ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOIJI

YUKSEK LiSANS TEZi

LOSEMILERDEK]I FUZYON GENLERININ TARANMASINA YONELIK
YENI NESIL DiZILEME PANELLERININ GELISTIRILMESI

Sadik Cigdem

Danisman Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Emre Keskin

Mayis

2021



ETiK BEYAN

Bu tez calismasmin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini,
calismada yararlanilan ve bu ¢alisma triinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara

atifta bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Sadik Cigdem

Imzasi



OZET
Yiksek Lisans Tezi

Losemilerdeki Fiizyon Genlerinin Taranmasina Yonelik Yeni Nesil Dizileme Panellerinin

Gelistirilmesi
Sadik Cigdem
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Emre Keskin

Hematolojik malignitelerin tanisi sitolojik, sitogenetik ve molekiiler genetik analizleri igeren
multidisipliner yaklasimlara dayanir. Kanser genomigindeki ilerlemeler cesitli kanserlerde
belirgin prognostik degere sahip tekrarlayan mutasyonlarin tanimlanmasini saglamistir.
Simdiye kadar akut I6semilerde kromozomal yeniden diizenlemeler sonucu olusan yiizlerce
fiizyon gen tespit edilmistir. Losemilerdeki bu tiir mutasyonlarin test edilmesi kisisellestirilmis
tedaviler i¢in zorunludur. Geleneksel klinik tanida kullanilan birgok yontem fiizyon genleri
tam olarak saptayamamaktadir. Mevcut teknik smirlamalarin iistesinden gelmek igin bu
calismada hedefe yonelik yeni nesil dizileme yaklasimi test edildi. Fiizyon genlerin birlesme
noktalarint igeren bolgelerin multipleks PZR bazli paneller ile olusturulan kiitiiphaneleri
[Mlumina platformu kullanilarak dizilendikten sonra biyoinformatik yaklasimlarla analiz edildi.
20 adet KMT2A fiizyon transkripti i¢in uyarlanmis AmpliSeq (Illumina) fiizyon paneli ile bu
fiizyon transkriptleri taklit eden DNA parcalar1 kullanilarak yapilan mPZR ile 19 amplikon
olusturulabildi. NGS islemleri ve biyoinformatik analizlerle 17 amplikon i¢in belirgin bir
sonug alinirken, geriye kalan 3 tanesi i¢in az sayida fiizyon olayini kesin bir sekilde tanimlayan
baglanti okumalar1 elde edildi. Yapilan titrasyon c¢aligmalarinda, fiizyon panelin 1 pg kadar
eser miktarlardaki kalip DNA parcalarini tespit edebildigi gosterildi. Bu sonuglar, flizyon
panelin klinik 6rnekler tlizerinde denendikten sonra, kapsamindaki fiizyon transkriptler igin

klinik tanida kullanilabilecegini gostermektedir.
2021, 88 sayfa

Anahtar Kelimeler: Losemilerdeki gen fiizyonlarinin tespiti; multipleks PZR; hedefe

yonelik yeni nesil dizileme; biyoinformatik; kisisellestirilmis tip.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

Development of Next Generation Sequencing Panels for Screening Fusion Genes in

Leukemia

Sadik Cigdem

Ankara University Biotechnology Institute

Assoc. Prof. Emre Keskin

Diagnosis of hematologic malignancies is based on multidisciplinary approaches including
cytological, cytogenetic, and molecular genetic analyzes. Advances in cancer genomics have
enabled the identification of recurrent mutations with the apparent prognostic value for various
cancers. To date, hundreds of fusion genes resulting from chromosomal rearrangements have
been identified in acute leukemia. Testing such mutations in leukemias is essential for
personalized treatments. Many methods used in conventional clinical diagnosis could not fully
detect fusion genes. To overcome the limitations of existing techniques, targeted next
generation sequencing approach was tested in this study. The libraries of the regions
containing the junctions of the fusion genes, formed by multiplex PCR-based panels, was
deep-sequenced using Illumina platform, thereafter the results were analyzed by bioinformatics
approaches. Using AmpliSeq (Illumina) fusion panel adapted for 20 KMT2A4 fusion transcripts
and DNA fragments mimicking these fusion transcripts, 19 amplicons could be obtained with
mPZR. With NGS procedures and bioinformatics analyses, significant results were obtained
for 17 amplicons, while few junction reads that precisely describe the fusion event were
obtained for the remaining 3. In titration studies, it was shown that the fusion panel can detect
the template DNA fragments in trace amounts up to 1 pg. These results show that the fusion
panel can be used in clinical diagnosis for the fusion transcripts in its scope, after testing on

clinical specimens.
2021, 88 pages

Keywords: Detection of gene fusions in leukemia, multiplex PCR, targeted next

generation sequencing, bioinformatics, precision medicine.
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1. GIRIS

Kanser, hiicresel homeostaz1 degistirmek ve biiylimeyi artirmak i¢in hiicresel bilgi akisini
degistiren genetik temelli bir hastaliktir. Kromozomal anomaliler malign hematolojik
hastaliklarin patogenezi ile yakindan iligkilidir (1, 2). Kromozomal anormalliklerin ¢ogu,
timdr olusumu ve tiimor gelisimi sirasinda islev gdsteren fiizyon genlerinin olusumuna yol
acar (3). Yeni gelisen teknolojilerde kaydedilen ilerlemeler l6semiler disindaki diger
kanserlerde daha fazla fiizyon geninin kesfedilmesini saglamakla birlikte, flizyon
genlerinin biliyiilk ¢ogunlugunun hematolojik malignitelerde ortaya ciktigi gosterilmistir
(4). Buna ek olarak, fiizyonlarn bir kismiin spesifik 16semi alt tiplerinde tekrarli bir
sekilde ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Sekil 1.1.). Yeni nesil DNA dizileme teknolojilerinin
gelismesi kansere sebep olan mutasyonlarin ve genomik degisikliklerin hizli ve giivenilir
bir sekilde tespit edilmesinde Onemli ilerlemeler saglamistir (5, 6). Ayrica, ekzom
dizilemesinin kansere yonelik klinik uygulamasi, hedefe yonelik tedaviye uygun birgok

protein kodlayict mutasyon tespit etmistir (7-9).

[k fiizyon geninin on yillar 6nce kesfedilmesinden bu yana, ldsemilerde énemli sayida
flizyon gen tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogunlugu kromozomal yeniden diizenleme veya
anormal transkripsiyon yoluyla olusmustur (1, 2, 4). Yeni nesil dizileme gibi yliksek
verimli teknolojilerin gelismesi, bir¢ok insan kanserlerinde fiizyon genlerinin sistematik
olarak tespit edilmesini miimkiin kilmaktadir (10-12). Biyolojik 6nemleri ve timdre 6zgi
ifadeleri nedeniyle baz1 flizyon genler en seckin tani ve tedavi hedefleri arasinda olmustur.
BCR-ABLI1 fiizyon proteini igeren kronik miyeloid l6semilerin (KML) ¢igir agan hedefe
yonelik tedavisi i¢in tirozin kinaz inhibitorleri yaygin olarak kullanilirken, ATRA’nin
PML-RARA fiizyon proteinini igeren akut promiyelositik l1dseminin (APL) hedefe yonelik
tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir. Ayrica, yiiksek doz sitarabin ile tedavi, CBF
mutasyonlarinin sebep oldugu akut myeloid 16semi (AML) hastalarinin prognozunu énemli
Olctlide 1iyilestirmistir (13). Bu nedenle, fiizyon genler ile ilgili ¢alismalar gelecekte daha

fazla tani belirtegleri ve tedavileri saglayarak 16semili hastalara fayda saglayabilir (5, 14).



CRFL2 asiri ifadesi iAMP21

A 6% _\ 2%

]

LYL119p13
HOXI;L)/Z 2435 KMT2A fiizyonlari
° t(4;22), £(11;19),
t(9;11), vd.

8%
TCF3-PBX1 t(1;19)

5%
\

\_ BCR-ABL1 t(9;22)
0,
MYC t(8;14), 3%
t(2;8), t(8;22)

t(15;17)

12% /
wr1 FLT3/AM
3% /'”’

\ RAS

/ o

del(9q) PTPN11
1% / \ 0%

del(5q)
|

2% - 7J |
2% 4+
Nadir tekrarlar
6%

2%

Sekil 1.1. Cocuklarda goriilen 16semilerdeki spesifik mutasyonlarin goriilme sikligi

(A) Akut lenfoblastik l6semilerde (ALL) goriilen genetik anormallikler. (B) Akut miyeloid
l6semilerde (AML) goriilen genetik bozukluklar. Solda en yaygin goriilen karyotip
degisiklikleri gdsterilmektedir. Tiim ¢ocuklarin %80’inde hastaliga bagli genomik yapisal
degisiklikler bulunmaktadir. Sitogenetik anormallikleri olmayanlarin (normal karyotip)
mutasyon profili sagda gosterilmistir. Normal karyotip popiilasyonundakilerin %76’s1
bilinen mutasyonlardan birini tasimaktadir. Dolayisiyla, AML’li ¢ocuklarin %95’inde en
az bir genetik bozukluk bulunmaktadir (4).



Losemilerde translokasyonlar sonucu olusan 500°{in iizerinde fiizyon gen tespit edilmistir
(3, 4). Kromozomal yeniden diizenlemeler sonucu olusan yiizlerce fiizyon gen
mutasyonlarinin test edilmesi hedefe yonelik tedaviler i¢in zorunludur. Geleneksel klinik
tanida kullanilan, karyotipleme, floresans in situ hibridizasyon (FISH) ve
immiinohistokimya (IHC) gibi hiicresel yontemler fiizyon genleri tam olarak saptayacak
¢cOziinlirliikte degildir. Ayrica, rutin klinik testlerde sadece siklikla rastlanilan az sayidaki
mutasyonun taramasi yapilmaktadir, bu taramalardan negatif sonu¢ alinmasi durumunda
hasta normal karyotip olarak kabul edilip birka¢ nokta mutasyonlarina bakilmaktadir.
Ancak, bu durumda nadir goriilen ve tedavilere farkli yanitlar veren yiizlerce flizyon gen
mutasyonu diglanamamaktadir. Buna ragmen, herhangi bir mutasyon tespiti yapilmayan
hastalarda kisiye 6zgili tedavi yerine loseminin alt tipine 0zgii daha genel bir tedavi
protokolii olusturulmaktadir. Bir¢ok mutasyonun tek reaksiyonda analiz edilebildigi ve
hedefe yonelik yeni nesil dizileme (tNGS) yaklasiminin, bu alandaki teknik sinirlamalari

ortadan kaldirma potansiyeli vardir.

Losemi hastalarinda kromozomal yeniden diizenlemeler sonucu olusan fiizyon genlerin
tespit edilmesinde giiniimiiz teknolojilerinin kullanilmasi, kisisellestirilmis tedaviler icin
hayati 6nem arz etmektedir. Giliniimiizde bu tiir mutasyonlarin tespit edilmesinde yiiksek
duyarliliga sahip eszamanli PZR teknigi de kullanilmaktadir. Ancak, simdiye kadar
l6semilerde goriilen yiizlerce flizyon gen mutasyonu arasindan, hangi mutasyonun bir
bireydeki hastaliga sebep oldugunun tespit edilmesi hem ¢ok zaman alicidir hem de

maliyet agisindan ¢ok kiilfetlidir.

KMT2A mutasyonlari, ¢esitli akut losemi alt tiplerinin en az %10'unda rol oynar.
Losemilerde goriilen gen fiizyonlar1 arasinda en ¢ok KMT2A4 geni farkli genlerle flizyon
olusturur. Solid tiimorlerde ve losemilerde yer alan flizyonlar hakkinda bilgi iceren
COSMIC veri tabanina girisleri yapilmis 305 fiizyon genden 53 c¢esidini KMT2A geninin
farkli genlerle yaptig1 fiizyonlar olusturur (15). Ayrica, bazi KMT2A fiizyonlar1 bir flizyon
ortagiyla birden fazla flizyon olusturabilmektedir. Literatiirde gegen flizyon genlerin ¢ok

biiyiik bir kismi1 bu genin degisik eksonlariyla birleserek olusur (Sekil 1.2.) (16).

Losemilerdeki KMT2A fiizyonlarinin tespiti i¢in demirlenmis (anchored) multipleks PZR

ile calismanin daha uygun oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir (17). Ancak, bu yontem



ile olusturulan NGS verisinin 6nemli bir kismi fiizyon gen sinyalini bastiran normal
KMT2A transkriptlerine ait okumalar1 da icerdiginden dolayr bu veriden fiizyon gen
tespitinin yapilmasi kolay degildir. KM72A4 genini igeren flizyon genlerin bdyle bir ¢calisma
icin en zor ve karmasik adaylar oldugu agiktir. Bu caligmada, bircok benzer genomik
bolgeyi iceren KMT2A flizyonlariin tespitinin multipleks PZR tabanli NGS yontemiyle
basarilmasi, herhangi bir 16semi alt tipinde goriilebilecek biitiin fiizyonlarin benzer

yaklasimlarla ¢alisilmasinin 6niinii acacaktir.
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Sekil 1.2. Myeloid l16semilerdeki gen fiizyonlari
MLL, NUP98, RUNXI1, ETV6, RARA ve MDS1 ve EVI1 kompleks lokusu (MECOM)
gibi genler en fazla ortak genle fiizyon olusturur (16).

Literatiirdeki benzer ¢alismalara 6zellikle son zamanlarda rastlamak miimkiin (17-20). Ik
zamanlarda flizyon genlerde multipleks PZR denemeleri yapilmis (21), daha sonra yeni
nesil dizileme teknolojisinin gelismesiyle dnce tiim genomdan sonra da hedef DNA
bolgelerinde calisilmistir (7, 8, 10-12). Giiniimiizde hedef RNA bolgeleriyle multipleks
PZR ve NGS caligmalar1 yapilmaktadir.

Mevcut tekniklerin sinirlamalarinin lstesinden gelmek i¢in bu ¢alismada hedefe yonelik

yeni nesil dizileme (tNGS) yaklasimi test edildi. Flizyon genlerin birlesme noktalarini
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iceren bolgelerin multipleks PZR tabanli paneller ile olusturulan kiitiiphaneleri Illumina
platformu kullanilarak dizilendikten sonra biyoinformatik yaklasimlarla analiz edildi.
Oncelikli olarak, bircok farkli genin degisik eksonlariyla fiizyon gen olusturan KMT2A
(MLL) geni ve partnerlerinin oldugu flizyon genler ¢alisildi. 20 adet KMT24 fiizyon
transkripti i¢in uyarlanmis AmpliSeq (Illumina) fiizyon paneli ile bu flizyon transkriptleri
taklit eden DNA pargalar1 kullanilarak yapilan mPZR ile 19 amplikon olusturulabildi. Bu
amplikonlar ile yapilan NGS islemleri ve biyoinformatik analizlerden sonra 17 tanesi igin
belirgin bir sonug¢ alinirken, geriye kalan 3 tanesi i¢in fiizyon olayim kesin bir sekilde
tanimlayan az sayida baglanti okumalar1 elde edildi. Yapilan titrasyon ¢alismalarinda,
flizyon panelin 1 pg kadar eser miktarlardaki kalip DNA parcalarin1 tespit edebildigi
gosterildi. Bu sonuglar, flizyon panelin klinik 6rnekler iizerinde denendikten sonra,

kapsamindaki fiizyon transkriptler i¢in klinik tanida kullanilabilecegini gdstermektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KANSER

Kanser, kendiliginden olusan veya g¢evresel faktorlerle uyarilan DNA mutasyonlarinin
neden oldugu genetik bir hastaliktir (22). Ayrica, kanserler siklikla degistirilmis DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik varyasyonlar sergiler ve bu tiir
modifikasyonlar1 diizenleyen genlerde edinilmis mutasyonlardan kaynaklanabilir. Bu
genetik ve epigenetik degisiklikler, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel
hiicresel siirecleri diizenleyen kritik genlerin ifadesini veya islevini degistirir (23). Kanser,

diinyadaki baslica 6liim nedenlerinden biridir (24).

2.2. LOSEMIi

Losemi, kemik iliginde baslayan ve ¢ok sayida olgunlasmamis kan hiicresinin tiretilmesine
ve kan dolagimina girmesine neden olan ¢esitli kan hiicreleri kanseridir. Losemi, hiicresel
olgunluga (akut veya kronik) ve hiicre c¢esidine (lenfoid veya miyeloid) gore farkli alt
tiplere ayrilir (25). Daha agresif bir goriinlime sahip olan akut 16semiler, akut miyeloid
l6semi (AML) ve akut lenfoid 16semi (ALL) olarak simiflandirilir. Akut I8semi,
hematopoietik progenitor hiicrelerin bloke farklilasmasi ve kontrolsiiz ¢ogalmasi ile

karakterize, son derece heterojen bir hastaliktir (13, 26).

Akut losemi, kemik iliginde biriken ve normal kan hiicrelerinin iiretimini engelleyen
olgunlagsmamis beyaz kan hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi ile karakterizedir. Losemiye iliskin
blastlarin soy ozelliklerine dayali klinik smiflandirma, akut l6semiyi, akut lenfoblastik
l6semi (ALL) ve akut miyeloid 16semi (AML) olarak ayirir. ALL, bebek ve ¢ocuklarda en
sik goriilen kanser iken, AML insidansi yasla birlikte artar (27).

2.3. LOSEMILERDEKI GEN FUZYONLARI

Fiizyon genler, 6nceden farkli iki gen tek bir olusum halinde birlestiginde olusur. Dengeli
translokasyonlar, inversiyonlar, delesyonlar ve tandem duplikasyonlar gibi fiizyon genleri
olusturan bircok kromozomal yeniden diizenleme vardir (16). Bu genomik yeniden
diizenlemeleri harekete gegiren mekanizmalar heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da

bunlar temelde bagisiklik hiicrelerinde normal somatik V(D)J rekombinasyonunu
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yonetenlerden farklidir (28-31). Kromozomal yeniden diizenlemelerden kaynaklanan gen
flizyonlari, kodlayici dizilerin diizenleyici dizilerle bir araya gelmesiyle ifadesi bozulan bir
ortak gen veya yeni 0zelliklere sahip kimerik bir protein olusturur (Sekil 2.1.). Flizyon gen
caligmalar1 16semi olusumunda etkili yeni mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmistir ve gelecekte

de 16semi kavrayisimizi genisletmeye devam edecektir.

a Dengelenmis bozukluklar Dengelenmemis bozukluklar
Translokasyon insersiyon inversiyon Delesyon
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Sekil 2.1. Kromozomal bozukluklar ve gen flizyonlarinin islevsel sonuglari (16)

Bir flizyon gen tarafindan olusan tiimorler, bir flizyon olay1 olmayan kanserlerden daha
diisiik mutasyon oranlar1 sergiler, bu da ortaya ¢ikan kimerik {irtinlerin higbir ek ortak

genomik olay gerektirmeyen giiclii onkogenler olarak davrandigini diistindiiriir (32).

Kanserlerdeki kromozomal bozukluklari gen fiizyonlariyla iliskilendiren Mitelman veri
tabaninda en yaygin goriilen fiizyon genler incelendiginde, AML ve ALL'de siklikla
tekrarlanan ¢ok ¢esitli fiizyon genlere rastlanir (Cizelge 2.1.) (33). Tekrarlayan
kromozomal anormalliklerin bazilari, akut 16semilerin belirli bir alt tipiyle iliskilendirilme
egilimindedir; Ornegin PML-RARA ve RUNXI-RUNXITI (AMLI1-ETO) fiizyon
proteinlerini olusturan t(15;17) ve t(8;21) translokasyonlar1 sadece AML'de bulunurken,

TCF3-PBX1'i kodlayan t(1;19) yalmzca ALL'de goriiliir. Ilging bigimde, KMT2A/MLL

7



(karisik soy losemi) genini igeren ve hastalik seyri genel olarak ¢ok kotii olan 11923

kromozom anormallikleri ALL ve AML'de rastgele bulunur (34, 35).

