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OZET

Amag: Yeni Nesil Dizileme yontemi (YND), hassas ve giivenilir bir ¢alisma yontemi olmasi sebebiyle rutin kullanimda yerini almig
olup kanserden nadir hastaliklara kadar biitiin genetik temelli hastaliklarda degerini ortaya koymaktadir. Ancak hem elde edilen verinin
biiyiikliigii hem de maliyetleri diisiirmek amaciyla yapilan ¢alismalar 6zellikle kansere yonelik somatik ¢alismalarda belirli gen bolgeleri ile
stmrhidir. Bu durum kanser gibi karmasik hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasimni ve/veya yeni biyobelirteglerin tespit edilmesini
giiclestirmektedir. Tiim genom dizileme gibi kapsamli bir calismadan dahi elde edilen veriler mevcut literatiir bilgisinin yetersiz olmasindan
dolayr yeteri kadar iyi analiz edilememekte ve transkriptom dizileme gibi fonksiyonel testler ile destekleyici uygulamalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alismada, Cukurova Universitesi Adana Genetik Hastaliklar Tan1 ve Tedavi Merkezi (CU AGENTEM)
laboratuvar alt yapist ile secilen nadir kanser hastasina ait periferik kan 6rneginden germ-line ve FFPE doku ile likit biyopsi materyallerinden
tiim genom dizileme ve transkriptom dizileme yapilmustir.

Bulgular: Elde edilen sekans verileri kalite kontrol asamalarindan sonra biyoinformatik analiz algoritmasmin olusturulmasi
saglanarak varyantlar tespit edildi. Sonug olarak her materyal tiiriinden yaklasik 4’er milyon varyant tespit edildi.

Sonug: Farkli somatik materyallerden tim genom dizileme ve transkriptom dizileme yapilarak bu verilerin analizlerinin
gerceklestirilmesine yonelik biyoinformatik analiz algoritmasi gelistirilmistir. Gelistirilen algoritma sayesinde karsilastirmali analizler
yapilabilmis ve yeni biyobelirtec tespit edilebilecek bir calisma algoritmasi olusturul mustur.

Anahtar Kelimeler: Biyoinformatik, tiim genom dizileme, transkriptom dizileme, somatik varyant analizi

ABSTRACT

Aim: Next Generation Sequencing (NGS) technologies have constituted a turning point toward clinical routine genetic testing of
both cancer and rare disease to deliver reliable and high sensitivity results. However, due to the challenges in management of extensive ease
of analyse and cost most of NGS testing, somatic sequencing for cancers mostly limited to specific gene(s) or gene regions. Even though,
this targeted approach is useful for routine testing, discovering new biomarkers to understand pathogenesis of cancer. The analysis of the
entire genomic DNA sequence called as WGS provides the most comprehensive characterization; WGS still cannot be interpreted in clinical
level of precision oncology without the transcriptome profiling yet due to the lack of literature and knowledge.

Materials and Methods: In this study, we performed both germ-line and somatic WGS and transcriptome sequencing within the
Cukurova University AGENTEM (Adana Genetic Diseases Diagnosis and Treatment Center) infrastructure of samples from peripheral
blood, FFPE tissue and liquid biopsy in a rare cancer patient, then the comparative bioinformatics analysis. Through this study, we aimed
to define an algorithm and implement the bioinformatics analysis using the germ-line and somatic data including the liquid biopsy, FFPE
tissue and peripheral blood samples to establish the practices in WGS and transcriptome sequencing data analysis.

Results: As the result of sequencing quality controls, the bioinformatics algorithm was created and resulted with 4 million variations
for each study conducted.

Conclusion: In conclusion, an optimal bioinformatics algorithm was developed for analysing whole genome and transcriptome
sequencing of different somatic materials. Due to this algorithm we paved the way for somatic/germ-line comparative analysis for novel
biomarker discovery.

