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1. GIRIS

Meme kanseri genel olarak, gelismis iilkelerde daha yiiksek bir insidansa
sahip olup, kadinlarda kanser nedenli 6liimlerde akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de de meme kanseri kadinlarda en sik goriilen
kanser olup, kadinlarda kansere bagli dliimlerde birinci sirada yer almaktadir.
BRCA1 ve BRCA2 genleri ailesel meme kanserinden sorumlu olmakla beraber,
tiim meme kanserlerinin yaklasik %5’inden sorumlu tutulmaktadir. Bugiine kadar
BRCA1 geni i¢in 1600°den fazla, BRCA2 geni i¢in ise 1800’den fazla mutasyon
bildirilmistir.

BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin mutasyon analizi i¢in farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en sik olarak MLPA (Multiplex Ligation
Dependent Probe Amplification) ve Konvansiyonel Dizi Analizi kullaniimaktadir.
Giliniimiizde teknolojinin gelismesi ile bunlara ek olarak; Mikroarray ile Yeniden
Dizileme Yontemi ve Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing)
Yontemi’de, BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin  mutasyonlarin1  belirlemede
kullanilmaya baglamistir.

Bu tez calismasinda, Onceden konvansiyonel dizi analizi yontemi ile
BRCA1/BRCA2 genlerinde mutasyon saptanmis sekiz hasta ve iki kontrole ait
toplam on DNA o6rnegine mikrorray ile yeniden dizileme ve yeni nesil dizileme
yontemleri  uygulanarak, yontemlerin  sonuglarinin  dogruluk ag¢isindan

karsilastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanserin Tarihgesi

Malign tiimdrlerle ilgili tanimlara ilk olarak Misir Papiriisleri, Babil ¢ivi
yazisi tabletleri ve eski Hint yazmalarinda rastlanilmaktadir. Ebers Papiriisii’nde
(M.0.15. yiizy1l), tiimor tedavisinin 6ldiiriicii olabilecegi belirtilmektedir. Kanser
teriminin ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmanm sifa
bulmayan yeni yapilanmalari igin kullamildigi goriilmektedir. Bu yeni
yapilanmalara; Hipokrat “karkinos’” ya da “karkinoma’’, Galen (M.S. Il. yiizy1l)
ise yengece benzettigi goriiniimii nedeniyle “kanser’” adin1 vermistir (1). Tirk tip
tarihinde ise, kansere ilk olarak “seretan’’ adinin verildigi bilinmektedir. Tarsuslu
Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisthhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde seretan,
findik ya da kii¢iik yumru biiyiikliigiinde, agrili, etrafi damarli bir olusum olarak
tanimlanmaktadir (1). Bu bilgiler 1s18inda goriildiigi gibi, kanserin tarihi oldukca
eskidir ve ilk tanimlandig1 zamanlardan giiniimiize kadar, olduk¢a agir, tedavisi

zor ve Oliimciil bir hastalik olarak ciddiyetini korumaya devam etmektedir.

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser, en genel tanimlamayla, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasidir. Hiicrenin,
i¢c ve dis ¢evresiyle haberlesmesini saglayan sinyallesmeler, normal hiicrelerde
siirlt ve kontrollii boliinmeyi saglarken, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz boliinme

ve biiyiime sinyali olusturmaktadir (2). Kanser hiicreleri sadece kazandigi



kontrolsiiz biiyiime 6zelligi ile degil, ayn1 zamanda da normal hiicrelerden farkli

baz1 6zellikler kazandiklar1 i¢in organizmaya zarar verebilirler. Kanser hiicrelerini

normal hiicrelerden farkli kilan 6zellikler sunlardir;

Boéliinme sinyallerinin {iretimi: Normal hiicrelerin hiicre siklusunun
Go evresinde boliinmeleri durdurulur, oysa otokrin uyarim kazanmig
olan kanser hiicreleri i¢in boyle bir sinirlama s6z konusu degildir ve
stirekli boliintirler (2).

Kontakt inhibisyon yoklugu: Kanser hiicrelerinde, hiicre adezyon
genlerinin normal hiicrelere nazaran daha az ifade edilmesinden
kaynaklanan, daha az hiicre-hiicre ve hiicre-matrix etkilesimi bulunur.
Kanser hiicrelerinin adezyon yapisindaki bu farkliliklar, hiicre
morfolojisi ve hiicre iskelet yapisinin bozulmasina neden olarak temas
(kontakt) inhibisyonun kaybiyla sonuglanir. Biiylimede bir sinirlama
basamagi olan, kontakt inhibisyonun yoklugu ya da azligi kanser
hiicrelerinin  kontrolsiiz ¢ogalmasina katkida bulunur. Kontakt
inhibisyon yoklugu, ozellikle kanser metastazinda ¢ok onemli role
sahiptir (2).

Sinirsiz Boliinme Potansiyeli: Ozellikle 16semi konusunda yapilan
calismalarda, kanser hiicrelerinin genellikle farklilasmanin erken
evresinde bloke olduklar1 (diferansiasyon ve maturasyona
gidemeyerek) ve kendi aktif boliinmelerine istikrarli bir sekilde devam

ettikleri anlagilmistir (2).

. Apopitozisten Kagig: Kanser hiicrelerinin apopitoza kars1 direngli

olmalar1 nedeniyle yasam uzunlugu normal hiicrelere gore artmistir

).

2.1.3. Kanser ve Genetik

Hiicrelerin kanserlesmesinde, hiicre boliinmesi (Sekil 1) ve apopitozisi

kontrol eden genlerdeki mutasyonlar rol almaktadir. Kanser kalitilsin ya da



kalitilmasin genetik bir hastaliktir. Kanserin baslangicinda farkli yolaklarda islev
goren genlerin varligi bilinmektedir (3). Bu grupta:

- Hiicre proliferasyonunda sinyal iletiminde yer alan proteinleri

kodlayan genler,

- Kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan hiicre komponentleri,

- Mitotik siklus regiilatorleri,

- Proglamlanmus hiicre 6liim komponentleri,

- Mutasyonlarin tanimlanmasi ve tamirinden sorumlu olan proteinleri

kodlayan genler yer almaktadir (3).

Kanserlesme ¢ok basamakli bir siirectir ve kanserin meydana gelmesi i¢in
farkli fonksiyonlar1 olan bir¢ok genin mutasyona ugramasi gerekmektedir (2, 3).
Kanser olusumundan sorumlu olan bagslica {i¢ tiir genetik mekanizma vardar.

- Bir proto-onkogenin mutasyona ugrayarak onkogene doniismesi

- Bir tiimor siipresor genin mutasyona ugramasi

- Kimerik genlerin olusumuna neden olan kromozomal translokasyonlar

Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogenler adi verilen normal hiicresel
genlerin mutant allelleri olmakla birlikte, telomeraz1 kodlayan veya apoptozisi
bloke eden genler de olabilirler. Onkogenler genellikle fonksiyon kazandiran
(gain of function) mutasyonlar ile; proliferasyonu stimiile etme, tiimoriin
kanlanmasini arttirma ve apopitozisi engelleme gibi mekanizmalarla malign
transformasyonu gerceklestirmektedir.

Tiimor silipresor genler ise, hiicre siklusu (Sekil 1) kontrolii ve DNA’da

olusan hasar1 onarmak yoluyla kanseri baskilamaya ¢alismaktadirlar (3).
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Sekil 1. Hiicre Siklusu

Timor siipresor genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi
(loss of function); kontrolsiiz hiicre boliinmesine, anormal hiicre biiylimesine ve
hatali apopitozise neden olmaktadir (3). Tumor siipresor genler; Gatekeeper
(Bekeci tipi) ve Caretaker (Bakici tipi) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Gatekeeper tiimor stipresor genler, hiicre siklusunu kontrol etmektedirler ve
anormal hiicre proliferasyonunda hiicreyi apopitozise siiriiklemektedirler.
Caretaker tiimor siipresor genler ise DNA’da meydana gelen hasarlar1 onarmak
yoluyla hiicreyi malign transformasyondan kurtarmaya ¢alismaktadirlar. Caretaker
tiimor slipresor genler DNA hasarinda onarimu iki sekilde gergeklestirmektedirler.
Bir grup caretaker tiimor stipresor gen DNA ¢ift zincir kiriklarinin onariminda
gorev alarak kanser gelismesini Onlemeye calisirlar. Bu sekilde goérev yapan
genlere; Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), Nibrin (NBN), Erken baslangi¢h
meme kanseri 1 (Breast cancer 1, early onset=BRCAL), Erken baslangi¢cli meme

kanseri 2 (Breast cancer 2, early onset=BRCA2), RAD51 recombinase (RAD51),



RAD52 homologe (RAD52), Bloom Syndrome, RecQ helicase-like (BLM) genleri
ornek verilebilir. Bu gruptaki genler, ultraviyole (U.V) ve iyonize radyasyon gibi
mutajen ajanlara karsi oldukc¢a duyarhidirlar. Bir diger Careteker Tiimor Siipresor
gen grubu ise, yanlis baz eslesmesinin diizeltilmesinde (baz eksizyon tamiri)
gorev alarak olusan hatay1 diizeltmeye calisirlar. Bu genlere; X-Ray Repair Cross-
Complementing Protein (XRCC1), ADP-ribosyltransferase (ADPRT), Apex
nuclease (APEX1), 8-Oxoguanine DNA Glycosylase (OGG1), Ligase I1I, DNA
ATP Dependent (LIG3), Single-Strand-Selective Monofunctional Uracil-DNA
Glycosylase (SMUG1), MutY homologe (MUTYH), Thymine-DNA Glycosylase
(TDG) genleri 6rnek olarak verilebilir.

Kromozomal translokasyonlar sonucu olusan kimerik genler; yeni olusan
bir fiizyon genidir ve anormal gen fonksiyonu ile mutasyon olusturmaktadir.
Bazende kromozomal translokasyonlar sonucu translokasyon bolgelerinde gen
kayb1 olmasi, hiicreyi kanserlesmeye dogru siiriikleyebilmektedir. Sonug olarak;
kanser birgok genin ve i¢ ige gegmis mekanizmanin ayni ya da farkli zamanda,
ayn1 ya da farkli mutajen ajanlarla karsilagmasi sonucu, hiicre siklusundaki birgcok

basamagin normal dis1 sekilde islemesiyle olusan bir siiregtir (3).

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri, memenin duktus ve/veya lobiillerini orten epitelyal
hiicrelerin malign proliferasyonu sonucu olusan bir hastaliktir (4). Meme kanseri
genel olarak, gelismis iilkelerde daha yiliksek bir insidansa sahiptir ve bu

tilkelerde, kadinlarda kanser nedenli 6liimlerde akciger kanserinden sonra ikinci



sirada yer almaktadir. Meme kanserinin diinyada ortalama insidanst 38-
40/100.000 olup, Avrupa’da bu oran 66-67/100.000, Tiirkiye’de ise 40/100.000
civarindadir (5, 6).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére, 1990 yil1 igerisinde 796.000
yeni meme kanserli olgu ve 314.000 meme kanserinden 6liim saptanmisken, yine
WHO’ya bagli “‘International Agency on Cancer for Research’iin’’ (IARC) 2002
yilinda ki degerlendirmesinde; bir yil igerisinde 1.152.000 yeni meme kanserli
olgu ve 411.000 meme kanserinden 6liim hesaplanmistir (5). 2012 yili verilerine
gore; diinya genelinde 1.677.000 yeni meme kanseri tanist bildirilmis olup,
508.000 kadin meme kanseri nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (7, 8).

Amerikan Kanser Dernegi’nin (The American Cancer Society) 2013 yili
tahminlerine gore; yaklasik 232.340 yeni invaziv kanser ve 64.640 yeni karsinoma
insitu tanist konuldugu ve 39.620 kadinin ise meme kanseri nedeniyle hayatini
kaybedecegi ongoriilmektedir.