Cizelge 2.1. Akut 16semilerde en sik goriilen flizyon genler (33, 36)

Hastalik Fiizyon Gen Kromozomal Bozukluk Siklik
BCR-ABLI t(9;22) 9,3
KMT2A-AFF1 t(4;11) 53
TCF3-PBX1 t(1;19) 43
_ ) ETV6-RUNX1 t(12;21) 4,1
Akut lenfoblastik 16semi (ALL) KMT2A-ELL {(11:19) 1.4
PAX5-JAK2 del(9)(p13) 1,3
TRD-LMO2 t(11;14) 0,9
TRD-TLX1 t(10;14) 0,6
RUNXI- RUNXITI [t(8;21) 11,2
PML-RARA t(15;17) 8,1
CBFB-MYHI11 inv(16) 6,5
KMT2A-MLLT3 t(9;11) 3,0
Akut myeloid 16semi (AML) BCR-ABLI1 t(9;22) 1,9
GATA2-MECOM inv(3) 1,8
KMT2A-ELL t(11;19) 1,5
RPN1-MECOM inv(3) 1,1
DEK-NUP214 t(6;9) 0,9

2.4. KMT2A/MLL FUZYON GENLERIi

11g23'te bulunan KMT2A geni, drosophila trithorax geninin (trx) insan homologudur ve
transkripsiyonla pozitif olarak iligkili histon 3 lizin 4'0 (H3K4me3) tri-metile eden SET
histon metiltransferaz (HMT) bolgesini kodlar. Molekiiler agirligi yaklasik 430 kDa olan
KMT2A proteini, DNA baglanma bdlgeleri (AT-kancalar1t ve CXXC bolgesi ile PHD
parmaklar1) ve TAD transaktivasyon bolgesini de i¢erdigi i¢in ayni zamanda transkripsiyon
faktorii olarak islev goriir. KMT2A proteini, PHD parmaklart ve transaktivasyon bolgesi
arasinda proteolitik olarak iki parcaya (MLL-N ve MLL-C) ayrilir. MLL-N ve MLL-C
konsenstis etkilesim motifleri yoluyla spesifik olarak bir araya gelerek hematopoez dahil

olmak tizere birgok normal gelisim agamalari i¢in gen ifadesini diizenler (37).

Kromozomal translokasyonlar, kismi tandem duplikasyon (PTD), amplifikasyon ve dahili
delesyon olmak tizere dort ¢esit tekrarlayan 11923 kromozom anomalisi akut 16semilerde

tanimlanmistir (Sekil 2.2.). MLL-PTD, amplifikasyon ve delesyon AML'de goriiliirken,



MLL translokasyonlar1 tiim farkli akut l6semi alt tiplerinde en ¢ok tekrarlanan 11q23
yapisal kromozom bozuklugudur (34). 11g23 aberasyonlu I6semi tedavisi devasa bir klinik
zorluk olmaya devam etmektedir. 11g23 aberasyonu olmayan ¢ocukluk ¢agi ALL icin
%80'e varan iyilesme oranlar1 saglanmasina ragmen, 11923 anormallikleri olan hastalar
i¢cin goriiniim ¢ok daha kétiidiir. Sonug olarak, 1123 kromozomal yeniden diizenlemelerin
varlig1 genellikle kotii prognozu isaret eder (38).

Taspaz

Kopma noktalari
kesme bolgesi

yigihim boélgesi
DogalmiL [ ﬁ'd J— -
AT hooks CXXC PHD finger FRYN TAD FRYC SET domain
(H3K4me3)
Bebek/cocuk 11gq23 Yetiskin 1123
bozukluklari (%) bozukluklari (%)
ALL AML ALL AML
e ey - NSRS i a8% 1% 82% 1%
R — T AP S— 17% 31% 2% 26%
En yaygin e — | a% 22% <% 7%
MLL . — - o% 1% % 11%
Rizyonlan | oo - 2% A% ol
e s - i e a% S
R ——— - others | 8% 22% 2% 15%
MLL geninin | W 1 0% <1% <1% 23%
kismi ardisik .
duplikasyonu | ——-1
MLL geni R———— <% <1% <1%  <1%

amplifikasyonu _' [ .

MLL geni i B <

delesgyonug [o— _--v_ R o 0% 1% 0%
Sekil 2.2. Normal ve anormal KMT2A/MLL proteinleri (37)
Bebeklik veya ¢ocukluk cagi ile yetiskin ALL ve AML'deki tiim 11923 aberasyonlarinin
goriilme sikliklart verilmistir (39). Tiim nadir KMT2A fiizyon partnerleri ‘digerleri’ olarak
sunulmustur. KMT2A'nin islevsel protein bolgeleri: AT-kancalari ve CXXC DNA
baglanma bolgeleri; FRYN/FRYC konsensiis etkilesim motifleri; TAD, transaktivasyon
bolgesi; SET domain, H3K4mel,2,3 metilasyonuna aracilik eden bolge olarak
belirtilmistir.

Tim KMT2A translokasyonlari, CXXC DNA baglanma bolgesi ve merkezi PHD
parmaklar1 arasindaki 8.3 kb’lik kopma noktalarmin kiimelendigi bir bolge iginde

gerceklesir. Sonu¢ olarak, tim KMT2A fiizyonlari, DNA baglanma motiflerini igeren
KMT2A amino ucunu korurken, karboksi ucundaki SET boélgesi, bagka transkripsiyonel
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efektor veya homo-dimerizasyon bolgelerini bulundurabilen fiizyon ortagi ile degistirilir.
Simdiye kadar, niikleer veya sitoplazmik proteinlerden olusan 94 farkli KMT2A fiizyon
ortagi tanimlanmis olsa da AFF1/AF4, MLLT3/AF9, MLLT10/AF10, ELL, MLLT1/ENL
ve MLLT4/AF6 gibi flizyon ortaklarmi da igeren 9 spesifik gen fiizyonu vakalarin
%90'indan fazlasini olusturmaktadir. MLLT4/AF6 hari¢c hepsi niikleer proteinlerdir (34,
37).

Bununla birlikte, KMT2A her bir flizyon ortagiyla birden fazla fiizyon gen olusturabilir
(15). ALL’de en sik rastlanilan KMT2A-AFF1 fiizyon geni her bir fiizyon ortagiin farkl
ekson kombinasyonlariyla onlarca fiizyon varyanti olusturur (Cizelge 2.2. ve Ek 1). Hedefe

yonelik dizileme yaklasimlarinda bu varyantlarin dislanmamasi gerekir.

Cizelge 2.2. KMT2A-AFF1 varyantlari
KMT2A-AFF1 fiizyon geninin bir¢ok varyanti i¢in tasarlanan Illumina panelinin kapsadigi
varyantlar yesil, lon Torrent panelinin kapsadig1 varyantlar ise mavi ile vurgulanmastir.

5' Partner Gen 3' Partner Gen ; _

Mutasyon | Gen Gozlemlenen | Gen Gozlemlenen | KMT2A KMT2A Mutasyon { Mutasyon
No Ismi Son Ekson Ismi 1lk Ekson (20) i (47) i Sayist Sikhig
COSF1948 { KMT2A 9 AFF1 4 6 1,93%
COSF2066 { KMT2A 8 AFF1 5 6 1,93%
COSF1827 { KMT2A 8 AFF1 4 4 1,29%
COSF1829 { KMT2A 10 AFF1 4 3 0,96%
COSF1831 | AFFI 3 KMT2A 9 1 0,32%
COSF1832 i AFFI 3 KMT2A 11 1 0,32%
COSF1954 { KMT2A 7 AFF1 4 1 0,32%
COSF1955 { KMT2A 7 AFF1 6 1 0,32%
COSF1956 { KMT2A 7 AFF1 5 1 0,32%
COSF2023 { KMT2A 9 AFF1 5 1 0,32%
COSF2068 { KMT2A 8 AFF1 6 1 0,32%
COSF2073 { KMT2A 10 AFF1 5 1 0,32%
COSF2075 i AFF1 4 KMT2A 9 1 0,32%
COSF1830 { KMT2A 10 AFF1 4 1 0,32%
COSF1828 { KMT2A 8 AFF1 4 1 0,32%
COSF2091 { KMT2A 10 AFF1 6 1 0,32%
COSF1799 { KMT2A 8 AFF1 11 1 0,32%
COSF1801 { KMT2A 8 AFF1 1 0,32%
COSF1947 { KMT2A ? AFF1 ? 278 89%

Toplam Mutasyonlar 311 100%

10



2.5. MULTIPLEKS PZR

Multipleks PZR (mPZR), bir¢ok farkli DNA dizisinin polimeraz zincir reaksiyonuyla ayni
anda bir karigim iginde ¢ogaltilmasini ifade eder. Diger bir deyisle, bir tek reaksiyonda
birgok ayr1 PZR reaksiyonu yapilmasidir. Coklu primer setleriyle bir tek PZR karigimi
icinde farkli1 DNA dizilerine 6zgii degisen boyutlarda amplikonlar {iretilir. Birden ¢ok dizi
ayni anda hedeflenerek, tek bir test ¢alismasindan daha fazla veri elde edilir, bagka tiirlii
her bir amplikonun tek tek cogaltilmasi daha fazla reaktif ve zaman gerektirir. Primer
setlerinin her biri PZR sirasinda ayni1 baglanma sicakliginda ve tek bir reaksiyon iginde

calisacak sekilde tasarlanmali ve optimize edilmelidir (40).
2.6. YENI NESIL DiZILEME (NGS)

Yeni Nesil Dizileme (NGS), binlerce ila milyonlarca DNA molekiiliinii ayn1 anda dizileyen
yiiksek verili bir yontemdir. NGS, 2005 yilinda ilk kez piyasaya siiriildiigiinden beri,
baskin bir DNA dizileme teknolojisi haline geldi. Bir hastanin tiim genomunun,
ekzomunun veya hedeflenen bazi genlerinin dizilenmesiyle ve sonrasinda bireysel genetik
profillere gore uyarlanmis tedavilerin uygulanabilmesiyle kisisellestirilmis tip gercege
dontismeye basladi. 1990'dan bu yana DNA dizileme teknolojilerindeki gelismeler, tek bir

insan genomunu dizileme siiresinde ve maliyetinde 6nemli bir diistlis sagladi (41, 42).

Bugiline kadar, tiim kanser alt tiplerinde, 14.000'den fazla gen ortagindan olusan yaklasik
32700 flizyon gen tanimlandi (33). Bu sayi, bilinen fiizyon genlerin %90'indan fazlasinin
tanimlanmasimi  saglayan yeni nesil dizilemenin (NGS) ortaya c¢ikmasindan
kaynaklanmaktadir (16). "Derin", "bliyiik 6l¢lide paralel" veya "ikinci nesil" sekanslama
olarak da bilinen NGS, milyonlarca DNA molekiiliinii niikleotit diizeyi ¢oziiniirliikte
eszamanlt dizileme yaparak yeni hastalik genlerinin saptanmasini hizlandiran ileri bir

teknolojidir (43).
2.6.1. Hedefe Yonelik Yeni Nesil Dizileme

Hedefe yonelik yeni nesil dizileme, biitlin bir genomun yalnizca bir kismini veya
ilgilenilen bolgeleri dizileme yontemidir. Bir genomun yalnizca spesifik veya klinik olarak
ilgili bolgelerine odaklanmak i¢in, hedef DNA dizileri dogrudan amplifiye edilir (amplikon
veya multipleks PZR tabanli) veya yakalama yapilir (hibrid yakalama tabanli) ve daha
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sonra dizilenir. Hedefe yonelik yeni nesil dizileme, ilgilenilen bolgedeki bilinen ve yeni

varyantlar1 tespit etmek i¢in kullanilabilir (44, 45).
2.6.2. NGS ile Fiizyon Gen Tespiti

Gen fiizyonlarini tespit etmek i¢in kullanilmasi gereken kosullara gore giiclii ve zayif
yonleriyle birgok sekanslama tabanli yaklagim vardir. Gen fiizyonlar1 tespiti yapan NGS
yaklasimlarinda, girdi materyali olarak DNA veya RNA kullanan kapsamli tiim genom
veya transkriptom dizileme ile sinirli sayida geni analiz eden hedefe yonelik paneller
kullanilmaktadir. Ayrica, kullanilan NGS yontemleri kiitliphane hazirlama, hedef

zenginlestirme ve dizileme kimyasi i¢in de farklilik gosterir (46).
2.6.2.1. Tiim Genom Dizileme (WGS)

Tiim genom dizileme (WGS), bir 6rnegin tiim DNA dizisinin ortaya ¢ikarilmasidir. Bunu
basarmak icin, genomik DNA parg¢alanir, sec¢ilen NGS platformuna 6zgii adaptor dizilerine
baglanir ve kapsamli genomik karakterizasyon i¢in gerekli derinlikte dizilenir (Sekil
2.3.A). DNA'nin molekiiler olarak daha stabil olmasindan dolay1 kolaylasan kiitiiphane
olusturma asamalar1 olduk¢a giivenilirdir ve rutin olarak gergeklestirilir. Fiizyon genlerini

tanimlamak i¢in dizileme sonras1 spesifik biyoinformatik analizler gereklidir (47).

WGS tiim genomik dizinin profilini ¢ikardigr icin, flizyon gen tespitinde genel bir
yaklasim saglar ve bir fiizyon olaymnin genomik konumunu kesin olarak tanimlayabilir.
Fiizyon baglantilarinin ¢ogu intronlar veya intergenik bolgeler i¢inde meydana geldiginden
dolayr, RNA tabanli yaklasimlar fiizyon konumlar1 hakkinda yalnizca ¢ikarimda
bulunabilir. Bununla birlikte, WGS'nin flizyon gen tespiti icin birincil faydasi, gen
ekspresyon seviyelerini degistiren ancak transkript dizilerini degistirmeyen regilator
element yeniden diizenlemelerini, RNA bazli yaklasimlar kullanilarak tanimlanamayan

olaylari, tanimlayabilmesidir (48).

WGS verilerinden yiiksek giivenilirlikte flizyon gen tespiti ¢ok fazla okuma gerektirdigi
icin rutinde maliyet engeline takilabilir. Ayrica, WGS ile sadece konumu belirlenen bir
yeniden diizenleme bolgesinden mutlaka RNA veya protein ifade edilmesi beklenmez. Bu
nedenle, fiizyonun hastalik gelisiminde veya ilerlemesinde rol oynamamasi da

miimkiindiir. Dahasi, WGS, herhangi bir genomik degisiklik olmadan, komsu genlerin
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transkripsiyonel olarak okunmasiyla meydana gelen fiizyon transkriptlerini gézden kagirir

(49).

A. Tum Genom Dizileme (WGS)
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NS AU —_— — —_— = -
T~~~ veya rRNA CcDNA sentezi - *PZR = = -
e~ uzaklastirma —~ —— " Amplifikasyont  =— =—- ST = =
C. Hibrid Yakalama Bazl Dizileme
NGS kitiiphanesi
—_— Diziye 6zgli . Biotin ° PZR
— probile —_— _ saflastirma _ Amplifikasyonu = = Dizileme -
— — . — o — = = —

hibridizasyon

Sekil 2.3. Genomik ve transkriptomik dizileme stratejileri (50)

2.6.2.2. Tiim Transkriptom Dizileme (WTS)

Transkripsiyonel olarak ifade edilen lokuslarin tiim transkriptomik profilinin RNA
sekanslama (RNAseq) yoluyla ortaya ¢ikarilmasidir (51). Ana akim NGS platformlari
RNA'y1 dogrudan dizilemedigi i¢in, transkriptler once tamamlayicti DNA'ya (cDNA)
dontstiiriiliir, 1 akisinin bir parcasi olarak rRNA’lar temizlenir ve NGS platformuna 6zgi
adaptorler eklenerek dizilenir (Sekil 2.3.B) (52, 53). Sekanslama sonrasi, fiizyon gen
tanimlama, kimerik okumalar1 tanimlayan spesifik biyoinformatik paketler kullanilarak

veri islemeyi gerektirir.

Fiizyon gen tespitinde RNAseq kullanmanimn birgok faydasi vardir. ilk olarak, WGS'ye
benzer sekilde, fiizyon genlerin tespitinde ifade edilen tiim genler arasinda bilinen ve yeni
fiizyonlar1 kapsayan genel bir yaklasim saglar (54). ikincisi, genomun sadece %1-2'si ifade
edildiginden karmagikliktaki azalma nedeniyle esdeger dizileme derinliginde RNAseq
WGS'den daha hassastir. Ugiinciisii, farkli intronik kirilma noktalarina sahip bircok fiizyon
DNA varyant1 ayn1 onkogenik transkripti kodlayabildigi icin, RNAseq islevsel olarak daha
bilgilendiricidir (55). Son olarak, islenen RNA analiz edilirken, RNAseq verileri, flizyona
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dayal1 ifade degisikliklerinin tahminini saglar ve tedavi yanitim etkileyebilecek fiizyon

transkript varyantlarinin saptanmasina izin verir (56).

RNAseq kullanilarak fiizyon gen belirlemenin birgok faydasina ragmen, baz1 zayif yonleri
de vardir. Dizileme derinligi sinirlamalar1 nedeniyle, diisiikk diizeyde eksprese edilmis
flizyon transkriptlerini ve az miktarda tiimor hiicresi iceren numunelerdeki filizyonlar
gbzden kacirabilir. Bu eksiklikler, dizileme derinliginin artirilmasiyla giderilebilir, ancak
bu maliyet agisindan uygun olmayabilir. RNAseq ile flizyon gen tespiti, RNA
parcalanmaya karst DNA’dan daha duyarli oldugundan 6zellikle formalinle fikse edilmis
doku oOrneklerinde daha az verimlidir. Son olarak, RNAseq, RNA dizisinde degisiklik
olusturmayan sadece RNA ekspresyon seviyelerini degistiren kromozomal yeniden

diizenlemeleri tespit edemeyecektir (57).
2.6.2.3. Hibridizasyon Yakalama Dizilemesi

Bir numunenin tim DNA ve RNA profilini inceleyen WGS ve RNAseq'in aksine,
hibridizasyon yakalama dizilemesi, ilgili genleri yakalamak ve dizilemek i¢in NGS
kiitiiphanesi hazirlandiktan sonra bir hibridizasyon adimi eklenir (Sekil 2.3.C). Bu adimda,
biyotinli DNA veya RNA problar1 kullanilarak hedef molekiillerin izolasyonu
gerceklestirilir (58). Hibridizasyon yakalama panellerinin boyutlar1 20 genden tiim ekzoma
kadar degisebilir, ancak yaygin olarak incelenen yolak veya hastalikla giiclii iliskileri olan
hedef genlerle sinirlandirilir. Bu yontem ile fiizyon gen tespiti yapilirken, DNA tabanl
dizilemede problar fiizyon kirilma noktalarini barindirdigr bilinen spesifik intronik,
eksonik ve intergenik bolgeleri yakalayacak sekilde tasarlanir (59, 60). RNA tabanh
dizilemede ise problar yalnizca eksonik bolgeleri hedefler ve bir genin ya tiim eksonlarini
ya da genomik yeniden diizenlemelerin oldugu intronlar1 cevreleyen belirli eksonlar

hedeflenir (61, 62).

Fiizyon gen tespitinde hibridizasyon yakalama tekniginin kullanilmas1 bir¢ok fayda saglar.
Ik olarak, gene &zgii hedef zenginlestirme sayesinde geleneksel bir dizileme
kiitiiphanesindeki fiizyon gen sinyalini baskilayan fiizyon olmayan okumalarin sayisini
azaltir (63). Boylece, diisiik diizeyde ifade edilen flizyon genler veya diisiik timdr igerigine
sahip numunelerdeki fiizyonlar icin daha hassas bir saptama saglanir (64). Ikinci olarak,

onceden karakterize edilmemis fiizyon ortaklari, yakalama paneli tarafindan hedeflenen
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gen i¢in tanimlanabilir (57). Ayrica, RNA tabanli hibridizasyon yakalama yaklagimlari,
tiim transkriptom dizileme ile karsilastirildiginda diisiik kaliteli RNA 6rneklerinden flizyon

saptama basarisini iyilestirir (65, 66).

