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LIiKiT BiYOPSIDE GLIOBLASTOMA MULTIFORME GENETIK
BiYOBELIRTECLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Glintimiizde kanser tanisi, evrelemesi ve prognozu i¢in en yaygin kullanilan temel arag
solid tiimor olmakla birlikte bu yontem invaziv bir cerrahi biyopsi yontemidir. Ancak,
bir tiimor bliyiidiikce zamanla degisebilir, yayilir ve kanser onleyici ilaglara maruz
kalir. Hastalik ilk teshis edildiginde alinan timor biyopsileri, kanserin daha sonraki
durumunu yansitmayabilir. Kanser hakkinda giincel bilgi almak igin tekrarlanan
biyopsiler agri, enfeksiyon ve kanama gibi olas1 komplikasyonlara neden olabilir.
Viicudun farkli bolgelerine yayilan kanser hiicreleri basladigi bolgedeki kanserden
farkli olabilir. Bu sebeple, viicudun bir bdlgesinden alinan bir tiimdr biyopsisinin

viicuttaki kanseri yeterince temsil etmesi miimkiin degildir.

Likit biyopsi, kanda dolasan tiimor hiicrelerini veya tiimdr hiicrelerinin DNA
pargalarini tespit etmek amaciyla gerceklestirilen invaziv olmayan bir yontemdir. Kan;
dolagimdaki hiicreler, trombositler, hiicre dist vezikiiller, mRNA, miRNA, protein ve
hiicresiz DNA (cfDNA) gibi bircok biyolojik materyal igerir. Kanser hastalarinin
kanindaki cfDNA'min bir kismi da tiimor hiicreleri tarafindan apoptoz, nekroz veya
aktif salim yoluyla salinan dolasimdaki timér DNA'sin1 (ctDNA) igerir. Tiimorler
hacim olarak biiylidiik¢e ve sayilar arttik¢a, ctDNA ve CTC (dolasan tiimor hiicreleri)
kan dolagimina salinir. Bu durumda dolasimdaki kan kullanilip klinik a¢idan 6nemli
olan ctDNA dizisindeki tiimore 6zgli mutasyonlar, yeni bir kanser biyobelirte¢ tipi

olarak islev gorebilir.

Glioblastoma multiforme (GBM) eriskinlerde en sik goriilen beyin tiimoriidiir. En hizl
seyirli ve oliimciil timorlerdendir. GBM’nin yiiksek heterojenligi, taniy1 ve terapotik
miidahaleyi engeller ve dogru hasta siniflandirmasina ve kisisel tedaviye olanak
taniyan erken tani igin biyobelirteclerin belirlenmesine ihtiya¢ duyar. Timor
ilerlemesinin molekiiler profilini tanimlamak i¢in tekrarlanan cerrahi her zaman
miimkiin olmayabilir. Bu nedenle, likit biyopsi o6zellikle GBM’leri saptamak,
molekiiler olarak karakterize etmek i¢in umut verici bir yaklagimdir. Ayrica tiimdriin

ilerlemesini yoneterek ve tedaviye yaniti izleyerek kanserin erken teshisini
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kolaylastirabilen ve hasta takibini gelistirebilen potansiyel bir klinik faydaya da sahip
oldugu diistliniilmektedir.

Arastirmamizda hasta (n=10) ve kontrol grubu (n=3), GBM ile o&nceden
iliskilendirilmis ve ayrica iliskili olabilecegi diisiiniilen 63 gen bolgesi, hotspot ekzon
ile ekzon-intron birlesme bolgelerini igceren yeni nesil dizileme paneli (YND) ile
incelendi. Panel on goniillii hastanin solid tiimor ve plazmalarinda, saglikli kontrol
grubunun ise plazmalarinda Illumina NextSeq 500/550Dx ile gergeklestirildi.
Biyoinformatik is akisi ve analizleri i¢in QIAGEN Clinical Insight (QCI) yazilimi
kullanildi.

Calismada yedi hastanin dokusunda patojenik oldugu bilinen ve/veya novel varyantlar
saptandi1. Alt1 hastada TP53, dort hastada PTEN, bir hastada MET, bir hastada EGFR
geninde mutasyon saptandi. Yapilan kopya sayisi degisimi (CNV) analizlerinde ise
bes hastada EGFR, iki hastada MET, bir hastada PDGFRA, bir hastada KIT, bir
hastada RPN2 genlerinde normalin {izeinde okuma sayisi alindi. Hastalarin dokusunda

saptanan mutasyonlar ve amplifikasyonlar, likit biyopsi 6rneklerinde tespit edilemedi.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji, panel dizileme, biyobelirteg, onkoloji,

glioblastoma
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RESEARCH ON GLIOBLASTOMA MULTIFORME GENETIC BIOMARKERS IN
LIQUID BIOPSY

SUMMARY

Although solid tumor is the most widely used basic tool for cancer diagnosis, staging
and prognosis today, this method is an invasive surgical biopsy method. However, as
a tumor grows, it can change over time, spread and be exposed to anti-cancer drugs.
Tumor biopsies taken when the disease is first diagnosed may not reflect the later status
of the cancer. Repeated biopsies to get up-to-date information about cancer can cause
possible complications such as pain, infection, and bleeding. Cancer cells that spread
to different parts of the body may be different from the cancer in the area where they
started. And for this reason, it is not possible for a tumor biopsy taken from a part of
the body to adequately represent cancer in the body.

Liquid biopsy is a non-invasive method performed to detect circulating tumor cells or
DNA fragments of tumor cells. Blood; Circulating cells contain many biological
materials such as platelets, extracellular vesicles, mMRNA, miRNA, protein and cell-
free DNA (cfDNA). Some of the cfDNA in the blood of cancer patients also includes
circulating tumor DNA (ctDNA) released by tumor cells through apoptosis, necrosis
or active release. As tumors grow in volume and increase in number, ctDNA and CTC
(circulating tumor cells) are released into the bloodstream. In this case, using
circulating blood and tumor-specific mutations in the clinically important ctDNA

sequence may act as a new type of cancer biomarker.

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common brain tumor in adults. It is one
of the most rapidly progressing and deadly tumors. The high heterogeneity of GBM
hinders diagnosis and therapeutic intervention and needs the identification of
biomarkers for early diagnosis that allows accurate patient classification and
personalized treatment. Repeat surgery may not always be possible to define the
molecular profile of tumor progression. Therefore, liquid biopsy is a promising
approach to detect and molecularly characterize GBMs in particular. It is also thought
to have a potential clinical benefit, which can facilitate early detection of cancer and
improve patient follow-up by managing tumor progression and monitoring response

to treatment.
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In our study, patients (n=10) and control group (n=3) were examined with a Next
generation sequencing panel (NGS), which includes 63 gene regions that were
previously associated with GBM and may also be associated, hotspot exon and exon-
intron junction regions. The panel was performed with Illumina NextSeq 500/550Dx
in the solid tumors and plasmas of ten volunteer patients and the plasmas of the healthy
control group. QIAGEN Clinical Insight (QCI) software was used for bioinformatics

workflow and analysis.

In the study, known pathogenic and/or novel variants were detected in the tissues of
seven patients. Mutations were detected in TP53 gene in six patients, PTEN in four
patients, MET in one patient, and EGFR gene in one patient. In the analysis of the
copy number variation (CNV), the number of readings above normal in the EGFR
genes in five patients, MET in two patients, PDGFRA in one patient, KIT in one
patient, and RPN2 genes in one patient were obtained. Mutations and amplifications

detected in the tissues of the patients could not be detected in the liquid biopsy samples.

Keywords: Biotechnology, panel sequencing, biomarker, oncology, glioblastoma
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1. GIRIS VE AMAC

GBM'nin mevcut teshisi, goriintiilleme ve timor dokusu verilerine dayanir; ancak, bazi
zorluklar ve smirlamalar vardir. Konvansiyonel MRI cerrahiye rehberlik edebilir;
ancak, yiiksek dereceli gliomalar arasinda ayrim yapamaz ve yorumlanmasi zor olan
goriintilleme bulgular1 saglayabilir [1]. Timor dokusu biyopsileri invazivdir ve
kolayca tekrarlanamaz. Hastaligin prognozu ile ilgili daha iyi bilgi sahibi olabilmek ve
tedavi yanitlarininin izlemek icin beyin tiimorii aktivitesinin ger¢ek zamanl olarak

yakalanmasi gerekir ve bunun i¢inde invaziv olmayan 6rneklemeye ihtiya¢ vardir.

Doku biyopsisi kullanilan geleneksel kanser tanisi ile karsilastirildiginda, likit biyopsi
tiimor heterojenligini degerlendirmek i¢in daha uygundur, daha az invazivdir ve doku
biyopsisinden daha kapsamlidir ¢iinkii tiim tiimor bolgeleri kana ctDNA ve CTC
salgilar. Bu nedenle, tedavi etkisinin gercek zamanli izlenmesine yardimci olarak
kisisel tedavi uygulanmasini daha miimkiin kilabilir ve daha iyi prognoz saglayabilir.
Bununla birlikte, tiimor morfolojik 6zellikleri ve mikrogevre doku biyopsisinde daha
kolay elde edilebilir. Bu nedenle sivi biyopsi, GBM hastalarinin tani1 ve takibini

iyilestirmek i¢in ek ve tamamlayici veriler saglamay1 amaglar [2].

S1v1 biyopsilerin kullanimi farkli timor tiplerinde arastirilmis ve bu yaklasim meme
kanseri, bag-boyun ve akciger kanseri prognozunda kullanilmistir. Akciger kanseri
icin, Ornegin, timoér dokusu smirli oldugunda, epidermal biiyiime faktorii
reseptoriindeki mutasyonlarin varligini saptamak i¢in kan plazmasi kullanilabilir [3, 4,
5]. Ilk FDA onayli genis kapsamli pan-kanser tani testi, kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri, yumurtalik kanseri ve melanoma dahil
olmak tizere bir¢ok solid tiimdriin varligini test etmek igin likit biyopsi 6rneginde

ctDNA'nin varligini kullanir [6].

GBM'de basariyla kullanilacak sivi biyopsiler i¢in, tiimore 6zgii materyalin kan-beyin
bariyerini (KBB) gececegi varsayilir. KBB, besinlerin, vitaminlerin ve diger

molekiillerin beyne erisimini ve degisimini diizenler [7]. Claudin-3, claudin-5,
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claudin-12 gibi proteinler ve iskele islevine sahip diger transmembran proteinler
tarafindan belirlenen KBB'nin siki baglantilarinin biitiinligii, saglikli bir KBB'in
kalitesini tanimlar ve buna gore bir eksiklik veya claudin-1 veya agrin'deki mutasyon,
GBM'deki KBB islev bozuklugu ile iliskilendirilmistir [7, 8]. GBM, siki baglantilari
azaltan, daha gecirgen bir KBB olusturmaya yardimeci olan, tiimorle iligkili
makrofajlar gibi proinflamatuar bagisiklik hiicrelerinin erisimini destekleyen
proanjiyojenik ve iltihapli bir mikrogevreyi indiikler. Ek olarak, GBM gibi kati
timorlerin tipik bir 6zelligi olan hipoksi de KBB'nin bozulmasiyla iligkilidir [9, 10].

Likit biyopsiler hala aragtirma asamasinda olsa da, kanser tedavisine cevabin tespiti,
iyilestirilmesi ve 0nlenmesi konusunda {imit vaat etmektedir. Likit biyopsi kavrami
kigisellestirilmis tip yaklasimini1 tamamlayabilir ve klinik ¢aligmalarda hasta se¢imi

icin de yenilik¢i bir yol sunmaktadir.

Calismamizda, glioblastoma multiforme IV evre hastalarinin solid tiimdr 6rneklerinde

bulunan somatik mutasyonlarin likit biyopsi 6rneklerinde de yakalanabilmesi ve yeni

16



biyobelirteg kesfi Oncelikli olarak amaclanmistir. Ayrica saptanan degiskenleri
inceleyerek literatiire katkida bulunmay: da hedeflenmektedir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Gliomlar

Gliomlar, merkezi sinir sisteminden (MSS) kaynaklanan en yaygin timdr tiirtidiir ve
onlari olusturan hiicrelere gore siniflandirilirlar: oligodendrositler,
oligodendrogliomalara yol acar, ependimal hiicreler ependimomlar1 olustururlar ve
astrositler astrositomlari iiretirler. Astrositomlar, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan histopatolojik kriterlere gore evre 1 ile IV arasinda degisen malignite
derecesine gore smiflandirilir; derece IV tiimorlere ayrica glioblastoma multiforme
(GBM) denir. Derece 1 gliomlar diisiik proliferatif potansiyele sahip ve cerrahi
prosediirle tedavi edilebilen lezyonlarla ilgilidir, oysa derece Il ila IV gliomlar oldukca

malign ve invazivdir. Astrositomlar arasinda GBM en sik goriilen ve 6liimciil olandir.
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Her alt tip, degisen sinyal yollarini yansitan, tedavi yanitlarinda farkliliklara yol agan

ve sonugta hastanin prognozunu etkileyen énemli genetik degisiklikler gosterir [11].

2.2 Glioblastoma multiforme

GBM, kiiresel insidans1 100.000 kiside 10'dan az olan nadir bir tiimdr olmasina
ragmen, teshisten sonraki 14-15 aylik sagkalim orami ile kotlii prognozu, hastaligi
onemli bir halk sagligi sorunu haline getirmektedir. Tiim yas gruplarindaki tim
gliomalarin %50'sini olusturur. Her yasta ortaya cikabilir, ancak en yiiksek insidans
55 ila 60 yas arasindadir [12, 13, 14]. Malign gliomalar, kansere bagli 6liimlerin
%2,5'inin nedenidir ve 15-34 yas arasi kisilerde kanserden 6liimlerin en 6nemli ti¢iincii

nedenidir. Erkeklerde GBM goriilme orani kadinlara gore daha yiiksektir [15, 16].

Genellikle tedavi edilemeyen beyin neoplazmalarinin etiyolojisi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Altta yatan karsinogenetik nedenler tanimlanamaz. Bugiine kadar
yiiksek doz iyonlastirici radyasyona maruz kalma, onaylanmis tek risk faktoriidiir.
Kapsamli retrospektif kohort wverileri, pediatrik popiilasyonlarda terapdtik
intrakraniyal radyasyona maruz kaldiktan sonra, yani hem hastanin yasina hem de
radyasyon dozu/hacimine bagli olarak acikga artan glioma riskini
gostermektedir. Yetiskinlerdeki veriler daha sinirlidir, ancak radyasyona maruz kalan
belirli gruplarda yogun risk gostermektedir [17]. Salvati ve ark., akut lenfoid 16semi
(ALL) tedavisi goren hastalarin GBM gelistirmeye daha yatkin oldugu
goriilmiistiir, bunun, 16semiden veya ALL tedavisinde kullanilan kemoterapdtik
ajanlardan kaynaklanan komplikasyonlarin bir sonucu olabilecegi
diisiiniilmektedir. GBM ile sigara, diyet risk faktorleri, cep telefonlar1 veya
elektromanyetik alan, ciddi kafa travmasi, mesleki risk faktorleri ve pestisit maruziyeti

gibi ¢evresel faktorler arasinda kesin bir iliski bulunamamistir [18].

Genetik yatkinlik vakalarin sadece %5-10'unda gozlenmistir. Norofibromatoz tip 1 ve
tip 2, tuberoskleroz dahil olmak tizere nadir goriilen genetik bozuklugun artan insidans

ile iliskili oldugu bulunmustur [19].

GBM i¢in mevcut terapdtik yontemler, cerrahi, radyoterapi ve kemoterapinin bir
kombinasyonundan olusur. GBM hastalar1 tedavilere kars1 yiiksek oranda direng ve
niiks gosterirler, bu da genel sagkalimin kétii olmasina neden olur. Kullanilan standart
kemoterapotik ilag temozolomid (TMZ) ile bile hastalarin medyan sagkalimi ~15 ay

gibi kisa bir stiredir [20, 21].
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GBM tanist su anda goriintileme teknikleri ve doku biyopsilerine
dayanmaktadir. Ancak goriintiileme teknikleri, gercek timdr progresyonunun neden
oldugu lezyonlar1 psddoprogresyondan (tiimoriin ilerlemesini taklit eden ve zamanla
kendiliginden diizelebilen tedaviyle iliskili lezyonlardan) giivenilir bir sekilde ayirt
edemez. Benzer sekilde, doku biyopsileri oldukg¢a invaziv bir prosediir gerektirir,
ancak stirekli degisen bir tlimoriin yalnizca statik bir goriintiistinii yakalayabilir. Buna
karsilik, dolasimdaki biyobelirteclerin saptanmasini saglayan sivi biyopsiler, non-
invaziv olma avantajmi saglar, boylece seri orneklemeyi kolaylastirir ve tedavi
boyunca tiimordeki potansiyel dinamik degisiklikleri izleme yetenegi saglar [22, 23,
24].

2.2.1. GBM siniflandirilmasi ve sinyal yolaklari

Kanser Genom Atlas1 (TCGA), entegre ¢ok boyutlu analizler yoluyla genis insan
tiimor kohortlarinda kansere neden olan baslica genom degisikliklerini kataloglamayi
ve kesfetmeyi amaglar. TCGA tarafindan incelenen ilk kanser, yetigkinlerde en sik

goriilen primer beyin timori olan GBM’dir [25].

GBM genomundaki yaygin genetik degisikliklerin yiiksek oranda ii¢ ana yolakta
bulundugu saptanmistir. Bu yolaklar; reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler)/RAS/PI-3K,
p53 ve RB sinyal yolaklaridir [26]. GBM sinyal yolaklar1 Sekil 2.1°de ayrintili olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.1: GBM sinyal yolaklari.

Klinik 6zelliklere gére GBM, birincil ve ikincil olarak siniflandirilir. Birincil GBM'ler,
oncii lezyonun klinik ve histolojik kanitlar1 olmadan de novo ortaya ¢ikarlar. ikincil
GBM'ler ise onceden var olan diisiik dereceli astrositomdan yavas ilerlerler. Yapilan
son ¢alismalarda bu klinik tanimlarin molekiiler baglantilar1 gdsterilmistir. Birincil
GBMMnin ayirt edici degisiklikleri arasinda epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) gen mutasyonu ve amplifikasyonu, fare double minute-2 genin (MDM2) asiri
ekspresyonu, pl6'nin delesyonu ve fosfataz ve tensin homologu geninin (PTEN)
bulundugu 10q kromozomunun heterozigotluk kaybi (LOH-loss of heterozygosity) ve
TERT promotdér mutasyonu yer alir. Ikincil GBM'lerin karakteristik 6zellikleri,
trombosit kaynakli biiyiime faktdrii A'nmin ve trombosit tiirevli biiylime faktorii
reseptorii alfanin (PDGFA/PDGFRa) asir1 ekspresyonunu, 19q kromozomunun

LOH’unu ve retinoblastoma (RB), IDH1 / 2, TP53 ve ATRX mutasyonlarini igerir
[17].

Bu bulgulara paralel olarak global gen ekspresyon caligmalarindan GBM'nin
transkripsiyonel alt siniflar1 da ortaya ¢ikmaya baglamistir. The Cancer Genome Atlas
Research'ten elde edilen son veriler, GBM'lerin molekiiler patogenez ve gen

ekspresyonuna dayali molekiiler siniflandirmasinin klasik, mezenkimal, pronodral ve
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noral alt tipler halinde anlasilmasini saglar. Prondral transkripsiyonel alt sinifin ayirt
edici oOzellikleri CDK4, CDK6, PDGFRA, MET ve en sik gorilen IDHI
mutasyonlardir. Klasik alt tip, PTEN ve CDKN2A kaybi ve EGFR
amplifikasyonunun ile kategorize edilir. TP53, NF1 ve CDKN2A'nin mutasyonlari
ve/veya kaybi mezenkimal alt tipin temel 6zellikleridir. Son alt tip olan noral alt sinif
icin benzersiz bir genetik imza belirlenmemistir [27, 28, 29]. Sekil 2.2°nin A kisminda
birincil ve ikincil GBM ile ilgili anormallikler, B kisminda birincil ve ikincil

GBM’lerin alt siniflar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.2: GBM'nin genetik ve molekiiler patogenezi.

Sonug olarak, karakteristik ve olduke¢a sik molekiiler degisikliklerin tanimlanmasi bu
cesitliligin bir kismin1 agiklamaya baslamis ve tiimor siniflandirmasinda yeni
kavramlar sunmustur. Ayrica bu c¢alismalar, mevcut terapotik stratejilerin
tyilestirilmesi ve bu Oliimciill malignitenin yOnetimi ic¢in yeni paradigmalarin

gelistirilmesi i¢inde vizyon saglamistir.
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2.2.2 Teshis

GBM'nin en sik yerlesim yeri serebral hemisferlerdir; bu tiimorlerin  %95'i
supratentoryal bolgede ortaya cikarken, tiimorlerin sadece ylizde birkagi beyincik,
beyin sap1 ve omurilikte ortaya c¢ikar. Tiimor genellikle, genellikle beyaz cevherde

ortaya ¢ikan tek, nispeten biiyiik, diizensiz sekilli bir lezyon ile temsil edilir [30].

GBM'nin ilk teshisi, tiimori kesin olarak teshis etmek, derecelendirmek ve karakterize
etmek icin tiimor dokusunun rezeksiyonu veya biyopsisinin ardindan beyin
gorintiileme ile elde edilir. Su anda doku biyopsileri GBM teshisi i¢in altin standart
tekniktir. Bununla birlikte, bir beyin timdriinden alinan rezeksiyon veya biyopsi,
beyindeki tiimor kitlesi i¢inde ve g¢evresinde sisme gibi riskler olusturabilir, hatta
hastanin norolojik fonksiyonlarini etkileyebilir [31]. Dahasi, bazi tiimorler
bulunduklar1 yer nedeniyle erisilemez olabilir. Ayrica, doku biyopsileri bazen tiim
timor kiitlesinin heterojenligini tahmin etmede basarisiz olabilir ve timor aktivitesinin

gercek zamanli bir temsili olmayabilirler [22].

Tiim6r numuneleri iizerinde, 1p ve 19q kromozom kollariin birlesik kaybi, p53'iin
mutasyonu ve/veya ekspresyonu, izositrat dehidrojenaz 1 (IDH1) mutasyonunun
varligi (ekson 4 kodon 132, en yaygin olani ¢.395G>A varyant1) ve O6-metilguanin-
DNA metiltransferaz (MGMT) hipermetilasyonu gibi epigenetik degisiklikler dahil
olmak {iizere immiinohistokimya ve molekiiler analizler kullanilarak daha fazla

dogrulayici ve tanimlayici testler yapilir [20, 32].

2.2.3 Tedavi

Cerrahi, standart bakimin ana bilesenidir. Tiimor tipine bagli olarak cerrahi, timor
yiikiinilin azaltilmasi, ndbetlerin kontrolii, ndrolojik defisitin geri dondiiriilmesi, lokal
terapoOtik ajanin verilmesi ve yasam Kkalitesinin iyilestirilmesi gibi bir¢ok seyi
basarabilir [33]. GBM, cerrahi ile tamamen tedavi edilemeyen lokal olarak ¢ok invaziv
bir timordiir ve vakalarin yaklagik %80'inde niiks, genellikle orijinal lezyonun 2-3 cm

siirinda meydana gelir [12].
GBM i¢in mevcut terapdtik yontemler, cerrahinin ardindan radyoterapi ve/veya

kemoterapinin bir kombinasyonunu gerektirir. Temozolomid, GBM'li hastalar i¢in

tek standart kemoterapidir. TMZ'nin sitotoksisitesinden sorumlu olan temel
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mekanizma, DNA'y1 guanin lizerinde N7 ve O6 pozisyonunda metillemektir. DNA'nin
metillenmis guanin i¢in tamamlayici bir baz bulmada basarisizliga ve dolayisiyla
DNA'da uzun Omiirlii ¢entiklere yol agmasina neden olur. sonu¢ olarak G2-M

siirindaki hiicre dongiisiinii bloke eder ve apoptozu tetikler [34].

Ameliyatta, GBM hiicrelerinin normal dokuya yiiksek invaziv kapasitesi nedeniyle
tiim timor hiicrelerini giivenli bir sekilde ¢ikarmak zordur; sonug¢ olarak, GBM
tiimorleri vakalarin ¢ogunda tekrarlar. Tekrarlayan GBM'li hastalarda medyan genel

sagkalimi 6,2 aydir [35].

2.2.4 Prognoz ve Psodoprogresyon (yalanci ilerleme)

Prognostik bilgi elde etmek igin tedaviden sonra bir beyin MRI taramasi yapilir. Ilk
MRI taramasi yapilan GBM hastalariin %10-30'unda, genellikle tedavinin ilk 12
haftasinda psédoprogresyon goriiliir [36]. Psédoprogresyon ile ger¢ek progresyon
arasinda ayrim yapabilmek onemlidir, ¢iinkii klinisyenlerin gereksiz operasyonlar
yapmasini ve etkisiz tedaviler uygulamasini onler [24, 31, 36, 37]. Bununla birlikte,
su anda, glioma gercek ilerlemesini psddoprogresyondan ayirt edecek hicbir

biyobelirte¢ veya klinik 6zellik yoktur.

Brandes ve ark., GBM'li 103 hastadan alinan doku biyopsisi drneklerini kullanarak,
MRI ilede goriildiigii gibi, MGMT gen promotdr metilasyonu olan hastalarin (%91),
metillenmemis MGMT'li hastalardan (%41) daha yiiksek psddoprogresyon oranlarina
sahip oldugunu gostermislerdir. Calismalarinda hastalarin %31'inde yalanci ilerleme

saptanmustir [38].

Kang ve ark. tlimoér doku boliimlerinde p53 asir1 ekspresyonunun, glioma
hastalarindan alman 35 tiimor Orneginde psddoprogresyon ile iliskili oldugunu
kesfettiler. P53 overekspresyonu ile basvuran glioma hastalarinda, p53
overekspresyonu olmayan hastalara gore psodoprogresyon oranlari daha yiiksekti.
Ornekleri p53 asir1 ekspresyonu gdstermeyen toplam 22 hastadan, 14'i ilerleme

gostermedi, biri yalanci ilerleme gosterdi ve yedisi erken ilerleme gosterdi [39].

2.2.5 Kan Beyin Bariyeri (KBB)
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KBB, noronal ortami kan yoluyla bulasan materyallerin ¢ogundan koruyan oldukca
0zel bir vaskiiler arayiizdiir ve ¢ogu zaman BBB terapotikleri disarda tutar. KBB,
molekiillerin ve hiicrelerin kan ve beyin arasindaki hareketini diizenlemek i¢in
perisitler, astrositler ve noronlar gibi nérovaskiiler birimin diger hiicreleri ile uyum
icinde calisan beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri (BMEC'ler) tarafindan
olusturulur. BMEC'ler, yapisik baglant1 proteinlerini (VE-cadherin gibi AJ) ve
claudins, okludin ve zonula okliidens proteini 1 (ZO-1) gibi siki1 baglanti (TJ)
proteinlerini i¢eren baglant1 kompleksleri ile baglanan bosluksuz endotel hiicreleridir.
Bu o6zellikler, materyalin kandan beyne yayilmasina karsi fiziksel bir bariyer
olusturmaya yardimeci1 olur. Hidrofilik kiigiik molekiillerin ve siRNA/mRNA,
monoklonal antikorlar ve antikor-ila¢ konjugatlar1 gibi biiyiikk molekiillii biyolojiklerin
beyin birikimi bu fiziksel bariyer tarafindan onemli Olgiide bloke edilir. KBB
tarafindan sunulan bu pasif ve aktif bariyer Ozellikleri, glioma tedavi edilirken
terapotik ilag konsantrasyonlarina ulasilmasini zorlastirir. Bu nedenle, glioma
tedavisini ve prognozu iyilestirmek i¢in KBB'de ila¢ dagitimini artirmak 6nemlidir

[40, 41].

Glioma gelisiminin erken evrelerinde KBB'de belirgin bir bozulma yoktur; timdr
kendi damar sistemi heniiz olusmamistir ve tiimdr kiitlesi normal beyin damarlar
tarafindan siirdiirilir. Glioma ilerledikge ve siddetlendikge, normal damarlardan
tiiretilen endotel hiicreleri damar ana yapisindan ayrilir ve timor bolgesi ile iligkili
yeni anjiyojenik noktalar olusturur. Bu hiicreler yeni damarlar olustururken gog
etmeleri gerektiginden, timor bolgesine ulagmak i¢in normal damar yapisini bozarlar.
Tiimorler normal mikrogevreyi degistiren birgok farkli molekiil salgiladigindan,
endotel hiicre gocii bozulur ve bu bozulma vaskiiler mimariye yansir. GBM'de, kan
damarlariin morfolojik degisiklikleri, acikliklarin olusumunu ve siki baglantilarin
bozulmasint igerir. Ayrica bazal laminanin kalinlig:r degisir ve damarlarla iligkili

perisit sayisi kadar perivaskiiler bosluk da artar [42, 43].

GBM'de KBB bozulmasi olsa da, cok sayida ¢alisma GBM hastalarinda bu
bozulmanin heterojen oldugunu gostermistir. GBM'nin heterojen bozulma ve yiiksek
derecede invaziv dogasinin bir sonucu olarak, bozulmamis KBB'nin terapétik ilaglarin

dagilimim hala smirlayabildigi durumlarda tiimoérler, tiimor kenarinda saglam bir
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KBB'ye sahip alanlarda bulunabilir. Tiimdr, timor kenarindaki ve invaziv sinirlardaki
nispeten saglikli timér KBB'sinin arkasindaki alanlarda yer aldigindan, kismen etkili
ilag konsantrasyonlarina ulasilamamasi nedeniyle bir¢ok yeni glioma terapdtikleri

klinikte basarisiz olmustur [44].

2.2.6 Glioblastomada Molekiiler Belirtecler

IDH1/2 mutasyonlar1 artik rutin taninin bir parcasidir ve IDH mutant glioblastomlar
IDH vahsi tipe kiyasla daha iyi prognoza sahip olduklarindan, yalnizca tanisal degil
ayni zamanda prognostik 6nem de tagimaktadir [45]. IDH mutasyonunun su anda
oncometabolit 2-hidroksiglutarat birikimi ile progenitér hiicreleri ¢oklu islemler
yoluyla gliomalara yonlendirerek gliomagenezde yer aldigi diisliniilmektedir. IDH
mutasyonlari, glioblastomalarin sadece %10'unda mevcuttur, ancak mevcut

olduklarinda daha iyi sagkalimi gosterirler [46].

MGMT promotdr metilasyonu, glioblastoma tedavisinde rutin olarak kullanilan bir
kemoterapétik ajan olan alkilleyici ajan temozolomide (TMZ) yanitin 6ngdriicli bir
belirtecidir. MGMT geninin translasyonu, DNA onarim enzimi gorevi goriirken ve
MGMT promotdr bolgesinin hipermetilasyonu, genin susturulmasi ile sonuclanir,

bdylece TMZ'nin terapoétik etkisini gostermesine izin verir [47, 48].

Asiri ekspresyon ve mutasyonlar (6zellikle EGFRvIII mutasyonu) glioblastomlarda
yaygindir ve glioma invazivligine katkida bulundugu bilinmektedir. Diger bir¢ok
kanser tiiriinde, EGFR sinyallemesinin engellenmesinin kanserle savasmak i¢in etkili
bir yontem oldugu bulunmustur; ancak GBM'deki amplifikasyonu simdiye kadar
basarisiz olmustur. Bilinen diger faktorlerle veya MGMT hipermetilasyonuyla
birlestirilen EGFRVIII mutasyonu daha iy1 prognozu gosterebilir ve EGFRVIII pozitif
tiimorler, as1 bazli yeni deneysel tedaviler i¢in adaylardir [49, 50, 51].

VEGF, gliomalarda asir1 eksprese edilir ve su anda (tekrarlayan) gliomada hedefe
yonelik tedavi i¢in uygun olan tek molekiildiir. Bir VEGF inhibitérii olan
Bevacizumabin’in, daha Once temozolomid ile tedavi edilen hastalarda ikinci

progresyona kadar gecen siireyi arttirdigi bulundu [52].
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Yukarida bahsedilen belirtecler, immiinohistokimya, FISH veya PCR bazh
yontemlerle tanimlanir. Klinik uygulamada rutin olarak mevcutturlar; ancak bu
yontemler her zaman timdr numuneleri gerektirir ve tedavi yanitinin gergek zamanli
izlenmesinde, tiimor niiksii taramasinda veya ayirici tanida kullanilamazlar.
Glioblastoma tedavisinde, erken tiimor niiksii veya etkisiz tedaviyi isaret edebilen yeni
prognostik ve prediktif belirteglere ciddi bir ihtiyag vardir [53]. Diger kanser
tiirlerinde, sivi biyopsi yontemlerinin tek bir tedaviden sonra bile tedavi yanitiyla

korele oldugu bulunmustur [54].

2.3 Likit biyopsiler

Likit biyopsi, bir hastalig1 tanimlamak veya izlemek i¢in kan, idrar, tiikiiriik veya diger
viicut s1vis1 orneklerinin kullanildigi, genellikle biyolojik sividaki kiigiik niikleik asit
fragmanlarini tespit eden minimal invaziv veya invaziv olmayan bir yontemdir. Likit
biyopsi, bir¢ok kanser tiiriinde gelisen bir teshis ve hasta takibi alanidir. Dolasimdaki
niikleik asit parcalari, bu belirteglerin kalite ve miktarini 6lgmek i¢in serum, idrar veya
beyin omurilik sivis1 dahil olmak {izere farkli viicut sivilarindan cesitli sekillerde
toplanir. S1vi biyopsi kullanilarak birden fazla niikleik asit tiirii analiz edilebilir

[55]. Likit biyopsi kullaniminin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2.1°de listelenmistir.

Tablo 2.1: Likit biyopsi kullaniminin avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlar Dezavantajlar
Uygun maliyetli Standart igletim protokoliiniin eksikligi
. . Hem saglikli hem de tiimor hiicreleri
Non-invaziv

tarafindan salinir
Hizh Duyarli ve spesifik yontemlerin gerekliligi
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Kapsamli tiimor profili Yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglar
Personel mikrogevresi, cfDNA miktarinin
salinmasini etkileyebilir
Kanser biyobelirteci olarak standardize
edilmemis cfDNA/ctDNA konsantrasyonu

Minimum agr1 ve risk

Seri degerlendirme

Spesifik mutasyonlart dogrudan
degerlendirebilir
Birgok biyolojik s1vida bulunur
Prognoz, niiks, tedaviye yaniti
degerlendirme potansiyeli
Minimal rezidiiel hastaligin tespiti
Kanser agisindan yiiksek riskli
popiilasyonlarin degerlendirilmesi
Erken kanser teshisinin etkinlestirilmesi
Tiimdr heterojenitesinin
degerlendirilmesi

Likit biyopside birincil veya metastatik tiimdrler tarafindan salinan ana bilesenler,
dolasan tiimor hiicreleri (CTC), hiicresiz DNA (cfDNA), dolasimdaki tiimér DNA’s1
(ctDNA), mikroRNA (miRNA), tiimor-egitimli plateletler (TEP) ve eksozomlardir; ilk
tic bilesen digerleri arasinda en ¢ok calisilanlardir [56]. Bu bilesenlerin temsili

goriintlisti Sekil 2.3’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.3: Likit biyopside bulunan ana bilesenler.

Doku biyopsisi, tiimdrleri siniflandirmak ve biyobelirtecleri saptamak icin en yaygin
kullanilan yontemdir. Ancak birkag¢ sinirlamasi vardir: invaziv bir yontemdir; her
zaman uygulanabilir veya tekrarlanabilir degildir; ve tek bir bolgeyle ilgili sinirh bilgi
saglar. Bugiin kanserin inanilmaz derecede dinamik bir hastalik oldugu
aciktir. Hastalik sirasinda, kanserler genellikle daha heterojen hale gelir ve tiimdriin
tedaviye farkli duyarlilik seviyelerine sahip farkli molekiiler imzalar1 barindiran gesitli

hiicreleri igerebilir. Bu nedenle, siv1 biyopsiler, ¢esitli neoplazm hastaliklarin dogru ve
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erken teshisine yardimecir olabilir, tedaviyi optimize etmek icin hastalar
simiflandirabilir ve tiimordeki yanit ve direng mekanizmalarini izleyebilir. Stvi
biyopsinin invaziv olmayan dogasi, hastaligin klonal ve alt klonal varyasyon
dinamikleri ile ilgili degisiklikleri izlemek i¢in numunenin sistematik olarak

tekrarlanmasina izin verir [57].

2.3.1 Eksozomlar

Eksozomlar, hem normal hem de patolojik kosullar altinda hiicre tarafindan salinan
kiiciik zar vezikiilleridir. Kandaki konsantrasyonlari, tiimdr ilerlemesi, bagisiklik
tepkisinin baskilanmasi, anjiyogenez ve metastaz ile iliskilidir. Cesitli kanser tiirlerine
sahip  hastalarda <109 vezikiil/ml konsantrasyonlarinda  saptanabilir. Bu
biyobelirtegler, ilag direnci durumunda bile tani, tiimor tedavisinin degerlendirilmesi

ve prognoz i¢in kullanilabilir [58, 59].

Zhao ve ark., hipoksik GBM hiicre hatti U87'den tiiretilen eksozomlarin, bir in vitro
modelde kan-beyin bariyerinin (KBB) gegirgenligini indiikleyerek beyin
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini destekledigini bildirmislerdir [60].
KBB gecirgenligindeki degisiklikler gliomlarin farkli evrelerinde goriiliir, hastalik
ilerledik¢e bozulma ve gegirgenlik artar. Bu bozulma, normalde bozulmamis KBB'ni
gecmeyen  gadolinyum gibi  bir kontrast madde kullanilarak MRI'de
goriilebilir. Bununla birlikte, GBM'nin bazi bélgeleri bozulmamis bir KBB'ye sahip
olabilir. KBB islev bozukluklart ve GBM hastaliginin ilerlemesi arasindaki iligkiye
ragmen, glioma hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin saglam KBB'ni gectigi ve GBM
hastalariin kaninda tespit edildigi gosterilmistir [61, 62, 63, 64]. Bu durum, KBB'nin
bozulmadigi durumlarda da eksozomlar tespit edilebildiginden, sivi biyopsilerde

eksozomlarin 6nemini vurgulamaktadir.
2.3.2 miRNA

miRNA'lar, protein kodlayan genlerin yaklasik %30'unun ekspresyonunu diizenleyen
ve belirli kosullar altinda onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev goren
kodlama yapmayan endojen RNA'lardir; farkl hiicresel yollar1 da diizenleyebilirler ve
timor bitylimesi ve tedavi direncinde 6nemli bir rol oynarlar [57]. miRNA'lar kanda
en ¢ok dolagan serbest molekiillerdir [65]. Ayrica, saptanabilir miRNA seviyeleri,

ilave hiicresiz viicut sivilarinda ve dokularda gézlenebilir. Bu nedenle biyolojik sivi
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numunelerindeki degigsmis miRNA ekspresyon paternleri, timdr doku Ornekleri ile
iligkilidir ve glioblastom dahil farkli kanser tiplerinin erken tani, siniflandirma ve

prognoz ongorisiinii iyilestirebilir [66, 67].

Ozellikle, biiyiik bir malign glioma hasta kohortunda kiiresel bir serum miRNA imzast,
kanser hastalarinin serumunda normal kontrollere kiyasla yedi serum miRNA (miR-
15b, miR-23a, miR-133a, miR-150, miR-197, miR-497 ve miR-548b) seviyesinin
azaldigimi ortaya koymustur. Saglikli kontrollere kiyasla glioblastoma hastalarindan
alinan plazma ve doku 6rneklerinde miR-21'in belirgin upregiilasyonu ve miR-128 ve
mMiR-342'nin downregiilasyonu bulunmustur ve bunlar1 teshis igin Ongoriicii
biyobelirtegler olarak kabul etmislerdir [68]. Ayrica, yiiksek dereceli glioma
hastalarinda plazmada daha diisiik miR-128 ve miR-342 diizeyleri goriilmiistiir, bu da
bu miRNA'larin histopatolojik glioma dereceleri ile pozitif korelasyonunu
gostermektedir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, cerrahi ve kemo-1sinlama tedavisinden sonra
ise normal diizeyde olduklar1 saptanmistir, bu da tedaviye yanit i¢in yararh

biyobelirtegler olabileceklerini diisiindiirtmistiir [69].
2.3.3 TEP (Tiimor-egitimli Plateletler)

Timor hiicreleri plateletlerin mRNA profilini degistirebildiginden TEP, timor
biiyiimesine sistemik ve lokal tepkilerde yer alir. TEP, tiimor hiicreleri tarafindan
salinan dolasimdaki mRNA'y1 birlestirebilir ve tlimoérle iligkili ¢oziinmiis proteinleri
yok edebilir. Plateletler ve tiimor hiicreleri arasindaki bu etkilesimler, kanser teshisi

ve timdr ilerlemesinin izlenmesi i¢in 6nemli bir potansiyele sahip olabilir [57].

Glioblastoma hastalarinda, EGFRVIII RNA molekiilleri bu tiir trombositlerden izole
edilmistir [70]. Epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) bir delesyon mutanti
olan EGFRVIII, glioblastoma tiimoérlerinin %30'unda mevcut oldugu diisiiniilen
spesifik bir timor RNA'sidir. Merkezi sinir sisteminin bu kétii huylu tlimoriiniin izleri,
bu hastalardan alinan plateletlerin RT-PCR'si ile tespit edilebilir. EGFRvIII RNA
transkripti %80 duyarlilikla (EGFRvIII-pozitif tiimorlerin 4/5’inde saptandi) ve %96
ozgiillikle (EGFRvIII-negatif tiimorlerin 25/26'sinda negatif) saptandi. EK olarak,
mikroarray analizi, glioblastoma hastalart (n = 8) ve saglikli kontroller (n = 12)

arasinda ayrim yapabilen bir RNA imzasi kesfetmislerdir. GBM hastalarinin
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TEP'lerinden alinan mRNA dizileme verilerinde, diferansiyel olarak eksprese edilen

ilk 30 genden toplam 17'sin de bulunmustur [71].
2.3.4 CTC (Dolasimdaki Tiimor Hiicresi)

CTC’ler, birincil tiimori terk eden ve dolagima giren kanser hiicreleridir. Bu CTC'lerin
bir kism1 uzak bolgeleri istila etme ve metastaza neden olma potansiyeline sahiptir
[72]. Timor i¢indeki epitelyal mezenkimal gegis, bazi hiicrelerin artan hareketlilik ve
istila ile iliskili bir fenotip kazanmasini saglar [73]. CTC'ler ya tek hiicre olarak ya da
kiimeler halinde bulunur, kiimeler halinde bulunanlar daha yiiksek metastatik
potansiyele sahiptir [74]. CTC'lerin ya rastgele ayrilmis hiicreler ya da metastatik
tiimdr alt klonlar1 oldugu varsayilir. Her iki durumda da, birincil tiimoriin genomik,
transkriptomik ve proteomik 6zelliklerini igerirler ve birincil timor hakkinda bilgi
saglayabilirler [75, 76]. Coklu kanserlerde yapilan ¢alismalar, CTC'ye dayali teshis,

izleme ve prognoz olasiligini géstermistir [77, 78, 79].