Keywords: Bioinformatic, whole genome sequencing, transcriptome sequencing, somatic variant analysis.
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GiRiS

Glintimiizde kanser iligkili ¢ok sayida yapilmig ¢alisma olmakla
beraber, kanser tiirlerinde hastalik patogenezi ve tedavisine yonelik
biyobelirteglerin tespiti i¢in tiim genom dizileme ve transkriptom
calismalarin birlikte gerceklestirildigi yeterli sayida arastirma ve bu
aragtirmalarin  pratikte  kullammlarina  yonelik  bilgi  birikimi
bulunmamaktadir. Tiim genom ve transkriptom caligmalar tagidig1 veri
boyutu, kapsamu ve literatiirde oldukca az bilgi olmasindan dolay: biiyiik
dneme sahiptir. Ozellikle oldukga zor bu iki metodun birlikte yapildig:
caligmalar ise sinirl olup iilkemizde heniiz bu yonde gerceklestirilmis bir
caligma bulunmamaktadir. Kanser ¢alismalarinda biiylik 6nem tagiyan
parafinize tiimor dokusu ve periferik kandan alinan likit biyopsi
orneginden yapilan somatik varyant analizleri bakimindan genom ve
transkriptom dizileme diizeyinde kombine olarak yapilmis ne ulusal ne
de uluslararas literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu dogrultuda,
bu calismada kanser patogenezinin aydinlatilmasit ve etkili tedavi
yontemlerinin gelistirilebilmesi ic¢in biyobelirteg(ler) bulunmasina
yonelik hem somatik hem de germ-line 6rneklerden tiim genom dizileme
ve transkriptom profilleme analizleri uygulanarak, biyoinformatik

algoritmalarin olusturulmast amaglanmistir.

Parafine gomiilii formalin ile fikse edilmis [Formalin Fixed
Paraffin Embedded (FFPE)] dokular ile yapilan kansere yonelik yeni
nesil dizileme temelli genetik ¢aligmalar rutin olarak uygulanan ve
optimize edilmis bir ¢alisma yontemidir. FFPE doku &rnekleri ile yapilan
calismalarda, FFPE hazirlik asamalarindan kaynaklanan olusmasi
muhtemel DNA hasarlar neticesi materyal kalitesizli§inin olabilmesi
oldukg¢a 6nemli bir sorundur (1). Son dénemlerde rutin testlerde caligilan
gen panelleri genisletilmis olsa da bu testler hala tedaviye yonelik olup
hastalik patogenezi igin yeterli bilgi saglanamamaktadir. Hastalik
hakkinda yeni bilgiler elde edilebilmesi i¢in tiim ekzom sekanslama
(TES) ve tiim genom sekanslama (TGS) gibi oldukca kapsamli testlerin
calistlma ihtiyaci vardir. Ancak FFPE doku orneklerinden yapilan
caligmalarda yasanan biyoinformatik analiz sorunlar1 bdylesi kapsamli
caligmalarda ¢ok daha fazla hissedilmekte ve bu ¢aligmalarin tercih
edilememesine sebebiyet vermektedir (2).

Periferik kandan elde edilen likit biyopsi 6rneklerinden izole
edilen dolagimdaki serbest DNA (ccfDNA) Ornekleriyle yapilan
caligmalar son donemlerde rutin klinik genetik testlere entegre olmus
durumdadir (3). Likit biyopsi 6rnekleri ile yapilan ¢aligmalar FFPE doku
orneklerinden yapilan ¢aligmalardaki bazi sorunlart bertaraf etse de rutin
uygulamalar agisinda benzer sorunlar yasanabilmektedir. Likit biyopsi
materyallerinden yapilan rutin calismalarin sadece ¢oklu gen panelleri ile
sinirh sekilde gergeklestirilmektedir ve bu calismalar sonucunda, hastalik
patogenezinin aydinlatilmasi ve yeni biyobelirte¢lerin tespit edilmesi i¢in
yeterli genetik veri saglanamamaktadir (4).

Biitiin bu bahsedilen metodolojilerin uygulandigi ekstramediiller
miyeloid tiimorler (graniilositik sarkom, kloroma, miyeloblastom ve
miyelosarkom olarak da adlandirilirlar) olgunlasmamis miyeloid
disindaki  bolgelerde
olugsmaktadir. Tek basina olusabilecegi gibi genelde baska miyeloid
neoplazmalar (AML, MDS, KML vs.) hastalia eslik edebilmektedir (5).
Hastalik oldukga nadir goriilmekle (2/1.000.000) birlikte cinsiyetler arasi
dagilim farki bulunmamaktadir. Ancak vakalarin %60°1 15 yas ve alti