Hibridizasyon yakalama teknigi flizyon gen tespitine yonelik yliksek dizileme derinligi
saglayarak bir¢ok iistiinliikk sunarken, bu yaklasimin bazi zayif yonleri de vardir. Hedef
panelde en az bir flizyon ortagi bulunmasi gerektiginden dolay1r tamamen yeni flizyon
genler, olusturulan dizileme kiitiiphanesinden hari¢ tutulacaktir. Benzer sekilde yakalama
problari, fiizyon noktasina yakin genomik bolgeleri hedeflemelidir, baglant1 noktasindan
uzak gen bolgelerini hedefleyen problar kullanilarak olusturulan kiitiiphanenin kisa
okumal1 dizilemesi flizyonu kapsamayabilir (63). Cogu hedefe yonelik yaklasimlarda
oldugu gibi hibridizasyon yakalama is akis1 sirasinda kullanilan ekstra PZR dongiileri

artefakt ve sapmalara yol acabilir.

2.6.2.4. Multipleks PZR Tabanh Amplikon Dizileme

Hedef zenginlestirme tabanli dizilemeye yonelik diger bir ana yaklasim, multipleks
PZR'dir (mPZR). Multipleks PZR, tek bir reaksiyonda birden fazla hedef bolgeyi
eszamanli olarak ¢ogaltmak i¢in karma primer havuzu kullanir. Her amplifiye molekiile
ligasyon yoluyla veya PZR sirasinda eklenen platforma 6zgii adaptorler kullanilarak tiim
amplifiye edilmis hedeflerin tanimlanmasi i¢in 6rnekler daha sonra NGS'ye tabi tutulur.
Cogaltilan bolgelerin siirli sayida olmasi nedeniyle ortaya ¢ikan verilerin biyoinformatik
analizi WGS veya RNAseq analizinden tipik olarak daha basittir (55). Fiizyon gen
tespitinde kullanilan iki ¢esit mPZR vardir. Geleneksel mPZR, fiizyon kombinasyonlarini
kusatmak ic¢in flizyon gen ortaklarina 6zgii tasarlanan primer ciftleri havuzuna dayanir
(Sekil 2.4.A). Buna karsilik, demirlenmis (anchored) mPZR (AMP) ile flizyon gen
tespitinde, bir amplikonu olusturacak primer ciftlerinden biri fiizyon gen ortaklarindan
birine gore tasarlanir, digeri igcin NGS platformuna 6zgii adaptor dizisine karsilik gelen

sabitlenmis evrensel bir primer kullanilir ve hedeflenen bolgeler cogaltir (Sekil 2.4.B) (67).

Multipleks PZR ile fiizyon gen tespitinin bir¢ok faydasi vardir. Hem geleneksel mPZR
hem de AMP, yiizlerce gen hedefini sorgularken, DNA ve RNA'dan %98’den fazla
duyarlilik ve 6zgiilliikkle flizyon genlerini tespit eder (68, 69). Multipleks PZR ile flizyon

tespiti yalnizca hedeflenen genler ve kopma noktalar ile sinirli olsa da AMP yeni flizyon
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ortaklarini tespit edebilir ve KMT2A gibi bircok farkli partner gen ile se¢ici olmadan
flizyon olusturan genler i¢in onemli bir {istlinliik saglar (34). AMP yontemindeki bu
esneklik ayni1 zamanda yeni alternatif birlestirmelerin (splicing) tanimlanmasini da saglar
(67). Ayrica, kullanilan yontem fiizyon gen analizini yalnmizca panelin kapsamiyla
siirladigindan, WGS veya RNAseq ile karsilastirildiginda mPZR verilerinin hesaplamali

analizi daha kolaydir.

A. Multipleks PZR B. Demirlenmis (Anchored) Multipleks PZR

Genomic DNA Total RNA Genomic DNA Total RNA
—TN—
—~—~— —_— /\/\
/—\/\/\ NN~
A~ 1.ve 2. iplik
Fragman \ cDNA sentezi
l Adaptor
Fragman ) Ters baglama
transkripsiyon
| |
GSP GSP
— —
GSP Evrensel primer
Hedefe Hedefe
62gii PCR &62gli PCR
l Dizileme l Dizileme

- TAGCTA|

- TAGCTA

Sekil 2.4. Multipleks PZR temelli hedefe yonelik NGS (50)
A. Multipleks PZR (calismalarimizda bu yontem kullanildi) B. Demirlenmis (anchored)
multipleks PZR (AMP)

Fiizyon gen tespiti i¢in mPZR kullanmanin birincil sakincasi, fiizyon genlerin karakterize
edilmemis ve yaygin olmayan varyantlarinin, olusturulan NGS kiitiiphanesinden
dislanabilmesidir. WGS veya RNAseq'den daha hizli olmasina ragmen, saptanabilir fiizyon
genlerin kapsami 6nemli 6l¢iide sinirlanabilir. Ayrica hem geleneksel mPZR hem de AMP,
bir panele daha fazla gen hedefi dahil edildik¢e artan hedef dis1 primer baglanmalar1 ve

primer dimerleri gibi PZR'nin ortak teknik sinirlamalarina tabidir (50, 70).
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Halihazirda, yeni teknolojiler kullanilarak fiizyon gen tespiti yapan kullanima hazir birkag
panel mevcuttur (46, 50, 71). Bununla birlikte, AmpliSeq dahil olmak {izere cesitli
teknolojiler kullanilarak tespit edilecek flizyonlara gére uyarlanmis paneller tasarlamak da

miimkiindiir (Cizelge 2.3.).

Cizelge 2.3. Fiizyon gen tespitinde kullanilan yeni teknolojiler

Yaklasim Analiz Fiizyon sayis1 | Girdi malzemesi (miktar) | Dizileme platformu
Hibridizasyon (S/zrgeilse:llte)Ct 12 DNA (230 ng) {Hlumina
yakalama (Tlﬂlusr;lglgg) 507 RNA (10-100 ng) Tllumina
8;‘1‘;’0%2; y | 2351 RNA & DNA (>1 & >10) | Ton Torrent
Multipleks PZR z?:nATIEFr];Sne)q Uyarlanabilir { RNA (20 ng) Ion Torrent
(Anr]rlll I;Lllsnzc)] Uyarlanabilir | RNA (20 ng) [llumina
FX:;%I;E];;;) 3-199 RNA (10-250 ng) [llumina, lon Torrent
Demirlenmis 8:?:1?:;2:3 B RNA (20 ng) Tllumina
(Anchored) -
Multipleks PZR &Vfg%‘;\]) 502 RNA (10-200 ng) llumina
%IAASGG%N) 18-230 RNA (10-250 ng) [llumina, lon Torrent
}Iifrlzlfzc;zsi‘(‘m ?ﬁ:ﬁ:;’;ng) 18-20 RNA (50-300 ng) NanoString

Fiizyon gen tespiti icin gii¢lii ve zayif yonleri olan bir¢ok farkli dizileme tabanli yaklagim
vardir. Dikkate alinacak faktorler sunlari igerir: 1) flizyon gen partnerlerinin ve kesme
gerekli ekipmanin ve laboratuvar veya biyoinformatik uzmanliginin mevcudiyeti; iv)
yontemle ilgili maliyetler ve v) bir sonug¢ olusturmak i¢in gereken siire. Hem fiizyon gen
partnerleri hem de fiizyon pozisyonu biliniyorsa mPZR, WGS veya RNAseq'den daha ucuz

ve ¢alisilmasi daha hizli oldugu icin flizyon gen tespiti i¢in ideal bir yontemdir.

2.6.2.5. Gelisen Fiizyon Gen Tespit Yontemleri

Yukarida agiklanan fiizyon gen tanimlama yaklasimlari, agirlikli olarak su anda dizileme

sektorlinde baskin olan "ikinci nesil" NGS platformlarini kullanmaktadir. Bununla birlikte,
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dizileme Oncesi niikleik asit fragmantasyonu ¢ok az gerektiren veya hi¢ gerektirmeyen
Pacific Biosciences ve Oxford Nanopore gibi "iiclincili nesil" uzun okuma yapan dizileme
platformlar1 aktif bir gelisim gostermektedir. Bu yaklasimlar, kiitiiphane olusturma
asamasinda PZR'yi smirlayan veya ortadan kaldiran numune hazirlama yaklagimlarini
kullanarak, RNA'daki izoformlar1 ve DNA'daki yapisal varyasyonlarit belirlemek igin
idealdir (72). Bununla birlikte, yiliksek bir hata orani1 ve biiylik miktarda 6rnek gereksinimi
gibi zayif yonler uzun okumali dizilemenin gii¢lii yonlerini dengelemektedir (73). Klinik
orneklerinde materyalin kisitli olmasi uzun-okumali dizilemenin kullanimini sinirlar, ancak

hedefe yonelik yaklagimlarin uygulanmasi bu zayif yoniin iistesinden gelebilir (74).

NanoString platformu, son zamanlarda fiizyon gen tespitinde uygulanan yiiksek verimli,
transkriptom tabanli alternatif bir teknolojidir. Iliskili nCounter Teknolojisi ile, DNA veya
RNA hedef molekiilleri, diziye 6zgii yakalama ve raportdr prob ¢iftlerine hibridize edilir,
ardindan bu hedef prob kompleksleri saflastirilir ve bir yiizeyde sabitlenerek goriintiilenir.
Daha sonra, her bir barkodlu floresan raportor probunun varligi ve miktar1 sayisal olarak
analiz edilir. NanoString, floresan yoluyla islenmis her bir RNA molekiiliinii dogrudan
tespit ederek, cDNA’ya doniistiirme ve PZR amplifikasyonuna 6zgii sapmalar1 ortadan
kaldirir (75). Bununla birlikte, prob tasarimi, fiizyon gen dizisinin 6nceden bilinmesini
gerektirdiginden, sadece bilinen ve dogrudan hedeflenen fiizyon genler tespit edilebilir.

Dolayisiyla, yeni fiizyon genlerin kesfedilme olasilig1 yoktur.
2.6.3. Fiizyon Gen Tespiti icin Biyoinformatik Analizler

Burada tartisilan fiizyon gen tespiti yapan yaklasimlarin ¢ogu, fiizyon olayin1 destekleyen
kanitlar i¢in islenmis NGS okumalarina dayanir. Flizyon tespiti i¢cin hem tek yonlii hem de
cift yonli dizileme kullanilabilir, ancak cogu yaklasim bir flizyon gen icin iki tiir
destekleyici kanit saglayabilen ¢ift yonlii dizileme kullanir. Hem ¢ift yonlii hem de tek
yonli dizileme verileri, iki farkli genden dizi parcalarini igeren ve bir fiizyon geni kesin
olarak tanimlayan kimerik okumalar olan baglanti veya bdliinmiis (junction/split)
okumalar1 igerir. Bununla birlikte, kapsayan (spanning) okumalar yalnizca ¢ift yonli
dizileme verisinden elde edilir ve ileri okuma bir gene eslenirken, geri okuma farkli bir

gene hizalanarak fiizyon olaymin tanimlanmasina destek verir (Sekil. 2.5.). Cift yonli
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dizileme verilerinin bu iki sekilde kullanim1 nedeniyle, birgok yaklasim flizyon gen tespiti

i¢in ¢ift yonlii dizilemeyi gerektirir (50, 76).

Kapsayan (spanning) okumalar

/N

= e —
o e ———
e 3 | | | | Kb
I T ===
S -

T

Baglanti noktasi (junction) okumalari

Sekil 2.5. Flizyon olaymi destekleyen NGS okumalar1 (76)

NGS verilerinden baglanti noktasi1 ve kapsayan okumalarinin belirlenmesi, 6zel
biyoinformatik yazilimlar gerektirir. Simdilerde, fiizyon gen tespiti i¢in kullanima agik
40'tan fazla yazilim paketi bulunmaktadir ve bunlarin ¢ogu yalnizca RNA tabanli verileri
analiz etmektedir (76-78). Her bir yazilim paketi birbirinden biraz farkli olsa da temelde iki
¢Oziimlemeli yaklagima dayanir. ‘Mapping-first” yaklagimi, NGS okumalarin1 bir genoma
veya transkriptoma hizalayarak baglar ve birden ¢ok genle eslenen okumalar1 kullanarak
genomdaki yeniden diizenleme olaylarini tanimlar. Alternatif olarak, ‘assembly-first’
yaklasimi, once birbirine karsilik gelen NGS okumalarin1 herhangi bir referans diziye
hizalamadan kendi aralarinda birlestirir, bu sekilde olusturulan niikleotid dizileri daha
sonra genom veya transkriptom ile eslestirilerek uyumsuz olarak haritalanan dizilerden

flizyon gen belirlenir.

Fiizyon gen tespiti yapan her biyoinformatik is akisinin kendine 6zgii giicli ve zayif
yonleri vardir. Benzer sekilde, fiizyon gen tespiti yapan her bir yazilim paketi farkli
sonuclar verebilmektedir. Bu farliliklarin iistesinden gelmek i¢in, bazi1 gruplar bir¢ok
biyoinformatik yazilim paketinin ¢iktisini birlestirir ve flizyon tanimlamasini ¢oklu yazilim
paketleri tarafindan bulunanlarla sinirlandirir, bdylece daha yiiksek giivenilirlikteki flizyon

genler belirlenir (68, 77).
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3. GEREKCE VE AMAC

Fiizyon gen tespitinde NGS yaklasimlarinin giiglii yonlerine ragmen, klinik uygulamada
geleneksel yontemler halen baskin bir konumdadir. FISH, IHC ve RT-PZR flizyon gen
tespiti icin geleneksel klinik tanida kullanilan yontemlerdir (79). Yiksek duyarlilik ve
ozglnliikte hizl1 sonug saglamasi ve ilgili kromozomal bozukluga sahip hiicrelerin oranini
vermesi ile fiizyon gen tespiti i¢in altin standart olan FISH, sadece en yaygin genomik
yeniden diizenlemeleri sinirl ¢oziintirliikte tespit edebilmektedir ve yiizlerce flizyon genin
tespiti i¢in 6nemli olan multipleks ¢alisma kapasitesi diisiiktiir (80, 81). Ayrica, rutin
tanida calisilan FISH problar, flizyon ortagmni tanimlamadan yalnizca kromozomal
yeniden diizenlemelerin daha siklikla rastlanildig1 diger ortak gene ait mutasyonlar1 ortaya
cikarir ki bu durum hastaligin alt tipinin belirlenmesini ve hastalik seyrinin tahminini

zorlastirmaktadir (82).

Benzer sekilde, gorece basit ve hesapli bir yontem olan IHC, fiizyon proteinlere spesifik
olarak baglanan ve yiizlerce fiizyon proteinden sadece belirli bir kismi i¢in bulunabilen
yliksek afiniteli antikorlar gerektirir. Flizyon transkriptlerinin seviyelerini 6lgmede oldukca
hassas ve spesifik olan RT-PZR’nin primer tasarimi icin hem flizyon ortaklari hem de
flizyon noktast hakkinda kesin bilgi gerekir ve yiizlerce flizyon genin tespitinde son derece

onemli olan multipleks ¢aligmaya uygun degildir (83).

Klinik tanida kullanilan geleneksel yaklasimlar, yalnizca uygun olabilen az sayidaki
flizyon genlerin belirlenmesinde kullanilabilir ve bu da tan1 kapsamini ciddi bir sekilde
sinirlandirir. Ayrica, rutin klinik tanida kullanilan tiim yaklagimlar yogun isgiicii gerektirir
ve karakterize edilmemis fiizyon ortaklarinin tespitini kisitlar. Fiizyon gen tespiti i¢cin NGS
yaklagimlariin klinikte uygulanmasiyla geleneksel yontemlerdeki zayif yonlerin ¢cogunun
iistesinden gelinebilir. Bu bakimdan klinik tanida kullanilabilecek yeni yodntemlerin

gelistirilmesine ¢ok ihtiya¢ vardir.

NGS tabanli testlerin etkinligini 6lgmek ic¢in, mevcut klinik tanm1 yontemleriyle
karsilastirmali birgok calisma yapilmistir. Genel olarak, bu caligmalarda FISH, THC,
hibridizasyon yakalama ve mPZR yaklasimlar1 arasinda gii¢lii bir uyum oldugu

gosterilmistir (68, 79, 84-86). Ustelik bazi calismalarda NGS yaklasimlarmin fiizyon
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genleri FISH'den daha giivenilir bir sekilde saptadigi gosterilmistir (82, 87). Ayrica, test
uyumsuzlugu da FISH, IHC ve NGS tabanli yaklagimlar arasinda benzer bir siklikta
goriilmiistiir (88, 89).

NGS tabanli klinik taninin birgok avantajina ragmen, klinikte tam olarak uygulanmasinin
oniinde 6nemli engeller devam etmektedir. Kiigiik miktarlardaki klinik numunelerden NGS
i¢cin gerekli baslangi¢ materyalinin elde edilmesi bu zorluklardan biridir. Ayrica, dizileme
cithazina erisim ve isletim uzmanligina sahip bir ekibe ek olarak kapsamli egitim ve yeni
ekipman alimimi gerektiren NGS laboratuvar teknikleri, baz1 klinik laboratuvarlar icin
tamamen yeni olabilir. Son olarak, her ne kadar ticari yazilim programlari veri yorumlama
zorlugunu azaltmaya calissa da veri yorumlama, standart bir patoloji laboratuvarinda
muhtemelen bulunmayan biyoinformatik analiz uzmanlig1r gerektirir. Bu zorluklardan
dolayi, gliniimiizde NGS ile tan1 yapan gelismis iilkelerdeki klinik patoloji laboratuvarlarin

bliyiik ¢ogunlugunda flizyon gen tespiti yapilamamaktadir (90).

Numune hazirlama, dizileme, biyoinformatik analiz ve raporlama gibi asamalardan olusan
tiim NGS siireclerinin standardizasyonunun NGS tabanli teknolojilerin klinik uygulamasini
hizlandirmasi muhtemeldir. Klinik patoloji laboratuvarlarinin flizyon gen tespitinde
karsilastig1 spesifik uygulama zorluklarini, NGS tabanli yaklagimlar giiclii ydnleri

sayesinde onemli Ol¢iide iyilestirebilir.

Fiizyon genlerin kanser gelisimindeki siiriicli rolii g6z 6niine alindiginda, bunlarin tespiti;
tan1 koymak, hastaligi takip etmek, kanser alt tipi ve risk siniflandirmasi bilgilerini
saglamak icin kritiktir. Flizyon gen tespiti i¢in giiclii ve zayif yonler sunan birgok farkli
dizileme tabanli yaklagim vardir. Hem fiizyon gen partnerleri hem de flizyon pozisyonu
biliniyorsa multipleks PZR tabanli amplikon dizileme, daha ekonomik ve ¢alisilmas1 daha

hizl1 oldugundan fiizyon gen tespiti i¢in ideal bir yontemdir.

Bu calismada 16semiyi baslatict etkisi olan fiizyon genlerin yiiksek verimli niikleotid
dizileme gibi giiniimiiz teknolojileriyle taranmasi icin hedefe ydnelik NGS panellerin
gelistirilmesi amaclanmaktadir. Bu ¢alisma ile yeni nesil dizilemede kullanilan 6zgiin
flizyon gen panellerinin saglik alanina kazandirilmasi hedeflenmektedir. Bu paneller
sayesinde losemilerdeki siirlicii veya baslatict mutasyonlarin tespitinde kullanilan ve

onlarca analizin tek bir testte daha etkin bir sekilde gerceklestirilmesi istenmektedir.
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Bir¢ok farkli genin degisik eksonlariyla fiizyon gen olusturan KMT2A (MLL) geni ve
partnerlerinin oldugu fiizyon genlerin kullanildigi model caligma i¢in; multipleks primer
tasarimi yapabilen platformlarin kullanilmasi, fiizyon transkriptleri taklit eden DNA
parcalarinin gen sentezi yontemiyle elde edilmesi, multipleks primerler ve kalip DNA
parcalart kullanilarak hedef dizilerin kiitiiphanelerinin olusturulmasi, yiiksek verimli
niikleotid dizileme i¢in I[llumina platformunun kullanilmasi, olusan biiylik hacimli verinin

analizinin biyoinformatik yaklagimlarla yapilmas1 hedeflenmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. Multipleks Primerler

DesignStudio multipleks primer tasarim programi kullanilarak 20 adet KMT2A fiizyon
geni ve 12 adet referans gen olmak iizere toplam 32 amplikonu tek havuzda ¢ogaltabilecek
sekilde tasarlanan AmpliSeq fiizyon paneli Illumina’dan siparis edildi. Toplam 42 adet
oligoniikleotid iceren bu panelin amplikon uzunluklarinin dagilimi: maksimum 174,

medyan 149, ortalama 141 ve minimum 91 baz ciftidir.

