit biyopsi 6rnekleri alinarak CU AGENTEM’de rutin olarak
kullanilmakta olan solid tumor kanser paneli ile calisilmistir. Ancak likit biyopsi
calismalarinda DNA izolasyonu diger materyallerden yapilan izolasyona gore daha
az standardize haldedir. Ayrica kan veya doku materyali ile yapilan ¢aligmalarda
elde edilen gDNA miktar1 ile likit biyopsi c¢alismalarindan elde edilen serbest
timdér DNA’s1 konsantrasyonunun Karsilastiriimasina yonelik bir literatiir bilgisi
bulunmamakla birlikte likit biyopsi ¢alismalarinda elde edilen DNA miktar1 daha
disuk olmasi beklenmektedir. Bu da izolasyon yoénteminin, calisilacak metot ve
protokole gore standardize edilmesini zorunlu kilmaktadir. Elde edilmesi
hedeflenen ccfFDNA molekiillerinin apoptoz veya nekroz sonucu fragmante olmasi
beklendiginden c¢alisma Kkalitesini ve ¢alisma sonundaki analizleri dogrudan
etkileyebilecegi g6z 6nlinde unutulmamalidir.

Bu calismada, likit biyopsi icin ¢zel olarak Gretilmis, serbest DNA’larin
stabilize olmasini saglayan igerige sahip 2 farkl tipte tupler kullanildi. Biyolojik
ornek toplama tiiplerinin DNA konsantrasyonu tzerindeki etkisini tespit edebilmek
adina 2 farkh biyolojik 6rnek toplama tlpiinde hastalarin periferik kan ornekleri
toplandi. Tipler, serbest DNA izolasyonu asamas: gerceklesene kadar plazmalar
ayrilmadan, en fazla 7 gun sure ile 6rnekler dogrudan giinese ve herhangi bir
mekanik etkiye maruz kalmayacak sekilde oda sicakliginda (23°C) muhafaza
edildi. Serbest DNA izolasyonu sonrasinda DNA konsantrasyonlari karsilastirilarak
sonucun anlamlilig1 degerlendirildi.

Farkl baslangic materyallerinin DNA izolasyonu, yeni nesil dizileme ve
biyoinformatik analizler Uzerindeki etkilerini arastirmak (zere likit biyopsi

materyallerinin yaninda FFPE doku érnekleri de ¢alismaya dahil edildi.

3.2. Metot
Yapilan tez calismasinda, kanser panelinin rutin klinik laboratuvar

uygulamasi, likit biyopsi ve doku materyallerinin temini, likit biyopsilerden
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plazmanin ayrilmasi, plazmadan serbest DNA, doku dOrneklerinden genomik ve
serbest tumor DNA’s1 izolasyonu, izole edilen uygun kalite ve miktardaki
DNA'’lardan  hedef Dbolge zenginlestirilmesi, c¢ahsma  kittuphanelerinin
olusturulmasi, klonal amplifikasyon ve yeni nesil dizilemeden meydana
gelmektedir. Ardindan veri analizi ile galisma Kkalitesinin tayini ve hastalarin klinik
oykuleri dogrultusunda varyant analizi ile varyantlarin biyoinformatik olarak
yorumlanmas: yapilmaktadir.

Calismada kullanilan yeni YND sisteminde dizileme cihazin yiiklenecek
hasta orneklerini iceren “flowcell”ler, ¢alisilan materyal tiri gen paneli iligkili
olarak likit biyopsiler igin 8, FFPE doku o6rnekleri icin ise 10 hasta kapasitelidir.
Tez calisgmasinda bu nedenle likit biyopsi igin 8’er ve FFPE doku drnekleri igin

10’ar hastalik gruplar halinde uygulama yapilmastir.

3.2.1. Likit Biyopsiden ccfDNA izolasyonu

Akciger kanseri tanili 36 hastadan 8’inin likit biyopsi 6rnekleri, 10 mL
periferik kandan olacak sekilde 2 farkl: tipteki biyolojik 6rnek toplama tiiplerine
alindi. Diger 28 akciger kanseri hastasinin 10 mL periferik kanlart A marka
biyolojik 6rnek toplama ttplerine alindi. ccfFDNA izolasyonu, Circulating Cell-Free
DNA izolasyon kiti (Qiagen QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit) kullanilarak,
vakumlu sistem yardimi ile (Qiagen QIAvac 24 Plus) gerceklestirildi. islem
sonunda likit biyopsilerden ccfDNA elde edildi ve konsantrasyon tayinleri
florometrik DNA 6l¢tim cihazi (Qubit 3.0, ThermoFisher) ile yapildi. Yeterli DNA

konsantrasyonuna sahip 6rnekler bir sonraki asamaya aktarildi.

Plazmalar: ayrilmak tzere, biyolojik 6rnek tuplerinde bulunan likit biyopsi
ornekleri, 3000 rpm’de, +4°C’de 10 dk. santrifiyj edildi. Siipernatant olarak
ayrilan 4 mL plazmalar, pellete degmeden dikkatlice alinarak 50 ml’lik

santrifiij tlplerine aktarildi.
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Liyofilize halde bulunan 310 pg tastyict RNA’ya (CRNA, carrier RNA)
1550 pL AVE tamponu eklenerek cozdirulmesi saglandi. Tip cRNA
tamamen cozinene dek vortekslendi ve ardindan kisa santrifiij yapildi.
Elde edilen ¢ozdirilmis cRNA, her bir ¢alisma grubunda kullanilacak
miktara gore (45 pL) alikotlandi. Alikotlanan cRNA kullanilana dek
saklanmak tzere -20°C’ye kaldirildh.

Bir ¢alisma grubu icin (8 6rnek) 28,2 mL ACL tamponu ile daha 6nceden
cozdirtlen 45 pL cRNA, 50 mI’lik santrifuj tiptnde birlestirildi.

Yeni bir santrifiij tipune aktarilmis olan her bir 4 mL plazma 6rnegi
tizerine 400 pL proteinaz K (QIAGEN Proteinase K) ve 3,2 mL ACL-
cRNA karisimi eklendi. Tipler 30 sn. boyunca vortekslenerek homojen
hale getirildi. Homojenize edilen tipler hi¢c bekletilmeden, 6nceden
hazirlanarak 60°C’ye ayarlanmis olan su banyosuna yerlestirildi. 30 dk.
inktibe edildi.

Inkiibasyon sonras: tlplerdeki lizatlara 7,2 mL ACB tamponu eklendi.
Tupler 15-30 saniye vortekslenerek homojen hale getirildi. Homojenize
edilen tiipler 5 dk. buz tizerinde bekletilerek sogumalar: saglandi.

Vakum sistemi kurulmak Uzere her 6rnek icin bir adet eliisyon kolonu
(QlAampMini column), bir adet konektér (VacConnector) ile vakum valfi
(VacValves) ve 20 mL hacmindeki uzatma tiipleri birlestirilerek sikica
vakumlu sisteme yerlestirildi.

50 ml’lik santrifuj tdplerinde bulunan ornekler dikkatlice her érnek igin
vakumlu sisteme yerlestirilmis olan alan 20 mI’lik farkl uzatma tplerine
aktarildi. Vakum pompasi agilarak tum drneklerin tamamen vakumlanmasi
saglandi. Vakumlanma islemi tamamlandiktan sonra vakum kapatilarak
uzatma tupleri sistemden cikarildi. ElGsyon kolonlari Uzerine her bir
sollisyondan sonra yeniden vakumlama yapilacak sekilde sirasiyla 600 pL
ACW1 tamponu, 750 uL ACW?2 tamponu ve 750 pL saf etanol eklendi.

Tamponlar eklenirken sivinin kolon membraninm kaplayacak sekilde,
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filtreye degmeden birakilmasina dikkat edildi. Yikama asamalar
tamamlandiktan sonra vakum sistemi kapatildi. Eliisyon kolonlari,
kapaklar1 kapatilarak temiz birer 2 mL koleksiyon tlplerine alind.
Kullanilan valf ve konektorler atildi.

Koleksiyon tupleri 14000 rpm’de 3 dk. santrifllj edilerek kalan sollisyon
artiklart uzaklastirildi. Santrifllj sonras: elisyon kolonlart 2 mL’lik yeni
koleksiyon tupiine alindi ve 6nceden 56°C’ye ayarlanmis olan isiticida 10
dk. kurumaya brrakildi. Kuruyan eliisyon kolonlari 1,5 mL’lik yeni eltisyon
tiplerine alind1 ve lzerlerine membran: kaplayacak sekilde, oda sicakligina
getirilmis 40 pL AVE tamponu eklendi. Tuplerin kapaklar: kapatilarak 3
dk. oda sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiipler maksimum
devirde 1 dk. santrif(ij edilerek ccfDNA elusyonu gergeklestirildi.
Izolasyonu tamamlanan orneklerin ccfDNA konsantrasyonu 6lgtimleri
florometrik DNA 6lglim cihazi ile yapildi. Konsantrasyon oOl¢imi igin
standartlar (2 adet) ile her drnek icin 199 uL calisma soliisyonu ve 1 pL
florokrom  karistinlarak ¢alisma solisyonu hazirlandi.  Sollisyon
vortekslenerek homojen hale getirildi ve kisa santrifij yapildi. Daha sonra
hazirlanan ¢alisma solisyonundan 6rnekler igin 198 pL, standartlar icin
190 pL ahmp 500 pL’lik mikrosantrifuj tuplerine dagitildi. Tuplere
dagitilan solisyonlarin Gzerine orneklerden 2 pL, standartlardan 10 pL
eklenerek her bir tip 200 pL’ye tamamlandi. Ornekler ve standartlar
eklendikten sonra vorteks ve kisa santriflj yapilip 2 dakika oda
sicakhginda inkiibasyona birakildi. inkibasyon sonunda 6nce standart
okumalar: yapilarak cihaz ayarlandi. Ardindan Ornekler sirayla cihaza

yerlestirildi ve ng/pL cinsinden ccfDNA konsantrasyonlar: belirlendi.

Konsantrasyonu yeterli olan 6rnekler, hedef zenginlestirilmesi icin

calismanin bir sonraki asamasina aktarildi.
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3.2.2. FFPE dokudan gDNA izolasyonu

gDNA izolasyonu, FFPE DNA izolasyon kiti (Qiagen GeneReader FFPE
kiti) kullanilarak, izolasyon cihazinda (Qiagen QIlAcube) yapilmistir. Bu asamada
FFPE materyalinden genomik DNA elde edilip, elde edilen genomik DNA
florometrik DNA 6l¢lim cihaz1 (Qubit 3.0, ThermoFisher) ile 6lctlerek, yeterli

DNA elde edilen 6rnekler bir sonraki asamaya aktarildi.

Parafine gomiilu olarak gelen 6rnekler, izolasyon asamasinda once
deparafinize hale getirildi. 2 mL’lik mikrosantrifij tuplinde bulunan
parafinize blok Kkesitlerine, deparafinizasyon solusyonundan 160 pL
aktarilip 10 saniye (sn.) sure ile vorteks ve kisa santriftij yapildi. Santrifij
sonrasi, daha 6nceden 1sitilmis olan 1s1 blogunda 56°C’de 3 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda Grnekler, bloktan cikarilip oda sicakligina
gelmesi beklendi. Oda sicaklhiginda mumsu veya kati1 yapisi devam eden
orneklere 30-80 ul daha deparafinizasyon soliisyonu eklendi ve inkiibasyon
asamasi tekrarlandi.