hiicrelerinin  kemik iligi timorlesmesiyle

grupta oldugundan genglerde daha yaygin goériilmektedir (6). Hastalik
tanisinda patoloji testleri major rol oynamakla beraber yapilan son
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calismalarda, yanlig tan1 oraninin %27 ile lenfoma %45 arasinda oldugu
bildirilmigtir. Bu hastalara yaygin olarak non-Hodgkin lenfoma,
histiyositik, timoma, myeloma, eozinofilik sarkom, ekstra-mediiller
hematopoezis, mukoza iliskili lenfoid doku lenfomasi, Ewing sarkom ve
karsinom tanilari konmakta ve akut 10semi siiphesiyle kemik iligi
aspirasyonu, biyopsisi ya da periferik kan yaymasi yapilana kadar tanimin
yanlighgr fark edilememektedir. Hastaligin tedavisi i¢in en yaygin
kullanilan yontem sistemik kemoterapiler olmakla beraber literatiirde
sinirlh sayida da olsa hedefe yonelik tedavilerin uygulanabilirligi
gosterilmistir (7).

Bu kapsamda kanser patogenezinin aydinlatilmasi ve kansere
yonelik yeni biyobelirteclerin tespit edilmesi hedeflendiginden oncelikli
olarak elde edilecek verilerin islenebilmesi adina etkin bir biyoinformatik
algoritmanin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda 6rneklerden
tim genom dizileme yapilmistir. Ek olarak, somatik materyallerden
yapilacak tiim genom dizi analizlerinde somatik varyant analizlerinin
yapilmas: ve Kkarsilagtirmali analizlerle calismanin siirdiiriilebilmesi
amaci ile periferik kan orneklerinden de elde edilen germ-line DNA ile
tim genom dizileme yapilmigtir. Tiim genom boyutundaki genetik
verinin iglenmesi, biyoinformatik analizlerin dogru bicimde yapilmasi ve
elde
materyallerden transkriptom dizilemesi yapilip karsilastirmali analizlerin

edilen verilerin anlamlandirilmast ancak ve ancak ayni
yapilmasi ile miimkiin olabileceginden bu ¢alisma kapsaminda multi-
omik yaklasim sergilenerek transkriptom dizileme de ¢aligmaya dahil

edilmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada, graniilositik sarkoma tanili hastadan FFPE timor
dokusu, likit biyopsi ve periferik kan ornekleri temin edilmistir. Tim
cahgmalar Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tarafindan onaylanmistir (Karar no:
05042019-87).

Calisma kapsaminda FFPE dokudan DNA (Qiagen GeneReader
FFPE Kiti, Qiagen, Almanya), periferik kandan elde edilen likit
biyopsiden ccfDNA Circulating Cell-Free DNA izolasyon kiti (Qiagen
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, Qiagen, Almanya) ve periferik
kan 16kositlerinden ise genomik DNA (QIAamp DNA Blood Mini Kit,
Qiagen, Almanya) izole edildi. Ek olarak, transkriptom g¢aligmalari
kapsaminda FFPE dokudan (RNeasy FFPE Kit, Qiagen, Almanya),
periferik kandan elde edilen likit biyopsiden (Qiagen QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit, Qiagen, Almanya) ve periferik kandaki
16kositlerden RNA izolasyonu (QIAamp RNA Blood Mini kit, Qiagen,
Almanya) gerceklestirildi. Genetik materyallerin (DNA ve RNA) kalite
kontrolleri ve konsantrasyon l¢iimleri florometrik olarak gergeklestirildi
(Qubit 4, Thermo Scientific, ABD) (1).

Tim genom dizileme ¢alismalarinda NEBNext® DNA Library
Prep Kit (New England Biolabs, Fransa) kiti ile iretici firmanin
belirledigi protokole uygun olarak yapildi. Transkriptom ¢alismalar ise
NEBNext® Multiplex Small RNA Library Prep Set for [llumina® (New
England Biolabs, ABD) kiti araciligiyla iiretici firmanin protokolii takip
edilerek gerceklestirildi. DNA ve RNA temelli yeni nesil sekanslamalar,
Illumina NovaSeq (Illumina, ABD) platformunda gergeklestirildi.