Tiirkiye’de de meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olup,
kadinlarda kansere bagli oliimlerde birinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde
heniiz diizenli bir meme kanseri kayit programi olmadigindan, kesin sikliginin
belirlenmesi  zordur. Ancak mevcut verilere gore, dogu bolgelerimizde
20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu
tahmin edilmektedir. Bu siklik farkinin, iilkemizin batisindaki yasam tarzinin

Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklandigini diisiindiirmektedir (5).



2.2.1. Meme Kanserinin Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Meme kanserinin etyolojisi ve risk faktorleri tam olarak bilinmemekle

beraber; degistirilebilir risk faktorleri, degistirilemez risk faktorleri ile bazi

belirsiz ve tartismali risk faktorlerinin meme kanserinden sorumlu oldugu ileri

siiriilmektedir (9-11) (Tablo 1).

Kadin olmak ve ileri yas belirgin bir risk faktorii olmakla beraber, birgok

kadinda; risk faktorlerinin bir veya daha fazlasi varken meme kanseri

gelismemekte, baz1 kadinlarda ise higbir risk faktorii yokken meme kanseri

gelisebilmektedir.

Tablo 1. Meme Kanseri Risk Faktorleri Siniflandirilmasi

Degistirilemez Risk Degistirilebilir Risk Belirsiz Faktorler Tartismah
Faktorleri Faktorleri Faktorler
Cinsiyet Az ¢ocuk dogurma Beslenme ve vitamin Antipersipitant
Yas **QKS kullanimi alim kullanimi1

Genetik risk faktorleri
Ailede meme kanseri
hikayesi

Kiside meme kanseri
hikayesi

Irk ve etnisite

Yogun meme dokusu
Bazi iyi huylu meme
lezyonlari

Erken menstruel periyod
Gogiise radyasyon
maruziyeti

*Diethylstilbestrol
maruziyeti

Postmenopozal

hormon kullanimi

Az emzirme ya da
emzirmeme

Alkol kullanimi

Fazla kilo ya da
obezite

Azalmus fiziksel
aktivite

Cevresel kimyasallar
Tiitiin-sigara kullanimi

Gece calisma

Siityen kullanimi
Kiiretaj

Meme protezi

* Diethylstilbestrol 1940-1960 yillar1 arasinda bazi kadinlar tarafindankullanilan bir kontraseptif
ajanidir, kullanan kadinlar ve bebeklerinde meme kanseri riski artmustir.
** OKS: Oral kontraseptif (Agizdan alman dogum kontrol ilaglari) kullanimi ile meme kanseri
riskinin artabilecegi bildirilmistir.



Bu risk faktorlerinden bazilarini degistirmek miimkiin olmamakla beraber,
bazi risk faktorleri ise yasam tarzinin modifiye edilmesiyle degistirilebilir (9, 10,
12-15).

Meme kanserinden sorumlu oldugu diisiiniilen risk faktorleri kullanilarak
rolatif risk faktor skorlamasi gelistirilmistir. Bu skorlama sistemi Gail ve Claus
tarafindan diizenlenen risk faktorlerinin modifiye edilmesiyle “’The National
Comprehensive Cancer Network (NCCN)’’ tarafindan olusturulmustur. Rolatif
risk skorlamasina gore; 1.1-2.0 puan arasi: diisiik risk, 2.1-4.0 puan arasi: orta
risk, 4 puan lizeri ise: yliksek risk olarak degerlendirilmektedir (16, 17, 18).

Meme kanserinden sorumlu oldugu diisiiniilen rolatif risk faktorlerine ait
skorlama Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Meme Kanseri Risk Faktoru Skorlamast™

Meme kanseri i¢in artmms risk faktorleri

Rolatif risk >4.0  Yas (65 yas lizeri)
Biyopside atipik hiperplazi
Kalitimsal genetik mutasyonlar (BRCA1 ve/veya BRCA2)
Mamografide dansite artist
Rolatif risk 2.1-4.0  Yiiksek endojen Gstrojen ve testosteron seviyesi
Postmenopozal yiiksek kemik dansitesi
Gogiis bolgesine yiiksek doz radyasyon hikayesi
Birinci derece yakinlarinda meme kanseri 6ykiisii
Rolatifrisk 1.1-2.0  Alkol tiiketimi
Askenazi Yahudi popiilasyonu
Erken menars (<12 yas)
Uzun boy
Yiiksek sosyoekonomik seviye
Ik dogurma yasmnin geg olmas1 (>30 yas)
Geg menopoz (>55 yas)
Hig ¢ocuk dogurmamak
Cocugunun hig anne siitli almamis olmasi
Postmenopozal obezite
Bireyde endometrium, over ya da kolon kanseri dykiisii
Uzun siire postmenopozal hormon replasman tedavisi ve oral kontraseptif kullanimi

* Bu tablo 16 numarali kaynaktan alinmigtir



2.2.2. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi
Meme kanseri temel olarak, histopatolojik ozelliklerine ve molekiiler

temeline gore iki ayr1 kategoride simiflandirilmastir.

2.2.2.1. Meme Kanserinin Histopatolojik Siiflandirilmasi

Meme Kkanseri, in situ karsinom ve invaziv karsinom olmak iizere
histopatolojik olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. in situ karsinomda epitelyal
hiicreler bazal membranla ¢evrilidir, invaziv (infiltratif) karsinomda ise neoplastik
hiicreler bazal membran1 asarak stromaya geg¢mistir. WHO, meme kanserini
histopatolojik olarak Tablo 3’deki gibi siniflandirmaktadir (19, 20).

Tablo 3. Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflandirilmasi™*

in Situ Karsinom Invazivlobiiler Karsinom Nadir Gériilen

-In situ duktal karsinom - Invaziv duktal karsinom - Lipidden zengin

-In situ lobiiler karsinom - Invaziv lobuler karsinom karsinom
- Tubuler karsinom - Onkositik karsinom
-Invazivribriform karsinom - Small cell karsinom
- Mediilller karsinom - Noroendokrin karsinom

- Miisindz karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller
karsinom

- Apokrin karsinom

-Sekretuar (juvenil)
karsinom

- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Inflamatuar karsinom

*Bu tablo 19 ve 20 numaral1 kaynaklardan uyarlanarak olusturulmustur
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[ Meme kanseri |

| In situ karsinom |

| Invaziv karsinom
| Duktal || Lobiiler | | Tiibiiler |
\ |Duk‘ta1Lob1'iler | | Mediiller |
Komedo Solid Invaziv Lobiiler | Musinsz |
Kribriform | Papiller Infiltratif Duktal
Diisiik histolojik varyant
Mikropapiller
1vi diferansive Kotii diferansiye

Orta diferansiye

Sekil 2. Meme Kanserinin Histopatolojik Siniflandirmasi ve Alt Tipleri

2.2.2.2. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi

Meme kanseri 2006 yilinda molekiiler 6zelliklerine gore bes ana gruba
ayrilmigtir, 2010 yilinda ise “’Claudin-low’’ adi verilen yeni bir grup eklenmistir.
Bu siniflandirma gen ekspresyon paternlerine gore yapilmistir (19, 21, 22).

1. Bazal-benzeri: Kanserli hiicrelerde, normal meme dokusundaki bazal
epitel hiicrelerine benzeyen gen ekspresyonu mevcuttur. <Tumor protein 53
(TP53)>’ geninde mutasyonlar goriiliir. Ostrojen reseptorii negatifti. BRCA1
mutasyonu tasiyan bireylerdede bazal benzeri meme kanseri olustugu
goriilmiistiir. Bu grup meme kanserinde; kisa donem relaps ve uzak metastazlar
goriiliir (19, 21, 22).

2. Luminal A: Kanserli hiicrelerde, Luminal epitel hiicreleri ile benzer gen
ekspresyonlari oldugu i¢in bu sekilde adlandirilmiglardir. TP53 geninde mutasyon

yoktur ve ostrojen reseptori pozitiftir. Bu gruptaki hastalarin hem yasam siireleri
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daha uzundur hem de prognozlar1 daha iyidir (21). BRCA2 mutasyonu tasiyan
bireylerde Luminal A tipinde kanser gelisir (19, 21, 22).

3. Luminal B: Luminal A ile benzerdir, prognoz olarak orta grupta
smiflandirilir (19, 21, 22).

4. HER2/neu (ERBB2): Kanserli hiicrelerde HER2/neu geninin asiri
ekspresyonu ile karakterizedir. Bu gruptaki hastalarin prognozu kotidiir, yasam
stireleri diger gruptakilere gore daha kisadir ve daha ¢ok metastaz goriiliir (19, 21,
22).

5. Normal meme dokusu benzeri: Kanserli hiicrelerdeki gen ekspresyonu
normal meme dokusundaki hiicrelerin gen ekspresyonlarina benzemektedir (19).

6. Claudin-Low: Bu grup kalsiyum bagimli hiicre adezyonunda goérev
alan Claudin 3-4-7 ve E-cadherin proteinlerinin azalmis ekspresyonlari ile
karakterizedir (23).

Molekiiler siniflandirmadaki gruplarin  goriilme yiizdesi Sekil 3’de
gosterilmistir (21).

Meme kanseri

/ Normal meme benzeri (%1-2)
Luminal B (%40)

HER2/meu’dan zengin tip (%10-15)
Luminal B (%20)

) Cloudin-low (%12-14)
Bazal benzeri (%15-20)

Sekil 3. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirmasi ve Tiplerin Goriilme Sikligi
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2.2.3. Meme Kanseri ve Genetik

Diger biitiin kanserlerde oldugu gibi, meme kanseri de genetik bir
hastaliktir ve meme kanserinin molekiiler patogenezinde bircok gen rol
oynamaktadir. Hiicre siklusunun kontrol noktalarinda ve DNA onariminda gorevli
genlerde meydana gelen mutasyonlarin birikmesiyle meme kanserinin tetigi
cekilmektedir.

Bu mutasyonlar genellikle sporadik olarak, yasamin herhangi bir
zamaninda gelismektedir. Daha nadir olarak ise, ebeveynlerden <’germ-line
mutasyonlar’” olarak aktarilmaktadir. Ozellikle aile bireylerinde de meme kanseri
Oykiisii olmasi ve erken yasta ortaya ¢ikmasi (50 yasindan once) herediter kanser
ihtimalini kuvvetlendirmektedir. Herediter meme kanserinde bilinen en 6nemli
genler BRCA1 ve BRCA2’dir. Bu genlerinde mutasyon bulunan kadinlarda;
hayatlar1 boyunca meme kanseri, over kanseri ve diger baz1 kanserlere yakalanma
ihtimali artmistir. Ayrica BRCA2 geninde meydana gelen mutasyonlar erkekte de
meme kanseri ve prostat kanseri ile iligkilidir. Ayrica Cadherin 1(CDH1),
Serine/threonine kinase 11 (STK11) ve P53 genlerindeki degisikliklerin de meme
kanserine yakalanma riskini artirdigi tespit edilmistir. Bazi arastirmalarda ise
ATM, BRCAL associated RING domain 1 (BARD1), BRCAL1 interacting protein C-
terminal helicase (BRIP1), Checkpointkinase2 (CHEK2), NBN, Partner and
Localizer of BRCA2 (PALB2), RAD50, RAD51 ve Androgen reseptor (AR)
genlerinin de meme kanseri ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar
arasindan 6zellikle ATM ve CHEK2 genlerindeki mutasyonlarin meme kanseri ile

arasinda giiclii iliski oldugu gosterilmistir (24).
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2.2.4. Meme Kanserinden Sorumlu Genler
Meme kanserinin etyolojisinde hem onkogen ve hem de tiimér siipresor
genlerdeki mutasyonlar sorumlu olmakla birlikte, ¢ogunlukla tiimér siipresor

genlerde meydana gelen mutasyonlarin sorumlu oldugu goriilmektedir.