Orneklere, kit igerisinde bulanan RNaz icermeyen su, FTB sollisyonu ve
proteinaz K eklendi. Her ornek igin tiipe 55 uL RNaz igermeyen su, 25 puL
FTB solusyonu ve 20 pL proteinaz K eklendi. Vorteks ve ardindan kisa
santrifuj yapihp ve 56°C’de 1 saat inkibe edildi. Inkiibasyon sonunda
ornekler énceden 1sitilmis olan 1s1 blogunda 90°C’de 1 saat daha inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonras: drnekler kisa santriftij yapilarak islem sonunda iki fazl
bir gorintd olusmas: saglandi. Alttaki berrak faz yaklasik 100 pl olacak
sekilde baska bir mikrosantrifuj tlipiine aktarildi. Aktarilan berrak fazin
Uzerine 115 pL RNaz icermeyen su ve kit icerisinde bulunan UNG
enziminden 35 pL eklendikten sonra 6rnekler, vorteks ve kisa santrifiij

yapildi. 50°C’de 1 saat inkibe edildi ve inkiibasyon sonrasinda kisa
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santrifiij yapildi. Sonraki islemlere otomatik izolasyon cihazinda devam
edildi.

Otomatik izolasyon cihazi icin rotor adaptorler hazirlandi. izole DNA
orneklerinin  konulacag: elusyon tlpleri ve filtreleme islemlerinin
gerceklesecegi spin kolonlar rotor adaptorlere yerlestirildi. Cihazin drnek
kisimlarina 2 mL’lik mikrosantrifiij tlipiinde bulanan deparafinize edilmis
ornekler yerlestirildi ve cihazin islem sirasinda kullanacag: solisyonlar
(AL Buffer, AW1, AW2, ATE, % 96’lik etil alkol ve RNaz A) cihaza
yerlestirildi. Son olarak, 200 pL'lik ve 1000 pL'lik pipet uglari cihaza
yerlestirilerek, cihaz calistirildi.

CGalismasi biten otomatik izolasyon cihazindan ellisyon tupleri topland: ve
izole edilen DNA’lar kontrol edildi (izole DNA’lar berrak bir sekilde
gortlmelidir. Berrak olmayan DNA’lar ile yapilan calismalarimiz
gostermistir ki bu ornekler, hem konsantrasyon iliskili hem de saflik ile
ilgili sorunlar yaratmstir). Berrak olmayan izole DNA’lar calisma disi
birakildi ve tekrar izolasyon yapildi. Boylece, ileriki asamalarda ¢alismada
kotl ve/veya yetersiz sonug alinmasinin éniine gegilmis oldu.

Izolasyon asamas1 tamamlanan ornekler 6lgiim asamasina alindi. Olgiimler
DNA 6lciim cihazi ile florometrik olarak yapildi. Once, 6lgiim yapilacak
ornek sayis1 kadar ¢alisma sollisyonu hazirlandi. Calisma sollsyonu, érnek
basina 199 pL c¢alisma sollisyonu ve 1 pL florokrom karistirilarak yapildi.
Daha sonra hazirlanan calisma soltisyonundan 198 pL alinip 500 pL’lik
tuplere konuldu. Uzerine, izole edilen DNA’dan 2 pL eklendi. Ornekler
eklendikten sonra vorteks ve kisa santriftj yapilip, 2 dakika oda
sicakhginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda 6rnekler 6lgim

cihazinda 6l¢ulip ng/uL cinsinden degerler kaydedildi.

Onceki calismalarda gosterildigi tizere FFPE doku orneklerinden elde

edilen 1,5 ng/puL gDNA konsantrasyonu basarili bir ¢alisma icin yeterli olmaktadir
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(Boga, 2017). Bu dogrultuda konsantrasyonu 1,5 ng/pL’nin altinda kalan FFPE
doku ornekleri calisma dist birakildi. Konsantrasyonu yeterli olan drnekler, hedef

zenginlestirilmesi i¢in ¢galismanin bir sonraki asamasina aktarildi.

3.2.3. Yeni Nesil Dizileme Is Akist
3.2.3.1. Hedef zenginlestirme

Hedef zenginlestirme asamasi, elde edilen genomik ve serbest tlimor
DNA'’sindan sekans yapilmasi istenilen bélgenin primer yardim ile PCR araciligi

ile cogaltilmasi, saflastiriimas: ve kalite kontroltinin yapilmasint icermektedir.

Hedef zenginlestirme asamasinda 6nce konsantrasyonlart 2,5 ng/uL’nin
uzerinde olan orneklere, DNaz icermeyen su ile 2 mL'lik az baglanma
Ozellikli mikrosantrifiij tipinde (LoBind) dilusyon yapilarak, bitun
orneklerin konsantrasyonlari 2,5 ng/uL olacak sekilde esitlendi.

CGalismada kullanilan kanser panelinde 12 gen igin 4 primer havuzu
bulunmaktadir. Bu nedenle her bir ornek igin 4 primer havuzu ve
reaksiyonlar: hazirlandi. Boylece, 6rnek sayisinin 4 kati kadar reaksiyon
tlpu hazirlanmis oldu. Hazirlanan tiplere dagitilmak (zere, her drnek igin
PCR sollisyon karisimi [4,4 uL GeneRead DNAseq Panel 5x PCR Buffer,
1,5 pL GeneRead HotStar Taq DNA Polymerase, 11 yL Primer Mix Pool
Al-A4 (2x) ve 0,7 uL DNaz icermeyen su] hazirland:.

Daha sonra konsantrasyonlari esitlenmis izole DNA’lardan 4’er pL
reaksiyon tlplerine dagitildi. Konsantrasyonu disuk olan érneklerden 10
ng DNA icerecek hacimler hesapland: ve reaksiyon tiiplerine eklendi. Son
olarak, PCR gergeklesmesi icin termal dongi cihazina Cizelge 1’deki
prosedire uygun sekilde yikleme yapildi.

PCR sonunda, 6rnekler soguk blok dzerine alindi. Ayni érnegin 4 farkh
primer havuzuna ait tlpleri birlestirildi ve birlestirme sonras: tuplerdeki

hacim olculdi. Hacimlerin 80 pL’den az olmasi durumunda, hacim 80
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pL’ye tamamlandi ve 1,5 mL’lik az baglanma ozellikli mikrosantrifij

tiplne aktarild.

Cizelge 3.1. Hedef zenginlestirme asamasinda kullanilan polimeraz zincir
reaksiyon protokolii

Sicakhk
15 dakika 95°C 1
15 saqiye 95°C 26
4 dakika 60°C
10 dakika 72°C 1
Bekleme 4°C 0

Hacimleri esitlenen 6rnekler, manyetik boncuklar (Agencourt AMPure XP
beads) kullanilarak saflastirildi. 80 pL hacmindeki drneklerin lzerine, oda
sicakhigina getirilmis ve homojenize edilmis manyetik boncuklardan 72 pL
eklendi. Boylelikle manyetik boncuk/6rnek orani 9/10 olacak sekilde
ayarlandi. Boncuklarin saklama sicakligi +4°C olup, calismalarimiz
gostermistir ki oda sicaklhiginda uzun siire bekletilen boncuklar bozulmakta
ve calismayi dogrudan olarak etkilemektedir. Ayni sekilde boncuklar gok
kisa zamanda dibe ¢oktuglinden galisma sirasinda boncuklarin homojenize
olup olmamasi ¢alismay: etkilemektedir. Bu asamada boncuklarin 9/10
orant ¢cok dnemlidir. Eger koydugumuz oran 9/10’dan biyuk olur ise elde
etmek istedigimiz amplikonlarin kaybina, 9/10°dan kuguk olur ise
istemedigimiz buylk amplikonlarin yeterince temizlenmemesine ve sekans
sirasinda veri kaybina sebep olacaktir.

72 uL boncuk eklendikten sonra érnekler vorteks ile iyice karistirildi ve
oda sicakhginda 7,5 dakika inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonunda,
tipler manyetik sporlara konulup tlpdn icindeki sivi berraklasincaya kadar
(yaklasik 5 dakika) beklendi.
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Berraklasan supernatanttan (Ustte kalan sivi kisim) 140 pL baska bir 1,5
mL’lik az baglanma 06zellikli mikrosantrifuj tupline aktarildi ve boncuk
iceren tlpler atildi. 140 pL 6rneklerimizin tzerine, 128 pL boncuk (orijinal
ornek hacmimiz olan 80 pL’ye gére 16/10 oraninda) eklendi (Buradaki
oranmin 16/10’dan farkli olmasi, istedigimiz amplikonlarin kaybina sebep
olacagindan oranin dogru ayarlanmasi énemlidir). Boncuklar eklendikten
sonra, oda sicakliginda 5 dakikalik inklbasyon sonrasi, tupler manyetik
spora yerlestirilip sivinin berraklasmasi beklendi.

Sivi berraklastiktan sonra supernatant atildi ve 400 pL % 80’lik alkol
eklenerek istenmeyen molekillerin temizlenmesi saglanmis oldu. Alkol ile
yikama sonrasi, slipernatant boncuklara dokunmadan tiipten uzaklastirild:
ve alkol ile yikama asamasi bir kez daha tekrar edildi.

Yikamalar tamamlandiktan sonra, tdplerin agzi agik birakilarak
boncuklarin kurumas: beklendi. Boncuklar iyice kuruduktan sonra, 28 pL
steril su eklenilerek tupler vortekslendi ve tekrar manyetik spora
yerlestirildi. Sivi berraklasinca 25 pL sipernatant, boncuk gelmeyecek
sekilde 1,5 mL’lik temiz bir az baglanma 6zellikli mikrosantrifilj tlpiine
aktarildi. Boylelikle saflagtirma islemi tamamlanmis oldu.

Saflastirma sonrasi, konsantrasyon ve kalite tayini icin jelde yirutme, jel
yiriitme cihazi kullanilarak (Qiagen QIlAxcel) yapildi. Bu asamada 50-800
bp’lik boy belirteci ve 15bp/3kb’lik hizalama belirteci kullanildi. Ornekler,
1/10 oraninda seyreltilerek cihaza yuklendi. Calisma sonrasinda 6rneklerin
yaklasik 149 baz cifti uzunlugunda ve yeterli konsantrasyonda olmasi
gerekmektedir. Dogru uzunlukta olmayan Orneklerin saflagtirma asamasi
tekrarland: ya da calisma dis1 birakildi. Elde edilen 6rnek konsantrasyonlar
yeterli ve dogru uzunlukta olan érnekler kiitiphane olusturulma asamasina

alindi.
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3.2.3.2. Kutuphane olusturulmasi

Dizilenen DNA’larin sekans cihazi tarafindan taninmas: ve &rneklerin
birbirinden ayirt edilmesini saglamak amaciyla hedef zenginlestirmesi yapilan,
uzunluklar: belli olan DNA pargalarina adaptor denilen, dizisi ve sayisi bilinen
nikleotid dizileri eklendi. Her érnek tiiptne farkli diziye sahip nlkleotid parcalar:
eklendiginden her drnege 6zgu, dizisi bilinen bir DNA bdlgesi olusturularak her bir
ornegin bu bolgeler sayesinde birbirinden ayirt edilmesi saglanmis oldu. Boylelikle

bu calismaya 6zel bir kitiiphane olusturuldu.

Olciimii yapilan zenginlestirilmis DNA’lar, son konsantrasyonu 5 ng/uL
olacak sekilde DNaz icermeyen su ile seyreltildi. Daha sonra 2 mL’lik
mikrosantrifdj tiptne, her bir 6rnekten 8’er pL aktarild:.

Her bir drnegin (zerine birbirinden farkli adaptorlerden 3,2 pL eklendi.
Tupler vorteks ve kisa santrifuj yapildi. Bu asamadan sonra caligmaya
yikama, calkalama ve 1s1 degisimlerini otomatize yapan sistem (QIAcube)
ile devam edildi.

Otomatize sistem icin master miks A (MMA) karisimi hazirlandi.
Kullanictya yonelik hazirlanan  protokollerde belirtilen miktarlarda
sollisyon karistmi (End-Repair soliisyonu, End-Repair enzim karigimi,
Universal Adaptor Q ve RNaz icermeyen su) 1,5 mL’lik mikrosantrifuj
tiplne hazirland:.

Master miks C (MMC) karisimi, kullaniciya yonelik hazirlanan
protokollerde belirtilen miktarlarda (Ligation sollisyonu, Ligation + Nick
repair enzim karistmi, dNTP ve RNaz icermeyen su) 1,5 mL’lik
mikrosantrif{ij tiplne hazirlandk.