Tiim genom dizileme sonu yeterli kalite ve miktardaki verilerden
hizalama (haritalama) islemi GRCh38 — hg38 referans genomu



dogrultusunda GATK (Genome Analysis Tool Kit, The Broad Institute,
Teknoloji  Enstitiisii,
kullanilarak yapildi ve hizalama sonucunda BAM formatinda hizalanmis
veriler elde edildi. Varyant anotasyonlar1 icin ANNOVAR (Annotate
Variation) biyoinformatik aract kullamldi. Tespit edilen varyantlar
ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) kriterleri
dogrultusunda siniflandirildi.  Varyant anotasyonunda varyantlarin allel
fraksiyonu ve klinik bilgileri i¢cin avSNP147, ClinVar, GWASCatalog,
1000g2015aug_eas, 1000g2015aug_sas, 1000g2015aug_eur,
1000g2015aug_afr,  1000g  2015aug_amr,  1000g2015aug_all,
esp6500siv2_all, EXAC_ALL, ExXAC_AFR, EXAC_AMR, EXAC_EAS,
ExAC FIN, ExXAC NFE, ExXAC OTH, ExAC SAS veri tabanlarindan;

Massachusetts ABD) biyoinformatik araci

varyantlarin ~ fonksiyonel  Ozelliklerini  6ngdérmek i¢in  SIFT,
Polyphen2_HVAR, Polyphen2_HDIV, MutationTaster, LRT,
MutationAssessor, FATHMM, phyloP7way_vertebrate,

phyloP20way_mammalian, SiPhy_29way_logOdds, gerp++gt2, CADD
in siliko analiz araclarindan; gen fonksiyonlar: ve yolak analizleri igin
OMIM, GWAS_Pubmed_pValue, HGMD_ID_Diseasena(8, 9)me,
HGMD_mutation, GO_BP, GO_CC, GO_MF, KEGG_PATHWAY,
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PID_PATHWAY, BIOCARTA_PATHWAY, EACTOME_PATHWAY
anotasyon veri tabanlarindan faydalanildi (10-15).

Transkriptom dizileme verilerinde hizalama (haritalama) islemi
GRCh38 — hg38 referans genomu dogrultusunda CLC Genomics
Workbench, versiyon 20.0.4 (Qiagen, Almanya) biyoinformatik araci
kullanilarak yapildi ve hizalama sonucunda BAM formatinda hizalanmis
veriler elde edildi. Analizlerde c¢alismanin hedefleri ve amaglari
dogrultusunda 6zel olarak tasarlanarak uygulanan is akisinda ClinVar,
dbSNP Common, HapMap, PhastCons conservation scores, 1000
Genomes Project, EXAC, gnomAD, ESP veri tabanlar1 kullanilarak
anotasyonu Oncesi varyant analizleri, gen ve transkript ekspresyonu on
verileri elde edildi. Sonrasinda ise yine tez caligmasi hedefleri ve
amaglar1 dogrultusunda &zel olarak tasarlanarak uygulanan farkli bir is
akist (Sekil-1) kullanilarak anotasyon ve karsilastirmali gen ve transkript
ekspresyon analizleri yapildi (16, 17).

Sekil 1. Transkriptom dizileme sonras1 uygulanan 1. Is akis1 sonrasi karsilastirmali ekspresyon analizleri icin olusturulan is

akig1 semasi.
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BULGULAR

Tim genom dizileme islemi sonunda sekans kalite kontrolleri
sonrasi yapilan varyant analizleri neticesinde elde edilen filtrelenmemis
verilerin sadece biiyiikliigii bile ¢alismanin ne denli genis kapsamli
oldugunu gosterir niteliktedir. Bu analizlerde saptanan tek niikleotid
degisimi seklindeki varyantlarin toplam sayilar: sirastyla periferik kan
16kositleri ile yapilan dizilemede 3.909.441 (li¢ milyon dokuz yiiz dokuz
bin dort yiiz kirk bir) varyant, FFPE doku ile yapilan dizilemede
3.796.122 (ii¢ milyon yedi yiiz doksan alt1 bin yiiz yirmi iki) varyant,
periferik kandan elde edilen likit biyopsi materyalinden yapilan
dizilemede ise 3.919.415 (ii¢ milyon dokuz yiiz on dokuz bin dort yiiz on
bes) varyanttir. Her lic 6rnekte de tespit edilen bu varyantlarin biiyiik bir
kism intergenik bolgelerde gozlenmektedir. En az varyant tespit edilen
bolge ise her ii¢ 6rnek i¢in de ncRNA “splice” bolgeleridir. Varyantlarin
tespit edildigi bolgeler Tablo 1°te detayli olarak sunulmustur.