Ion AmpliSeq Designer multipleks primer tasarim programi kullanilarak 47 adet KMT2A
flizyon geni ve 19 adet referans gen olmak iizere toplam 66 amplikonu tek havuzda
cogaltabilecek sekilde tasarlanan AmpliSeq HD fiizyon paneli ise lon Torrent’den siparis
edildi. Toplam 68 adet oligoniikleotid iceren bu panelin amplikon uzunluklarinin dagilimi:

maksimum 175, ortalama 150 ve minimum 125 baz ¢iftidir.
4.1.2. Kalip DNA Parcalari

20 adet KMT2A filizyon geninin kalip DNA pargalarin1 sentezlemek i¢in uzun primerler

Oligomer’den siparis edildi.

47 adet KMT2A fiizyon geni i¢in kalip DNA fragmanlari ise GenScript’den siparis edildi.
4.2. YONTEM

4.2.1. KMT2A Fiizyon Genleri I¢in Multipleks Primer Tasarim

[Mlumina’nin multipleks primer tasarim programi DesignStudio’da asagidaki basamaklar
takip edilerek KMT2A fiizyon genleri i¢cin multipleks primer paneli tasarlandi. Start
Design — Select Assay (Assay Type: RNA; Assay Technology: AmpliSeq for Illumina
Fusion; Species: Human (hgl9); Design Name: KMT2A Fusions) — Manage Targets
(Add Fusions — Search Symbol Pair: KMT2A-...) — Submit Design.
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Fiizyon ortag1 genlerin ¢esitli eksonlarinin birlesmesi sonucunda olusan KMT2A flizyon
transkriptleri tabloda gosterilmistir (Cizelge 4.1.). Bu panel, 20 KMT2A fiizyon
transkriptini, birlesme noktalarin1 da kapsayacak sekilde, ¢cogaltmay1 saglayan primerler
karisimidir. Bu flizyon panelindeki toplam primer sayist dikkate alindiginda, flizyon ortagi

genlerin her farkli eksonu i¢in bir primer tasarlandig1 ¢ikariminda bulunabiliriz.

Cizelge 4.1. Multipleks PZR tabanli Illumina AmpliSeq fiizyon paneli (KMT2A-20)
[llumina ve Ion Torrent panelleri icin ortak olan 6 fiizyon transkripti yesil renk ile
vurgulanmistir (KMT2A/MLL i¢in Transkript Id: ENST00000534358).

" D 5" Partner Donér 3" Partner 3 Partn?r Gen Alcl
Gen Ekson Gen Transkript Id Ekson

1 KMT2A-AFF1.K8AS KMT2A 8 AFF1 ENST00000307808 5
2 KMT2A-AFF1.K8A6 KMT2A 8 AFF1 ENST00000307808 6
3 KMT2A-AFF1.K8A7 KMT2A 8 AFF1 ENST00000307808 7
4 KMT2A-AFF1.K9A6 KMT2A 9 AFF1 ENST00000307808 6
5 KMT2A-AFF1.K9A7 KMT2A 9 AFF1 ENST00000307808 7
6 KMT2A-AFF1.K10A5 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 5
7 | KMT2A-AFF1.K10A6 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 6
8 KMT2A-AFF1.K10A7 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 7
9 KMT2A-ELL.K7E3 KMT2A 7 ELL ENST00000262809 3
10 | KMT2A-FOXO04.K7F2 KMT2A 7 FOX04 ENST00000341558 2
11 | KMT2A-MLLT1.K7M9 KMT2A 7 MLLTI ENST00000252674 9
12 | KMT2A-MLLT1.K10M2 KMT2A 10 MLLTI ENST00000252674 2
13 | KMT2A-MLLT3.K7M7 KMT2A 7 MLLT3 ENST00000380338 7
14 | KMT2A-MLLT3.K8M11 KMT2A 8 MLLT3 ENST00000380338 11
15 | KMT2A-MLLT3.K10M5 KMT2A 10 MLLT3 ENST00000380338 5
16 | KMT2A-MLLT6.K7M12 KMT2A 7 MLLT6 ENST00000621332 12
17 | KMT2A-MLLT10.K7M9 KMT2A 7 MLLTI10 ENST00000377072 9
18 | KMT2A-MLLT10.K7M13 KMT2A 7 MLLTI10 ENST00000377072 13
19 | KMT2A-MLLT10.K8M12 KMT2A 8 MLLTI10 ENST00000377072 12
20 | KMT2A-MLLT10.K9M4 KMT2A 9 MLLTI10 ENST00000377072 4
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Fiizyon transkriptini ¢ogaltacak primer c¢ifti, fiizyon genlerin baglanti eksonlarinin dizisini
refarans alarak ileri primer dondr eksonda geri primer de alict eksonda olacak sekilde
multipleks primer tasarim programlar: kullanilarak tasarlanir. Fiizyon baglant1 noktalarini
icine alan bu primerler karigimi, panelin ¢ogaltabildigi herhangi bir fiizyon transkripti ile

PZR yapildiginda sadece ilgili primerlerin bir amplikon olusturmasi beklenir (Sekil 4.1.).

KMT2A-AFF1.K8A5 Fwd
CCAGAGCAGAGCAAACAG

KMT2A-AFF1.K8AS5 F
[ETCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAATGACCCATTCATGG

5’ GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAATGACCCATTCATGECCGCCTCC
| . } } . 3 s : } s : : s 3 } t } : . 3 } 100
3’ CAGGTCTCGTCTCGTTTGTCTTTTTTCACCGAGGGGCGGGTTCATAGGGACATTTTGTTTTTGGTTTTCTTTTCCTTTACTGGGTAAGTACCGGCGGAGG
KMT2A exon 8 >

TCCTTTACTGGGTAAGTACCGGCGGAGG
KMT2A-AFF1.K8A5 R

TTTGACAGCAATACATACGCCTAGTACAGCTGAGCCATCCAAGTTTCCTTTCCCTACAAAG 3’
' Il + Il 4 Il 4 Il + Il 4 |

161
T T T T T T T T T T T |
AAACTGTCGTTATGTATGCGGATCATGTCGACTCGGTAGGTTCAAAGGAAAGGGATGTTTC 5'

. AFlexns 4
AAACTGTCGTTATGTATGCGGATCATGTCGACTCGGTAGGTTCAAAGGAAAGGGATGTTTC

o
KMT2A-AFF1.K8A5 Rev
Sekil 4.1. Multipleks ve uzun oligoniikleotid tasarimlari
Bir fiizyon transkriptinin baglant1 noktasindaki iki eksonu kapsayan kalip DNA pargasini

olusturmak i¢in tasarlanan uzun oligoniikleotidler ve multipleks primer havuzu i¢inde bu
kalip DNA pargasina 6zgii temsili kisa primerlerin sematik gosterimi.

Ion Torrent platformunun multipleks primer tasarim programi lon AmpliSeq Designer’da
asagidaki basamaklar takip edilerek KMT2A fiizyon genleri i¢in multipleks primer paneli
tasarlandi. lon AmpliSeq Custom HD panels — Create Custom HD panel (Design Name:
MLL Fusions; Application Type: RNA Gene Fusion designs (single-pool); Select genome
to use: Human (RefSeq/Ensembl)) — Add Targets (Add Fusion — Symbol Pair: MLL-...)

— Submit targets.

Bu panel, 47 KMT2A fiizyon transkriptini ¢ogaltan primerler karigimidir (Cizelge 4.2.). Bu
panel ve ilgili kalip DNA pargasi kullanilarak, flizyon ortagi genlere ait baglanti
eksonlarinin birlesme noktalari igeren amplikonlar olusturulur. Bu panelde de flizyon
ortagr genlerin her farkli eksonu i¢in bir primer tasarlandigi ¢ikariminda bulunabiliriz
(toplam 68 primerden 19 referans genlerin primer ¢iftleri hari¢ tutuldugunda geriye kalan

30 primerin 47 fiizyon transkriptinin 30 farkli eksonunu temsil ettigi goriiliir).
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Cizelge 4.2. Multipleks PZR tabanli lon AmpliSeq fiizyon paneli (KMT2A-47)
[llumina ve Ion Torrent panelleri igin ortak olan 6 adet transkript yesil renk ile
vurgulanmistir (KMT2A/MLL i¢in Transkript Id: ENST00000534358)

" D 5" Partner Donér 3" Partner | 3° Partn?r Gen Alcl
Gen Ekson Gen Transkript Id Ekson

1 KMT2A-AFF1.K7A7 KMT2A 7 AFF1 ENST00000307808 7
2 KMT2A-AFF1.K8A4 KMT2A 8 AFF1 ENST00000307808 4
3 KMT2A-AFF1.K8AS KMT2A 8 AFF1 ENST00000307808 5
4 KMT2A-AFF1.K9A4 KMT2A 9 AFF1 ENST00000307808 4
5 KMT2A-AFF1.K9AS KMT2A 9 AFF1 ENST00000307808 5
6 KMT2A-AFF1.K9A6 KMT2A 9 AFF1 ENST00000307808 6
7 KMT2A-AFF1.K10A4 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 4
8 KMT2A-AFF1.K10A5 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 5
9 KMT2A-AFF1.K10A6 KMT2A 10 AFF1 ENST00000307808 6
10 | KMT2A-CREBBP.K8C3 KMT2A 8 CREBBP ENST00000262367 3
11 | KMT2A-CREBBP.K8C16 KMT2A 8 CREBBP ENST00000262367 16
12 | KMT2A-CREBBP.K9C3 KMT2A 9 CREBBP ENST00000262367 3
13 | KMT2A-CREBBP.K10C3 KMT2A 10 CREBBP ENST00000262367 3
14 | KMT2A-DAB2IP.K8D5 KMT2A 8 DAB2IP ENST00000259371 5
15 | KMT2A-ELL.K8E2 KMT2A 8 ELL ENST00000262809 2
16 | KMT2A-ELL.KS8E6 KMT2A 8 ELL ENST00000262809 6
17 | KMT2A-ELL.K9E2 KMT2A 9 ELL ENST00000262809 2
18 | KMT2A-ELL.K10E2 KMT2A 10 ELL ENST00000262809 2
19 | KMT2A-EPS15.K8E2 KMT2A 8 EPS15 ENST00000371733 2
20 | KMT2A-MLLT1.K8M2 KMT2A 8 MLLTI ENST00000252674 2
21 | KMT2A-MLLT1.K8M4 KMT2A 8 MLLTI ENST00000252674 4
22 | KMT2A-MLLT1.K9M2 KMT2A 9 MLLTI ENST00000252674 2
23 | KMT2A-MLLT1.K9M7 KMT2A 9 MLLTI ENST00000252674 7
24 | KMT2A-MLLT1.K10M2 KMT2A 10 MLLTI ENST00000252674 2
25 | KMT2A-MLLT1.K10M7 KMT2A 10 MLLTI ENST00000252674 7
26 | KMT2A-MLLT3.K8M4 KMT2A 8 MLLT3 ENST00000380338 4
27 | KMT2A-MLLT3.K8M9 KMT2A 8 MLLT3 ENST00000380338 9
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" D 5" Partner Donér 3" Partner | 3" Partner Gen Aha
Gen Ekson Gen Transkript Id Ekson

28 | KMT2A-MLLT3.K9M5 KMT2A 9 MLLT3 ENST00000380338 5
29 | KMT2A-MLLT3.K10MS5S KMT2A 10 MLLT3 ENST00000380338 5
30 | KMT2A-MLLT4.K7M2 KMT2A 7 MLLT4 ENST00000392108 2
31 | KMT2A-MLLT4.K8M2 KMT2A 8 MLLT4 ENST00000392108 2
32 | KMT2A-MLLT4.K9M2 KMT2A 9 MLLT4 ENST00000392108 2
33 | KMT2A-MLLT4.K22M2 KMT2A 22 MLLT4 ENST00000392108 2
34 | KMT2A-MLLT10.K6M15 KMT2A 6 MLLTI10 ENST00000377072 15
35 | KMT2A-MLLT10.K7M15 KMT2A 7 MLLTI10 ENST00000377072 15
36 | KMT2A-MLLT10.K8M4 KMT2A 8 MLLTI10 ENST00000377072 4
37 | KMT2A-MLLT10.K8M9 KMT2A 8 MLLTI10 ENST00000377072 9
38 | KMT2A-MLLT10.K8M10 KMT2A 8 MLLT10 ENST00000377072 10
39 | KMT2A-MLLT10.K8M16 KMT2A 8 MLLT10 ENST00000377072 16
40 | KMT2A-MLLT10.K9M9 KMT2A 9 MLLTI10 ENST00000377072 9
41 | KMT2A-MLLT10.K9M10 KMT2A 9 MLLTI10 ENST00000377072 10
42 | KMT2A-MLLT10.K10M9 KMT2A 10 MLLTI10 ENST00000377072 9
43 | KMT2A-MLLT10.K10M10 KMT2A 10 MLLTI10 ENST00000377072 10
44 | KMT2A-MLLT11.K8M2 KMT2A 8 MLLTI11 ENST00000368921 2
45 | KMT2A-MLLT11.K9M2 KMT2A 9 MLLTI11 ENST00000368921 2
46 | KMT2A-SEPT6.K10S2 KMT2A 10 SEPT6 ENST00000343984 2
47 | KMT2A-SEPT9.K7S2 KMT2A 7 SEPT9 ENST00000329047 2

Cizelge 4.2. (devam)

4.2.2. Kalp DNA Parcalarimin Tasarim ve Sentezi

Uzun primerler kullanilarak PZR ile sentetik DNA parcalan elde edilebilir. 20 KMT2A

flizyon transkriptine ait kalip DNA fragmanlarini olusturmak i¢in uzun oligoniikleotidler 3°

uclart 51-68°C baglanma sicakligiyla birbirine karsilik gelecek sekilde (overlap) ve

multipleks primerlerin baglanabilecegi DNA parcasini olusturacak sekilde tasarlandi (Sekil

4.1.). Cok uzun baglant1 eksonlarina sahip fiizyon transkriptler i¢in multipleks primerlerin

baglanma olasiligini artirmak i¢cin DNA fragmanlar1 olabildigi kadar uzun tasarlandi.

Fiizyon panelindeki multipleks primerlerin fiizyon transkriptlerini c¢ogalttigi uzunluk
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(ortalama 150 bp) ve oligoniikleotidlerin sentezlenebildigi maksimum boyut (100 bp)
birlikte degerlendirilince olusacak DNA parcasinin uzunlugu maksimum 180 bp olacak

sekilde uzun primerler tasarlandi ve siparis edildi (Ek 2 ve Ek 3).

Ileri ve geri uzun primerlerin her birinden 10 pmol ve Q5 High-Fidelity 2X Master Mix
kullanilarak DNA parcasi sentezi yapildi. 98°C’de 30 sn 6n denatiirasyon basamagindan
sonradan sonra; ilk 12 dongii 98°C’de 10 sn denatiirasyon, 57°C’de 30 sn baglanma ve
72°C’de 30 sn uzama basamagindan sonra; bir sonraki 12 dongiide diger sicakliklar aym
sadece baglanma sicakligi 62°C; ve son 12 dongiide ise diger sicakliklar ayni baglanma
sicakligt 67°C; ve son uzama basamagi 72°C’de 2 dk olacak sekilde termal dongi

sicakliklart optimize edildi.

Ion AmpliSeq HD 6zel istege uyarlanmis (custom) fiizyon panelinin kapsadigi 47 KMT2A
flizyon transkriptine ait kalip DNA pargalar1 GenScript’den siparis edildi. Tasarimlar,
[llumina paneli i¢in kullanilan kalip DNA parg¢alarina benzer sekilde yapildi. Flizyon ortagi
genlerin baglanti noktasindaki eksonlar1 birlestirilerek olusturulan DNA parcasinin

uzunlugu minimum 120 b¢ ve maksimum 300 bg olacak sekilde tasarlandi (Ek 4).
4.2.3. Multipleks Primerler ve Kalip DNA’larin PZR Validasyonu

Fiizyon transkriptini temsil eden her bir kalip DNA parcas1 ile multipleks primer paneli
kullanilarak PZR kuruldu ve olusan iiriinler agaroz jel elektroforez ile teyit edildi. Farkl
PZR kitleri, multipleks primer konsantrasyonlar1 ve baglanma sicakliklart icin
optimizasyonlar yapildi. Ayrica, degisik kosullarda PZR {iriinii purifikasyonu yapilmis
kalip DNA parcalar1 ve GenScript’den siparis edilen giivenilir saflik degerlerine sahip her
iki panel i¢in ortak olan kalip DNA fragmanlar1 kullanilarak da optimizasyonlar yapildi.
Sadece, Hot-Start Taq polimeraz igeren Promega’nin GoTaq® G2 Flexi PZR kiti ile sonug
elde edildi. 95°C 2 dk 6n denatiirasyondan sonra 30 dongii 95°C’de 15 sn denatiirasyon,
60°C’de 30 sn baglanma ve 72°C’de 20 sn uzama basamagindan sonra 72°C’de 5 dk son

uzama basamagi yapilarak termal dongii sicakliklar1 optimize edildi.
4.2.4. Stokiyometrik mPZR Optimizasyonlari

Fiizyon transkriptleri taklit eden pozitif kontrol kalip DNA parcalarinin, 16semili hasta

orneklerinden saglanabilen filizyon transkriptlere benzer stokiyometrilerde mPZR

28



optimizasyonlarinin yapilmasi i¢in sentezlenen 20 adet KMT2A flizyon genlerin kalip
DNA pargalar1 %2 agaroz jelden kesilip MN’nin NucleoSpin Gel & PCR Clean-up kiti
kullanilarak saflagtirildi. Multipleks primerler ve 10 katlar halinde seyreltilmis
miktarlardaki sentetik kalip DNA’lar kullanilarak Promega’nin GoTaq® G2 Flexi kiti ile
PZR yapildi. Termal dongii sicakliklar1 validasyon asamasinda optimize edildigi gibi
kullanildi. Ayrica, her iki panel i¢in ortak olan kalip DNA fragmanlar1 1 ng ile 1 pg
arasinda 10’ar kat seyreltiler kullanilarak miktar titrasyonlar1 yapildi (GenScript’den

siparis edilenler arasindan).
4.2.5. Multipleks PZR Tabanh Hedefe Yonelik NGS

[llumina’dan siparis edilen ve 20 KMT2A fiizyon transkriptini g¢ogaltacak sekilde
uyarlanmis (custom) fiizyon paneli ile yapilan validasyon ve stokiyometrik ¢caligmalarindan
sonra yeni nesil dizileme asamasina gecildi. Oncelikle, kullanilacak yontemin beklenildigi
gibi calisabildigini gérmek i¢in birkag 6rnek ile 6n deneme ¢alismasi yapildi. Her iki panel
icin ortak olan 3 adet kalip DNA parcasi ve [llumina AmpliSeq flizyon paneli kullanilarak
elde edilen mPZR iiriinlerinin Qubit ile konsantrasyon 6l¢iimleri yapildiktan sonra 6rnekler

esit miktarlarda birlestirilerek NGS islemlerine baslandi.

Her bir flizyon DNA pargasi ve [llumina’nin fiizyon paneli kullanilarak olusturulan mPZR
irlinleri, yeni nesil dizileme islemlerinde maliyet diisiirmek i¢in farkli kombinasyonlarda
birlestirildi. NGS islemlerinin sorunsuz bir sekilde yapilmasimi saglamak icin, her bir
kombinasyonun farkli eksonlar icerdigine dikkat edildi. Bu panelde, 7 numarali donor
ekson en fazla tekrarlandig1 i¢in (7 kez) ve aym eksonun ayni kombinasyonda yer

almamasi i¢in 7 grup olusturuldu (Cizelge 4.3.).