Cihaza konulacak 6rnek sayisi kadar rotor adaptor, spin kolon ve eliisyon
tipleri hazirlanarak cihaz baglatildi.

Otomatize cihazin calismas: bittikten sonra her bir érnekten 17’ser L,

PCR igin tuplere aktarildi.
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PCR icin her bir 6rnek tuptne kullaniciya yonelik hazirlanan protokollerde
belirtilen miktarlarda soliisyon karisimi (Multiplex PCR Master Mix’ten 25
pL, Primer Mix Library Amplification’dan 1 pL ve RNaz icermeyen sudan
7 uL) eklendi ve termal dongl cihazina Cizelge 2’deki prosedure uygun

sekilde yukleme yapildi.

Cizelge 3.2. Kitlphane olusturulmas: asamasinda kullanilan polimeraz zincir
reaksiyon protokolii

Sicaklik
15 dakika 95°C 1
30 saniye 94°C
30 saniye 52°C 10
30 saniye 72°C
5 dakika 72°C 1
Bekleme 4°C )

PCR sonrasinda ornekler 2 mL’lik mikrosantrifuj tupiine aktarildi. Yikama
islemleri icin rotor adaptorler hazirlandi ve tekrar izolasyon cihazina
yerlestirildi.

Izolasyon cihazinda calisma bittikten sonra, eliisyon tiipleri alindi ve jel
elektroforez cihazi ile kalite ve konsantrasyon ol¢iimii yapildi. Ornekler 1/5
oraninda seyreltildi ve cihaza yuklendi.

Bu kistmda amplikon uzunlugu olduk¢a 6nemlidir. Clnkiu bu asamada
hedef DNA’ya dizisi ve sayisi belirli nukleotid dizisi eklendiginden
amplikonlarin istenilenden farkli boyutta olmasi, islemin dogru
yapilmadigi ve dizilemeyi direkt olarak etkileyebilecegi anlamina
gelmektedir. Bu nedenle, jel elektroforez ¢alismas: sonunda yaklasik 252
baz uzunlugunda olan amplikon bolgesi secildi ve konsantrasyonlar:

belirlendi.
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Amplikon boyu ve konsantrasyonu yeterli olan 6rnekler ile bir sonraki

asama olan klonal amplifikasyon asamasina gegildi.

3.2.3.3. Klonal Amplifikasyon
Kitliphanesi  olusturulan  ornekler, primer yiklenmis boncuklara
baglanarak PCR ile klonal olarak gogaltildilar. Ayrica bu asamada boncuk-DNA

birlesiminin cevresine lipid bir kilif olusturulup lipid damlacik olusumu saglandi.

Jel elektroforez cihazinda boyut ve konsantrasyonlari belirlenen
kituphanesi olusturulmus ornekler, konsantrasyonu 100 pg/uL olacak
sekilde, diltisyon soltisyonu (Buffer D) ile seyreltildi.

Konsantrasyonu esitlenmis ornekler, her “flowcell” icin esit hacimde
birlestirilip bir havuz olusturuldu. Bu havuz icin her érnekten 10’ar pL
alindi. Hazirlanan havuzdan 4 pL, 496 pL dilisyon soliisyonuna eklenerek
havuz konsantrasyonu 0,8 pg/uL’ye ayarlandi.

Bu asamada, primer ylklenmis PCR boncuklar ile calismaya devam
edilmistir.  Ancak, primer yuklenmis PCR boncuklari, calismaya
baslamadan o6nce 0n islemlerden gecirilmistir. Bu islemler igin, iyice
vortekslenen boncuklar az baglanma 06zellikli mikrosantrif(lj tlpine,
kullaniciya yonelik hazirlanan protokollerde belirtilen miktarlarda
eklenerek manyetik spora yerlestirildi. Manyetik spora yerlestirildikten
sonra pellet (boncuklarin tip icerisinde kime halinde toplanmis hali)
olusuncaya kadar bekletildi.

Sonrasinda stipernatant atilarak Uzerine denatiirasyon solisyonundan 1 mL
eklendi ve oda sicakhginda 5 dakika bekletildi. Sire sonunda tekrar
manyetik spora konulup stpernatant atildi. Daha sonra, manyetik spor
uzerinde yikama soliisyonu (750 pL sollsyon T) ile iki defa yikama islemi

gerceklestirildi.
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Yikama sonrast kullaniciya yonelik hazirlanan protokollerde belirtilen
miktarlara goére boncuklarin {izerine solusyonlar (sollisyon E ve sollisyon
B) eklenip, vorteks ve kisa santrifiij yapildi. Boylece boncuklarin 6n
hazirhig: tamamlanmis oldu.

Seyreltilen kitliphane havuzu ve boncuklar otomatize cihaza (GeneReader
QIlAcube) yerlestirildi. Ayrica, gerekli diger solisyonlar (Oil Mix, Master
Mix, Primer Mix) ve 96’lik PCR plagi da cihaza yerlestirilerek ¢calisma
baglatildi.

Calisma sona erdiginde 96’lik PCR plag igerisinde krem rengi bir sivinin
oldugu gozlemlendi. Bu da calismanmin sorunsuz devam ettiginin bir gdstergesi
olup, Uzeri kapatildi. Sonrasinda Cizelge 3’teki prosedir dogrultusunda termal

dongu cihazina yiikleme yapilarak islem baslatildi.

Cizelge 3.3. Klonal amplifikasyon asamasinda kullanilan polimeraz zincir
reaksiyon protokolii

Sicaklik
6 dakika 94°C 1
15 saniye 94°C
30 saniye 57°C 60
60 saniye 70°C
2 dakika 72°C 1
Bekleme 4°C ]

PCR sonras1 96’lik PCR plak acilarak otomatize cihaza tekrar yerlestirildi.
Ayrica gerekli diger solUsyonlar (solisyon A, sollisyon N), rotor
adaptorleri ve zenginlestirme filtresi de (Enrichment colon) cihaza

yerlestirilip calisma baslatild.
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Calisma bitiminde 6rnekler, cihazin diger calisma bloguna aktarildi. On
yikama isleminden gecirilmis “Super A Bead”ler, diger soliisyonlar
(soliisyon N, soliisyon T, sollisyon B, zenginlestirme solusyonu) ve 0,2°lik
PCR strip tupleri de cihaza yerlestirilerek ¢alisma baslatild.

Super A Bead’in 6n yikma isleminde 15000 g’de 1 dakikalik santrifiij
sonrasi slpernatanttan 550 pL atihp, Gzerine 550 pL zenginlestirme
solusyonu eklendi. Santrif(ij islemi tekrarlanip 400 pL sipernatant atilarak
tip icerisinde 200 uL kalmasi saglandi.

CGalisma sonunda 0,2’lik PCR strip tiipleri icerisindeki 6rnekler homojenize
edilerek az baglanma o6zellikli mikrosantrifilj tuplne aktarildi ve klonal

amplifikasyon asamasi tamamladi.

3.2.3.4. Yeni Nesil Dizileme

Bu asamada, yeterli konsantrasyonda olan 6rnekler, on islemlerden
gecirildi. Dizileme cihazina ait solusyonlar hazirlanip flowcell’e yiukleme yapildi.
Gerekli inkiibasyon sonrasi, “flowcell”ler cihaza yiklenerek dizileme islemi
gerceklestirildi.

Klonal amplifikasyon sonrasi az baglanma 6zellikli mikrosantrif(j tlpune

aktarilan 6rnekler, manyetik spora yerlestirildi ve pellet olusumu sagland:.

Pellet olusumu go6zlendikten sonra stpernatant atilarak (zerine 500 pL
solusyon E eklendi. Vortekslendikten sonra, renk skalasina gore 100 M
ustindeki ornekler calismaya dahil edildi. Yeterli konsantrasyondaki
ornekler dizileme cihazina yiiklenmeden énce 6n islemlere tabi tutuldu.

On islem olarak oncelikle, sekans primerinden 2 pL alinarak 198 pL
sollisyon T ile seyreltildi.

Ornekler manyetik spora yerlestirilip sipernatant atildi. Orneklerin tizerine

seyreltilen sekans primerinden 100 pL eklenerek vortekslendi.
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Ornekler, daha dnceden 95°C’ye 1sitilmis olan 1s1 bloguna yerlestirilerek 5
dakika sureyle inkibe edildi. Sonrasinda 25 °C’ye getirilmis 1s1 bloguna
aktarilarak 10 dakika stireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 6rnekler
vortekslendi.

Ornekler, manyetik spora yerlestirilip stipernatant atildi. Orneklerin tizerine
500 uL sollsyon T eklenerek vortekslendi.

Ornekler manyetik spora tekrardan yerlestirildi. Supernatant atildiktan
sonra 500 pL soliisyon P ile iki kez yikama islemi yapildi.

Yikamalardan sonra oOrneklere 17 pL solisyon P eklendi. Manyetik
spordan alinan 6rneklerin homojenizasyonu saglandi.

Oda sicakliginda olan “flowcell”’e hava kabarcigi olusturmayacak ve
tasirmayacak sekilde dikkatlice yukleme yapilarak, 1 saat oda sicaklhiginda
beklemeye birakildi.

Dizileme cihaz1 icin gerekli soliisyonlarin hazirhgina baslandi. Ilk olarak
Extend A2 ve Pol Extend sollisyonlarindan 163’er pL alinarak Extend
Premix Al tuptne konuldu.

Extend B2 ve Pol Extend sollsyonlarindan 163’er pL alinarak Extend
Premix B1 tlpune konuldu.

4,9 mL Cleave Additive 1, Cleavage Solution tiplne konulduktan sonra
hazirlanan tup tipler alt st edilerek homojenize edildi.

Image Premix sollisyonu eritildi ve alt (st edilerek homojenize edildi.
Hazirlanan sekans solisyonlari, dizileme cihaz yaziliminin énerdigi sekilde
yerlestirildi ve “Prime” islemi yapildi.

1 saatlik inklbasyonu biten “flowcell”, 150 pL soliisyon P ile iki defa
yikandi.

Yikama islemi ve cihazdaki “prime” islemi bittikten sonra “flowcell”

cihaza yerlestirilip dizileme islemi baglatildi.
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3.2.3.5. Data Analizi ve Varyant Tespiti

Yukarida anlatilan uzun ve karmasik uygulama islemlerinin hatasiz
tamamlanmas: durumunda dahi, elde edilecek sekans verilerinin dogru
islenmemesi durumunda ¢alismanin tamami anlamsiz hale gelecektir. Yeni nesil
dizileme yonteminde ¢cok miktarda veri elde edilmektedir. Bu sebeple, bu yontemin
en karmasik ve zorlu kismi bu ylksek miktardaki verinin dogru bir sekilde analiz
edilmesidir (Souilmi, 2015).

Bu tez caligmasinda, data analizi 6ncesi verilerin kalite kontrolu yapilarak
yeterli kalitedeki veriler secildi. Secilen veriler ilgili genin referans genomu ile
karsilastirilarak varyant tespiti yapildh.

Kalite kontrolii asamasinda, tamamlanan dizileme islemine ait FASTQ
formatindaki dosyalarin boyutu kontrol edildi. Dosya boyutlarinin belirli bir
referans araligi yoktur ancak elde edilen diger dosya boyutlar: bu konuda bize bir
ipucu saglamaktadir. Kabaca, dogru tamamlanmis bir dizileme islemi sonunda
dosya boyutu Mb (Megabayt) ile élgtlmelidir.

Kalite kontroliinde esas kullanilacak olan parametreler, sekans islemi
sonunda cihazin olusturdugu final raporunda bulunmaktadir. Bunlardan ilki, kalite
skorudur. Kalite skoru, dizileme kalitelerinin logaritmik bir skala ile sunulmasi ile
olusur.