2.2.4.1. Meme kanserinden sorumlu onkogenler

Meme kanserine yol agtigi bilinen onkogenler; HER-2/neu, RAS, AKTL,
EIF-4E, Cyclin-D1 (CCND1), Cyclin-E (CCNE1), c-MYC, c-FOS genleridir.
Meme kanserinden sorumlu onkogenlerin kromozomal lokalizasyonlari,
fonksiyonlar1 ve neden olduklari diger hastaliklar Tablo 4’de 6zetlenmistir.

HER-2/neu (V-erb-b2 Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene
Homolog 2=ERBB2) Geni: Hiicre biiyiimesinde gorev alan biiyiime faktorlerinin
kodlanmasinda ve regiilasyonunda gérev alan HER-2/neu geninde olusan somatik
mutasyon meme kanserine neden olmakta ve ¢ok agresif seyretmektedir. Ayrica
metastaz yapma olasiliginin diger gruptakilere gore daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. HER-2/neu geninde olusan mutasyonlar ile beyin, over, mide ve
akciger kanserleri de olusabildigi gibi ndroblastom birlikteliginin de sik oldugu
gosterilmistir (24-26).

RAS Geni: RAS gen siiper ailesinde; H-RAS, K-RAS, N-RAS genleri ve
bunlarin alt gruplarina ait birgok gen bulunmaktadir. RAS proteinleri; hiicrelerin
bliylimesinde, hayatta kalmasinda ve farklilasmasinda gorev alan hiicre disi
sinyallerin iletilmesinde gorevlidirler (27). RAS gen siiper ailesine ait

mutasyonlarda, bagsta gastrointestinal sisteme ait kanserler goriilmekle birlikte;
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meme kanseri, tiroid kanseri ve yumusak doku kanserleri de goriilmektedir (28).
Bu kanserlerin disinda, RAS gen ailesine ait mutasyonlar; Noonan Sendromu,
Kardiyofasiyokutanéz Sendrom ve Costello Sendromundan da sorumludur (28).

V-akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1 (AKT1) Geni:
Hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda gorev alan AKT1 kinaz adi verilen
proteinin yapimindan sorumludur. AKT1 geninde meydana gelen mutasyonlarda;
Proteus sendromu, timoma ve meme kanseri goriilebilmektedir (24).

Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E (EIF4-E) Geni:
Eukaryotic translation initiation factor 4F complex protein yapisini kodlar. Bu
protein kompleksi, mRNA’nin 5’ ucundaki °’7-methylguanosine cap’’ yapisini
tanimakla gorevlidir. EIF4-E gen mutasyonlarinda; hipofarinks kanseri ve meme
kanseri meydana gelmektedir (29).

Cyclin D1 (CCND1) Geni: Siklin kinaz mediatériidiir. Hiicre siklusunda
G1’den S fazina gegiste uyarici olarak gorev almaktadir. Mutasyonlarinda; mantle
cell lenfoma, B-cell lenfoma ve meme kanseri goriilmektedir (29).

Cyclin E1 (CCNE1) Geni: CCND1 geni gibi siklin kinaz mediatortdiir ve
yine hiicre siklusunda G1’den S fazina gegiste uyarici olarak rol alir. CCNEL
geninde olusan mutasyonlarda; kronik endoftalmitis, fasial dermatozis ve meme
kanseri olugsmaktadir (29).

V-myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog (c-MYC)
Geni: Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apopitozisten sorumlu olan

fosfoprotein yapidasinda ki bir trankripsiyon faktoriinii kodlar. Mutasyonunda;
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Burkitt lenfoma, endometrium kanseri ve meme kanseri goriilebilmektedir (29,

30).

FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene Homolog (c-FOS) Geni:

Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve ¢ok nadiren de olsa apopitozisin

indiiklenmesinden sorumlu transkripsiyon faktorleri olan FOS proteinlerinin

kodlanmasindan sorumludur. ¢c-FOS geninde meydana gelen mutasyonlar;

odyojenik epilepsi, meme kanseri ve Coffin-Lowry Sendromundan sorumludur

(29, 30).
Tablo4. Meme Kanserinden Sorumlu Onkogenler ve Sorumlu Oldugu
Hastaliklar*
Gen Sitogenetik Fonksiyon Sorumiu Oldugu
Lokalizasyon Hastaliklar
HER- 17912 Tirozin kinaz reseptorii Meme kanseri, néroblastom
2/neu
(ERBB2)
RAS 3,16, 19. kromozom ve  GTPaz siiper ailesi Meme kanseri, GIS
diger kromozomlarda kanserleri, Noonan sendromu,
birgok variant Costello sendromu
AKT1 14932.32-32.33 Kinaz reseptorii Meme kanseri, Proteus
sendromu, timoma
EIF-4E 4021-25 Okaryotik translasyon Meme kanseri, farinks
baslatic1 faktor kanseri, larinks kanseri
CCND1 11913 Hiicre siklus mediatorii Meme kanseri, mantle cell
lenfoma, B-cell lenfoma
CCNE1 19q12 Hiicre siklus mediatorii Meme kanseri, fasial
dermatozis, kronik
endoftalmitis
c-MYC 8024.21 Transkripsiyon faktorii Meme Kkanseri, Burkitt
Lenfoma, Endometrium
kanseri
c-FOS 14924.3 Transkripsiyon faktor Meme kanseri, odyojenik

kompleks, ¢ok nadiren
apopitozis indiiklenmesi

epilepsi, Coffin Lowry
Sendromu

*Bu tablo 30, 31, 32 numarali kaynaklardan uyarlanarak olusturulmustur
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2.2.4.2. Meme kanserinden sorumlu timér siipresor genler

BRCAL1 ve BRCA2 genleri, ailesel meme kanserinden sorumlu olmakla
beraber tiim meme kanserlerinin yaklasik %5’inden sorumlu tutulmaktadir
(BRCA1 ve BRCA2 genleri boliim 2.3’de detayli olarak anlatilmistir). BRCAL ve
BRCA2 genlerinin disinda, meme kanserinden sorumlu oldugu bilinen diger bazi
Oonemli timor siipresor genler; AR, ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK?2,
DIRAS3, ERBB2, NBN, PALB2, RAD50, STK11, P53 ve PTEN genleridir (24,32).
Bu genlerin kromozomal lokalizasyonlari, fonksiyonel gorevleri ve sorumlu
oldugu hastaliklar Tablo 5’de 6zetlenmistir.

Androgen Reseptor (AR) Geni: Androjen iiretiminde gorev alan bir
proteini kodlar. AR geninin sebep oldugu androjen duyarsizlik sendromunda, AR
geninde tek niikleotid degisimi, delesyon ve insersiyon olmak iizere 600 farkli
mutasyon bildirilmistir. AR geninde 10-36 arasinda tekrar sayist olan CAG tekrar
dizisi bulunmaktadir. Bu CAG tekrar dizi sayisindaki artiglarin (38-60 CAG
tekrar1); Spinal ve Bulbar Miiskiiler Atrofi, Androjenik Alopesi, prostat kanseri,
endometrium kanseri ve meme kanseri riskinde artisga neden olabilecegi
bildirilmisgtir (24-26).

Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) Geni: ATM geni basta sinir
sistemi ve immiin sistem olmak {izere, hiicrelerin normal gelisim ve
fonksiyonlariin siirdiiriilmesinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Ayrica DNA ¢ift
zincir kiriklarinin onariminda gorev alan proteinlerin koordinasyonunda onemli
bir role sahip olmasi nedeniyle kanser arastirmacilarinin en g¢ok ilgi duydugu

genlerden birisi olmustur. ATM genindeki mutasyon sonucu olusan hastaliklar
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arasinda en iyi bilineni Ataksia Telanjektazidir. ATM geninin ayrica meme, mide,
pankreas, mesane, akciger ve ovaryum kanserlerinden de sorumlu oldugu bazi
calismalarda gosterilmistir (24-26).

BRCAL associated RING domain 1 (BARD1) Geni: BRCAL geni, RING
Domainler araciligiyla hiicre icerisinde en ¢ok BARD1 geni ile etkilesim
halindedir. BARD1 ve BRCA1 geni, DNA onariminda beraber gorev almaktadir.
BARD1 geni mutasyonu da, BRCA1 geni gibi meme kanseri igin 6nemli bir
genetik risk faktoriidiir (24-26, 33).

Tumor protein p53 (TP53) Geni: TP53 geni; {irettigi protein ile
kontrolsiiz ve ¢ok hizli biiyliyen hiicrelerdeki hiicre siklusunu regiile ederek,
meydana gelebilecek kanserlesmeyi Onleyen bir tiimor siipresér gendir. Hiicre,
cesitli mutajenlerle karsilastigi zaman, eger hasar onarilabilir diizeyde ise TP53
geni DNA tamir genlerini harekete gegirmekte, eger onarllamaz diizeyde ise bu
durumda TP53 geni, hiicreyi apopitozise yonlendirmekte ve tiimor gelisimini
onlemeye yardimci olmaktadir. Sahip oldugu bu gorevlerden dolayr TP53 genine
“genomun koruyucusu’’ adi verilmistir. TP53 genindeki mutasyonlar sonucu
bircok dokuda kanser gelisebilmektedir. Ayrica TP53 mutasyonlari; meme
kanseri, mesane kanseri ve ozellikle Li Fraumeni sendromundan sorumlu
tutulmaktadir (24-26).

BRCA1 Interacting Protein C- terminal Helicase (BRIP1) Geni:
Hasarli DNA’nin  onariminda gorev alan bir¢ok proteinin kontroliini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda kontrolsiiz hiicre boliinmesine kars1 koruyucu etkisi

olan bir tiimor siipresor gendir. Hiicre c¢ekirdeginde BRIP1 proteini ile BRCA1
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proteini etkilesime girerek, DNA ¢ift zincir kirtk onariminda beraber gorev alirlar.
BRIP1 genindeki mutasyonlar meme kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoridiir.
BRIP1 genindeki bazi mutasyonlarin Fankoni anemisinden sorumlu oldugu da
bilinmektedir (24-26).

Cadherin 1 (CDH1) Geni: En iyi bilinen cadherin proteini olan Epitelyal
E-cadherin proteinini kodlar. E-cadherin proteini, hiicre igerisinde kimyasal
sinyaller araciligiyla olusan hiicre hareketini kontrol etmekte ve bu olayda gorev
alan bazi genlerin aktivitesini diizenlemektedir. Ayn1 zamanda tiimor siipresor gen
olarak da hareket ettigine inanilmaktadir. Bazi arastirmalarda CDH1 genindeki
mutasyonlarin lobiiler meme kanseri riskini artirdigi gosterilmistir. Ayrica CDH1
geninde meydana gelen 50°den fazla mutasyon ““ herediter diffiiz gastrik™ kansere
de yol agmaktadir (24-26).

Checkpointkinase2 (CHEK2) Geni: Timor siipresor gen gibi
davranmaktadir. DNA hasarinda veya DNA zincir kiriklarinda CHECK2 geni
aktive olmaktadir. DNA hasar1 oldugu zaman CHEK2 proteini, basta TP53
proteini olmak {izere bir¢cok protein ile etkilesime girmekte ve hasart onarmak
yoluyla ya da apopitozisi indiikleyerek hiicreyi kanserden korumaya
caligmaktadir. CHEK2 geninde meydana gelen mutasyonlar ile meme kanseri, Li-
Freumani sendromu, bir¢ok herediter ve sporadik kanser tiiri meydana
gelebilmektedir (24-26).

GTP-binding RAS-like3 (DIRAS3) Geni: DIRAS gen ailesine ait genler,
hiicre biiylimesi ve matlirasyonunda goérev alan proteinleri kodlamaktadir.