CDS: Kodlayan bélgelerdeki tek niikleotid degisimleri, Sinonim:
amino asit degisimine sebep olmayan tek niikleotid degisimleri,
Missense: amino asit degisimine sebep olan tek niikleotid degisimleri,
Stop kazanimi: stop kodon olusumuna sebep olan tek niikleotid
degisimleri, Stop kaybi: stop kodon kaybina yol acan tek niikleotid
degisimleri, Bilinmeyen: fonksiyonel degisimi veri tabanlarinda gen ile
ilgili yeterli veri olmamasindan dolayr bilinmeyen tek niikleotid
degisimleri, intronik: intronik bélgelerdeki tek niikleotid degisimleri,
UTR3: 3’ translasyon edilmeyen bolgelerdeki tek niikleotid degisimleri,
UTRS: 5 translasyon edilmeyen bolgelerdeki tek niikleotid degisimleri,
Splicing: Ekzon-intron kavsaklarindaki tek niikleotid degisimleri,
ncRNA_ekzonik: ncRNA’larin kodlayan bolgelerindeki tek niikleotid
degisimleri, ncRNA _intronik: ncRNA’larin intronik bdlgelerindeki tek
niikleotid degisimleri, ncRNA_splicing: ncRNA’larin ekzon-intron
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¢ok varyanta sahip olan biyolojik materyal oldugu goriilmiistiir. Periferik
kan 16kositleri ile yapilan dizilemede ise 1.652.628 (bir milyon alt1 yiiz
elli iki bin alt1 yliz yirmi sekiz) varyant tespit edilirken en az varyant
sayisinin periferik kandan elde edilen likit biyopsi materyali ile yapilan
dizileme sonucunda [92.075 (doksan iki bin yetmis bes)] oldugu

belirlenmistir.

Transkriptom ¢aligmalar1 neticesinde ¢alisma kalite kontrolleri
yapilmus, sonrasinda elde edilen veriler, hem varyant tespitine yonelik
hem de genlerin ekspresyonlari bakimindan degerlendirilmistir.
Herhangi bir kritere gore filtreleme yapilmadan gergeklestirilen
analizlerde, her ii¢ 6rnek tipinde de en ¢ok goriilen varyant tipi olan tek
niikleotid degisimlerinin toplam sayilari; periferik kan lokositleri ile
yapilan dizilemede 3.909.441 (ii¢ milyon dokuz yiiz dokuz bin dort yiiz
kirk bir) varyant, FFPE doku ile yapilana dizilemede 4.373.601 (dort
milyon ii¢ yiiz yetmis ii¢ bin alt1 yiiz bir) varyant, periferik kandan elde
edilen likit biyopsi materyalinden yapilan dizilemede ise 59.989 (elli
dokuz bin dokuz yiiz seksen dokuz) varyant olarak tespit edilmistir. En
az tespit edilen varyant tipi ise her {i¢ drnek tipinde de delesyon ve
indel

goriilmiistiir. Bunlarin sayilar ise; periferik kan 16kositleri ile yapilan

insersiyonun  birlikte gorildiigii tipi varyantlarin oldugu
dizilemede 6.283 (alt1 bin iki yiiz seksen ii¢) varyant, FFPE doku ile
yapilana dizilemede 20.352 (yirmi bin ii¢ yiiz elli iki) varyant, periferik
kandan elde edilen likit biyopsi materyalinden yapilan dizilemede ise
2.061 (iki bin dokuz altmig bir) varyanttir. Tespit edilen varyantlarin

tipine gore dagilimi detayl1 olarak Tablo 2°de sunulmustur.

Tablo 2. Tespit edilen varyantlarin biyolojik drnek tiiriine gore ve
varyant tipine gére dagilimi

.. . Likit
kavsaklarindaki tek niikleotid degisimleri, Upstream: transkripsiyon Ornek Germ-line  FFPE doku biyopsi
baslangicindan 1 kb uzakliktaki tek niikleotid degisimleri, Downstream: SNV 1.216.556 4.373.601 59.989
transkripsiyon bitisinden 1 kb uzakliktaki tek niikleotid degisimleri,

Intergenik: intergenik bolgelerdeki tek niikleotid degisimleri. MNV 99.887 110.336 8.150
i i 167.241 241.865 10.974
Tablo 1. Tek niikleotid degisimi varyantlarinin, ¢aligilan 6rnek temelinde fsersiyon
mutasyon tipi ve tespit edildigi bolgelere gore dagilimi Delesyon 162.661 533.619 10.901