2018'de Krol ve arkadaslari, GBM'deki CTC kiimelerinin ilk kanitin1 gézlemledi ve
ilerleyici GBM'li 13 hastanin yedisinde (%53,8) CTC'leri tespit edebildi [80].
BAL101553 bilesigini (bir mikrotiibiil inhibitorii) test eden acik etiketli bir Faz 1/2a
caligmasinda ise, hastaligin ilerlemesi sirasinda yedi farkli zaman noktasinda kan
alindi ve CTC'ler, Parsortix mikroakiskan teknolojisi ile izole edildi. Yazarlar pozitif
CTCl'ler1 asagidaki kriterlerden en az birini karsilayan hiicreler olarak tanimladilar:
bunlar en az 9 pm boyutundaydi ve CD45 boyamasi i¢in negatifti; EGFR, Ki67 veya
mikrotiibiil ile iliskili protein EB1 i¢in pozitifti ve ayrica CD45 negatifti [81].

2.3.5 cfDNA ve ctDNA

cfDNA, apoptoz, otofaji, fagositoz veya NETosis olarak adlandirilan diizenlenmis bir
notrofil hiicre 6liimi formu gibi hiicresel siireglerin bir sonucu olarak kan dolagimina
salinir [82]. Normal hiicreler tarafindan salindiginda, bu fragmanlar genellikle
fagositozla temizlenir ve sonug¢ olarak saglikli bireylerde cfDNA seviyeleri tipik
olarak dusiiktiir [22]. Kanser hastalarinda, c¢fDNA'nin bir kismi ctDNA'yi
icerecektir. ctDNA miktar1 degisir ve hastaligin yiikiinii yansittig1 diisiiniilmektedir,
daha ileri/ge¢ evre hastalarda daha fazla miktarda ctDNA bulunur [83]. ctDNA,
birincil timoriin  mutasyonel manzarasini yansitan tiimore 0zgii mutasyonlar
tasiyabilir ve bu nedenle tiimor dokusunu invaziv olmayan bir sekilde 6rneklemek i¢in

onemli bir yolu temsil eder [84]. Bununla birlikte, mutanti vahsi tip alellerden ayirt
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etmek icin gereken hassas algilama teknolojileri ve mutasyonlar icin esiklerin
gelistirilmesi (6rnegin, degisken alel frekansi (VAF) gibi) gibi ctDNA analiziyle ilgili

zorluklar vardir.

CtDNA'nin kisa dolagim siiresi goz oniine alindiginda (16 dakika ila 2.5 saat arasinda),
ctDNA fragmanlarinin dinamik ve siirekli izlenmesi, kanser tahmininde 6nemli bir rol
oynar. Bununla birlikte, ctDNA'nin hizla bozulma egilimi, dogru tespitini 6zellikle

zorlastirir [85].

Geleneksel biyopsilerden tiimor dokusundaki niikleik asitlerin analizi, tiimordeki
baskin hiicreler hakkinda bilgi saglarken, cfDNA'ya dayali timoér analizi, tim timor
bolgeleri hakkinda bilgi vericidir. Bu nedenle, likit biyopsiler bir hastanin hastalik
yikkiinii ve ilerlemesini daha dogru ve ger¢ek zamanli olarak izlemek icin
kullanilabilir, boylece farkli timdrlerin heterojenligi tespit edilebilir [86]. Likit
biyopsi ve tiimor dokusu biyopsisinin farkliliklart ve likit biyopsinin potansiyeli Sekil

2.4’te gosterilmistir.
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Sekil 2.4: Likit biyopsi ve doku biyopsisinin karsilastiriimasi.

Ayrica likit biyopsilerin 6rnekleme kolaylig1 goz oniine alindiginda hastaya daha fazla
rahatsizlik vermeden tekrarlanan 6rnekleme sayesinde hastaligin farkli zamanlarinda
bilgi alinabilmesini miimkiin kilar [87]. Bu durum belirli hedefe yonelik tedavilerin

kullanimiyla ortaya c¢ikan ila¢ direnci mutasyonlar1 gibi ek genetik degisikliklerin
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izlenmesi i¢in giiclii bir teknik oldugunu gosterir. Tekrarlanan 6rnekleme sayesinde,
tedavinin tliimoriin gelisimine yanit verecek sekilde ayarlanmasina olanak taninmis

olur [88].

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) hedefli tedavilere direng, hem akciger
hem de kolorektal kanserlerin tedavisinde bir sorun olmaya devam etmektedir.
Taniguchi ve arkadaslari, EGFR T790M varyantinin varligin1 belirlemek i¢in anti-
EGFR tedavisinden sonra niiks yasayan hastalardan hem doku biyopsisi hem de
ctDNA kullanmislardir [89]. Anti-EGFR tedavilerine direng, hem doku biyopsisi hem
de ctDNA kullanilarak yapilan bir kesif olan KRAS mutasyonlarinin ortaya ¢ikmasiyla
da ortaya ¢ikar [90, 91].

Idrar, diski, beyin omurilik sivis1 ve tiikiiriik gibi ¢esitli viicut sivilarinda da ctDNA
elde etmek miimkiindiir [92]. Bu nedenle, bu alandaki gelismeler, kanserli bir hastanin

tedavisinin nasil se¢ildigini ve izlendigini kesinlikle degistirecektir.

2.3.5.1 GBM hastalarinda yapilan ctDNA calismalari

ctDNA, birden fazla timdr bdlgesinden tiiretilen DNA'y1 yansitabilecegi ve tanisal bir
biyobelirte¢ olarak islev goérebilecegi icin glioblastoma genomunun kapsamli bir
goriiniimiinii saglayabilir. Bu mutasyonlarin bazilari glioblastomayr molekiiler olarak
simiflandirmak i¢in  kullanildigindan  (klasik olanlar EGFR amplifikasyonu,
mezenkimal olanlar NF1 ve TP53 mutasyonlar1 veya prondral alt tiplerle IDH1
mutasyonu ile iligkilidir), bu sonuglar ayrica plazma ctDNA analizinin eyleme
gecirilebilir somatik genomik bilgi elde etmek ve glioblastoma hastalarinin molekiiler
profilini veya alt tiplerini ortaya c¢ikarmak i¢in bir segenek olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu ayn1 zamanda klinik terapdtik se¢cime de rehberlik edebilir.
Gergekten de, BRAF/IDH1/IDH2 mutasyonlari, PDGFRA amplifikasyonlari ve DNA
hasar onarim genlerindeki mutasyonlar, molekiiler hedefli tedavi i¢in potansiyel

adaylar olarak onerilmistir [93].

Schwaederle ve ark., farkli tiimor tiplerine sahip 171 hastadan toplanan plazma
orneklerindeki ctDNA'nin, yeni nesil sekanslama (YND) kullanilarak hedeflenen bir
panelde (54 gen panel) analiz edildigi bir ¢aligma yiiriittii. Bu 171 hastanin 33'iinde
GBM tanis1 vardi (6rneklerin %19'unu temsil ediyor). GBM'li hastalarin %73'{inde
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degismemis ctDNA'larinda fark edilebilir bir degisiklik yoktu; % 24'linde bir
degisiklik (variant) ve % 3'linde iki veya daha fazla degisiklik vardi [94].

Bettegowda ve ark., 14 farkli doku tipinden kaynaklanan 136 metastatik tiimdriin yani
stra primer beyin timorlii 41 hastanin (glioma ve medulloblastom) degerlendirilmesini
yaptilar. Primer beyin tiimorleri, nadiren metastaz yapmalarina ragmen genellikle
olimciil olduklart i¢in bu degerlendirmeye dahil edilmisti. gliomlu 27 hastanin
%10'undan azinda saptanabilir ctDNA bulundu. Glioma, saptanabilir ctDNA'T1
olgularin en diisiik sikligina sahip tiimér tipiydi [95].

Piccioni ve ark., 222 GBM hastasi dahil olmak {izere primer beyin tiimoérii olan 419
hastay1 analiz ettiler ve tiim beyin tiimorii hastalarinin %50'sinden (GBM hastalari
arasinda %55) toplanan kan 6rneklerinde ctDNA mutasyonlari tespit ettiler. Yazarlar,
saptanabilir ctDNA seviyeleri olan hastalar i¢in, plazma ctDNA analizi sonuglarinin
tedavi alternatiflerini takip etmek i¢in uygun bir secenek saglayabilecegi sonucuna

varmiglardir [96].

Wang ve ark., 96 farkli glioma derecelerine sahip hastalarin serum ve beyin omurilik
stvist (BOS) analizini yaptilar, 89 glioma hastasindan GBM'si olan 38 hastada (%
42.6), metilasyona 6zgii PCR kullanarak, MGMT promotdriinde metilasyon varligini
saptadilar. Bu analiz, kan numuneleri (serum) yerine BOS kullanildiginda daha yiiksek
bir duyarlilik gosterdi. MGMT promotér metilasyonu, serum numunelerinde 89
hastanin 19'unda (%21,3) ve 78 hastanin 26'sinda (%33,3) BOS kullanilarak tespit
edildi. BOS'ta bulunan bu daha yiiksek duyarlilik, BOS kullaniminin seruma kiyasla

bir avantaj sunabilecegini diisiindiirmektedir [97].

GBM hastalarinin kanindaki ctDNA saptama oranlar1 da degiskenlik gostermektedir,
bu da GBM'deki ctDNA'y1 daha iyi anlamak i¢in daha biiyiik kohortlarla daha fazla
caligmaya duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir [2].

2.3.5.2 GBM’de ctDNA tespitinin 6nemi

GBM hastalar1 genellikle tedaviye direng gelistirir. Hastalar1 tedavi siiresince seri
ornekleme yoluyla izlemek ve spesifik tiimor mutasyonlarini ve DNA metilasyon
modelindeki degisiklikleri saptamak, tiimdr davranigin1 anlamak i¢in degerli olabilir.
Bu parametreler GBM hastalarinin yonetiminde kullanilan mevcut geleneksel

metodolojileri tamamlayabilir. Ayrica, ¢ok yonlii caligmalar, tiimor ilerlemesinin
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izlenmesine veya psddoprogresyonun minimal invaziv bir sekilde tespit edilmesine
olanak saglayacaktir. Farkli biyoakiskan kaynaklar1 karsilastirildiginda (6rnegin,
kanda veya BOS'ta saptanan ctDNA) BOS, muhtemelen BOS'un beyne yakinligi
nedeniyle daha temsili goriinmektedir. Bununla birlikte, BOS alimi, kan alimina

kiyasla ¢ok daha invaziv ve risklidir [2].

2.3.5.3 ctDNA tespitinde kullanilan teknolojiler

ctDNA profillemenin duyarliligi ve 6zgiilliigii, karmasik biyolojik 6zelliklerle karsi
karsiya kalindiginda zayif deneysel kosullardan 6nemli 6lglide etkilenir. Plazmaki
ctDNA'nin eser miktarda bulunmasi ve bir siire sonra bozulmasinin yani sira, 6zellikle
kan 6rnegi izole edildiginde ve santrifiij ile toplandiginda ctDNA saptanmasi daha
fazla tehlikeye girer. Yapilan son calismalar, santrifiijlemeden sonra plazma
ctDNA'sinin yaklagik %50'sinin kaybedildigini gostermektedir [98, 99, 100]. Mevcut
kan saklama yontemlerine her zaman hemagliitinasyon ve ekstravazasyon eslik eder
ve bu da ctDNA tespitini 6nemli dl¢lide engeller. Ayrica, gelistirilen birkag ticari kit
bulunmaktadir ve bu kitler arasinda farkli ekstraksiyon verimlilikleri ve farkli fragman
boyutu tercihleri goriilmektedir. Dolayisiyla, farkli ¢aligmalardaki ctDNA tespitinin
tekrarlanabilirligi ve karsilastirilabilirligi zorlasir. Bu nedenle, ctDNA saptama
stratejilerinin gelecekteki klinik uygulamalarinda ctDNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan

evrensel bir standart protokoliin gelistirilmesi sarttir [101, 102].

Mevcut biyolojik materyalin diisiik miktar1 nedeniyle plazma 6rneklerinden CtDNA
Ol¢ctimii zor oldugundan, dizileme teknolojilerinde iyilestirme gereklidir. Bu anlamda,
damlacik tabanli dijital PCR (ddPCR) veya yeni nesil dizileme tekniklerinin
optimizasyonu gibi yeni teknolojilerin gelistirilmesi, ctDNA mutasyonlarinin tespiti
icin duyarliligi ve 6zgiilligii artirmigtir [103, 104, 105]. YND, yiiksek hassasiyet ve
tekrarlanabilirlik ile bir numunede bulunan ¢ok ¢esitli niikleik asitlerin kesfedilmesine
izin verirken, ddPCR kullanimi ise bilinen hedef dizilerin, tek bir molekiil seviyesinde
tespiti ve kantifikasyonuna izin verir. Ote yandan, YND yeni ve bilinmeyen genetik
modifikasyonlari tespit edebilir ancak sonuglari elde etmek, islemek veya analiz etmek
icin daha uzun zamana ihtiyag¢ vardir; iistelik biyoinformatik uzmanlik gerektirir ve
daha pahalidir [103]. YND ile karsilastirildiginda, ddPCR deneylerinin kurulumu daha
kolaydir, daha hizhidir, daha yiiksek hassasiyet sunar, daha diisiik maliyetlidir ve
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karmagik biyoinformatik analiz gerektirmezler. Bununla birlikte, yalnizca bilinen
mutasyonlarin ¢alisilmasini saglarlar [106]. ctDNA saptama tekniklerinin dzeti Tablo

2.2’de listelenmistir.

Tablo 2.2: ctDNA saptama teknikleri.

Algilama Degisiklik Algilama

teknik o . Avantajlar Dezavantajlar
limiti Tiirii
PCR tabanli yaklasimlar Dugik hassasiyet;
Dustk malivetli;
(COLD-PCR, PNAs-LNA. ARMS, %0,1-1 SNV, indeller B Bir seferde simirli sayida galisilan gen;
gerceklestirmesi kolay ~
vb) Genlerin 6nceden belirlenmesi gerekir

Yiiksek duyarlilik ve
Dijital PCR %0,05 veya ozgullik: Bir seferde smnirl sayida galisilan gen:
B SNV, indels, CNV - . T .
(ddPCR ve BEAMing) daha az Makul maliyet; Genlerin snceden belirlenmesi gerekir

gergeklestirmesi kolay

NGS Kullamlan NGS platformuna bagli olarak genis hassasiyet aralig1
(Derin siralama, TAM-seq, Safe- 040 012 SNV, indels, CNV, Bir seferde daha fazla genin  (PCR amplikon stratejileri, tiim genom veya ekzom dizilemesinden
Seqs, CAPP-Seq, cSMART, dijital veniden diizenlemeler analiz edilmesini saglar daha hassas ve daha ucuzdur)
siralama) Daha yitksek maliyet

Fotoagarmaya karst
azaltilmig duyarlilik:
SERS-nanotag'ler %0.01 SNV R T Uzun stireli lazer avdinlatmasi fizerine Raman sinyali bozulmasi
Bant genislikleri snemli

olgude daha dardir

. Duguk maliyet ve duguk
UltraSEEK. %0.01 SNV, indeller R Daha dusuk hassasivet
DNA girisi -

Birka¢ calisma, kan Orneklerinde tiimdrle iliskili mutasyonlar1 analiz etmis ve
tamimlamustir. Ik ¢alismada, glioblastoma hastalarmin smirl bir alt grubunda (%10)
IDH1, EGFR, TP53 ve PTEN mutasyonlar1 tespit edilmistir [103]. Kapsamli ctDNA
analizi ve son derece hassas ve spesifik bir YND testi gergeklestiren daha yeni
caligmalarda, ilerlemis glioblastomali hastalarda ¢tDNA saptama oraninin yaklagik
%50 oldugu saptanmigtir ve gliomlardaki ctDNA saptama oranmin derece ve
histopatolojiye gore degisebilecegini gosterilmistir [93, 107]. 33 glioblastoma hastas1
dahil olmak iizere farkli kanserlere sahip toplam 171 hastadan ekstrakte edilen
plazmadan elde edilen ctDNA'da yapilan benzer bir YND analizinde, TP53, EGFR,
MET, PIK3CA ve NOTCHI genlerinde en sik goriilen mutasyonlar basariyla
saptanmistir [94]. Diger ¢alismalarda, NGS teknolojisi kullanilarak saptanan en sik
somatik mutasyonlar, ERBB2, MET ve EGFR amplifikasyonlari ile birlikte TP53,
NF1, EGFR1, MET, APC ve PDGFRA genlerinde gozlenmistir [93]. Bu sonuglar,
ddPCR veya gelistirilmis YND gibi daha hassas tekniklerle dogrulanmalidir; yine de
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mutasyona ugramis genlerin spektrumu, TCGA doku analizi ile elde edilene benzerdir
[108, 109].

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg¢
3.1.1 Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.1’de yer almaktadir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan cihaz listesi.

Cihaz adx Marka Kullamim amaci
Otomatik pipetler Gilson Tiim laboratuvar ¢alismalarinda
kullanilmustir.
Derin dondurucu Samsung Ornekler, kit ve tampon ¢ozeltilerinin
(-20°C) saklanmasinda kullanilmustir.
Buzdolab1 Samsung Ornekler, kit ve tampon ¢ozeltilerinin
(+4°C) saklanmasinda kullanilmustr.
Vorteks Biosan Soliisyon ve mixleri homojen hale

getirmede kullanilmustir.

Santrifiij Beckman Coulter [zolasyon protokoliinde
kullanilmustir.
QIAvac 24 Plus Qiagen cfDNA izolasyon protokoliinde
kullanilmugtir.
PCR cihazi Bio-Rad Panel ¢alismasinda kullanilmustir.
Florometre Qubit DNA iirtinlerinin dlgiimlerinde
kullanild.
Real-time PCR cihaz1 Rotor-Gene Kiitiiphane iiriinlerinin

kantitasyonunda kullanildi.
Yeni nesil dizileme cihazt  \joy450q 500/550Dx  Dizileme isleminde kullanilmstir.

Real-time PCR sonuglarini
Philips 227E degerlendirme, biyoinformatik is
akislar1 ve analiz i¢in kullanilmistir.

Bilgisayar
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3.1.2 Kimyasallar ve Ticari Kitler
Tez galismasinda kullanilan Kit ve kimyasalllar Tablo 3.2’de yer almaktadir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan kit ve kimyasallar.

Kit, Kimyasal ad1 Marka Kullamim amaci

QlAamp Circulating Qiagen Likit biyopsi 6rneklerinin izolasyonunda

Nucleic Acid Kit

kullanilmastir.

QlAamp DNA Mini Qiagen Taze doku 6rneklerinin izolasyonunda kullanilmistir.

Kit

QUBIT Invitrogen DNA iriinlerinin konsantrasyonunu 6l¢mek amaciyla

dsDNA HS Assay Kit kullanilmastir.
Distile su Polifarma Tim laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmustir.
Etanol (99%) SigmaAldrich Panel ¢aligmasi sirasinda manyetik beadlerle birlikte
saflagtima amaciyla kullanilmigtir
NaOH SigmaAldrich Kiitiiphane denatiirasyonu i¢in kullanilmastir.
QlAseq Targeted DNA Qiagen

Panel ¢alismasinda kullanilmistir.
Custom Panel

QIlAseq Library Quant Qiagen Kiitiiphane kantitasyonu i¢in kullanilmigtir.
Assay Kit
NextSeq 500/550 Mid Ilumina Normalize edilmis kiitiiphane Uriiniiniin dizileme
Output Kit v2.5 (300 cihazina yiiklemesi amaciyla kullanilmustir.
Cycles)
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3.1.3 Paneldeki Gen Listesi

Tez calismasinda kullanilan paneldeki gen listesi Sekil 3.1’de gosterilmistir. Tim
ekzonlar1 incelenen genler disinda bulunan diger genler hotspot bolgeleri icermektedir.

Panelin igerdigi primer miktar1 3007 dir.

ABL1 BTK* EGFR FGFR2 HNF1A KIT* MSH6 PTEN* SMARCB1
AKT1 CDH1 ERBB2 FGFR3 HRAS KRAS MTOR* PTPN11 SMO
ALK CDKN2A ERBB4 FLT3 IDH1 MAP2K1 NOTCH1 RAF1* SRC

APC CSF1R(R) ESRT* FOXL2 IDH2 MAP2K2* NPM1 RB1 STK11
AR* CTNNB1 EZH2 GNAT11 JAK2 MET NRAS RET TP53
ATM DDR2 FBXW7 GNAQ JAK3 MLH1 PDGFRA ROS1* TSC1
BRAF DNMT3A FGFR1 GNAS KDR MPL PIK3CA SMAD4 VHL*

*Tlm ekzonlari incelenen genler.

Sekil 3.1: Calismada kullanilan paneldeki gen listesi.

3.2 Yontem

Glioblastomda, beyin tiimoriinden tiiretilen biyolojik materyallerin kana gegisi kan-
beyin bariyeri nedeniyle diger tiimorlere kiyasla daha diisiiktiir. Bu nedenle giiniimiize
kadar cok az calisma kan orneklerindeki tiimorle iligkili mutasyonlart analiz etmis ve
tanimlamistir. YND tekniklerinin optimize edilerek yeni teknolojilerin gelistirilmesi,
bu materyallerdeki mutasyonlarin saptanmasi igin duyarliligi ve 6zgilliigi arttirmistir.
YND, yeni ve bilinmeyen genetik degisiklikleri tespit edebilen, ancak ayn1 zamanda
sonuglarin eldesi, islenmesi veya analiz edilmesi i¢in daha uzun siire gerektiren pahali
bir yontemdir. Bu yontem ile yapilan calismalarda, beyin tlimoriinden kana gegen
biyolojik materyallerin birden fazla tiimér bdlgesinden tiiretilen DNA'yi
yansitabilecegi ve tanisal bir biyobelirte¢ olarak islev gorebilecegi i¢in glioblastoma
genomunun kapsamli bir gorlinlimiinii saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Aym
zamanda, elde edilen bulgular bize YND yo6ntemi ile somatik genomik bilgi elde etme
ve glioblastoma multiforme hastalarinin molekiiler profilini veya alt tiplerini ortaya
cikarma secenegi olabilecegini disiindiirmektedir. Bu ayni1 zamanda klinik terapotik

secimi de yonlendirebilir.

Calismamiz1 benzersiz molekiiler tanimlayici (UMI) tabanli hedef dizileme yontemi
ile yaptik. Hedef zenginlestirme cfDNA'daki mutasyonlarin, CNV'lerin ve

metilasyonlarin uygun maliyetli, dogru ve hassas tespiti i¢in hedeflenen derin
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dizilemenin 6nemli bir agsamasidir. Ortak biyoinformatik is akislari, %2-5 alel
frekansina kadar hassas ve spesifik varyant tanimlamasina izin verir. Bu, kat1 timor
biyopsilerinden somatik mutasyonlar1 belirlemek i¢in saglam bir metodoloji saglar.
Bununla birlikte, kandaki diisiik ctDNA igerigi ve dizileme artefaktlar1 su anda analitik
duyarlilig1 sinirlandirmaktadir. PCR tabanli hedef zenginlestirme, PCR kopyalarini,
bir ¢ift PCR primeri tarafindan olusturulan benzersiz pargalarin kopyalarindan ayirt
edemez. Bu siirlamalarin iistesinden gelmek icin, DNA molekiillerini tek tek
etiketlemek icin adaptorlere UMI'ler eklenmistir. UMI'ler, PCR amplifikasyonu
tarafindan olusturulan benzersiz fragmanlarin kopyalarindan PCR kopyalarint dogru
bir sekilde ayirt edebilir. Boylece gercek somatik mutasyonlarin saptanabilmektedir.
Ik dongii PCR'den kaynaklanan hatalar1 ortadan kaldirarak ultra nadir varyant
cagrisini iyilestirmek icin UMI etiketli hedeflenen yeniden siralama verileri i¢in 6zel
biyoinformatik yazilim paketleri gelistirilmistir. Molekiiler barkodlamanin bir
biyoinformatik algoritmasina dahil edilmesi, YND verilerinde mutasyon saptama
hassasiyetini 6nemli 6l¢iide artirmigtir [110, 111, 112]. UMI tabanli hedef dizileme

yonteminin sematik gdsterimi Sekil 3.2°de verilmistir.

S~ =, NGS and .L‘ MI Mutant
e —— Correction
Mutant e ———
Wildtvoe M Amplification i
ldtype TMI adaptor ol =
3 — | NGSandUMI
UMI = Correction Wildtype
~— Adaptor - UMI#1 UMI #2 Pre-existing mutation PCR/sequencing error

Sekil 3.2: UMI tabanli hedef dizileme yontemi.
Aragtirmamizda, glioblastoma multiforme ile iligkilendirilmis ve iliskili olabilecegini
diisiindiiglimiiz genlerin hot spot bdlgelerini igeren bir yeni nesil dizileme paneli ile
calisuk. Bu panel gonilli glioblastoma hastalarinin (10 kisi) taze doku ve
plazmalarinda, saglikli kontrol grubundaki bireylerin (3 kisi) ise plazmalarinda

caligildi.

3.2.1 Orneklerin Toplanmasi

Numunedeki hiicresiz DNA'nin bozunmasini artiran veya plazmanin l6kositlerden

gelen normal DNA ile kontaminasyonunu artiran pre-analitik degiskenler, analitik

40



basariy1r en ¢ok tehlikeye atanlardir. Mevcut kanitlar, kandaki ctDNA analizi i¢in
optimal numune tipinin plazma oldugunu gostermektedir. Hem serum hem de plazma,
tam kanin sivi, hiicre icermeyen kismindan olusur. Aralarindaki en biyiik fark,

serumun pihtilagsma faktorlerinden yoksun olmasidir.

Ayni kan oOrneklerinden alinan toplam hiicresiz DNA (normal ve ctDNA)
konsantrasyonu serumda plazmaya gore daha yiiksektir. Kandaki ¢ogu hiicresiz DNA,
pihtilagsma sirasinda meydana gelen 16kosit lizisinden kaynaklanir. ctDNA'y1 seyrelten
l6kosit lizizinden tiiretilen normal DNA miktar1, 6zellikle kan alindiktan hemen sonra
l6kosit fraksiyonundan ayrilirsa veya kan bir 16kosit stabilizatorii iceren toplama

tiiplerine alinirsa, plazmada ¢ok daha disiiktiir [113, 114].

Calismamizda PAXgene Blood ccfDNA Tiipti kullandik ve plazmadan YND
gerceklestirdik. Tiip, kanin pihtilagsmasini O6nleyen ve capraz baglanmayan bir
stabilizasyon sollisyonu yoluyla kan hiicrelerini dogrudan stabilize eden bir katki
maddesi igerir. Bu, hiicre i¢i DNA'nin plazmaya salinmasint 6nler ve ccfDNA
seviyelerini stabilize eder. Kan alindiktan sonra, PAXgene Blood ccfDNA Tiipiiniin
8-10 kez yavasga ters cevirilmesi Onerilmektedir. Tiiplere doldurulan kan o6rnekleri,

santrifiij ve plazma islemeye kadar oda sicakliginda (15-25 © C) 7 giine kadar stabildir.

Tez calismasma goniillii olarak katilmak isteyen glioblastoma hastalarina
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Hasta Grubu)” doldurulmasi istendikten sonra,
PAXgene Blood ccfDNA tiiplerine 10 ml kan 6rnekleri ve taze doku 6rneklerinden bir
parca alinmistir. Saglikli kontrol grubuna ise “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
(Kontrol Grubu)” doldurulmasi istendikten sonra, PAXgene tiiplerine 10 ml kan
ornekleri alinmugtir. Likit biyopsi Ornekleri goniilliilerden alindiktan sonra 7 giin

igerisinde izole edildi.

3.2.2 cfDNA izolasyonu

Tiimore 6zgii hiicre disi DNA fragmanlar1 ve kandaki mRNA’lar veya maternal
kandaki fetal niikleik asitler gibi serbest dolagan niikleik asitler serum veya plazmada
genellikle kisa fragmanlar halinde <1000 bp (DNA) veya <1000 nt (RNA) bulunur.

Plazma, serum veya idrar gibi biyolojik sivilarda serbest dolasan niikleik asitlerin
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konsantrasyonu genellikle diistiktiir ve farkl kisiler arasinda 6nemli 6lclide degisir.
Plazmada serbest dolagimli DNA i¢in, konsantrasyon insan numunelerinde 1 ila 100
ng / ml arasinda degisebilir [115]. Ticari cfDNA izolasyon kitleri, bu sirkiilasyonlu
niikleik asitlerin insan plazmasi, serum veya idrardan etkili bir sekilde saflastirilmasini
saglar. Kan plazma orneklerinden, serbest tiimér DNA’s1 izolasyonu i¢in QIAamp

Circulating Nucleic Acid kiti kullanildi.

Izolasyonun 5 ml'ye kadar numune hacmi ile baslatilmas1 gerekir ve 20 pl ile 150 pl
arasindaki esnek eliisyon hacimleri, numune materyalinde diisiik miktarlarda bulunan

niikleik asit tiirlerinin konsantrasyonun ayarlanmasina izin verir.

Prosediir 4 adimdan (par¢alama, baglama, yikama, elute) olusur ve Sekil 3.3’te
gosterilen vakum kanallari iceren bir sistem tizerinde (QlAvac 24 Plus) mini kolonlar

kullanilarak gercgeklestirildi.

Sekil 3.3: cfDNA izolasyonunda kullanilan QlAvac 24 Plus sistemi.
Asamalar asagidaki gibidir:
- cfDNA kan tiiplerine alinan hasta kanlari numaralandirildi ve hangi hastaya ait
oldugu bir kagida yazilarak izolasyon islemine baslandi.
- cfDNA Kan tiipleri 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
- Santrifiij sonrasi siipernatanttan 4-5 ml alindi, daha 6nceden numaralandirilms steril
50 mlI’lik falkon tiiplerine aktarildi.
- Her bir 4-5 ml 6rnege, 400 pl Proteinase K ve 3,2 ml ACL Buffer (1 pg carrier RNA

iceren) eklendi, vortekslendi. Karisimim homojen bir sekilde karistigi gozle kontrol
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edildi (Liziz asamasinin etkinligi i¢in iyi karigmasi énemlidir). Su banyosunda 60
°C’de 30 dk inkiibe edildi.

- Niikleik asitlerin kolona tutunabilmesini saglayan 7,2 ml ACB buffer eklendi,
vortekslendi. Karisim 5 dk -20 °C’ de inkiibe edildi.

- Inkiibasyonundan alman karisim vakumlu sistemde bulunan kolonlara aktarildi ve
vakum pompasi ¢alistirildi.

- 3 kez farkli konsantrasyondaki etanol ile yikama islemi yapildi (Sirasiyla 600 pl
ACW1 buffer, 750 ul ACW?2 buffer, 750 ul % 96’lik etanol).

- Kolonlar 56°C’de 10 dk inkiibe edilerek etanol uzaklastirildi.

-Kolonlar temiz 1,5 mI’lik eliisyon tiiplerine alindi, 40 pl (6nerilen 20-150 pl) AVE
Buffer eklendi. Kolonun kapagini kapatarak oda sicakliginda 3 dk inkiibe edildi.

- 14000 rpmde 2 dk santrifiij edildi. Eliisyon tiipiinde kalan DNA Qubit ile 6lgiime
hazir hale getirildi.

3.2.3 Taze doku izolasyonu

- Doku 6rneginden kesit alindi, alinan kesit kiigiik pargalara boliindii. 1,5 ml
ependorfa aktarildu.

- 180 ul ATL buffer ve 20 ul proteinaz K eklendi, vortekslendi ve doku tamamen
parcalanana kadar 56°C’de inkiibe edildi.

- Inkiibasyon esnasinda birkag kez &rnekler vortekslendi.

- Inkiibasyondan sonra 200 ul AL tamponu eklendi, homojen bir karisim olusana
kadar vortekslendi ve 70°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

- 200 pl etanol (%96-100) eklendi ve vortekslendi.

- Karisim 2 mI’lik toplama tiipii i¢indeki spin kolona aktarildi, 6000 x g'de (8000
rpm) 1 dakika santrifiijlendi.

- Toplama tiipii atildi ve spin kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine aktarildi.

- 500 pl AW1 tamponu eklendi ve 6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.
- Toplama tiipii at1ld1 ve spin kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine aktarild1.

- 500 ul AW2 tamponu eklendi ve 20.000 x g’de (14.000 rpm) 3 dakika
santrifiijlendi.

- Toplama tiipii atild1 ve spin kolon yeni bir 2 mI’lik toplama tiipiine aktarildi. 20.000
x g’de (14.000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.

- Toplama tiipii atildi ve spin kolon temiz bir 1,5 ml’lik ependorfa aktarildi.
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- 50 pl AE tamponu eklendi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
6000 x g'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.

3.2.4 Qubit ile DNA ol¢iimii

Qubit Florometre ile elde edilen DNA’lar yiiksek hassasiyetle dl¢iiliir. Kit konsantre
analiz reaktifi, seyreltme tamponu ve Onceden seyreltilmis DNA standartlar
igerir. Tampon kullanilarak reaktif seyreltilir, sonrasinda elde edilen DNA 6rnekleri
eklenir (1 pl ve 20 pl arasinda) ve Qubit Fluorometer kullanarak konsantrasyon
oOl¢iiliir. Tuzlar, serbest niikleotitler, ¢oziiciiler veya protein gibi yaygin kontaminantlar
iyi tolere edildiginden DNA miktar1 hakkinda yiiksek hassasiyette bilgi saglar.
Asamalar asagidaki gibidir:

-cfDNA’lar, taze doku DNA’lar1, standart 1 ve standart 2 i¢in 0,5 ml’lik ependorflar
hazirlandi.

-Ependorf bas1 199 pul tampon ve 1 ul analiz reaktifi olacak sekilde miks hazirlandi.
-Standart 1 ve standart 2 i¢in ayr1 ayr1 190 pl miks ve 10 ul standart olacak sekilde
eklendi, vortexlendi.

-Hasta DNA’lar1 i¢in hazirlanan ependorflara ise 198 ul miks ve 2 ul DNA eklendi,
vortexlendi.

-30 sn bekledikten sonra Qubit Fluorometer’in dsDNA: High sensitivity ozelligi
kullanilarak 6nce standart 1 ve standart 2 konsantrasyonlari 6l¢iildii, sonrasinda hasta
DNA’larin1 6lgmek i¢in 2 pl 6rnek hacmi secilerek konsantrasyonlar 6l¢iildii.

3.2.5 63 genlik panel calismasi

3.2.5.1 Genel bilgiler

DNA'nin yeni nesil dizilimi, somatik mutasyonlar, tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP'ler), kopya sayist varyasyonu (CNV) ve kiigiik insersiyon/delesyonlar dahil
olmak iizere genetik varyasyonlarin tespiti i¢in gii¢lii bir aragtir. Hedef zenginlestirme
teknolojisi, kullanicilarin tiim genom yerine belirli ilgi alanlarini dizilemelerine olanak
verir ve bu da dizileme derinligini ve 6rnek verimini etkin bir sekilde artirirken

maliyeti en aza indirir. Sekil 3.4 uygulanan protokoliin 6zeti niteligindedir.
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Sekil 3.4: Calisma protokoliiniin 6zeti.
3.2.5.1.1 Fragmantasyon
Genomik DNA 6rnegi, kontrollii bir multi-enzim reaksiyon ile fragmante edilir, end-
repair yapilir ve A-tail eklenir. Hazir DNA fragmantleri; kullanilacak sekans
platformuna spesifik adaptorler (UMI ve sample index igeren) ile 5’uclarindan
baglanir.
3.2.5.1.2 UMI isaretlemesi
Hedef zenginlestirme ve kiitiiphane olusturma asamalarindan 6nce her bir DNA
molekiilii -UMI olarak bilinen- kendine 6zgii bir sekans yada index ile kaydedilir. Bu
tanimlama 12 bazlik random sekans igeren adaptoriin (UMI) fragmente DNA ile
baglanmas1 ile gerceklesir. istatiksel olarak bu proses adaptor basma 412 farkl
isaretlemeye imkan verir ve drnekteki her bir DNA molekiilii essiz bir UMI sekansi

alir. Ayrica baglanan bu adaptor ilk drnek indexini de igerir.

Ligasyon sirasinda, baglangi¢c numune popiilasyonundaki her molekiil ayr1 bir UMI ile

etiketlenir. UMI'ler, diisiik kopyalarda bulunan PCR ile indiiklenen artefaktlari, diisiik
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frekanslarda bulunabilen gercek varyantlardan ayirt etmeye yardimcei olur. Sekil 3.5°te

dogru ve yanlis okumalarin nasil ayirt edildigi gosterilmistir.

WT Mutant
.
N
l UMI attachment
.
N
l Amplification
.
H
- .
N )
-
N
s
]
.
H
False variant is present in some True variant is present in all
fragments carrying the same UMI fragments carrying the same UMI

Sekil 3.5: UMl ile dogru ve yanlis okumalarin ayirt edilmesi.
3.2.5.1.3 Hedef zenginlestirme ve final Kkiitiiphanesi olusturma
Hedef zenginlestirme, UMI igeren DNA molekiillerinin yeteri kadar zenginlestirildigi
asamadir. Zenginlestirme i¢in; UMI bagli DNA molekiilleri; Adaptore komplementer
1 bolge spesifik primer ve 1 universal primer ile Targeted PCR ile cogaltilir. Son
olarak; kitaplig1 cogaltmak ve platform spesifik adaptor sekans ve ekstra ornek
index’leri eklemek i¢in Universal PCR gergeklestirilir.
3.2.5.1.4 Yeni Nesil Dizileme
[llumina NGS sistemlerinden biri olan NextSeq 500/550Dx’te sekanslama iglemi
gerceklestirilir. Sentez yoluyla siralama (SBS) olan [llumina siralama teknolojisi,
diinya genelinde yaygin olarak benimsenen YND teknolojisidir ve diinyadaki siralama
verilerinin %90'1ndan fazlasini olusturur. Her ANTP eklendiginde floresan etiketli bir
tersinir sonlandirici goriintiilenir ve bir sonraki bazin dahil edilmesine izin vermek i¢in
ayrilir. Bu dongiiniin tekrari, DNA sablonunun dizilenmesine yol agar. Nihai sonug,
genis bir uygulama yelpazesi i¢in dogru veriler saglayan gercek taban bazinda
siralamadir. Yontem, tekrarlanan niikleotid dizileriyle (homopolimerler) iligkili

hatalar1 ve cevapsiz ¢agrilar1 neredeyse ortadan kaldirir [116].

NextSeq 500/550Dx 2 kanalli SBS olarak bilinen SBS teknolojisinin yeni bir evrimini
kullanir. Bu yontem, orijinal Illumina 4 kanalli SBS teknolojisi ile aynmi yiiksek veri
dogrulugu ile daha hizli veri iiretimi saglar. 2 kanalli SBS yontemi, dongii basina 4

yerine yalnizca 2 goriintii gerektirir. Bu, [llumina sistemlerini digerlerinden ayiran sey,
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digerleri gibi ayni kalite ve dogrulugu saglarken siralama ve veri isleme siirelerini
hizlandirir. Her baz igin ayr1 bir boya kullanmak yerine, 2 kanalli SBS, dort baz
cagrisini belirlemek i¢in iki floresan boya ve iki goriintii kullanarak niikleotit tespitini
basitlestirir. Kirmiz1 ve yesil dalga boyu filtre bantlar1 kullanilarak her bir DNA
kiimesinin gorintiileri alinir. Kirmizi veya yesil goriintillerde goriilen kiimeler
sirastyla C ve T bazlar olarak yorumlanir. Hem kirmizi hem de yesil goriintiilerde
gozlenen kiimeler A bazlar1 (sar1 kiimeler olarak goriiliir) olarak isaretlenirken,
etiketlenmemis kiimeler G bazlar1 olarak tamimlanir. Sekil 3.6’da bazlarin

tanimlanmas1 gosterilmistir [117].
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Sekil 3.6: NextSeq 500/550Dx cihazinda dort baz ¢agrisinin goriintiisii.
3.2.5.2 Cahisma protokolii
3.2.5.2.1 DNA hazirhg ve kalite kontrolii
Qubit ol¢iimiinden sonra drnekler ¢alisma alanina alinir. cfDNA 6rnekleri ¢calismada
direk kullanildi. Taze doku DNA’lar1 son konsantrasyon 10 ng olacak sekilde
sulandirildu.
3.2.5.2.2 Fragmantasyon
Tim ¢alismalar soguk blok iizerinde gergeklestirildi. Baslamadan Once
thermalcycler’da Tablo3.3’deki PCR programi kuruldu ve 4°C’de iken durduruldu.
Tablo 3.4’e gore miks hazirlandi, 7-8 defa pipetaj yaparak karistirildi.

Tablo3.3: Fragmantasyon PCR programi.

Taze doku cfDNA
4°C 1dk 1dk
32°C 24 dk 14 dk
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72°C 30 dk 30 dk
4°C o0 o0

Tablo 3.4: Fragmantasyon PCR protokolii.

Taze doku cfDNA
DNA 5 ul (total 50ng) 16,75 ul
Fragmentation Buffer 2,5ul 2,5ul
Su 11,75 wl -
FERA Solution 0,75 ul 0,75 ul
Fragmentation Enzim Mix Sul Sul
TOTAL 25 pl 25 pl

Her bir reaksiyona 5 pl Fragmentation Enzyme Miks’i eklendi, 7-8 defa pipetaj
yaparak karistirildi (vortekslenmez).

Ornekler thermalcycler’a koyuldu ve programa devam ettirildi.

Program bittiginde ve blok 4°C’ye geldiginde, 6rnekler soguk blok {izerine alindi.
Derhal adaptor ligasyon kismina gegildi.

3.2.5.2.3 Adaptor ligasyonu

Tabloya gore reaksiyon miksini hazirlandi. Tiim igerik 10-12 kez yavasca pipetaj
yaparak karistirildi. Ligasyon soliisyonu cok viskoz yapida oldugu i¢in mikse dahil
edilmedi, sonradan her bir reaksiyona tek tek eklendi (Ligasyon solusyonunu eklerken
pipet ucunun istiine kalan miktar siyirilarak alinmalidir). Tablo 3.5’te ligasyon
protokolii verilmistir.