DIRAS3 proteini de DIRAS ailesindeki diger proteinler gibi, hiicre biiyiimesi ve
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matiirasyonunu baskilamaktadir. DIRAS3 geni bu fonksiyonu ile tiimor siipresor
gen gorevi yapmaktadir. DIRAS3 geni, meme ve over hiicrelerinde hiicre siiklusu,
hiicre hareketi ve anjiyogenezisde gorev alan proteinlerin yapimimi kontrol
etmektedir. DIRAS3 geninin bir diger onemli oOzelligi de sadece paternal
kopyasinin fonksiyonel olmasidir. DIRAS3 geninin paternal kopyasimin kaybi ya
da inaktivasyonunda meme kanserinin yani sira, over kanseri, pankreas kanseri,
akciger kanseri ve follikiiler tiroid kanseri goriilebilmektedir (24-26).

Nibrin (NBN) Geni: Genin kodladigi Nibrin proteini basta hasarli DNA
onariminda olmak iizere birgok 6nemli hiicresel olayda fonksiyon gormektedir.
NBN geni; MRE11A ve RAD50 genleriyle etkilesime  girerek
MRE11A/RADS50/NBN kompleksini olusturmaktadir ve olusan bu kompleks yap1
ATM geni ile etkilesime girerek 6zellikle DNA ¢ift zincir kiriklarinin onariminda
gorev almaktadir. NBN geninde meydana gelen mutasyonlar ile; biiyiime geriligi,
tekrarlayan enfeksiyonlar ve bazi kanserlere yatkinlik ile karakterize ‘’Nijmegen
kirtkk sendromu’’ olugmaktadir. NBN genindeki c¢.657661del5 heterozigot
mutasyonunun meme kanseri riskini ti¢ kat arttirdig1 diisiiniilmektedir. Yine NBN
geninde mutasyon tasiyan bireylerde; 10semi, prostat kanseri, over kanseri ve
malign melanom gelisme olasiliginin arttig1 bilinmektedir (24-26).

Partner and localizer of BRCA2 (PALB2) Geni: BRCA2 geni ile
etkilesime girerek, DNA hasariin onariminda ve kontrolsiiz hiicre boliinmesinin
kontroliinde tiimor siipresor gen olarak gorev yapmaktadir. PALB2 geni, FANC
(Fanconi anemia complementation groups) gen ailesinin iiyesidir. PALB2 geninde

olusan on farkli mutasyon meme kanseri ile iligkili bulunmustur. Mutasyon

20



sonucu olusan kusurlu protein, BRCA2 proteini ile etkilesime girememekte ve
boylece kanser olusumu i¢in zemin hazirlanmaktadir. PALB2 geninin, iki mutant
kopyasi ile Fankoni anemisi tip N (FA-N) olusmaktadir. Fankoni anemisi olan
bireylerin; basta Willms tiimorii ve medullablastoma olmak iizere ¢esitli kanser
tirlerine yatkin olduklar1 bilinmektedir (24-26).

RAD50 homolog (S. cerevisiae) (RAD50) Geni: MRE11A ve NBN geni
ile kompleks olusturarak, 6zellikle DNA ¢ift zincir kiriklarinin onariminda gorev
almaktadir. RAD50 geni mutasyonlari ile meme kanseri arasindaki iligki agisindan
celiskili arastirma sonuclar1 bulunmaktadir. Bazi1 arastirma sonuglarinda; RAD50
mutasyonlar1 ile meme kanseri riskinde artis oldugu bildirilmekle birlikte, bazi
arastirma sonuglarinda bu iliski bulunamamis ve bunun meme kanseri i¢in genetik
bir risk olmadigina inanilmistir (24-26).

RAD51 recombinase (RAD51) Geni: Hiicre siklusunun dinlenme fazinda
DNA’ya baglanarak hasarli DNA onariminda gorev almaktadir. DNA onariminda
RAD51’in baglanmast ¢ok o6nemli bir adimdir. RAD51, BRCA1l ve BRCA2
proteinleri ile ayn1 yolakta gorev almakta, ancak asil olarak BRCA2 ile etkilesime
girmektedir. RAD51 geninde olusan bazi degisiklikler meme kanseri riski ile
iliskili bulunmustur. Bu degisliklerin, 6zellikle BRCAL ve BRCA2 geninde
mutasyon tagiyan kadinlarda riski artirmak adina anlamli oldugu diisiiniilmektedir
(24-26).

Serine/threonine kinase 11 (STK11) Geni: Aym zamanda LKB1 olarak
da bilinen bu gen, serin/treonin kinaz 11 adi verilen bir enzimin yapimindan

sorumludur. Bu enzimin hiicreleri apopitozise tesvik edici 6zelliginin yan1 sira,
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hiicrelerde enerji kullaniminin diizenlenmesinde de 6nemli gorevleri vardir. Bu
enzimin, ozellikle gastrointestinal sistem, endometrium, over ve meme dokusu
hiicrelerinde 6nemli gorevleri vardir. Arastirmacilar, kansere yatkinlik riskini
onemli oranda artiran hamartomatéz poliplerle karakterize olan ve meme
kanserinin de bir parcas1 olabildigi, “Peutz-Jeghers sendromuna” STK11
genindeki 200°den fazla mutasyonun neden oldugunu belirlemislerdir (24).

STK11 genindeki kalitsal mutasyonlar, tiim meme kanseri vakalarinin
sadece kiigiik bir kismini olugturmaktadir. Ayrica STK11 genindeki mutasyonlar;
pankreas kanseri, akciger kanseri ve malign melanoma da neden olabilmektedir

(24-26).
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Tablo5. Meme Kanserinden Sorumlu Tiimor Siipresor Genler ve Neden Oldugu

Hastaliklar
Gen Sitogenetik Fonksiyonel Gorevi Sorumlu oldugu hastahiklar
Lokalizasyonu

BRCA1 17921 TUmér stipresor Meme kanseri, over kanseri,
prostat kanseri

BRCA2 13g12.3 Timor siipresor Meme kanseri, erkekte
meme kanseri, prostat
kanseri, pankreas kanseri,
Fankoni anemisi tip D1

AR Xq12 Androjen tiretimi Meme kanseri, prostat
kanseri, endometrium
kanseri, Androjen
duyarsizlik sendromu,
androjenik alopesi, spinal-
bulber miiskiiler atrofi,

ATM 11922-g23 DNA cift zincir kirtk onarimi, Meme kanseri, Ataksia

sinir sistemi ve immiin sistem telenjektazi
normal gelisimi

BARD1 2034-935 DNA tamir mekanizmasi Meme kanseri

BRIP1 17922.2 DNA cift zincir kirtk onarimi, Meme kanseri, Fankoni

timor stipresor anemisi

CDH1 16qg22.1 Tiimor siipresor, hiicre hareket ~ Meme kanseri, herediter

kontrolii diffliz gastrik kanser

CHEK?2 22g12.1 Timor siipresor Meme kanseri, prostat
kanseri, akciger kanseri,
kolon kanseri, bobrek
kanseri, Li-Fraumeni
sendromu

DRAS3 1p31 Timor stipresor Meme kanseri, over kanseri

ERBB2 17q12 Biiyiime faktorlerinin Meme kanseri, over kanseri,

diizenlenimi mide kanseri, akciger
kanseri, néroblastom,

NBN 8921 DNA ¢ift zincir kirik onarimi Meme kanseri, over kanseri,
prostat kanseri, malign
melanom, 16semi, Nijmegen
kirik sendromu

PALB2 16pl12.2 DNA tamir mekanizmasi, Meme kanseri, Fanconi

timar slipresor anemisi, Willms timord,
medullablastom

RAD50 5931 DNA cift zincir kirtk onarimi Meme kanseri?

RAD51 15915.1 DNA tamir mekanizmasi Meme kanseri

STK11 19p13.3 Timor stipresor, hiicrede enerji ~ Meme kanseri, pankreas

kullanimini diizenleme kanseri, malign melanom,
Peutz-Jeghers sendromu
TP53 17p13.1 Timor siipresor Meme kanseri, mesane

kanseri, osteosarkom,
adrenal karsinom,
rabdomyosarkom, Li-
Fraumeni sendromu
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2.2.5. Ailesel Meme Kanseri

Meme Kkanserleri, biiyilk oranda sporadik vakalar olmasina ragmen
yaklasik %5-10 oraninda ailesel meme kanserleri seklinde ortaya c¢ikmaktadir.
Birinci derece yakinlari1 arasinda meme kanseri bulunan bir kadinda, hayat boyu
meme kanseri gelisme riski ii¢ kata kadar, birden fazla birinci derece yakininda
meme kanseri bulunan bir kadinda ise bu risk on kata kadar, kirk yasindan énce
meme kanseri olan bir kadmin, birinci derece akrabalarinda ise bu risk daha da
artmaktadir (3). Ozellikle erken baslangicli ailevi meme kanserli olgularda yapilan
baglanti analizi ¢alismalarinin sonucunda, BRCA1l ve BRCA2 genlerinin
kesfedilmesi saglanmistir. BRCAL geni, otozomal dominant ailevi meme
kanserlerinin yaklasik yarisindan, BRCA2 geni ise licte birinden sorumludur. Bu
genlerinin herhangi birisinde mutasyon tasiyan kadinlarin, yasamlarinin herhangi
bir doneminde meme Kkanserine yakalanma riski %50 ile %80 arasinda
degismektedir. Sonu¢ olarak; BRCAL ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin,
kalitsal meme kanseri icin yiiksek bir risk olusturdugu bircok caligmada

gosterilmistir (3, 34-36).

2.2.5.1. BRCA1 ve BRCAZ mutasyon analiz endikasyonlar1

Ailenin diger bireyleri ya da risk altindaki kisiler i¢in olas1 erken tani ve
proflaktik tedavinin zamaninda uygulanabilmesi i¢in; biitiin kanserlerde oldugu
gibi, meme kanserinin de, sporadik mi yoksa ailesel mi olup olmadiginin ayirt
edilmeye calisilmasi ¢ok 6nemlidir. Bunun i¢in NCCN tarafindan, ailesel meme

kanserini diisiindiirecek bazi1 kriterler belirlenmistir. Bu kriterlerden en az bir
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tanesine sahip bireylerde, BRCAL ve BRCA2 genlerine yonelik mutasyon analizi
yapilip, genetik danisma verilmesi onerilmektedir.
NCCN tarafindan hazirlanan kilavuza gore belirlenen kriterler sunlardir;

¢ Kendisinde meme ya da over kanseri olan kadinlar

e Kendisinde over kanseri olan ve birinci ile ikinci derece akrabalarinda
meme ya da over kanseri Oykiisii olan kadinlar

e Kendisinde 50 yas 6ncesi meme kanseri ortaya ¢ikan kadinlar ve birinci
ile ikinci derece akrabalarinda over kanseri oykiisii olan kadinlar ya da
erkek bir akrabasinda meme kanseri olanlar

e Birinci ile ikinci derece akrabalarinda BRCA1/BRCA2 geninde
mutasyon saptanmis olan kadinlar (10).

Ulkemizde de Saglik Bakanligi’min 18.10.2011/B.10.0.THG.0.83.02.00-

010.05 tarih/sayili komisyon toplantisinda alinan kararla, NCCN tarafindan
belirlenen kriterlere uyularak, BRCA1 ve BRCA2 genlerine yonelik mutasyon

analiz endikasyon sartlar1 belirlenmistir.