Final raporunda kontrol edilmesi gereken bir baska kalite parametresi de
elde edilen Gruntin kontrol edilmesidir. Bunun igin son triin miktarinin likit biyopsi
ornekleri icin 1 Gb, FFPE doku Ornekleri igin ise 760 Mb’den az olmamasi
gerekmektedir. Ayrica filtrelerden gecen Uriinin toplam Grin miktarina oraninin
her iki materyal tirl icin de 70 baz ciftinden bllyuk olmas: beklenmektedir.

Sekans kalite skoru da final raporunda sunulan baska bir parametredir. Bu
parametrede, okumalarin sekanslama cihazindaki dongulere gore dagilimi bir
grafik ile gosterilmektedir.

Her bir drnekten elde edilen triin baz ¢ifti sayilari arasinda ¢ok buylk bir

dengesizlik olup olmamasi da kalite kontrolii agisindan 6nemli bir kriterdir. Ancak,
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bu degerler arasinda kaliteyi belirleyecek sabit bir oran olmadigindan, bu
degerlendirmede kullanicinin bilgi birikimi ve tecriibesi oldukga énemlidir.

Sekans verileri kontrol edildikten ve bir sorun olmadig: tespit edildikten
sonra varyant analizi asamasina gegildi. Sekanslama cihazi ¢alismayi bitirdiginde,
verileri internet agi1 Uzerinden varyant analiz ara ylzU olarak kullandigimiz QCI
Analyze’a aktarildi. Burada, bu ara yuz tarafindan genel bir kalite skoru daha
verilmektedir.

Ayni ara yiz Uzerinde varyant bashg: altinda cihazin tespit ettigi butin
varyantlar 3 ana grup halinde sunulur ve kullanici analiz etmek istedigi varyantlari
secer. Bu varyant gruplari, varyantin okuma derinligi ve varyantin bulundugu gen
bolgesinin ilgili bolgede olup olmadigi gibi kriterlere gore olusturulur. Burada
kullanici bilgi birikimi ve deneyimi ile dogru varyantlarin dikkatlice secimi
onemlidir.

Dizileme igleminin sorunsuz oldugu kontrol edilip varyant segimleri titizlik
ile yapildiktan sonra galismanin en énemli asamasi olan, segilen varyantlarin klinik

6neminin degerlendirildigi biyoinformatik analize gegildi.

3.2.3.6. Biyoinformatik Analiz

Varyant analizinde segilen varyantlarin, hastada yol acgtigi klinik etkiye
gore siniflandiriimas: ve degerlendirilmesi, ayrica tedavi siirecine etki edebilecek
durumlarin arastirilmas: ve hastaligin tamsimin kesinlestirilmesi biyoinformatik
analizler ile yapilmaktadir (D'Antonio, 2013). Varyantlarin siniflandiriimasinda
ACMG’nin (American College of Medical Genetics and Genomics) 2015 yilinda
yayimladigi ve batin diinyaca kabul edilen kilavuzu kullanilmistir (Richards,
2015).

Bu kilavuza gore varyantlar, 5 ana grup altinda degerlendirilmektedir. Bu
gruplar, benign [Benign (B)], yuksek olasilikla benign [Likely Benign (LB)], klinik

Onemi bilinmeyen [Variant of Uncertain Significance (VUS)], yiksek olasilikla
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patojenik [Likely Pathogenic (LP)] ve patojenik [Pathogenic (P)] olarak
siniflandirilmaglardir.

In-siliko analiz araclari da biyoinformatik analizin 6nemli bir parcas: olup
bu tezde, varyantlarin genel etkileri icin CADD ve Mutation Taster; varyantlarin
protein duzeyindeki etkileri icin PolyPhen, SIFT, B-SIFT; varyantlarin
bulunduklar: gen bolgelerindeki korunmusluk diizeyi icin BLOSUM, QCI Inferred
Activation, Phylop; varyantlarin genlerin kesim bdlgelerindeki etkileri igin
MaxEntScan ve Gene Splicer in-siliko analiz araclari kullanilmastr.

Degerlendirilen varyantlarin, cahsilan 6rnegin biyolojik ve klinik
durumuna goére yorumlanmasi gerekmektedir. Bu tezde calisilan materyaller
somatik mutasyonlar acisindan degerlendirilmistir.

Tespit edilen varyantlar iki yonli olarak degerlendirildi. Birincil olarak,
varyantlar hastanin Kkliniginden bagimsiz sekilde olasi klinik etkileri acisindan
degerlendirildi. Ikincil degerlendirmede de bu varyantlar, hastanin Kklinik
bilgilerinden yola ¢ikilarak mevcut tedavi protokolleri ve bu tedavilere duyarlilik
ya da direng agisindan analiz edildi.

Biyoinformatik analizler yapilirken kullanilan, ticari olarak sunulan bazi
analiz araclari bulunmaktadir. Ancak bu araclar, kullaniciya sadece bilgilere daha
hizli erisim konusunda katki saglamakta olup, bilgilerin analiz edilip
degerlendirilmesi ve yorumlanmasi kullaniciya kalmaktadir.

Bu analizlerde, QCI Analyze analiz aract kullanilarak segilen varyantlar
analiz aracina (QCI Interpret) internet ag1 tzerinden yuklendi. Bu ara¢ tzerinden
yapilan analizler HGMD (Human Gene Mutation Database), COSMIC (Catalogue
Of Somatic Mutations In Cancer), ClinvVar, NCBI (National Center for
Biotechnology Information), EXAC (The Exome Aggregation Consortium), 1000
Genome Frequency, ESP (Exome Sequencing Project), Ancestry, Ingenuity
Knowledge Base, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) veri bankalar: ile

karsilastirmal: olarak yapildi.
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Analizi tamamlanan érneklerin raporlama asamasina gecildi. Tespit edilen
bulgular dogrultusunda, ACMG kilavuzuna goére uluslararas: kriterlere uygun
olarak raporlama yapildi.

Rapor formatinda hasta bilgilerinin yan: sira tespit edilen varyantin
bulundugu gen, varyantin HGMD nomenklatirine uygun olarak yazimi, varsa
nlkleotid degisimi, varyanta ait transkripti gosteren NM kodu, serbest timor
DNA’sina yonelik varyantin klonalitesi ve genomik DNA’ya ait somatik
varyantlarin ylzdesi belirtildi. Ayrica varyantin klinik etkileri konusunda da klinik

yorum kismina agiklamalar eklendi.
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CU AGENTEM
Cukurova Universitesi
Adana Genetik Hastaliklar Tam ve Tedavi Merkezi

Hastanm AdvSoyada:

Protokol No/TC Kimlik No:

Materval Al Tarihi : 19.12.2017

Rapor Tarihi: 04.01.2018

Refere Eden Hekim/Kurum: | CUTF Balcah Hastanesi

Klinik Tam: Akciger Ca

Materyal Tiirii: Likit Biyopsi (Serbest Tiimér DNAs1)

S %}ﬁﬂ%ﬁ%ﬁ PISCA, ERGES, ESRI

Sonug: Gen Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi

EGFR NM 005228 4:

Klinik Aglam: Olan (Ekzon 19) c_2235_2éi?sdﬁgcﬂﬁﬂﬂﬁ p.E746_AT30del

inpmie EGER NM_005228.4:  2369C=T p.T790M
(Flzon 20) = - ) 3

Yorum: Yapilan ¢absmalarda 2 (iki) farkh klona ait 2 (ki) klonal nmtasyon gérillmis olup, dncelik srasma
BOTE;

1. EGFR geninde p E746 AT750del varyant tespit edilmigtir. Tespit edilen bu varyant, Gefitmb, Afatinib.
Erotmib™ tedavilerine duyarhhg; “Carboplatin/Pachtaxe] ve Carboplatin/Erlotinib™ kombinasyon
tedavilerine diren¢ olugturdugu bildirilmigtir.

2. EGFR geninde p. T790M varyant: tespit edilmistir. Tespit edilen bu varyantm literatiirde “Osimertinib™
ilag tedavi secenefine duyarlibg: bildirilmigtir.

Laboratavar Noto: Tim analizler HGMD, COSMIC, 1000 Genome Frequency we Ingennity Enowledze Base veri bankalan ile
karplagomimah olarak yapilmasor. Varyamt smalizlermde SIFT, BSIFT, PolyPhen-2 ve ClinWVar in-silike ansliz yontemlerd
uygulanarak ACMG kursllsn gergevesings raporlama yapilmigtr.

Raporianan varyantlar, tedaviler ve iligkili kiinik ¢ahgmalar hasta igin etkinlik veya klinik Gnem srasma gire dizilenmemigtic.

<" Dr.Anl BISGIN

Laboratwear sonmglan, Merkezimiz ve Tibii Genetik Anabilim Dal’nm bilgisi digmeda yaymlanamaz.

Culnurova Universitesi, Tip Fakiiltesi, Balcal: Hastanesi, Tibbi Genetik Anshilim Daly, 01130 Balcsl/ADANA

0322 338 60 60 - 3500

Sekil 3.1. Uluslararas: standartlara uygun sekilde hazirlanmis rapor 6rnegi (Likit
biyopsi materyali)
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S ) A [ 11 - =,
CU AGENTEM
3 - Cukurova Universitesi
B Adana Genetik Hastaliklar Tam ve Tedavi Merkezi \
Hastanm AdvSoyada:
Protokol No/TC Kimlik No:
Materval Ahm Tarihi: 04/04/2017
Rapor Tarihi: 17/04/2017
Refere Eden HelimKurum: | CUTF Balcali Hastanesi
Patolojik Tam: Adenckarsinom
Materval Tiirii: Parafinize Doku

RAFI genleri calisthmustr

Somug: Gen Niikleotid Degisimi Amino Asit Degisimi
E:f;:l;?;]::““ o {EE:EEJIIP) c_2235_22§3{d§}é§2§:%MGAG p.ET46_AT50del

Yorum: Yaplan ¢ahgmalarda, hastada EGFR geninde tespit edilen p.E746 A750del mutasyom %84
oranmda goriloigtir.

Literatiirde, tespit edilen bu mmtasyomun “Carboplatin/Paclitaxel ve CarboplatmErlotimb™ kombmasyon
tedavilerime dmeng ohigturdufu bildinlmstr. Aynca, bferatiirde bu pmtasyomumn “Gefitmb, Afatingh,
Erlotmib™ tedavilerme duyarhlify bildmlmistir.

Laboratavar Notm: Tim analifler HGMD, 1000 Genome Frequency we Inpenuity Enowledse Base verl bankalan e
karplagonimah olarsk yapilmmgsor. Varyant spalizlerinde SIFT, BSIFT, PolyPhen-2 ve ClinVar in-siliko analiz yointemleri
uygulanarak ACMG kurallan gergevesinds raporlama yapilmsor.

" Dr.Aul BISGIN

Laboratovar sonuglan, Merkezimiz ve Tibbi Genetik Anabilim Dal'mm bilgisi digmda yaymlanamsr
Gukwrova Universitesi, Trp Fakiiltesi, Balcali Hastanesi, Tibbi Genatik Ansbilim Dali, 01130 Balcal/ADANA
0322 338 60 60 - 3590

Sekil 3.2.Uluslararas: standartlara uygun sekilde hazirlanmis rapor 6rnegi (FFPE
doku materyali)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Likit biyopsi o6rneklemesi ile farkh tip biyolojik 6rnek toplama
tUplerinden elde edilen ccfDNA’lar karsilastirildi

Bu tez kapsaminda, likit biyopsi ile elde edilen ccfDNA’nin izolasyon
asamasindan yeni nesil dizileme ve klinik raporlamaya kadar olan tim sire¢ bir
bltin halinde arastirllmistir. Bu dogrultuda likit biyopsi 6rneklemesi igin 2 farkl
biyolojik érnek tiiptine periferik kan drnekleri alinarak karsilastirmalar yapilmastur.
Sonrasinda, hastalara ait hem likit biyopsi hem de FFPE doku ornekleri calisilarak
karsilastirilmistir. Buttin bu kiyaslamalarda farkl: degiskenlerin elde edilen DNA
konsantrasyonu Uzerindeki etkileri florometrik DNA 06l¢lim cihazi aracihgiyla
belirlenmistir.