Tablo 3.5: Ligasyon protokolii.

Taze doku cfDNA
Fragmantasyon PCR 25 ul 25 ul
uriini
Ligation Buffer 10 wl 10 pl
*Adaptor (IL-N...) 2,8 ul 0,5 ul
DNA Ligase Sul Sul
Ligation Solution 7,2 ul 7,2 ul
Su - 2,3 ul
TOTAL 50 nl 50 nl

Her reaksiyon basina tek barkod adaptorii kullanildi ve kullanilan barkodlar her 6rnek
i¢in not edildi. Thermal cycler’da kapak sicakligi kapali olacak sekilde 20°C’de 15
dakika ornekler inkiibe edildi.

3.2.5.2.4 Adaptore baglanmis DNA’nin QIAseq Boncuklarla Temizlenmesi
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Manyetik rack’in iizerine oturabilecek sekilde olan deep well plate’e ligasyon
tirtinlerinin hepsi aktarildi (50 pl). Taze doku 6rneklerine 50 pl, cfDNA 6rneklerine 30
ul nukleaz free su eklendi.

Taze doku orneklerinin iizerine 100 pl, cfDNA o6rneklerine 112 ul QlAseq Beads
eklendi, bir kag defa pipetaj yaparak iyice karistirtldi.

Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi. Plate manyetik rack {izerine alind1 ve 10 dakika
boncuklarin siipernetanttan ayrilmasi beklendi. Soliisyon berrak goziiktiikten sonra,
dikkatlice siipernetant uzaklastirildi. Hedef DNA’y1 igeren boncuklara temas
etmemeye dikkat edildi.

Plate hala manyetik rack {izerindeyken 200ul taze hazirlanmis %80 ethanol eklendi.
Plate’i hareket ettirerek boncuklar yikandi. Dikkatli bir sekilde siipernetant
uzaklastirildi.

Bir Onceki asama tekrarlandi. Bu asamada ethanol’in tamamen uzaklasmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in 6nce 200 pl lik pipetle sivi uzaklastirildiktan sonra, geri
kalan da 10 pl’luk pipetle uzaklastirildi.

Boncuklarin manyetik rack tizerinde 10 dakika iyice kurumasi beklendi.

10 dakika sonunda plate manyetik rack iizerinden alindi ve DNA hedef boncuklari 52
ul nukleaz free su ile elue edildi. Iyice pipetaj yapildi. Ve soliisyon berraklasincaya
kadar tekrar manyetik rack tizerine alindi.

50ul siipernatantlar, plate’in temiz kismina aktarildi.

Taze doku 6rneklerinin tizerine 50 pul, cfDNA 6rneklerine 70 pl QIAseq Beads eklendi,
bir kag defa pipetaj yaparak iyice karigtirildi.

Oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi. Plate manyetik rack tizerine alindi1 ve 10 dakika
boncuklarmn siipernetanttan ayrilmasi beklendi. Soliisyon berrak goziiktiikten sonra,
dikkatlice slipernetant uzaklastirildi.

Plate hala manyetik rack {izerindeyken 200ul taze hazirlanmis %80 ethanol eklendi.
Plate’i hareket ettirerek boncuklar yikandi. Dikkatli bir sekilde siipernetant
uzaklastirildi.

Bir Onceki asama tekrarlandi. Bu asamada ethanol’iin tamamen uzaklasmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in 6nce 200 pl lik pipetle sivi uzaklastirildiktan sonra, geri
kalan da 10 ul’luk pipetle uzaklastirildi.

Boncuklarin manyetik rack iizerinde 15 dakika iyice kurumasi beklendi.

49



15 dakika sonunda plate manyetik rack iizerinden alind1 ve DNA hedef boncuklar1 12
ul nukleaz free su ile elue edildi. Iyice pipetaj yapildi. Ve soliisyon berraklasincaya
kadar tekrar manyetik rack tizerine alindi.
9.4 ul siipernatant temiz bir 0,2’lik PCR tiipiine aktarildi ve hedef zenginlestirme
PCR kurulumuna gegildi.
3.2.5.2.5 Hedef zenginlestirme PCR
Tablo 3.6’ya gore reaksiyon hazirlandi ve 7-8 kere pipetaj yaparak karistirildiktan
sonra ¢ok kisa santrifuj edildi. Tablo 3.7°deki thermalcycler programi kuruldu ve
reaksiyon baslatildi.

Tablo 3.6: Hedef zenginlestirme PCR protokolii.

Taze doku - cfDNA

DNA Kkiitiiphanesi 9,4 ul

TEPCR Buffer 4l

QIlAseq Targeted DNA Custom Sul

Panel

IL_Forward Primer 0,8 ul

HotStar Taq DNA Polimeraz 0,8 ul
TOTAL 20 pl

Tablo 3.7: Hedef zenginlestirme PCR programi.
Taze doku - cfDNA

95°C 13 dk
98°C 2 dk
98°C 15sn 6
65°C 15dk siklus
72°C 5dk
4°C 5dk
4°C ©

3.2.5.2.6 Hedef zenginlestirme PCR’1nin QIAseq Boncuklarla Temizlenmesi
Plate’e PCR tiriinlerinin tamami aktarildi (20 pl). Taze doku 6rneklerine 80 pl, cFDNA
orneklerine 70 ul nukleaz free su eklendi.

Taze doku orneklerinin tizerine 100 pl, cfDNA o6rneklerine 108 pl QIAseq Beads
eklendi, bir kag defa pipetaj yaparak iyice karistirildi.

Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi. Plate manyetik rack {izerine alind1 ve 10 dakika
boncuklarin siipernetanttan ayrilmasi beklendi. Soliisyon berrak goziiktiikkten sonra,

dikkatlice slipernetant uzaklastirildi.
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Plate hala manyetik rack tizerindeyken 200ul taze hazirlanmis %80 ethanol eklendi.
Plate’i hareket ettirerek boncuklar yikandi. Dikkatli bir sekilde siipernetant
uzaklastirildi.

Bir Onceki asama tekrarlandi. Bu asamada ethanol’iin tamamen uzaklasmasi
gerekmektedir. Bunun i¢in 6nce 200 pl lik pipetle sivi uzaklastirildiktan sonra, geri
kalan da 10 pl’luk pipetle uzaklastirildi.

Boncuklarin manyetik rack lizerinde 10 dakika iyice kurumasi beklendi.

10 dakika sonunda plate manyetik rack {izerinden alind1 ve DNA hedef boncuklar1 16
ul nukleaz free su ile elue edildi. lyice pipetaj yapildi. Ve soliisyon berraklasincaya
kadar tekrar manyetik rack tlizerine alindi.

13,4 ul siipernatant temiz bir 0,2°’lik PCR tiipiine aktarildi ve universal PCR

kurulumuna gegildi.

3.2.5.2.7 Universal PCR

Tablo 3.8’e gore reaksiyon hazirlandi ve 7-8 kere pipetaj yaparak karistirildiktan sonra
cok kisa santrifuj edildi. Tablo 3.9’daki thermalcycler programi kuruldu ve reaksiyon
baslatildi.
Tablo 3.8: Universal PCR protokolii.
Taze doku - cfDNA

Zenginlestirilmis iiriin 13,4 ul
UPCR Buffer 4 ul
HotStar Taq DNA Pol. 1ul
IL-S5 Index Primer 1,6 ul
TOTAL 20 ul

Tablo 3.9: Universal PCR programi.

95°C 13 dk
98°C 2 dk
98°C 15sn Taze doku — 21 siklus
60°C 2 dk cfDNA — 23 siklus
72°C 5 dk
4°C 5 dk
4°C 0

3.2.5.2.8 Universal PCR’1n QIAseq Boncuklarla Temizlenmesi
Plate’e PCR iiriinlerinin tamami aktarildi (20 pl). Taze doku 6rneklerine 80 pl, cFDNA

orneklerine 70 ul nukleaz free su eklendi.
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Taze doku orneklerinin iizerine 100 pl, cfDNA o6rneklerine 108 ul QlAseq Beads

eklendi, bir kag defa pipetaj yaparak iyice karistirildi.

Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibe edildi. Plate manyetik rack iizerine alindi ve 10 dakika

boncuklarin siipernetanttan ayrilmasi beklendi. Soliisyon berrak goziiktiikten sonra,

dikkatlice slipernetant uzaklastirildi.

Plate hala manyetik rack {izerindeyken 200ul taze hazirlanmis %80 ethanol eklendi.

Plate’i hareket ettirerek boncuklar yikandi. Dikkatli bir sekilde siipernetant

uzaklastirildi.

Bir onceki asama tekrarlandi. Bu asamada ethanol’in tamamen uzaklasmasi

gerekmektedir. Bunun i¢in 6nce 200 pl lik pipetle sivi uzaklastirildiktan sonra, geri

kalan da 10 pl’luk pipetle uzaklastirildi.

Boncuklarin manyetik rack tizerinde 10 dakika iyice kurumasi beklendi.

10 dakika sonunda plate manyetik rack iizerinden alind1 ve DNA hedef boncuklar1 30

ul nukleaz free su ile elue edildi. lyice pipetaj yapildi. Ve soliisyon berraklasincaya

kadar tekrar manyetik rack tizerine alindi.

20 pl stipernatant temiz bir 0,2°lik PCR tiipiine aktarildi.

3.2.6 Real-time PCR ile kiitiiphane kantitasyonu

Qiaseq Library Quant system kullanarak kiitiiphane {irtinlerimizin, sekans i¢in dogru

dilusyon oranini hesapladik.

ILMN DNA standart1 Tablo 3.10°da goriildiigii gibi 5 seri dilusyon seklinde seyreltildi.
Tablo 3.10: ILMN DNA standarti diliisyon agamalari.

Standart Illumina DNA Standart Diliisyon buffer
Std1 5 ul stok DNA 45 ul
Std2 5 ul Stdl 45 ul
Std3 5 ul Std2 45 ul
Std4 5 ul Std3 45 ul
Std5 5 ul Std4 45 pl

Ornekler i¢in Tablo 3.11°de gosterildigi gibi 3 diliisyon hazirland:. Birinci dilusyonun

amaci 2. ve 3. dilusyonlar i¢in 6rnekleri hazirlamaktir, RotorGene’de 6l¢iilmeyecektir.

Tablo 3.11: Orneklerin diliisyon asamalari.

Diliisyon Kiitiiphane Diliisyon buffer
Diliisyon 1 (1:50) 1ul 49 nl
Diliisyon 2 (1:5000) 1 ul (1:50) 99 ul
Diliisyon 3 (1:50.000) 4 ul (1:5000) 36 ul
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Tablo 3.12°de gosterildigi sekilde PCR miksi hazirlandi ve RotorGene tiiplerine
dagitildi. Her standarttan 3 kopya olacak sekilde hazirlandi, 1 adet negatif kontrol
hazirlandi. Her ornegin ise 1:5.000 ve 1:50.000 diliisyonlarindan birer kopya
RotorGene tiiplerine aktarildi. RotorGene Real-time cihazinda Tablo 3.13’teki sekilde

program ayarlandi ve drnekler yerlestirildikten sonra reaksiyon baslatildi.

Tablo 3.12: Real-time PCR protokolii.

Su 6,7 ul
SYBR 10 pl
Primer 0,8 ul
Sulandirilmus 6rnekler / Standard 2,5 ul

TOTAL 20 nl

Tablo 3.13: Real-time PCR programi.

95°C 10 dk
95°C 15 sn
60°C 30sn 30 siklus
72°C 2 dk

Reaksiyon bitiminde 6rneklerin ct degerleri alindi ve “Illumina Data Analiz Programi
_ 72lik rotor disk” excel tablosuna yerlestirildi. Excel tablosunun “Result” kisminda
her 6rnek i¢in pM cinsinden molar konsantrasyonlar: elde edildi (Bu konsantrasyon
degerlerini nM’a ¢evirmek igin pM degerlerinin 1000’e boliinmesi gerekmektedir).
Bu asamadan sonra kullanilacak cihaza ve kartusa gore 6rnekleri gerekli dilusyonlara
getirme agsamasina ve havuz yapimina gegildi.

3.2.7 Kiitiiphane iiriinlerinin diliisyonu ve megahavuz olusturma

Ornekler 6nce 50 nM (10 pl), daha sonra 4 nM (20 ul) olacak sekilde iki asamali olarak

diliie edildi. Ornekler esit miktarda tek bir tiipte birlestirilerek megahavuz olusturuldu.

3.2.8 Kartus yiikleme ve yeni nesil dizileme

- 0,2 M taze NaOH hazirland1 (20 pl 1N NaOH + 80 pl d-H20). 5 pul megahavuz ve 5
pl 0,2 M NaOH birlestirildi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

- 5 dk sonunda miksin iizerine 5 pl Tris-Hcl (pH 7.0, 200mM) ilave edildi.

- 1,5 ml ependorfa 985 ul HT1 ve 15 ul’ye ulasan megahavuz eklendi ve 20 pM

kiitliphane soliisyonu elde edildi.
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- 20 pM Kkiitiiphane soliisyonunu Mid Output Kartusa yiikleyebilmek i¢in 1,5 pM
konsantrasyonu olacak sekilde diliie edildi. Bunun i¢in 1,5 ml ependorfa 1203 ul HT1
igerisine, bir dnceki asamada HT1 ile dilue edilen megahavuzdan 97 ul eklendi ve
tamamui kartusun 10 numarali kismina aktarildi.

- 2 ml ephendorfa 1994 ul HT1 ve 6 ul QlAseq Read 1 Primer eklendi eklendi ve

tamamui Sekil 3.7°de gosterilen kartusun 7 numarali kismina aktarildu.

11) (12 13) (14) (15 16, (17
18) (19 20) (21) (22 23) (24
25 26 2 28
29 30 31 32

Sekil 3.7: Mid Output Kartus.
- Nextseq 500/550 Dx cihazinda Local Run Manager’da asagidaki parametreler
secilerek ¢alisma kaydi olusturuldu.
o Library Prep : Nextera XT V2
0 Read Type : Paired End
0 Index Read : 2
0 Custom Primers : Read 1
0 Okuma uzunlugu: 2x150 bp
o Hasta kodlar1 ve indexler girildi
- Illumina Nextseq programinda Experiment kisminda, Local Run Manager’dan
olusturulan ¢alisma kayd: segildi ve malzemeler yerlestirildikten sonra sekanslama
islemi baglatildi.
3.2.9 Biyoinformatik is akisi

26 saat sliren sekanslama islemi sonrasinda, her 6rnegin FASTQ dosyalar1 QCI
Analyze kullanilarak ikincil analizi ger¢eklestirildi. QCI Analyze okuma kalite kontrol
miktarlarin1 ve saptanan varyantlart iceren VCF, Excel ve PDF olarak disa

aktarilabilen bir rapor olusturur.
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Varyant tespiti i¢in QCI Analyze yeniden sekanslama analizi is akisi asagidaki
adimlar1 kapsar:

-Kalite Kontrol is akisi, sekans datalarinin ve analiz sonuclarmin kalitesini
degerlendirmek i¢in 6nceden tanimlanmis bir esik kiimesi kullanir. Ayni biyolojik
fragmandan kaynaklanan 6zdes UMI'lere sahip okumalar, tek bir UMI okumasinda
birlestirilir ve sonraki analizlerin PCR duplikasyonu ve dizileme yanlilig1 tarafindan
ortaya ¢ikan artefakttan arindirilmasina olanak tanir.

- Girdi okumalar1 referans genoma hizalanir ve ilk hizalama, eslenen okumalarin
hizalanmamis uglarinda tespit edilen insersiyon, delesyon ve degisimlere gore
ayarlanir.

- Okumalardaki primer bolgeleri, sonraki analizlerde, asag1 yonlii varyant tespitini
etkilememesi i¢in degerlendirmeden ¢ikarilir.

- Diisiik Frekans Varyant Tespiti (The Low Frequency Variant Detection) araci, hedef
bolgelerde bulunan varyantlar algilar.

- Bunlar daha sonra dnceden tanimlanmis parametrelere gore siralanir: 6rnegin, bir
esik deger araliginin (minimum frekans veya minimum ortalama kalite gibi) altindaki
degiskenler yanlis pozitif olarak kabul edilir ve sonug¢lardan ¢ikarilir. Ayrintili is akisi
parametreleri Tablo 3.14 ve Tablo 3.15’te gosterilmistir.

Tablo 3.14: Biyoinformatik i akiginda degistirilebilen parametreler.
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Quality control criteria

Base positions in regions of interest with significant coverage (%) 40
Base positions in regions of interest with minimum coverage (%) 95
Average quality threshold 30
Reads with average quality = threshold (%) 80
Variants: reported variants
Significant UMI coverage threshold 400
SNV/MNV frequency threshold (%) 0.50
Insertions, deletions and replacements frequency threshold (%) 0.50
Variant quality (Qual) filter 50.00
Average base quality (Avg Q) filter 35.00
F/R test filter 1.00E-5
Variants: variants available for review
Minimurm UMI coverage threshold 200
SNV/MNVY frequency threshold (%) 0.50
Insertions, deletions and replacements frequency threshold (%) 0.50
Detect variants outside regions of interest Mo
Variant quality (Qual) filter 50.00
Average base quality (Avg Q) filter 35.00
F/R test filter 1.00E-5
Report post-filtered variants false

Tablo 3.15: Biyoinformatik is akiginda degistirilemeyen parametreler.

Remove and Annotate with Unique Maolecular Index
Unique maolecular indexed read

Mumber of bases to remove

Start position of unique molecular index

Length of unique molecular index

Commaon sequence verification

Commaon sequence

Allowed errors in common sequence

Allowed margin in common sequence location
Trim read-through common sequence and UMI
Part of insert to search for

Part of common sequence and UMI to search for
Mumber of errors allowed in match

Universal PCR Adapter trimming

Quality trim

Quality limit

Ambiguous trim

Ambiguous limit

Trim adapter list

Automatic read-through adapter trimming
Remaove 3" terminal nuclectides

Mumber of 5'terminal nucleotides
Remaove 3" terminal nuclectides

Number of 3' terminal nuclectides
Discard short reads

Minimum number of nucleotides in reads
Discard long reads

Maximum number of nucleotides in reads

Tablo 3.15 (devam): Biyoinformatik is akisinda degistirilemeyen parametreler.
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iap Reads to Reference
References

Masking mode

Masking track

Match score

Mismatch cost

Cost of insertions and deletions
Insertion cost

Deletion cost

Insertion open cost
Insertion extend cost
Deletion open cost

Deletion extend cost

Length fraction

Similarity fraction

Global alignment
Auto-detect paired distances
MNon-specific match handling

Calculate Unigue Molecular Index Groups
Fuzzy match Unique Molecular Indices

Homo_sapiens_sequence_hg19
Mo masking

Mot set

1

2

Affine gap cost

o = W

1
0.5

0.8

false

false

Map randomily

Allow one mismatch/deletion/insertion

Exclude ambiguously mapped reads false

Maximum relative size difference between merged groups 01

Always merge singleton groups frue
Remove Ligation Artifacts
Remove ligation artifacts true
Minimum mismatches 2
Ligation artifact recognition length 15
Allow mismatch true
Remove entire Unigue Malecular Index true
Single reads false
Paired reads falzse
Unique Molecular Indexed read Read 2
Commaon sequences ATTGGAGTCCT
Minimum mismatch percentage 50.0
Full length common sequence search limit 23
Minirnal partial commaon sequence length 4
Allow mismatch true
InDels and Structural Variants
P-Value threshold 1.0E-4
Maximum number of mismatches 3
Minimum quality score 20
Minimum relative consensus coverage 0.5
Filter variants false
Minimum number of reads 2
lgnore broken pairs true

Restrict calling to target regions

Local Realignment

Realign unaligned ends

Multi-pass realignment

Maximum guidance-variant length
Force realignment to guidance-variants
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CDHS-32416Z-3007_targets_200326_ver1.0

true
2
200
false

Tablo 3.15 (devam): Biyoinformatik is akisinda degistirilemeyen parametreler.



Trim Primers of Mapped Reads (QCIA)

Primer annotation track CDHS-32416Z-3007_primers_200326_ver1.0
Additional bases to unalign 0
Maximum additional nucleotides 3
Minirnum primer overlap fraction 0.7
Remove reads without primer true
Mispriming events COHS-32416Z-3007_mispriming_events_200325_ver1.0
Minirnum primer seguence similarity 0.95
Minirmurn primer overlap fraction (paired end reads) 0.95
Gene-pseudogene track CDHS-324162-3007 _gene_pseudogene_200326_ver1.0
Remove short reads with mismatches true
Remove short reads cutoff threshold 20

Create UMI Reads

Minimum group size 1
Minimum supporting consensus fraction 0.5
How to handle non-consensus bases in merged reads Remaove
Minimum UMI read length 20
Minimum average quality score 20.0
Maximum percentage of mismatches in UMI read 50.0

Low Frequency Variant Detection

Required significance (%) 1.0
lgnore positions with coverage above 100000
Restrict calling to target regions CDHS-32416Z-3007 _targets_200326_ver1.0
lgnore broken pairs true
lgnore non-specific matches Reads
Minimum read length 20
Minimum coverage Parameter editable by administrator
Minimum count 2
Minimum frequency (%) Parameter editable by administrator
Base guality filter false
Meighborhood radius 5
Minimumm central quality 20
Minimurm neighborhood quality 15
Read direction filter false
Direction frequency (%) 5.0
Relative read direction filter false
Significance (%) 1.0
Read position filter false
Significance (%) 1.0
Remove pyro-error variants false
In homaopolymer regions with minimum length 3
With frequency below 0.8

Annotate Variants with Unigue Molecular Index Info

Mapping consists of LIMI reads
Minimum size of a Big Unique Molecular Index 2
Minimum consensus % of a Consistent Unigue Molecular Index 75
lgnore broken pairs true
lgnore non-specific matches true

3.2.10 Analiz

QCI Interpret YND is akisinin son adimidir. YND verilerini degerlendiren
laboratuvarlar i¢in 6zel olarak tasarlanmig web tabanli bir yazilim uygulamasidir. QCI
Interpret, yorumlamay1 ve raporlamay1 desteklemek i¢cin ASCO, ACMG, CAP ve

AMP gibi profesyonel kilavuzlari, varyantlarin siniflandirilmasi i¢in kullanir.
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Orneklerin varyant (VCF) dosyalari yiiklendi ve calistirmak istedigimiz test tiirii
(somatik) secilerek analize baslandi. Taze doku ve likit biyopsi Ornekleri
karsilastirildi, sadece taze dokuda bulunup likit biyopside saptanamayan varyantlar
incelendi. Saptanan varyantlar IGV programinda kontrol edildi.

Varyant analizleri ve literatiir taramalar1 i¢in VarSome veritabani, ClinVar, COSMIC,

dbSNP kullanild.

4. BULGULAR

4.1 Qubit ol¢iimleri ve kullanilan indexler
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Qubit ile olgiilen Orneklerin ng degerleri Tablo...’de verilmistir. Likit biyopsi

ornekleri protokole uygun sekilde sulandirilmadan direk kullanilmistir (Her DNA’dan

reaksiyona 16,75 ul koyulmustur). Taze doku oOrnekleri 10 ng olacak sekilde

sulandirildiktan sonra reaksiyona 50 ng ile baslanmistir (Her DNA’dan 5 pl).

Calisma sirasinda Ornekler arasinda indexl ve index2 kombinasyonlarinin farkli

olmasina dikkat edilmistir (Tablo 4.1). Boylelikle her 6rnek cihazda dogru sekilde

dizilenmistir.

Tablo 4.1: Orneklerin Qubit dl¢iim sonuclari ve kullanilan index ¢iftleri.

Orek Qubit dl¢iimii (ng) Index 1 Index 2
GBM-Doku-1 69,4 N701 S502
GBM-Likit-1 0,6 N702 S502
GBM-Doku-2 55 N703 S502
GBM-Likit-2 0,65 N704 S502
GBM-Doku-3 87 N705 S502
GBM-Likit-3 2,12 N706 S502
GBM-Doku-4 49,4 N707 S502
GBM-Likit-4 0,9 N710 S502
GBM-Doku-5 32,8 N711 S502
GBM-Likit-5 1,65 N712 S502
GBM-Doku-6 45,3 N714 S502
GBM-Likit-6 1,34 N715 S502
GBM-Doku-7 41,8 N701 S503
GBM-Likit-7 1,62 N702 S503
GBM-Doku-8 74,8 N703 S503
GBM-Likit-8 0,7 N704 S503
GBM-Doku-9 40,5 N705 S503
GBM-Likit-9 1,39 N706 S503
GBM-Doku-10 46,1 N707 S503
GBM-Likit-10 0,5 N710 S503
KONTROL-Likit-1 1,46 N711 S503
KONTROL-Likit-2 0,8 N712 S503
KONTROL-Likit-3 2,2 N714 S503

4.2 Real-time PCR ile kiitiiphane kantitasyonu

Yapilan real-time PCR c¢alismasi

sonucunda Orneklerimizin ct degerleri,

konsantrasyon nM degerleri Tablo 4.2°deki gibidir.

Tablo 4.2: Orneklerin real-time kantitasyon sonuglari.

Ornek ad1

Cr

Konsantrasyon nM
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GBM-1-Doku 9 61

GBM-1-Likit 9,2 63
GBM-2- Doku 8,75 72
GBM-2-Likit 9,77 36
GBM-3- Doku 8,65 105
GBM-3-Likit 9,21 68
GBM-4- Doku 8,6 111
GBM-4-Likit 7,33 226
GBM-5- Doku 8,65 107
GBM-5-Likit 7,38 239
GBM-6- Doku 8,5 119
GBM-6-Likit 7,73 216
GBM-7- Doku 9,28 66
GBM-7-Likit 8,42 127
GBM-8- Doku 8,82 69
GBM-8-Likit 8,43 97
GBM-9- Doku 9,73 51
GBM-9-Likit 8,16 124
GBM-10- Doku 10,06 40
GBM-10-Likit 8,83 102
KONTROL-LIKIT-1 7,67 189
KONTROL-LIKIT-2 8,05 139
KONTROL-LIKIT-3 7,82 174

4.3 Normalizasyon

Omnekler sekanslama i¢in son konsantrasyonlar1 4nM olacak sekilde Tablo 4.3 te
gosterilen sekilde sulandirildi. Konsantrasyonu 50nM {izerinde olan ornekler 6nce
50nM sonra 4nM olacak sekilde sulandirildi. Konsantrasyonu 50nM altinda olan

ornekler direk 4nM olacak sekilde sulandirildi.

Tablo 4.3: Orneklerin 4nM’e normalize edilmesi.
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ORNEK Konsantr 50nM(10ul) 4nM (20ul)

asyon
nM
Ornek (ul) Su (ul) Ornek (ul) Su (ul)

GBM-1-Doku 61 8,20 1,80 1,6 18,4
GBM-1-Likit 63 7,94 2,06 1,6 18,4
GBM-2- Doku 72 6,94 3,06 1,6 18,4
GBM-2-Likit 36 _ _ 2,222222 17,77778
GBM-3- Doku 105 4,76 5,24 1,6 18,4
GBM-3-Likit 68 7,35 2,65 1,6 18,4
GBM-4- Doku 111 4,50 5,50 1,6 18,4
GBM-4-Likit 226 2,21 7,79 1,6 18,4
GBM-5- Doku 107 4,67 5,33 1,6 18,4
GBM-5-Likit 239 2,09 7,91 1,6 18,4
GBM-6- Doku 119 4,20 5,80 1,6 18,4
GBM-6-Likit 216 2,31 7,69 1,6 18,4
GBM-7- Doku 66 7,58 2,42 1,6 18,4
GBM-7-Likit 127 3,94 6,06 1,6 18,4
GBM-8- Doku 69 7,25 2,75 1,6 18,4
GBM-8-Likit 97 5,15 4,85 1,6 18,4
GBM-9- Doku 51 9,80 0,20 1,6 18,4
GBM-9-Likit 124 4,03 5,97 1,6 18,4
GBM-10- Doku 40 r _ 2 18
GBM-10-Likit 102 4,90 5,10 1,6 18,4
KONTROL-LIKIT-1 189 2,65 7,35 1,6 18,4
KONTROL-LIKIT-2 139 3,60 6,40 1,6 18,4
KONTROL-LIKIT-3 174 2,87 7,13 1,6 18,4

4.4 Yeni nesil dizileme ve run ozet verileri

QIlAseq Targeted DNA Custom Panel kiti kullanilarak olusturulan kiitiiphane NextSeq
500/550 Mid Output Kit v2.5 (300 Cycles) kartus ve flowcell kullanilarak Illumina
Nextseq 500/550 Dx cihazina yiiklenmistir. Yeni nesil dizileme run 6zeti olarak
caligma kalitesini degerlendirebilecegimiz baglica parametreler; okuma derinligi (read
depth), kiime yogunlugu (cluster density), Q30 kalite skoru (Q30 score), CPU (Cluster
passing filter) ve elde edilen veri (estimated yield)’dir. Tablo 4.4’de adi gegen

parametreleri i¢ceren run 0zeti verilmistir.

Tablo 4.4: Yeni nesil dizileme run Ozeti.
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Parametre adi

Parametre degeri

Kiime yogunlugu (cluster density)

Q30 kalite skoru (Q30 score)
%PF (Cluster passing filter)

174 K/mm2
%380.1
%93.3

4.5 UMI baglanma verileri, ortalama kalite okumalari ve frekans dagilimlar:

QCI Analyze’a hastalarin FASTQ dosyalar yiiklendikten sonra, her 6rnek i¢in 6n
degerlendirme yapildi. Biitiin 6rneklerin ortalama kalite okumalar1 onerildigi gibi
%80’1n iizerindeydi. UMI kapsami1 > 400x ve > 200X kriterlerinde dnerilen yiizdelerin
altinda kalan 3 Ornek vardi; GBM-1-Likit, GBM-2-Likit ve GBM-10-Likit. Bu ¢
ornegin disinda biitiin 6rneklerin 6n degerlendirmeden basar1 ile gectigi goriildii.

Orneklerin ortalama kalite okumalar1 ve UMI kapsama yiizdeleri Tablo 4.5°te

verilmigtir.

Tablo 4.5: Orneklerin ortalama kalite okumalar1 ve UMI kapsama yiizdeleri.

ORNEK Ortalama kalite UMI kapsami > 400x UMI kapsami > 200x
okumalar1 > 30 olan ilgili bolgelerdeki  olan ilgili bolgelerdeki
baz pozisyonlari baz pozisyonlari
GBM-1-Doku %90.70 %93.56 %98.81
GBM-1-Likit %90.65 %2.85 %87.86
GBM-2- Doku %90.40 %97.98 %98.63
GBM-2-Likit %90.80 %39.01 %94.84
GBM-3- Doku %93.89 %98.30 %99.67
GBM-3-Likit %94 %93.58 %99.43
GBM-4- Doku %84.06 %99.60 %99.86
GBM-4-Likit %91.71 %91.28 %99.34
GBM-5- Doku %84.62 %99.28 %99.83
GBM-5-Likit %88.86 %93.81 %99.34
GBM-6- Doku %84.93 %98.58 %98.72
GBM-6-Likit %86.89 %95.79 %98.26
GBM-7- Doku %85.48 %99.78 %99.92
GBM-7-Likit %86.68 %98.98 %99.78
GBM-8- Doku %87.81 %100 %100
GBM-8-Likit %89.31 %99.69 %100
GBM-9- Doku %90.60 %98.35 %98.69
GBM-9-Likit %89.89 %98.36 %98.71
GBM-10- Doku %89.85 %97.69 %98.73
GBM-10-Likit %87.13 %1.02 %77.92
GBM-Likit-Kontrol-1 %90.00 %96.95 %98.57
GBM-Likit-Kontrol-2 %88.78 %98.64 %99.73
GBM-Likit-Kontrol-3 %89.68 %94.48 9%99.59

“Ortalama kalite okumalar1 > 30” i¢in dnerilen : >%80

“UMI kapsami1 > 400x olan ilgili bolgelerdeki baz pozisyonlar1” igin 6nerilen : >%90
“UMI kapsam1 > 200x olan ilgili bolgelerdeki baz pozisyonlar1” igin dnerilen : >%95

Doku ve likit biyopsi orneklerinin frekans dagilimlarma bakildiginda, doku
orneklerinin tiimor yiizdesi bilinmedigi i¢in frekans dagilimlarinin degisken oldugu

goriilmiistiir. Likit biyopsi Orneklerinde ise homozigot ve heterozigot varyant
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frekanslarinin daha net araliklarda saptandigr gozlenmistir. Frekans dagilimini
gosteren sekillerde soldaki grafik doku oOrneklerini, sagdaki grafik likit biyopsi
orneklerini gostermektedir. Orneklerin frekans dagilim degerleri Sekil 4.1, Sekil 4.2,
Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da

gosterilmistir.

.

Sekil 4.1: GBM-1 frekans dagilimi
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Sekil 4.2: GBM-2 frekans dagilimi

Sekil 4.3: GBM-3 frekans dagilimi

Sekil 4.4: GBM-4 frekans dagilim1
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Sekil 4.5: GBM-5 frekans dagilimi
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Sekil 4.6: GBM-6 frekans dagilim1

Sekil 4.7: GBM-7 frekans dagilimi

n o 0 02z wan 040 s w0 07 -

I —
w40 wm o

Sekil 4.8: GBM-8 frekans dagilimi
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Sekil 4.9: GBM-9 frekans dagilim1
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Sekil 4.10: GBM-10 frekans dagilimi

QCI Analyze’da 6rneklerin VCF, Excel ve PDF’leri indirilerek ayri ayri klasorlendi
ve saptanan varyantlarin analizi asamasi gegildi.

4.6 Molekiiler analiz

QCI Interpret’e orneklerin VCF dosyalar1 kullanilan panel segilerek somatik analiz
edilmek {tizere yiiklendi. Her hastanin doku ve likit biyopsi ornekleri birlikte
yiiklenerek analiz kolaylig1 saglandi. Saptanan varyantlarin QCI Interpret goriintiileri
sirayla gosterilmistir. Cases kisminda soldaki kisim dokudaki, sagdaki kisim likit
biyopsideki frekans %’sini gostermektedir. Eger varyant saptanmadiysa “— “isareti ile
gosterilmektedir. Mutasyon saptanan orneklerin QCI Interpret goriintiileri Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.
Mutasyon saptanan orneklerin IGV goriintiileri Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil
4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27°de
gosterilmigtir. Likit biyopsi orneklerinin germline varyantlarimi temsili agisindan
ornek olusturmasi icin GBM-3 ve GBM-6 6rneklerinde secilen bazi polimorfizmlerin
goriintlileri de Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30°da gosterilmistir. Yapilan analiz
sonrasinda saptanan varyantlar ile ilgili bilgiler 6zet olarak Tablo 4.6’da listelenmistir.

Calismada kullanilan hastalarin yas, tani, evre, radyasyon ve kemoterapi alma

durumlar ve kanserin niiks etme bilgileri Tablo 4.7°de verilmistir.
Ozellikle CNV analizi yapmamizi saglayacak olan ve analizi kolaylastiracak sekilde

kosullu bigimlendirme ile renklendirilmis biitiin bolgelerin okuma sayilari, Tablo

4.8’de dokulari, Tablo 4.9°da likit biyopsi 6rneklerini i¢erecek sekilde listelenmistir.
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Accession ID (Test Product Code)

Age

Sex Ethricity
GEM-1-DOKU-LIKIT (LB} 65 Male -
Phenotype: | Glioblastoma - Age of Onset Gene Prevalence Disease Prevalence
G4 Years : - 1100000
Gene “ariant Somafic Frequency: - (2 . ~ e
TP53@ cH1TC>T Population Frequency: 0.005% gnamAD (East Asian) Computed Classfication (2 i
Transariptis) p.R2TIC D) Alete Fraction B8% (or 428 ) Palg:flezr&:c o
NM_000545.6 Impact Mizzenss G\iublgssmma for Glicblastoma
] Reportable
Open \iiew Bibhography
Filter Sattings + Search £ 1variants n *
Biomarker Alteration Function Impact Cases ‘Somatic Frequency
P53 (EIETE e81Te=T @ Missense 5%
H 2C Pathogenic p.RZTIC

Sekil 4.11: GBM 1 nolu hastada saptanan mutasyonun doku ve likit biyopside karsilagtirmali QCI Interpret goriintiisii.

Acoession ID (Test Product Code) Age Sex Ethnicity
GBM-2-DOKU-LIKIT (LE) 87 Female -
Phenotype: | Glioblastoma - Age of Onset Gene Prevalence Disease Prevalence
64 Years - 11100000 :
Gene Variant Somatic Frequency: - (i " o New Assessment
P53 C584T=C Popuiation Frequency: 0% gnamaD -uornpute% plaszsgcam : Tier 2C
Transerips) pl195T @ Al Fracien 2% (1017 e o2
NM_000548.6 mpact Missenze EG ig:glc for Glicolastoma
oeEsiama (7] Repertable
Open M = View Bibliography
Filter Setfings ~ | | ) Search i 2variants n :
Biomarker Alteration Function Impact Cases Somatic Frequency
TP53 EERE s

o Miszense 62% -

H 2C Pathogenic pl108T

MET ElE . iosecea )
ﬂ 3 Uncertain p.S850N @ Missense 5% -

Sekil 4.12: GBM 2 nolu hastada saptanan mutasyonlarin doku ve likit biyopside karsilastirmali QCI Interpret goriintiisii.

67

Diagnosis
Glioblastoma

Mazx Population Frequency

0.005% gnomaD
{East Asian)

Diagnasis
Glioblastoma

Max Population Frequency

0% gnomAD

0% gnomAD



Accession ID (Test Product Code)
GBM-3-DOKU-LIKIT (LE)

Phenotype: | Glioblastoma = Age of Onset Gene Pravalence Disease Prevalence
64 Years : - 1100000 &
Gene Variant Somatic Frequency: - (2
PTENG c.80-1G=C Population Frequency: 0% gramAD
Transeriptis) [ 10ss I8 Allele Fraction: B0% (af 304 reads)
NM_000314.8 Impsct Splicing
Open Maxt = View Bithiography

Filter Settings = (4] 2 variants.
Biomarker Alteration
PTEN EEFE P
[F]2C Likely Pathagenic
TP53 EEE]| . rascee
H 2C Pathogenic p.R248K

Age

59
Function Impact
o Splicing
[ o=s ] Missanse

Male

Comguted Classification (£
ier
Likely Pathogenic
Glioblastoma
Cases
5%
52%

Ethnicity

New Assessment
Tier 2C
Likely Pathogenic
for Glicblastoma

(7] Reportable

Somatic Frequency

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency

0% gnomAD

0% gnemAD

Sekil 4.13: GBM 3 nolu hastada saptanan mutasyonlarin doku ve likit biyopside karsilastirmali QCI Interpret goriintiisii.

Accecsion ID {Test Product Code)
GBM-4-DOKU-LIKIT (LE)

Phenotype: | Glioblastoma Age of Onset Gene Prevalence Disease Prevalence
B84 Years - 1100000 :
Gene \ariant -G
PTENE c.313T=A . 0% gromAD
Transcript(s) p.c105s (@ : Alleke Fracton: 45% [of 1008 reacs)
NM_000214.8 Impact: Mizssanse
Open Naxt > View BibBography
Filter Settings 3 variants.
Biomarker Alteration
PTEN BB csi3ma
(]2 Uncertain p.C1058
EGFR E&E| - irsresr
[F]2C Likely Pathogenic 0.P5EEL
TP53 EFE)  1amc
G Pathogenie 0.L344P

Age
75

Function Impact

o Missense

@ Miszensa

o Missense

Male

Computed Classification | {
Tier 3
Uncertain Significance
Glioblasioma

Cases

45%

19%

4.10%

Ethnicity

New Assessment
Tier 3
Uncertain Significance
for Glioblzastoma
(7] Reportable

Somatic Frequenay

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency

0% gremAD

0.008% gnemAD
(Afican)

03 gremAD

Sekil 4.14: GBM 4 nolu hastada saptanan mutasyonlarin doku ve likit biyopside karsilastirmali QCI Interpret goriintiisii.
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Accession ID (Test Product Code)
GEM-6-DOKU-LIKIT (LE)

Phenotype: | Glioblastoma

Gene
TP33&
Transcript(s)
NM_000545.6

Age of Onset

64 Years i

Wariant
c.451C=T

pPIS1S €5

Gene Frevalence Disease Prevalence

11100000
Somatic Frequency: -4
Population Frequency: 09 gnomAD
Allele Fraction: 02% (of 2021 reads)
mpact Missense

View Bibkography

Filter Setfings ~ | | Search 1 variants
Biomarker Alteration
TP53 EIFE)| cssicst
B 2C Pathogenic p.F1515

Aroession ID (Test Product Code)
GEM-8-DOKU-LIKIT (LE)

Function

L gain

Impact

Misz=nse

= Ethricity
Female ~
- New Assessment
Ce—nnute%CIaSEsEaaner i Ter 20
Pathogenic =
for Glioblastoma
Glioblzstoma
[f] Reportable
Cases Somatic Frequency
22% -

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency

0% gnomaD

Sekil 4.15: GBM 6 nolu hastada saptanan mutasyonun doku ve likit biyopside karsilastirmalt QCI Interpret goriintiisii.

Phenotype: | Glioblastoms Age of Onset Gene Prevalence Disease Prevalence
64 Years : 17100000 :
Gene Variant Somatic Frequency: - (4
MSHG6E £ 3261delC Fopulstion Frequency: 0.019% gramAD (Ashkenas Jewish)
Transcriptiz) p.F1088fs"2 (D | 0.91% {of 2860 reaxds)
NM_D00170.3 Frameshift
Open < Pravious View Sibliography
Filter Seftings ~ | | ) Search 3 variants
Biomarker Alteration
PTEN EIEE
£.B02-1G>A
[F]2€ Likely Pathogenic
JAKZ EEE] . sas0er
o 2G Pathogenic PYBITF

Function

{ o}

Impact

Spécing

Missense

Male

Cases,

B

272%

8.7T%

Ethnicity
ted Classi New Assess
Computed Classfication i vy
Pat;:fgrei(i:c o | Pathogenic |
Glioblastoma for Cancer

(7] Mot Reportable

Somatic Frequenay

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequenay

0% gnomAD

0.08% gnemaD
{Ashkenazi Jewish)

Sekil 4.16: GBM 8 nolu hastada saptanan mutasyonlarin doku ve likit biyopside karsilastirmali QCI Interpret goriintiisii.
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Accession ID {Test Product Code)
GBM-10-DOKU-LIKIT (LB)

Phenotype: | Glioblastoma = Age of Onset
64 Years
Gene Viariant
TP53e c743G=4
Transcript(s) p-R243C T &
NM_000345.9
Open Next >

Population Fraquency: 0.002% gromAD (Sur
Allele Fraction: T5% (af 953 reads)

Age
52

Gene Prevalence Disease Prevalence

1100000

Missens=

View Sibéography

Filter Sattings ~ | | €3 Search 5 variants
Biomarker Alteration
TP53 EIEF oreacea
o 2C Fathogenic pR2430

PTEN
{]2€ Likely Pathogenic

pLTIY

EE‘ 21264

Male

Function Impact

o Mizsense

1055 ] Mizsense

Ethnicity

Computed Classificstion 1

Gligblastoma

T5%

T3%

Mew Azsas
Tier 2C

for Glioblastoma
(] Reportable

Somatic Frequency

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency

0.002% gnomAD
(European)

0% gnemAD

Sekil 4.17: GBM 10 nolu hastada saptanan mutasyonlarin doku ve likit biyopside karsilastirmali QCI Interpret goriintiisti.