Ornek Germ-line  FFPE doku kL)iI)I/(cI):)si Indel 6.283 20.352 2.061
CDS 24.017 13.814 24.217 Toplam 1.652.628 5.279.773 92.075
Sinonim 12.213 6.596 12.297 SNV: Tek niikleotid degisimleri (Single Nucleotide Variation),
Missense 11.518 6.991 11.619 MNV: Cok niikleotidli degisimler (Multi-Nucleotide Variation),
Stop kazanimi 78 69 79 Indel: Insersiyon ve delesyon olan degisimler.
Stop kaybi 16 13 16 TARTISMA
I_':’llmm_eyen 208 152 217 Tim genom dizileme sonucunda Oncelikle tek niikleotid
Intronik 1.309.234 1258431 1.308.538 varyantlar analiz edilmistir. Her ne kadar her ii¢ 6rnek tipinde de en gok
UTR3 25.858 20.662 25.912 varyant intronik bolgelerde tespit edilmis olsa da FFPE doku ile yapilan
UTR5 5.741 2.509 5.739 dizileme caligmalarinda protein kodlayan bolgelerdeki varyantlar diger
Splicing 71 51 72 iki 6rnek tipine oranla daha az sayidadir. FFPE doku materyalinin
ncRNA ekzonik 12.288 9.055 12.256 hazirlik asamalarinda maruz kaldigi kimyasallarin kodlayan boélgelerde
neRN A:i ntronik 201.365 195999 200.962 hasara yol a(;abilef:egi ve bu‘nedevnlle l.?u"klflml"arQa olusabilecek varyant

lici £7 20 59 kayiplarina sebebiyet verebilecegi diisliniilmistiir. En az tespit edilen
ncRNA_splicing varyant tipinin ise her {i¢ drnekte de stop kodon olusturan varyant olmasi,
Upstream 23.600 17.329 23.580 genel karakteristik anlaminda beklenen bir durumdur. Bununla beraber
Downstream 24.454 21.346 24.530 elde edilen tek niikleotid varyantlarinimn tip ve bolgelere gore olan varyant
intergenik 2.281.644 2.229.921 2.292.436 sayllart baz1 farkliliklar gésterse de varyantlar genel dagilimlar
Toplam 3.909.441 3.769.122 3.919.415 bakimindan benzerlik gostermektedir. Ayrica, timor heterojenitesi ve

RNA iizerinden gergeklestirilen transkriptom dizilemede tespit edilen
toplam varyant sayilart incelendiginde FFPE dokusunun, 5.279.773
(besmilyon iki yiiz yetmis dokuz bin yedi yiiz yetmis ii¢) varyant ile en
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somatik varyantlarin farkli allel frekansi gosterebilmesi nedeniyle
somatik varyantlarin biyoinformatik analizleri oldukga zorlayici olmakta
ve germ-line genetik c¢alismalara gore farkli bir yaklagim
gerektirmektedir. Bunlara ilaveten ¢ok daha fazla bilgi birikimi ve
tecriibeye sahip alaninda uzman ve yetismis kisilere olan ihtiyag ile



bunlarin yiiksek is giicline gereklilik duyulmas: bu alamin bir diger
zorlayici 6zelligidir.

Gliniimiizde rutin uygulamalarda hem maliyet ve is giicili
kazanimi hem de test zamanlarini kisaltabilmek i¢in kiigiik NGS panelleri
kullanilmaktadir. Bu durum rutin uygulamalarda hastalara diisiik
maliyetli ve hizl1 genetik test imkani saglasa da bu testlerden elde edilen
genetik veri kanser patogenezinin aydinlatilmasi ya da kansere yonelik
yeni biyobelirteglerin tayin edilmesi i¢in oldukca kisitli ve yetersiz
kalmaktadir. Kansere yonelik rutin uygulamalarda yapilan yeni nesil
dizileme c¢aligmalarinin hedefe yonelik olarak sinirlandirilmasi bu
sorunlarin daha kolay yonetilebilmesini sagladigindan bu c¢aligmalar
gerek maliyet gerekse rutin uygulamalardaki etkinligin arttirilmasi adina
belirli gen gruplarindan olusan hedefe yonelik yeni nesil dizileme temelli
¢oklu gen panelleri temelinde yiiriitiilmektedir.