Birbirinden farkl: tip biyolojik 6rnek toplama tlipline alinan likit biyopsi
materyallerinin, Gretici firmalarin 6nerisi dogrultusunda 10 mL’den az olmamasina
Ozen gosterilerek, plazma 6rneklerinden elde edilen ccFDNA konsantrasyonlar
karsilastirildi. A marka biyolojik drnek tiplne alinan plazma Orneklerinden elde
edilen ccfDNA konsantrasyonu (ng/uL) B markasindan elde edilen
konsantrasyonlar ile kiyaslandi. Karsilagtirmalarda A marka biyolojik 6rnek
tipine alinan periferik kan drneklerinden elde edilen ccFDNA konsantrasyonunun
medyan degeri 2,4 iken (deger araligi: 1,18-4,07 ng/uL); B markasindan elde
edilen konsantrasyonlarin medyan degeri 10,9 (deger araligi: 2,51-22 ng/ulL)
olarak belirlendi ve elde edilen sonuglar arasinda anlamli bir fark tespit edildi
(p<0,05) (Cizelge 4.1).

Her iki farkl: tip biyolojik 6rnek toplama tiipleri de uygun konsantrasyonda
genetik materyal elde edilmesi nedeniyle ileri asamalar icin calismaya dahil edildi.
Burada bu degerlerin veri analizleri ile biyoinformatik analizler Gzerindeki etkileri

incelendi.
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Cizelge 4.1. Ayni hastaya ait A ve B markas: biyolojik 6rnek toplama tuplerine
alinan likit biyopsilerden elde edilen ccfDNA konsantrasyonlarinin
karsilastirilmasi

A tipu (ng/uL) B tupu (ng/nl)

1 1,2 22

2 2,5 16,4

3 3,12 6,25

4 2,17 14,6

5 2,26 6,64

6 4,07 7,33

7 2,65 11,1

8 1,18 2,51
Medyan deger: 2,4 10,9

4.2. Likit biyopsi materyali ile FFPE doku 6érneklerinden elde edilen genetik
materyal miktarlan karsilastirildh

Bunlara ilaveten birebir eslesen hastalara ait FFPE doku orneklerinden
gDNA’lar izole edilerek florometrik Olglim cihazi ile ng/uL cinsinden DNA
konsantrasyonlar1 6lcilip elde edilen gDNA konsantrasyonlari, likit biyopsi
orneklerinden elde edilen ccfDNA konsantrasyonlari ile kiyaslandi. FFPE
materyalinden izole edilen gDNA konsantrasyonu medyan degeri 22 ng/uL (deger
araligi: 0,62-48,1 ng/uL) iken; likit biyopsiden izole edilen ccfDNA
konsantrasyonlar1 12,7 ng/uL (deger araligi: 0,81-49,7ng/uL) olarak belirlendi.
Elde edilen bu sonucglar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05).

Uc hastaya ait FFPE doku materyalinden yapilan gDNA izolasyonlar
sonucunda elde edilen konsantrasyon oOlgumleri laboratuvar optimizasyonu ve
sistem validasyonu sirasinda belirlenen esik degerinin altinda olmasi nedeniyle ileri

calismalara dahil edilmemistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Aymi hastaya ait likit biyopsiden elde edilen ccfDNA ve FFPE
dokulardan elde edilen gDNA konsantrasyonlari ¢izelgede
listelenmistir. FFPE dokulardan elde edilen gDNA konsantrasyonu
sonucu 6nceki calismalarda belirtilen standart esik degerinin altinda
kalan érnekler * ile isaretlenmistir.

san SN SO hastane SN g0
1 3,32 48,1 15 1,01 15,4
2 6,4 54 16 1,2 0,62*
3 2,13 9,66 17 5,45 37,5
4 15,1 55 18 1,31 17,2
5 1,01 20,5 19 3,34 9,34
6 4,11 57 20 1,88 1,17*
7 3,3 9,07 21 4,15 7,76
8 12,3 16,9 22 5,97 12,7
9 46,3 10,2 23 6,13 0,859*
10 16,8 4,66 24 4.4 3,04
11 16,1 7,93 25 3,99 39,1
12 17 43,6 26 8,56 2,34
13 95 36,3 27 1,95 2,75
14 49,7 41 28 6,47 52
ccfDNA medyan degeri: 12,7 gDNA medyan degeri: 22

4.3. Farklh tip biyolojik 6rnek toplama tiplerinin yeni nesil dizileme Grin
miktarlarn arasinda anlamh bir fark gézlenmedi

iki farkl tuipe ait yeni nesil dizileme sonunda A tiiptindeki likit biyopsiden
elde edilen Orneklerin Griin miktarina ait medyan deger 153.418.645 baz iken
(deger arahiklar1 127.762.020 ile 184.861.466 baz); B tlpundeki likit biyopsilerden
elde edilen orneklerin galisma sonucglari ise 105.386.749-235.417.874 baz
araliginda tespit edilmis olup medyan degeri 165.957.025 olarak belirlendi
(Cizelge 4.3.). Bu sonuglara gore her iki farkli biyolojik 6rnek tliptinin sekans triin

miktarlar1 arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
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Cizelge 4.3. Yeni nesil dizileme sonucu farkli tip biyolojik 6rnek toplama
tiplerinden elde edilen toplam uriin miktarlari.

Hasta No A tiupu (baz) B tipu (baz)

1 184.861.466 191.702.617

2 154.461.095 105.386.749

3 140.070.471 235.417.874

4 152.000.741 201.197.567

5 157.448.166 138.996.622

6 144.586.455 170.692.724

7 166.158.744 119.066.489

8 127.762.020 165.195.557
Medyan degeri: 153.418.645 165.957.025

4.4. Likit biyopsi cahismalan ile FFPE doku cahsmalarr sonucu elde edilen
yeni nesil dizileme Urin miktarlarn karsilastirilch

Likit biyopsi materyalleri ver FFPE doku 6rnekleri ¢alismalar: kiyaslanan
hastalara ait yeni nesil dizileme sonucu elde edilen toplam sekans triinti miktarlar:
Cizelge 4.4.’te gosterilmistir. Likit biyopsi materyali ¢calismalarina ait rin miktar
medyan degeri 109.676.004 baz iken (deger araliklar 2.215.138 ile 240.093.952
baz); FFPE doku Orneklerinden elde edilen sonuclar ise 19.291.250-295.884.737
baz araliginda tespit edilmis olup medyan degeri 90.399.188 olarak belirlendi
(Cizelge 4.4.). Bu sonuglara gore her iki tip baslangic materyali ile yapilan yeni
nesil dizileme 0Grin miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi (p>0,05).
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Cizelge 4.4. Yeni nesil dizileme sonucu ayn: hastaya ait likit biyopsi materyali ve
FFPE doku drneklerinden elde edilen toplam Grlin miktarlar.

Likit Biyopsi Likit Biyopsi  FFPE Doku
1 | 108.550.638 | 117.424578 | 15 | 84.524.243 | 180.542.569
2 88.245970 | 89.008.301 | 16 3.233.470 -
3 | 110954106 | 41.982.088 | 17 | 206.580.460 | 87.064.998
4 | 208018351 | 79.835.990 | 18 | 206.580.460 | 87.064.998
5 | 240.093.952 | 85.043.730 | 19 4717859 | 55.110.762
6 | 233.860.663 | 60.228201 | 20 | 202.805.359 -
7 17150579 | 116.383.201 | 21 2215138 | 19.291.250
8 | 155.687.162 | 73.987.939 | 22 5161599 | 55.835.250
9 | 170.081.388 | 64.853.129 | 23 8.965.129 -
10 | 151.056.643 | 48.977.931 | 24 | 98.721.631 | 105.289.173
11 | 211734033 | 67.912.092 | 25 | 77.880.214 | 295.884.737
12 | 183.247.125 | 124748645 | 26 | 17.498.192 | 28.019.321
13 | 91256381 | 46.957.958 | 27 | 43.847.283 | 87.259.642
14 | 138.341.279 | 74.827.097 | 28 | 20462262 | 156.879.682
:'ek;eﬁ:y‘)ps' Medyan 1 69.676.004 g:geEri?Ok“ Medyan 90.399.188

4.5. Yeni nesil dizileme icin gerekli ¢calisma sonucunu etkilemeyen minimum
ccfDNA konsantrasyonu belirlendi

Literaturde, likit biyopsi materyali igin yeni nesil dizilemede galigmanin
kalitesini etkilemeyen minimum ccfDNA miktarinin tespitine yonelik ¢alisma
bulunmamaktadir. FFPE doku &rneklerinde ise kullaniciya yonelik hazirlanan
kilavuzlarda gereken minimum baslangic DNA konsantrasyonu 2,5 ng/uL olarak
belirtilmis olup ¢alismamizda kullanilan yeni nesil dizileme sisteminin validasyon
calismalarinda bu degerin 1,5 ng/ulL’ye kadar disurilebilecegi gosterilmistir. Bu
nedenle likit biyopsi materyal konsantrasyonlarinin olasi tim avantaj ve
dezavantajlarini belirlemek adina likit biyopsi Orneklerinin tamamint galismaya
dahil edilmis ve konsantrasyonlarin ¢alisma tzerine olan etkileri, YND metodunun

bltin asamalar1 Uzerinden degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler dogrultusunda,
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likit biyopsi caligmalarinda gereken minimum baslangic DNA konsantrasyonu 1
ng/uL olarak belirlenmistir.

ccfDNA konsantrasyonlarinin distikligl yalnizca materyal kalitesini degil
ayni zamanda hastanin periferik tumor ylkinu de isaret edebilmektedir. Bu diisuk
DNA konsantrasyonu tek basina calismaya elverigsizlik anlamina gelmeyebilir.
Buna karsin, yliksek gDNA konsantrasyonuna sahip bir FFPE doku ornegi ile
diusik DNA konsantrasyonuna sahip bir ornekten hedef zenginlestirmesi
asamasinda benzer oranda verim elde edilebilir. Bu durum, parafinizasyon gibi pek
cok on islemden gecen FFPE doku orneklerindeki DNA Kalitelerinin farklilik
gostermesinden kaynaklanmaktadir. Bitin bu nedenlerle c¢alismaya baslangic
olacak DNA konsantrasyonlarinin yeni nesil dizileme ¢alismalar: igin yeterli olup
olmadigina yonelik 6zgiin standart bir esik degerinin belirlenmesi gereklidir. Elde
edilen tlim verinin kontrolleri ve varyantlarin biyoinformatik analizleri asamalar

bir buttin olarak ele alinmis ve degerlendirmeler bu yonde gergeklestirilmistir.

4.6. ki farkh tip biyolojik drnek tipunden elde edilen ccfDNA’lann hedef
bélge amplifikasyonlan kalite kontrolleri karsilastirilch
Yeni nesil dizileme islemi sirasinda hedef zenginlestirmeleri yapilan
orneklerin kalite ve kontrolleri kapiller jel elektroforezi aracihigiyla saglanmstir.
Bu kalite ve kontroller, polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi elde edilen amplikon
uzunluklarinin ve hedef DNA konsantrasyonlarinin belirlenmesini kapsamaktadir.
A Dbiyolojik 6rnek tlpiine ait jel yurutme sonuglar 33,8-104,8 ng/uL
araliginda (medyan degeri 66,6 ng/uL) gozlenirken B tiipune ait sonuclar 53,9-
106,1 ng/uL arahginda (medyan degeri 67,7 ng/uL) bulunmustur. Yapilan
karsilagtirmalar  neticesinde elde edilen ccfDNA’larin  hedef  bdlge
amplifikasyonlar1 sonunda amplikon uzunluklari ve konsantrasyonlar: bakimindan

her iki tip arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).
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4.7. Farkhh  materyallerden elde edilen DNA’larin  hedef bolge
amplifikasyonlar: ve kitiphane hazirhiklar sonucu elde edilen DNA kalite ve
miktarlan karsilastirlda

Ayni hastalara ait likit biyopsi materyalinden baslayan calismalarda hedef
zenginlestirme asamasi sonrasi elde edilen amplikon konsantrasyonlarinda medyan
degeri 71,3 ng/uL olarak belirlenmis olup FFPE doku 6rneklerinde bu degerin 73,8
oldugu gorulmustar. Her iki grup Karsilastirildiginda likit biyopsi ¢alismalarinin,
FFPE doku orneklerinden yapilan ¢alismalarla ayni kalitede oldugu ve aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: belirlenmistir (p>0,05).