70



Human hg 19 v |ehr17 | |chr17:7,577,102-7,577, 140 o ft « » @O ®x 2 | S RRRANARARRARRANARN] BER!

e | | e |

p13.2 pI3d p12 pil.2  plll qll.2 ql2 q21d q2L.31 q21.33 q22 q231 q23.3 q242 q25.1 q25.3
- 40 bp ‘
bp 7577110 bp 7.577.120 bp 7.577.130 bp 7.5774

GBM-DOKU-1.bam Coverage

GBM-DOKU-1.bam

GBM-LIKIT-1.bam Coverage

chr17:7.577.121

Total count: 613

A:0

GBM-LIKIT-1.bam C:2(0%, 2+, 0-)

G: 612 (100%, 286+, 326-)
T:1(0%, 0+,1-)

Sequence = ||[Cc C C A G GAC CAGTGT CACAAAMLMTCACTGTCHACCTCAAATGTCTGTTCTCG T
¢ P [= B C R :

RefSeq Genes

TPS3
Tt TT T

Sekil 4.18: GBM 1 nolu hastada saptanan TP53 ¢.817C>T mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilagtirmali IGV goriintiisi.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

i v - 0] ES
Hunanhg1y v d Y7115, 3,59-016,397, %6 o B« v @I E P L TN e Geomes Ve Tads Regions Tods Hep
Humanhy 19 v e o 177,57, 467,578,384 o f o« O x| EummonnnninE
ImIm:_m:ﬂ:
P2l pY pIs3 plda3 plél pla3 pIl2 qIi2l  qIl3 QL2 q3  q222 312 3133 o33 @34 q36d g3
C ] s e T [ N B W
pI32 pI3T pl2 pILT pill  qil2 q] Qi1 QO30 233 q22 31 533 q42 51 qB3
* 40bp
116.397 560 bp 116.397 570 bp 116397 580 bp 116,397 590 bp H0bp
| | | | |
7518250 bp 1.378.260 bp 7978270 bp 1.578.280 bp
P-4 | | | |
GBI-DOKU-2.bam Coverage
GBM-DOKU-2.bam Coverage
GBM-DOKU-2.bam

GBIM-DOKU-2.bam

GBM-LIKIT-2.bam Coverage

GBM-LIKIT-2.bam Coverage
hr1715TRI6S
GBM-LIKIT-2.bam GBM-LIKIT-2.bam
Sequence »[[CCACGGGACRHACACARATACAHGTRACATTC T CCT ATGT GG T A Seenee +[[CCAARTTTCCTTCCACTCGGATAAGATGCTGAGGAGGGG(
RS Genes ———— RefSeq Genss -
ET = T .

Sekil 4.19: GBM 2 nolu hastada saptanan MET ¢.1949G>A (solda) ve TP53 ¢.584T>C (sagda) mutasyonunun doku ve likit biyopside
karsilagtirmali IGV goriintiisii.
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Fle Genomes View Tiaks Regions Tools Hep

o « vomssmemm @ B« GO XD | DINIIIE Fe Goons Ve Tads Regos Tk Heb
Fumanhgis vy o 177, 577,516,577,55¢ o ff « » fb A A S NV TANATANARTAVATIAY
i o e il
e T B e e
L Ay N
™ By Mt It [ L iy

TS0 bp 1577530 bp 7577540 bp 7571550 bp
| | |

P

GBM-DOKN-3.bam Coverage
GBM-DOKU-3.bam Coverage

| | | |
i I|| II

BN am
GBUMDOKU3 bam
GEM-LKIT-3.bam Coverage
GB-LIKIT-2bam Coverage
GEILLAIT 3 bam
GBULLICT 2 bam
Sequaes - o =TGR TGATG6GTG6AGERATGGE 6 C Ll FCATGCCGCCCAT
Reffieq Genes RefSeq Genes
EIEN e

Sekil 4.20: GBM 3 nolu hastada saptanan PTEN ¢.80-1G>C ( solda) ve TP53 c.746G>A (sagda) mutasyonunun doku ve likit biyopside
karsilagtirmali IGV goriintiisii.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human ha13 v||dr7 « | |chr7:55,233,018-55,233,056 o Ft « » @O ® 2 | RN BE
< [T N N T N N BT T e T
E.:_:-:-:_:-:-:':Ipzz.l pIL2  pI53  pld3 plal pl23  pli2 qii2l  qil23 q2012 q213 G223 a3T2  §31.33 433 q3F a3l q
- 40 bp
55.233.020 bp 55.233.030 bp 55.233.040 bp 55.233.030 bp
| | | | |
p-ow

GBM-DOKU-4.bam Coverage

GEM-DOKU-4.bam

Total count: 6360
A:19(0%, 13+,6-)
C: 5563 (80%, 2724+, 2839-)
G:13(0%, 4+,9-)

11354 (19%, 665+, 689-)
N:11(0%, 9+, 2-)

GBM-LIKIT-4.bam Coverage

GBM-LIKIT-4.bam

p- 169

RefSeq Genes

Sekil 4.21: GBM 4 nolu hastada saptanan EGFR ¢.1787C>T mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilastirmali IGV goriintiisii.

Sequence -

T GG G A G A

lccACcCTGTCGTCAAGACTCTTGT CTCTCGGT CAGTGA BATGTCA
m L M (] E

C K i ] A G
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg13 v lari o | |chr10:83,692,810-89,692,898 o Bt « » & [ ® 2 | Sl =
E— B Emmm S e R B RS SR .. -
p15.1 pi3 pl2310 pl2l pIl.2l  qil2l qll.23 q21.2 Q221 q223 q23.2 2333 q2431 q25.1 9253  q2613 q26.
- 40 bp -
89.692.810 bp 89.692.820 bp 89.652.830 bp 89,692 840 bp
| | 1

GBM-DOKU-4.bam Coverage

GBM-DOKU-4.bam

GBM-LIKIT-4.bam Coverage

GBM-LIKIT-4.bam

[C]
chr10:89.692.829

Total count: 740

RefSeq Genes

[T A G AACTTATTCA AR AR ATCECTCTCT T T 1N:3(0%3+0) AT CTTGACTCA AR AT G

PTEN

Sekil 4.22: GBM 4 nolu hastada saptanan PTEN ¢.313T>A mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilagtirmali IGV goriintiisii.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg1s v w1z | |chr17:7,573,977-7,574,015 o ft « » @[ x 2 | vl =
e | — S 0 B —
pl32 pi3d pl2 pil.z  plll qll.2 ql2 q211 q21.31 q21.33 922 q23l1 q233 a2 9251 0253
- 40 bp B
7.573.980 bp 7.573.990 bp 7.574.000 bp T7.574.0M0 bp
|

GEM-DOKU-4.bam Coverage

T L T

chr17:7.573.996

Total count: 2596
e A 2480 (06%, 1302+, 1187-)
GBM-DOKU-4.bam e C3(0%, 3+,0-)

G198 (4%, 43+, 55-)
T:4(0%, 0+,4-)

N:2 (0%, 1+,1-)

p-11:
S IIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIII

GEM-LIKIT-4.bam

Sequence = |[T 6 A G T TCCAAGGTCCTTCATTTCAGT CTT CTTCGT G AA MAMCA ATTCTTCGAA

RefSeq Genes

TP53

Sekil 4.23: GBM 4 nolu hastada saptanan TP53 ¢.1031T>C mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilastirmali IGV goriintiisii.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg13 v dr17 | |chr17:7,578,460-7,578,498 o Fft « » @O = 2 | g =
P
pI3z PISI  pl2 pITZ piLd i1z alz a2l qIT31  qZ33 022 231 qi33 g4z PR WL
- 40 bp -
7.578.450 bp 7.578.470 bp 7.578.480 bp 7.578.490 bp
|

GBM-DOKU-G.bam Coverage

T T

GBM-DOKU-G.bam

GBEM-LIKIT-8.bam Coverage

chr17:7.573.479

Total count: 1979

A:D

GBM-LIKIT-6.bam C:3(0%,3+,0-)

G: 1972 (100%, 936+, 1036-)
T:3 (0%, 1+, 2-)

N:1(0%, 1+,0-)

T CAACCCATCAG C|

Sequence = [[6G A C GCGGGTGCTCGOGSGCGG G G G|

RefSeq Genes

TP53

=TT

Sekil 4.24: GBM 6 nolu hastada saptanan TP53 ¢.451C>T mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilagtirmali IGV goriintiisi.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg 19 va v||m=5,n73,75175,073,m ‘m‘ £ <« » @ #= 3| Sl
o B 5555 A 5 5 O O ) |
p2aa p22.3 p2L.3 p21d  pl3.2 pl2 plll qi2 ql3 q21d2 q2l.2 q21.33 q2231 q3L.1 q313  q33.1 q33.3 q3dl3
40 bp
'3.750 bp 5.073.760 bp 5.073.770 bp 5.073.780 bp
| | | | | | |

GBM-DOKU-B bam Coverage

GEM-DOKU-8 bam

GBM-LIKIT-B.bam Coverage

GBM-LIKIT-8.bam

Sequence = [[T T T T A A A T
L [

T A T G G A G T A T G T G T € T 66 T G G A G A €C G A G A G T A

[x] E i)

RefSeq Genes

Sekil 4.25: GBM 8 nolu hastada saptanan JAK2 ¢.1849G>T mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilastirmali IGV goriintiisii.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg13 ~ | |dr1o | |chr10:88,720,631-89,720,669 G T <4« » @ o= 2 | Sl =+l
pisd pi3 pl23l pl2l  pilZl qiLZl qil23 a7i2 aZZl  q223 q:i!. 02333 q2431 q251 253  q26d3 g6
- 40 bp -
0.630 bp 89.720.640 bp 89.720 630 bp 89.720 660 bp a3
| | | |

GBM-DOKLU-8.bam Coverage

GBM-DOKU-8.bam

GBM-LIKIT-8.bam Coverage

GBM-LIKIT-8.bam

chr10:89.720.650

Total count: 2445
A:2(0% 1+,1-)
C:1(0%, 1+,0-)
G: 2384 (983%, 1193+, 1191-)
T: 48 (2%, 46+, 2-)
N 10 (0%, 8+, 1-)

Sequence - T 1T 71T CTT

T T T T

T T 1T T1TTTTTTAG

T G T T TCATCTT T T|

DEL: 13 |

RefSeq Genes

INS: 0

FTEN

Sekil 4.26: GBM 8 nolu hastada saptanan PTEN ¢.802-1G>A mutasyonunun doku ve likit biyopside karsilagtirmali IGV goriintiisi.
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File Genomes View Tracks Regions Tools Help

File Genomes View Tracks Regions Tools Help

£.690.730 bp
|

Human hg19 © dri | chr1059,690,766-89,690,324 o £« » @M % @ | Eunmn
- 40bp
89.690.800 bp 83630810 bp 89650820 bp

GBI-DOKU-10.bam Coverage

GB-DOKU-10.bam

GBN-LIKIT-10.bam Coverage

GB-LIKIT-10.bam

| II IIIIIIIIIIIIII

chr1(:89.690.805

Total count: 363

Al

C:0

G:362 (100%, 177+, 185-)

Human ha1s v drt7 o |ehr17:7,577,519-7,577,557 o B < » @ @ = 2 Lo
P32 PG pl2 I pill qiT g1 q2d qU3l  qA3 g2 g8l g3 qE2 W51 a3
10bp
7.577.520bp 1.577.530 bp 1.577.540 bp T.577.550 bp
!

GBN-DOKU-10.bam Coverage

GBM-DOKU-10.bam

| | | |
Fr‘m MIMIII

GBM-LIKIT-10.bam Coverage

chrl7:7.577.538

Total count: 491

A:0

C: 480 (100%, 241+, 248-)
G:0

T:2(0% 1+,1-)

N

Sequence -

RefSeq Genes

TTTAAACTTTTCTTTTAGTTGTGCTGARAGACATTATGA C[sequence

PTEN

RefSeq Genes

[TGATGGTGAGGATGGGCCTCC [6GCCGCCCATGCA

TP53

Sekil 4.27: GBM 10 nolu hastada saptanan PTEN ¢.212G>A (solda) ve TP53 ¢.743G>T (sagda) mutasyonunun doku ve likit biyopside
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Accession 1D (Test Product Code) Age
GBM-3-DOKU-LIKIT (LB) 59
Phenafype:  Glighlastoma - i Age of Onset Gene Prevalence Disease Prevalence
64 Years - 11100000
Gene Variant Somatic Frequency: - (1
EGFRe c2361G>A Populafion Fraquency: 66.86% gromAD [Ashkenazi Jewish)
Transcripts) p.Q787Q @ i 52% (of 1211 reads)
NM_D05228.5 Synonymous
Open < Previous Hext = Use Classification || View Bibliography
Filter Setings = || @) Search. 105 variants
Biomarker Alteration
€.2361G=A
07870
c421+584=6
c875G=C
p.P325P
C72T=C
pR243R
c.30T=C
05105
.1953G=A
p.TES1T
.882T=C
p.N294N
cA30-3T=C

Sekil 4.28: GBM 3 nolu hastada bazi polimorfizmlerin doku ve likit biyopside karsilagtirmali QCI Interpret gérintiisii.

karsilagtirmali IGV goriintiisii.

Function

Impact

Synonymous

Synonymous
Synonymous
Synonymous
Synonymous

Synonymous

81

Sex

Ethnicity

55%

1%

100%

55%

100%

1%

100%

4%

100%

100%

4%

100%

Somatic Frequency

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency

66.86% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

41.73% gnomAD
(Latino)

89.83% gnomAD
(African)

99.98% gnomAD
(East Asian)

51.03% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

100.00% gnomAD
(East Asian)

35.47% gnomAD
(African)

T7.74% gnomAD
(European)

L]

View Seffings =

a



Accession ID (Test Product Code)
GBM-6-DOKU-LIKIT (LB)

Phenotype  Glighlastoma .|
Gene Variant
ROS1g@ c3NAT
Transcripl(s) ASAIN normal T8

NM_001378902 1

Open < Previous Next =

69 Female

Age of Onset Gene Prevalence
64 Years © -

Disease Prevalence
1100000 ¢

Somatic Frequency: - (2

Population Frequency: 87.55% gnemAD (African)
Allele Fraction: 52% (of 3059 reads)
Impact: Synonymous

Use Classification = View Bibliography

Filter Setfings = | @ Search...

ol af of ol ol o
g

1 99 variants

Alteration Function Impact

3308 T
pLIOL Lromal) Sinonymeus

A971G=A
T  normal Synonymous

€.3840-5T=C [ rormai ] -

C58234A-G [ normal } -
:‘_2222;};;0 [ normai ] Synanymous
. e p—
:m;{: @ Missense
:26?23;’26 Missense

Sekil 4.29: GBM 6 nolu hastada bazi polimorfizmlerin doku ve likit biyopside karsilagtirmali QCI Interpret gérintiisii.
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Ethnicity

92%

52%

98%

43%

53%

24%

54%

54%

Cases

46%

49%

92%

45%

49%

52%

53%

53%

‘Somatic Frequency

Diagnosis
Glioblastoma

Max Population Frequency
§7.55% gnomAD
(African)

13.97% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

54.08% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

17.44% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

16.43% gnomAD
(Ashkenazi Jewish)

25.23% gnomAD
(European)
25.02% gnomAD
(European)
24.90% gnomAD
(European)

View Seffings ~

a



File Genomes View Tracks Regions Tools Help

File Genomes View Tracks Regions Tools Help

Human hg 19 | 7 v

chr15, 48045, 24,082 ‘m‘ & o« » @0 = @ | Bl

<

Human hg19 v | drb

117, 725,550-117, 725,537 o f o4 » @O x 2 | B
I-]:-:-]:-:-.}-:-.:-:F].:-:-:-:-:
BDEL D3 pRJ P pla3 L2 12 G1F a4l 15 alel @1 a2 62233 G244l a2
10p

55248050 bp 55,248 080 bp 55249070 bp 55.249.080 bp 40bp

| | | | |

pENITEE Il EEE N N NIDOEN BN
P21 pIL2 pIo3 pi4d plAl pi22 pill QL2 qadl  q2 a1 g3l @3 q32L q33 a3 qded

147,725 560 bp 17.725.570 bp 17.724.580 bp 117.725.590 bp
| | | | | |

-5

GBI-DOKU-3.bam Coverage

GEN-DOKU-B.bam Coverage

GBUDOKU-3 bam
GEN-DOKU-B.bam

p-181g
GBM-LIKIT-3.bam Caverage GBM-LIKIT-6.bam Coverage

P15 ‘

Sequence = [TGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGCTCAT G C| Sequence = ([GAAGCAANRGGGAGCAGTTGGTAGGTCTGCATTTTCTGG GG G

GBN-LIKIT-8.bam

RefSeq Genes RefSeq Genes

EGFR ROS1
L i

Sekil 4.30: GBM 3 nolu hastada EGFR ¢.2361G>A polimorfizminin (solda) ve GBM 6 nolu hastada ROS1 ¢.330A>T polimorfizminin (sagda)
doku ve likit biyopside karsilagtirmali IGV goriintiileri.
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Tablo 4.6: Molekiiler analiz sonucu drneklerde saptanan varyantlarin listesi.

Ornek Saptanan varyant VAF / dbSNP Patojenite
Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik, COSMIC: 10659 (MSS)
GBM-DOKU-1 TP53 ¢.817C>T(p.Arg273Cys) %66 /rs121913343
GBM-LIKIT-1 - - -
Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Olasi patojenik
TP53 ¢.584T>C(p.11e195Thr) %62 / rs760043106

GBM-DOKU-2 MET ¢.1949G>A(p.Ser650Asn) %36 / rs- Varsome ACMG: VUS
GBM-LIKIT-2 - - -

TP53 ¢.746G>A(p.Arg249Lys) %52 / rs587782329 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Olasi patojenik
GBM-DOKU-3 PTEN ¢.80-1G>C %59 / rs786204914 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Olasi patojenik
GBM-LIKIT-3 - - -

PTEN c¢.313T>A(p.Cys105Ser) %45 / rs- Varsome ACMG: Olas1 patojenik

EGFR ¢.1787C>T(p.Pro596L eu) %19 / rs1477025000 Varsome ACMG: VUS, COSMIC: 1169666 (MSS)
GBM-DOKU-4 TP53 ¢.1031T>C(p.Leu344Pro) %4.19 / rs121912662 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik
GBM-LIKIT-4 - - -
GBM-DOKU-5 - - -
GBM-LIKIT-5 - - -
GBM-DOKU-6 TP53 ¢.451C>T(p.Prol151Ser) %92 / rs28934874 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Olasi patojenik, COSMIC: 133656 (MSS)
GBM-LIKIT-6 - - -
GBM-DOKU-7 - - -
GBM-LIKIT-7 - - -

PTEN c.802-1G>A %33 /151257124719 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik, COSMIC: 28919 (MSS)

GBM-DOKU-8 JAK2 ¢.1849G>T (p.Val617Phe) %2..72 / rs77375493 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik
GBM-LIKIT-8 JAK2 ¢.1849G>T (p.Val617Phe) %8.77 [ rs77375493 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik
GBM-DOKU-9 - - -
GBM-LIKIT-9 - - -
GBM-DOKU-10 TP53 ¢.743G>T (p.Arg248Leu) %75 / rs11540652 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Olasi patojenik, COSMIC: 87196 (MSS)
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PTEN c.212G>A (p.Cys71Tyr) %73 / rs1554897856 Varsome ACMG: Patojenik, Clinvar: Patojenik, COSMIC: 5102 (MSS)

GBM-LIKIT-10 = = =

Tablo 4.7: Calismada kullanilan hastalarin bilgileri.

IDH . .

Ornek kodu Yas Tam Grade mutasyonu Primer/niiks Radyasyon Kemoterapi Komplikasyon  Niiks
GBM-1 66 Glioblastom 4 negatif primer evet evet yok yok
GBM-2 68 Glioblastom 4 negatif primer evet hayir evet evet
GBM-3 60 Glioblastom 4 negatif primer hayir hayir yok yok
GBM-4 75 Glioblastom 4 negatif primer hayir hayir yok evet
GBM-5 57 Glioblastom 4 negatif primer hayir hayir yok yok
GBM-6 69 Glioblastom 4 negatif primer hayir hayir yok yok

evet
(radyoterapi
eszamanli
GBM-7 63 Glioblastom 4 negatif primer evet temozolomid) yok evet
GBM-8 57 Glioblastom 4 negatif primer evet hayir yok evet
GBM-9 61 Glioblastom 4 negatif primer evet hayir yok yok
GBM-10 52 Glioblastom 4 negatif primer hayir hayir yok yok
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Tablo 4.8: Doku drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

GBM- GBM- GBM- GBM- GMB- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM-
DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU- DOKU-
chr Target 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 MTOR: Exon 58/58 = 395,43 1.033,24 569,65 120356 634,73 1.886,20 1.279,03 1.776,87 690,91 603,46
1 MTOR: Exon 57/58 488,23  1.286,09 752,06 1.342,65 680,05 2.126,80 1.550,56 2.280,02 775,57 655,14
1 MTOR: Exon 56/58 = 428,32 1.139,29 664,63 1.180,04 678,59  1.888,00 1.33555 1.957,04 706,63 578,82
1 MTOR: Exon 55/58 444,35 1.256,68 694,19 1.36528 657,70  2.034,77 1.39591 2.109,62 742,90 627,52
1 MTOR: Exon 54/58 = 411,72 1.088,09 689,46 1.216,54 650,11  1.924,67 1.312,10 1.964,27 616,28 564,22
1 MTOR: Exon 53/58 478,31  1.384,92 789,39 1.349,70 70526  2.259,84 153349 2.316,93 746,45 671,06
1 MTOR: Exon 52/58 = 444,33  1.266,04 709,27 1.249,70 633,30  2.023,98 1.420,07 2.09525 744,53 644,91
1 MTOR: Exon 51/58 476,99  1.205,69 73494 1.267,43 61523  2.104,96 1.37597 2.072,02 645,32 585,50
1 MTOR: Exon 50/58 =~ 432,04 1.089,93 629,77 1.148,26 657,48  1.797,75 1.174,77 1.813,82 614,98 540,27
1 MTOR: Exon 49/58 501,64 1.337,64 760,99 1.279,71 64599  2.154,08 1.508,45 2.39598 662,94 648,73
1 MTOR: Exon 48/58 530,25 1.387,04 804,37 1.384,53 712,25 2.237,70 1.63851 2.433,80 754,99 689,70
1 MTOR: Exon 47/58 485,29 141046 831,83 1.298,76 768,32 2.168,19 154344 2.462,84 762,09 661,28
1 MTOR: Exon 46/58 563,93  1.396,10 870,04 137458 736,42 2.278,36 1.565,11 2.490,61 763,84 687,80
1 MTOR: Exon 45/58 510,21  1.413,07 80348 1.338559 678,88 2.212,09 1.466,89 2.319,19 744,14 678,39
MTOR: Exon
1 43/58, Exon 44/58 576,42 149329 83525 1.483,63 779,34 233357 162307 250527 846,66 741,52
1 MTOR: Exon 42/58 478,73  1.236,05 746,14 1.286,54 59527  2.044,64 1.409,00 2.148,34 728,03 600,39
1 MTOR: Exon 41/58 502,58 1.284,02 801,83 1.310,12 623,52 2.084,89 1.41536 2.310,17 761,69 626,81
1 MTOR: Exon 40/58 531,35 1.32399 826,09 1.334,04 667,81  2.260,13 1.470,54 2.284,61 797,54 640,94
1 MTOR: Exon 39/58 502,22 1.421,86 830,12 1.401,85 746,05 2.283,88 1.560,69 2.436,67 768,05 718,32
1 MTOR: Exon 38/58 547,38 1.43531 93529 148576 756,64 2.453,83 1.552,76 2.454,00 802,73 688,29
1 MTOR: Exon 37/58 594,08  1.405,39 773,32 146282 693,32 2.369,04 1.592,03 2.330,30 802,48 652,65
MTOR: Exon
1 35/58, Exon 36/58 589,00 1.49152 87345 152319 736,47 240147 158841 253048 83591 742,18
1 MTOR: Exon 34/58 587,78  1.431,22 873,42 145426 663,76  2.356,07 1.596,52 2.386,06 807,62 738,97
1 MTOR: Exon 33/58 495,23  1.33943 774,32 1.389,09 700,07 2.168,88 1.40350 2.132,25 762,97 667,32
1 MTOR: Exon 32/58 523,34  1.30590 777,52 145953 633,99 2.292,16 1.560,91 2.251,32 722,79 653,29
1 MTOR: Exon 31/58 487,27 1.201,62 736,27 1.269,11 @ 582,55  2.200,56 1.420,95 2.148,20 757,92 719,74
1 MTOR: Exon 30/58 559,65 1.588,55 878,33 1.554,25 717,00 257857 1.58595 2.518,20 986,88 716,97
1 MTOR: Exon 29/58 457,77  1.199,23 69291 1.241,42 720,42 214514 1.259,84 1.988,32 734,64 635,27
MTOR: Exon
1 27/58, Exon 28/58 648,28  1.653,97 954,65 1.607,44 857,00 2.702,86 1.709,71 2.637,21 851,66 776,90
1 MTOR: Exon 26/58 589,04 1.471,62 88557 144389 71505 2.363,60 1.44457 2.358,86 749,92 678,63
1 MTOR: Exon 25/58 525,09 1.323,88 787,28 1.297,42 663,74  2.328,50 1.465,17 2.341,51 753,65 646,22
1 MTOR: Exon 24/58 520,69 1.31521 759,78 1.391,92 734,14 2.21855 1.384,38 2.109,55 761,73 661,59
1 MTOR: Exon 23/58 622,20 1.509,55 84498 1.556,21 731,40 2.544,73 1.632,99 2.399,95 834,38 727,39
1 MTOR: Exon 22/58 509,02  1.194,76 727,21 1.24749 631,72 2.112,73 1.421,62 2.094,08 728,58 612,50
1 MTOR: Exon 21/58 543,09 1.45548 804,70 1.392,80 679,05 2.231,87 1.432,09 2.342,53 805,23 729,86
1 MTOR: Exon 20/58 455,35 1.222,76 700,83 1.23581 618,07 2.007,12 1.288,92 1.989,05 679,31 563,35
1 MTOR: Exon 19/58 606,64 1.501,48 879,03 1.502,71 780,21 2.502,34 1.64348 2.567,19 846,83 741,81
1 MTOR: Exon 18/58 588,98  1.321,52 84534 140511 635,07 2.253,92 1.55452 2.329,38 754,20 660,97
1 MTOR: Exon 17/58 575,78 1.333,05 85450 1.364,67 70521 2.207,85 1.475,78 2.301,97 769,88 688,63
1 MTOR: Exon 16/58 514,34  1.263,05 762,81 1.408,76 764,22 2.159,44 1.487,88 2.247,09 770,48 662,39
1 MTOR: Exon 15/58 528,15 1.171,66 74052 1.299,32 644,20 2.042,89 1.307,54 1.953,21 722,35 612,96
1 MTOR: Exon 14/58 528,79  1.310,36 711,88 1.269,16 @ 627,91  1.971,65 1.391,52 2.160,21 712,00 642,47
1 MTOR: Exon 13/58 612,65 1.452,68 860,35 142135 773,40 2.358,82 1.617,72 2.512,33 826,01 699,39
1 MTOR: Exon 12/58 601,37 1.483,08 880,36 1.46537 75513 244558 1.670,00 2.536,31 838,38 751,30
1 MTOR: Exon 11/58 633,55 1.595,90 892,29 1.419,03 848,91 2.229,65 1.672,61 2.593,82 890,01 809,51
1 MTOR: Exon 10/58 493,16 1.17465 692,85 1.261,13 646,28  1.951,47 1.396,35 2.168,02 669,37 620,84
1 MTOR: Exon 9/58 598,74  1.438,23 83942 143120 81131 2.231,16 162595 2.44220 787,82 735,96
MTOR: Exon 7/58,
1 Exon 8/58 657,94 1.612,44 896,56 1.537,96 870,39 2.486,92 1.779,15 2.746,29 901,83 823,58
1 MTOR: Exon 6/58 529,03 1.282,46 76557 1.354,63 738,19 217477 1.631,19 2.507,37 773,97 685,48
1 MTOR: Exon 5/58 588,36  1.490,89 850,83 1.41555 791,25 223281 1.777,37 2.710,34 939,94 760,25
1 MTOR: Exon 4/58 625,52 151586 852,79 1.468,88 860,43 2.362,96 1.838,23 2.728,87 878,39 814,65
1 MTOR: Exon 3/58 508,87 1.196,66 708,50 1.238,03 629,36 2.013,66 1527,12 2.282,60 787,97 639,54
1 MTOR: Exon 2/58 585,99 1.386,29 869,17 1.329,48 761,86 2.139,66 1.726,04 2.609,90 874,03 718,05
1 MPL: Exon 10/12 526,53 119242 68449 1.677,65 1.007,83 1.881,81 1.321,69 2.19235 712,61 635,45
IL12RB2: Exon
1 16/16 522,76 141325 83340 1.504,81 1.139,20 2.618,53 1.676,58 2.600,41 846,11 779,83
1 NRAS: Exon 4/7 618,24  1.255,72 706,75 1.473,29 1.026,91 2.465,81 1.384,93 2.110,59 900,89 711,16
1 NRAS: Exon 3/7 365,94 806,01 396,91 869,11 67251 148744 979,35 150753 546,90 442,34
1 NRAS: Exon 2/7 559,49 1.218,64 682,81 1.55399 91299 246593 1.737,20 2.155,78 953,10 646,16
1 SPTAL: Exon51/52 857,13 1.516,75 789,20 1.746,98 1.033,03 3.176,82 1.376,45 2.267,67 928,96 850,82

87



[ = == 5

NN

NN

N

N NN DNDPNDDNDND

N

WwWwwwwwww W wwwww W WwwwN

w W ww

w

Tablo 4.8 (devam): Doku orneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

DDR2: Exon 18/19
ADCY10: Exon
11/33
NPHS2: Exon 8/8
LAMBS3: Exon 4/23
IRF6: Exon 5/9
OBSCN: Exon
10/81
DNMT3A: Exon
23/23
ALK: Exon 25/29
ALK: Exon 23/29
SLC3A1: Exon
1/10
MSH®6: Exon 5/10
FSHR: Exon 1/10
HK2: Exon 16/18
ABCB11: Exon
24/28
LRP2: Exon 29/79
TTN: Exon 253/312
A
TTN: Exon 253/312
B
IDH1: Exon 4/10
ERBB4: Exon
23/28
ERBBA4: Exon
15/28
ERBB4: Exon 9/28
ERBB4: Exon 8/28
ERBB4: Exon 7/28
ERBB4: Exon 6/28
ERBB4: Exon 4/28
ERBB4: Exon 3/28
ABCA12: Exon
43/53
NHEJ1: Exon 8/8
COL4A4: Exon
39/48
SUMFL1: Exon 9/9
ITPR1: Exon 19/58
VHL: Exon 1/3
VHL: Exon 2/3
VHL: Exon 3/3
RAF1: Exon 15/17,
Exon 16/17, Exon
17/17
RAF1: Exon 14/17
RAF1: Exon 13/17
RAF1: Exon 12/17
RAF1: Exon 11/17
RAF1: Exon 10/17
RAF1: Exon 8/17,
Exon 9/17
RAF1: Exon 7/17
RAF1: Exon 6/17
RAF1: Exon 5/17
RAF1: Exon 4/17
RAF1: Exon 3/17
RAF1: Exon 2/17
MLH1: Exon 12/19
CTNNBL1: Exon
3/15
CXCR®6: Exon 2/2
FOXL2: Exon 1/1
GYGL1: Exon 5/8
PIK3CA: Exon
2/21

670,38

549,87
628,03
755,59
648,79

614,19

454,91
676,26
655,67

426,02
506,76
716,56
708,48

826,05
691,26

949,84

860,99
593,43

692,99

771,76
697,03
739,67
605,93
712,46
762,03
961,46

636,61
609,23

592,71
630,37
615,28
281,25
356,02
356,80

523,08
457,94
377,00
480,20
392,13
439,66

458,17
431,61
403,14
446,37
386,63
373,32
448,29
450,61

764,87
879,37
391,60
437,01

1.006,19

1.200,46

1.229,61
1.427,89
1.546,00
1.438,18

1.353,56

1.201,16
1.559,64
1.469,08

1.092,94
1.312,34
1.449,86
1.623,60

1.497,36
1.321,33

1.677,34

1.533,53
1.416,34

1.254,99

1.593,25
1.395,46
1.466,05
1.165,38
1.411,87
1.507,43
1.777,91

1.319,65
1.461,80

1.350,54
1.516,57
1.391,97
989,42
1.228,99
1.140,65

1.574,93
1.409,84
1.044,87
1.426,11
1.141,43
1.379,21

1.382,48
1.288,35
1.247,09
1.422,91
1.205,17
1.168,97
1.361,73
958,86

1.606,04
1.918,87
1.387,23
1.338,32

2.287,62

705,63

690,35
783,25
819,29
718,07

674,66

616,51
758,18
779,83

588,85
757,12
733,82
781,33

773,62
719,30

789,80

732,38
778,27

638,27

823,27
722,99
748,03
623,82
784,92
739,18
814,75

679,45
749,00

714,16
1.114,70
960,82
834,11
1.026,21
1.015,20

1.140,18
1.126,62
853,48
1.129,94
908,77
1.081,54

1.014,11
1.035,53
1.024,53
1.075,57
874,43
916,93
1.075,50
674,33

1.014,77
1.258,85
624,59
566,45

946,14

1.402,70

1.446,26
1.447,76
1.580,77
1.502,74

1.414,17

1.241,23
1.523,77
1.402,75

1.108,43
1.442,82
1.602,63
1.695,87

1.664,67
1.645,00

1.882,96

1.635,47
1.590,42

1.583,48

1.948,56
1.720,42
1.762,81
1.519,00
1.746,40
1.805,56
2.116,30

1.518,54
1.500,53

1.511,82
1.536,46
1.601,03
1.049,67
1.235,51
1.131,22

1.553,66
1.441,43
1.256,30
1.463,14
1.157,35
1.346,64

1.491,68
1.359,00
1.344,93
1.453,73
1.304,61
1.167,25
1.405,42
1.071,83

1.597,19
1.699,71
1.155,79
1.040,03

1.896,12

939,38

1.059,19

1.071,54

1.055,21
984,77

990,45

918,75
1.157,52
941,44

903,91
1.188,68
1.047,32
1.079,42

1.171,05
997,18

1.107,96

957,41
1.119,75

920,04

1.177,61
1.081,47
1.163,98
948,55
1.058,51
1.094,74
1.308,56

1.102,24
1.149,54

1.023,41
1.021,60
1.169,60
879,16
1.105,64
1.029,66

1.209,94
1.131,69
901,50
1.212,80
1.026,40
1.091,85

1.119,72
867,93
1.142,07
1.098,83
1.008,23
965,34
1.174,77
784,29

990,36
1.166,10
1.026,27

717,38

1.256,34

88

2.476,58

2.395,35
2.690,07
2.628,39
2.651,22

2.189,90

1.739,29
2.677,49
2.364,82

1.791,21
2.216,17
2.527,27
2.696,17

2.803,88
2.703,63

3.211,84

2.964,63
2.379,98

2.609,10

3.075,50
2.665,43
2.761,62
2.352,73
2.898,37
2.989,45
3.511,86

2.569,18
2.396,49

2.564,98
2.785,33
2.808,53
1.466,84
1.863,93
1.878,40

2.522,35
2.279,66
1.952,22
2.331,72
1.970,48
2.185,58

2.317,60
2.174,39
2.219,54
2.294,27
1.992,59
1.942,41
2.251,34
1.688,84

2.746,98
3.138,86
1.684,37
1.846,10

3.111,70

1.223,49

1.372,50
1.396,26
1.674,18
1.497,77

1.438,67

1.409,80
1.599,20
1.567,69

1.215,61
1.484,94
1.326,83
1.573,38

1.474,20
1.402,80

1.526,68

1.447,67
1.562,22

1.273,07

1.595,44
1.369,33
1.521,54
1.227,86
1.412,87
1.472,22
1.682,41

1.356,26
1.424,99

1.419,57
1.514,35
1.511,16
1.645,55
1.540,19
1.407,32

1.593,15
1.432,33
1.183,95
1.680,75
1.344,58
1.432,60

1.463,32
1.372,29
1.327,88
1.433,90
1.259,62
1.280,63
1.531,91
1.026,14

1.430,34
1.791,37
1.472,75
1.015,61

1.594,38

1.912,74

2.129,33
2.210,10
2.550,86
2.270,83

2.192,91

2.179,46
2.540,46
2.426,72

1.894,89
2.267,18
2.231,15
2.622,13

2.476,05
2.155,22

2.693,14

2.431,94
2.334,43

2.074,98

2.490,26
2.184,27
2.405,24
1.970,93
2.417,75
2.349,02
2.809,76

2.210,45
2.329,84

2.244,85
2.978,08
2.773,04
2.569,99
3.030,44
2.811,85

3.233,03
2.772,05
2.288,78
3.115,39
2.534,86
2.869,01

2.748,35
2.683,29
2.604,50
2.737,79
2.435,72
2.462,09
3.022,97
1.983,46

2.992,92
3.651,64
3.134,00
1.909,24

3.118,87

71928 667,16
74220 718,34
77275 73851
98453 86597
89523 734,73
77673 810,31
686,57 511,40
877,66 759,07
837,92 647,31
64415 51566
748,68 593,08
84395 709,73
991,18 797,14
928,44 709,46
829,11 649,76

1.07523 824,77
917,92 71343
91161 63297
936,64 626,34

111443 736,38
95823 670,65

1.021,76 775,94
84125 580,55

101675 690,12

1.076,11 733,65

1.208,68 874,73
84274 64523
84372 659,07
80355 615,11
82448 944,94
824,98 942,99
704,70 594,28
77601 72851
71197 672,74
836,79 873,30
799,33 772,28
71462 649,90
80575 772,25
72475 622,61
789,85 758,94
779,87 719,97
764,36 689,87
74320 688,51
79516 764,61
73650 677,52
674,40 649,41
82008 761,29
516,69 538,70
93596 971,71

1.093,08 1.185,18
651,99 720,09
53853 592,72

1.112,27 1.049,45
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Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

PIK3CA: Exon
5/21
PIK3CA: Exon
7/21
PIK3CA: Exon
8/21, Exon 9/21
PIK3CA: Exon
10/21
PIK3CA: Exon
14/21
PIK3CA: Exon
19/21
PIK3CA: Exon
21/21
FGFR3: Exon 7/18
FGFR3: Exon 9/18
FGFR3: Exon
14/18, Exon 15/18
FGFR3: Exon
16/18
FGFR3: Exon
18/18
EVC: Exon 8/21
PDGFRA: Exon
12/23
PDGFRA: Exon
14/23
PDGFRA: Exon
15/23
PDGFRA: Exon

18/23
Exon 1/21
Exon 2/21
Exon 3/21
Exon 4/21
Exon 5/21
Exon 6/21
Exon 7/21
KIT: Exon 8/21
KIT: Exon 9/21
KIT: Exon 10/21,
Exon 11/21
KIT: Exon 12/21,
Exon 13/21
KIT: Exon 14/21
KIT: Exon 15/21
KIT: Exon 16/21
KIT: Exon 17/21
KIT: Exon 18/21,
Exon 19/21
KIT: Exon 20/21
KIT: Exon 21/21
KDR: Exon 30/30
KDR: Exon 27/30
KDR: Exon 26/30
KDR: Exon 21/30
KDR: Exon 19/30
KDR: Exon 11/30
KDR: Exon 7/30
KDR: Exon 6/30
ARHGAP24: Exon
4/10
ARHGAP24: Exon
9/10
DSPP: Exon 4/5
FBXWT7: Exon
11/12
FBXW?7: Exon
10/12
FBXW?7: Exon 9/12

KIT:
KIT:
KIT:
KIT:
KIT:
KIT:
KIT:

808,75
672,16
804,53
494,60
414,95
575,74

812,18
472,60
455,25

393,15
372,92

514,81
415,26

988,95
1.142,51
993,92

1.392,96
1.126,14
1.845,22
1.807,24
1.615,81
1.673,04
1.958,64
1.786,98
1.633,33
1.992,25

2.043,76

2.031,58
1.891,42
1.781,02
1.497,05
1.723,99

1.996,02
1.600,61
1.707,70
1.440,89
1.350,90
1.303,97
1.469,41
1.483,27
1.307,56
1.382,84
1.324,25

601,63

704,86
383,99

834,48

693,60
745,19

1.896,67
2.013,46
2.304,15
1.579,57
1.281,84
1.715,43

2.551,17
1.539,81
1.421,99

1.177,95
1.160,36

1.548,22
1.344,87

1.163,57
1.280,28
1.276,77

1.621,34
1.282,92
1.878,39
1.762,02
1.608,56
1.705,79
1.957,55
1.797,63
1.645,64
1.980,69

1.959,01

1.967,72
1.756,11
1.730,76
1.505,36
1.747,22

2.029,26
1.540,65
1.646,72
1.510,82
1.410,47
1.453,07
1.506,44
1.541,72
1.411,66
1.365,45
1.366,90

1.430,65

1.738,53
1.195,40

1.601,35

1.363,43
1.476,13

748,54
827,91
881,58
601,03
495,19
719,37

976,71
760,22
787,46

698,72
605,95

865,13
723,72

4.064,79
4.499,42
4.067,28

5.836,57
4.744,33
2.344,48
2.356,26
2.032,18
2.009,40
2.343,11
2.252,31
2.038,89
2.238,03