NGS 06n deneme caligmasinda Qubit Olgiimlerinin  jel goriintiilerini tam olarak
yansitmadigin1 gdzlemledigimiz i¢in 20 6rnegin oldugu NGS ¢alismasinda mPZR {iriinleri
AMPure XP manyetik boncuklarla saflastirilip NanoDrop ile konsantrasyonlari
Olciildiikten sonra birlestirildi. Her kombinasyondaki mPZR {iriinlerini esit miktarlarda
birlestirmek i¢in Once ilgili iirlinlere ait ortalama bir konsantrasyon hesaplandi sonra bu

ortalama birim miktarin belirli katlar1 seklinde mPZR {iriinleri birlestirildi (Cizelge 4.4.).

29



Cizelge 4.3. NGS i¢in 6rnek kombinasyonlarinin hazirlanmasi

< < - | 2- 4 |5 7-

o ol Pl o e S R TS A
¢ 50 12 |15 13 116 {19 |20

1 KMT2A-AFF1.K8A5 KMT2A 8 AFF1 5

2 | KMT2A-AFF1.K8A6 KMT2A | 8 AFFI 6

3 KMT2A-AFF1.K8A7 KMT2A 8 AFF1 7

4 | KMT2A-AFF1.K9A6 KMT2A | 9 AFFI 6

5 KMT2A-AFF1.K9A7 KMT2A 9 AFF1 7

6 KMT2A-AFF1.K10A5 KMT2A 10 AFF1 5

7 | KMT2A-AFF1.K10A6 KMT2A | 10 AFFI 6

8 KMT2A-AFF1.K10A7 KMT2A 10 AFF1 7

9 KMT2A-ELL.K7E3 KMT2A 7 ELL 3

10 | KMT2A-FOXO4.K7F2 KMT2A | 7 FOXO4 | 2

11 KMT2A-MLLT1.K7M9 KMT2A 7 MLLTI 9

12 KMT2A-MLLT1.K10M2 KMT2A 10 MLLTI 2 -

13 KMT2A-MLLT3.K7M7 KMT2A 7 MLLT3 7

14 | KMT2A-MLLT3.K8M11 | KMT2A | 8 MLLT3 | 11 -

15 | KMT2A-MLLT3.K10M5 KMT2A | 10 MLLT3 | 5 | |

16 | KMT2A-MLLT6.K7M12 | KMT2A | 7 MLLT6 | 12

17 | KMT2A-MLLT10.K7M9 | KMT2A | 7 MLLTI0 |9

18 | KMT2A-MLLT10.K7M13 | KMT2A | 7 MLLTI0 | 13

19 | KMT2A-MLLT10.K8M12 | KMT2A | 8 MLLTI10 | 12

20 | KMT2A-MLLT10.K9M4 | KMT2A | 9 MLLT10 | 4

Cizelge 4.4. NGS 6rnek kombinasyonlarinin birlestirilme miktarlar

(Her gruptaki her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarlar pl cinsindedir)

#] 1D ng/pL | 1:9-12 | 2-10-15 311 | 4813 | 51416 | 6-17-19 | 7-18-20

1 | KMT2A-AFF1.K8A5 18,20 11,89

2 | KMT2A-AFF1.K8A6 3,00 17,66

3 | KMT2A-AFF1.K8A7 12,32 16,16

4 | KMT2A-AFF1.K9A6 5,35 19,82

5 | KMT2A-AFF1.K9A7 14,77 9,89

6 | KMT2A-AFF1.K10A5 18,42 8,87

7 | KMT2A-AFF1.K10A6 3,56 18,20

8 | KMT2A-AFF1.K10A7 14,40 7,36

9 | KMT2A-ELL.K7E3 25,22 8,58

10 | KMT2A-FOXO4.K7F2 3,41 15,58

11 | KMT2A-MLLT1.K7M9 14,24 13,99

12 | KMT2A-MLLT1.K10M2 21,53 10,06

13 | KMT2A-MLLT3.K7M7 22,64 4,68

14 | KMT2A-MLLT3.K8M11 10,74 13,60

15 | KMT2A-MLLT3.K10M5 25,41 4,18

16 | KMT2A-MLLT6.K7M12 18,29 7,98

17 | KMT2A-MLLT10.K7M9 20,48 7,98

18 | KMT2A-MLLT10.K7M13 13,09 4,95

19 | KMT2A-MLLT10.K8M12 10,10 16,17

20 | KMT2A-MLLT10.K9M4 9,26 6,99

Ortalama Konsantrasyon 21,65 10,61 13,28 14,13 14,60 16,34 8,64
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Kiitliphane hazirlik basamaginda AmpliSeq kiitliphane hazirlama kiti yerine rutinde daha
cok kullanilan Nextera kiitliphane hazirlama kiti kullanildi. Nextera kiitiiphane hazirlama
kitinin custom filizyon gen panelleri i¢cin uygunlugu NGS o6n deneme c¢alismasinda
goriildiikten sonra, diger 6rneklerin yeni nesil dizileme islemlerinde de bu kit kullanildi.
Kiitliphane hazirlik siirecinde sirasiyla, fragmentasyon, index/barkod dizilerinin eklenmesi,
amplifikasyon ve pirifikasyon islemleri kit kullanim kilavuzu takip edilerek
gergeklestirildi. Dizileme agamasinda Illumina NextSeq 550 yeni nesil dizileme platformu
ve uygun reaktifleri kullanildi. Bu asamada her bir 6rnek i¢in ¢ift yonlii (paired-end) 2x150
baz ¢ifti 1000 okuma elde edilmesi hedeflense de NGS ¢alismasinin gergeklestigi kosumda

fazladan alan olmas1 durumunda okumalar da artirilmistir.
4.2.6. NGS Verilerinin Biyoinformatik Analizi

Yeni nesil dizileme verilerinin biyoinformatik analizleri i¢in Illumina panelindeki 20
flizyon transkriptinin hedeflenen bolgelerini iceren bir referans dizi SnapGene programiyla
olusturuldu. Bu islem, Ek 2’deki kalip DNA pargalarinin dizileri u¢ uca eklenerek
gerceklestirildi. Daha sonra, UniPro UGENE programi kullanilarak NGS okumalarinin

referans diziye hizalanmasi yoluyla haritalamalar yapildi.
4.2.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglar, mPZR tabanli hedefe yonelik NGS ile baslangigta belirtilen kombinasyonlarin
dogru bir sekilde tespit edilip edilmedigi degerlendirilerek ¢ikan sonuca gore multipleks

primer panelinin basari 6l¢iitii yapildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. DNA FRAGMANI SENTEZI

Calismalarimizda, multipleks primer tasarimlarimi farkli platformlarda yaparak hangi
platformun fiizyon transkriptlerini daha iyi tespit ettigini karsilastirmak i¢in bu fiizyon
transkriptleri taklit eden sentetik DNA parcalar1 kullandik. [llumina panelinin kapsadigi 20
flizyon DNA pargast uzun oligoniikleotidler kullanilarak olusturulurken (Sekil 5.1. ve
5.2.), lon Torrent panelinin kapsadig1 47 adet flizyon DNA parcast GenScript’den GenPart
Elite olarak siparis edildi (Sekil 5.4. ve 5.5.).

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

2.0 % agarose

Sekil 5.1. Sentetik DNA pargalarinin jel simiilasyonu (SnapGene)
MW: 100 bp DNA Ladder

21: 100 bp DNA Ladder
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1: KMT2A-AFF1.K8AS KMT2A-AFF1.K8AS F + KMT2A-AFF1.K8AS5 R 161 bp
2: KMT2A-AFF1.K8A6 KMT2A-AFF1.K8A6 F + KMT2A-AFF1.K8A6 R 111 bp
3: KMT2A-AFF1.K8A7 KMT2A-AFF1.K8A7 F + KMT2A-AFF1.K8A7 R 129 bp
4: KMT2A-AFF1.K9A6 KMT2A-AFF1.K9A6 F + KMT2A-AFF1.K9A6 R 169 bp
5: KMT2A-AFF1.K9A7 KMT2A-AFF1.K9A7 F + KMT2A-AFF1.K9A7 R 175 bp
6: KMT2A-AFF1.K10AS KMT2A-AFF1.K10AS F + KMT2A-AFF1.K10AS R 180 bp
7: KMT2A-AFF1.K10A6 KMT2A-AFF1.K10A6 F + KMT2A-AFF1.K10A6 R 151 bp
8: KMT2A-AFF1.K10A7 KMT2A-AFF1.K10A7 F + KMT2A-AFF1.K10A7 R 169 bp
9: KMT2A-ELL.K7E3 KMT2A-ELL.K7E3 F + KMT2A-ELL.K7E3 R 180 bp
10: KMT2A-FOX04.K7F2 KMT2A-FOX04.K7F2 F + KMT2A-FOX04.K7F2 R 180 bp
11: KMT2A-MLLT1.K7M9 KMT2A-MLLT1.K7M9 F + KMT2A-MLLT1.K7M9 R 180 bp
12: KMT2A-MLLT1.K10M2 KMT2A-MLLT1.K10M2 F + KMT2A-MLLT1.K10M2 R 180 bp
13: KMT2A-MLLT3.K7M7 KMT2A-MLLT3.K7M7 F + KMT2A-MLLT3.K7M7 R 180 bp
14: KMT2A-MLLT3.K8M11 KMT2A-MLLT3.K8M11 F + KMT2A-MLLT3.K8M11 R 179 bp
15: KMT2A-MLLT3.K10M5 KMT2A-MLLT3.K10M5 F + KMT2A-MLLT3.K10M5 R 179 bp
16: KMT2A-MLLT6.K7M12 KMT2A-MLLT6.K7M12 F + KMT2A-MLLT6.K7M12 R 180 bp
17: KMT2A-MLLT10.K7M9 KMT2A-MLLT10.K7M9 F + KMT2A-MLLT10.K7M9 R 180 bp
18: KMT2A-MLLT10.K7M13 KMT2A-MLLT10.K7M13 F + KMT2A-MLLT10.K7M13 R 178 bp
19: KMT2A-MLLT10.K8M12 KMT2A-MLLT10.K8M12 F + KMT2A-MLLT10.K8M12 R 119 bp
20: KMT2A-MLLT10.K9M4 KMT2A-MLLT10.K9M4 F + KMT2A-MLLT10.K9M4 R 174 bp



DNA parcalarinin sentetik olarak iiretildigi reaksiyonda herhangi bir kalip DNA olmadan
3" uclar1 birbirine karsilikli gelen uzun primerlerin birbirine baglanip geriye kalan
kisimlarin sentezlenmesi amaglanir. Sekil 5.1. ile karsilastirildiginda benzer desende

bantlar elde edilmekle birlikte sadece 11. 6rnegin boyu daha kisa goriiniiyor (Sekil 5.2.).

‘Start ©) End (74)

5" GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAG 3’
I I 1 " 1 I Il I 1 . 1 I 1 I 1 L 1
I + + + +

T t T + T + T t T t T + T + T + 1
3"’ GTTTTTGGTTTTCTTTTCTTGTTATACTATGTAGAAGTTTTTGAGTGAGTTTAAGAGTCGTTCCTTGCAGTAG 5"

Sekil 5.2. Uzun primerlerle DNA parcasi olusturma reaksiyonu

Bu asamalardan sonra sentezlenen kalip DNA parcalart jelden kesilip saflagtirildr (Sekil

5.3.).

Sekil 5.3. Uzun primerlerle olusturulan DNA pargalarinin jelden geri kazanimi
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NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kiti kullanilarak jelden geri kazanim yapilan DNA
fragmanlarinin ~ konsantrasyonlar1 ve boyutlart  kullanilarak  pmol/ul  degerleri
=Conc*10"3/(Size*660) formiiliine gore hesaplandi, kopya/ul ise
=Conc*6,02214076*10723/(Size*660*10"9) formiiline gbére hesaplandi. Minimum ve
maximum kopya degerlerine gore bir mikro litrede 10710 kopya olacak sekilde kopya
sayis1 esitleme hesabi yapildi (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1. Kalip DNA parcalarinin jelden geri kazanim miktarlar

# ID Size (bp) | ng/ul | pmol/ul | copies/ul | DNA (ul) | NFW (ul)
1 KMT2A-AFF1.K8AS 161 7,48 0,070 | 4,2E+10 4,72 15,28
2 KMT2A-AFF1.K8A6 111 8,68 0,119 | 7,1E+10 2,80 17,20
3 KMT2A-AFF1.K8A7 129 9,20 0,108 | 6,5E+10 3,07 16,93
4 | KMT2A-AFF1.K9A6 169 10,71 0,096 | 5,8E+10 3,46 16,54
5 | KMT2A-AFF1.K9A7 175 8,10 0,070 | 4,2E+10 4,74 15,26
6 | KMT2A-AFF1.K10AS 180 9,69 0,082 | 49E+10 4,07 15,93
7 | KMT2A-AFF1.K10A6 151 11,84 0,119 | 7,2E+10 2,80 17,20
8 | KMT2A-AFF1.K10A7 169 13,50 0,121 7,3E+10 2,74 17,26
9 | KMT2A-ELL.K7E3 180 9,99 0,084 | S5,1E+10 3,95 16,05
10 | KMT2A-FOXO04.K7F2 180 7,02 0,059 | 3,6E+10 5,62 14,38
11 | KMT2A-MLLT1.K7M9 180 11,98 0,101 6,1E+10 3,29 16,71
12 | KMT2A-MLLT1.K10M2 180 10,82 0,091 5,5E+10 3,65 16,35
13 | KMT2A-MLLT3.K7M7 180 7,92 0,067 4E+10 4,98 15,02
14 | KMT2A-MLLT3.K8M11 179 11,20 0,095 | 5,7E+10 3,50 16,50
15 | KMT2A-MLLT3.K10M5 179 7,74 0,065 | 3,9E+10 5,07 14,93
16 | KMT2A-MLLT6.K7M12 180 10,61 0,089 | 5,4E+10 3,72 16,28
17 | KMT2A-MLLT10.K7M9 180 9,22 0,078 | 4,7E+10 4,28 15,72
18 | KMT2A-MLLT10.K7M13 | 178 12,63 0,107 | 6,5E+10 3,09 16,91
19 | KMT2A-MLLT10.K8M12 | 119 11,62 0,148 | 89E+10 2,25 17,75
20 | KMT2A-MLLT10.K9M4 174 13,09 0,114 | 6,9E+10 2,91 17,09
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MW 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

2.0 % agarose

Sekil 5.4. DNA parcalarinin jel simiilasyonu (SnapGene)
(47 KMT2A fiizyon transkripti i¢in GenScript’den GenPart Elite olarak siparis edildi)
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Sekil 5.5. Kalip DNA pargalari
47 adet KMT2A filizyon geni i¢in GenScript’den GenPart Elite olarak siparis edildi. Sekil
5.4.’deki jel simiilasyonu ile karsilastirildiginda ayn1 desende bantlar elde edildigi goriildii.

5.2. VALIDASYON VE STOKiYOMETRI CALISMALARI
5.2.1. Multipleks Primerler ve Kalip DNA’larinin PZR Validasyonu

Bu asamalardan sonra KMT2A fiizyonlar1 i¢in uyarlanmis paneller ile flizyon
transkriptlerini taklit eden DNA parcalar1 kullanilarak validasyon ve stokiyometri
caligmalar1 yapildi. Eser miktardaki her bir kalip DNA parcasi AmpliSeq flizyon
panelleriyle PZR yapildi ve her bir flizyon panelinin bu DNA parcalarini kalip DNA olarak

tanty1p tanimadig1 degerlendirildi.
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Oncelikle multipleks primerlerle uyumlu calisabilen PZR kosullarinin optimizasyonu
yapildi. NEB’in Q5 High-Fidelity 2X Master Mix PZR kiti ile yapilan ve farkli multipleks
primer konsantrasyonlar1 ve degisik baglanma sicakliklar1 denenmesine ragmen uygun bir

sonug alinamadi (Sekil 5.6.).

Sekil 5.6. Q5 ve GoTaq Flexi DNA polimerazlarla yapilan PZR optimizasyonlari
(A:64.0, B:63.5, C:62.3, D:60.4, E:57.9, F:56.0, G:54.7, H:54.0)

Hot-Start Taq polimerazlar multipleks primerlerle daha verimli ¢alistig1 i¢in Promega’nin
GoTaq® G2 Flexi kiti ile PZR yapildi ve sonug elde edildi (Sekil 5.6. ve 5.7.). lllumina ve
Ion Torent multipleks primer panelleri igin tasarlanan kalip DNA par¢alarindan 6 tanesi
ortak oldugundan, Illumina panelinin kapsadigi 20 adet KMT2A fiizyon transkriptini

hedefleyen DNA fragmanlar1 bu iki panel i¢in kullanildi, Illumina paneli 2 numarali 6rnek



disinda tiim DNA parcalarini ¢ogaltabildi. Ancak, 6 tanesinin pozitif kontrol, 14 tanesinin
ise negatif kontrol olarak kullanildigi Ion Torrent paneli i¢in uygun bir sonu¢ elde

edilemedi (Sekil 5.7.).

Sekil 5.7. Filizyon panelleri ve DNA pargalariin kullanildigi mPZR validasyonu

[llumina paneli i¢in 2 tanesi negatif kontrol, 6 tanesi ise pozitif kontrol olan ve Ion Torrent
paneli icin hepsi pozitif kontrol olan toplam 8 fiizyon transkripti taklit eden DNA pargalari
bu iki panel ile kullanildiginda, [llumina paneli Sekil 5.7 ile benzer olumlu sonuglar verdi;
Ion Torrent paneli ise Ornekler arasinda farklilik gostermeyen ancak belirgin bir sekilde
cogalmis oldugu gozlemlenen mPCR firtinleri olusturdu (Sekil 5.8.). Bu amplikonlarin

ilgili DNA parcalarina spesifik olup olmadig1 ancak NGS ile anlasilabilir.

38



Sekil 5.8. GenPart kalip DNA’larin kullanildigt mPZR validasyonu

5.2.2. DNA Parcalarimin Kopya Sayisi Titrasyonu

Bu asamalardan sonra KMT2A fiizyon panelleri ile saflastirilmis eser miktarlardaki her bir
kalip DNA parcas: kullanilarak titrasyon ¢alismalar1 yapildi. Pozitif kontrol kalip DNA
parcalarinin, 16semi hiicrelerinden saglanan fiizyon transkriptlere benzer stokiyometrilerde
PZR optimizasyonlar1 yapmak i¢in panellerin en az ka¢ kopya DNA’y1 tespit edebildigini
gostermek amaciyla 10 katlar halinde seyreltilmis miktarlardaki sentetik kalip DNA’lar
kullanilarak Promega’nin GoTaq® G2 Flexi kiti ile PZR yapildi. Validasyon ¢alismasinda
en zayif ve en gii¢clii sonucu veren kalip DNA o6rnekleri tercih edildi (3. ve 13. 6rnekler).
Validasyon c¢alismasinda en zayif sonucu veren Ornek ile 108 DNA kopyasi tespit
edilebiliyorken, en gii¢lii sonucu veren 6rnek ile 10° kopya tespit edildi (Sekil 5.9.). Es
zamanl kantitatif PZR (RT-qPCR) yontemiyle daha diisiik kopya sayisindaki DNA tespit
edilebilir, ancak BioRad’in SsoAdvanced Universal SYBR® Green Supermix kiti ile
yapilan RT-qPCR muhtemelen multipleks primerlerden dolay1 ¢alismadi.

39



Sekil 5.9. Stokiyometrik ¢alismalar icin DNA fragmanlarinin kopya sayisi titrasyonu

AmpliSeq panel calismalarinda yaklasitk 20 ng total niikleik asit miktarlart ile
baslandigindan kopya sayisi titrasyonuna ek olarak miktar titrasyonu da yapildi. Bu
kapsamda, her iki panel icin ortak olan 6 adet KMT2A fiizyon transkriptini taklit eden
kalip DNA parcalariin farkli konsantrasyonlar1 kullanildi (Sekil 5.10.). Cikan sonuglar,
[llumina panelinin 1 piko gram GenPart kalip DNA pargasint bile belirgin bir sekilde
cogaltabildigini gistermistir. [llumina paneline gore negatif kontrol olan 1 ve 2 numaral
DNA parcalarinin da ¢ogaltilmasi, panelin igeriginde bu DNA’lara baglanacak benzer

dizilere sahip primerlerin varlig1 ile agiklanabilir.