Kitiphane hazirligi sonunda kalite kontrol tayini yine kapiller elektroforez
cihazi aracihg: ile yapilmigtir. YUritme sonunda A tlpine ait sonuglar 5,2-7,1
ng/uL arahiginda (medyan degeri 6,3 ng/uL) gozlenirken B tlpine ait sonuclar ise
5,7-8,1 ng/uL (medyan degeri 6,5 ng/uL) bulunmustur. Bu sonuglar iki farkl
biyolojik 0Ornek toplama tipunden elde edilen ccfDNA’lar ile olusturulan
kutlphanelerin kalite ve miktarinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir
(p>0,05).

Buna ek olarak, ¢alismaya dahil edilen tiim likit biyopsi materyalinden yapilan
yeni nesil dizileme is akisinin kitiiphane hazirligi sonras: elde edilen amplikon
konsantrasyonlarinda medyan deger 5,8 ng/uL olarak belirlenmis olup FFPE doku
calismalarinda bu deger 6,6 ng/uL olarak tespit edilmistir. Sonuglar arasinda

anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

4.8. Yeni nesil dizileme sonucu sekans ve dongu kalite skorlar degerlendirildi

Yeni nesil dizileme islemi sonunda elde edilen sekans verileri izerinden
calismanin kalitesi incelenmistir. Kalite kontroller hem 6rnek bazinda hem de
calisma ici kontroller olacak sekilde gerceklestirilmistir. Yeni nesil dizileme
sonucunda sekans kalite skoru verilmekte ve bu skorun sorunsuz bir calismada
25’in Uzerinde olmasi beklenmektedir. Skordaki bir sapma, ¢alisma kalitesinin

disuk oldugunu gosterir ve yiiksek miktarda yanlis okumanin varligina isaret eder.
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(Sekil 4.1.). Calismamiza ait hem likit biyopsi hem de FFPE doku 6rneklerine ait
ortalama Kkalite skoru ~35 olarak saptanmistir (Sekil 4.1.). Kalite skoru
yorumlanirken ornekler “flowcell”e gruplar halinde yiklendigi icin tek bir
ornekten kaynaklanabilecek sorunun tiim Kkalite skorunu etkileyebilecegi g6z
oniinde bulundurulmahdir. Bu nedenle kalite kontrollerin, mutlaka érnek bazl: ve
dikkatli yapilmasi gereklidir.

Bir diger kalite kontrol asamasi ise dongl bazli okuma Kalitesinin
incelenmesidir. Calisma sonucunda alinan sonu¢ raporunda dongi kalite skoruna
iliskin dagilim bir grafik ile gosterilmektedir. Skor dagilimindaki bir anormallik,
cihazin dizileme islemi esnasinda bir problem ile karsilastigi, cihaz ile ilgili teknik
bir sorun oldugu veya sekans icin kullanilan soliisyonlar ile ilgili bir sorun oldugu

anlamina gelebilir. (Sekil 4.2.).

Crunlity Score Disdriburson

B Caly
E &3 b § §

" ity ccen

Sekil 4.1.Likit biyopsi (sol) ve

Caality Score Diatribation

B Tty
e 8 E B

FFPE doku (sag) calismalar

ity Scars

1na ait kalite skorlar:

grafik Uzerinde gosterilmistir. Kalite skorunun 25’in {zerinde olmasi
dizilemenin diizgln yapildigin: géstermektedir.

o

Sekil 4.2.Likit biyopsi (sol) ve FFPE doku (sag) calismalarina ait okuma kalite
skoru grafikleri gosterilmistir. Dongu skorunun calisma boyunca 25’in
altina inmemesi, okumalarin dengeli oldugunu gdéstermektedir.
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Calismaya ait son Urtin miktarinin 1,5 Gb’den az olmasi ya da filtrelerden
gegen drGnun toplam Grin miktarina oranimn 70 baz ciftinden az olmasi
durumunda dusiik kalitede bir dizileme yapildigi disunilmelidir. Calismada likit
biyopsi drneklerine ait filtreden gecen Urtintin toplam Urtin miktarina oran: ~96 baz
cifti olarak belirlenirken, bezer olarak FFPE doku &rneklerinde bu deger ~97 baz
ciftidir. Yapilan calismada, likit biyopsi ile molekiler genetik testlerde sikga
kullanilan ve gorece olarak daha standardize olan FFPE doku materyali
calismalarindan elde edilen toplam Urtin miktarlart arasinda anlamli bir fark
olmadig: tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.4.). Calisma kalitesinin dogru tayin
edilebilmesi adina ¢alisma genelinde yapilan kalite kontroller kadar 6rnek bazinda
da bu kontrollerin yapilmas: ve ¢alismadaki ¢rneklerin birbirleri ile kiyaslanmasi

gereklidir.

4.9. Yeni nesil dizileme sonrasi varyant kalite kontrolleri yapilch

Kalite skorlamasindan basari ile gecen Orneklere ait varyant Kaliteleri,
varyant analiz ara ylz( aracihig: ile kontrol edilmistir. Bu analiz ara yuz tarafindan
verilen genel kalite skoruna gore likit biyopsi calismalar: igin okuma kalitesi
degerlerinin %90°1n altinda olmasi, FFPE doku ornekleri icinse %80’in altinda
olmas: Kkalitenin disukltgi olarak degerlendirilerek kirmizi ile isaretlenmekte ve
bir sonraki analizlere gecememektedir. Likit biyopsi calismalarinda %0,5
oranindaki varyantlarin dahi analiz edilebilmesi icin ylksek okuma Kalitesi
gereklidir. Bu ancak yiiksek okuma sayilari ve sekans drinleri ile bunlarin
analizinde hassas davranilmas: sayesinde olur. Varyant tespit edilen bdlgeler
dikkatlice incelenmeli, duisiik okuma sayilar1 elde edilen bolgelerdeki varyantlar ise
gerektiginde okuma Kkirliligi olarak degerlendirilmelidir. Ancak okuma degerleri
g6zden gecirilirken hastanin klinik verileri ve FFPE doku ornegi ise dokudaki
timore ait veriler de g6z oOnlnde bulundurularak varyant secimi yapilmistir.
Varyant se¢imi yapilirken hastanin klinik bilgileri ile materyal turine ait bilgilerin

degerlendirilmesinin yan: sira varyantin okuma derinligi, frekansi, okuma yonu ve
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farkli yonlerdeki (“forward ve reverse” primer okumalari) okumalarin birbirine
orani, varyant ve cevresindeki okumalarin kalitesi ile varyantin primer bélgesine
olan uzakhg: gibi verilerin de aym anda incelenmesi gerekmektedir. Her bir
varyant igin, tum bu parametreler géz 6niinde bulundurularak varyant analizleri
tamamlanmustir.

Sonug olarak, eksik veya hatali varyant secimi, sonug¢ raporlamasinin
yanhs yapilmasina neden olacagindan kritik bir asamadir. Ozellikle likit biyopsi
calismalarinda okuma kirlilikleri gercek varyantlar ile karistirilmamalidir. Gergekte
varyant olmayan bir degisim patojenik olarak degerlendirilmemeli, Klinik 6neme
sahip bir degisim de kirlilik olarak atlanmamaldir.

Varyant analizi sirasinda, belirtilen pek cok parametrenin kontroli ara
yuzdeki dizi goruntileyici araciligr ile yapilmigtir. Analiz ara yuzu tarafindan
gercek varyant olarak nitelendirilenler tek yonli okumalar (yalnizca forward veya
yalnizca reverse okuma) dizi goruntileyicide kontrol edildi. Yeterli okuma
derinligine sahip ancak dengeli olmayan okuma Kirliligi olarak isaretlenerek analiz
listesinden cikarildi. Ote yandan, forward veya reverse okuma derinligi ile okuma
sayilar1 ile dengeli olanlar gercek varyant olarak kabul edilerek biyoinformatik
analizlere dahil edildi. Ayni kontroller analiz ara yuzu tarafindan hedef bdlge dist
veya yetersiz okuma derinliginde olan varyantlar (varyant ara yizindeki ikincil
varyant cizelgesi) olarak siniflandirilan degisimler icin de gergeklestirildi. Bu
degisimlerden, daha Once de belirtilen kriterleri saglayanlar biyoinformatik
analizlerde degerlendirilmek izere “gercek varyant” olarak kabul edildi. Sekil 4.3.,
Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.te, varyant seciminde kullanilan ara ylz goruntisu
verilmistir.

Butin bunlar sonucunda, likit biyopsi ve FFPE doku caligmalarinda
gorllen varyantlara dair degerlerin farkli yorumlanmasi gerekliligi gértlmektedir.
Ozellikle somatik varyant analizlerinde varyantin allel fraksiyonu oldukga énemli
bir kriterdir. Likit biyopsi ¢alismalarinda ise allel fraksiyonlari daha disuk

olmasina ragmen hastanin timér yukd veya hastahgin evresi ile
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iliskilendirilmektedir. FFPE dokular ile yapilan yeni nesil dizilme sonucu tespit
edilen allel fraksiyonlar: ise kesitin yiizdesi ve nekroz skoru ile iliskilidir. Bu
nedenle her varyantin dizi gorunttleyici tUzerinde incelenmesi, yanlis varyantlarin
degerlendirme dis1 birakilmasini saglamak ve klinik anlami olabilecek gergek

varyantlarin analize dahil edilmesi igin oldukga 6nemlidir.

= b L H ATy b ik (1] m im . = L a [ L Wk rEGRT ) ey H Wale?

(a)
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Sekil 4.3.Likit biyopsi calismasina yonelik varyant analizinde kullanilan ara
yuzden alinan likit biyopsi calismasina yonelik analiz sayfasi goriintu
ornegi sekilde verilmistir. Varyanta ait degerler bir gizelge seklinde
verilmektedir. Sekil 4.3.a’da kalite kontrol ve analizler sonucunda
biyoinformatik analizlere aktarilacak olan varyantlar, sekil 4.3.b’de ise
dusiik kalite veya hedef bélge disinda olarak nitelendirilen varyantlar
gosterilmektedir.
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Sekil 4.4.FFPE doku calismasina yonelik varyant analizi ara yizi sayfasi gorintu
ornegi sekilde verilmistir. Sekil 4.4.a’da kalite kontrol ve analizler
sonucunda biyoinformatik analizlere aktarilacak olan varyantlar, sekil
4.3.b’de ise dusik kalite veya hedef bolge disinda olarak nitelendirilen
varyantlar gosterilmektedir. Sekil 4.4.b’de secili varyant degerlendirmeler
sonucu biyoinformatik analizlere aktariimak Uzere ‘confirmed as valid’
olarak kullanici tarafindan isaretlenmektedir.
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éekil 4.5. Varyant analizinde kullanilan ara yize ait dizi gt’)rUnfU'Ieyicisi (Track
Viewer). Yesil okumalar “forward”, kirmizi olanlar ise “reverse”
okumalar1 géstermektedir.

4.10. Biyoinformatik analizler gerceklestirildi

Dogru varyant secimi sonrasi tespit edilen varyantlarin biyoinformatik
analizleri yapilmistir. Bu analizler ise basta materyal tiiril ve hastanin klinik tanisi
olmak 0zere; patolojik tani, hastanin aldigi ve/veya almakta oldugu tedaviler,
hastadan daha 6nce calisilmis molekiler genetik test sonuglari, alinan biyopsilere
yonelik patoloji raporlar: incelenerek yapilmaktadir. Yanhs bir biyoinformatik
analiz tim calismanin etkinligini azaltabileceginden olabileceginden, bu analizler
rutin laboratuvar uygulamalarinin en énemli boélimand olustururlar.