2.453,75

2.529,16
2.142,57
2.123,82
1.747,02
2.069,56

2.479,54

1.905,38

2.079,95
879,02
843,89
778,37
892,90
844,33
764,16
783,31
810,75

786,56

854,57
624,11

758,53

632,71
763,05

1.539,99
1.77491
1.924,24
1.567,25
1.150,16
1.620,65

2.119,56
1.392,38
1.390,62

1.132,11
1.092,98

1.448,23
1.553,54

1.223,78
1.409,40
1.461,97

1.499,50
1.485,69
1.956,06
1.765,79
1.782,91
2.005,63
2.194,59
1.939,97
1.699,62
2.011,04

2.011,64

2.025,53
1.976,04
1.848,72
1.529,16
1.877,92

2.048,91
1.683,48
1.706,39
1.683,58
1.415,51
1.336,80
1.615,71
1.556,55
1.519,43
1.424,04
1.469,91

1.578,62

1.774,61
1.330,06

1.745,63

1.575,80
1.778,60

1.087,87
1.163,02
1.280,63
1.060,77
717,27
983,22

1.368,56
1.136,72
975,05

863,29
813,65

1.077,76
1.095,40

839,00
942,75
961,70

1.163,05
1.020,48
1.267,84
1.107,95
1.105,33
1.200,83
1.316,87
1.338,11
1.088,81
1.210,95

1.247,03

1.284,94
1.192,85
996,19
1.039,21
1.143,28

1.302,12
1.048,00
1.083,91
1.145,28
828,40
865,03
1.168,72
947,11
1.027,09
948,84
983,08

877,39

1.154,21
832,13

1.026,51

884,35
1.007,83

89

2.706,49
2.848,25
3.149,71
2.405,39
1.942,76
2.586,44

3.444,88
1.705,83
1.769,37

1.421,43
1.347,81

1.741,32
2.082,24

1.931,79
2.158,91
2.031,74

2.713,46
2.207,66
3.169,13
2.941,62
2.993,39
2.901,87
3.499,30
3.150,15
2.872,86
3.300,19

3.309,11

3.333,44
3.202,25
3.074,50
2.500,99
2.853,87

3.400,67
2.869,44
2.838,08
2.625,38
2.505,52
2.214,70
2.857,51
2.659,36
2.482,46
2.325,60
2.315,43

2.639,51

3.086,03
2.189,93

2.954,37

2.338,44
2.943,18

1.378,01
1.410,39
1.603,76
1.161,06
961,62
1.355,50

1.761,28
1.958,97
1.876,36

1.543,72
1.460,75

1.842,09
1.451,02

1.185,91
1.342,93
1.260,33

1.680,05
1.419,00
1.714,36
1.538,56
1.445,84
1.530,83
1.804,53
1.733,38
1.376,70
1.586,32

1.627,65

1.642,17
1.580,82
1.473,97
1.275,47
1.440,11

1.654,29
1.433,83
1.433,39
1.442,76
1.307,02
1.318,96
1.456,08
1.450,54
1.401,40
1.276,54
1.351,53

1.335,93

1.629,27
1.198,52

1.478,63

1.252,66
1.393,63

2.772,99
2.776,74
3.193,78
2.248,08
1.978,44
2.544,42

3.473,20
3.351,03
3.140,00

2.561,67
2.381,99

3.030,53
2.234,90

1.833,83
1.974,63
1.841,86

2.628,06
2.399,71
2.832,81
2.614,36
2.363,91
2.445,95
2.896,53
2.712,73
2.334,43
2.646,59

2.683,00

2.803,65
2.623,11
2.425,84
2.102,46
2.372,24

2.778,83
2.362,54
2.428,15
2.255,49
2.053,50
1.924,23
2.381,53
2.268,43
2.073,50
2.122,97
2.081,93

2.224,24

2.697,50
1.829,71

2.312,42

2.048,65
2.258,54

896,63 891,45

913,72 916,32

1.080,21 1.038,92

751,46 704,79
57341 557,22
870,88 71557

1.155,62 1.103,79
838,72  1.000,20
73290 903,30
589,79 727,45
605,74 706,12
767,34 946,00
84958 851,66
679,75 753,90
766,76 841,72
71392 819,18
99596  1.000,60
76354 881,23

1.026,20 1.223,04

1.012,45 1.109,13

1.002,11 1.048,12

1.085,46 1.088,66

1.236,86 1.245,05

1.126,07 1.080,41
914,37  1.014,12

1.076,41 1.165,52

1.082,09 1.194,96

1.074,65 121321

1.127,08 1.184,74
951,60 989,74
867,29 92326

1.048,75 1.101,70

113496 1.295,50
87509 950,80
89250 102521
80159 933,19
763,46 83845
73692 891,09
87871 989,23
879,40 937,26
82158 968,03
82890 876,84
798,66 861,46
84875 936,39
888,06 970,55
71645 686,51

1.006,34 1.012,38

801,82
974,18

809,70
955,26
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Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

FBXW?7: Exon 8/12
FBXW?7: Exon 5/12
DNAHS5: Exon
7279
DNAHS5: Exon
38/79
IL31RA: Exon 2/15
VCAN: Exon 8/15
APC: Exon 16/16 A
APC: Exon 16/16 B
APC: Exon 16/16 C
TGFBI: Exon 12/17
SIL1: Exon 4/11
CSF1R: Exon 22/22
CSF1R: Exon 7/22
NPM1: Exon 11/11
ROSL1: Exon 43/43
ROS1: Exon 42/43
ROS1: Exon 41/43
ROS1: Exon 40/43
ROS1: Exon 39/43
ROS1: Exon 38/43
ROS1: Exon 37/43
ROS1: Exon 36/43
ROS1: Exon 35/43
ROS1: Exon 34/43
ROS1: Exon 33/43
ROS1: Exon 32/43
ROS1: Exon 31/43
ROS1: Exon 29/43,
Exon 30/43
ROS1: Exon 28/43
ROS1: Exon 27/43
ROS1: Exon 26/43
ROS1: Exon 25/43
ROS1: Exon 24/43
ROS1: Exon 23/43
ROS1: Exon 22/43
ROS1: Exon 21/43
ROS1: Exon 20/43
ROS1: Exon 19/43
ROS1: Exon 18/43
ROS1: Exon 17/43
ROS1: Exon 16/43
ROS1: Exon 15/43
ROS1: Exon 14/43
ROS1: Exon 13/43
ROS1: Exon 12/43
ROS1: Exon 11/43
ROS1: Exon 10/43
ROS1: Exon 9/43
ROS1: Exon 8/43
ROS1: Exon 7/43
ROS1: Exon 6/43
ROS1: Exon 5/43
ROS1: Exon 4/43
ROS1: Exon 3/43
ROS1: Exon 2/43
ROS1: Exon 1/43
GRM1: Exon 8/8
ESR1: Exon 3/10
ESR1: Exon 4/10
ESR1: Exon 5/10
ESR1: Exon 6/10
ESR1: Exon 7/10
ESR1: Exon 8/10

685,85
774,87

892,35

671,44
601,13
911,89
496,57
628,09
879,02
738,20
678,29
656,50
628,94
348,09
729,99
577,27
631,50
634,90
504,90
580,46
486,00
647,28
580,51
492,92
619,64
570,51
502,29

737,77
541,36
565,93
551,27
697,20
445,02
718,42
446,48
555,58
611,76
594,95
615,10
457,45
613,24
636,63
549,71
592,09
703,37
476,00
567,81
517,69
437,99
561,30
557,27
502,23
496,85
405,61
392,30
497,42
573,20
451,09
501,07
545,81
549,68
532,47
569,81

1.385,63
1.546,32

1.849,45

1.415,11
1.319,16
1.635,58
1.149,32
1.356,47
1.914,37
1.546,05
1.671,72
1.528,48
1.367,05
982,90
1.976,82
1.617,83
1.721,86
1.800,41
1.323,35
1.642,24
1.345,68
1.832,83
1.685,55
1.388,72
1.692,90
1.605,82
1.451,28

2.075,48
1.577,92
1.599,44
1.625,33
1.901,86
1.277,44
1.912,95
853,64
1.559,56
1.592,30
1.571,16
1.657,47
1.328,15
1.869,47
1.933,33
1.511,78
1.832,87
2.101,58
1.385,36
1.615,11
1.509,86
1.194,20
1.753,47
1.613,79
1.568,62
1.406,65
1.128,11
1.108,25
1.475,44
1.621,77
1.497,59
1.603,86
1.703,17
1.696,03
1.564,14
1.779,35

711,01
766,64

876,22

813,88
731,84
903,64
609,27
822,86
1.074,97
812,27
915,21
796,95
665,04
538,65
927,40
698,54
838,04
881,90
676,56
757,34
686,22
784,70
756,98
675,48
795,29
759,67
664,17

1.002,32
728,32
734,83
756,32
898,59
582,55
891,16
629,13
761,01
760,83
807,84
802,69
599,13
881,33
948,82
727,70
822,56

1.027,36
649,58
759,29
755,43
545,01
806,19
765,35
666,25
729,19
557,37
598,01
811,19
785,43
700,91
822,08
802,03
801,20
837,08
889,82

1.603,68
1.905,47

2.047,77

1.654,86
1.322,62
1.854,89
1.231,21
1.524,64
2.075,69
1.593,05
1.718,00
1.608,44
1.222,21
1.269,85
1.372,65
1.222,34
1.288,03
1.311,71
1.026,17
1.142,86
1.078,72
1.410,63
1.276,53
1.220,82
1.335,38
1.149,89
1.029,46

1.518,77
1.318,56
1.202,27
1.242,54
1.409,21
935,84
1.404,69
560,24
1.226,46
1.263,83
1.268,21
1.310,01
999,75
1.416,72
1.378,08
1.082,87
1.145,38
1.405,40
982,87
1.249,93
1.173,43
914,42
1.249,51
1.151,03
1.059,27
1.092,40
885,57
912,60
1.217,93
1.242,92
961,56
1.191,82
1.121,17
1.194,93
1.071,82
1.327,26

879,26
1.111,48

1.145,14

1.099,46
897,43
1.133,96
858,46
1.040,58
1.526,14
1.132,98
1.224,59
1.066,80
908,47
893,79
1.403,46
1.046,04
1.072,10
1.233,89
966,72
966,05
935,30
1.255,14
1.116,99
961,63
1.118,80
1.072,24
961,76

1.444,12
1.179,04
1.045,42
1.140,27
1.301,69
838,86
1.286,42
798,23
950,59
1.089,17
1.198,49
1.245,80
903,37
1.201,76
1.307,16
999,90
1.145,90
1.475,05
848,89
1.038,80
1.034,67
887,78
1.276,39
1.176,05
1.126,40
1.024,62
957,76
831,62
1.161,61
1.039,79
1.089,76
1.103,97
1.182,83
1.123,43
1.081,04
1.373,07

90

2.499,49
2.980,69

3.202,09

2.676,15
2.228,89
2.972,58
2.014,49
2.445,37
3.178,03
2.420,81
2.567,98
2.280,48
1.922,63
1.721,27
3.121,55
2.690,61
2.925,52
3.054,87
2.357,92
2.666,55
2.391,24
3.079,37
2.646,54
2.416,86
2.908,11
2.677,20
2.363,32

3.387,44
2.723,09
2.727,70
2.785,08
3.291,66
2.247,91
3.136,69
2.314,33
2.785,01
2.884,76
3.019,47
2.903,51
2.300,27
3.028,66
3.266,23
2.577,11
2.875,20
3.432,23
2.364,47
2.799,20
2.605,96
2.131,61
2.907,16
2.641,71
2.508,49
2.572,25
2.170,24
2.104,70
2.760,27
2.614,30
1.978,73
2.760,90
2.548,55
2.720,51
2.576,17
2.994,48

1.217,53
1.423,48

1.641,94

1.451,04
1.336,97
1.559,28
1.210,07
1.482,22
1.869,30
1.647,68
1.607,05
1.577,43
1.372,55
1.098,82
1.649,44
1.339,87
1.510,81
1.536,95
1.190,75
1.345,97
1.218,78
1.634,14
1.371,65
1.290,42
1.410,51
1.406,80
1.229,60

1.720,55
1.355,12
1.378,45
1.406,68
1.717,41
1.122,67
1.662,42
1.094,21
1.419,07
1.441,81
1.500,63
1.512,92
1.202,67
1.642,04
1.689,87
1.327,01
1.556,17
1.837,66
1.199,92
1.476,04
1.360,32
1.179,45
1.522,67
1.452,36
1.376,42
1.313,89
1.149,09
1.090,42
1.492,04
1.498,72
1.278,76
1.405,58
1.430,86
1.466,73
1.226,87
1.507,18

1.967,50
2.349,85

2.645,77

2.326,47
2.014,37
2.632,45
1.918,89
2.425,05
3.051,09
2.445,36
2.469,67
2.441,43
2.184,09
1.883,14
2.730,97
2.274,66
2.434,01
2.539,63
1.907,58
2.361,19
2.067,64
2.704,84
2.371,93
2.118,95
2.426,44
2.323,30
2.016,04

3.015,73
2.168,01
2.355,71
2.360,71
2.817,81
1.794,99
2.701,73
1.633,49
2.261,17
2.409,66
2.471,16
2.519,18
2.014,37
2.653,69
2.778,02
2.144,95
2.596,08
3.125,34
1.894,63
2.233,70
2.123,77
1.971,54
2.516,74
2.451,12
2.317,37
2.172,35
1.847,32
1.696,33
2.261,48
2.567,48
2.460,51
2.534,44
2.561,07
2.576,54
2.214,97
2.726,33

911,21
1.047,38

992,39

911,69
785,59
1.013,20
682,12
894,88
1.133,12
973,45
795,32
908,28
680,37
629,78
1.121,42
998,49
1.014,94
1.002,11
792,32
956,75
830,73
1.056,21
1.015,29
927,14
979,41
989,56
844,87

1.263,95
1.008,55
1.028,93
997,78
1.095,01
795,59
1.156,63
602,99
937,45
1.048,45
1.118,49
1.029,70
823,47
1.139,05
1.103,79
899,58
973,60
1.185,98
847,69
973,19
959,54
736,37
1.040,47
951,60
833,06
773,78
751,51
735,36
1.030,75
958,46
709,93
990,56
945,94
935,63
911,30
1.083,55

813,14
977,99

994,87

839,76
705,31
953,48
606,49
778,18
1.071,23
802,29
803,30
771,06
699,68
628,61
1.339,84
1.158,42
1.144,88
1.213,99
868,88
1.071,90
927,87
1.243,67
1.126,76
968,50
1.142,22
1.075,48
973,04

1.391,67
1.068,58
1.120,82
1.086,46
1.245,33
895,66
1.291,03
467,80
1.035,58
1.115,11
1.169,12
1.125,58
927,98
1.265,32
1.303,82
1.029,15
1.196,45
1.435,07
937,66
1.074,54
1.037,57
872,22
1.178,81
1.096,82
1.047,35
1.014,82
836,09
790,10
1.024,14
1.065,06
940,60
1.100,86
1.109,63
1.121,84
1.041,98
1.208,03
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Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

ESR1: Exon 9/10
ESR1: Exon 10/10
SYNE1: Exon
138/146
BMPER: Exon 6/16
ABCA13: Exon
40/62
GRB10: Exon 4/17
EGFR: Exon 3/28
EGFR: Exon 7/28
EGFR: Exon 15/28
EGFR: Exon 18/28
EGFR: Exon 19/28
EGFR: Exon 20/28
EGFR: Exon 21/28
AP1S1: Exon 5/5
MET: Exon 2/21
MET: Exon 3/21
MET: Exon 4/21
MET: Exon 5/21
MET: Exon 6/21
MET: Exon 7/21,
Exon 8/21
MET: Exon 9/21
MET: Exon 10/21
MET: Exon 11/21
MET: Exon 12/21
MET: Exon 13/21,
Exon 14/21
MET: Exon 15/21
MET: Exon 16/21
MET: Exon 17/21
MET: Exon 18/21
MET: Exon 19/21
MET: Exon 20/21,
Exon 21/21
PAX4: Exon 9/9
SMO: Exon 3/12
SMO: Exon 5/12
SMO: Exon 6/12
SMO: Exon 9/12
SMO: Exon 11/12
BRAF: Exon 15/18
BRAF: Exon 11/18
EZH2: Exon 16/20
FGFR1: Exon 7/18
FGFR1: Exon 4/18
PDP1: Exon 3/3
FzZD6: Exon 4/7
JAK2: Exon 14/25
JAK2: Exon 16/25
CDKNZ2A: Exon
2/3
TEK: Exon 13/23
TRPM6: Exon
17/39
GNAQ: Exon 5/7
GNAQ: Exon 4/7
FBP1: Exon 7/7
TDRD7: Exon 2/17
ALDOB: Exon 9/9
ABL1: Exon 4/11
ABL1: Exon 5/11
ABL1: Exon 6/11
ABL1: Exon 7/11
TSC1: Exon 15/23
ADAMTS13: Ex15

587,15
571,41

545,09
1.135,04

1.252,88
1.154,87
72.293,35
75.862,61
77.575,94
77.143,19
81.421,56
86.851,73
72.332,67
347,53
1.536,97
1.037,22
956,52
1.020,46
1.057,08

1.196,44
1.165,05
983,20
1.019,88
1.042,84

1.078,77

1.102,03

1.027,30
998,54
927,40
985,71

1.026,68
732,32
545,28
597,65
539,38
540,14
592,33
723,69
807,29

1.084,00
444,53
490,69
569,67
658,58
750,62
551,90

126,45
429,19

541,09
667,14
656,06
388,93
555,18
638,90
534,50
469,35
584,96
443,15
441,38
519,29

1.843,92
1.785,02

1.713,16
1.582,82

1.841,23
1.751,71
1.468,25
1.543,60
1.619,02
1.588,23
1.728,79
1.929,43
1.558,04
852,74
2.241,54
1.553,46
1.472,74
1.518,31
1.649,42

1.702,02
1.652,14
1.412,31
1.571,49
1.589,19

1.611,88
1.739,11
1.545,65
1.488,71
1.354,81
1.575,11

1.628,55
1.281,38
1.176,27
1.274,83
1.165,28
1.100,72
1.224,33
1.224,55
1.381,09
1.776,66
1.289,40
1.440,37
1.378,22
1.538,83
942,00
765,40

341,64
870,48

1.319,55
1.542,65
1.560,32
1.206,34
1.254,60
1.338,94
1.595,18
1.347,60
1.699,26
1.271,74
1.141,80
1.471,40

969,24
845,14

879,27
823,93

932,93
872,26
765,18
862,88
779,52
837,37
932,80
978,92
807,16
507,32
1.157,47
830,26
796,16
873,51
914,21

940,96
884,19
795,83
864,17
921,09

865,70
971,27
835,46
863,52
708,38
848,46

860,02
694,86
661,86
685,86
681,61
621,56
685,31
727,06
830,33
954,27
784,85
825,05
802,19
856,59
874,77
663,10

291,42
802,53

837,08
853,07
898,42
748,33
742,07
761,02
1.039,34
791,73
915,65
738,63
735,72
868,52

1.375,19
1.196,83

1.158,89
2.218,75

2.152,68
2.189,46
2.545,64
2.607,34
2.610,94
2.555,13
2.803,74
3.017,38
2.546,57
1.320,28
3.171,76
2.376,81
2.029,09
2.208,50
2.403,51

2.662,21
2.390,56
2.074,01
2.462,08
2.387,68

2.479,42
2.607,15
2.749,67
2.322,68
2.093,64
2.331,59

2.274,46
1.321,82
1.182,20
1.310,79
1.147,02
1.092,43
1.206,44
1.710,84
1.868,41
1.970,63
1.314,44
1.417,95
1.580,07
1.853,17
1.903,28
1.562,02

574,89
1.190,61

1.491,87
1.821,95
1.709,02
1.161,09
1.279,85
1.447,00
1.689,79
1.411,09
1.539,10
1.180,92
1.169,94
1.419,42

1.455,86
1.186,04

1.261,70
1.522,53

1.459,37
1.437,84
19.409,30
5.616,28
23.370,83
23.869,57
26.179,85
28.478,40
23.139,77
1.044,34
2.022,03
1.487,17
1.354,53
1.509,24
1.686,63

1.795,49
1.582,37
1.420,69
1.588,78
1.576,09

1.767,10
1.673,35
1.820,14
1.637,46
1.399,60
1.763,91

1.594,04
1.132,07
1.207,15
1.238,61
1.215,34
1.001,84
1.265,82
1.396,76
1.594,75
1.724,83
1.062,30
1.084,85
1.033,41
1.286,74
1.130,83
972,17

365,22
708,69

1.104,74
1.058,74
1.050,83
845,15
842,75
902,59
1.312,63
993,17
1.220,67
937,72
873,21
1.055,25

91

2.921,23
2.826,05

2.799,01
4.203,93

4.097,10
3.911,29
3.690,22
3.918,75
3.877,43
3.794,89
4.068,82
4.482,83
3.635,90
1.739,83
5.331,51
4.096,34
3.565,63
3.742,04
4.167,00

4.373,87
4.177,12
3.724,36
4.073,50
3.963,81

4.044,38
4.358,45
3.835,02
3.769,73
3.272,81
3.792,47

3.918,64
2.820,31
2.384,11
2.849,26
2.549,58
2.180,94
2.432,64
3.288,63
3.939,60
4.322,46
2.039,51
2.275,92
2.705,59
3.107,29
3.393,82
2.488,80

2.428,42
2.759,66

2.506,56
2.959,39
2.967,42
1.963,36
2.291,66
2.602,59
2.611,04
2.095,21
2.318,81
1.925,97
2.016,93
2.305,63

1.666,05
1.592,05

1.633,14
1.757,46

1.861,87
1.950,29
10.462,39
5.380,71
12.291,89
12.268,00
13.501,07
15.680,72
13.205,92
1.478,49
2.201,11
1.617,33
1.520,22
1.590,69
1.732,09

1.742,71
1.727,04
1.505,16
1.637,26
1.590,00

1.694,36
1.952,42
1.782,91
1.631,39
1.532,21
1.670,34

1.805,31
1.501,84
1.539,82
1.644,79
1.559,35
1.439,90
1.628,65
1.426,20
1.608,94
2.013,45
1.597,68
1.632,56
1.559,51
1.506,57
1.502,67
1.216,54

1.204,86
1.273,62

1.430,02
1.552,21
1.552,71
1.305,79
1.267,72
1.309,83
1.587,11
1.277,19
1.524,16
1.254,92
1.126,96
1.618,60

2.966,39
2.809,59

2.771,94
2.970,32

3.167,78
3.349,14
2.688,92
2.991,48
2.882,75
2.947,97
3.190,17
3.756,96
2.922,10
2.303,71
3.936,63
2.814,70
2.707,61
2.728,14
3.030,45

3.117,70
3.139,16
2.577,76
2.760,61
2.713,53

2.887,20
3.241,29
2.724,62
2.702,71
2.552,05
2.847,12

3.026,43
2.416,60
2.387,84
2.737,70
2.404,06
2.381,63
2.737,20
2.234,29
2.596,39
3.293,86
2.432,63
2.360,15
2.321,05
2.375,52
2.329,14
1.884,27

1.652,84
2.199,92

2.288,48
2.344,45
2.345,09
1.963,71
1.886,86
1.932,72
2.723,51
2.284,02
2.760,15
2.270,29
2.003,56
2.691,73

1.096,71
1.005,14

1.038,90
1.165,66

1.143,78
1.140,06
1.137,35
991,04
1.089,04
1.105,18
1.159,18
1.307,17
1.171,97
696,08
1.681,30
1.190,71
1.100,22
1.132,34
1.190,79

1.351,53
1.303,87
1.106,57
1.209,83
1.346,30

1.346,80
1.553,53
1.424,07
1.298,07
1.191,10
1.277,99

1.150,83
838,49
756,67
811,52
681,05
702,75
811,64
920,38

1.045,26

1.216,38
747,56
791,28
941,11

1.034,91

1.014,81
822,12

507,31
940,87

811,66
1.048,22
919,63
632,00
793,55
788,62
893,44
811,73
844,20
708,82
640,72
795,87

1.153,13
1.189,05

1.194,72
1.305,17

1.225,16
1.240,36
1.136,93
1.117,57
1.143,50
1.187,80
1.331,12
1.403,83
1.150,90
571,23
1.676,09
1.194,26
1.082,45
1.150,94
1.305,04

1.353,80
1.330,30
1.077,73
1.192,86
1.166,21

1.226,87
1.240,02
1.132,04
1.069,99
1.030,59
1.126,39

1.230,98
859,79
772,79
837,06
748,18
741,86
822,82
875,94

1.033,32

1.249,05

1.062,31

1.159,84

1.225,93

1.412,67

1.088,55
831,00

1.015,50
996,88

911,45
1.077,04
968,41
739,48
829,86
937,38
948,95
870,47
1.004,32
798,25
734,71
972,77



10
10
10
10
10
10

10

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10

10

10
10

10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

12
12
12
12

12
12

Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

NOTCH1: Exon
34/34
NOTCH1: Exon
27134
NOTCHL1: Exon
26/34
RET: Exon 10/20
RET: Exon 11/20
RET: Exon 13/20
RET: Exon 15/20
RET: Exon 16/20
MYPN: Exon 10/20
ASCCL1: Exon
13/13
KCNMAL: Exon
4127
CDHR1: Exon
15/17
PTEN: Exon 1/9
PTEN: Exon 2/9
PTEN: Exon 3/9
PTEN: Exon 4/9
PTEN: Exon 5/9
PTEN: Exon 6/9
PTEN: Exon 7/9
PTEN: Exon 8/9
PTEN: Exon 9/9
PLCEL: Exon 2/33
CYP17AL: Exon
1/8
CNNM2: 3'
Flanking
COL17A1: Exon
14/56
GPAM: Exon 16/22
FGFR2: Exon
12/18
FGFR2: Exon 9/18
FGFR2: Exon 7/18
HRAS: Exon 3/5
HRAS: Exon 2/5
ILK: Exon 4/13
SOX6: Exon 7/16
FSHB: Exon 3/3
ATM: Exon 8/63
ATM: Exon 9/63
ATM: Exon 12/63
ATM: Exon 17/63
ATM: Exon 26/63
ATM: Exon 34/63
ATM: Exon 35/63
ATM: Exon 36/63
ATM: Exon 39/63
ATM: Exon 50/63
ATM: Exon 54/63
ATM: Exon 55/63
ATM: Exon 56/63
ATM: Exon 59/63
ATM: Exon 61/63
ATM: Exon 63/63
WNK1: Exon 19/28
AICDA: Exon 4/5
KRAS: Exon 4/6
KRAS: Exon 3/6
KRAS: Exon 2/6
SCNB8A: Exon
27127
PTPN11: Exon 3/16

528,65
559,29

681,36
505,53
573,10
532,16
422,85
442,20
300,91

338,72
459,18

510,82
414,12
355,62
453,25
397,48
380,87
494,50
483,03
359,30
240,17
520,90

251,20
328,31

545,05
511,06

408,43
389,56
458,26
361,65
309,06
583,34
659,35
573,03
457,12
506,16
507,65
616,84
548,08
568,88
569,12
646,11
460,22
536,24
425,91
552,75
500,09
476,30
520,63
647,97
533,24
459,28
569,41
575,27
638,83

647,67
398,19

1.337,61
1.474,73

1.617,19
1.022,28
1.235,40
1.063,59
899,24
990,31
764,59

874,42
925,47

1.041,96
845,05
650,79
902,18
756,74
293,29
994,57
972,41
762,14
487,79

1.082,74

610,15
781,45

995,22
918,21

859,53
832,52
1.061,46
1.051,69
920,26
1.497,54
1.312,17
1.152,25
1.096,36
1.276,55
1.273,71
1.406,48
1.404,43
1.357,29
1.388,70
1.564,19
1.160,58
1.247,21
1.042,65
1.405,89
1.205,55
1.188,41
1.319,79
1.537,94
1.281,90
1.143,17
1.256,47
1.157,88
1.342,73

1.504,80
1.093,85

783,54
902,12

1.063,02
514,41
630,53
585,74
460,45
431,24
620,08

677,25
678,42

763,33
634,92
524,45
587,78
603,02
577,39
725,50
708,81
521,99
331,20
800,25

535,52
607,32

795,80
763,50

668,35
681,04
793,04
478,14
376,09
577,77
491,50
455,27
408,78
509,25
499,37
603,94
580,04
513,13
586,92
595,62
479,67
471,55
424,49
518,49
484,59
475,38
528,57
637,60
698,01
559,45
614,06
624,92
688,14

769,05
569,37

1.301,43
1.268,38

1.760,19
1.011,28
1.245,95
1.087,27
998,61
1.080,18
873,68

893,19
1.095,26

1.083,51
1.243,21
908,19
1.224,29
1.075,45
985,33
1.168,16
1.265,90
1.110,96
642,96
1.328,69

751,83
797,96

1.070,89
1.037,04

959,34
999,14
1.119,28
1.119,38
1.078,53
1.718,61
1.504,28
1.304,35
1.189,97
1.480,53
1.579,63
1.501,11
1.691,57
1.524,58
1.786,62
1.793,67
1.543,62
1.375,97
1.350,95
1.617,63
1.552,92
1.553,72
1.431,09
1.639,42
1.446,97
1.530,16
1.530,16
1.435,33
1.644,84

1.514,95
1.320,02

1.056,94
984,96

1.335,08
672,93
957,11
771,18
770,33
701,12
592,96

635,98
697,99

709,02
733,25
575,73
775,90
568,14
657,77
749,23
734,14
737,76
380,54
809,28

537,34
712,10

729,58
589,40

647,91
666,90
822,87
872,73
861,08
1.176,93
859,32
790,66
834,76
1.105,13
1.066,50
1.026,22
1.122,43
935,01
1.144,97
1.203,14
942,47
989,84
883,74
1.110,08
1.000,25
912,27
1.018,94
1.242,16
1.041,37
1.103,16
911,93
935,23
986,28

1.195,40
1.016,32

92

1.840,20
1.841,18

2.367,65
1.226,63
1.547,08
1.371,55
1.254,81
1.268,46
1.150,02

1.153,82
1.42531

1.466,93
1.397,52
1.214,52
1.472,55
1.334,94
1.233,92
1.546,58
1.488,04
1.119,91
812,16
1.642,93

943,47
1.065,95

1.531,78
1.383,54

1.257,73
1.337,69
1.474,26
808,83
736,30
1.408,01
1.486,63
1.300,43
1.087,10
1.428,59
1.385,38
1.455,06
1.512,00
1.399,60
1.523,57
1.527,54
1.361,01
1.393,35
1.145,72
1.454,34
1.410,94
1.340,71
1.396,36
1.483,66
2.482,54
2.132,69
2.399,25
2.574,58
2.581,33

2.373,77
1.893,99

1.919,24
2.091,02

2.534,20
1.573,19
1.968,43
1.728,61
1.510,53
1.452,87
1.195,22

1.173,50
1.249,27

1.504,79
1.724,76
964,72
1.163,06
1.098,94
1.057,66
1.319,23
1.313,40
1.063,75
671,65
1.404,70

1.099,62
1.127,47

1.420,43
1.203,87

1.283,71
1.283,49
1.470,32
2.148,00
1.827,92
1.835,59
1.239,67
1.199,18
1.042,10
1.327,06
1.347,78
1.537,66
1.445,94
1.278,15
1.386,54
1.510,83
1.198,74
1.230,21
1.041,79
1.345,20
1.293,00
1.251,08
1.378,18
1.561,48
1.442,31
1.285,88
1.187,07
1.282,91
1.414,89

1.601,84
1.439,28

2.945,31
3.316,41

3.755,82
2.859,05
3.639,56
3.193,24
2.584,20
2.566,37
2.085,51

2.023,35
2.191,78

2.624,99
2.590,75
1.593,10
2.082,47
1.884,44
1.826,50
2.452,50
2.309,39
1.913,17
1.203,78
2.463,49

1.869,15
1.958,39

2.523,63
2.241,27

2.213,43
2.298,80
2.634,70
2.802,18
2.171,86
2.717,34
1.707,13
1.869,06
1.659,46
2.149,63
1.887,71
2.193,29
2.216,17
2.111,53
2.115,25
2.327,16
1.815,08
1.967,87
1.552,03
2.039,49
1.970,19
1.907,41
2.105,43
2.397,39
2.679,59
2.253,24
2.271,29
2.399,09
2.812,03

3.092,00
2.422,79

823,44 933,91
886,29  1.099,92
1.026,19 1.118,88
696,24 712,06
869,84 937,80
822,61 795,96
723,09 718,11
719,23 666,25
577,01 492,78
659,17 599,74
724,89 657,36
693,51 723,95
890,84 666,36
534,29 539,53
843,07 702,10
703,10 554,54
690,87 593,20
802,57 725,79
816,82 690,25
636,20 563,62
431,51 363,18
827,74 742,35
507,75 441,73
539,63 539,15
729,02 715,23
677,06 658,50
661,24 612,90
660,17 617,32
745,25 718,40
727,32 547,45
638,23 463,59
988,86 760,15
759,37 627,28
731,66 661,07
700,06 599,03
895,26 684,83
898,39 766,23
876,74 767,51
925,29 783,61
834,20 674,24
869,47 732,94
959,87 761,63
772,91 601,84
805,02 640,99
686,23 538,97
874,56 681,69
777,10 643,72
749,10 629,10
785,38 706,08
854,94 774,97
899,69 663,98
877,19 614,52
1.002,09 691,82
1.021,81 709,71
1.133,19 735,92
1.035,53 778,54
817,44 608,74



12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

13

15

15

15

15

15

15

15

15

15
16
16
16
16
16
16
16

17
17
17

17
17

17

17
17
17
17

Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

PTPN11: Exon
13/16
HNF1A: Exon 3/10
HNF1A: Exon 4/10
FLT3: Exon 20/24
FLT3: Exon 16/24
FLT3: Exon 14/24
FLT3: Exon 11/24
RB1: Exon 4/27
RB1: Exon 6/27
RB1: Exon 8/27
RB1: Exon 10/27
RB1: Exon 11/27
RB1: Exon 14/27
RB1: Exon 17/27
RB1: Exon 18/27
RB1: Exon 20/27
RB1: Exon 21/27
RBL1: Exon 22/27,
Exon 23/27
L2HGDH: Exon
2/10
SYNEZ2: Exon
94/116
LTBP2: Exon 14/36
FLVCR2: Exon
1/10
AKT1: Exon 7/15,
Exon 8/15
AKTL1: Exon 4/15
SLC12A6: Exon
22/25
MAP2K1: Exon
2/11
MAP2K1: Exon
3/11
MAP2K1: Exon
6/11
MAP2K1: Exon
7111
MAP2K1: Exon
11/11
ACAN: Exon 12/18
A
ACAN: Exon 12/18
B
IDH2: Exon 4/11,
Exon 5/11
CDH3: Exon 7/16
CDH3: Exon 15/16
CDH1: Exon 3/16
CDH1: Exon 8/16
CDH1: Exon 9/16
AARS: Exon 7/21
COG4: Exon 5/19
YBX2: Exon 8/9,
Exon 9/9
TP53: Exon 11/11
TP53: Exon 10/11
TP53: Exon 8/11,
Exon 9/11
TP53: Exon 7/11
TP53: Exon 5/11,
Exon 6/11
TP53: Exon 2/11,
Exon 3/11, Exon
4/11
MYHS3: Exon 34/41
MYHS3: Exon 25/41
ERBB2: Exon 8/27

388,22
468,28
459,09
416,63
386,63
312,96
338,72
509,82
521,36
488,56
490,36
380,10
508,27
580,46
495,36
536,98
591,02

618,74
450,00

562,20
591,31

613,99

724,00
1.118,65

360,99
432,88
380,80
364,34
466,35
427,70
417,34
534,74

441,02
337,17
356,63
364,37
391,48
329,72
422,56
460,12

342,12
212,18
285,66

293,17
257,98

319,72

223,71
347,84
379,96
360,78

1.141,34
1.459,05
1.308,80
1.353,37
1.085,68
1.064,14
1.088,32
1.219,42
1.186,95
1.170,13
1.213,05
930,48
1.316,93
1.446,78
1.213,58
1.272,64
1.271,03

1.474,15
1.227,45

1.301,42
1.317,15

1.542,43

1.061,54
1.548,17

732,75
874,90
786,74
715,44
880,98
870,28
795,96
903,97

960,96
1.177,29
1.175,19
1.039,82
1.130,55
1.112,51
1.285,22
1.281,46

896,32
653,10
777,96

844,06
842,15

812,90

595,86
1.357,70
1.485,21
1.357,93

610,82
716,19
674,24
599,09
518,79
443,24
464,99
441,50
454,26
465,38
480,53
338,44
563,59
563,15
462,85
505,93
484,54

578,72
488,36

487,61
480,12

633,94

356,56
576,31

468,05
595,80
521,64
474,07
601,58
549,76
397,74
544,39

590,95
716,63
751,56
721,90
787,26
710,19
827,47
824,81

651,44
405,76
540,07

568,53
589,54

587,80

413,52
553,30
617,12
635,13

1.285,04
1.358,36
1.333,58
954,54
871,16
809,14
773,59
978,78
1.309,93
1.101,12
1.194,48
860,13
1.167,49
1.230,78
1.042,14
994,19
1.164,27

1.200,66
954,78

915,70
898,87

1.309,38

604,12
943,68

1.301,60
1.041,42
892,17
789,10
973,40
1.050,77
1.143,01
1.461,55

1.428,92
742,97
760,57
773,15
768,38
789,79
871,78
877,97

983,44
775,79
914,56

943,85
910,14

984,17

663,39
1.058,22
1.073,65

892,45

1.022,94
1.224,45
1.144,67
1.134,58
1.053,07
951,47
873,44
928,03
1.229,88
965,82
1.123,89
867,61
1.310,15
1.155,67
970,42
950,96
1.166,80

1.157,61
1.143,83

1.015,80
909,25

1.342,22

658,64
1.015,99

1.055,11
1.153,73
1.135,51
859,04
1.101,29
1.144,86
890,24
1.162,62

1.146,18
938,75
964,41
959,71
964,40
988,90

1.022,34

1.013,24

1.012,96
935,25
1.003,71

1.234,65
1.111,14

1.306,11
930,71
1.258,36

1.218,84
1.129,14

93

2.001,95
2.012,31
1.999,59
1.229,36
1.023,66
931,75
927,80
1.225,60
1.274,34
1.283,45
1.288,45
989,85
1.335,83
1.494,94
1.227,13
1.280,83
1.365,54

1.399,92
2.098,04

2.303,69
1.952,62

2.701,17

1.195,98
1.878,93

1.828,86
2.087,87
1.965,02
1.582,67
2.019,00
2.156,18
1.591,08
2.066,17

1.862,46
1.539,62
1.684,65
1.635,14
1.752,09
1.619,82
1.785,27
1.807,00

1.467,61
1.144,71
1.372,19

1.397,25
1.416,25

1.459,47

994,31
1.765,28
1.904,60
1.624,65

1.447,70
1.653,71
1.574,39
1.494,15
1.258,25
1.233,79
1.275,13
1.153,05
1.268,35
1.229,84
1.258,49
1.009,68
1.281,17
1.451,58
1.274,41
1.348,08
1.418,88

1.476,60
1.370,59

1.398,24
1.387,78

1.873,05

1.275,71
1.999,45

1.336,76
1.491,66
1.474,57
1.324,41
1.609,08
1.515,50
1.246,89
1.534,12

1.746,87
1.317,90
1.479,42
1.323,98
1.416,80
1.367,18
1.642,26
1.442,31

1.833,87
1.452,84
1.653,65

1.637,27
1.739,22

1.794,07

1.299,82
1.606,06
1.623,40
1.800,67

2.486,46
3.045,86
2.837,64
2.813,37
2.474,44
2.266,31
2.340,53
2.147,03
2.257,47
2.211,19
2.214,36
1.781,34
2.262,14
2.705,34
2.344,90
242224
2.484,38

2.761,13
2.061,41

2.162,02
2.230,72

2.742,12

2.140,44
3.135,08

2.032,69
2.307,67
2.206,61
2.018,71
2.466,45
2.307,52
2.430,02
2.972,70

3.238,76
2.046,37
2.209,22
2.032,68
2.103,27
2.056,49
2.448,50
2.217,84

3.374,08
2.433,07
2.812,22

2.904,33
2.922,13

3.156,69

2.186,14
2.829,90
2.994,27
3.068,46

824,76
847,35
833,22
804,51
720,36
682,51
713,81
867,44
965,57
888,43
900,88
667,09
891,04
1.025,55
904,90
830,43
955,99

915,19
805,34

724,48
731,73

926,71

560,12
880,18

751,65
748,85
751,08
640,17
791,52
772,35
614,92
763,82

734,58
611,82
670,42
650,92
662,43
649,20
740,69
737,12

887,35
663,19
786,61

799,91
768,36

826,06

595,46
798,20
880,92
839,97

629,65
718,21
756,34
800,34
715,81
646,08
639,35
493,93
530,92
488,95
508,30
428,57
561,29
555,34
506,35
503,70
561,92

596,47
530,82

576,55
560,42

669,34

476,07
701,58

636,25
745,30
692,51
580,21
714,20
703,07
699,80
793,50

798,06
555,91
574,66
513,51
579,98
534,26
666,51
674,81

809,15
573,63
647,56

695,00
670,89

720,91

553,02
787,49
856,96
749,33



17

17

17

17
17
17

18

18
18
18
18
18
18
18

18

18

18
19

19
19
19
19
19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19
19

19
19
19
19
19

19
20

20
20
20
20

20

Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

ERBB2: Exon
19/27
ERBB2: Exon
20/27
ERBB2: Exon
21/27
ITGA2B: Exon
30/30
COG1: Exon 2/14
COGL1: Exon 7/14
AFG3L2: Exon
11/17, Exon 12/17
MYQO5B: Exon
17/40
SMADA4: Exon 3/12
SMADA4: Exon 4/12
SMADA4: Exon 5/12
SMADA4: Exon 6/12
SMADA4: Exon 8/12
SMADA4: Exon 9/12
SMAD4: Exon
10/12
SMAD4: Exon
11/12
SMAD4: Exon
12/12
STK11: Exon 1/10
STK11: Exon 4/10,
Exon 5/10
STK11: Exon 6/10
STK11: Exon 8/10
GNAL11: Exon 4/7
GNAL1: Exon 5/7
MAP2K2: Exon
11/11
MAP2K2: Exon
10/11
MAP2K2: Exon
9/11
MAP2K2: Exon
8/11
MAP2K2: Exon
7/11
MAP2K2: Exon
5/11, Exon 6/11
MAP2K2: Exon
4/11
MAP2K2: Exon
3/11
MAP2K2: Exon
2/11
MAP2K2: Exon
1/11
DNASE2: Exon 4/6
CACNALA: Exon
8/47
CALR3: Exon 8/9
JAK3: Exon 16/24
JAK3: Exon 13/24
JAK3: Exon 4/24
RYR1: Exon
50/106
TGM6: Exon 13/13
FERMTL1: Exon
2/15
RIN2: Exon 8/11
RPN2: Exon 16/17
SRC: Exon 14/14
GNAS: Exon 8/13,
Exon 9/13, Exon
10/13

279,70
338,17
350,12

261,82
557,06
512,35

331,17

888,98
517,95
468,30
615,39
569,74
540,95
607,72

582,71
525,42

693,54
769,08

1.059,36
796,77
946,70
414,23
343,73

374,84
334,92
399,75
370,84
472,59
195,03
445,54
411,14
312,63

141,39
524,96

333,95
389,66
368,37
247,21
361,36

350,15
555,51

453,97
615,78
442,31
423,93

606,41

1.114,50
1.326,45
1.278,55

1.032,33
1.523,35
1.420,36

957,93

1.901,20
1.224,73
1.151,13
1.262,42
1.361,18
1.225,71
1.466,19

1.387,74
1.233,73

1.613,12
1.186,89

1.651,41
1.220,36
1.531,90
1.025,90
884,62

1.121,79
941,10
1.240,78
1.097,56
1.466,98
607,63
1.255,54
1.178,09
984,82

539,16
1.242,54

1.096,92
1.070,63
1.106,94
784,04
1.224,78

1.148,73
1.411,06

757,37
1.520,11
7.024,95

985,45

1.094,03

505,16
589,28
536,95

704,28
950,99
947,64

467,50

910,09
673,98
509,25
645,25
709,45
625,15
696,40

705,68
613,62

841,34
726,56

954,45
705,59
924,67
708,59
561,61

667,12
638,02
801,81
628,59
914,97
360,60
854,22
746,39
622,72

335,77
795,59

665,48
648,28
693,93
477,16
730,57

708,02
785,99

707,48
836,67
718,30
744,54

846,05

773,06
867,67
799,29

656,42
1.506,35
1.479,68

955,21

1.731,64
1.674,39
1.497,58
1.598,83
1.530,82
1.721,80
1.606,61

1.627,95
1.526,98

1.820,77
1.260,33

1.569,68
1.257,13
1.574,37
1.054,78
994,30

1.077,29
993,28
1.221,07
1.141,45
1.338,75
556,04
1.349,94
1.305,04
1.000,40

513,37
1.291,23

1.100,76
1.117,92
1.182,43
795,10
1.156,29

1.106,22
1.384,03

1.469,67
1.686,22
1.176,66
1.266,35

1.560,30

1.020,07
1.113,91
964,34

897,89
1.216,17
1.120,01

742,46

1.206,46
1.074,31
958,18
1.044,68
987,59
1.123,30
990,41

1.040,79
896,02

1.196,23
1.273,40

1.691,55
1.337,77
1.663,23
1.093,11
1.118,05

1.278,34
1.158,88
1.241,61
1.257,76
1.541,91
696,49
1.476,84
1.602,16
1.269,42

672,73
1.600,21

1.203,94
1.492,38
1.376,44
928,05
1.306,98

1.373,84
1.081,23

1.021,60
1.055,28
871,75
982,11

1.132,97

94

1.302,39
1.503,65
1.356,71

1.109,75
1.690,33
1.624,26

1.424,89

2.855,97
2.406,75
2.077,68
2.365,14
2.294,14
2.377,49
247141

2.277,82
2.035,95

2.706,22
1.551,36

1.950,63
1.544,27
1.890,12
1.362,88
1.321,54

1.482,29
1.248,17
1.661,10
1.473,71
1.800,85
765,42
1.716,98
1.679,29
1.351,76

665,40
1.843,37

1.668,34
1.681,70
1.592,89
1.192,29
1.606,36

1.587,34
2.030,50

2.112,26
2.248,51
1.633,57
1.617,84

2.000,88

1.449,18
1.708,22
1.555,24

1.318,03
1.903,54
1.620,29

1.101,86

1.507,38
1.303,91
1.193,75
1.335,15
1.361,80
1.329,71
1.393,34

1.361,31
1.169,01

1.573,43
2.657,66

2.598,60
2.169,35
2.698,55
1.718,25
1.602,31

1.678,41
1.597,35
1.906,90
1.720,78
2.099,29
980,58
2.003,70
1.920,61
1.484,52

1.015,60
2.082,01

1.314,20
1.605,88
1.677,86
1.186,44
1.938,01

1.448,14
1.647,85

1.616,27
1.654,21
1.479,19
1.763,54

1.849,81

2.659,44
2.888,19
2.781,53

2.490,41
3.366,16
3.060,94

1.539,08

2.588,66
1.998,97
1.732,73
2.057,70
2.120,19
2.046,00
2.268,97

2.156,04
1.886,39

2.491,40
3.264,51

4.235,09
3.455,16
4.424,09
2.952,78
2.728,73

2.962,98
2.638,14
3.070,40
2.679,96
3.598,13
1.679,31
3.347,87
3.116,92
2.498,94

1.730,36
3.117,34

2.146,53
2.456,49
2.739,60
2.006,80
3.011,36

2.461,81
2.796,35

2.489,75
2.890,36
2.436,31
2.781,64

3.161,96

677,60
746,50
735,51

622,10
907,04
872,14

530,15

944,61
841,30
819,19
888,43
849,93
798,84
893,87

861,04
741,55

955,04
891,95

964,22
786,91
1.012,33
562,93
593,14

672,71
565,98
669,23
675,06
773,91
326,42
719,77
700,30
550,22

539,10
773,41

620,09
728,18
613,64
455,62
663,46

589,54
773,68

736,96
977,96
669,22
679,71

983,97

685,49
726,41
693,94

564,94
824,37
724,32

736,44

1.365,32
925,18
902,06

1.019,77
998,10
992,35
990,91

1.034,79
880,13

1.175,25
788,63

1.050,71
929,85
1.122,15
599,33
642,12

719,15
586,61
698,12
713,61
847,98
359,47
724,86
726,56
606,99

459,06
712,56

636,13
702,37
653,13
489,46
704,04

642,96
719,86

689,97
764,19
545,92
652,92

810,55



Tablo 4.8 (devam): Doku 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.