-w-. ES .- -
A A R R R 2 ER R B F F ' Ak A B B B J

Sekil 5.10. Stokiyometrik ¢aligmalar i¢in kalip DNA miktarlarinin titrasyonu
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5.3. YENI NESIL DIZILEME (NGS)
5.3.1. Illumina AmpliSeq Fiizyon Paneli ile Yapilan NGS

Nextera DNA kiitiiphane kiti ile uyumlu bir sekilde yeni nesil dizilemenin yapilabildigini
anlamak i¢in belirli bir kombinasyondaki bir 6rnek ile 6n bir deneme yapildi. Bu
calismada, her iki panelin ¢ogaltabildigi GenPart kalip DNA parcalar1 ve [llumina paneli
kullanild1 (Cizelge 5.2. ve Sekil 5.11).

Cizelge 5.2. GoTaq® G2 Flexi PZR.
Her bir 6rnek icin 1 ng DNA fragmani ve Illumina paneli kullanildi.

5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer 2 ul
MgCl2 Solution, 25mM 1,2 ul
dNTP mixture (2,5 mM each) 0,8 pl
GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase 0,05 ul

AmpliSeq Fusion Panel (5X) - KMT2A-20 2 ul

KMT2A-47 GenParts Elite (0.5 ng/pl) 2 ul

Nuclease-Free Water 2ul

Sekil 5.11. NGS 6n deneme c¢alismasi i¢in kullanilan 6rnekler
KMT2A-20 igin 1, 4 ve 12 (KMT2A-47 igin 3, 6 ve 24)

NGS 06n deneme calismasinda kulanilan 1, 4 ve 12 oOrneklerinin okumalar1 Illumina
panelindeki 20 flizyon transkriptinin hedeflenen bdlgelerini igeren referans dizi ile

hizalandiginda dogru bir sekilde 1, 4 ve 12 bolgeleriyle ile hizalandi. Sadece, 4 numarali
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ornek i¢in daha az okuma elde edildi (Sekil 5.12.). Her ne kadar ¢cok az bazi okumalar
hedef dis1 bolgelere hizalanmis olsa da bu durumun kullanilan Nextera kiitiiphane
hazirlama protokoliinden dolayr normal oldugu ve referans dizi ¢ok benzer dizileri
icerdiginden dolay1 her bir fiizyon transkriptinin birlesme bdlgelerindeki belirli sayida

niikleotidi igeren baglanti okumalar filtrelenerek daha net sonuglar elde edilebilecegi

diistiniilmektedir.
1000 2000' 3000/

1 [2[ 3 &4 [ 5 | 6 [ 7 [ 8 [ 9 [ 10 [ i1 | 12 [ i3 | 14 [ 15 | 16 | 17 | 18 [ 19 20 |

Sekil 5.12. NGS 6n deneme ¢alismasinin sonucu

KMT2A-20 i¢in 1-4-12 (KMT2A-47 igin 3-6-24)

NGS 6n c¢alismasindan olumlu sonuclar alindiktan sonra, Illumina panelinin kapsadigi
diger fiizyon genlerin de NGS calismalarina baslandi. Bu kez, uzun primerlerle olusturulan
20 DNA parcasi icin saflastirma islemi olarak GenScript’in DNA parcalarin1 saflagtirma
isleminde kullandig1 yontem olan manyetik boncuklarla saflastirma yontemi kullanildi
(AMPure XP). Illumina paneli ve kapsamindaki 20 adet DNA parcalari kullanilarak
yapilan mPZR sonucunda Sekil 5.7°deki daha 6nceki sonuglarla karsilastirildiginda benzer

ancak daha belirgin bantlar olustugu goriildii (Sekil 5.13.).

Sekil 5.13. NGS c¢alismasinda kullanilan amplikonlar
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NGS maliyetlerini diisiirmek i¢in ¢akismayan eksonlara sahip KMT2A fiizyonlar bir arada
calisildi (Cizelge 4.3), bu yaklasim NGS 6n ¢alismasinda da uygulandi. 1-4-12 numarali 6n
deneme Orneginde 4 numarali O6rnekten yeterli miktarda okuma alinmadigi i¢in DNA
miktart Ol¢iim yontemi degistirildi. Diger Ornekler, AMPure XP manyetik boncuk
yontemiyle temizlendikten sonra NanoDrop ile miktarlar1 dlgiildii, sonra 20 6rnek belirli
kombinasyonlarda birlestirilip NGS icin 7 o6rnek hazirlandi. NGS sonuglari
degerlendirildiginde, 20 fiizyon gen 6rneginden 17’si i¢in yeterli ve belirgin sayida okuma
alindi. Multipleks PZR’de belirgin bir bant elde edilmeyen 2 numarali 6rnek, ¢cok zayif
bantlar elde edilen 7 ve 10 numaral1 6rnekler i¢in ¢cok az sayida okuma alind1 (Sekil 5.14.).
Ayrica, bazi hedef dis1 hizalanan okumalar da bulunmakla birlikte, bu durum referans
dizideki baz1 bolgelerin benzer olmasiyla acgiklanabilecegi gibi flizyon genlerin iki farkl
genden dizi parcalarini kapsayan ve kopma noktasini kesin olarak tanimlayan kimerik
okumalar olan baglant1 veya boliinmiis okumalar (junction or split reads) filtrelenerek daha
pliriizsiiz bir sonug da elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Her bir 6rnek i¢in en ¢ok elde

edilen okuma sayis1 Ek 5’te gosterilmistir.

5.3.2. Ion AmpliSeq HD Fiizyon Paneli ile Yapilan NGS

Ion Torrent’den siparis edilen 47 adet KMT2A fiizyon transkripti i¢in multipleks
primerlerden olusan AmpliSeq HD istege gore uyarlanmis (custom) RNA fiizyon paneli ile
validasyon ve stokiyometri calismalar1 i¢cin, GenScript’den siparis edilen kalip DNA
fragmanlariyla optimizasyonlar farkli PZR kitleri de kullanilarak devam edecektir. Sekil
5.8’deki ¢ok net olmayan sonuglar i¢in bir NGS 06n calismanin da yapilmasi
hedeflenmektedir. Uygun sonuglar alinmazsa, kiitliphane olusturma asamasinda AmpliSeq
HD paneller i¢in 6nerilen Ion AmpliSeq HD Library Kit kullanilarak yeni nesil dizileme

i¢in bir 6n ¢alisma yapilmasi planlanabilecektir.
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3-11 l
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6-17-19 A

7-18-20

1000

Referans Dizi
KMT2A 1~20

2000

3000

Sekil 5.14. NGS sonuglar1 (20 adet KMT2A fiizyon geni i¢in)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Fiizyon gen tespiti i¢in NGS temelli bir¢ok farkli yaklasim vardir ve en uygun yonteme
karar vermek oldukc¢a 6nemlidir. Deneysel yaklagimin 6tesinde, uygulama kolayligi, islem
stiresi, ilgili maliyetler ve veri analizi i¢cin gereken uzmanlik diizeyi gibi faktorler de

dikkate alinmalidir (50).

Hedefe yonelik yeni nesil dizileme yontemiyle fiizyon gen tespiti, Ek 6’daki grafikte de
goriildiigl gibi son yillarda iizerinde ¢okga ¢alisilan bir konudur. Bu ¢aligsmalar sonucunda
klinik tanidaki kisitlamalar1 ortadan kaldirabilecek uygulamalara ¢ok ihtiyag

duyulmaktadir (17, 18, 44, 84, 91-106).

Rutin klinik uygulamada FISH flizyon gen tespitinde altin standartlarda bir analiz olmaya
devam etmektedir. Ancak, FISH yontemiyle mutasyon igerikleri tanimlanan 6rneklerdeki
flizyonlarin, mPZR tabanli NGS ile daha kolay tespit edilebildigi gosterilmistir (107),
KMT2A fiizyon geni i¢in yapilan FISH calismasi partner geni tam olarak saptamayabilir,

bu durumda gorece iyi prognoz gosteren KMT2A gen flizyonlar1 belirlenemeyecektir.

Yakin zamanda Heydt ve arkadasalar1 tarafindan yapilan, ticari olarak temin edilebilen bes
hedefe yonelik yeni nesil dizileme platformlarinda fiizyon gen tespiti yapan karsilagtirmal
bir caligmada, bilinen ¢esitli gen fiizyonlarini tasiyan sekiz hiicre hatt1 ve 18 FFPE doku
ornegindeki gen fiizyonlarini saptama yeterlikleri agisindan degerlendirildiginde, 6zellikle
RNA tabanli dizileme yaklagimlarinin hedeflenebilir gen flizyonlariin giivenilir tespiti
icin klinik tanida giiclii araclar oldugu gosterilmistir (71). Fiizyon tespiti i¢in aralarinda
[llumina AmpliSeq platformunun da bulundugu dort yeni nesil dizileme platformunda 24
prostat kanseri 6rneginin karsilagtirildigi son zamanlardaki baska bir ¢alismada ise, tiim
platformlarin bilinen gen flizyonlari belirleyebildigi gosterilmistir (108). Hedefe yonelik
mPZR amplikonlari dizileme c¢alismamizda, 20 adet KMT2A fiizyon geni icin
uyarlanmis (custom) Illumina AmpliSeq panelinin 17 flizyon geni ¢ok belirgin bir sekilde

tespit edebilmesi son zamanlarda yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir.

Multipleks PZR asamasinda 7 ve 10 numarali 6rnekler i¢in daha kii¢iik boyutlarda bantlar

elde edilmesine ragmen, NGS asamasinda belirgin sayida okuma alinmamasi ve elde
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edilen okumalarin ¢ogu ilgili flizyon genler i¢in baglanti okumalar1 oldugu icin flizyon
olaym1 kesin olarak acgiklamaktadir. Multipleks panel bilgisinde minimum amplikon
boyutunun 91 bg¢ oldugu diisiintildiiglinde, 7 ve 10 numarali flizyon genlerin minimum
boyuttaki amplikonlar olabilecegi ihtimalinden dolayr multipleks PZR asamasinin
calismadig1 diistiniilmemektedir. Ancak, az miktarlarda okuma alinmasinin sebebinin
kiitliphane asamasinda kullanilan Nextera kitinin kii¢iik boyutlarda olan DNA parcalarini
daha da kiiciik parcalara ayirdigi i¢in bu boyutlarin sentez ile dizileme teknolojisinin tespit
esiklerinin altinda olmasi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. Baslangicta mPZR ile
olusturulan amplikonlara adaptor dizilerini baglama yontemi degistirilerek bu probleme
coziim getirilebilir. Nextera kitindeki etiketleme (Tagmentation, fragmentation by
transposome) asamasit yerine AmpliSeq kiitiiphane kitinde oldugu gibi ligasyon ile

adaptorlerin baglanmasi problemini ortadan kaldirabilir.

Minimal rezidiiel hastalik (MRD), kanser tedavisinden sonra viicutta geriye kalan az
sayidaki kanser hiicresini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. MRD pozitif sonug,
hastaligin tedaviden sonra halen tespit edilebildigi anlamina gelir. MRD negatif sonug ise
tedaviden sonra higbir hastalik gostergesinin tespit edilemedigi anlamma gelir. MRD
analizlerinde ilgili kansere sebep olan gen mutasyonlarmma genellikle qPCR ile
bakilmaktadir. Ancak, MRD testi negatif olup sonradan kanserin tekrarlandigi bir¢ok vaka
oldugundan, literatiirde de bu konuda etkili bir yontem oldugu bahsedilen hedefe yonelik
yeni nesil dizilemenin MRD analizlerinde kullanilmas1 daha etkin bir negatif MRD testi
verebilir (109, 110). Calismamizda, mPZR asamasinda herhangi bir amplikon
olusturmayi1p sasirtict bir sekilde NGS asamasinda yeterli sayida olmasa da fiizyon olayini
kesin bir sekilde agiklayan baglanti okumalar1 olusan 2 numarali 6rnek bu baglamda

degerlendirilebilir.

Ayrica, bazi hedef dis1 hizalanan okumalar da bulunmakla birlikte, bu durum referans
dizideki baz1 bolgelerin benzer olmasiyla acgiklanabilecegi gibi flizyon genlerin iki farkl
genden dizi parcalarmni iceren ve bir flizyon olaymi kesin olarak tanimlayan kimerik
okumalar olan baglanti veya boliinmiis (junction/split) okumalar filtrelenerek daha

piiriizsiiz bir sonug da elde edilebilir (50, 76).
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Kanserin klonal olma 6zelliginden dolay: siiriicii KMT2A fiizyon mutasyonuna sahip her
bir 16semi hastasi bu mutasyonlardan sadece birini tasidigi diisiiniildiigiinde Illumina
panelinin kapsadig1 20 fiizyon transkripti taklit eden 20 DNA pargasi i¢in en az o kadar
NGS 6rneginin olmasi beklenir. Yine de bir insanda iki adet KMT2A alleli oldugu i¢in
l6semili hastalarda pratikte pek goriilmese de teorikte iki ayr1 KMT2A flizyonu

mumkindiir.

47 adet KMT2A flizyon genlerine 6zgli lon AmpliSeq HD paneli kullanilarak yapilan
caligmalardan net bir sonucun elde edilememesi, flizyon gen sayisi artikca bir sonug elde

etmenin zorlugu ihtimalini de diisiindiirmektedir.

Biyoinformatik is akiglarinin duyarliliklarinin 6l¢iilmesine olanak saglamak i¢in bilinen
flizyonlar1 iceren kanser Ornekleri yerine fiizyon transkriptini taklit eden DNA parcasi
kullanilarak biyoinformatik is akislarini test etmek, fiizyon genlerin dizileri ve birlesme
noktalar1 bilineceginden kolaylik saglayabilir. Bu paneller icin 6rnegin baglanti
bolgelerinin filtrelenmesini saglayacak biyoinformatik yazilim paketleri (is akislari) bu

calisma ve benzeri ¢aligmalar iizerinden kolayca gelistirilebilir.

DesignStudio veya lon AmpliSeq Designer gibi multipleks primer paneli tasarlama
programlart belirli sayidaki fiizyon gen kombinasyonlarmin kullanilmasina izin
verebilmektedir. DesignStudio’da olusturdugumuz multipleks primer panelinin kapsadigi
KMT2A fiizyon gen kombinasyonlarinin mutasyon sikliklarina COSMIC veritabaninda
baktigimizda molekiiler tanimlamasi yapilmamis bir¢ok flizyon transkript kombinasyonu
gordiik (15, 111). Tasarlanan panelimizin de kapsamadigi bir¢cok flizyon transkript

kombinasyonu da gozlemledik (Ek 1, Cizelge 2.2. ve 4.1.).

Fiizyon gen kombinasyonlarinin bir¢ogunu igerecek sekilde farkli stratejiler gelistirmek
miimkiindiir; daha az primer ile daha uzun bdélgeler veya daha ¢ok primerle daha kisa
bolgeler gibi. Projemizde, multipleks primer panellerinin validasyonlarin1 yapmak
istedigimizden dogrudan yeni nesil dizileme asamasina gecebilmeyi saglayan daha kisa

amplikonlarla ¢calismay1 benimsedik.

Bu ¢alismadan edinilen tecriibeler sonrasinda yeni gelisen teknolojilere uygun panellerin

hazirlanmasi, kromozomal yeniden diizenlemeleri tanimlamak i¢in uzun okumalara olan
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ithtiyactan dolay1 o6zellikle Pacific Biosciences ve Oxford Nanopore gibi yeni gelisen
dizileme teknolojileri ile uzun amplikon olusturan geleneksel multipleks PZR veya
baglantili mPZR (AMP) birlikte kullanilarak daha etkin fiizyon gen tespiti yontemleri

gelistirmek miimkiin gériinmektedir.
6.2. SONUC

Multipleks primer panellerinin amplikon olusturabilme yeterlikleri kiyaslandiginda
[llumina’nin 6zel istege uyarlanmis AmpliSeq panelinin daha net sonuglar verdigi goriildii.
Birbiriyle uyumlu ¢alisabilen primer karisimlarindan olusan bu panelin nerdeyse beklenen
biitiin amplikonlar1 dogru bir sekilde olusturabilmesi multipleks primerlerle yapilan
caligmalarin zorlugu diisliniildiiglinde AmpliSeq teknolojisinin bu konuda ¢ok 1yi oldugu
acikca goriilmektedir. Bundan dolayi, gen filizyonlarimin tespitinde bu teknolojinin

kullanilmast yararl olacaktir.

KMT2A flizyon gen pargalarinin 20 tanesi sentetik biyoloji yontemleri kullanilarak
sentezlendi. KMT2A flizyon transkriptlerini taklit eden ve multipleks PZR ile ortalama 150
baz cifti amplikonlar1 olusturan fiizyon panellerindeki primerlerin baglanabilecegi sentetik
DNA parcalar1 iki adet 3" uclar1 birbirine karsilikli gelen uzun primerlerle basit bir PZR
islemiyle basarili bir sekilde iiretildi. ilk kez kullanilacak olan ve 6zel istege uyarlanmis
(custom) panellerin basar1 oranlar1 degerlendirilirken, mutasyon bilgileri 6nceden
belirlenmis elde edilmesi olduk¢a zor olan klinik Ornekleri veya hangi mutasyonlari
icerdigi tam olarak belirlenemeyen ticari pozitif kontroller yerine bu calismadaki gibi

sentetik DNA parcalarinin kullanilmasi olduk¢a kolay olacaktir.

Multipleks PZR asamasi, Onerilen yliksek maliyetli kiitiiphane olusturma kitleri yerine
rutinde sikc¢a kullanilan Hot-Start Taq polimeraz igeren normal bir PZR kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Yiiksek dogruluklu (High Fidelity) DNA polimerazlarin aksine Taq
polimerazin ¢ok daha 1iyi sonu¢ verdigi goriildi. Filizyon gen paneli validasyon
calismalarinda PZR isleminin sik¢a kullanildig diisiiniildiigiinde onerilen yiiksek maliyetli
kiitiiphane hazirlama kitlerinin yerine daha az maliyetli yontemlerin kullanilmasi ¢ok
onemlidir. Oyle ki, bu alanda enzim gelistiren bilindik biyoteknoloji sirketlerinde ve
akademik kurumlarda Onerilen yiiksek maliyetli kiitliphane olusturma kitleri yerine daha

farkli ¢oziim arayislart mevcuttur.
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[Mlumina’nin 6zel istege uyarlanmis (custom) 20 adet KMT2A fiizyon geni i¢in tasarlanan
AmpliSeq fiizyon paneli kullanilarak mPZR ile yapilan validasyon calismasinda 2
numarali flizyon DNA parcas: disinda geriye kalan 19 flizyon DNA parcasinin hepsi igin
belirgin bir sonu¢ alindi. Ayrica, fiizyon panelleri normal olarak ifade olunan konrol
genlerine ait primerler de icerdiginden dolayr klinik 6rnekleri ile yapilan validasyon
caligmalari mPZR asamasinda bariz bir sonu¢ veremeyecektir, ancak NGS ve
biyoinformatik basamaklarindan sonra sonuglar anlasilabilecektir. Simdilik, 47 adet
KMT?2A fiizyon geni i¢in tasarlanan 6zel iste§e uyarlanmis (custom) lon AmpliSeq HD
flizyon paneli kullanilarak yapilan ¢alismalardan net bir sonug elde edilemedi, ancak belirli

baz1 optimizasyonlar sonrasinda olumlu sonuglar elde edilebilecegi gozlemlendi.

Stokiyometri veya titrasyon calismalarinda, multipleks primer panelinin kalip DNA
parcasini 1 piko grama kadar tespit edebildigi gézlemlendi, bu oranlarin NGS seviyesinde
daha az miktarlara inebilme ihtimali de var. Her ne kadar, klinik 6rnekler i¢in 6nerilen 10-
20 nano gram gibi total niikleik asit igerisindeki ilgili flizyon genler i¢in bir hesaplama
yapamamis olsak da bu kadar az miktarlarin tespiti de kayda degerdir. Kanser biyopsi
dokular1 ¢gogunlukla diisiik timor icerigine sahiptir (mosaicism) veya analiz edilmek iizere
elde edilen doku ¢ok az miktarlarda olabilir; farkli sekilde fiizyon gen ¢ok diistik diizeyde
ifade ediliyor olabilir. Bu sebeple, kanser 6rnekleri i¢in yapilan yeni nesil dizilemelerde
cok fazla sayida okuma gerekiyor. Bu durumlarda, multipleks primer panelinin eser
miktarlardaki flizyon transkriptlerin tespitini yapabiliyor olmasi ¢ok dnemlidir. Multipleks
paneller i¢in belirleme sinir1 (limit of detection, LOD) olarak bilinen bu oran, kullanima
hazir panellerde ortalama %5-20, bu konuda ¢ok iyi olan HD panellerde ise %0,1

araligindadir.