Biyoinformatik analizleri yapilmak (izere secilen her varyant, hastaya 6zgi
bir klinik etkiye neden olabilir. Bu nedenle biyoinformatik analizlerin dogru
yapilmamasi, kaynak ve is gucunin bosa harcanmasinin yani sira hastalarin
sagaltiminda yapilacak yonlendirmelerin de yanlis olmasina yol acabilir. Bu
nedenle biyoinformatik analizler, bir tecriibe ve bilgi birikimine ihtiyac duyarken
calisilan sistem, yontem ve Ozellikle kullanilan materyal tlrind iyi tanimayi
gerektirir. Biyoinformatik analizlere yardimci olabilecek pek cok analiz araci
mevcuttur. Bu calismada, internet tabanli “QCI Interpret” biyoinformatik analiz
aract kullanilmustir. Aynmi hastaya ait likit biyopsi ve FFPE doku calismalarina

yonelik analiz araci goriintust Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.”de verilmistir.
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Sekil 4.6.Biyoinformatik analizlerinde kullamlan QCI Interpret analiz aracinin ara
yuzi gorilmektedir. Ornek olarak kullanilan goérsel, likit biyopsi
calismasina aittir. Bu pencerede, varyant bilgileri, stniflandirmalari, allel

frekanslar1 basta olmak Uzere varyant ve klinik etkisine dair pek ¢ok
bilgiye ulasilabilmektedir

i 2“:\-1‘

Sekil 4.7.FFPE doku caligmasina ait QCI Interpret analiz aracimin ara yizi. Bu
pencerede varyant bilgileri, siniflandirmalari, allel ve somatik frekanslar
gibi bilgilere ulasilabilmektedir.

Likit biyopsi materyali ¢alismalar: ile FFPE doku caligmalari analizleri
farklihk gostermektedir. Her ne kadar varyantlarin, materyal tir( dogrultusunda

Klinik etkileri degismese de elde edilen bilgiler farkli sekilde yorumlanmalidir.
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Likit biyopsi ile yalnizca tek bir lokalize timére degil, mevcut tim timaorlerden
periferik kan dolasimina karisan kanser hicrelerine ait serbest DNA’lara dair
veriler toplanabilmektedir. Bu nedenle elde edilen verilerin sonucu daha kapsamli
olmaktadir. Dogru ve detayli analizler sonucunda hastaya uygun olasi tedavi
alternatifleri onerilebilir, kanserli hicrelerin direng gostermesi beklenen tedaviler
secenekleri ortaya konabilir, primer timor dokusu ve metastatik lezyonlara ait bilgi
elde edilebilir. Bu sayede de hastaligin seyri hakkinda klinik éneme sahip verilere
ulasilmis olur.

Varyantlarin  yorumlanmasinda patojenite  siniflandirmalari  oldukca
Onemlidir. Bu siniflandirmada, yalnizca analiz araci tarafindan atanan patojenite
skoru dogrultusunda yorumlama yapilmamalidir. Patojenik olarak siniflandirilan
bir varyant, hastanin klinik tansi ve endikasyonu bakimindan farkli bir grupta
degerlendirmeyi gerektirebilecegi gibi aym varyant iki farkli hastada iki farkl
Klinik etkiyi yaratiyor da olabilir. Ayn1 sekilde, benign olarak simiflandirilan bir
varyantin kanserin tiri veya hastanin klinigi ile iliskilendirilebilecegi de
unutulmamalidir. Varyant patojenitelerinin belirlenmesinde diger bir énemli bir
faktor de popllasyon frekansidir. Bir populasyonda hastalik yapici olarak
nitelendirilen bir varyant farkli bir popilasyonda benign olarak siniflandirilabilir.
Ayrica hastaligin fenotipi, evresi, hastanin klinik dykist vb. parametreler de goz
onunde bulundurulmahdir. Analiz araglarinin  kullanictya sagladigi faydalar
yadsinamaz olsa da tlm verilerin kullanici tarafindan incelenmesi ve dikkatle
yorumlanmas: hayati énem tasimaktadir.

Dogru bir analiz igin ise, varyantlarin tek baslarina degerlendirmesi de
yeterli degildir. Baz1 hastaliklarin temelinde ayn: gendeki birden fazla varyantin
olmas: ya da farkli genlerdeki varyantlarin birlikteligi etkili olabilir. Hastanin
Klinik bulgular1 dogrultusunda, varyant ve Klinik iliskisi arastirilmali, kiimilatif
etkiye yol agabilecek durumlar arastiriimalidir.

Analiz bir bitln olarak degerlendirilmeli, siniflandirmada patojenik veya

benign olarak net bir sekilde yorumlanamayan varyantlarin yorumlanmasinda
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uluslararas1 kuruluslara ait guvenilirligi onaylanmis veri bankalari ve literatlr
arastirllmalidir. Bu varyantlar “Klinik 6nemi bilinmeyen (VUS, Variant of
Uncertain Significance)” olarak adlandirilir ve patojenite tayininde in-siliko analiz
araclarindan faydalanmak gereklidir. Bu araclar, cesitli algoritmalar yardim ile
tespit edilen genetik degisimin amino asit ve protein Uzerine etkisini, genin
fonksiyonunda sebep olabilecegi olasi degisimleri ¢ozimlemeye yardimci olan
tahmin araglaridir. Bu sayede varyantin patojenitesinin dngortlmesine yonelik
onemli bilgiler elde edilir. Ancak bu bilgilerin dogrudan sonuca yonelik olmadigi,
tahmine dayali1 oldugu ve analizi yapan kisi tarafindan klinik olarak yorumlanmasi
gerektigi unutulmamalidir. Likit biyopsi ¢alismasinda elde edilen varyantlar tek bir
lokalize tiimére ait olmayabilir. Bu nedenle elde edilmis olan serbest DNA’larin
primer timor kadar farkli metastazlara da ait olabilecegi unutulmamalidir. Farkl
dokularda lokalize olmus her tlimor, primer kanser dokusundan farkli mutasyonlar
barindirabilir. Her farkli klon farkl: bir metastatik timore isaret edebilecegi gibi her
metastatik timor de kendi igerisinde birden ¢ok klon barindirabilir. Bu nedenle likit
biyopsi calismalarinda tespit edilen varyantlar bu heterojenite gdz 0©niinde
bulundurularak klonal olarak degerlendirilir. FFPE doku calismalarinda ise
dogrudan lokalize olmus tumor materyali ile ¢alisildigindan tespit edilen varyantlar
tespit edildikleri ylizde degeri ile raporlanr.

Sonug olarak biyoinformatik analiz, tecriibeli bir ¢calisana bagimli olan ¢ok
yonlu bir sdrectir. Bu nedenle calisma geneline ait tim veriler dikkatlice ve her
yonuyle incelenmelidir. Aksi halde elde edilen bilgiler yanhs degerlendirilerek
hatali raporlamaya sebep olabilir. Bu hasta ve ilgili brans hekimleri icin yaniltict
olup hasta ve hastaligin sagalttiminin dogru bir sekilde yapilamamasina sebep
olabilir.

Bu tez ¢alismasinda biyoinformatik analizlerde pek cok farkli veri bankasi
(COSMIC, HGMD, ClinVar vb.) ve in-siliko analiz aract (MutationTaster,
PolyPhen, SIFT vb.) kullanilmis ve tespit edilen klinik anlami olan varyantlar,

daha Once de belirtilmis olan tim parametreler g6z 6ninde bulundurularak
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incelenmistir. Calismasina kullanilan yeni nesil dizileme yéntemi halen glincel ve
yeni bir metot olup literatiirde bu sistemin kullanildig: bir likit biyopsi ¢alismasi
bulunmamaktadir. Bu calisma ile bir ilk olarak likit biyopsi ve FFPE doku
calismalarimin ~ kiyaslanarak likit biyopsi materyalinin  Kklinik laboratuvar
uygulamalarindaki etkinligi gosterilmistir. Ayrica, likit biyopsinin yeni nesil
dizileme yontemi ile Kklinik caligmalara entegre edilmesinde dikkat edilmesi
gereken yontemsel ve materyale iliskin hususlar vurgulanarak klinik laboratuvarlar

icin bir kilavuz olusturulmaya ¢alisilmistr.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kanser tan1 ve tedavisinde yeni nesil dizileme yontemi, glin gectikce daha
etkili ve sik kullanilan bir metot haline gelmistir. Bu teknolojinin sagladig:
olanaklar sayesinde hastaliklar1 tan1 ve tedavisi ile ilgili bilgilere kisa bir sirede
erismek mumkiin olmustur. Molekiler genetik tanidaki dnemini kanitlamis olan bu
yeni yontem, kansere yonelik olarak likit biyopsi ile bir bltin olarak
kullanildiginda hastalara buyik faydalar saglamaktadir. Likit biyopsi sayesinde
hastalik seyrinin ve hastanin takibi kolaylasmis, bunun yaninda likit biyopsi
materyali ile siklikla uygulanmakta olan diger yontemler ve biyolojik materyallerin
kullanimindan kaynaklanan dezavantajlar giderilmistir. Bu calismada, likit biyopsi
ile genetik biliminde ©6nemli bir yer edinen yeni nesil dizileme yodntemi
birlestirilerek bu suregte edinilen bilgi ve tecriibeler aktarilmigtir.

Likit biyopsinin  YND yoéntemi ile Klinik laboratuvar uygulamalarina
entegrasyonunu konu alan bu tez kapsaminda, yontemsel tim is akis1 incelenerek
likit biyopsi materyali kullanilmasinin her asama tzerindeki etkileri saptanmis ve
bu etkilerin kanser hastalarina yonelik rutin uygulamalardaki avantajlar1 ortaya

konmustur.

5.1. Likit biyopsinin elde edilme kolayhg ile toplam ¢alisma siresi Uzerindeki
avantajlar belirlendi

Oncelikle materyal eldesi strecinde likit biyopsinin, FFPE dokulara gore
avantajlar1 zerinde durulmustur. Doku ornekleri girisimsel islem gerektirirken
likit biyopsiler hastaligin ilk tanisi aninda periferik kandan elde edilebilmistir.
Boylelikle daha test baslamadan olusabilecek zaman kayiplarinin 6énine
gecilmistir. Ornek eldesinin kolaylg: ile testin tekrarlanabilirligi sayesinde daha
guwvenilir bir hasta takibi mimkiin olabilmektedir. Ayrica FFPE doku 6rneklerinden
yapilan ¢aligmalarin en biylk dezavantajlarindan doku heterojenitesi ve dokunun

yalnizca lokalize olmus timére ait olusu sorunu giderilmistir. Materyal eldesindeki
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kolayliklara ek olarak likit biyopsilerden yapilan DNA izolasyonlar: da dokuya
gore daha hizli olmasi bakimindan avantaj saglamaktadir. Bu sayede toplam is
akis1 sure olarak kisaltilabilmis, hastanin dogru ve ekin tedaviye bir an dnce

ulasabilmesi saglanmigtir.

5.2.iki farkh biyolojik 6rnek toplama tipinden elde edilen ccfDNA
konsantrasyonlan arasindaki fark anlamh olarak tespit edilmis olup yuksek
ccfDNA konsantrasyonuna sebep olan etkenler belirlendi

DNA izolasyonu asamasinda, slrenin yam sira elde edilen DNA
konsantrasyonlar: da karsilastirilmis olup 2 farkli biyolojik 6rnek toplama
tpinden yapilan ccfDNA izolasyonlar: sonunda konsantrasyonlar arasinda anlamilz
bir fark gozlenmistir. B marka tipin izolasyon sonunda daha etkili oldugu
belirlenmis olmasina ragmen hedef zenginlestirme amac: ile yapilan polimeraz
zincir reaksiyonlari sonucu elde edilen amplikonlarin konsantrasyonlari arasinda
anlaml bir fark gérilmemistir. Bir sonraki asama olan kittiphane olusturulmasinda
ise tlpler aras: ortaya c¢ikan ccfDNA konsantrasyonu farkinin calisma sonucu
Uzerinde etkisinin olmadig: gorulmustir. ccfDNA konsantrasyonun yuiksekligi, iki
ana nedenle olusmaktadir. Birincisi izolasyon asamas: sirasindaki l6kosit kaynakl
genomik DNA ile kontaminasyonu olup, ikincisi ise hastanin periferik timor
yukadur. Bu nedenle varyantlarin biyoinformatik analizleri yapilirken, hastanin
tim klinik bulgular: ile birlikte ccfDNA konsantrasyon sonuglari da gz 6ntinde

bulundurulmustur.