2.3. BRCA1 ve BRCA2 Genleri

BRCA1 ve BRCA2 genleri asil olarak, DNA ¢ift zincir kiriklarinin
onariminda gorev alan DNA tamir genleridir. BRCAL geni, 17. kromozomun g21
bolgesinde lokalize bir tiimor siipresor gendir (Sekil 4). BRCAL geninde olusan
mutasyonlar; kalitsal meme kanserlerinin %40’indan, kalitsal meme ve over
kanserlerinin ise %80’inden sorumludur. BRCA2 geni ise 13. kromozomun q12.3
bolgesinde lokalize bir tiimor siipresor gendir (Sekil 4). BRCA2 geninde meydana
gelen mutasyonlar ise kaltsal meme kanserlerinin yaklasik 1/3’tinden sorumludur

(37).
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Sekil 4. BRCAL ve BRCA2 Genlerinin Sitogenetik Lokalizasyonlari

BRCA1 geninde mutasyon tasiyan bir kadinda, yasam boyu meme kanseri
gelisme riski ortalama %57 oranindadir. BRCA2 geni igin ise bu oran yaklagik
%49’dur. Ayrica, BRCA1 mutasyonlar1 kadinlarda yasam boyu over kanseri
gelisme riskini %40 artirirken, BRCA2 gen mutasyonlari bu riski %18 oraninda
artirmaktadir. BRCA2 geninde mutasyon tasiyan erkeklerin %7’sinde meme
kanseri ortaya ¢ikmakla birlikte, prostat kanseri riski de artmustir (37).

BRCA1 ve BRCA2 genleri susturulmus fare modellerinde (gene knockout
mouse), DNA’da hasar olusturan ajanlara Karsi1 asir1 artmis bir hassasiyet oldugu

gosterilmistir (38).

2.3.1. BRCA1 Geninin Yapisi

BRCAL geni, tiimor siipresor genlerin caretaker (bakici) alt grubuna
dahildir. BRCAL geni, bir tanesi kodlanmayan (non-coding), 22 tanesi kodlanan,
(coding) toplam 23 ekzondan olusur. BRCAL geninden eksprese olan proteinlerin

%60’1indan sorumlu olan 10. ekzon en biiyiikk ekzondur (39). BRCA1 geni bir
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timor siipressor gen gorevi yaparak, genomik stabilitenin devamliliginda
gorevlidir ve iyonize radyasyona oldukga duyarlidir (40-42). BRCAL geni, hiicre
¢ekirdeginde bulunan 1863 a.a’lik 220 kDa agirhiginda bir fosfoproteini
kodlamaktadir. Bu fosfoprotein; diger bazi timoér siipresor proteinler, DNA
hasarinda gorev alan ve sensoOr vazifesi goren molekiiller ve bazi sinyal iletim
proteinleri ile beraber BASC (BRCA1l-associated genome surveillance complex)
olarak adlandirilan, BRCA1 ile iliskili genom denetim birimi denilen yapiy1
olusturmaktadir (40-42). BRCAL geninden eksprese edilen protein, histon
deasetilaz kompleksi ile etkilesime girerek ve RNA polimeraz Il enzimi ile, C-
terminal domaini aracilifiyla baglanarak, trankripsiyon sirasinda olusabilecek
DNA c¢ift zincir kiriklarinin onariminda ve rekombinasyonel degisikliklerde gorev
almaktadir (40-41). BRCAL geninin, C-terminal ve N-terminal u¢ bdlgelerinde,
birgok proteinin baglandig:1 ve etkilesime girdigi, BRCT ve RING domaini ad1

verilen iki 6nemli bolge bulunmaktadir (36) (Sekil 5).

2.3.2. BRCA1-BRCT Domaini
BRCAL geninin C-terminal ucunda, BRCT domaini olarak adlandirilan
bolgeye, hiicre dongiisii kontrol noktasinda gorev alan birgok protein ve aminoasit
dizileri baglanmaktadir (33-36). BRCAL-BRCT domaini basta transkripsiyonel
aktivasyon ve kromatin diizenlenmesi olmak {izere, bir¢ok hiicresel islevde gorev
almaktadir. Ancak BRCA1-BRCT domaini esas olarak; Abraxas, BTB and CNC
homology 1 basic leucine zipper transcription factor 1 (BACH1), CTIP, RNA

Polimeraz Il, P300, histone deacetylase 1/histone deacetylase 2
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(HDACI/HDACII), COBRA1, Triiodothyronine Receptor Auxiliary Protein
(TRAP220), Four And A Half LIM Domains 2 (FHL2), P53 proteinlerinin
etkilesimi igin ylizey olusturmaktadir (36,43). BRCT domainine baglanarak etki
gosteren en 6nemli molekiillerin basinda ise; RNA Helikaz A, CTIP ve Histon
deasetilaz enzimi gelmektedir (36). BRCT domainini 6nemli hale getiren en
onemli olay ise; kanser yatkinligina neden olan truncated mutasyonlarin (protein
sentezinin erken sonlanarak, kisa bir proteinin olusmasi) bu bolgede goriilmesidir

(33-40).

2.3.3. BRCA1 RING Domaini

BRCA1 proteinin N-terminal ucunun hemen yakininda ¢inko parmak
dizileri vardir ve bunlar BRCAL1 RING Domaini olarak adlandirilmaktadir (44).
Cinko parmak yapisi, Cys3HisCys4 aminoasit motifini igermektedir. Cinko
parmak igeren tiim proteinler, E3 ubiquitin ligaz gibi ubiquitinasyon yolaklarinda
rol almaktadir. Bu yapt korunmus, saglam bir yapidir ve aminoasit
kompozisyonundaki her degisim, BRCA1l proteininin baglanma o6zelliklerini
degistirmektedir (42, 45, 46). Bu bolgenin, tam olarak tanimlanmis bir fonksiyonu
olmamasia ragmen, heterokromatin korunmasi ve spermatogenezde gorev
aldigina dair ¢alismalar mevcuttur (44). Asil 6énemli olan ise bu bolgenin BRCT
domain bolgesi gibi, iyonize radyasyona ve diger mutajen ajanlara duyarl
olmasidir. Her iki motifin yapisi filogenetik siirecte korunmustur. Bu bolgelerdeki
missense (yanlis anlamli) mutasyonlar, erken baslangicli meme kanseri igin

predispozan faktér olusturmaktadir. Bu bolgeler, BRCA1l tarafindan
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gergeklestirilen tiimor slipresyonunda kritik bolgeler olarak kabul edilmektedir
(47). BRCT ve RING domainlerinin BRCA1 geni iizerindeki konumlar1 ve

fonksiyonlar1 Sekil 5°de 6zetlenmistir.

5 RING BRCT 3
Ubiquitin baglanmast Fosfoprotein etkilesimi
Heterokromatin diizenlenimi Heterokromatin diizenlenimi
Spermatogenezis Spermatogenezis

DNA Onarimi
Tumor stipresyon

Sekil 5. BRCA1 Geninin BRCT ve RING Domainlerinin Karsilikli Konumu ve

Bilinen Fonksiyonlar1 (44 numarali kaynaktan alinmigtir)

2.3.4. BRCA2 Geninin Yapist

Kromozom 13g12.3 bolgesinde lokalize olan BRCA2 geni de BRCAL geni
gibi oldukca biiyiik bir gendir. BRCA2 geni 27 ekzonlu olup, 3418 aminoasitten
olusan 384 kDa agirliginda bir proteini kodlar (48). BRCA2 geni, DNA
hasarlarinin onariminda ve hiicre siklusunun kontrol noktalarinda gorev alarak,
hem gatekeeper hem de caretaker grubu tiimor siipresér gen gorevi yapmaktadir
(48-50). BRCA2 geninin 11. ekzonunda, 30-80 aminoasitten olusan “’BRC tekrar
dizileri’> adi verilen sekiz tekrar dizi kopyasi mevcuttur (48-51). Deneysel
caligmalar, BRC tekrar dizilerinin, (6zellikle de BRC1 ve BRC4 dizilerinin)

RADS51 geninin niikleer baglanma bolgesi oldugunu gostermektedir (52).
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BRCA2 proteini, en ¢ok RADS51 proteini ile etkilesim halindedir. Bu
proteinlerin etkilesimi homolog rekombinasyon, DNA onarimi ve genomik
stabilitenin devami agisindan 6nemlidir (53). BRCA2 geninde meydana gelen
mutasyonlar, genin herhangi bir ekzonunda olabilir ve ¢ogunlukla truncated
mutasyona neden olarak, protein sentezinin prematiire sonlanmasi ile

sonug¢lanmaktadir (48).

2.3.5. BRCA1 ve BRCA2 Mutasyonlar1

BRCA1 geni ig¢in 1600’den fazla, BRCA2 geni igin ise 1800’den fazla
mutasyon bildirilmistir (31). Bu mutasyonlarin biiyikk ¢ogunlugu; kiigiik
insersiyon ve delesyonlarla olusan ‘“frameshift’’ (¢erceve kaymasi) mutasyonlar,
“‘truncated’” mutasyonlar ve splicing bolgesinde olusan mutasyonlardir (42). Alu
dizilerinin varlig1 nedeni ile BRCA2 genine oranla, BRCA1 geninde delesyon ve
duplikasyonlar daha fazladir (42, 54). BRCAL1 genindeki mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu 10. ekzonda yer almaktadir. BRCA1 genindeki mutasyonlarin yaklagik
1/3’{inii olusturan biiyiik genomik yeniden diizenlenmeler BRCAL geni ile BRCAL
pseudogeni arasindaki homolog rekombinasyonlarin sonucudur (42, 55).

BRCA2 geninde goriilen mutasyonlar ise en ¢ok 10. ve 11. ekzonda
goriiliip, bu mutasyonlar insersiyon ve delesyonlar sonucu olugan ‘‘missense’’ ve
““truncated’’ mutasyonlardir. Bu ekzonlardaki mutasyonlarin sik gorildigi bu
bolgeler; ¢ift zincir kirik onarim domaini, hiicre i¢i sinyal bdlgeleri ve RADS51’in
baglandigi, C-terminal bolgesindeki baglanma motifini olusturdugu igin, Kritik

oneme sahiptir (42, 56). Ayrica BRCA2 geninin 11. ekzonunda yeralan ‘‘overian
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cancer cluster region (OCCR)’’ bolgesi mutasyona ugradiginda over kanseri
riskinin arttig1 distiniilmektedir (42). Bu bolgedeki mutasyonlarda over kanseri
riskinin %19.5, bu bolge disindaki mutasyonlarda ise %10.5 artabilecegi
bildirilmistir (57). BRCA1 ve BRCA2 genlerinde sik goriilen mutasyonlarin

ekzonlara gore dagilimi Sekil 6’da 6zetlenmistir.

BRCAL
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Sekil 6. BRCA1 ve BRCA2 Genlerinde Sik Goriilen Mutasyonlarin Ekzonlara

Gore Dagilimi

2.3.6. BRCA1 ve BRCA2 Gen Mutasyonlarinin Toplumlara Goére
Insidanslar
Farkli popiilasyonlar ve farkli etnik gruplarda, BRCA1 ve BRCA2
genlerinde meydana gelen mutasyon sikligi degisiklik gostermekle birlikte,
BRCAL1 geninde en sik goriilen mutasyonlar 5382insC ve 185delAG iken; BRCA2
geninde en sik goriilen mutasyon 6174delT‘dir. BRCAL1 ve BRCA2 genlerinde
olusan mutasyonlara bagli herediter meme kanserinin en sik goriildiigii toplum
olan Askenazi Yahudileri'nde yapilan mutasyon siklik calismasinda BRCA1

geninde en sik olarak 185delAG (%1.09) ve 5382insC (%0.13); BRCA2 geninde
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ise 6174delT (%1.52) mutasyonlar1 saptanmustir (50). Ailesel meme kanseri olan
Izlandal1 kadinlarin % 0.6’sinda BRCA2 geninde 999del5 mutasyonu saptanmistir
(58).