Likit biyopsi materyallerinden ¢alismamin her ne kadar tiimor
heterojenitesi  gibi  problemleri olmasa da germ-line DNA
kontaminasyonu ve potansiyel varyantlarmn allel frekanslarinin degisken
olmasi gibi baska sorunlar, tipki FFPE doku ornekleri ile yapilan
calismalarda da oldugu gibi ¢aligmalarin gerceklestirildigi merkezlerin
ve ¢alisanlarinin tecriibe, bilgi birikimi ve yogun is giicii kullanilmasi ile
giderilebilmektedir. Dolayisiyla, dizilemedeki yiiksek derinlik ihtiyact,
biyoinformatik analizlerin olduk¢a karmasik ve zorlu olmasi ile yiiksek
olan maliyetin disiirilmeye calisiimasi gibi sebeplerden dolay: likit
biyopsi drnekleri ile yapilan rutin ¢alismalar, sadece spesifik gen gruplari
ile yapilan yeni nesil dizilemeye yonelik ¢oklu gen panelleri ile sinirli
sekilde gerceklestirilmektedir.

Rutin molekiiler genetik test uygulamalarinda yeni nesil dizileme
tabanli ekspresyona yonelik caligmalar oldukga sinirh sayida olup genel
olarak tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de gercek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (Real Time PCR) temelli testler kullamlmaktadir. Yeni
nesil dizileme tabanl olarak ise oldukca az sayida merkez, hedefe
yonelik ¢oklu gen panelleri kullanarak bu uygulamay1 yapmaktadir.
Ancak, sadece spesifik genler iizerinden yapilan c¢aligmalarin bile
biyoinformatik analizleri olduk¢ca zorlayict olmaktadir. Rutin
caligmalarda kullanilan spesifik gen panelleri ile yapilan transkripte
yonelik c¢aligmalar kanser patogenezinin aydinlatilmas: ya da yeni
biyobelirteclerin tespit edilmesi igin yetersiz kalmaktadir. Boylesine
kapsamlt analizlerin RNA bazinda gergeklestirilmesi ancak tim
transkriptomun sekanslanmasi ile miimkiin olabilmektedir.

Transkriptom dizileme verileri incelendiginde periferik kandan
elde edilen likit biyopsi materyaline ait verilerin diger 6rneklerden elde
edilen verilere gore daha diisiik miktarda oldugu géze ¢arpmaktadir.
Bunun sebebi olarak RNA’larin DNA’lara gore daha kirilgan bir yapiya
sahip olmasi ve RNA degredasyonunun ¢ok daha hizli gergeklesmesi
nedeniyle periferik kandan likit biyopsi izolasyonuna kadar olan
zamanda materyalde RNA kaybinin olmasi diisliniilebilir. Ancak, elde
edilen veri miktar1 analizlerin yapilmasina engel teskil etmeyecek
yeterliliktedir.

Her {i¢ tip biyolojik materyale calisma 6ncesi rRNA deplesyonu
yapilmis olsa da dizleme sonunda elde edilen verilerin RNA tipine gore
dagilimlarinda FFPE doku o6rneginde rRNA miktarinin beklenenin
tizerinde olmasi dikkat ¢ekmektedir. Bununla beraber diger iki 6rnek
tipinde mRNA oram1 diger RNA tiplerine oranla belirgin sekilde
yiiksektir. Dikkat ¢ceken bir nokta ise FFPE doku 6rneginden yapilan
caligmalarin sonucunda kiigiik RNA’larin oranmin yaklasik %20 gibi
yiiksek bir yiizdeye sahip olmasidir. Diger bir dikkate deger veri de likit
biyopsi 6rneginde ise ncRNA oraninin %20’ye yakin yiiksek bir degerde
olmasidir.

SONUC

Bu tez caligmasiyla potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesine
yonelik olusturulan algoritmanin, multi-omik yaklagimlarla yapilacak
ileri diizey ¢alismalar i¢in hem 6nemli bir yol gdsterici olmast hem de bu
alanda ¢alisacak arastirmacilara katki saglamasi diisiiniilmiistiir. Bununla
beraber, elde edilen bulgularn kanserin biyolojik temellerinin
aydinlatilmasina yonelik ¢alismalar agisindan da genis bir perspektif
kazandirmasi ve yeni ¢aligmalara ilham vererek bilimsel literatiire katki
saglamasi beklenmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigmast yoktur.
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