5.3. Likit biyopsi ve FFPE dokulardan elde edilen DNA konsantrasyonlar
arasindaki anlamh farkin ¢alismanin diger asamalarn Uzerinde etki etmedigi
tespit edilerek farkh materyal turlerindeki degisken konsantrasyonlar:
sebepleri belirlendi

Farkli biyolojik 6rnek toplama tlplerinin kiyaslanmasinin yam sira likit

biyopsi materyalleri ile FFPE dokulardan elde edilen DNA konsantrasyonlar: da
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karsilagtirildiginda doku orneklerinden daha yiiksek konsantrasyonda DNA elde
edildigi gorulmulstir. Ancak bu fark, hedef zenginlestirme ve Kkitiiphane
olusturulmas: asamalarindan elde edilen DNA konsantrasyonlarini etkilememis
olup ¢alisma kalitesinde olumsuz bir etki yaratmamustir. Hedef zenginlestirme
yapildiginda, izolasyon sonrasi daha yiiksek konsantrasyonda olan FFPE doku
ornekleri ile likit biyopsi arasinda fark gozlenmemistir. FFPE dokularin maruz
birakildiklar: 6n islemlerden dolay: bu materyallerden elde edilen DNA kalitesinin
daha dustk, ccfDNA’larin ise herhangi bir 6n islem gérmediginden elde edilen
genetik materyalin daha yuksek kalitede olabilecegi dustntlmistir. ccfDNA
konsantrasyonundaki goreceli distiklik ise genetik materyal eldesinin hassashg: ve
hastanin periferik timor yiku ile iliskilendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonunda
calisma kalitesini distirmeyen minimum ccfDNA konsantrasyonu belirlenmistir.
Literatiirde serbest timér DNA’sinin kullanildigi ¢alisma sayisinin az olmakla
birlikte yeni nesil dizileme yonteminde mininmum bir konsantrasyon degeri

belirtilmemis olup bu veriler ile literatlre katki saglanmistir.

5.4, iki farkh biyolojik 6rnek toplama tipl ile yapilan cahsmalarn
sonucunda son urun miktarlan esdeger olarak gozlendi

Yeni nesil dizileme sonucunda her iki tlipten yapilan calismalarda da elde
edilen son driinler esdeger miktarlarda olup calisma sonunda elde edilen okuma
sayilar1 arasinda calisma sonucunu etkileyebilecek bir fark gézlenmemistir. Sonug

olarak her iki biyolojik 6érnek toplama tupi de bu ¢alisma igin yeterli bulunmustur.

5.5. FFPE doku materyali eldesi saglanamayan veya bu materyallerden yeterli
DNA miktan elde edilemeyen hastalar (zerinden likit biyopsi materyalinin
6nemi vurguland

FFPE doku orneklerinden yeterli miktarda gDNA elde edilemeyen 3 (li¢)
hastadan yalnizca likit biyopsi ¢alismalart yapilmis olup bu materyal ile hizli ve

glvenilir sonuclara ulasilmistir. Bu Orneklerde oldugu gibi cerrahi islem
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uygulanamayan, uzak doku metastazi ya da invazyonu olan veya doku biyopsisi
materyalinden elde edilen DNA miktar: yetersiz olan pek ¢ok hastada likit biyopsi
caligmalari Onerilmektedir. Boylece likit biyopsi galismalarinin yalnizca FFPE
doku calismalarina alternatif olarak degil rutin klinik uygulamalar: ve laboratuvar
calismalarinda da ilk tercih olarak kullanilabilecegi ortaya konmustur. Materyal
eldesi zor olan vakalarin yan: sira, hasta takibi gereken vakalarda da likit biyopsi

materyali ¢alismalar1 daha avantajli olabilmektedir.

5.6. Her iki materyal turd ile yapilan yeni nesil dizileme sonunda
cahisma kaliteleri standart degerlerin Uzerinde tespit edildi

Sekans asamasi sonucunda ¢alisma sonuglarinin  degerlendirilmesi,
calismanin kalite kontrollerinin yapilmas: ile baslamistir. Bu dogrultuda kalite
kontroller hem dérnek bazinda hem de calisma ici ve ¢alismalar arasi olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Likit biyopsi ¢alismalarinin kalite skorlarinin beklenilen deger
araligi icinde tespit edildigi gorulmustir. FFPE doku calismalarinda da genel kalite
kontrollerinin ¢aligma standartlarinda oldugu ancak 6rnek bazinda yapilan kalite
kontrollerin degiskenlik gosterdigi gosterilmistir. Boylelikle islem gérmus FFPE
dokularin kullantminin yalnizca elde edilen DNA miktar1 zerine degil ayn
zamanda da DNA Kkalitesine ve g¢alismanin tum asamalarina etki edebilecegi
gosterilmistir.

Likit biyopsi ¢alismalarinda elde edilen son Grin miktarlari daha ylksek
hassasiyetli analizler i¢in 6nem arz etmektedir. Tespit edilen varyantlarin analiz
edilebilmesi igin forward ve reverse okumalarinin yeterli, toplam okuma sayilarinin
da ylksek miktarlarda olmas:1 gerektiginden, sekans sonunda elde edilen toplam
drtin ve filtreden gecen okuma miktarlarinin mimkiin oldugunca artiriimasi

gerekliligi belirtilmistir.
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5.7. Varyant analizleri ile “gercek varyant”lar okuma Kirliliklerinden
ayirt edilerek ¢alisma sonuglarimn gavenilirligi artirild

Calismanin kalite skorlari varyant analiz ara ylzu aracili degerlendirilmesi
neticesinde kriterleri saglamayan varyantlar, analiz dis1 birakilmaktadir. Ancak bu
analiz araclarinin yalmzca yardimci programlar olarak gelistirildigi g6z 6nunde
bulundurulmahdir. Ozellikle kalite skoru agisindan analiz ara yuzli esik
degerlerinin altinda kalan orneklerde galisma ve varyant kalite kontrollerinin
kullanici tarafindan da bizzat dikkatlice yapilmas: gereklidir. Bu sayede ara yiz
tarafindan dlsik kalitede olarak gruplandirilan ancak klinik dneme sahip bazi
varyantlarin biyoinformatik analizlere aktarilabilecegi unutulmamalidir. Buna
karsin okuma likit biyopsi ¢alismalarinda kirlilikleriyle siklikla karsilagilabilmekte
ve bu kirlilikler gercek varyant olarak analize alinabilmektedir. Bu nedenle galisma
kalite kontrollerinin hem 6rnek bazli hem de ¢alismanin biittint g6z 6niine alinarak
degerlendirilmesinin 6nemi vurgulanmistir. Buradan cikarilacak sonug, kalite
kontrol asamalarinin uygulanmasindan yontemsel bir bilgi birikimi ve tecriibeye

sahip bir kullanict ihtiyacidir.

5.8. Varyant analizlerinde likit biyopsi ve FFPE dokularinda dikkat edilmesi
gereken noktalar belirlenerek likit biyopsi ¢ahsmalarinda varyant analizleri
icin daha etkin yol belirlendi

Likit biyopsilerde allel fraksiyonlar1 FFPE doku calismalarindan farklilik
gosterdiginden farkli uygulamaya tabi tutulmalari gerekmektedir. Varyant
secimleri yapilirken analiz bir likit biyopsi 6rnegi izerinden gidiliyorsa ¢ok disiik
allel fraksiyonlar1 dahi yakalanabildiginden klonal ayrimlar da yapilabilmektedir.
Klonalitenin yorumlanmas: sayesinde kanser hastalarinda tedavi segenekleri
oncelik siralamasina sokulabilmekte ve kanser progresyonu uzerindeki etkileri
ortaya konabilmektedir. Likit biyopsi ¢alismast ile farkli klonlara yonelik bilgilerin

aym anda tespit edilebilecegi gosterilmis, bu sayede de heterojenite sorununun
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oniine gecilerek hastaya olas: bitin tedavi alternatiflerinin genis bir cercevede

sunulmasi saglanmistir.

5.9. Baslangic materyallerinin biyoinformatik analizler Gzerindeki etkileri
belirlenerek likit biyopsinin avantajlar tespit edildi

Likit biyopsi ¢aligmasinda hastaligin evresi, hastanin tedavi alip almadigs;
FFPE doku ¢alismalarinda ise patolojik dokunun timér yiizdesi ve nekroz skoru,
biyopsinin nereden alindigi, hangi 6n islemlerden gectigi ve hastanin patolojik
tanisi calisma sonucunu etkileyen faktorlerdir. FFPE doku calismalarinda galisma
sonucunu etkileyebilecek daha ¢cok parametre olmasi da likit biyopsi ¢alismalarinin
tercih edilmesi igin baska bir neden olusturmaktadir.

Varyant secimi sonrasi yapilan biyoinformatik analizler raporlamanin
dogrulugu acisindan en az bu varyantlarin secimi kadar onemlidir. Yanhs bir
yorumlama, ardindan hatali raporlamay: getireceginden kanser hastalarina
faydadan cok zarara yol acabilecek ve hastalari yanhls tedavi seceneklerine
yonlendirebilecektir. Bu galigmada tlm verilerin, yontemi ve materyali iyi bilen
tecriibeli kullanicilar tarafindan degerlendirilmesi ve biyoinformatik analizlerde
pek ¢ok veri tabani ile farkl: farkl: in-siliko araglarindan faydalaniimasi gerekliligi
vurgulanmistir. Ayrica hicbir biyoinformatik analiz yaziliminin dogrudan sonuca
yonelik olmadigi, yalnizca tiim verilerin analizini gerceklestirecek ekibe destek
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Boylelikle, etkili ve givenilir analizlerin

yapilmast icin bir kilavuz kaynak olusturulmaya calisiimustir.

5.10. Dogru  biyoinformatik analizler ile etkin klinik raporlama
gerceklestirildi

Son basamak olarak, biyoinformatik analizler sonrasi dogru bir klinik
raporlama yapilmas: gerekmektedir. Klinik uygulamalarda kilavuz niteliginde
bircok veri tabani bulunmaktadir. Varyantlarin siniflandiriimas: ve yorumlanmasi

icin hem bu veri tabanlari hem de in-siliko analiz araglar1 kullanilmistir. Raporlama
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asamasinda da bu bilgiler hastanin Klinik bulgulari ile harmanlanmigtir. Tim
raporlamalar uluslararas: kriterlere ve standartlara uygun olarak yapilmis olup,
Klinik anlam1 olan varyantlar en giincel uluslararast nomenklatir dogrultusunda
adlandirilmis ve bdylelikle raporlara evrensel nitelik kazandirilmastir.

Bu tez calismasi, her gegen glin artan deger ve kullanim alanlarina sahip
yeni nesil dizileme yontemi ile likit biyopsi materyalinin kanser alaninda rutin
Klinik calismalara entegrasyonunu saglamaya yoneliktir. Gerek lkemizde gerekse
diinya genelinde likit biyopsi ¢alismalarina yénelim olmasi, bu tez ¢alismasinin da
alaninda bir ilk olacak kilavuz niteligi gérmesini saglayacaktir. Literatlire Katki
olarak ise farkl kanser tirleri icin likit biyopsi ve yeni nesil dizilemenin birlikte

kullanilmasinin yolunu agip diger arastirmacilara 6rnek olusturmas: hedeflenmistir.
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