Multipleks PZR tabanli hedefe yonelik NGS sonuclari incelendiginde, 20 adet KMT2A
flizyon genine 6zgii uyarlanmis Illumina AmpliSeq flizyon paneli fiizyon genleri taklit
eden 20 DNA parcasindan 17’sini belirgin bir sekilde dogru tespit edebildi. Multipleks
PZR’de belirgin bir bant elde edilmeyen 2 numarali 6rnek, kiiciik boyutta bantlar elde
edilen 7 ve 10 numaral1 6rnekler i¢in belirgin sayida okuma alinmadi, ancak elde edilen
okumalarin cogu ilgili fiizyon genler i¢in flizyon olayini kesin olarak agiklayan baglanti
okumalar1 oldugu goriildii. Sonug olarak, fiizyon paneli kullanilarak mPZR ile olusturulan

amplikonlar i¢in yapilan NGS caligmasinda %100’e yakin bir basar1 oran1 yakalanda.
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NGS verilerinden biyoinformatik analizlerle flizyon gen tespiti yapmak i¢in baglanti ve
kapsayan (junction & spanning) okumalarinin belirlenmesini  gerektiren 6zel
biyoinformatik yazilimlar kullanilir. Bu tiir NGS ¢alismalarmin biyoinformatik analiz
basamaklar1 ¢ogu zaman laboratuvar asamalarindan daha zordur. Bu ¢alismada, multipleks
primer panelinin kapsadigi bir referans dizinin biyoinformatik analizlerde kullaniminin

bliyiik kolaylik sagladig1 goriildii.

Genel olarak, NGS teknolojisi i¢in gelisen yaklasimlar géz oniinde tutuldugunda, NGS
kullanilarak flizyon gen tespitinin yakin gelecekte daha kolay ve daha hizli bir sekilde
uygulanmasi, arastirma baglaminda kullanigliligini artiracaktir. Bu durum aynmi zamanda,
klinik tanidaki fizibilitesini de artiracak ve rutin klinik uygulamaya daha dogru fiizyon gen

tespiti yapan teknikler getirecektir.
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EKLER

EK 1: COSMIC Veri Tabanindaki ilgili KMT2A Fiizyonlarinin Gériilme Sikhiklar

Bu tabloda KMT2A geninin hangi eksonunun flizyonun diger partner geninin hangi eksonu
ile birlestigi goriiliiyor. Translokasyonlarin dogal sonucu olarak ‘reciprocal’ fiizyonlar da
olusabilmektedir. Ilging bir sekilde, en sik goriilen fiizyon genlerin hangi eksonlarinin
birlestigi bircok ornekte tanimlanamamaistir, biiyiik ¢ogunlugu karyotipleme ve FISH gibi
sitogenetik yontemlerle translokasyon belirlenmistir. Oysa, daha nadir goriilen fiizyon
genlerin molekiiler karekterizasyonu son yillarda gelisen transkriptom dizileme gibi NGS
calismalari sayesinde daha net bir sekilde yapilmistir.

Fuzyon Genler Test Edilen Y Du yon No Gen
Ornekler  Ornekler  Yayinlar ismi
KMT2A-AFF1 2465 308 38 COSF1948 KMT2A
COSF2066 KMT2A
COSF1827 KMT2A
COSF1829 KMT2A
COSF1831 AFF1
COSF1832  AFF1
COSF1954 KMT2A
COSF1955 KMT2A
COSF1956 KMT2A
COSF2023 KMT2A
COSF2068 KMT2A
COSF2073 KMT2A
COSF2075 AFF1
COSF1830 KMT2A
COSF1828 KMT2A
COSF2001 KMT2A
COSF1799 KMT2A
COSF1801 KMT2A
COSF1947 KMT2A
KMT2A-ELL 43 17 8 COSF1988 KMT2A
COSF1990 KMT2A
COSF1994 KMT2A
COSF1997 KMT2A
COSF1992 KMT2A
COSF1996 KMT2A
KMT2A-FOXO4 1 1 1 COSF1976 KMT2A
KMT2A-MLLT1 667 86 14 COSF1803 KMT2A
COSF1804 KMT2A
COSF2017 KMT2A
COSF2080 MLLT1
COSF2015 KMT2A
COSF2019 KMT2A
COSF2021 KMT2A
COSF2078 KMT2A
COSF1823 KMT2A
COSF1822 KMT2A
COSF1786 KMT2A
COSF1961 KMT2A
COSF1959 KMT2A
KMT2A-MLLT3 399 75 17 COSF1856 KMT2A
COSF2081 KMT2A
COSF2083 KMT2A
COSF2087 KMT2A
COSF2085 KMT2A
COSF1857 KMT2A
COSF1984 MLLT3
COSF1983 KMT2A
COSF1986 KMT2A
COSF1861 KMT2A
KMT2A-MLLTE 2 2 2 COSF1941 KMT2A
COSF1883 KMT2A
KMT2A-MLLT10 145 23 15 COSF2045 KMT2A
COSF2049 KMT2A
COSF2040 KMT2A
COSF2033 KMT2A
COSF2047 KMT2A
COSF2044 KMT2A
COSF205 KMT2A
COSF2037 KMT2A
COSF2036 KMT2A
COSF2043 KMT2A
COSF2039 KMT2A

5' Partner Gen

Gozlemlenen Sonuglanmis

Son Ekson  Kopma Noktasi
9 1_4241 AFF1
8 1_4109 AFF1
8 1_4109 AFF1
10 1_4355 AFF1
3 1.1458+23319 KMT2A

62

3 1.1458427470 KMT2A
7 1_4035 AFF1
7 1_4035 AFF1
7 1_4035 AFF1
9 1_4241 AFF1
8 1_4109+1554 AFF1
10 1_4355 AFF1
4 1_1503 KMT2A
10 1_4355+3441 AFF1
8 1_4109+1073 AFF1
10 1_4355 AFF1
8 1_4109 AFF1
8 1_4109 AFF1
? AFF1
Toplam Mutasyonlar
9 1_4241 ELL
9 1_4241 ELL
11 1_4502 ELL
8 1_4109+159 ELL
10 1_4355 ELL
? ELL

Toplam Mutasyonlar
10 1_4355+1753 FOX04
Toplam Mutasyonlar

9 1_4241 MLLT1
10 1_4355 MLLT1
9 1_4241 MLLT1
3 1_440+17547 KMT2A
8 1_4109 MLLT1
10 1_4355 MLLT1
10 1_4355 MLLT1
10 1_4341 MLLT1
10 1_4355+857 MLLT1
10 1_4355+1282 MLLT1
8 1_4109 MLLT1
8 1_4109 MLLT1
? MLLT1
Toplam Mutasyonlar
10 1_4355 MLLT3
8 1_4109 MLLT3
8 1_4109 MLLT3
10 1_4355 MLLT3
8 1_4109 MLLT3
9 1_4241 MLLT3
5 1.1412+412829 KMT2A
10 1_4293 MLLT3
7 1_4035+106 MLLT3
? MLLT3

Toplam Mutasyonlar
7 1_4035 MLLT6
8 1_4109+416 MLLT6
Toplam Mutasyonlar

8 14109 MLLT10
9 1_4241 MLLT10
7 1_4035 MLLT10
8 1_4109 MLLT10
8 14109 MLLT10
7 1_4035+176 MLLT10
10 1_4355 MLLT10
7 1_4035 MLLT10
6 1_3657+216 MLLT10
8 1_4109+? MLLT10
? MLLT10

Toplam Mutasyonlar
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0,32%
0,32%
0,32%
0,32%
0,32%
89%
100%
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100%
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1,15%
1,15%
1,15%
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26,32%
14,47%
9,21%
3,95%
2,63%
2,63%
1,32%
1,32%
1,32%
37%
100%
50%
50%
100%
17,39%
13,04%
13,04%
8,70%
4,35%
4,35%
4,35%
4,35%
4,35%
4,35%
22%
100%



EK 2: 20 KMT2A Fiizyonun Baglanti Eksonlar1 ve Uzun Primerlerinin Tasarimi

KMT2A-AFF1.K8AS F KMT2A-AFF1.K8AS R

KMT2A exon 8 AFF1 exon 5

1. KMT2A-AFF1.K8AS
161 bp

KMT2A-AFF1.K8A6 F KMT2A-AFF1.K8A6 R

KMT2A exon 8 AFF1 exon 6

2. KMT2A-AFF1.K8A6
111 bp

KMT2A-AFF1.K8A7 F KMT2A-AFF1.K8A7 R

-
KMT2A exon 8 AFF1 exon 7

3. KMT2A-AFF1.K8A7
129 bp

KMT2A-AFF1.K9A6 F KMT2A-AFF1.K9A6 R

e
50 Tou =
KMT2A exon 9 AFF1 exon 6

4. KMT2A-AFF1.K9A6
169 bp

KMT2A-AFF1.K9A7 F KMT2A-AFF1.K9A7 R

50 E‘w- =
KMT2A exon 9 13~132 AFF1 exon 7

5. KMT2A-AFF1.K9A7
175 bp

KMT2A-AFF1.K10AS F KMT2A-AFF1.K10AS5 R

L
%
KMT2A exon 10 22~114 AFF1 exon 5

6. KMT2A-AFF1.K10A5
180 bp
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KMT2A-AFF1.K10A6 R

KMT2A exon 10 AFF1 exon 6

7. KMT2A-AFF1.K10A6
151 bp

KMT2A-AFF1.K10A7 F KMT2A-AFF1.K10A7 R

%

KMT2A exon 10 AFF1 exon 7

8. KMT2A-AFF1.K10A7
169 bp

KMT2A-ELL.K7E3 F KMT2A-ELL.K7E3 R

ﬁ

KMT2A exon 7 289~378 ELL exon 3 1~90

9. KMT2A-ELL.K7E3
180 bp

KMT2A-FOX04.K7F2 F KMT2A-FOX04.K7F2 R

KMT2A exon 7 289~378 FOX04 exon 2 1~90

10. KMT2A-FOX04.K7F2
180 bp

KMT2A-MLLT1.K7M9 F KMT2A-MLLT1.K7M9 R

KMT2A exon 7 289~378 MLLT1 exon 9 1~90

11. KMT2A-MLLT1.K7M9
180 bp

KMT2A-MLLT1.K10M2 F KMT2A-MLLT1.K10M2 R

%

KMT2A exon 10 25~114 MLLT1 exon 2 1~90

12. KMT2A-MLLT1.K10M2
180 bp

KMT2A-MLLT3.K7M7 F KMT2A-MLLT3.K7M7 R

KMT2A exon 7 289~37: T3 exon 7 1~

13. KMT2A-MLLT3.K7M7
180 bp
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KMT2A-MLLT3.K8M11 R

KMT2A exon 8 MLLT3 exon 11 1~105

14. KMT2A-MLLT3.K8M11
179 bp

KMT2A-MLLT3.K10MS5 F KMT2A-MLLT3.K10M5 R

%
50 Tou Tou-
KMT2A exon 10 26~114 MLLT3 exon 5 1~90

15. KMT2A-MLLT3.K10M5
179 bp

KMT2A-MLLT6.K7M12 F KMT2A-MLLT6.K7M12 R

50 E@r =
KMT2A exon 7 289~378 MLLT6 exon 12 1~90

16. KMT2A-MLLT6.K7M12
180 bp

KMT2A-MLLT10.K7M9 F KMT2A-MLLT10.K7M9 R

KMT2A exon 7 289~378 MLLT10 exon 9 1~90

17. KMT2A-MLLT10.K7M9
180 bp

KMT2A-MLLT10.K7M13 F KMT2A-MLLT10.K7M13 R

KMT2A exon 7 234~378 MLLT10 exon 13

18. KMT2A-MLLT10.K7M13
178 bp

KMT2A-MLLT10.K8M12 F KMT2A-MLLT10.K8M12 R

KMT2A exon 8 MLLT10 exon 12

19. KMT2A-MLLT10.K8M12
119 bp

KMT2A-MLLT10.K9M4 F KMT2A-MLLT10.K9M4 R

50 E@r oT
KMT2A exon 9 14~132 LLT10 exon 4

20. KMT2A-MLLT10.K9M4
174 bp
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EK 3: Kalip DNA Parcalarim Olusturmak I¢in Tasarlanan Uzun Primer Dizileri
(Illumina flizyon panelinin kapsadigi 20 KMT2A fiizyon geni i¢in)

Primer adi

Primer dizisi (53' --> 3")

KMT2A-AFF1.K8AS F

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAA
ACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAATGACCCATTCATGG

KMT2A-AFF1.K8AS5 R

CTTTGTAGGGAAAGGAAACTTGGATGGCTCAGCTGTACTAGGCGTATGTATTGCTG
TCAAAGGAGGCGGCCATGAATGGGTCATTTCCT

KMT2A-AFF1.K8A6 F

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAA
ACAAAAACC

KMT2A-AFF1.K8A6 R

TTTGGTTTTGGGTTACAGAACTGACATGCTGAGAGTCCTTTTCTTTTGGTTTTTGTTT
TACAGGG

KMT2A-AFF1.K8A7F

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAA
ACAAAAACCAAAAGAAAAG

KMT2A-AFF1.K8A7 R

GATGACGTTCCTTGCTGAGAATTTGAGTGAGTTTTTGAAGATGTATCATATTGTTCT
TTTCTTTTGGTTTTTG

KMT2A-AFF1.K9A6 F

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACATCCTCA
GCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTC

KMT2A-AFF1.K9A6 R

TTTGGTTTTGGGTTACAGAACTGACATGCTGAGAGTCCTTAAAGTCCACTCTGATCC
TGTGGACTCCATCTGCTGGAATTTTTTGCTTAGAAC

KMT2A-AFF1.K9A7 F

CCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACATCCTCAGCACTCTCTCCAA
TGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCAGATGGAGTCC

KMT2A-AFF1.K9A7 R

GATGACGTTCCTTGCTGAGAATTTGAGTGAGTTTTTGAAGATGTATCATATTGTTCT
TAAAGTCCACTCTGATCCTGTGGACTCCATCTGCTGGAA

KMT2A-AFF1.K10A5 F

GTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGT
GGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTAGTGGGCATGTAGAGGAAATG

KMT2A-AFF1.K10A5 R

CTTTGTAGGGAAAGGAAACTTGGATGGCTCAGCTGTACTAGGCGTATGTATTGCTG
TCAAAGGAGGCGGCCATGAATGGGTCATTTCCTCTACATGCCC

KMT2A-AFF1.K10A6 F

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTT
CTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGC

KMT2A-AFF1.K10A6 R

TTTGGTTTTGGGTTACAGAACTGACATGCTGAGAGTCCTCTACATGCCCACTACTGG
CACAGAGAAAGCAAACCACCCTGGGTG

KMT2A-AFF1.K10A7 F

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTT
CTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTG

KMT2A-AFF1.K10A7 R

GATGACGTTCCTTGCTGAGAATTTGAGTGAGTTTTTGAAGATGTATCATATTGTTCT
CTACATGCCCACTACTGGCACAGAGAAAGCAAACCAC

KMT2A-ELL.K7E3 F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGCACATCTCCA

KMT2A-ELL.K7E3 R

GCCCTGGGGGTTGTCGCGGCCGATGTTGGAGAGGTAGAAGGAGAACGTCCGCGCC
TCTGCGGGGCAGTCAGGCTGGGGGATGGAGATGTGCTGATTCTGG

KMT2A-FOX0O4.K7F2 F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGAACTCGATCC

KMT2A-FOX04.K7F2 R

GTTCAGCATCCACCAAGAGCTTTTGCCGGTGGCCTCGTTGTGAACCTTGATGAACTT
GCTGTGCAGGGACAGGTTGTGGCGGATCGAGTTCTGATTCTGG

KMT2A-MLLT1.K7M9 F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGGTTGAGCTTC

KMT2A-MLLT1.K7M9 R

GGCGGGGGTGGCTTCTGGGGGGGTGGGGGCTCACGGCTGGGCAGGGAGGAGTCGG
CGCTGTTGTCACTCTCGCTGTCGCTGAAGCTCAACCTGATTCTGG

KMT2A-MLLT1.K10M2 F

TGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGT
TTGCTTTCTCTGTGCCAGTAGTGGGCATGTAGAGTGCACCGTC

KMT2A-MLLT1.K10M2 R

CACCATCCAGTCGTGAGTGAACCCCTCCGTGGTGGGCTTCTTGCGCAGTTGGGCGC
GATGCCCCAGCTCTAACCTCACCTGGACGGTGCACTCTACATG

KMT2A-MLLT3.K7M7F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGGTCCTTTGAG

KMT2A-MLLT3.K7M7 R

TTTCAGAGTCATTGTCGTTATCCTCCACTTCATCTGATTCCTCCTCATTGTCATCAGA
ATGCAGATCTTTCATTATAGACCTCAAAGGACCTGATTCTGG

KMT2A-MLLT3.K8M11 F

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAA
ACAAAAACCAAAAGAAAAGATCGTGAACCTTATAGAAGAAACTG

KMT2A-MLLT3.K8M11 R

ACTCTGTAGTTTACGGACTGTGGTTTTGTCCAGCGAGCAAAGATCAAAATCAAATG
TTGTGTTTGTGATATGAAAGTGTCCAGTTTCTTCTATAAGGTTC

KMT2A-MLLT3.K10M5 F

GGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCTTGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTT
TGCTTTCTCTGTGCCAGTAGTGGGCATGTAGAGGACCCTAATAG

KMT2A-MLLT3.K10M5 R

GCTGCTGCTACTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTACTGCTGCTGCTGCT
GCTGCTGCTGGTATGAATACTCCTATTAGGGTCCTCTACATGC

KMT2A-MLLT6.K7M12 F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGGTGTTTTCTC

KMT2A-MLLT6.K7M12 R

TTGGGAGAGGAGGGGATTAACGGCACCCATGGGGGTTCCAAAGATGTGGGTAGAA
GGGAGGCTAAAGGTAGAGCCAGCCAGAGAAAACACCTGATTCTGG

KMT2A-MLLT10.K7M9 F

AGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACCACTCCTAGTGA
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Primer adi

Primer dizisi (5' --> 3")

GCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCAGAAATATAAAG

KMT2A-MLLT10.K7M9 R

TGTAGTAACAGTCAAGGATGGAACCAATGCAGGTGATGGTTCTGGCTGCTTCTTGT
GTTTCTGTTTGTGTTTGTCCTTCTCTTTATATTTCTGATTCTGG

KMT2A-MLLT10.K7M13 F

GCTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGGTCTCCCAGCCAGCACTGGTCATCCCGCCTCA
GCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAAAACC

KMT2A-MLLT10.K7M13 R

CGTTGTGTATTGCATTCAGCAACTCTGAGAACGCTGATTCTGGTGGTGGAGGCTGC
TTTTTCTTGGGCTCACTAGGAGTGGTTTTGGGAACTTCTTTTC

KMT2A-MLLT10.K8M12 F

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCCTGTAAA
ACAAAAACCAAAAGAAAAG

KMT2A-MLLT10.K8M12 R

TAGTTGTTGGGCAAGCTCCATCATGCCGATACTGCATGGAAATTTCTTTTCTTTTGG
TTTTTGTTTTACAGG

KMT2A-MLLT10.KOM4 F

CGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACATCCTCAGCACTCTCTCCAAT
GGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCAGATGGAGTCC

KMT2A-MLLT10.K9M4 R

CCCCATTATCTGTTCTTTTTAAAGCTCCATCCTTATGGGGACAAAGTTCACATCTCT
TAAAGTCCACTCTGATCCTGTGGACTCCATCTGCTGGAA
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EK 4: Kalip DNA parcalarimin dizileri (47 KMT2A fiizyonu icin)
GenScript tarafindan sentezlenemeyecek dizilere sahip bazi kalip DNA pargalarinda

flizyon  panelindeki

primerlerin ~ baglanmasimi  etkilemeyecek  sekilde

kiiciik

modifikasyonlar yapildi, degisiklik yapilan fiizyon gen pargalarinin boyutlart sar1 renk ile

vurgulanmustir.