21  NDUFV3:Exon3/4 507,76 1.161,48 77351 1.228,72 987,35 1.916,09 1.57855 2.794,02 784,82 927,74
COL18A1: Exon
21 17/41 639,02 1.37438 804,08 1.329,94 986,55 1.791,07 1.839,02 3.429,13 877,03 1.198,66
21 PCNT:Exon 10/47 478,89 1.006,25 656,99 1.162,61 98505 1.652,72 1.498/48 2.68197 674,40 933,52
SERPIND1: Exon
22 5/5 479,82 140164 89435 145899 751,09 225254 1.62652 2.42973 654,39 897,22
SMARCBL1: Exon
22 2/9 523,65 1.269,86 741,63 1.43969 754,82 2.060,64 1.672,14 2.399,15 697,93 924,35
SMARCBL1: Exon
22 4/9 536,69 1.297,96 756,67 1.340,43 @ 690,81  2.022,55 1.789,22 2.628,19 661,25 903,64
SMARCBL1: Exon
22 5/9 48537 1.172,18 755,16 1.141,35 568,24  1.695,28 1.497,09 2.20158 536,31 746,43
SMARCBL1: Exon
22 9/9 548,72 1.273,70 73055 1.303,00 @ 643,77 192437 171213 2.602,63 592,61 839,00
TMPRSS6: Exon
22 13/18 496,75 1.356,83 807,09 1.27226 738,00 1.828,95 143386 227154 517,78 868,66
Tablo 4.9: Likit 6rneklerinin biitiin bélgelerdeki okuma sayilari.
GBM- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM- GBM-
LIKIiT- LIKiT-  LIKiT- LIKIT- LIKiT- LIKiT- LIiKiT- LIKiT- LIiKiT- LIKIiT-
chr Target 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1  MTOR: Exon 58/58 113,32 119,90 370,44 317,11 287,17 318,30 571,46 1.600,75 543,85 82,08
1 MTOR: Exon 57/58 168,31 161,07 526,80 438,68 483,18 547,59 899,99 2.208,16 968,49 178,92
1 MTOR: Exon 56/58 162,27 144,65 452,35 353,59 36255 373,69 72250 1.760,90 728,62 104,20
1 MTOR: Exon 55/58 189,14 189,71 51093 457,68 479,65 48574 881,65 1.757,70 89524 167,40
1  MTOR: Exon 54/58 199,10 273,92 465,16 398,25 450,29 53927 763,62 2.044,33 781,83 140,34
1 MTOR: Exon 53/58 182,27 261,12 556,69 500,57 584,18 591,69 982,03 2.421,68 1.00500 179,09
1 MTOR: Exon 52/58 182,02 182,76 463,96 421,73 41246 43165 793,54 1.763,12 788,53 13859
1 MTOR: Exon 51/58 185,02 223,74 49150 403,91 475,07 502,44 784,91 213625 746,19 151,65
1 MTOR: Exon 50/58 134,40 149,62 394,10 320,95 384,83 33852 599,07 1.640,07 629,07 100,01
1 MTOR: Exon 49/58 171,64 28550 550,12 490,29 559,69 599,17 900,65 2.15593 891,27 166,10
1  MTOR: Exon 48/58 196,91 287,47 530,53 480,93 55523 63515 932,98 2.197,95 97250 174,15
1 MTOR: Exon 47/58 206,40 237,60 540,40 439,53 520,51 566,59 959,46 2.049,62 951,17 158,72
1 MTOR: Exon 46/58 204,69 240,73 571,88 483,86 562,07 523,14 908,67 1.961,83 1.032,21 181,02
1 MTOR: Exon 45/58 205,49 235,17 486,41 455,19 506,05 497,46 917,69 1.669,25 958,87 167,04
MTOR: Exon 43/58,
1 Exon 44/58 218,78 277,84 560,39 493,07 56880 601,62 1.047,22 1.920,58 1.040,17 186,82
1 MTOR: Exon 42/58 177,66 252,05 51297 428,76 520,75 532,87 896,23 1.903,47 907,70 130,61
1 MTOR: Exon 41/58 191,78 212,04 499,05 413,40 516,29 49577 89510 2.006,33 97520 166,75
1 MTOR: Exon 40/58 177,41 22156 531,12 472,30 539,07 534,01 891,37 2.301,73 926,63 152,12
1 MTOR: Exon 39/58 219,55 338,89 55229 508,05 573,69 642,88 946,55 1.933,15 963,64 163,09
1 MTOR: Exon 38/58 201,27 330,47 587,93 510,68 609,00 660,20 1.049,99 2.419,03 1.068,21 182,20
1 MTOR: Exon 37/58 198,98 276,76 555,98 514,23 607,17 667,97 1.013,88 2.361,70 1.003,54 188,66
MTOR: Exon 35/58,
1 Exon 36/58 184,22 266,81 593,41 483,69 558,58 578,82 977,30 2.044,22 1.009,97 188,84
1 MTOR: Exon 34/58 204,65 310,90 588,95 524,13 560,18 582,74 93922 2.022,61 1.015,84 189,42
1  MTOR: Exon 33/58 177,83 200,08 550,51 439,30 481,81 48574 850,25 1.669,43 951,87 155,73
1 MTOR: Exon 32/58 192,59 274,47 529,99 492,13 564,44 558,99 947,41 230856 929,76 170,73
1 MTOR: Exon 31/58 166,87 253,47 515,32 467,42 51567 54406 88842 205223 937,90 177,25
1 MTOR: Exon 30/58 205,38 252,05 58952 507,00 586,27 626,57 1.016,99 2.405,20 1.028,77 167,30
1 MTOR: Exon 29/58 178,23 220,06 515,55 398,07 44528 500,21 855,32 2.022,68 874,62 141,33
MTOR: Exon 27/58,
1 Exon 28/58 236,30 29585 615,13 561,52 624,86 628,76 1.123,79 2.06520 1.163,60 207,51
1 MTOR: Exon 26/58 210,23 30056 547,17 480,09 567,78 664,83 956,95 2.066,95 967,65 175,04
1 MTOR: Exon 25/58 171,79 197,79 496,08 440,99 505,79 494,76 979,85 2.037,95 991,62 165,87
1 MTOR: Exon 24/58 174,92 170,78 464,26 388,95 410,19 39509 77759 1.657,93 81530 12287
1 MTOR: Exon 23/58 189,59 258,48 546,49 47358 556,96 643,16 993,98 2.147,67 997,39 180,56
1 MTOR: Exon 22/58 168,08 205,91 52555 400,92 484,66 457,20 832,85 1.671,85 896,53 161,35
1 MTOR: Exon 21/58 202,78 260,19 521,96 463,92 526,56 529,45 909,99 1.979,05 951,98 174,80
1 MTOR: Exon 20/58 153,65 192,36 458,18 381,95 421,22 447,09 819,19 204126 87513 152,90
1 MTOR: Exon 19/58 233,69 297,73 63500 548,13 63513 680,07 1.177,29 2.31581 1.190,83 204,77
1 MTOR: Exon 18/58 200,17 246,28 534,98 458,77 540,36 524,52 1.001,48 1.997,03 972,39 187,16
1 MTOR: Exon 17/58 178,66 228,01 553,82 47563 529,40 554,52 933,50 2.098,73 891,21 160,68
1 MTOR: Exon 16/58 189,66 192,39 523,97 446,67 489,05 519,98 865,68 2.090,04 92452 144,80
1 MTOR: Exon 15/58 173,82 170,57 468,18 380,21 426,54 425,89 816,01 1.734,75 842,79 148,63
1 MTOR: Exon 14/58 214,76 268,99 507,26 449,94 54820 566,48 894,11 2.020,73 936,99 162,16

95
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Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

MTOR: Exon 13/58
MTOR: Exon 12/58
MTOR: Exon 11/58
MTOR: Exon 10/58
MTOR: Exon 9/58

MTOR: Exon 7/58,
Exon 8/58

MTOR: Exon 6/58
MTOR: Exon 5/58
MTOR: Exon 4/58
MTOR: Exon 3/58
MTOR: Exon 2/58
MPL: Exon 10/12

IL12RB2: Exon 16/16

NRAS: Exon 4/7
NRAS: Exon 3/7
NRAS: Exon 2/7
SPTAL: Exon 51/52
DDR2: Exon 18/19

ADCY10: Exon 11/33

NPHS2: Exon 8/8
LAMBS3: Exon 4/23
IRF6: Exon 5/9

OBSCN: Exon 10/81
DNMT3A: Exon 23/23

ALK: Exon 25/29
ALK: Exon 23/29
SLC3A1: Exon 1/10
MSH6: Exon 5/10
FSHR: Exon 1/10
HK2: Exon 16/18

ABCB11: Exon 24/28

LRP2: Exon 29/79

TTN: Exon 253/312 A
TTN: Exon 253/312 B

IDH1: Exon 4/10
ERBB4: Exon 23/28
ERBB4: Exon 15/28
ERBB4: Exon 9/28
ERBB4: Exon 8/28
ERBB4: Exon 7/28
ERBB4: Exon 6/28
ERBB4: Exon 4/28
ERBB4: Exon 3/28

ABCA12: Exon 43/53

NHEJ1: Exon 8/8

COLA4A4: Exon 39/48

SUMF1: Exon 9/9
ITPR1: Exon 19/58
VHL: Exon 1/3
VHL: Exon 2/3
VHL: Exon 3/3
RAF1: Exon 15/17,
Exon 16/17, Exon
17/17

RAF1: Exon 14/17
RAF1: Exon 13/17
RAF1: Exon 12/17
RAF1: Exon 11/17
RAF1: Exon 10/17
RAF1: Exon 8/17,
Exon 9/17

RAF1: Exon 7/17
RAF1: Exon 6/17
RAF1: Exon 5/17
RAF1: Exon 4/17

233,35
227,24
222,21
161,29
221,99

241,71
180,03
215,24
229,60
149,24
195,36
215,44
194,13
137,49
125,66
161,37
167,24
160,10
188,60
154,83
159,24
184,12
176,49
166,65
208,71
216,87
155,40
251,10
167,01
197,41
175,01
165,22
174,94
152,17
196,75
150,97
167,89
142,66
166,01
119,12
158,28
122,05
176,46
157,61
172,10
171,01
198,57
161,69
124,96
185,37
163,52

238,22
181,74
140,01
232,04
166,92
189,68

183,85
174,78
191,12
202,09
143,44

338,28
269,59
341,00
216,83
309,80

354,75
330,21
262,31
298,77
163,24
333,66
311,78
317,53
168,16
114,54
202,21
189,46
157,79
215,76
242,69
245,45
257,65
279,36
244,60
257,09
347,10
240,18
266,38
165,56
238,61
221,98
203,38
176,14
157,30
194,91
147,12
211,00
156,11
154,88
123,04
212,05

90,68
177,66
168,36
194,10
223,21
240,15
200,85
199,12
249,47
192,72

318,91
192,45
139,50
270,52
211,90
245,32

243,55
263,33
181,18
188,55
171,05

614,13
620,88
601,19
516,49
570,61

639,82
565,06
547,59
579,08
464,16
574,67
463,50
583,02
436,39
316,79
430,82
489,96
407,05
455,14
521,64
491,15
491,73
482,06
41311
541,95
569,91
425,51
541,89
472,59
559,49
507,43
453,90
471,39
414,59
489,58
393,32
457,51
414,79
431,72
354,76
479,57
392,11
483,48
469,47
480,27
474,01
555,00
439,94
379,36
506,71
469,42

597,48
541,21
413,51
546,96
462,52
534,33

506,52
497,45
469,80
556,55
468,31

594,81
527,71
600,98
455,59
480,94

604,42
550,08
513,21
538,61
370,95
489,53
399,27
512,24
372,21
284,91
407,27
418,31
340,90
448,02
457,91
456,32
455,92
458,70
400,26
519,45
478,43
399,19
483,96
376,78
473,69
467,16
414,82
435,12
351,75
410,48
325,76
452,08
349,51
394,74
320,11
431,90
329,16
411,85
394,57
421,79
416,61
497,45
411,14
332,34
439,12
421,35

576,50
448,91
304,27
504,07
426,46
441,99

441,66
441,96
429,23
451,94
363,35

679,46
599,75
666,28
488,24
583,61

663,11
538,64
575,10
619,05
426,22
555,07
488,79
594,04
431,20
270,88
491,21
505,41
382,36
499,88
528,87
488,39
492,04
536,36
518,68
638,76
616,37
492,44
539,06
465,06
569,75
479,42
478,58
504,60
446,78
474,20
386,66
484,62
422,73
453,58
372,84
489,10
387,00
477,34
484,01
486,61
478,91
567,44
410,78
375,27
517,89
497,02

612,02
505,44
407,42
567,93
446,73
499,57

490,15
472,11
442,42
451,05
412,44

96

732,75
630,48
670,73
525,27
600,93

695,17
619,88
640,79
665,13
408,99
619,07
445,64
735,10
405,27
316,40
500,51
527,81
382,54
602,26
602,86
572,55
613,56
641,93
507,38
645,89
679,96
522,76
554,30
434,97
591,49
534,46
538,45
488,20
400,54
440,23
376,13
471,83
389,05
376,41
358,78
486,51
309,74
391,24
469,40
542,98
525,13
612,10
460,14
358,76
513,33
510,15

664,25
502,93
369,10
614,38
508,32
491,76

533,96
561,98
463,78
463,98
371,02

1.115,08
1.026,89
1.129,62

812,03
1.001,03

1.146,54
966,26
975,90

1.053,04
792,98
910,29
666,70

1.215,69
720,98
555,39
764,09
967,60
668,88
842,66
914,49
908,21
889,80
930,27
756,77

1.056,93
967,54
850,06
993,15
777,13
979,01
873,38
795,40
838,72
693,27
839,00
675,15
830,44
771,89
752,20
725,86
851,82
698,48
903,54
828,31
852,73
895,55
985,80
793,39
464,25
811,76
846,91

1.081,43
877,05
708,34
939,29
776,35
886,08

863,92
880,80
783,49
892,39
767,91

2.158,52
2.116,39
2.097,52
1.945,54
2.131,76

2.049,65
2.177,97
2.201,06
2.013,48
1.982,51
2.029,01
2.094,79
2.760,20
1.972,23
1.297,57
2.415,33
2.111,42
1.993,90
2.374,33
2.523,76
2.636,01
2.722,18
2.330,95
2.481,91
2.361,75
2.474,30
2.028,13
1.993,07
2.088,55
2.546,32
2.315,03
2.355,21
2.360,22
2.354,06
2.284,39
2.177,90
2.523,53
2.101,58
2.193,39
2.078,62
2.738,27
2.214,41
2.503,80
2.183,96
2.246,21
2.627,86
2.644,85
1.831,24
1.612,27
2.179,16
2.447,28

2.160,12
2.094,48
1.954,61
2.080,11
2.088,35
1.932,82

1.794,54
2.191,51
2.013,34
2.227,62
1.854,94

1.117,22
1.070,96
1.211,17

802,51
1.025,97

1.273,00
963,25
1.001,59
1.068,21
852,64
1.040,40
731,30
1.091,29
801,62
665,37
712,64
960,50
661,60
906,25
950,15
891,32
854,43
864,61
701,12
1.045,57
931,24
817,50
1.079,78
761,57
892,99
935,55
774,37
881,49
691,10
923,64
739,59
873,90
838,14
808,13
656,17
811,36
708,03
906,80
863,73
850,11
775,07
1.004,54
775,22
485,40
911,20
812,43

1.105,25
893,98
680,13
947,93
779,46
950,22

877,16
923,80
820,38
961,25
798,90

205,64
172,76
219,16
137,63
160,40

229,50
185,46
171,43
178,32
136,93
192,28
102,22
190,50
135,68

89,91
122,77
187,45

97,90
160,47
156,98
169,65
133,75
179,97
126,55
195,12
173,72
145,98
183,29
129,50
172,22
163,46
129,78
151,35
117,56
165,03
109,78
136,91
123,89
140,75
111,65
134,83
107,96
145,87
131,71
147,35
134,73
176,39
129,55

77,54
151,30
134,49

199,54
144,36
118,44
152,32
113,80
166,99

148,77
163,47
131,63
164,58
120,19
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Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

RAF1: Exon 3/17
RAF1: Exon 2/17
MLH1: Exon 12/19
CTNNBL: Exon 3/15
CXCR®6: Exon 2/2
FOXL2: Exon 1/1
GYGL: Exon 5/8
PIK3CA: Exon 2/21
PIK3CA: Exon 5/21
PIK3CA: Exon 7/21
PIK3CA: Exon 8/21,
Exon 9/21

PIK3CA: Exon 10/21
PIK3CA: Exon 14/21
PIK3CA: Exon 19/21
PIK3CA: Exon 21/21
FGFR3: Exon 7/18
FGFR3: Exon 9/18
FGFR3: Exon 14/18,
Exon 15/18

FGFR3: Exon 16/18
FGFR3: Exon 18/18
EVC: Exon 8/21
PDGFRA: Exon 12/23
PDGFRA: Exon 14/23
PDGFRA: Exon 15/23
PDGFRA: Exon 18/23
KIT: Exon 1/21

KIT: Exon 2/21

KIT: Exon 3/21

KIT: Exon 4/21

KIT: Exon 5/21

KIT: Exon 6/21

KIT: Exon 7/21

KIT: Exon 8/21

KIT: Exon 9/21

KIT: Exon 10/21, Exon
11/21

KIT: Exon 12/21, Exon
13/21

KIT: Exon 14/21

KIT: Exon 15/21

KIT: Exon 16/21

KIT: Exon 17/21

KIT: Exon 18/21, Exon
19/21

KIT: Exon 20/21

KIT: Exon 21/21
KDR: Exon 30/30
KDR: Exon 27/30
KDR: Exon 26/30
KDR: Exon 21/30
KDR: Exon 19/30
KDR: Exon 11/30
KDR: Exon 7/30
KDR: Exon 6/30
ARHGAP24: Exon
4/10

ARHGAP24: Exon
9/10

DSPP: Exon 4/5
FBXW?7: Exon 11/12
FBXW?7: Exon 10/12
FBXW?7: Exon 9/12
FBXW?7: Exon 8/12
FBXW?7: Exon 5/12
DNAHS5: Exon 72/79

161,98
203,15
189,51
169,94
187,59
157,00
140,30
178,07
154,25
164,29

172,28
109,63
107,27
158,65
219,00
243,72
229,49

198,10
224,01
264,06
139,02
161,55
136,94
179,25
196,65
188,35
201,45
213,77
160,76
213,56
202,98
188,70
170,06
216,43

217,36

226,79
183,04
166,29
168,15
166,64

235,83
191,27
202,60
201,69
172,88
165,82
142,23
171,13
199,05
150,94
158,14

165,35

206,87
125,40
158,18
176,39
153,63
114,09
152,02
190,02

182,32
214,40
171,55
174,04
221,79
226,49
126,23
188,40
132,59
159,73

166,73
108,78
112,90
146,42
192,83
391,36
376,38

377,41
336,28
412,24
168,39
161,34
192,11
180,82
232,73
253,71
247,99
291,53
181,77
201,24
222,57
153,13
167,01
215,42

245,45

226,12
187,86
210,29
186,93
159,60

243,96
235,16
218,81
269,86
263,65
199,25
241,65
204,44
163,14
171,55
171,74

169,34

282,13
154,57
136,13
179,99
152,91
115,80
160,11
210,35

448,69
529,55
353,89
445,45
535,56
373,05
313,31
491,11
410,92
418,60

491,25
295,92
291,99
360,19
574,48
513,17
495,64

469,77
420,62
581,24
468,94
424,77
443,67
418,55
556,44
44531
543,51
544,66
490,53
547,68
561,25
482,69
444,46
504,61

552,33

581,08
490,27
506,56
401,86
436,20

588,58
457,71
467,58
507,15
440,65
428,76
487,38
457,78
428,42
439,15
427,68

482,27

575,03
360,00
452,94
413,07
450,34
407,75
486,29
503,27

412,99
466,29
328,78
434,67
497,03
335,11
290,15
429,50
335,62
363,91

424,48
254,33
268,13
335,22
476,45
488,32
476,44

416,98
428,20
496,87
352,92
375,13
374,22
351,81
486,11
433,23
510,40
500,82
383,32
444,19
462,70
419,96
384,40
471,53

496,26

539,02
403,80
457,93
346,51
387,48

509,47
459,21
458,37
459,33
391,01
360,68
437,90
415,54
343,96
373,99
350,42

417,66

540,78
317,77
385,77
384,46
363,26
339,29
386,68
462,66

479,58
503,85
361,08
489,24
586,58
370,49
320,73
449,22
338,59
382,51

455,19
254,97
271,77
387,81
548,30
558,64
568,61

534,10
488,83
599,70
491,00
417,47
468,36
380,84
585,02
437,63
596,33
594,89
448,79
480,56
542,97
479,49
469,88
527,30

526,77

567,86
494,34
525,23
418,79
446,02

570,56
505,42
508,24
562,55
502,03
403,56
577,73
483,53
441,17
452,15
441,40

479,66

620,94
320,80
433,91
412,09
450,02
405,29
418,48
547,46

97

496,46
488,64
385,67
461,69
502,13
412,67
330,90
434,73
325,68
383,54

374,33
280,12
290,69
363,31
513,76
629,16
635,86

591,36
567,06
683,57
405,71
407,16
428,81
392,58
517,29
554,38
625,65
617,22
469,89
497,12
527,03
451,55
441,43
482,99

545,45

610,32
455,91
492,21
430,36
360,71

584,24
517,72
559,99
548,95
540,45
468,57
546,49
459,03
385,01
440,50
398,65

508,48

615,75
370,38
396,12
412,56
424,83
343,09
366,92
553,12

811,30
964,86
624,49
898,00
1.003,55
553,76
557,88
924,48
670,73
679,83

869,47
537,23
519,05
696,14
994,14
900,50
866,94

809,95
758,59
866,63
781,90
743,09
771,39
735,10
915,62
737,58
1.099,75
1.044,50
900,34
997,91
990,73
837,99
807,30
971,28

1.065,04

1.094,19
952,72
1.004,91
792,87
769,90

1.167,77
968,77
877,21
953,58
879,09
788,21
966,67
809,20
730,09
807,30
737,90

814,27

1.036,25
651,29
764,90
733,61
766,47
675,05
837,21
947,71

2.238,19
2.111,32
1.639,72
2.178,42
2.812,76
1.671,18
1.602,08
2.149,10
2.040,03
1.974,63

2.016,03
1.453,05
1.463,84
2.246,08
244141
2.078,72
2.308,67

1.889,36
1.866,23
2.516,50
2.111,82
2.079,77
1.942,40
1.779,65
2.790,14
1.916,06
2.200,58
2.137,66
2.140,81
2.068,72
2.563,10
2.416,58
2.046,79
2.133,97

2.037,55

2.068,33
2.243,27
2.368,95
1.640,59
2.078,34

2.182,72
2.165,96
2.139,19
2.192,86
2.395,31
1.916,77
2.381,41
2.294,87
1.874,74
2.133,85
2.208,73

2.377,15

2.509,91
1.765,07
2.252,20
1.818,09
2.094,62
2.016,51
1.961,51
2.588,53

841,66
995,63
538,87
928,11
1.002,90
511,15
572,47
995,43
797,91
769,22

932,97
552,43
526,14
753,56
1.123,95
849,47
764,14

739,17
690,30
808,05
746,82
747,87
826,44
714,30
934,85
666,91
1.166,31
1.093,88
866,79
1.064,25
987,14
760,55
796,62
1.040,10

1.127,50

1.184,97
978,64
1.004,05
820,11
891,73

1.163,68
998,19
924,82
862,24
850,42
782,88
872,82
864,55
795,72
789,66
708,08

885,15

1.066,73
588,07
856,96
818,53
840,72
707,01
883,16
956,22

133,14
199,42

89,86
154,91
189,19

94,51

94,60
157,16
127,50
121,88

152,41
83,96
95,51

127,37

190,51

155,09

152,60

156,16
152,85
168,90
134,35
128,33
126,59
117,57
155,40
104,72
216,51
197,62
138,37
190,98
152,30
124,44
128,27
175,05

187,08

194,67
173,12
143,96
146,47
127,43

185,79
159,66
145,64
159,37
141,35
132,47
156,70
140,97
126,91
151,45
124,36

146,47

186,14

99,73
140,91
122,84
140,53
115,82
138,57
162,30
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Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

DNAHS5: Exon 38/79
IL31RA: Exon 2/15
VCAN: Exon 8/15
APC: Exon 16/16 A
APC: Exon 16/16 B
APC: Exon 16/16 C
TGFBI: Exon 12/17
SIL1: Exon 4/11
CSF1R: Exon 22/22
CSF1R: Exon 7/22
NPM1: Exon 11/11
ROSL1: Exon 43/43
ROS1: Exon 42/43
ROSL1: Exon 41/43
ROS1: Exon 40/43
ROSL1: Exon 39/43
ROS1: Exon 38/43
ROSL1: Exon 37/43
ROS1: Exon 36/43
ROS1: Exon 35/43
ROS1: Exon 34/43
ROS1: Exon 33/43
ROS1: Exon 32/43
ROS1: Exon 31/43
ROS1: Exon 29/43,
Exon 30/43

ROS1: Exon 28/43
ROSL1: Exon 27/43
ROS1: Exon 26/43
ROSL1: Exon 25/43
ROS1: Exon 24/43
ROS1: Exon 23/43
ROS1: Exon 22/43
ROSL1: Exon 21/43
ROS1: Exon 20/43
ROSL1: Exon 19/43
ROS1: Exon 18/43
ROSL1: Exon 17/43
ROS1: Exon 16/43
ROS1: Exon 15/43
ROS1: Exon 14/43
ROSL1: Exon 13/43
ROS1: Exon 12/43
ROS1: Exon 11/43
ROS1: Exon 10/43
ROS1: Exon 9/43
ROS1: Exon 8/43
ROS1: Exon 7/43
ROS1: Exon 6/43
ROS1: Exon 5/43
ROS1: Exon 4/43
ROS1: Exon 3/43
ROS1: Exon 2/43
ROS1: Exon 1/43
GRM1: Exon 8/8
ESR1: Exon 3/10
ESR1: Exon 4/10
ESR1: Exon 5/10
ESR1: Exon 6/10
ESR1: Exon 7/10
ESR1: Exon 8/10
ESR1: Exon 9/10
ESR1: Exon 10/10

SYNEL: Exon 138/146

BMPER: Exon 6/16

161,44
181,63
173,54
134,54
177,12
254,98
180,28
237,15
202,26
174,59
136,49
221,69
172,69
182,78
194,12
173,66
187,11
161,45
198,03
171,53
148,08
209,62
183,27
157,12

230,29
164,69
170,23
212,55
226,63
139,21
195,53
188,28
175,09
172,91
218,83
202,79
137,85
179,51
213,77
152,07
194,63
233,25
155,72
186,38
154,63
137,44
219,92
174,11
189,06
143,99
139,90
142,29
174,38
169,24
193,07
206,35
196,58
199,99
165,09
213,36
239,10
231,62
195,69
186,80

186,70
237,45
187,21
155,23
198,27
270,15
224,31
352,05
258,94
251,48
157,76
248,55
150,46
208,83
214,73
163,06
213,26
123,15
273,73
211,46
132,56
180,80
179,93
132,85

230,92
148,40
176,36
203,51
223,04
126,25
216,12
183,05
164,69
194,16
189,23
206,09
145,03
214,14
236,95
158,95
227,09
295,96
125,56
189,68
139,66
165,93
230,15
244,58
202,58
175,42
134,10
147,82
169,77
249,12
373,73
227,52
270,05
279,50
230,81
203,54
343,78
372,04
284,01
248,57

484,99
470,79
477,40
369,69
483,39
631,28
483,51
571,95
456,97
486,51
416,57
608,86
445,03
524,99
533,29
422,44
477,45
400,96
473,39
468,46
375,21
449,32
449,12
410,71

604,82
422,37
469,41
473,54
587,14
370,20
573,53
407,67
469,86
468,80
467,89
550,60
400,31
560,86
610,01
465,97
536,42
652,58
398,05
488,92
458,03
386,29
535,27
475,95
442,00
437,33
375,77
393,11
510,92
414,56
491,40
585,04
513,49
535,76
484,57
537,03
631,30
583,09
547,09
493,56

401,25
406,24
428,01
358,85
444,16
587,80
468,68
510,67
457,42
451,25
339,16
532,26
420,76
454,41
492,45
335,05
410,76
340,18
515,80
452,00
341,94
405,43
370,97
345,34

547,00
350,58
402,32
433,96
484,55
316,08
492,01
275,93
376,28
393,92
406,49
449,82
333,12
471,91
457,83
370,46
497,81
627,31
350,90
397,21
388,30
374,50
444,70
461,40
402,31
385,55
318,07
344,63
416,11
455,36
477,20
500,05
499,20
520,89
469,04
452,67
559,56
519,22
458,92
454,67

456,70
509,47
464,77
390,99
481,22
638,88
577,13
643,05
524,04
506,63
294,77
605,29
455,82
526,07
528,88
411,56
483,02
392,69
576,28
516,03
336,40
471,13
442,55
389,85

607,56
395,05
434,76
481,31
589,00
334,16
508,01
339,62
453,23
464,13
446,86
528,18
396,94
534,64
601,02
437,13
559,74
708,03
392,00
469,65
411,23
418,73
534,66
519,59
419,44
505,81
33343
384,57
497,46
538,78
557,40
586,55
544,35
608,27
530,32
544,47
714,14
660,85
668,35
516,08

98

449,19
495,95
471,53
377,12
445,49
589,32
591,17
684,46
654,94
530,74
317,50
546,92
376,67
437,11
550,39
373,64
456,80
376,36
553,95
525,22
306,78
380,11
359,98
341,78

544,94
320,16
407,77
479,33
499,50
315,23
467,51
417,36
373,98
428,40
451,65
468,20
364,71
532,53
528,56
384,59
521,96
710,39
341,38
415,11
321,35
418,69
516,96
542,22
413,82
475,46
344,08
395,00
416,37
565,41
584,30
544,11
547,86
628,56
515,28
519,96
739,45
687,40
613,13
554,77

880,53
835,16
835,95
741,24
901,70
1.199,52
896,59
1.141,67
866,63
811,59
624,97
1.074,33
770,37
971,16
1.002,28
738,32
811,23
706,17
994,51
927,24
669,85
811,81
783,61
733,75

1.075,30
689,65
860,51
903,47

1.012,39
649,23
941,10
623,72
740,60
771,42
850,48
922,92
704,97
960,81
978,95
818,99
978,41

1.208,44
694,46
830,06
724,78
669,65
942,39
929,06
792,83
806,36
680,88
733,84
813,50
837,78
795,78
993,70
899,98

1.038,73

1.024,34
955,97

1.179,74

1.030,23

1.019,39
908,07

2.478,58
2.374,81
2.440,32
1.815,47
2.263,68
2.271,69
2.590,60
2.356,48
2.571,40
2.136,86
1.680,93
2.321,96
1.968,12
2.492,44
2.193,69
2.089,39
2.184,31
2.043,68
2.463,80
2.190,72
1.935,07
2.182,31
2.127,81
1.765,91

2.323,99
191151
2.027,14
2.037,10
2.430,57
1.671,91
2.447,61
1.610,57
1.983,30
2.107,47
1.842,77
1.957,54
2.158,23
2.380,65
2.635,37
2.087,77
2.222,97
2.490,34
1.996,36
2.078,42
2.030,72
1.952,60
2.148,54
2.363,80
1.924,35
2.280,71
1.960,98
1.982,76
2.427,85
2.702,18
1.533,10
2.487,28
2.203,93
2.125,34
2.384,70
2.396,65
3.034,54
2.530,05
2.611,40
2.544,36

898,85
858,64
839,38
725,03
955,62
1.257,53
935,66
1.031,51
812,91
842,20
638,62
1.199,53
891,53
1.027,08
1.061,16
799,28
911,59
733,95
1.023,29
982,06
700,00
955,92
826,47
825,62

1.188,82
754,76
859,91
934,79

1.086,40
690,41

1.069,52
715,83
878,88
906,92
934,53

1.076,95
715,17

1.069,55

1.093,98
863,21

1.103,95

1.350,84
720,94
929,61
723,69
757,63

1.070,95
907,27
777,01
838,53
713,72
781,32
917,44
794,47
849,06

1.114,39

1.028,72

1.090,30

1.037,43

1.063,41

1.123,77

1.088,20

1.067,62
858,69

152,74
153,00
166,41
127,72
160,61
213,55
166,30
185,13
123,48
145,77
109,08
200,94
133,30
169,54
185,11
121,18
147,58
109,56
178,27
178,79
132,72
152,45
126,91
129,89

209,00
120,63
130,66
167,64
190,96
117,22
191,54

90,07
128,71
168,43
162,38
172,99
114,43
185,01
187,12
129,40
169,16
238,24
119,79
141,59
110,89
118,09
193,37
160,72
128,96
133,06
118,05
114,42
171,70
148,65
142,68
187,96
158,85
207,32
174,36
177,61
220,76
169,58
178,97
154,70



NN N N N N N N N N N NN N

NN NN~

EIENIENIENIENIEN|

© O© © © O© O© WO WO WOWWOWWWWOWO©WO©WOOO NN NNNNNNN

© © ©

10
10

Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

ABCAL13: Exon 40/62

GRB10: Exon 4/17
EGFR: Exon 3/28
EGFR: Exon 7/28
EGFR: Exon 15/28
EGFR: Exon 18/28
EGFR: Exon 19/28
EGFR: Exon 20/28
EGFR: Exon 21/28
AP1S1: Exon 5/5
MET: Exon 2/21
MET: Exon 3/21
MET: Exon 4/21
MET: Exon 5/21
MET: Exon 6/21

MET: Exon 7/21, Exon

8/21

MET: Exon 9/21
MET: Exon 10/21
MET: Exon 11/21
MET: Exon 12/21
MET: Exon 13/21,
Exon 14/21

MET: Exon 15/21
MET: Exon 16/21
MET: Exon 17/21
MET: Exon 18/21
MET: Exon 19/21
MET: Exon 20/21,
Exon 21/21

PAX4: Exon 9/9
SMO: Exon 3/12
SMO: Exon 5/12
SMO: Exon 6/12
SMO: Exon 9/12
SMO: Exon 11/12
BRAF: Exon 15/18
BRAF: Exon 11/18
EZH2: Exon 16/20
FGFR1: Exon 7/18
FGFR1: Exon 4/18
PDP1: Exon 3/3
FZD6: Exon 4/7
JAK2: Exon 14/25
JAK2: Exon 16/25
CDKNZ2A: Exon 2/3
TEK: Exon 13/23
TRPM6: Exon 17/39
GNAQ: Exon 5/7
GNAQ: Exon 4/7
FBP1: Exon 7/7
TDRD7: Exon 2/17
ALDOB: Exon 9/9
ABL1: Exon 4/11
ABL1: Exon 5/11
ABL1: Exon 6/11
ABL1: Exon 7/11
TSCL1: Exon 15/23
ADAMTS13: Exon
15/29

NOTCH1: Exon 34/34
NOTCHL1: Exon 27/34
NOTCH1: Exon 26/34

RET: Exon 10/20
RET: Exon 11/20
RET: Exon 13/20

175,14
210,31
153,36
188,81
209,08
180,18
214,86
254,86
170,49
149,10
235,89
193,04
186,63
205,03
200,92

196,34
210,68
185,00
193,82
189,43

204,89
209,37
175,91
175,26
189,87
176,58

200,18
172,14
158,89
197,81
137,12
136,33
158,63
161,09
179,64
205,71
187,88
188,19
159,90
173,75
180,61
164,72
209,87
158,49
172,65
163,61
184,07
150,91
113,51
191,18
229,79
173,66
246,81
195,52
140,03

193,57
191,92
243,47
246,67
210,51
265,90
188,82

298,72
305,21
148,63
290,42
255,83
260,35
244,00
347,05
239,05
186,12
314,28
203,22
180,53
257,37
240,18

194,43
199,52
166,77
180,22
203,01

192,94
239,49
132,90
179,34
135,80
175,61

244,24
239,46
284,09
230,80
237,00
213,66
258,26
144,41
180,46
213,49
314,42
279,95
174,37
172,91
178,82
126,80
403,92
199,87
243,15
197,12
186,10
210,26
160,09
182,60
352,46
213,53
352,17
268,79
155,19