Tiirk toplumuna yonelik ailesel meme kanseri hikayesi pozitif hastalarda
yapilan mutasyon analiz ¢alismalar1 arasinda, ilki Yazici ve arkadaslarinin 2000
yilinda yaptiklar1 ¢calismadir. Bu c¢alismada 53 hasta degerlendirilmistir ve Tiirk
toplumuna ait BRCA1 ve BRCA2 genlerinde insidansin fazla oldugu spesifik bir
mutasyon saptanmamistir (59). Manguoglu ve arkadaglarinin 2003 yilinda
yaptiklar1 bir baska c¢alismaya; meme ve over kanseri agisindan yiliksek risk
tastyan 106 hasta ve prostat kanseri agisindan yiiksek risk tasiyan 50 hasta dahil
edilmistir. Bu ¢alismada da BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde belirgin insidans artisi
gosteren bir mutasyon saptanmamustir (60). Purcu ve arkadaslarinin 2013 yilinda
aile hikayesi pozitif olan, 25 kadin hastada yaptig1 ¢calismada ise; 4’1 ayni1 aileden
olmak tizere 5 hastada BRCAL geninde 5382insC mutasyonu saptanmis, diger
hastalarda ise farkli bolgelerde mutasyonlar saptanmustir (61).

Bu durum, Tirk popiilasyonunda insidans artisi  gOsteren
mutasyon/mutasyonlar ~ olmadigin1  gostermektedir. ~ Amerika  Birlesik
Devletleri’nde bulunan Myriad Genetic Laboratories’te  1996-2006 yillar
arasinda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon belirlenmis, 5840 bireyde
yapilan bir ¢alismadan elde edilen verilere gore farkli etnik gruplarda goriilen

mutasyonlarin dagilim yiizdesi Tablo 6’da 6zetlenmistir (62).
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Tablo 6. Etnik Gruplara Gore %2’den Fazla Prevelansa Sahip Tekrarlayan

Mutasyonlarin Dagilimi™*

Etnisite BRCA1 BRCA2 Mutasyon yiizdesi
Bati Avrupa (N=4389)
5385insC 228(5.2)
187delAG 128(2.9)
C61G 101(2.3)
6kb exon13ins 95(2.1)
IVS5-11T>G 90(2.1)
4184del4 89(2.0)
Afrika (N=279)
943ins10 28(10.0)
M1775R 22(7.9)
5296del4 16(5.7)
IVS13+1G>A 12(4.3)
IVS16+6T>C 10(3.6)
Orta Avrupa (N=550)
5385insC 82(14.9)
C61G 36(6.4)
6174delT 25(4.5)
187delAG 23(4.2)
Q563X 15(2.7)
Kizilderili (N=105)
187delAG 7(6.7)
5385insC 4(3.8)
Asya (N=184)
L63X 6(3.3)
R2494X 5(2.7)
Q1037X 4(2.2)
187delAG 4(2.2)
Latin Amerika (N=287)
187delAG 35(12.2)
A1708E 14(4.9)
R71G 13(4.5)
3492insT 12(4.2)
2552delC 11(3.8)
E1308X 10(3.5)
3148delCT 10(3.5)
Ortadogu (N=46)
187delAG 7(15.2)
Ca4F 5(10.9)
Y978X 3(6.5)
L63X 6(7.6)

N: Caligmaya katilan hasta sayisi
*Bu tablo 62 numarali kaynaktan alinmistir
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2.4. Meme Kanserinde Etik ve Genetik Danisma

BRCA1/BRCA2 genlerinde mutasyon tasiyan kadinlara, dogru ve anlasilir
genetik danisma verilmesi ¢ok oOnemlidir. BRCA1/BRCA2 mutasyon analizi
sonuglarina gore, genetik uzmanlari tarafindan verilen genetik danisma ile testin
uygulandigr bireyin ve yakinlarinin sahip olduklar: risk anlatilmaktadir. Hastalar
tarafindan, kansere yatkinligi belirleyen genlerin arastirilmasi ve bununla ilgili
danigsmanlik almak {izere genetik tani merkezlerine bagvurular giderek
artmaktadir. Bunlar arasinda 6zellikle BRCA1 ve BRCA2 genlerine bagl ailesel
meme kanserinde, genetik analiz ve danigsmanligin ayr1 bir mediko-sosyal 6nemi
bulunmaktadir. Bireyin kendisinin ve yakin akrabalarinin kansere yatkinlik
genlerinin arastirilmas1 c¢ok tartisilan bir konudur. Ornegin riske sahip olan
kisilerin akrabalarinin hekim tarafindan uyarilmasi, hasta-hekim iligkisinin bir
anahtar1 olan gizlilik ilkesi agisindan degerlendiriliginde ¢eliskili bir durum
olusmaktadir (63). Ozellikle meme kanserinde daha belirgin olmak iizere,
mutasyon tasiyicisi bireyler, farkli sekil ve derecelerde genetik ayrimciliga maruz
kalabilmektedir. Risk altindaki bazi kisiler ise bu ayrimciliga maruz kalmamak
icin BRCA1/BRCA2 genlerine yonelik mutasyon analiz testlerinden
vazgecebilmektedir. T1p diinyasi, hastalar ve genel toplum bu ayrimcilikta degisik
derecelerde aktif olarak rol almaktadir. Bu nedenle, bir¢ok gelismis {tilkede
hastalar ya da risk altindaki bireyler sigorta sirketleri ve isverenler tarafindan
uygulanabilecek genetik ayrimeciliga karst korunmaktadir. Ayrimciligin ortadan
kalkmasi1 ya da en aza inmesi i¢in, yasalar nihai ¢6ziim olmamakla birlikte, derin

kiiltiirel degisimler gerekmektedir (63).
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BRCAL1/BRCA2 genlerinde mutasyon tasiyan kadinlara uygulanabilecek
erken tani, takip, ilagla koruma ve cerrahi proflaksi imkani1 saglamaktadir. Bu
nedenle; bireye ve yakinlarina sahip olduklar1 riski anlatirken morbidite ve
mortaliteyi azaltmak i¢in Onleyici ve/veya risk azaltma stratejilerine kadinlarin
ilgisini artirmak amaciyla biyopsikososyal faktorleri de ele alarak, hasta ya da
tasiyici bireylerin maruz kalabilecegi genetik ayrimciligit en aza indirmeye
caligmak gerekmektedir (63). BRCA1/BRCA2 gen analiz sonucu hastaya
anlatilirken; olas1 sonuglarla ilgili 6ngorii giiciiniin sinirlt oldugunun, penetrans
artisinin ve azaliginin ne anlama geldiginin, heniiz etkisi tanimlanamamis yeni bir
Mmutasyon saptanma olasiliginin énemi belirtilmelidir. Bunlarin yani sira kansere
yol acan c¢evresel etkenlerin Oneminin de anlasilir bir sekilde belirtilmesi
gerekmektedir (63).

Kansere yol acan mutasyonlarin saptanmasi ve tiim genom analizlerindeki
ilerlemeler, dogrudan tiiketiciye yonelik tarzda testlerin gelismesine olanak

saglamaktadir (63).

2.4.1. Genetik Bilgilendirme

Genetik bilgilendirme, hastanin kendisine ve/veya dordiincti dereceden
akrabalarina kadar uygulanan; genetik test ve bunun sonrasinda genetik danismay1
kapsamaktadir. Bu nedenle genetik bilginin, diger tibbi bilgilere gore ¢ok 6zel bir
yonii vardir ve testin uyulandigi bireyler disinda, aile bireyleri i¢inde ayrica 6nemi
bulunmaktadir. Genetik bilgi bu 6zelliklerinin disinda; genetik ayrimciliga yol

acabilmesi nedeniyle, genetik testlerin sonuglariin, etik ve yasal etkilerine bagl
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olarak ayr1 bir diizenlemeye tabii bulunmaktadir. Genetik ayrimeilik, risk

altindaki bir kisinin toplumsal ayrimina yol acabilecek kadar énemli bir konudur

(63).

2.4.2. Genetik Ayrimcilik ve Yasal Diizenlemeler

BRCAL1/BRCA2 genlerinde mutasyon tasiyan kadinlar igin genetik
ayrimcilik sonucu, aileleri ve toplum tarafindan daha az ideal es ve/veya ebeveyn
sayillarak yabancilagma ve reddedilme durumu ortaya ¢ikabilmektedir.
BRCA1/BRCA2 genlerinde mutasyon bulundurma agisindan yiiksek riske sahip
bircok kadin; saglik sigortasi veya igverenler ile aileleri ve toplum tarafindan
ayrimciliga ugrama korkusu nedeniyle test yaptirmaktan kaginmaktadir. Sigorta
sirketleri, igverenler, aile ve toplum tarafindan ayrimciliga ugrama korkusu
nedeniyle test yaptirmaktan kaginan kisiler; koruyucu onlemler, izleme ve/veya
test sonrasi takip ve diger miidahelelerden kacinmalart nedeniyle zarar
gorebilecektir (63). Genetik ayrimciligin 6nlenmesi amaciyla, ABD’de ve diger
bazi gelismis iilkelerde ayrimcilik karsitt mevzuatin kanunlagmasi gerceklesmistir
(63-64). ABD Kongresi 2008 yilinda genetik bilgiye bagli olarak saglik sigortasi
sirketleri ve igverenler tarafindan ayrimciliga karsi bireyleri korumak i¢in Genetik
Bilgi Ayrimcilik Yasasimi (GINA) yiirirliige koymustur (63). GINA, sigorta
sitketlerinin risk analizi yaparken genetik bilgiyi ve aile Oykiisiinii dikkate
almasimi yasaklamaktadir. Boylece, mutasyon tastycilarinin, daha yiiksek sigorta
primi ddemelerinin veya saglik sigortast kapsamindan c¢ikarilmalarinin Oniine

gecilmistir. Genetik Ayrimcilik Mevzuat’i, bireylerin genleri {izerinde hicbir
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kontrollerinin olmadig1 gercegine dayanmaktadir. Ancak Avrupa’da genetik test
ve genetik bilginin yasalar i¢erisinde net bir taniminin ve sinirinin olmamasindan
dolay1, Genetik Ayrimcilikla ilgili yasalarin etkinligi tam olamamaktadir (63,65).
Bu nedenle genetik hastaliga sahip olanlar, hastalik tasiyicilari, genetik olmayan
hastaliga sahip olanlar ve engelliler agisindan ayrimcilia son vermek icin

diizenleyici yasal yaptirimlarin 6tesinde, derin kiiltiirel degisimler gerekmektedir

(63).

2.4.3. Genetik Danisma

Biitiin genetik hastaliklarda ve kanserlerde oldugu gibi, meme kanserinde
de genetik danigsmanlik hastaligin tanisinda ve risk altindaki bireylerin, olasi
durumlar hakkinda, dogru bilgi sahibi olmasinda ¢ok Onemlidir. Danigmanlik
sirasinda Klinisyenin yetersiz bilgisi ya da hastanin yetersiz algisi, testin yanlis
yorumlanmasi hasta ve ailesine gereksiz proflaktik cerrahi uygulanmasi gibi
gereksiz yollara bagvurulmasina neden olabilecegi gibi, BRCA mutasyonu
tagimayan ancak meme kanseri agisindan baska riskler tasiyan kadinlarin takipten
¢ikarilmasina yol agabilir. Bu nedenle, genetik danismanlik, bu konuda mutlaka
Ozel egitim almig profesyonel Kkisiler tarafindan verilmelidir. Ancak son
zamanlarda, 6zellikle basta ABD ve Avrupa’da olmak iizere, dogrudan tiiketiciye
(hastaya) yonelik genetik testler yapilmakta ve bu kisiler ¢ogu zaman profesyonel
bir genetik danigmadan mahrum kalmaktadir. Dogrudan hastaya yonelik tarzdaki
genetik testlerde 6nemli noktalardan bir tanesi meme kanseri gibi multifaktoriyel

hastaliklardan sorumlu genlerde tek niikleotid degisikligi (SNP= Single nucleotide
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polymorphism) gibi etkisi kanitlanmamis varyasyonlarin goriilebilmesidir.
SNP’lerin hastalik-etnisite arasindaki iliskisi mutlaka profesyonel bir genetik

danigsma igerisinde hastaya ya da risk altindaki bireye anlatilmalidir (63). Ayrica,

Kimlere genom dizi analizi yapilmali?