DNA parcasi ad1

DNA dizisi (5' —> 3")

Boyut (b¢)

KMT2A-AFF1.K7A7

AAGCAGTAGTGAGCCTCCTCCACGAAAGCCCGTCGAGGAAAAGAGTGA
AGAAGGGAATGTCTCGGCCCCTGGGCCTGAATCCAAACAGGCCACCACT
CCAGCTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGGTCTCCCAGCCAGCACTGGTCA
TCCCGCCTCAGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCCAA
AACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAATCA
GAACAATATGATACATCTTCAAAAACTCACTCAAATTCTCAGCAAGGAA
CGTCATC

300

KMT2A-AFF1.K8A4

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGCAGACCTACTCCAATGAAGTCCAT
TGTGTTGAAGAGATTCTGAAGg

120

KMT2A-AFF1.K8AS

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAATGACCCATTCATGGCCGCCT
CCTTTGACAGCAATACATACGCCTAGTACAGCTGAGCCATCCAAGTTTCC
TTTCCCTACAAAG

161

KMT2A-AFF1.K9A4

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGCAGACCTACTCCAATG
AAGTCCATTGTGTTGAAGAGATTCTGAAG

177

KMT2A-AFF1.K9AS

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGAAATGACCCATTCAT
GGCCGCCTCCTTTGACAGCAATACATACGCCTAGTACAGCTGAGCCATCC
AAGTTTCCTTTCCCTACAAAG

219

KMT2A-AFF1.K9A6

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGACTCTCAGCATGTCA
GTTCTGTAACCCAAAACCAAA

169

KMT2A-AFF1.K10A4

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGCAGACCTACTCCAATGAAGTCCATTGTGTTGAAGA
GATTCTGAAG

159

KMT2A-AFF1.K10AS5

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGGAAATGACCCATTCATGGCCGCCTCCTTTGACAGC
AATACATACGCCTAGTACAGCTGAGCCATCCAAGTTTCCTTTCCCTACAA
AG

201

KMT2A-AFF1.K10A6

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGGACTCTCAGCATGTCAGTTCTGTAACCCAAAACCA
AA

151

KMT2A-CREBBP.K8C3

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGATGGGAATAACTGGGAACACAAG
TCCATTTGGACAGCCCTTTAGTCAAGCTGGAGGGCAGCCAATGGGAGCC
ACTGGAGTGAACCCCCAGTTAGCCAGCAAACAGAGCATGGTCAACAGTT
TGCCCACCTTCCCTACAGATATCAAGAATACTTCAGTCACCAACGTGCCA
AATATG

251

KMT2A-CREBBP.K8C16

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGATGATGGAGGAGGATTTGCAAGG
AGCTTCCCAAGTTAAAGAAGAAACAGACATAGCAGAGCAGAAATCAGA
ACCAATGGAAGTGGATGAAAAGAAACCTGAAGTGAAAGTAGAAGTTAA
AGAGGAAGAAGAGAGTAGCAGTAACGGCACAGCCTCTCAGTCAACATCT
CCTTCGCAGCCGCGCAAAAAAA

264

KMT2A-CREBBP.K9C3

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGATGGGAATAACTGGGA
ACACAAGTCCATTTGGACAGCCCTTTAGTCAAGCTGGAGGGCAGCCAAT
GGGAGCCACTGGAGTGAACCCCCAGTTAGCCAGCAAACAGAGCATGGTC
AACAGTTTGCCCACCTTCCCTACAGATATCAAGAATACTTCAGTCACCAA
CGTG

300

KMT2A-CREBBP.K10C3

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGATGGGAATAACTGGGAACACAAGTCCATTTGGACA

291
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DNA parcasi ad1

DNA dizisi (5' > 3")

Boyut (b¢)

GCCCTTTAGTCAAGCTGGAGGGCAGCCAATGGGAGCCACTGGAGTGAAC
CCCCAGTTAGCCAGCAAACAGAGCATGGTCAACAGTTTGCCCACCTTCC
CTACAGATATCAAGAATACTTCAGTCACCAACGTGCCAAATATG

KMT2A-DAB2IP.K8D5

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGTGACGACGTCATCAGGAAGCAA
GTGCTTTTCCTGCCGGTCTGCAGCTGAGCGGGATAAGTGGATGGAGAAC
CTCCGGCGAGCGGTGCATCCCAACAAG

173

KMT2A-ELL.KS8E2

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGATTCTGTTTCACTGAGGCCATCT
ATCCGATTTCAAGGAAGCCAAGGG

122

KMT2A-ELL.K8E6

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGTGGCCAACATGAGTGCTAAGGA
CGGCACGTGTACACTGCAGGACTGCATGTACAAGGATGTGCAGAAGGAC
TGGCCTGGCTACTCGGAGGGGGACCAGCAGCTGCTGAAGCGGGTGCTCG
TCCG

199

KMT2A-ELL.K9E2

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGATTCTGTTTCACTGA
GGCCATCTATCCGATTTCAAGGAAGCCAAGGG

180

KMT2A-ELL.K10E2

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGGATTCTGTTTCACTGAGGCCATCTATCCGATTTCAA
GGAAGCCAAGGG

162

KMT2A-EPS15.K8E2

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGTTATCAAGTGGGAATCCTGTATAT
GAAAAATACTATAGACAGgttg

120

KMT2A-MLLT1.K8M2

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGTGCACCGTCCAGGTGAGGTTAGA
GCTGGGGCATCGCGCCCAACTGCGCAAGAAGCCCACCACGGAGGGGTTC
ACTCACGACTGGATGGTGTTTGTCCGCGGCCCCGAGCAATGTGACATCC
AGCACTTCGTGGAGAAGGTGGTCTTCTGGCTGCACGACAGCTTCCCCAA
GCCCAGACGCG

255

KMT2A-MLLT1.K8M4

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAGGAGCCGAGGAAGGTCTGCTT
CACCTACGACCTGTTCCTGAACCTGGAAGGCAACCCGCCCGTGAACCAC
CTGCGCTGCGAGAAGCTCACCTTCAACAACCCCACCACGGAGTTCCGGT
ACAAGCTCCTGCGGGCCGGCGGG

218

KMT2A-MLLT1.K9M2

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGTGCACCGTCCAGGTGA
GGTTAGAGCTGGGGCATCGCGCCCAACTGCGCAAGAAGCCCACCACGGA
GGGGTTCACTCACGACTGGATGGTGTTTGTCCGCGGCCCCGAGCAATGT
GACATCCAGCACTTCGTGGAGAAGGTGGTCTTCTGGCTGCACGACAGCT
TCCCC

300

KMT2A-MLLT1.K9M7

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGTCTGCCCAGTCAAGCC
CGTCCAACTCCAGCTCCAGCTCAGACTCCAGCTCAGACTCAGACTTCGAG
CCATCCCAGAACCACAGCCAAG

220

KMT2A-MLLT1.K10M2

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGTGCACCGTCCAGGTGAGGTTAGAGCTGGGGCATCG
CGCCCAACTGCGCAAGAAGCCCACCACGGAGGGGTTCACTCACGACTGG
ATGGTGTTTGTCCGCGGCCCCGAGCAATGTGACATCCAGCACTTCGTGGA
GAAGGTGGTCTTCTGGCTGCACGACAGCTTCCCCAAGCCCAGACGCG

295

KMT2A-MLLT1.K10M7

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGTCTGCCCAGTCAAGCCCGTCCAACTCCAGCTCCAG
CTCAGACTCCAGCTCAGACTCAGACTTCGAGCCATCCCAGAACCACAGC
CAAG

202

KMT2A-MLLT3.K8M4

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAGAACCTAGGAAAGTCCGCTT
TGATTATGACTTATTCCTGCATCTTGAAGGCCATCCACCAGTGAATCACC
TCCGCTGTGAAAAGCTAACTTTCAACAACCCCACAGAGGACTTTAGGAG
AAAGTTGCTGAAGGCAGGAGGG

218

KMT2A-MLLT3.K8M9

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGATTCTTGAAGTGAAAAGTCCAAT
AAAGCAAAGCAAATCAGATAAGCAAATAAAGAATGGTGAATGTGACAA
G

146

KMT2A-MLLT3.K9MS

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA

190
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DNA parcasi ad1

DNA dizisi (5' > 3")

Boyut (b¢)

TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGACCCTAATAGGAGTA
TTCATACCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGTAGCAGCAGCA

KMT2A-MLLT3.K10M5

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGGACCCTAATAGGAGTATTCATACCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCAGCAGTAGCAGCAGCA

172

KMT2A-MLLT4.K7M2

CTCCAGCTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGGTCTCCCAGCCAGCACTGGT
CATCCCGCCTCAGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCC
AAAACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAAT
CAGGATTTGGAGTTCCATGGAGTGATGAGATTTTATTTTCAAGATAAAGC
TGCTGGAAACTTTGCAACAAAATGTATTCGGGTCTCTAGTACTGCCACCA
CTCAAGATGTAATCGAAACGCTCGCGGAGAAATTTCGACCTGATATGCG
AATG

300

KMT2A-MLLT4.K8M2

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGATTTGGAGTTCCATGGAGTGATG
AGATTTTATTTTCAAGATAAAGCTGCTGGAAACTTTGCAACAAAATGTAT
TCGGGTCTCTAGTACTGCCACCACTCAAGATGTAATCGAAACGCTCGCG
GAGAAATTTCGACCTGATATGCGAATGCTGTCCTCTCCCAAGTATTCACT
CTATGAAGTGCATGTCAGCGGAG

270

KMT2A-MLLT4.K9M2

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGATTTGGAGTTCCATG
GAGTGATGAGATTTTATTTTCAAGATAAAGCTGCTGGAAACTTTGCAACA
AAATGTATTCGGGTCTCTAGTACTGCCACCACTCAAGATGTAATCGAAAC
GCTCGCGGAGAAATTTCGACCTGATATGCGAATGCTGTCCTCTCCCAAGT
AT

300

KMT2A-MLLT4.K22M2

TTCTGCCAAAAGCCAGGAGCCACCGTGGGTTGCTGTCTCACATCCTGCAC
CAGCAACTATCACTTCATGTGTTCCCGAGCCAAGAACTGTGTCTTTCTGG

ATGATAAAAAAGTATATTGCCAACGACATCGGGATTTGATCAAAGGCGA

AGATTTGGAGTTCCATGGAGTGATGAGATTTTATTTTCAAGATAAAGCTG
CTGGAAACTTTGCAACAAAATGTATTCGGGTCTCTAGTACTGCCACCACT
CAAGATGTAATCGAAACGCTCGCGGAGAAATTTCGACCTGATATGCGAA

TG

300

KMT2A-MLLT10.K6M15

GATGAGAAAATGTCAGAATCTACAATGGATGCCTTCCAAAGCCTACCTG
CAGAAGCAAGCTAAAGGTATTTATAACAGCAATGATGTAGCAGTATCGT
TTCCAAATGTAGTATCTGGCTCGGGATCTAGTACTCCTGTCTCCAGCTCT
CACTTACCTCAGCAGTCTTCTGGGCATTTGCAACAAGTAGGAGCGCTCTC
TCCCTCAGCTGTGTCATCTGCAGCCCCTGCTGTTGCTACAACTCAG

244

KMT2A-MLLT10.K7M15

CTCCAGCTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGGTCTCCCAGCCAGCACTGGT
CATCCCGCCTCAGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCC
AAAACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAAT
CAGGTATTTATAACAGCAATGATGTAGCAGTATCGTTTCCAAATGTAGTA
TCTGGCTCGGGATCTAGTACTCCTGTCTCCAGCTCTCACTTACCTCAGCA
GTCTTCTGGGCATTTGCAACAAGTAGGAGCGCTCTCTCCCTCAGCTGTGT
CAT

300

KMT2A-MLLT10.K8M4

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGAGATGTGAACTTTGTCCCCATAAG
GATGGAGCTTTAAAAAGAACAGATAATGGGG

129

KMT2A-MLLT10.K8M9

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGAAATATAAAGAGAAGGACAAACA
CAAACAGAAACACAAGAAGCAGCCAGAACCATCACCTGCATTGGTTCCA
TCCTTGACTGTTACTACAGAAAAA

170

KMT2A-MLLT10.K8M10

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGACTTATACAAGCACTAGCAACAA
CTCTATATCTGGATCATTGAAGCGCTTGGAAGATACTACTGCACGATTTA
CAAATGCAAATTTCCAGGAAGTCTCTGCACACACCTCTAGTGGAAAAGA
TGTTTCAGAGACTAGAGGGTCAGAGGGCAAAGGGAAGAAATCTTCAGCT
CACAGCTCAGGTCAAAGGGGAAGAAAGCCTGGTGGTGGAAGAAATCCA
GGAACAA

300

KMT2A-MLLT10.K8M16

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGCAAATACTCTATCTGGATCTTCT

CTCAGTCAGGCACCATCTCATATGTATGGCAATAGATCAAATTCATCAAT
GGCAGCTCTTATAGCTCAGTCTGAAAACAATCAAACAG

186

KMT2A-MLLT10.K9M9

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGAAATATAAAGAGAAG
GACAAACACAAACAGAAACACAAGAAGCAGCCAGAACCATCACCTGCA
TTGGTTCCATCCTTGACTGTTACTACAGAAAAA

228

KMT2A-MLLT10.K9M10

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA

300
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DNA parcasi ad1

DNA dizisi (5' > 3")

Boyut (b¢)

TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGACTTATACAAGCACTA
GCAACAACTCTATATCTGGATCATTGAAGCGCTTGGAAGATACTACTGC
ACGATTTACAAATGCAAATTTCCAGGAAGTCTCTGCACACACCTCTAGTG
GAAAAGATGTTTCAGAGACTAGAGGGTCAGAGGGCAAAGGGAAGAAAT
CTTCA

KMT2A-MLLT10.K10M9

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGAAATATAAAGAGAAGGACAAACACAAACAGAAAC
ACAAGAAGCAGCCAGAACCATCACCTGCATTGGTTCCATCCTTGACTGTT
ACTACAGAAAAA

210

KMT2A-MLLT10.K10M10

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGACTTATACAAGCACTAGCAACAACTCTATATCTGG
ATCATTGAAGCGCTTGGAAGATACTACTGCACGATTTACAAATGCAAAT
TTCCAGGAAGTCTCTGCACACACCTCTAGTGGAAAAGATGTTTCAGAGA
CTAGAGGGTCAGAGGGCAAAGGGAAGAAATCTTCAGCTCACAGCTCAG
GTCAA

300

KMT2A-MLLT11.K8M2

GTCCAGAGCAGAGCAAACAGAAAAAAGTGGCTCCCCGCCCAAGTATCCC
TGTAAAACAAAAACCAAAAGAAAAGGAAGCTATGAGGGACCCTGTGAG
TAGCCAGTACAGTTCCTTTCTTTTCTGGAGGATGCCCATCCCAGAACTGG
ATCTGTCGGAGCTGGAAGGCCTGGGTCTGTCAGATACAGCCACCTACAA
GGTCAAAGACAGCAGCGTTGGCAAAATGATCGGGCAAGCAACTGCAGC
AGACCAGGAGAAAAACCCTGAAGGTGATGGCCTCCTTGAGTACAGCACC
TTCAACT

300

KMT2A-MLLT11.K9M2

GAAAAACCACCTCCGGTCAATAAGCAGGAGAATGCAGGCACTTTGAACA
TCCTCAGCACTCTCTCCAATGGCAATAGTTCTAAGCAAAAAATTCCAGCA
GATGGAGTCCACAGGATCAGAGTGGACTTTAAGGAAGCTATGAGGGACC
CTGTGAGTAGCCAGTACAGTTCCTTTCTTTTCTGGAGGATGCCCATCCCA
GAACTGGATCTGTCGGAGCTGGAAGGCCTGGGTCTGTCAGATACAGCCA
CCTACAAGGTCAAAGACAGCAGCGTTGGCAAAATGATCGGGCAAGCAA
CTGCA

300

KMT2A-SEPT6.K10S2

GAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGATGGGAGGCTTAGGAATCT
TGACTTCTGTTCCTATAACACCCAGGGTGGTTTGCTTTCTCTGTGCCAGTA
GTGGGCATGTAGAGGGTGAAGGTTGCCGAACTGTCCCCCTGGCTGGACA
TGTGGGGTTTGACAGCTTGCCTGACCAGCTGGTGAATAAGTCCGTCAGCC
AGGGCTTCTGCTTCAACATCCTGTGCGTGG

229

KMT2A-SEPT9.K7S2

CTCCAGCTTCCAGGAAGTCAAGCAAGCAGGTCTCCCAGCCAGCACTGGT
CATCCCGCCTCAGCCACCTACTACAGGACCGCCAAGAAAAGAAGTTCCC
AAAACCACTCCTAGTGAGCCCAAGAAAAAGCAGCCTCCACCACCAGAAT
CAGCCTTGAAAAGATCTTTTGAGGTCGAGGAGGTCGAGACACCCAACTC
CACCCCACCCCGGAGGGTCCAGACTCCCCTACTCCGAGCCACTGTGGCC
AGCTCCACCCAGAAATTCCAGGACCTGGGCGTGAAGAACTCAGAACCCT
CGGCCC

300
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EK 5: NGS Okuma Sayilar1 (Coverage)
[Nlumina AmpliSeq Filizyon paneli kamsamindaki flizyon transkriptleri taklit eden her bir
kalip DNA pargasinin referans dizideki konumlar1 ve ilgili konum igerisindeki en fazla

okuma sayilari

# ID Referans Dizideki Konumu Okuma Sayis1 (Coverage)

1 KMT2A-AFF1.K8A5 1-161 110963
2 | KMT2A-AFF1.K8A6 162 -272 5026
3 | KMT2A-AFF1.K8A7 273 - 401 248402
4 | KMT2A-AFF1.K9A6 402 - 570 102128
5 | KMT2A-AFF1.K9A7 571 - 745 166258
6 | KMT2A-AFF1.K10A5 746 - 925 160830
7 | KMT2A-AFF1.K10A6 926 - 1076 16841
8 | KMT2A-AFF1.K10A7 1077 - 1245 130030
9 | KMT2A-ELL.K7E3 1246 - 1425 114921
10 | KMT2A-FOX04.K7F2 1426 - 1605 4965
11 | KMT2A-MLLT1.K7M9 1606 - 1785 287294
12 | KMT2A-MLLT1.K10M2 1786 - 1965 183262
13 | KMT2A-MLLT3.K7M7 1966 - 2145 280910
14 | KMT2A-MLLT3.K8M11 2146 - 2324 140186
15 | KMT2A-MLLT3.K10M5 2325 -2503 153408
16 | KMT2A-MLLT6.K7M12 2504 - 2683 219136
17 | KMT2A-MLLT10.K7M9 2684 - 2863 212839
18 | KMT2A-MLLT10.K7M13 2864 - 3041 147768
19 | KMT2A-MLLT10.K8M12 3042 - 3160 191206
20 { KMT2A-MLLT10.K9M4 3161 - 3334 298824
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EK 6: Hedefe Yonelik NGS ile Fiizyon Gen Tespiti — Yillara gore Yayin Sayisi

Bu grafik, Scopus veri tabaninda ‘Fusion gene detection & targeted next generation
sequencing’ yazildiginda ¢ikan yayinlar esas alinarak hazirlanmistir. NGS teknolojisinin
gelistigi ilk yillardan itibaren bu konu iizerinde ¢alismalar baslamistir. Bu yilin ilk 5 ayinda
c¢ikan yayinlar bir 6nceki yil ¢ikan yayinlara nerdeyse yaklagmak tizere (23 Mayis 2021).

Hedefe Yonelik NGS ile Flizyon Gen Tespiti
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