277,48
338,28
377,47
401,02
398,61
466,47
268,32

554,37
512,86
409,23
447,95
494,55
486,84
576,22
601,36
490,38
377,05
736,38
522,02
484,65
497,96
550,11

531,68
573,46
465,97
520,73
511,38

536,46
603,45
505,76
507,96
454,53
496,24

568,33
410,38
440,31
474,84
417,48
389,71
494,30
441,75
476,04
556,95
550,55
562,49
493,97
501,95
441,20
360,22
508,12
472,74
483,48
450,91
503,81
478,48
401,29
420,13
584,99
487,01
647,35
482,29
422,20

521,55
466,34
522,84
579,96
562,92
657,12
620,30

480,47
514,19
354,89
473,73
434,05
473,32
472,09
579,77
461,42
314,05
627,14
490,70
421,82
451,50
451,51

465,57
486,63
427,07
441,21
453,58

439,69
491,60
373,97
443,12
366,65
414,87

524,10
360,28
444,33
432,91
362,47
352,08
474,10
370,91
421,85
455,18
473,89
487,26
390,98
378,54
408,40
308,81
529,67
370,35
426,98
399,57
449,01
401,73
350,03
382,75
534,76
419,35
559,01
437,39
361,08

478,66
431,16
457,78
479,39
490,16
641,60
491,80

572,85
673,07
420,34
614,43
517,17
563,70
553,59
736,64
513,66
373,06
720,12
521,73
464,88
545,39
492,51

502,73
500,27
455,98
507,15
495,35

493,30
552,07
392,10
514,23
397,48
489,77

557,27
457,30
513,87
505,93
483,33
409,06
540,05
416,53
484,63
595,32
580,17
567,55
475,53
445,96
427,36
317,47
577,45
427,09
527,97
44421
520,27
486,90
380,54
479,00
676,15
505,50
723,27
536,13
406,43

598,42
496,72
558,27
626,19
573,81
746,59
643,25

99

658,44
704,49
405,75
629,67
561,56
611,52
534,35
749,16
546,82
411,02
694,08
518,73
477,44
538,41
506,22

436,44
444,67
445,02
47317
447,59

448,02
515,38
354,78
454,95
326,42
408,11

537,92
466,64
614,65
597,45
495,73
423,37
588,30
404,96
491,40
518,56
659,71
586,14
392,43
439,53
394,59
310,40
701,28
427,87
572,17
423,30
565,33
503,88
421,76
485,42
771,41
508,28
700,46
541,29
458,33

597,30
579,54
642,13
793,09
694,23
866,07
624,44

953,34
1.009,59
685,21
833,33
821,38
874,29
1.004,33
1.088,47
802,02
618,40
1.323,42
992,08
905,88
892,43
1.014,64

944,76
1.005,10
916,71
897,45
888,88

915,56
976,14
753,11
939,30
744,41
919,97

1.069,19
738,26
786,21
900,47
691,97
642,32
888,76
780,80
879,03
948,09
883,03

1.008,44
818,08
865,99
808,74
608,08
887,42
879,21
888,55
808,25
836,86
808,74
706,63
743,41

1.058,24
843,93

1.119,26
865,62
642,10

964,02
772,43
875,69
894,16
965,29
1.191,93
996,75

2.450,27
2.775,74
2.455,68
2.843,05
2.466,02
2.429,68
2.548,73
3.019,45
2.714,06
1.892,23
2.488,95
2.491,04
2.359,99
2.124,01
2.103,18

2.278,92
2.468,72
2.400,27
2.334,98
2.275,33

2.149,41
2.662,93
2.340,71
2.264,52
2.078,13
2.227,33

2.388,67
2.564,17
2.386,87
2.558,74
2.275,47
2.007,42
2.268,29
1.861,86
2.256,15
2.607,58
2.645,17
2.517,32
2.459,98
2.550,04
2.146,06
1.678,20
1.928,34
2.275,62
2.558,33
2.045,18
2.472,33
2.384,11
2.121,68
2.120,50
2.751,92
2.192,75
2.200,57
2.118,91
2.169,90

2.830,50
2.040,09
2.192,33
3.116,50
2.618,54
2.847,36
3.000,01

882,05
898,06
721,23
832,63
863,23
914,02
995,14
1.161,24
859,43
611,82
1.476,45
1.068,85
942,90
949,78
1.045,61

989,76
1.119,80
933,81
1.037,88
1.003,52

1.023,51
1.117,98
873,68
963,22
779,25
980,98

1.127,58
756,03
765,49
781,04
628,72
594,88
810,29
858,84
921,09
952,54
920,76
909,15
850,21
899,90
811,13
669,67
894,35
850,60
964,51
838,95
895,83
748,11
711,96
807,11
965,25
837,18

1.173,21
913,25
641,36

916,55
670,44
779,87
684,04
815,28
1.099,80
920,18

137,55
162,29
111,79
156,07
138,76
161,64
171,21
216,41
146,45

96,61
247,69
179,54
147,25
155,95
176,91

150,42
175,07
160,03
174,69
168,68

157,87
186,45
136,01
156,80
125,38
159,40

198,12
125,56
136,36
138,89
112,11

93,28
154,93
131,20
158,74
160,90
179,55
178,87
132,69
150,10
133,25
108,02
162,37
138,35
172,68
134,86
115,24
141,24
113,18
117,49
161,22
143,69
198,16
161,55

93,18

171,39
132,97
138,90
136,92
159,60
215,77
179,15



10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

RET: Exon 15/20
RET: Exon 16/20
MYPN: Exon 10/20
ASCC1: Exon 13/13
KCNMAL: Exon 4/27
CDHR1: Exon 15/17
PTEN: Exon 1/9
PTEN: Exon 2/9
PTEN: Exon 3/9
PTEN: Exon 4/9
PTEN: Exon 5/9
PTEN: Exon 6/9
PTEN: Exon 7/9
PTEN: Exon 8/9
PTEN: Exon 9/9
PLCEL: Exon 2/33
CYP17ALl: Exon 1/8
CNNM2: 3' Flanking
COL17A1: Exon 14/56
GPAM: Exon 16/22
FGFR2: Exon 12/18
FGFR2: Exon 9/18
FGFR2: Exon 7/18
HRAS: Exon 3/5
HRAS: Exon 2/5
ILK: Exon 4/13
SOX6: Exon 7/16
FSHB: Exon 3/3
ATM: Exon 8/63
ATM: Exon 9/63
ATM: Exon 12/63
ATM: Exon 17/63
ATM: Exon 26/63
ATM: Exon 34/63
ATM: Exon 35/63
ATM: Exon 36/63
ATM: Exon 39/63
ATM: Exon 50/63
ATM: Exon 54/63
ATM: Exon 55/63
ATM: Exon 56/63
ATM: Exon 59/63
ATM: Exon 61/63
ATM: Exon 63/63
WNK1: Exon 19/28
AICDA: Exon 4/5
KRAS: Exon 4/6
KRAS: Exon 3/6
KRAS: Exon 2/6
SCNB8A: Exon 27/27
PTPN11: Exon 3/16
PTPN11: Exon 13/16
HNF1A: Exon 3/10
HNF1A: Exon 4/10
FLT3: Exon 20/24
FLT3: Exon 16/24
FLT3: Exon 14/24
FLT3: Exon 11/24
RBL1: Exon 4/27
RB1: Exon 6/27
RB1: Exon 8/27
RB1: Exon 10/27
RB1: Exon 11/27
RB1: Exon 14/27
RB1: Exon 17/27

182,24
190,33
155,09
179,56
183,16
191,93
139,71
168,43
161,57
129,69
162,95
198,24
169,96
157,59

74,49
159,17
135,29
170,15
172,14
170,99
165,40
177,08
201,19
169,16
162,45
199,00
136,08
140,62
148,55
153,30
154,01
186,93
176,81
166,16
174,78
200,34
119,66
154,33
123,23
156,56
161,24
162,85
161,81
207,80
181,91
200,59
159,10
134,57
144,20
190,14
187,95
182,61
222,92
223,79
198,23
152,60
145,95
166,49
127,14
128,72
154,36
143,31
105,61
186,92
176,04

319,54
222,36
237,90
188,87
189,23
237,04
159,60
115,77
151,40
106,87
164,45
184,87
183,34
167,61

66,91
182,84
177,69
179,05
233,73
188,88
152,60
234,82
318,48
271,57
260,89
152,77
183,33
163,56
118,05
155,22
126,13
182,81
173,67
163,41
151,86
197,71
108,22
146,56
107,33
155,04
169,05
135,06
153,82
236,32
225,07
207,03
148,76
127,36
171,85
249,20
221,80
184,49
363,11
420,36
213,99
189,61
156,18
195,23
134,91
125,23
176,54
135,07

94,84
290,40
161,52

486,47
44339
471,49
510,64
448,56
582,05
42217
343,64
411,89
378,19
405,74
491,81
458,29
403,04
248,92
510,77
402,18
470,68
534,18
485,58
472,41
517,10
569,78
458,25
351,23
493,37
41642
374,44
388,10
429,19
432,38
498,65
449,50
454,19
439,28
494,90
359,59
394,14
326,50
417,97
461,01
433,92
470,80
545,71
502,06
406,67
381,51
388,60
401,56
591,22
525,64
512,00
620,70
549,58
555,54
459,91
462,46
462,98
373,77
368,01
389,23
389,95
293,11
463,56
478,18

458,99
431,68
44312
395,53
350,07
452,53
342,90
271,67
383,58
330,31
364,62
410,26
409,04
336,63
186,20
441,16
352,52
399,60
433,75
408,01
379,83
446,25
502,90
406,10
350,49
408,11
366,63
360,78
332,37
389,47
366,33
454,10
403,98
391,14
362,98
421,80
272,73
345,96
291,42
369,38
403,61
324,36
388,52
477,43
451,04
356,34
349,44
336,31
345,12
479,71
440,37
424,23
549,51
549,87
472,02
385,61
362,58
399,05
308,60
292,80
320,23
331,91
266,07
461,21
396,12

586,22
444,53
492,11
472,88
473,08
535,37
414,88
264,44
320,40
353,92
381,65
467,90
453,66
300,63
219,02
525,82
397,89
459,96
510,58
552,53
496,84
562,85
631,73
434,45
408,50
480,71
409,69
408,12
326,00
399,42
325,35
473,90
444,85
385,58
408,41
465,20
314,22
363,34
305,06
442,51
402,56
391,54
432,21
524,64
564,59
398,66
337,42
376,84
411,06
618,54
491,94
504,80
669,97
644,39
591,54
475,09
402,59
476,24
297,96
308,16
348,69
322,77
234,51
384,54
419,69

100

696,15
523,02
555,51
420,32
467,90
558,86
392,98
260,73
334,87
307,17
382,80
415,08
428,32
325,56
218,32
46754
427,88
403,98
573,46
465,49
416,79
578,55
637,61
498,19
507,09
456,74
443,78
379,78
307,17
398,97
346,07
467,39
416,51
365,16
371,23
408,60
278,38
407,12
265,94
365,56
475,14
315,77
409,31
500,48
552,40
438,63
328,79
395,85
357,01
667,06
482,13
509,71
712,88
722,72
581,77
487,14
392,18
455,25
281,23
283,10
354,29
318,27
265,35
668,43
380,09

915,99
829,07
827,28
783,39
804,20
880,25
713,88
555,11
738,43
606,07
733,37
831,68
868,37
683,37
409,99
879,11
672,00
746,63
904,65
835,54
840,32
957,46
1.054,12
697,67
602,01
712,74
786,06
702,54
666,76
789,97
703,59
877,86
828,86
756,55
790,01
858,29
582,99
730,70
568,67
753,13
794,64
694,85
821,47
998,61
905,36
760,52
726,96
647,02
729,88
965,56
879,52
848,11
1.082,99
991,28
964,14
773,30
775,24
784,46
642,43
594,36
706,14
662,96
462,15
932,02
799,50

2.471,40
2.501,48
2.105,35
2.109,07
2.180,70
3.204,76
1.880,79
1.614,06
1.713,51
1.768,49
1.398,60
2.016,87
2.048,21
1.253,13

980,54
244731
1.993,60
1.817,08
2.839,15
2.246,85
2.470,04
2.537,99
2.387,16
2.208,65
1.521,18
2.531,16
1.744,81
1.972,79
1.649,63
2.114,72
1.937,59
2.412,39
2.180,39
2.162,27
2.073,80
2.132,84
1.808,98
2.165,30
1.667,65
2.014,21
2.221,98
2.100,57
2.280,31
2.481,15
2.411,63
1.452,17
1.729,82
2.276,24
2.212,01
2.829,41
2.170,54
2.390,48
2.370,34
2.209,06
2.555,92
2.081,90
1.852,17
2.061,93
1.509,97
1.583,22
1.718,97
1.693,52
1.288,41
1.664,85
2.118,18

828,36
782,40
827,27
833,68
751,67
948,37
601,16
524,37
806,59
661,97
815,45
888,44
889,48
640,85
394,92
948,28
603,02
830,69
820,12
902,22
828,51
884,45
1.034,54
630,81
499,71
720,09
709,94
678,83
734,62
879,76
777,79
945,97
921,05
849,35
798,85
978,35
641,12
689,13
591,83
794,09
784,71
667,19
797,08
998,10
913,45
768,26
766,40
637,69
789,62
961,26
952,38
867,55
1.140,21
895,27
1.013,70
842,49
793,46
834,42
662,16
670,50
685,46
717,33
512,48
921,36
840,69

148,69
121,59
149,99
150,31
151,34
161,32

99,07

86,13
129,71
100,58
146,66
159,09
163,44
119,41

74,16
151,79
117,80
156,55
137,00
169,39
132,34
160,58
172,12
109,52

83,00
112,96
126,16
124,17
117,76
145,29
119,94
169,23
148,05
138,18
121,09
152,38
104,45
118,41

83,33
126,09
127,78
108,65
121,66
182,06
154,24
125,14
132,53
108,23
115,89
179,90
162,18
138,04
213,04
172,40
161,61
134,89
145,47
133,68
110,27
109,89
126,73
125,93

90,53
157,67
140,99



13
13
13

13
14
14
14
14

14
14
15
15
15
15
15
15
15
15

15
16
16
16
16
16
16
16

17
17
17

17
17

17

17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
19

19
19
19
19

Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

RB1: Exon 18/27
RB1: Exon 20/27
RB1: Exon 21/27
RB1: Exon 22/27,
Exon 23/27
L2HGDH: Exon 2/10
SYNE2: Exon 94/116
LTBP2: Exon 14/36
FLVCR2: Exon 1/10
AKT1: Exon 7/15,
Exon 8/15

AKTL1: Exon 4/15
SLC12A6: Exon 22/25
MAP2K1: Exon 2/11
MAP2K1: Exon 3/11
MAP2K1: Exon 6/11
MAP2K1: Exon 7/11
MAP2K1: Exon 11/11
ACAN: Exon 12/18 A
ACAN: Exon 12/18 B
IDH2: Exon 4/11,
Exon 5/11

CDH3: Exon 7/16
CDH3: Exon 15/16
CDH1: Exon 3/16
CDH1: Exon 8/16
CDH1: Exon 9/16
AARS: Exon 7/21
COG4: Exon 5/19
YBX2: Exon 8/9, Exon
9/9

TP53: Exon 11/11
TP53: Exon 10/11
TP53: Exon 8/11, Exon
9/11

TP53: Exon 7/11
TP53: Exon 5/11, Exon
6/11

TP53: Exon 2/11, Exon
3/11, Exon 4/11
MYHS3: Exon 34/41
MYH3: Exon 25/41
ERBB2: Exon 8/27
ERBB2: Exon 19/27
ERBB2: Exon 20/27
ERBB2: Exon 21/27
ITGA2B: Exon 30/30
COG1: Exon 2/14
COG1: Exon 7/14
AFG3L2: Exon 11/17,
Exon 12/17

MYO5B: Exon 17/40
SMADA4: Exon 3/12
SMADA4: Exon 4/12
SMADA4: Exon 5/12
SMADA4: Exon 6/12
SMADA4: Exon 8/12
SMADA4: Exon 9/12
SMADA4: Exon 10/12
SMAD4: Exon 11/12
SMADA4: Exon 12/12
STK11: Exon 1/10
STK11: Exon 4/10,
Exon 5/10

STK11: Exon 6/10
STK11: Exon 8/10
GNAL1: Exon 4/7

147,77
151,22
173,29

182,77
172,86
163,16
166,01
244,77

162,03
190,35
160,06
220,58
194,98
164,43
206,75
186,14
152,52
181,42

217,22
207,58
194,23
191,39
173,34
194,31
194,65
188,01

176,77
234,79
193,90

225,12
230,46

241,31

209,21
202,58
186,32
202,54
170,74
198,33
196,17
192,24
216,27
168,72

140,92
234,74
152,71
135,08
173,70
185,40
159,41
156,50
124,66
144,19
182,01
134,77

265,87
218,49
224,30
185,89

146,94
191,56
149,33

167,80
181,17
188,56
227,20
313,56

218,97
277,66
206,45
323,28
224,68
234,25
324,55
211,85
211,76
220,63

340,22
272,90
342,56
203,35
254,10
246,21
306,90
224,37

292,11
252,14
293,57

277,29
290,10

374,70

342,45
258,22
187,73
328,37
258,30
337,88
321,01
302,78
320,66
229,06

232,00
358,57
142,11
109,02
190,67
174,45
134,82
201,86
140,27
221,51
250,67
222,64

419,82
308,11
377,40
383,55

368,28
466,64
415,69

434,66
436,15
478,71
487,69
559,78

335,92
497,47
415,83
578,36
496,25
477,38
572,23
538,56
435,21
528,32

566,64
517,93
472,60
476,13
533,93
504,87
570,70
506,51

568,37
441,73
546,18

580,27
571,97

580,13

458,32
547,77
539,79
554,87
462,49
573,09
483,88
460,26
599,49
537,43

350,62
566,53
410,99
317,70
455,63
495,27
442,76
457,97
397,12
437,91
551,28
459,10

620,19
442,61
581,70
470,86

341,25
370,76
372,72

398,46
381,50
445,00
415,25
538,90

331,22
43547
403,68
466,30
485,18
445 46
522,91
432,23
404,11
458,90

531,30
463,57
485,16
405,28
457,82
424,29
496,51
423,89

509,00
439,60
452,62

504,96
523,37

568,78

435,59
427,81
416,99
517,91
404,62
501,38
480,07
418,98
533,64
474,21

318,24
531,93
338,85
304,22
406,78
398,02
356,89
412,44
366,21
410,20
547,77
370,43

561,54
450,23
513,14
452,39

353,34
426,72
316,64

426,43
415,16
538,05
496,97
679,55

370,00
551,44
432,23
563,79
520,77
531,03
626,36
545,94
464,92
545,62

580,02
535,03
611,27
502,58
599,17
531,64
557,40
500,79

609,55
490,16
521,14

526,38
560,85

604,40

477,89
525,45
522,73
644,81
425,56
637,83
557,00
468,88
612,33
565,65

367,36
640,64
408,80
280,02
473,98
470,78
352,67
450,84
443,12
472,39
551,44
450,53

645,78
505,02
620,64
528,77

101

331,97
467,23
312,60

392,72
438,08
524,44
510,36
790,08

431,18
622,57
514,44
703,34
639,12
595,25
659,42
546,56
420,94
531,40

650,96
589,18
721,73
470,13
557,98
576,82
629,60
490,70

627,43
512,72
586,88

505,55
589,84

689,27

536,09
576,80
527,97
699,36
509,34
732,61
639,54
598,00
642,56
626,15

429,07
605,24
414,95
292,32
469,27
422,83
388,04
460,68
388,01
479,74
606,69
458,01

658,17
521,63
688,10
601,69

638,96
802,98
769,83

770,60
691,13
871,93
846,06
1.038,15

615,90
830,08
696,94
1.155,79
935,58
842,21
1.035,77
894,74
747,59
918,97

993,46
915,74
883,88
778,39
1.008,95
883,81
941,70
902,46

952,65
814,39
965,69

910,30
923,84

1.017,66

851,63
954,78
942,86
976,39
781,62
1.028,09
903,88
824,56
1.106,67
906,52

599,25
1.034,61
653,92
602,07
859,30
804,95
737,64
850,66
694,14
750,66
984,57
634,27

968,23
760,52
904,78
693,59

1.810,78
1.877,45
1.687,22

1.730,83
2.024,97
2.329,08
2.334,14
2.613,49

1.772,35
2.553,37
2.003,66
2.339,62
2.370,51
2.196,27
2.385,27
2.418,92
2.021,43
2.512,42

2.095,89
2.110,36
2.510,23
2.245,12
244514
2.248,41
2.578,70
2.303,26

2.607,84
1.851,15
2.320,93

1.837,93
2.046,99

2.184,27

1.504,37
2.439,50
2.449,64
3.402,35
1.928,22
2.442,10
2.189,54
1.999,68
2.308,88
2.981,27

1.612,16
2.210,30
2.073,35
1.315,98
2.128,81
2.172,76
1.930,18
2.119,87
1.948,68
1.827,45
2.528,93
2.210,39

2.629,42
2.086,01
3.050,11
2.231,04

762,05
860,50
774,64

856,43
701,47
862,49
810,24
906,37

596,19
768,12
754,03
1.087,98
940,41
814,85
924,87
893,65
791,81
875,44

918,64
978,93
919,11
850,02
948,01
914,71
991,69
915,01

916,38
919,58
869,76

960,50
982,83

1.039,42

861,12
942,15
998,75
952,79
774,70
899,88
860,11
759,86
1.059,04
819,62

711,82
1.072,03
654,81
622,32
875,43
812,92
834,43
858,65
727,67
824,69
1.034,15
545,39

816,70
626,07
807,48
659,98

116,25
154,86
122,45

141,48
114,75
144,41
164,51
136,40

123,59
142,67
123,29
201,71
144,00
145,39
162,55
152,17
134,52
145,19

191,44
173,58
150,35
142,17
156,09
158,18
169,42
172,76

163,91
180,89
169,46

170,95
166,59

199,09

176,68
177,46
160,18
179,38
136,90
164,00
151,25
129,96
197,28
155,85

109,47
183,80
110,76

99,40
152,58
148,02
120,61
154,89
126,80
138,56
179,31

76,59

155,99
111,84
136,71
121,82



19
19
19
19
19
19

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
20
20
20
20
20

20
21
21
21
22
22
22
22
22
22

Tablo 4.9 (devam): Likit drneklerinin biitiin bolgelerdeki okuma sayilari.

GNAL1: Exon 5/7
MAP2K2: Exon 11/11
MAP2K2: Exon 10/11
MAP2K2: Exon 9/11
MAP2K2: Exon 8/11
MAP2K2: Exon 7/11
MAP2K2: Exon 5/11,
Exon 6/11

MAP2K2: Exon 4/11
MAP2K2: Exon 3/11
MAP2K2: Exon 2/11
MAP2K2: Exon 1/11
DNASEZ2: Exon 4/6
CACNALA: Exon 8/47
CALR3: Exon 8/9
JAK3: Exon 16/24
JAK3: Exon 13/24
JAK3: Exon 4/24
RYRL1: Exon 50/106
TGM6: Exon 13/13
FERMTL1: Exon 2/15
RIN2: Exon 8/11
RPN2: Exon 16/17
SRC: Exon 14/14
GNAS: Exon 8/13,
Exon 9/13, Exon 10/13
NDUFV3: Exon 3/4
COL18A1L: Exon 17/41
PCNT: Exon 10/47
SERPIND1: Exon 5/5
SMARCBL: Exon 2/9
SMARCBL1: Exon 4/9
SMARCBL: Exon 5/9
SMARCBL1: Exon 9/9
TMPRSS6: Exon 13/18

160,35
240,11
213,73
179,26
184,91
258,97

142,37
231,01
234,18
186,99
131,58
199,17
170,53
145,33
194,74
135,26
202,45
210,60
193,29
156,20
155,90
153,82
211,04

206,67
208,94
178,90
166,76
215,41
205,15
184,82
213,13
213,33
171,30

291,43
304,99
339,07
270,73
255,37
499,64

240,24
372,81
394,31
378,66
181,36
265,85
230,86
186,85
298,02
182,91
275,90
287,68
277,99
181,02
233,07
201,76
400,54

217,88
325,09
275,31
208,62
353,42
215,12
235,31
264,48
314,54
236,90

407,32
477,87
412,06
494,56
412,31
617,04

277,53
588,34
589,48
483,23
309,32
548,46
416,66
441,16
495,00
363,80
493,70
499,68
498,90
452,75
492,41
446,01
533,06

522,14
549,97
466,91
426,37
609,20
498,38
521,39
458,94
486,98
490,81

385,80
487,65
426,35
440,13
396,83
588,71

280,08
520,11
541,20
450,32
288,08
440,03
416,63
369,55
461,23
345,73
469,36
450,19
465,52
386,63
476,07
381,82
496,99

455,96
459,33
446,60
402,06
513,93
465,83
484,67
457,14
457,57
429,35

429,28
530,74
521,00
540,97
410,14
657,60

329,99
573,19
635,95
508,30
299,16
505,89
467,93
361,57
512,42
405,29
507,62
540,26
580,62
451,61
525,62
469,61
597,84

513,73
518,33
498,18
463,48
639,35
505,17
559,34
539,10
564,40
491,18

546,76
541,37
632,61
659,16
442,88
794,41

400,64
734,22
759,73
633,34
297,58
607,20
583,90
402,32
608,76
457,45
618,73
649,33
664,05
491,54
455,64
510,66
738,50

510,31
559,88
488,68
457,63
739,74
519,46
598,52
581,14
635,78
554,68

669,87
736,79
726,78
778,80
686,27
1.055,36

558,37
902,26
995,58
906,19
349,35
887,59
864,07
693,54
820,34
663,83
797,29
860,57
1.003,11
835,29
881,95
757,06
898,02

835,59
897,36
744,43
839,46
1.043,49
873,33
916,13
838,37
876,50
856,89

2.011,49
2.026,95
2.220,29
2.617,51
1.974,19
2.378,28

1.099,81
2.592,65
2.446,79
1.704,68
1.094,66
2.771,96
2.087,87
1.877,19
2.347,77
1.845,46
2.463,78
2.179,88
2.240,49
2.487,14
2.604,82
2.326,78
2.508,66

1.951,21
2.263,15
2.160,76
1.729,55
2.500,78
2.518,81
2.516,03
2.433,41
2.423,02
2.236,83

655,61
768,86
636,65
671,71
650,59
957,77

522,26
827,00
897,47
871,72
428,62
747,27
821,21
708,94
741,58
614,77
718,81
877,53
979,78
791,05
847,88
792,00
800,23

896,43
958,34
755,28
827,08
1.043,97
837,53
870,52
781,12
785,98
796,27

122,90
138,14
114,30
119,66
131,91
183,21

108,00
132,82
180,09
180,58

52,74
150,05
152,22
110,14
135,85
114,92
117,59
176,70
180,27
137,62
144,58
145,01
163,17

142,19
180,05
165,42
155,86
196,69
145,12
142,46
154,80
137,91
150,68
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Tablo 4.10: Okuma sayis1 kiyaslamasina gore ongoriilen CNV analizi sonuglarini ve

mutasyon saptanan genleri gdsteren dzet tablo.

Breiel Saptanan CNVler Mutasyon saptanan genler
GBM-DOKU-1 EGFR amplifikasyonu TPS3
GBM-LIKIT-1 - -
GBM-DOKU-2 RPN2 amplifikasyonu TP53, MET
GBM-LIKIT-2 - B

PDGFRA amplifikasyonu TP53, PTEN
GBM-DOKU-3 KIT amplifikasyonu
GBM-LIKIT-3 - -
EGFR amplifikasyonu TPS3, PTEN, EGFR
GBM-DOKU-4 MET amplifikasyonu
GBM-LIKIT-4 - -
GBM-DOKU-5 EGFR amplifikasyonu }
GBM-LIKIT-5 - -
EGFR amplifikasyonu TP53
GBM-DOKU-6 MET amplifikasyonu
GBM-LIKIT-6 = =
GBM-DOKU-7 EGFR amplifikasyonu -
GBM-LIKIT-7 - -
GBM-LIKiT-8 - JAK2
GBM-DQKU-g - -
GBM-LIKIT-9 = =
GBM-DOKU-10 - TP53, PTEN

GBM-LIKIT-10
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5. TARTISMA

Insan kanserlerinin baslamasindan ve ilerlemesinden sorumlu olan genetik
degisikliklerin kesfiyle yeni nesil biyobelirtegler kullanima sunuldu. Son zamanlardaki
kanser genom dizileme ¢alismalarindan elde edilen genomik bilgi akisiyla, hemen
hemen her tiirden kanserin somatik genetik degisiklikler barindirdigr artik
bilinmektedir. Bu degisiklikler, tek baz degisimlerini, insersiyonlari, delesyonlar1 ve
translokasyonlar1 igerir. Bu somatik mutasyonlar, normal hiicre popiilasyonlarinda
ihmal edilebilir siklikta meydana gelir ve bu nedenle biyolojik bir perspektiften son

derece spesifik biyobelirtecler saglar [118].

Spesifik mutasyonlar, primer tiimoriin degerlendirilmesi ile tanimlanir ve bu durum
hasta yonetimine hem zaman hem de maliyet ekler. Daha fazla kanser hastasi,
terapotik kararlara rehberlik etmek i¢in tiimorlerini genetik olarak analiz ettirdikge bu
durum daha az engel olusturacaktir. Goriintiilleme ¢alismalar1 genellikle bilgilendirici
degildir veya ilerlemeyi yansitmada yavastir. Tekrarlanan goriintiileme calismalart

ayrica hastalar1 radyasyona maruz birakir.

Tedavileri yonlendirmek i¢in kullanilan genetik degisiklikler, ctDNA analizi i¢in de
kullanilabilir. Ilerlemis kanserli hastalar1 ctDNA veya diger biyobelirteclerle
izlemenin, hastaligin ilerleyip ilerlemedigini en kisa siirede bilmek konusunda
onemlidir. Ote yandan, ilerlemis hastalif1 olan hastalarin herhangi bir biyobelirtecle
izlenmesinin  psikolojik yararlarin aksine klinik yararlar sagladigi heniiz
gosterilmemistir. Klinik semptomlardaki degisikliklerden once ilerlemenin (veya
yanitin) meydana geldigini bilmek, sagkalimi uzatmayabilir veya yasam kalitesini

tyilestirmeyebilir.

CtDNA saptama tahlillerinin gelistirilmesinde ilerleme kaydedilmesine ragmen, bu
aracin klinik degeri zaten gosterilmistir. Eslestirilmis tiimor ve ctDNA Orneklerinin
molekiiler profili, metastatik meme, kolorektal ve kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserlerinde klinik olarak anlamli mutasyonlarin tanimlanmasinda yiiksek uyum
oranlar1 oldugunu ortaya koymustur ve bunun sivi biyopsi i¢in uygun bir arag
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica, farkli timor tiplerine sahip hastalarda plazma
DNA'sinin genom capinda dizilimi, ctDNA'nin tiim tiimdr genomunu temsil ettigini

ve tiimor heterojenliginin dogru bir yansimasi olabilecegini diistindiirmektedir. Meme,
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kolon ve yumurtalik kanserlerinde ve melanomda, ctDNA diizeylerinin klinik olarak
yararlt oldugu ve ctDNA diizeyleri ile sagkalim arasinda ters bir iliski ile klinik

sonuglarla iliskili oldugu gOsterilmistir [22].

Mevcut ctDNA saptama stratejileri, esas olarak fragman konsantrasyonuna ve anormal
mutasyonlar ve  metilasyonlar gibi  dizi  Ozelliklerine dayali  olarak
gelistirilir. ctDNA'nin dinamik konsantrasyonu, kanser hastaliginin ilerlemesi ile
onemli Olciide iliskilidir. 2 saatten kisa olan yar1 omrii ve diisiik konsantrasyonu
nedeniyle, ctDNA’nin, primer timorlii hastalarda saptanmasi ¢ok zordur. Hastaligin
ilerlemesi ile birlikte, bagisiklik sistemi zayiflar ve belirli tespit limitleri altinda
cfDNA'dan ayirt edilebilen ctDNA yavas yavas birikir. Artan ctDNA konsantrasyonu,
saglikli gruplardan kanserli hastalar1 tanimlayabilir ve hastalar1 erken ve ileri evrelerde
simiflandirabilir. Ayrica ilag tedavisinden Once ve sonra ctDNA seviyelerindeki
degisiklikler, hastalar i¢in terapdtik etki ile ilgilidir ve tedaviden sonra tiimorsiiz

hastalar i¢in ctDNA'nin konsantrasyon seviyesi, kanserin tekrarlama riskini gosterir

[119].

MSS'de glioblastomlar ortaya c¢iktigindan erisilebilirlik bir sorundur ve KBB,
tiimorden tiiretilmis materyalin kana salinmasini veya transferini engeller. Bu nedenle,
serum veya plazmada, 6zellikle tiimorden tiiretilen niikleik asitler genellikle diisiik
seviyelerde tespit edilmistir ve bu, rutin klinik uygulamalarda uygulanmasini
zorlagtirabilir. Bu sinirlamalarin iistesinden gelmek icin, BOS umut verici bir 6rnek
olarak ortaya c¢ikmaktadir ve artan analitik duyarlilik ve oOzgiillik ile gelismis
sekanslama yaklagimlar ile birlikte, son zamanlarda ctDNA analizine yonelik umut

verici sonuglar gostermistir [120].

Piccioni ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, ctDNA'nin dolagima ulagsmak
icin kan-beyin bariyerini gegemeyecegini One siiren diger cfDNA caligmalarinin
aksine, primer beyin tiimdrlii hastalarin yarisinin saptanabilir cfDNA degisikliklerine
sahip oldugunu ve bunlarin %48.9'unun potansiyel olarak genomik olarak
hedeflenebilir bir degisiklige sahip oldugunu bulmuslardir. Calisilan kohortta ortalama
%0.33 VAF ve minimum %0.05 VAF ile, diisiik seviyeli degisikliklerin tespiti igin
yiiksek hassasiyete sahip bir cfDNA testinin kullanilmasinin énemi vurgulanmistir.

Tiim6ér DNA'sinin kan dolasimina salinmasini etkileyen mekanizmalar tam olarak
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anlasilmamistir ve kan-beyin bariyerinin, birincil beyin timdriinden periferik dolagima
girebilen ctDNA miktarini sinirlayabilmesi miimkiindiir. Bu ¢aligmada gozlemlenen
diisik VAF'ler, bu hasta popiilasyonunda klinik kullanim igin ticari bir ¢cfDNA
platformu secerken, bu diislik seviyeli degisiklikleri tanimlama olasiligin1 artirmak

i¢in teknik tahlil performansinin 6zellikle nemli oldugunu gostermektedir [96].

cfDNA analizi i¢in uygun Orneklerin elde edilmesi i¢in analitik adimlarin yani sira
preanalitik adimlarim da dogru bir sekilde dikkate alinmasi gerekir. cfDNA'nin
cogunlugu normal hiicrelerden kaynaklandigindan ve kiigiik ¢tDNA fraksiyonu igin
bir seyreltici olarak hareket ettiginden, timorlii olmayan cfDNA'nin artmasina neden
olan kosullardan kagmilmalidir. Bu ¢alismada numunenin hassasiyetine uygun
PAXgene Blood ccfDNA tiipii kullanilmistir. Ornekler alindiktan sonra oda
sicakliginda muhafaza edilmis ve 7 giin igerisinde izole edilerek numunenin hizli

islenmesi saglanmstir.

Damlacik dijital PCR (ddPCR), BEAMing veya Real-time PCR yontemleri gibi asiri
duyarli hedefli yaklagimlar, onceden belirlenmis kanserle iliskili mutasyonlarin
yiiksek hassasiyette hizli, ucuz ve hassas saptanmasina olanak tanir. YND tabanl
yontemler ise, hedefli ve hedefsiz yaklasimlari icerir ve milyonlarca DNA dizisini
biiyiik paralel dizileme yetenekleri nedeniyle o6ne ¢ikar. Hedefli yaklagimlar yiiksek
analitik hassasiyet gosterse de, dnceden tanimlanmis bir dizi gendeki mutasyonlarla
sinirlidirlar, oysa tiim genom dizilimi veya hedeflenmemis yaklasimlar gibi
hedeflenmemis yaklasimlar tam ekzom dizileme, birincil tiimér hakkinda bilgi
gerektirmeden yeni, klinik olarak alakali genomik sapmalari tespit etme firsati saglar.
Bununla birlikte, hedeflenmemis yaklagimlarin klinik kullanimi, daha diisiik
duyarlilik, daha yiiksek girdili numune hacmi gereksinimi ve daha yliksek maliyetler
nedeniyle genellikle engel olusturur [121]. Calismamizda yeni biyobelirte¢ kesfi
hedeflenerek UMI tabanli YND yontemi tercih edilmistir. YND teknolojisi ile yiiksek

miktarda verinin daha kisa siirede ve daha diisiik maliyetle analizi saglanmistir.

Izolasyon daha fazla cfDNA elde edebilmek i¢in 5 ml’ye kadar plazma gerektiginden
tiiplere 10 ml’ye kadar kan alimmasmna dikkat edilmistir. izolasyonda kullanilan
DNA’s1 izolasyonu i¢in kullanilan QIAamp Circulating Nucleic Acid kitinde 20 pl ile

150 pl arasindaki esnek eliisyon hacimleri, numune materyalinde diisiik miktarlarda
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bulunan niikleik asit tiirlerinin konsantrasyonun ayarlanmasina izin verir. Bu nedenle
konsantrasyonu yliksek cfDNA elde edebilmek icin biitiin hasta 6rneklerinde 40 pl
eliisyon buffer kullanilmistir. Hastalarin kontrol olarak kullanilan taze doku 6rnekleri
ise standart izolasyon protokolii ile izole edilmistir. Elde edilen DNA’larin yiiksek

hassasiyetle 6l¢iilmesi, YND ¢aligsmasina uygun miktarda 6rnek girisi i¢in 6nemlidir.

Calismamizda ABL1, AKT1, ALK, APC, ATM, BRAF, CDH1, CDKN2A, CSF1R,
CTNNB1, DDR2, DNMT3A, EFGR, ERBB2, ERBB4, EZH2, FBXW?7, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, FLT3, FOXL2, GNA11l, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1,
IDH2, JAK?2, JAK3, KDR, KRAS, MAP2K1, MET, MLH1, MPL, MSH6, NOTCH1,
NPM1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTPN11, RB1, RET, SMAD4, SMO, SRC,
STK11, TP53, TSC1 genlerinin hotspot bolgelerini, AR, BTK, ESR1, KIT, MAP2K2,
MTOR, PTEN, RAF1, ROS1, VHL genlerinin tiim ekzon bolgelerini iceren 63 genden
olusan ve toplamda 3007 primer bolgesi dizaynindan olusan YND paneli
kullanilmigtir. Hedef zenginlestirme ve kiitiiphane olusturma asamalarindan dnce her
bir DNA molekiilii -UMI olarak bilinen- kendine 6zgii bir sekans yada index ile
isaretlenmigtir. BOylece YND sonrasinda biyoinformatik is akisinda somatik
mutasyonlarin dogru sekilde saptanmasi saglanmistir. Calismada her reaksiyondan
sonra saflagtirma yapilmistir. Saflasima asamasinda amplikonlar manyetik
boncuklarla iyice karigtiritlir ve amplikonlarin boncuklara baglanmasi saglanir.
Ornekler manyetik satnda konulur ve boncuklara yapisik olan amplikonlar manyetik
alanin etkisiyle tiipilin ¢eperine yapisir. Cepere yapisamayan fragmanlar ise alkol ile
yapilan yikama sonucu tiipten uzaklastirilir. Bu asamada manyetik boncuklar ile
amplikonlar yeterince karigmazsa amplikon kaybi yasanabilir. Yikama agamasinda
tiipteki fazla siviyr alirken ¢eperde bulunan amplikon-manyetik boncuk kompleksine
dokunuldugu zaman kompleks bozulur ve amplikonlar serbest hale gecerek yine
yanliglikla tiipten uzaklastirilma ihtimali ile kars1 karsiya kalinir. Fragman boyutuna
gore saflastirma isleminde diizenlemeler yapilabilmektedir, ¢alismamizda taze doku
ve cfDNA 6rnekleri i¢in farkli miktarlarda manyetik boncuk kullanilmistir. Havuzlarin
her biri farkli F ve R yonlii olarak ifade edebilecegimiz bir ¢ift indeks ile
isaretlenmistir. Boylece her 6rnegin farkli bir kiitiiphaneyi temsil etmesi saglanarak
orneklerin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Kiitliphaneler olusturulduktan sonra

Real-time PCR ile kantitasyon ol¢iimii yapilarak, normalizasyon i¢in diliisyon
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miktarlar1 belirlenmistir. Her kiitliphaneden 4 nM olacak sekilde megahavuz

hazirlanmistir.

YND calismas1 260.000.000 paired-end okumayr miimkiin kilan NextSeq 500/550
Mid Output Kit v2.5 (300 Cycles) kartusu ile gergeklestirilmistir. Boylece 23 numune
ortalama 3000 coverage hedeflenerek dizilenebilmistir. YND c¢aligmasinin
tamamlanmasinin ardindan verilerin analizine baslamadan 6nce elde edilen verilerin
kalite degerlendirilmesi yapilmasi gerekmektedir. Calisma sonucunda dizilemenin
dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin 6lgiim platformu olan Q30
skorumuz %80,1 olarak tespit edilmistir. Kalite skoru (Q-score), baz okumadaki hata
olasiliginin tahminidir. >Q30 bazlarin yiizdesinin, tiim g¢alisma boyunca ortalamasi
aliir. Q’nun degeri 30 oldugunda 1000 bazda 1 baz hatali okuma olasiligini gosterir.
Q30 skoru i¢in Illumina firmasi1 NextSeq 500/550 Mid Output Kit i¢in gegerli goriilen
degeri > %75 ve lizeri olarak belirtmistir [122].

Cluster density olarak bilinen kiime yogunlugu, bir diger analiz kalite
degerlendirmesidir. Diziler akis hiicresi (flow cell) lizerinde okuma plakalari tizerinde
yer alan adaptorlere baglanirlar. Akis hiicresi iizerinde olusan kiitliphane kiimelerinin
yogunlugu ¢alismanin degerlendirmesinde dnemlidir. Kullanmis oldugumuz kit igin
ideal kiime yogunlugu degeri 170-220 K/mm2 ‘dir [123]. Calisma sonucu elde
ettigimiz deger ise 174 K/mm?2 ’dir.