Kimlerden genetik test istenmeli?

- Kimlere genetik test 6ncesi ve sonrasi genetik danisma verilmeli?

Kimlerin bir bireyin genetik bilgilerine erisim hakki olmal1?
gibi sorularin cevabi yasal diizenlemelerle belirlenmelidir.

Biitiin bu bilgiler baglaminda biz hekimlere diisen, kansere yatkinlik
mutasyonlarini tasiyanlarin bireysel ve ailesel gizliliklerini gozeterek ahlaki
anlayis icerisinde davranmaktir. Genomik profillemeye dayali tip ¢agina girerken,
dogru zamanda ve dogru endikasyonla test yapilmali ve eksiksiz, profesyonel bir
sekilde genetik danigsmanlik vermenin yani sira, genetik testlerin etik yansimalari
acisindan hastalar, aileler, risk altindaki bireyler ve toplum olabildigince

korunmalidir (63).

2.5. BRCA1/BRCA2 Mutasyon Analizinde Kullanilan Tan1 Yéntemleri

BRCA1 ve BRCA2 genlerinin mutasyon analizinde farkli yontemler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en sik olarak; Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification (MLPA), Konvansiyonel Dizi Analizi (Sanger yontemi) ve
Next Generation Sequencing (NGS) yontemleri sayilabilir. Ayrica Mikroarray ile
yeniden dizileme yontemide yine BRCA1 ve BRCA2 genlerinin mutasyonlarini

belirlemede nadiren ve sinirli olarak kullanilmaktadir.
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2.5.1. MLPA

MLPA teknigi; oOzellikle genleri etkileyen biiylik delesyonlart ve
duplikasyonlar1 saptamak i¢in kullanilan bir yontemdir. MLPA teknigi; 45-50
niikleotide kadar spesifik dizinin, Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrasi
es zamanli olarak degerlendirilebildigi bir yontemdir (66). Bir diger ifadeyle, 50
kadar farkli genomik DNA veya RNA dizisindeki normal olmayan kopya
sayisinin tespitini saglayan bir multipleks PZR yontemidir (67). Amplifiye
edilecek tiriinlerin, herhangi bir dizileme cihazi kullanilarak ayrigtirilmalari
saglanir. Bu yontemde sadece bir tek primer ¢ifti kullanilir. Olusan fragmanlarin
uzunluklar1 130-490 baz ¢ifti (bg) arasinda oldugu i¢in, jel paternine uygun
uzunluktadir. Analiz sonrasi ortaya ¢ikan sonuglar, kontrol 6rnegiyle karsilastirilir
ve bu karsilastirma sonucunda, delesyon/insersiyon tasiyan diziler tespit edilir.
MLPA yontemi i¢in gerekli ekipmanlar birgok molekiiler genetik laboratuarinda
bulunabilmektedir (66, 67). MLPA yontemi bazi mikrodelesyon sendromlarinin
tanisinda kullanilmakla beraber, meme kanserinde BRCA1/BRCA2 genlerindeki
ozellikle birka¢c ekzonu kapsayabilen, biiylik delesyon ve duplikasyonlarin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (66).

2.5.2. Konvansiyonel Dizi Analizi

Gerek meme kanseri, gerekse bircok hastaligin molekiiler tanisinda DNA
dizi analizi yontemlerinden en sik kullanilani Sanger ve arkadaglari tarafindan
gelistirilen, zincir sonlanma esasina dayanan Konvansiyonel dizi analizi

yontemidir. Bu yontemde; bir DNA kalibindan, tek zincirli, uzunlugu her
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seferinde bir dncekinden bir niikleotid fazla olacak sekilde artan, sistem tarafindan
okunabilen bir dizi fragman olusturulur. Bu yontemde, bir DNA kalib1 (bu
genellikle saflastirilmis bir PZR iiriiniidiir), 1s1ya dayanikli bir DNA polimeraz, bir
tekli oligoniikleotid primer ve dort g¢esit dNTP (deoksiniikleotid trifosfat)
substrattan olusan kimyasal reaksiyon ortami olusturulur. Ayrica, her biri farkl
bir dalga boyunda veya farkli renkte 1s1ma yapan floresan boyalarla isaretlenmis,
az miktarda dideoksi niikleotid trifosfatlar da (ddNTP’ler; ddATP, ddCTP, ddGTP
ve ddTTP) ayni test tiipiinde bir araya getirilir. DNA polimerize olurken dATP,
dCTP, dCGP ve dTTP yapiya katilarak, DNA zincirinin tamamlayicisi olan yeni
bir DNA zinciri sentezlenir. Bu islem siirerken bazi niikleotidler i¢cin dNTP
yerine, ddNTP zincire dahil olur. Bu noktada zincir uzamasi durur, ¢linkii
ddNTP’nin deoksiriboz sekerinde, bir sonraki niikleotidin eklenebilmesi i¢in
gerekli olan 3’OH grubu yoktur. Daha sonra otomatik bir dizileme cihazinda, bu
molekiiler iiriinler, jel elektroforezi ile (cok uzun bir kapiller tiip i¢indeki) jel
boyunca yiiriitilerek uzunluklarma gore ayrilabilir ve yaydigi isimaya gore
taninabilir. Hedef bolgenin iki zinciri, ya ileri ya da geri oligoniikleotid primerler
kullanilarak kaydedilir. Olusan iki tamamlayici dizi bilgisayar tarafindan

eslestirilir ve bdylece mutasyonun var olup olmadigi kontrol edilir (6, 68).

2.5.3. Mikroarray ile Yeniden Dizileme
Mikroarray yontemi temel olarak; DNA pargaciklarindan olusan bir
matriks iizerine, hasta DNA’sinin hibridize edilmesi esasina dayanmaktadir.

Giliniimiizde tiim genomu taramak, submikroskopik degisimleri (delesyon ve
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duplikasyonlar) saptamak, gen ekspresyon analizi, gen fonksiyon arastirmasi ve
yeniden dizilemede array tabanli sistemler sik olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu
sistem; hastaliklara yatkinlik olusturan genlerin tespitinde, mutasyon
analizlerinde, meme, kolorektal kanserler ve lenfomalar basta olmak tlizere kanser
arastirmalarinda, yapisal kromozom anomalilerinde etkilenen lokusun tespitinde,
telomerik anomali tespitinde, SNP ve kopya sayis1 degisikligi (Copy Number
Variation=CNV) taramalarinda, genotiplendirmede ve posttranslasyonel
modifikasyonlarin tayininde kullanilabilmektedir (69-71). Mikroarray ile yeniden
dizileme teknigi, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin taranmasi ve ¢esitli kanser
serilerinde TP53 geninin dizilenmesi gibi aragtirmalarda kullanilmistir (70, 71).
Mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde; Longe Range PZR yontemi ile
amplifikasyon isleminin gergeklestirilmesinden sonra, amplikon, DNAasel enzimi
kullanilarak 20-200 b¢ araliginda fragmanta olacak sekilde kiiciik fragmanlara
ayrilir. Indirgenmis olan fragmanlar enzim yardimiyla biotinle isaretlenir. Daha
sonra PZR firlinleri ¢ipe yerlestirilir ve hibridizasyon saglanir. Son asamada ise
biotinize antikor, hibridize olmus DNA’lara baglanir ve eklenen boya vasitasiyla
lazer tarayicida goriinmesi saglanir ve dizileme islemi gergeklesir. Elde edilen

veriler bilgisayar analiz program yardimiyla degerlendirilir (69-71).

2.5.4. Next Generation Sequencing
Konvansiyonel dizi analizi yontemi ile; uzun DNA bdlgelerinin
dizilenmesi i¢in, dizileme dncesi uygulanmasi gereken klonlama ve koloni se¢imi

islemlerinin ¢ok uzun silire alan zahmetli islemler olmasi, bilim adamlarini
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alternatif dizileme yontemleri arayisina sokmustur. Son yillarda, kayda deger
teknolojik yenilikler, karmasik 6rneklerin daha 6nce goriillmemis hizda ve dlgekte
dizilenmesine olanak saglamistir. Bu yontemle elde edilen genom dizisi, diger
yontemlerle elde edilemeyecek kadar zengin (daha uzun dizileri, ¢ok daha fazla
sayida okuyabilmesi nedeniyle) ve 6zgiin bilgi saglamaktadir. Yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak genom, transkriptom, mRNA profili, snRNA profili,
transkripsiyon faktor baglanma bolgelerinin genom karakterizasyonu, kromatin
yapis1 ve metilasyon paterni, atasal DNA arastirmasi ve metagenomik aragtirmalar
yapilabilmektedir. Gliniimiizde yeni nesil dizileme yontemleri ile BRCA1/BRCA2
genleri de dahil olmak fizere, bir¢ok kanser ve hastalia ait mutasyonlarin
belirlenmesi saglanmakta ve hizla diger yontemlerin yerini almaktadir. Yeni nesil
dizileme i¢in ilk 6nce Pirodizileme metodu (Pyrosequencing), ardindan farkli
metodlara dayanan ligasyon yoluyla dizileme, ion semikondiiktér dizileme ve
nano dizileme gibi yeni nesil dizileme yontemleri gelistirilmis ve kullanilmaya

baglanmistir (72).

2.5.4.1. Pirodizileme metodu (Pyrosequencing)

Pirodizilemenin temeli DNA polimeraz aktivitesinin kemiliiminesan bir
enzim aracilifiyla tespitine dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu, dizilenecek
DNA'nin tek sarmali (ssDNA) iizerinde tamamlayici sarmalinin (complementary
DNA/cDNA) sentezlenmesi seklindedir. Oncelikle ¢ift zincirli DNA'nin
nebulizasyonu (400-800 bg'lik kiigiik fragmanlara ayrilmasi) gergeklestirilir. Bu

fragmanlara, dizileme primerlerini tasiyan adaptorler eklenir. Adaptorleri tasiyan
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DNA fragmanlarinin, mikroreaktorler igerisinde emiilsiyon bazli, klonal
amplifikasyonu (em-PZR) gergeklestirilir. Bu asama sonucunda yaklasik olarak
10 milyon kopyaya c¢ikarilmis DNA fragmanlar1 sentez yoluyla dizileme
yontemiyle, yaklasik 3.6 milyon kuyu igeren bir plate'de dizilenir. Dizileme
primeriyle sabitlenen tek sarmalli kalip DNA iizerine, ardisik olarak akan A, C, G,
T niikleotidlerinin kalip DNA dizisine tamamlayicit olmasi durumunda ortamda
bir 151k olusur. Bu 15181 olusturan kemiliiminesan sinyalin hangi niikleotidin
baglanmasi sirasinda olustugu tespit edilir. Sabitlenen ssDNA; DNA polimeraz,
ATP siilfirilaz, lusiferaz, apiraz, APS ve lusiferin ile inkiibe edilir. Niikleotid akis1
sirasinda, tamamlayici niikleotidin gelmesi durumunda, DNA polimeraz pirofosfat
(PPi) aciga cikar. ATP siilfirilaz enzimi, bu PPi'1 kantitatif olarak ATP'ye
dontigtiirir. ATP, lusiferaz enzimi aracihigiyla, lusiferinin oksilusiferine
doniligmesini saglar. Oksilusiferin, goriilebilir bir 1g1k olusturur. Bu 15181n siddeti
ATP miktariyla dogru orantilidir ve bu sayede ayni dizi lizerindeki iigten fazla tek
niikleotid tekrarlar1 (homopolimer) tespit edilir (72). Ortaya ¢ikan bu 11k Charge-
Coupled Device (CCD) kamera tarafindan kaydedilir ve bilgisayar programi

yardimiyla dizi verilerine dontstiirtilir (72).