Yiriitmeye ait biitiin parametreler degerlendirilip kalite degerlendirmesi olumlu
sonuglandiktan sonra her 6rnegin ikincil analizi FASTQ dosyalar1 kullanilarak QCI
Analyze’da gerceklestirilmistir. Biitiin 6rneklerin ortalama kalite okumalar1 6nerildigi
gibi %80’in iizerindeydi. UMI kapsami > 400x ve > 200x kriterlerinde Onerilen
yiizdelerin altinda kalan 3 6rnek vardi; GBM-1-Likit, GBM-2-Likit ve GBM-10-Likit.
Bu ii¢ hasta ¢aligmadaki en diisiik Qubit dl¢limiine sahip likit biyopsi drnekleridir.
Dolayisiyla reaksiyona diger orneklere gore reaksiyona daha az DNA girisleri
olmustur. Real time sonuglar1 incelendiginde bu durumun kiitiiphane zenginlestirme
acisindan negatif bir etkisinin olmadig diisiiniilmektedir. Fakat diisiik DNA girisi
nedeniyle kiitliphane zenginlestirme asamasindan sonra ortamda bulunan UMI isaretli
DNA miktarinin ¢ok az olmasi nedeniyle biyoinformatik is akisi icin yeterli seviyeye

gelemedigi diistiniilm{stir.
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Doku ve likit biyopsi oOrneklerinin frekans dagilimlarina bakildiginda, doku
orneklerinin tiimor ylizdesi bilinmedigi i¢in frekans dagilimlarinin degisken oldugu
gorilmistir. Likit biyopsi oOrneklerinde ise homozigot ve heterozigot varyant
frekanslarinin daha net araliklarda saptandigi gozlenmistir. Ayn1 hastanin hem doku
hemde likit biyopsi orneklerindeki allel frekans dagilimlarini kiyaslamanin, likit
biyopsinin doku 6rnegini ne kadar temsil ettigi ile ilgili tam olarak bir 6n bilgi
saglayamadig goriilmiistir. Bu durumun nedeninin taze dokulardaki tiimor
heterojenliginin farkli olmasi ve likit biyopsi 6rneginde diisiik cfDNA nedeniyle ¢ok
fazla artefakt saptanmasi ile iligkili oldugu diistiniilmiistiir.

Yapilan 6n analizden sonra analiz kolaylig1 saglanmas1 amaciyla QCI Interpret’e her
hastanin doku ve likit biyopsi 6rneklerinin VCF dosyalari kullanilarak ve ilgili panel
secilerek somatik analiz edilmek {izere sisteme birlikte yiiklenmistir. Doku ve likit
biyopsi 6rneklerinin her ikisi de hem germline hem somatik varyantlari igerir. Somatik
testler i¢in, normal hiicrelerden kontaminasyon ve tiimér heterojenligi birleserek
ongoriilemeyen VAF'lara neden olur. VAF beklenenden ¢ok daha yiiksekse, varyantin
germ hatti veya heterozigotluk kaybi (LoH) bolgesinde oldugunu gdosterebilir.
Varyant, LoH'un beklenmedigi bir gendeyse (6rnegin, aktive edici mutasyonlarin
mekanizma oldugu bir onkogende), germline daha olasi bir agiklama olabilir.
Beklenenden ¢ok daha diisiik bir VAF, yanlis pozitifligi veya diisiik seviyeli tiimor
heterojenligini gdsterebilir. Beklenenden daha diisiik bir VAF varyantinin teknik
gegerliligi cok giicliiyse, timor heterojenitesi daha olasidir [124]. Calismamizda kan
ornegi kullanilmamasina ragmen likit biyopsi 6rneginde saptanabilen cfDNA kaynakli
germline varyantlar nedeniyle dokulardaki germline varyantlarin biiyiik oranda ayirt

edilebildigi diistintilerek analizler gerceklestirilmistir.

6 doku 6rneginde TP53 mutasyonu saptanmustir. Tiimdr baskilayici ve transkripsiyon
faktorli p53, hasarli hiicre apoptozu, genomik stabilitenin korunmasi, anjiyogenezin
inhibisyonu ve hiicre metabolizmasinin ve tiimoér mikrogevresinin diizenlenmesi dahil
olmak tiizere ¢ok cesitli hiicresel tepkileri diizenleyerek tiimoriin 6nlenmesinde kritik
roller oynar. TP53, kanserde en yaygin olarak deregiile edilmis genlerden biridir. p53-
ARF-MDM2 yolu, glioblastoma (GBM) hastalarinin %84'inde ve GBM hiicre
hatlarinin %94'iinde diizensizdir. Diizensiz p53 yolu bilesenleri, GBM hiicre istilasi,

gocli, cogalmasi, apoptozdan kagmmma ve kanser hiicresi sapmasi ile
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iliskilendirilmistir. GBM'deki TP53 mutasyonlari, ¢ogunlukla, p53 proteininin
onkogenik varyantlarinin bir fonksiyon kazanci (GOF) yiiksek ifadesine yol acan
nokta mutasyonlaridir. Bu nispeten az ¢alisilmis GOF p53 mutantlari, muhtemelen
yabanil tip p53 tarafindan diizenlenenlerden farkli bir dizi gen iizerinde transkripsiyon
faktorleri olarak hareket ederek GBM malignitesini tesvik ederler. ifadeleri, GBM
tedavisi icin belirte¢ ve hedef olarak potansiyel onemlerini vurgulayarak daha koti
prognozla iliskilidirler [125]. Chang ve arkadaslarmin (2016) tiimor orneklerinde
tekrarlayan mutasyona ugramis kalintilar1 tanimlamak i¢in gelistirdikleri istatistiksel
bir algoritma yaptiklari ¢alismada, glioblastoma dahil ¢alismaya alinan 25 tiimor
tipinde gozlenen en yaygmn hotspot bdlgenin TP53 R248 varyantin oldugunu
belirtmislerdir [126]. GBM-DOKU-10 hastamizda saptanan R248C mutasyonu likit
biyopsi 6rneginde tespit edilememistir. Ayni ¢calismada gecen TP53 R249, R273 ve
1195 mutasyonlari ise sirasiyla ¢alismamizdaki GBM-DOKU-3, GBM-DOKU-1 ve
GBM-DOKU-2 o6rneklerimizde saptanmistir. Bu {i¢ varyantta hastalarin likit biyopsi
orneklerinde saptanamamistir. Nguyen ve arkadaslarimin (2014) GBM'deki
endojen MSH6 mutasyonlarini, anaplastik oligodendroglial timor dokusunu ve
karsilik gelen beyin tiimorinii baglatan hiicre dizilerini (BTIC) arastirdiklar
caligmalarinda IDH1 negatif, radyoterapi ve temozolomide 6n tedavisi uygulanmis
niiks goriilmiis bir GBM hastasinda TP53 P151S mutasyonu raporlanmistir [127].
Calismamizdaki GBM-DOKU-6 o6rneginde P151S mutasyonu saptanmis olup,
hastanin likit biyopsi Orneginde bu varyant saptanamamistir. GBM-DOKU-4
ornegimizde saptanan L344P mutasyonu somatik olarak meme, pankreas, prostat,
bobrek, iist solunum-sindirim sisteminde raporlanmistir [128]. Dokuda saptanan

varyant, hastanin likit biyopsi 6rneginde saptanamamustir.

4 doku 6rneginde PTEN mutasyonu saptanmistir. Parsons ve arkadaslarinin (2008) 22
insan GBM o6rneginde 20.661 protein kodlayan geni analiz ettikleri calismalarinda
PTEN c.802-1G>A varyant1 Br03X kodlu 6rnekte saptanmistir ve PTEN geninin TP53
ve EGFR ile birlikte GBM’lerin %30 ila 40 arasinda degistigi belirtilmistir [129].
Calismamizdaki GBM-DOKU-8 6rneginde bu mutasyon saptanmis olup, hastanin likit
biyopsi drneginde bu varyant saptanamamustir. Kato ve arkadaslarinin (2000) 66 insan
beyin tiimoriinde iki ana timdr baskilayict gen olan TP53 ve PTEN genlerindeki
mutasyonlarini taradiklari ¢aligmalarinda PTEN mutasyonunun, hem TP53 mutasyonu
olan hem de olmayan 64 tiimoriin 8'inde (%12.5) ve baslica GBM'lerde (26'nin 7'si,
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%26.9) gozlendigi belirtilmistir. Calismada S78348 kodlu 6rnekte PTEN ¢.212G>A
mutasyonu saptanmistir. PTEN geni mutasyonunun, glioma ilerlemesinde TP53
genininkinden daha sonraki bir olay oldugunu ve her iki genetik yolla iliskili oldugu
vurgulanmistir [130]. Calismamizdaki GBM-DOKU-10 6rneginde bu mutasyon
saptanmig olup, hastanin likit biyopsi Orneginde bu varyant saptanamamistir.
Calismamizdaki GBM-DOKU-3’te saptanan €.80-1G>C varyanti ve GBM-DOKU-
4’te saptanan c.313T>A varyanti daha Once hi¢bir yaymnda raporlanmamustir,

hastalarimizda saptanan bu varyantlar likit biyopsi drneklerinde saptanamamustir.

1 doku orneginde EGFR mutasyonu saptanmistir. Lee ve arkadaglarinin (2006)
100'den fazla glioblastomda EGFR geninin biitiin ekzonlarini dizilediler. Tiimorlerin
yaklasik %15'1, EGFR'nin amino asit dizisini degistiren degisiklikler olan missense
mutasyonlar i¢eriyordu. Sadece bir tiimér EGFR kinaz alaninda mutasyona sahipti
(L861Q); geri kalanlarin hiicre digi alaninda mutasyonlar vardi. EGFR missense
mutasyonlarinin glioblastomdaki dagilimi, EGFR sinyallemesindeki degisikliklerin
kanser gelisiminde de rol oynadigi ancak tiim onkogenik mutasyonlarin kinaz alaninda
oldugu akciger kanserindeki ile c¢eliski gostermesi Ozellikle yayinda
vurgulanmistir. S003577 kodlu 6rnekte ¢.1787C>T mutasyonu saptanmistir [131].
Calismamizdaki GBM-DOKU-4 6rneginde bu mutasyon saptanmis olup, hastanin likit

biyopsi 6rneginde bu varyant saptanamamistir.

1 doku orneginde de MET mutasyonu saptanmistir. Saptanan ¢.1949G>A varyanti
daha once hi¢bir yayinda raporlanmamigtir. GBM-DOKU-2 6rneginde saptanan
varyantin klinik 6nemi net olarak bilinmemekle birlikte hastanin likit biyopsi
orneginde bu varyant saptanamamistir. Moon ve arkadaslarinin (2000)  glioma
tiimorigenezinde MET mutasyonlarinin ve delesyonlarinin roliiniin ilk arastirmasini
temsil eden calismalarinda, aktive edici mutasyonlarin yaygin olmamasina ragmen (11
timorden 1'inde), MET geninin delesyonu, andploidisi ve amplifikasyonunun timdor
hiicrelerinde yaygin oldugunu (11 tiimdriin 7'sinde) ve glioma olusumu veya
ilerlemesinde katkida bulunan bir faktor olabilecegi sonucuna varildig1 vurgulanmistir

[132].

Calismamizda GBM-8 numarali Ornegimizin hem doku hem de likit biyopsi

orneklerinde JAK2 V617F (dokuda saptanan VAF: %2.72, likit biyopside saptanan
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VAF: %8.77) mutasyonu saptanmistir. Diger hi¢bir 6rnegimizin dokusunda saptanan
mutasyon daha once belirtildigi gibi likit biyopsi orneginde saptanamistir. GBM-
DOKU-8 6rneginde %33 VAF ile saptanan PTEN mutasyonunun ise likit biyopsi
orneginde saptanamamasi dikkat ¢ekici bir unsurdur. JAK2 V617F, miyeloproliferatif
hastaliklarda oldukca tekrarlayan bir mutasyondur. Polisitemi verali hastalarin
yaklasik %98'inde ve esansiyel trombositemi ve primer miyelofibrozlu hastalarin
yarisindan biraz fazlasinda bulunur. Kanserle daha az iliskili olmakla birlikte
gorildiigiinde miyeloid losemilerde lenfoid 16semilere gore daha olasidir. V617F
mutasyonu, artan kinaz aktivitesi ile sonuglanan aktive edici bir mutasyondur.
Mutasyon hematolojik malignitelerle sinirli gibi goriinmektedir [133]. Piccioni ve
arkadaslarinin (2019) 222 GBM hastas1 dahil olmak tizere primer beyin tiimérii olan
419 hastay1 analiz ettileri ¢alismalarinda kullandiklart cfDNA tahlilinin, yalnizca
somatik degisiklikleri bildirdigini, bununla birlikte yiiksek tiimor yiiki ve/veya
kromozomal instabilitesi olan vakalarda germline degisiklikler ile somatik
degisikliklerin arasindaki ayrimin zorlagtigini belirtmislerdir. Tek basina cfDNA'nin
dizilenmesi yoluyla degisikliklerin hematopoietik kokenini diglamanin miimkiin
olmadigmi ve JAK2 V617F gibi bazi degisikliklerin kati tiimorlerden ziyade
miyeloproliferatif neoplazmalarda daha sik meydana geldigini vurgulamiglardir. Bu
nedenle, yalnizca doku testine benzer sekilde, cfDNA'min YND'si tarafindan
tanimlanan degisikliklerin tiimor kaynakli kdkeninin kesin olarak dogrulanamadiginin
altim1 ¢izmislerdir [96]. Ptashkin ve arkadaslari (2018) eslestirilmis tiimor-kan
sekansini kullanarak solid timorlii hastalarda klonal hematopoez (KH) ile ilgili
mutasyonlari belirlemeyi hedefledikleri c¢alismalarinda, her hastanin kan
16kositlerinde CH ile ilgili mutasyonlarin varligin1 ve karsilik gelen eslesen tiimor
orneginde mutasyonu barindiran DNA molekiillerinin fraksiyonunu belirlediler. KH,
hematopoietik kok ve/veya progenitor hiicrelerde klonal genislemeye yol agan
genomik degisikliklerin somatik edinimidir. Kanserli hastalarda, yaslanma, sigara
icme ve radyasyon tedavisi ile iligkili olarak KH sik goriilen bir durumdur. Klonal
hematopoez, tedaviyle iliskili hematolojik malign neoplazma riskinin artmastyla
iligkilidir ve siklikla KH'de mutasyona ugrayan genler, hematolojik malign
neoplazmlarda da yaygin olarak degismistir. Ptashkin ve arkadaslari, solid tiimdrlerde
yaygin bir 16semi mutasyonu olan JAK2 V617F'in yakin tarihli raporlarinin, kanserli
hastalarda yiiksek KH prevalansinin, infiltre 16kositlerin varligi nedeniyle yalnizca

tiimore yonelik genomik profillemenin sonuglarini ne derece karistirabilecegini
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incelemelerine neden oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda, eslesen normal bir
numunenin sekanslanmadigi hastalarda KH mutasyonlarinin somatik timor
varyantlar1 olarak yanlis atfedilip atfedilmeyecegini ve bazilarmin hatali tedavi
onerileriyle sonuglanabilecek eyleme gecirilebilir degisiklikler olup olmadigim
arastirmiglardir. Calisma sonucunda, ilerlemis kanserli bir hasta popiilasyonuna
dayanan en bilylik solid tiimorde klonal hematopoez raporunu sunduklarin
belirtmislerdir. Genel olarak hastalarin kii¢iik bir kismu etkilenirken, yash hastalarda
solid tiimorde klonal hematopoez prevalansinin daha yiiksek oldugunu ve ozellikle
tedavi kararlar1 degisken sonuglara dayaliysa, yalnizca timor dizileme sonuglarinin
dikkatle degerlendirilmesi gerektigini gostermislerdir. JAK2 mutasyonlar1 diger
bliylikk 6lcekli dizileme calismalar1 tarafindan tanimlanmadigindan, bu
calismada JAK2 V617F mutasyonlarinin bulunmasi, muhtemelen 16kosit
infiltrasyonu nedeniyle solid tiimorde klonal hematopoez mutasyonlarinin

saptanmasindan kaynaklanan bir artefakt1 temsil ettigi diisiiniilmiistiir [134].

Li ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli
(KHDAK)  hastalarin =~ %1’inde =~ JAK2 V617F mutasyonunu  saptadiklarin
bildirmislerdir. JAK2 p.V617F mutasyonu, JAK?2 kinazin yapisal aktivasyonuna ve
dolayisiyla JAK-STAT sinyal yolagina neden olur. JAK-STAT yolu proliferasyon,
farklilasma ve apoptoz dahil hiicresel siirecleri diizenler ve tiimorijenez ve kanser
gelisimindeki rolii hem hematolojik maligniteler hem de kati tiimdrler icin iy1
belgelenmistir. JAK kinaz inhibitorleri, anormal JAK-STAT yolagi aktivitesinin
hastalik patogenezinin ana mekanizmasit oldugu kanserleri tedavi etmek icin
gelistirilmistir. Yapilan ¢calismada dokuz tiimor 6rneginde %2-13 araligindaki diisiik
mutasyon alel fraksiyonu, mutasyonun somatik oldugunu kuvvetle diistindiirmiistiir.
Daha sonra JAK2 p.V617F i¢in gercek zamanli allel spesifik PCR gerceklestirilmis ve
bu mutasyon dokuz tiimdr Orneginin timiinde dogrulanmistir. JAK2 p.V617F
mutasyonlu dokuz vakadan {igli KRAS mutasyonu, biri EGFR mutasyonu ve iKkisi
BRAF p.V600E mutasyonu ile birlikte ortaya ¢iktigi saptanmistir. Mutasyon alel
fraksiyonlarinin daha fazla incelenmesi, JAK2 p.V617F mutasyonunun, birlikte
meydana gelen onkojenik mutasyonlardan cok farkli alel fraksiyonlarina sahip
oldugunu gostermistir ve bunlarin ayni tiimoér numunesindeki farkli alt klonal hiicre
popiilasyonlarindan tiiretildigini diisiindiirmiistiir. Gen ekspresyonu analizi, JAK2

kazancimin onemli Olclide yiiksek PD-L1 ekspresyonu ile iligkili oldugunu, JAK2
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kaybinin ise dnemli dl¢giide azaltilmig PD-L1 ekspresyonu ile iligkili oldugunu ortaya
koydu. Anlamsiz mutasyon veya delesyondan kaynaklanan JAK2 kaybi, PD-L1
ekspresyonu lizerinde benzer etkiye sahipti. p.V617F gibi JAK2 aktive edici
mutasyonlarin, artan PD-L1 ekspresyonu ile iligkili olabilecegini ve bu nedenle tiimorii
anti-PD1 immiinoterapisine duyarli hale getirebilecegi varsayilmigtir. PD-L1
ekspresyon verilerinin olmamasi nedeniyle bu fikir dogrudan test edilememis olsa da,
hipotezin 6nemli potansiyel klinik etkisinin oldugu ve gelecekte arastirmaya agik
oldugu belirtilmis. Calismada ayrica diisiik alel fraksiyonlarinin, JAK2 p.V617F
mutasyonunun test edilen numunelerdeki subklonal tiimor hiicrelerinden geldigini 6ne
stirse de, belirsiz potansiye sahip klonal hematopoezi olarak adlandirilan yaglanmayla
ilgili bir fenomene iligkin alternatif bir yorumunda bulundugu belirtilmistir. Tespit
edilen JAK2 p.V617F mutasyonunun belirsiz potansiye sahip klonal hematopoezi olan
kisilerde infiltre hematolojik hiicrelerden kaynaklandigi disiinilebilir. Bununla
birlikte, belirsiz potansiye sahip klonal hematopoezi olan bireylerin kan drneklerinde
tespit edilen 16semideki somatik mutasyonlarin ve lenfoma ile ilgili genlerin genel
olarak diisiik allel fraksiyonlarina sahip oldugu yaymlanmis sonuglara ek olarak,
sekanslanmis numunelerindeki hematolojik hiicrelerin yiizdesi neredeyse sifir oldugu
icin bu senaryoyu olasi gormediklerini de eklemislerdir. Belirsiz potansiye sahip
klonal hematopoezi nedeniyle kandaki klonal popiilasyon %100'e yaklasabilir ve sirali
tiimor 6rneklerindeki hematolojik hiicrelerin yiizdesi tipik vakalardan daha yiiksektir,
bu nedenle infiltre hematolojik hiicreler nedeniyle JAK2 p.V617F mutasyonunun
saptanmasina yol acar. Calismadaki JAK2 p.V617F mutasyonuna sahip dokuz
hastadan bazilar1 i¢in en azindan bir olasilik oldugu kabul edilmis fakat bu olasilig1

diglamak i¢in dokuz hastanin kan 6rneklerinin sekanslanamadigi belirtilmistir [135].

Hu ve arkadaglar1 (2018) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, cfDNA'da
bulunan ancak KHDAK hastalariin tiimor dokusunda bulunmayan KRAS ve JAK2
mutasyonlarmin  ¢ogunun belirsiz  potansiye sahip klonal hematopoeziden
kaynaklanma olasiligmmin yiliksek oldugunu gdstermiglerdir. Calismada, aslinda
timorden ziyade beyaz kan hiicrelerinden (yani klonal hematopoez) tiiretilen
dogrulanmis plazma genotipleme deneylerinde cfDNA'da tespit edilen JAK2,
TP53 ve KRAS'ta tekrarlayan mutasyonlar rapor edilmistir . Yaklasim, klinisyenlerin

cfDNA'da, 6zellikle KH ile iliskili genlerde tespit edilen mutasyonlarin her zaman
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timOr  genotipini  yansitmayabileceginin  farkinda  olmast  gerektigini
vurgulamaktadir. Calismada, klonal hematopoez olarak bilinen malign olmayan
hematopoietik hiicrelerdeki somatik mutasyonlarin, timor genotiplemesi ile plazma
cfDNA genotiplemesi arasinda tekrar eden bir uyumsuzluk kaynagi olabilecegi
varsayllmistir. Spesifik amag, KH'ye bagl yanlis pozitifleri, yani KHDAK genotipini
belirlemek amaciyla kullanilan plazma genotiplemesinin, bunun yerine tiimorden degil
KH'den tiiretilen mutasyonlar1 tanimladigi durumlar1 belirlemektir. Hastalarin hem
doku, hem plazma hem de periferik kan hiicrelerinden yapilan testler sonucunda;
plazma ve periferik kan hiicrelerinde saptanip tiimor dokusunda saptanmayan
mutasyonun kokeninin KH oldugu, plazma ve tiimdrlii dokuda saptanip periferik kan
hiicrelerinde saptanmayan mutasyonun kokeninin timér oldugu, sadece plazmada
saptanip periferik kan hiicrelerinde ve tiimorlii dokuda saptanmayan mutasyonun

kokeninin ise belirsiz oldugu belirtilmistir [136].

CNV'ler, bir kilobazdan (Kb) birka¢ megabaza (Mb) kadar degisen genomik bolgeleri
etkileyen bir tiir yapisal degisikliktir. Bu biiyiik 6l¢ekli genetik varyantlar, genom
boyunca ortaya ¢ikabilir ve yapiyr degistirebilir. CNV'ler, belirli bir bélgenin kopya
sayisini, bu bdlgeleri delesyona (kayip) veya duplikasyona (kazanim) ugratarak
degistirebilirler. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH), genom ¢apinda
CNV'leri (genom boyunca yayilmig CNV'ler) tespit etmek i¢in kullanilan en eski
tekniklerden biridir . Test-referans numuneleri arasindaki floresan yogunluk
oranlarindaki degisiklikler kromozomal kayip ve kazang bolgelerini belirlemek icin
kullanilir. Coziiniirliigi > SMb ile sinirli oldugu i¢cin CGH y6ntemi, genom ¢apinda
CNV'leri yliksek ¢ozliniirliikte tespit etmek igin mikroarrayler kullanilarak daha da
gelistirildi. Mikroarray tabanli yontemler, CGH tekniklerinde kullanilan ayni prensibi
uygular. Bununla birlikte, CGH'de kullanilan normal metafaz kromozomlarinin
aksine, mikroarray cam slaytlar iizerine basilmis problar igerir. Bu problar genom
boyunca yayilir ve spesifik DNA segmentlerine hibridize olabilir. Mikroarrayler, hem
klinik hem de arastirma ortaminda CNV'leri tespit etmek i¢in giivenilir, verimli ve
Olceklenebilir bir yontem sunar. Farkli  platformlardaki CNV  algilama
hassasiyetlerindeki farkliliklar, bu arraylerin ana dezavantaji olarak kabul edilir [137].
Yapilan bir calismada biiylik CNV'lerin (>1Mb) farkli prob dagilimlarina sahip
arraylerde bile yiiksek dogrulukla tespit edildigi, ancak kisa CNV'leri tespit etmede

degisken verimlilikler gosterdigi saptanmistir [138]. Bilim adamlari, bu sorunu
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¢ozmek icin CNV'leri tahmin etmek i¢in yeni nesil dizileme tabanli yontemler
gelistirdiler. Yakin tarihli bir calismada, kopya sayisinin tahmini olarak, amplikon
ve/veya gen basina normalize edilmis okuma sayilarinin normal 6rneklerdekilere orani
kullanilmistir. Gen basina sinirli sayida amplikon igeren hedeflenen YND verileri i¢in,
onceki calismalarda onerildigi gibi medyan oran degerleri ve 3.5'lik bir degistirilmis
z-skoru cut-off degeri kullanilarak degistirilmis bir yaklagim Onerilmistir [139].
Kanserde Klinik olarak ilgili dizi varyantlarin1 (kii¢iik indeller ve tek niikleotid
varyantlar1) raporlamaya yonelik kilavuzlar kapsamlidir, ancak somatik kopya sayisi
kazanimlar1 agisindan kittir. Sinirli boyutta gen (hot spot) panelleri uygulanirken,
yiikksek diizeyli kopya sayisi kazanimlari, kopya sayist kayiplarindan veya diisiik
diizeyli kopya sayisi kazanimlarindan daha giivenilir bir sekilde saptanabilir [140].

Kapsama derinligine (depth of coverage) dayali CNV tahmininde, 6nce bir dizi hedef
ekzomdan bir kontrol veri seti olusturulur. Bu kontrol veri seti, kopya sayis1 notr bir
ornekte kapsama derinligi dagilimini temsil eder. Ardindan tahmin programi, her bir
ekzomu kontrol ile karsilastirir ve kapsami artmis veya azalmis bolgeleri arar.
Duplikasyonlar (amplifikasyon) kapsami artmis bolgelerdir, delesyonlar ise kapsami
azalmis bolgelerdir. Calismamizda medyan coverage degerlerini kullanarak doku
orneklerini kendi i¢inde, likit biyopsi orneklerini de kendi i¢inde kiyaslayarak CNV
analizini gergeklestirilmistir. YND panellerinde amplifiye edilen biitiin bolgelerin
birbirine oranlar1 sabittir. Kullanilan baslangic DNA miktarinin farkli olmasi veya
olusturulan megahavuza farkli nM’da eklenmesi gibi faktorlerin o6rneklerin okuma
sayilarinin daha ytliksek veya daha diisiik olmasi ile sonuglanirken, panelde bulunan
bolgelerin okuma sayilarinin birbirine oranit degismez. Bu durum goéz onilinde
bulundurularak excell’de kosullu bigimlendirme 6zelligini kullanarak renklendirilen
degerler amplifikasyon ve delesyon acisindan degerlendirilmistir. Elde ettigimiz

verileri ek bir yontemle (FISH, MLPA vb.) dogrulama imkanimiz olmamustir.

Dogrulama imkanimiz olmamasina ragmen baz1 hastalardaki sonuglar tek basina YND
yontemi ile kesin bulgular elde etmemizi saglamistir. GBM-DOKU-1, GBM-DOKU-
5 ve GBM-DOKU-7 o6rneklerinde EGFR geninde bariz bir amplifikasyon goze
carpmaktadir. 28 ekzonlu olan EGFR geninindeki hot spot mutasyonlarin yogun
oldugu 7 ekzon panelimizin kapsamindadir, bu nedenle yapilan analizler de bu

bolgelerin medyan coverage degerlerine gore yapilmistir. Yaptigimiz analizler EGFR
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amplifikasyonu ile ilgili yorum yapabilmemizi miimkiin kilarken, EGFRvI (N-
terminali delesyonu), vl (ekzon 14-15 delesyonu), vill (ekzon 2-7 delesyonu), vIV
(25-27 ekzonlarinin delesyonu), vV (ekzon 25-28 delesyonu) agisindan degerlendirme
yapilamamistir.  Bunlarin  arasinda vII ve vIll onkogeniktir.  GBM'de  bulunan
EGFR mutantlar1 arasinda en yaygin olarak EGFRVIII goriilir. Dolayisiyla 6zellikle
EGFR geninde CNV analizi i¢in biitiin ekzonlarin panelde bulunmasi gerektigi
anlasilmaktadir ve CNV analizi hedefleyen YND panellerinde buna dikkat edilmesi
gerekmektedir. EGFR geninin amplifikasyonu, ikincil GBM hastalarinin  %8'ine
kiyasla birincil GBM hastalarinin %57.4'tinde meydana gelir ve yiiksek EGFR protein
seviyeleri ile iligkilidir [141].

GBM-DOKU-4 ve GBM-DOKU-6 6rneklerinde hem EGFR geninde hem de MET
geninde amplifikasyondan siiphelenilmistir. Bu iki genin medyan coverage degerleri
kiyaslandiginda normalin biraz iizerinde bir okuma oranina sahip olduklar
farkedilmistir. Reseptor tirozin kinaz (RTK) genlerinin amplifikasyonu, GBM'nin
tiimdrigenezinde ¢ok onemli bir rol oynar ve mitojenle aktive olan protein kinaz
yolunun aktivasyonu yoluyla tiimor biiylimesinin ana itici giictidiir. GBM'lerin %50'ye
kadari, EGFR , KIT , VEGFR2 , PDGFRA ve MET dahil olmak ilizere RTK
amplifikasyonuna sahiptir. RTK genlerinin yiiksek diizeyde amplifikasyonu, GBM'nin
tiimorigenezinde nispeten ge¢ bir olay gibi goriinmektedir ve genellikle yalnizca bir
RTK yiiksek seviyeli amplifikasyon gosterir. GBM'de olas1 yeni terapotik hedefler
olarak RTK'leri belirlemek amaciyla, belirli RTK'lerin amplifikasyonlar1 i¢in Cancer
Genome Atlas projesi kopya numarasi verilerini analiz eden bir ¢alismada en yaygin
amplifiye edilmis RTK geni EGFR (vakalarin %41'1) idi ve bunu tek bir 4ql2
amplikonunun bir pargasi olarak KIT (vakalarin %7'si) ve KDR (vakalarin %4') ile
yaygin olarak koamplifiye edilen PDGFRA (10%) izledi. MET, en sik amplifiye
edilen ii¢lincii RTK 1di (vakalarin %2's1). Beklenmeyen bir gézlem, 13 vakada (%6.3)
coklu RTK'larin birlikte amplifikasyon gostermesiydi. En yaygin olant EGFR ve
PDGFRA'nin birlikte amplifikasyonuydu (5 vaka). EGFR, her biri tek bir vakada
EPHB3, ERBB3, INSRR, MET ve NTRKI ile es zamanli olarak birlikte amplifiye
edilmistir. Bir vaka, EPHA8, EPHB2, FGFR2 ve PDGFRA dahil olmak iizere ¢ok
sayida RTK'nin birlikte amplifikasyonunu gosterdi. Bir vaka, MET ve PDGFRA'nin
birlikte amplifikasyonunu gosterdi. Genel olarak, EGFR, PDGFRA ve MET, en

yaygin olarak birlestirilmis RTK'lar olmustur. Koamplifikasyonun varligimi
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dogrulamak i¢in yapilan FISH calismasinda ayni tiimdr hiicrelerinde amplifikasyonlar
gozlendikten sonra, tek tiimdrlerde goklu RTK'lerin birlikte amplifikasyonunun olasi
onemli klinik etkileri nedeniyle, 350 GBM'lik kohortta EGFR , MET ve PDGFRA
icin eszamanli FISH ¢alismas1 gerceklestirilmistir. Toplamda, birden fazla RTK’ nin
amplifiye oldugu 16 GBM (%4,5) gozlemlenmistir. Sasirtict bir sekilde ¢coklu RTK
amplifikasyonlarinin ayni tiimor hiicresinde mevcut olmadigini, ancak timor
hiicrelerinin farkli i¢ i¢ce gegmis alt popiilasyonlarinda mevcut oldugu belirtilmistir.
Boyle bir durumda, ¢oklu amplifikasyonlarin "yolcu" olaylarini temsil edebilecegine
dikkat cekilmistir (yani, tiimoriin biiylimesi iizerinde ¢ok az etki ile genomik

kararsizlig1 yansitir) [142].

GBM-DOKU-3 o6rneginde hem PDGFRA geninde hem de KIT geninde
amplifikasyondan siiphelenilmistir. Ozellikle PDGFRA genindeki amplifikasyon net
bir sekilde dikkat ¢ekmektedir. Puputti ve arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan bir
caligmada KIT amplifikasyonlarinin, hem glioma teshisi sirasinda hem de tiimor niiksii
sirasinda PDGFRA ve EGFR amplifikasyonlarinin varligi ile énemli olciide iligkili
oldugu belirtilmistir [143].

GBM-DOKU-2 o6rneginde RPN2 genindeki amplifikasyon dikkat cekmektedir.
Normalde 17 ekzondan olusan genin sadece 16. ekzonunu igeren panelimizde genin
tamami1 hakkinda yorum yapamamakla birlikte 16. ekzondaki net bir sekilde artmis
olan medyan coverage’ tek basina bile oldukg¢a dikkat ¢ekmektedir. Ribophorin 11
(RPN2), asag1 regiilasyonu, docetaxele direngli insan meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu tetikleyebilen bir N-oligosakkaril transferaz kompleksinin bir protein
bilesenidir ve susturulmasi, timoriin sisplatin tedavisine duyarliligini verir. Ek olarak,
yiiksek RPN2 ekspresyonuna sahip mide kanserleri, diisiik ekspresyonu olanlara
kiyasla ¢arpict bicimde daha yiiksek niiks oranlar1 ve daha diistik 5 yillik sagkalim
oranlan sergilemistir. Bu gozlemler, RPN2 ekspresyonunun kemoterapi direnci igin
Ongoriicii bir biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. Yakin tarihli bir
calismada, RPN2'nin circNFIX (Dairesel RNA niikleer faktor I X) tarafindan modiile
edildigi ve in vivo ve in vitro GBM tiimor biliylimesini destekledigi bildirilmistir.
Bununla birlikte, GBM'de RPN2 ekspresyonu ve radyoterapi direncinin korelasyonu
bilinmemektedir [144].
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Doku orneklerinin aksine likit biyopsi Orneklerinde medyan coverage oranlarinin
genelde birbiriyle uyumlu oldugu gdzlenmistir. Bu durumda amplifikasyon oldugu
disliniilen  orneklerin  higbiri  likit biyopsi Orneklerinde saptanamamistir.
Calismamizda ana hedefimiz yeni biyobelirte¢ kesfi ve likit biyopside glioblastoma
biyobelirteglerini saptamakti. Bu nedenle CNV analizini excel iizerinden yapmay1
yeterli bulunmustur ve dogrulama igin ek bir programa ihtiya¢ duyulmamistir. Elde

ettigimiz sonuglara gore glioblastomada likit biyopsi biyobelirtecleri saptanamamustir.

6. SONUC VE ONERILER

Glioblastoma, zayif sagkalima sahip birincil MSS malignitesidir. Tedavi segenekleri
azdir ve hastaligin son derece heterojen dogasina ragmen, klinisyenler farkli sonuglar
olan hastalar1 karakterize etmek i¢in prognostik ve prediktif belirteclerden yoksundur.
IDH1/2 mutasyonlari, EGFRVIII mutasyonu, VEGF asir1 ekspresyonu veya MGMT
promotdr metilasyon durumu dahil olmak iizere belirli immiinohistokimya, FISH veya
PCR bazli molekiiler belirtegler iyi tanimlanmistir; bununla birlikte, klinik yararlari ve

dogruluklar: sinirlidir ve timor dokusu ornekleri her zaman gereklidir.
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Serum, idrar, BOS ve diger viicut sivilari, prognoz veya tedavi yanit1 ile baglantili
kiigiik niikleik asit partikiilleri icerir. Bunlardan bazilar1 tanida faydali olabilir,
digerleri cerrahi veya radyo-kemoterapi sonrasi erken takipte kullanilabilir ve bazilari
da tiimor niiksii veya terapotik direng gelisimini belirlemek igin kullanilabilir. Beyin
timorlerinde BOS, primer tiimore anatomik yakinligi nedeniyle sivi biyopsi tabanl
tan1 ve izleme i¢in ideal likit biyopsi 6rnegi olarak kabul edilse de, plazma ve serum
kolayca erisilebilir ve minimal invazivdir. Plazma cfDNA'sinda tiimor tarafindan
sacilan genomik degisiklikleri belirleme olasiligi, hastalarin klinik olarak stabil oldugu
veya kana ctDNA salinimimin baskilandigr aktif tedavide oldugu zamandan ziyade,

tedaviden once ve ilerleyici hastalik zamanlarinda en yiiksektir.

GBM'nin, KBB'nin bozulmasiyla birlikte oldukga agresif ve invaziv bir beyin timorii
olmasima ragmen, KBB'nin biiyiik boliimleri bozulmadan kalir. KBB'nin genis ¢apli
bozulmalar1 genellikle hastaligin ilerlemesi ile ortaya ¢ikar. CtDNA, KBB bozulma

bolgeleri araciligiyla kan dolagimina girebilir.

Bu veriler dogrultusunda ¢alismamizdaki hasta grubunu Glioblastoma evre 4 tanili
hastalar olusturmaktadir. Hastalarin doku 6rnekleri ile es zamanli olarak likit biyopsi
ornekleri de alinmistir. Glioblastomda, plazmadaki kanser hiicresi kaynakli ctDNA'nin
konsantrasyonu, diger kanser tiirlerine kiyasla diisiiktiir ve bu, esas olarak kan-beyin
bariyerinin varliginin bir sonucu olarak disiiniilmektedir. Hastalarimizin cfDNA
konsantrasyonlar1 beklendigi gibi 0,5-2,12 ng araliinda saptanmistir. Calismamizi
benzersiz molekiiler tanimlayict (UMI) tabanli hedef dizileme yontemi ile yaptik.
UMTl'ler, amplifiye edilen orijinal DNA’y1, amplifikasyon sonucu olusan PCR
kopyalarindan ayirt edebilmesini saglamaktadir. Boylece gergek somatik mutasyonlar
saptanabilmektedir. Calisilan doku ve plazma orneklerini kiyasladigimizda, dokuda
saptanan varyantlarin hi¢birini plazma 6rneklerinde saptayamadik. Doku 6rneklerinde
glioblastomada en cok rastlanan TP53, PTEN, EGFR genlerinde mutasyonlar
saptanmistir. 1 hastada MET geninde klinik 6nemi bilinmeyen varyant saptanmigtir.
Doku 6rneklerinde saptanan TP53 ¢.1031T>C, PTEN ¢.80-1G>C ve ¢c.313T>A, MET
€.1949G>A varyantlar1 literatirde daha Once glioblastoma Orneklerinde
saptanmamistir. Ayrica yapilan CNV analizlerinde EGFR, PDGFRA, KIT, MET
genlerinde normalin iizeinde okuma sayist1 almmustir, ek bir yoOntemle
dogrulanamamakla birlikte bolgelerdeki ciddi okuma sayisi artist ve bu genlerin

amplifikasyonlarinin GBM’de sik gozlenmesi sonucglar1 destekler niteliktedir. 1

120



hastada RPN2 geninde, panelde genin sadece 16. ekzonu bulunmasina ragmen
literatlirde RPN2 geninin genin tamaminin asir1 ifade edilmesi ile ilgili yaymnlar
bulunmasi nedeniyle aslinda hastada RPN2 geninin genel olarak asir1 ifadesinin

olabilecegi diistintilmiistiir.

Dolasimdaki hiicresiz DNA'da tanimlanan tiim somatik varyantlar kanserden
kaynaklanmaz. Somatik varyantlar, kismen klonal hematopoezden kaynaklanan,
goriiniiste  saglikli  insanlarda bulunabilir. Belirsiz potansiyele sahip klonal
hematopoez olarak da adlandirilan yasa bagl klonal hematopoez, periferik kanda en
yaygin olarak hematolojik kanserlerle iliskili tekrarlayan somatik varyantlarin
saptanmasi ile karakterize edilir. Bu varyantlar, yaklasik olarak yasamin besinci on
yilindan itibaren artan siklikta gozlenir ve 60 ila 69 yas arasindaki kisilerin yaklasik
%S5'inde ve > 70 yasindaki kisilerin %10'unda saptanir. Klonal hematopoezli bireylerin
biiylik ¢ogunlugunda hematolojik kanser yoktur, ancak artmis bir risk olusturur.
Belirsiz potansiyele sahip klonal hematopoezi inceleyen ¢alismalarin ¢ogu periferik
kan ile yapilmis olsa da, bu mutasyonlar plazmada da goriilmektedir. Ciinkii saglikli
bireylerde hiicre icermeyen DNA'nin c¢ogunlugunun kaynagi hematopoietik
hiicrelerdir. Sinirli kanit g6z oniine alindiginda, bu genlerdeki ctDNA varyantlarini
yorumlarken dikkatli olunmas1 gerekir ve bu genlerdeki ctDNA varyantlarinin nasil
yorumlanip rapor edilecegini belirlemek i¢in daha fazla calismaya ihtiyag vardir.
Calismamizda 1 hastamizin hem doku hem de likit biyopsi 6rneklerinde JAK2 V617F

mutasyonu saptanmistir. Bu varyantin KH kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

ctDNA'daki mutasyon tespiti, erken kanser tespitinde, mense dokuyu, prognozu
belirlemek, yaniti izlemek ve tedaviye potansiyel direnci degerlendirmek veya
minimal rezidiiel hastalig1 tespit etmek i¢in kullanilma potansiyeline sahiptir. Nokta
mutasyonlarinin saptanmasinin 6tesinde cfDNA'nin degerlendirilmesi, kromozomal
yeniden diizenlemeler, kopya sayis1 degisiklikleri, metilasyon, fragmentasyon ve gen

ekspresyonu ¢aligmalarini da kapsadigi i¢in artan bir ilgi gérmektedir.
Calismamizda YND yontemi ile nokta mutasyonu ve kopya sayis1 degisikliklerinin

birlikte saptanabilecegi gordiik. Daha genis hasta popiilasyonunda, farkli yontem ve

farkli kitlerle glioblastomada likit biyopsi ¢aligmalarina ihtiyag¢ vardir.
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