2.54.2. Siklik geriye donilisimli  sonlandirma (cyclic reversible
termination) ile dizileme

DNA molekiilleri, 6ncelikle slide lizerindeki primerlere baglanip amplifiye

edilir (bridge amplification). Dort tip ddNTP eklenir ve yeni sentezlenen zincirin

yapisina girmeyen ddNTP'ler yikanarak uzaklastirilir. Pirodizilemeden farkli
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olarak, DNA her yikamadan sonra bir niikleotid uzar. Floresan isaretli
niikleotidler, kamera aracilig1 ile tespit edildikten sonra 3' ucundaki sonlandirici
kimyasal olarak ¢ikartilir ve sonraki siklusa gegerek dongii devam eder ve daha
sonra bilgisayar programi yardimiyla dizi verisine doniistiirillerek veriler analiz

edilir (72).

2.5.4.3. Ligasyon yoluyla dizileme

Bu yontemde de pirodizilemedeki gibi, emiilsiyon PZR yapilir. Primerler
adaptor diziler yardimiyla kalip zincire hibridize olur. Bu yontemde digerlerinden
farkli olarak DNA polimeraz yerine DNA ligaz enzimi kullanilir. Floresan isaretli
oligoniikleotid problar kalip DNA'ya hibridize olur ve primerle ligasyona girer.
Floresan deteksiyonundan sonra oligontikleotid problarin isaretleri, 5' fosfat ucu
kesilerek yeni bir ligasyon siklusuna gegilir. Ligasyon, deteksiyon ve ayrilma

sikluslar1 tekrarlanarak DNA dizisi belirlenir (72).

2.5.4.4. Ton semikondiiktor dizileme

Bu yontem, DNA'nin polimerizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan, hidrojen
iyonlarinin saptanmasina dayanir. Tek bir kalip DNA dizisini igeren mikro-
kuyuya, tek tip niikleotid akigi uygulanir. Verilen niikleotid, kalip zincire
komplementer oldugu durumda yeni olusan zincirin yapisina katilir ve hidrojen
iyonu salimimi olur. Hidrojen iyonlar1 hipersensitif iyon sensorleri tarafindan
algillanir. Kalip DNA'da homopolimer tekrarlarmin varligi durumunda, tek

siklusta birden fazla niikleotid, yeni zincirin yapisina girecek ve salinan hidrojen
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iyonlarinin sayisina gore daha fazla elektronik sinyal elde edilmesiyle DNA dizisi

belirlenir (72).

2.5.4.5. Nano dizileme

Bu yontem de, sentez yoluyla dizileme esasina dayanir ve prensip olarak
polimeraz aktivitesi ve elektriksel alan olusumuyla islev goérmektedir. Direkt
molekiiler sensor olarak, biyo-miihendislikle iiretilmis, farkli bir polimeraz ve
dNTP'ler kullanilir (72). DNA zinciri, nano tiiplerdeki nano porlardan gegerken,
porlarin yanlarina yerlestirilmis elektrotlar araciligiyla elektrik akimi kaydedilir.
Dort farkli niikleotide karsilik gelen akim degisiklikleri belirlenerek, nano
porlardan gecen DNA dizisi belirlenir. Ayrica bu yontemde analiz es zamanlh

olarak izlenebilmektedir (73).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Calismada kullanilan sekiz hasta ve bir kontrol 6rnegine ait DNA’lar,
Istanbul Acibadem Hastanesi Genetik Tan1 Merkezi’nde daha 6nce konvansiyonel
dizi analizi ve/veya MLPA yontemi ile BRCA1/BRCA2 genlerine yonelik
mutasyon analizi yapilmis hastalardir. Calismada kullanilan diger kontrol
hastasina ait DNA 6rnegi ise, daha 6nce Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimiinde yapilan bir proje kapsaminda, BRCA1/BRCA2 genlerine
yonelik konvansiyonel dizi analizi yontemi ile mutasyon analizi yapilmis ve
mutasyon saptanmamis bir bireye aittir.

Calisma icin Etik Kurul onayi, 13.06.2012 tarihli Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi (Girisimsel Olmayan) Klinik Arastrmalar Etik Kurulu’nun 221 karar

numarastyla alinmigtir.

3.2. DNA Eldesi i¢in Gerekli Malzemeler
e Otoklavlanmis bidistile su (Applichem)
e Proteinaz K (20 mg/ml) (Applichem)
e Lysis buffer (10 mM TrisHCI, 400 mM NaCl, 2 mM Na,EDTA pH:
8.2) (Applichem)
e SDS (sodyum dodesil siilfat) (Merck)
e Amonyum asetat (Merck)

e Absolii etanol (Riedel-De-Haen)

46



o TE Buffer (Tris EDTA: 10 mM Tris-HCI, 1 mM Na;EDTA pH:7.5)

(Applichem)

3.3. Yiiksek Tuz Konsantrasyonlu DNA izolasyon Yéntemi

1.

10.
11.
12.

13.

5 ml kan 15 ml’lik steril tiipe alindi ve iizerine 15 ml’ye
tamamlayacak sekilde Onceden hazirlanmis otoklavlanmis soguk
bidistile su eklendi.

2-3 dk hizli olarak karistirildi (asag1 yukari ¢alkalayarak).

2200 rpm’de 10 dK santrifiij edildi.

Stipernatant atildiktan sonra pelletin iizerine tekrar soguk su ilave
edilip santrifiij yapildi.

Yikama islemi {i¢ kez daha tekrarlandi. Son yikamada tiipler bir kagit
havlunun tizerine ters gevrilerek siiziilmesi saglandi.

Stiziildiikten sonra tekrar gevrilerek tizerine 35ul Proteinaz K (20
mg/ml), 1500 ul lysis buffer, 100 ul SDS konup hafif hafif
koplirtmeden alt iist edilerek calkalanda.

Bir gece 37 °C’de bekletildi veya 55 °C’de 3.5 saat tutuldu.

1000 ul amonyum asetat eklenip, 20 kez asag1 yukar1 hizla karistirildi
ve 10 dakika oda 1s1sinda birakildi.

3500 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

Uzerindeki siipernatant bir baska 15 ml’lik tiipe aktarildi.

Tiipiin igeriginin iki kat1 kadar absolii etanol konuldu.

Hafif¢e karistirilip, belirginlesen DNA alinarak onceden igerisine
250ul TE eklenen ependorflara pipet ucuyla konuldu.

Oda sicakliginda 1 giin bekletilip ¢oziinmesi saglanan DNA’lar
kullanilincaya kadar -20°C’de sakland.

47



3.4. GeneChip BRCA1 ve BRCA2 Dizileme Protokolii (Affymetrix)
Protokol asagidaki asamalardan olusur:

1- Genomik DNA (gDNA) hazirlanmasi

2- Long-Range PZR Protokolii

3- PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

4- PZR Uriinlerinin Miktar Tayini ve Birlestirilmesi
5-  Fragmantasyon

6- Isaretleme

7- Hibridizasyon

8- Yikama-Boyama-Tarama

3.3.1. Genomik DNA Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan gDNA’nin yiiksek kalitede olmas1 gerekliligi
nedeniyle, tim PZR inhibitorlerinden ya da proteinlerden uzaklastirilmis ve
biitiinliigiiniin korunmus olup olmadigini anlamak i¢in %1°lik Tris Borik asit
EDTA (TBE) agaroz jel elektroforezinde yiiriitilerek kontrol edilmistir.
Konsantrasyonu ve temizligi ise spektrofotometrik analiz ile 6l¢iilmiistiir. Tiim
kontrolleri yapilan 6rnek, ¢alisma 6ncesinde son konsantrasyonu 10 ng/uL olacak

sekilde nuclease-free su ile sulandirilmistir.

3.3.2. Long-Range PZR Protokolii

Gerekli Malzemeler:

-TaKaRaLA PZR Kit icerigi

*TaKaRaLA Tag polimeraz (5 units/pl)

*dNTP karigimi (2.5mM)
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*10XLA PZR Buffer II (25mM Mg?*) (Plus)
- Nuclease-Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikrosantrifiij
- Mikropipet

- Vortex

- Thermal cycler

PZR Primerlerinin Hazirlanmasi:

1. Liyoflize haldeki primerler 100 pmol stok soliisyon halinde uygun
miktarlarda nuclease-free water kullanilarak sulandirild.

2. Her bir PZR reaksiyonu i¢in sulandirilan 6rnekten SuL alindi.

3. Buz iizerinde her bir PZR reaksiyonu i¢in dNTP karigimi, 10X LA
PZR Bufferll ve TaKaRa LA Taq polimeraz kullanilarak reaksiyon
karigimi hazirlandi. Primer ¢ifti ve gDNA ile birlikte toplam reaksiyon
hacmi 25 uL olacak sekilde hazirlandi (Tablo 7).

Tablo 7. PZR Bilesenleri

BIiLESENLER Miktar (1rxn)
dNTP karigimi 2 uL

10X LA PZR Buffer 2.5 ulL

Taq polimeraz 0.25 uL
Primer F 0.6 uL

Primer R 0.6 uL

gDNA 5 uL (50nQ)
dH,0 14.05 pL
Toplam hacim 25 ul
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4. Amplikon uzunluguna uygun olarak thermal cycler programi hazirland1

ve reaksiyon baslatildi (Tablo 8).

Tablo 8. Thermal Cycler Programi

94°C
94°C
68°C
68°C
4°C

2 dk 1X
15 sn

30X
kb / dk }
5 dk + kb/dk 1X
Bekleme

5. Reaksiyon sonunda elde edilen iki ayri amplikon, %1°lik TBE Agaroz

jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi.

6. Bir sonraki asamaya geg¢ilmeyecek oldugunda amplikonlar —20°C’de

saklandi.

3.3.3. PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Gerekli Malzemeler:

- 96-well PZR Clean-Up Plate
- Nuclease-Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikropipet
- Manifold-QIA vac multiwell unit
- Vakum Regiilator

- Vakum
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1. Amplikonlarin pirifikasyonu ig¢in 96-well PZR Clean-Up Plate
kullanildi. Her bir 6rnek i¢in iki kuyucuk kullanildi.

2. Vakum Manifold‘un vakum pompasi ile baglantisi ayarlandi.

3. Yikama ve eliisyon i¢in nuclease-free water kullanildu.

4, Yaklasik 22 puLL amplikon, filtre i¢ine ¢ektirildikten sonra iki kez 50 uLL
nuclease-free water ile yikama islemi yapildi.

5. Son olarak yine 50 pL su eklendi ve 1000 rpm’de calkalayici igerisinde
elisyonu saglandi.

6. Her islem 600-800 mbar vakum kuvvetinde 15 dk yapildi.

7. Bir sonraki asamaya gegilmeyecek oldugunda amplikonlar —20°C de

saklandi.

3.3.4. PZR Uriinlerinin Miktar Tayini ve Birlestirilmesi

Gerekli Ekipmanlar:

- Nanofotometre

1. Piirifiye edilen amplikonlarin konsantrasyonlar1 nanofotometre ile
ol¢iildi.

2. Son hacim 40 uL olacak sekilde nuclease-free water ile tamamland1 ya
da konsantre edildi.

3. Bir sonraki asamaya gecilmeyecek oldugunda —20°C’de saklandi.
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3.3.5. Fragmantasyon

Gerekli Malzemeler:

- GeneChip Resequencing Assay Kit (Affymetrix)

*Fragmantasyon Belirteci

*10X Fragmantasyon Buffer

- Nuclease Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikrosantrifiij
- Mikropipet
- Vorteks

- Thermal cycler

Fragmantasyon, enzimatik bir reaksiyon olup zamana ve sicakliga duyarl

oldugu i¢in tiim ¢aligma buz iizerinde yapildi.

1. Birlestirilen tiim amplikonlarin miktarina gore, kullanilmas: gereken

enzim miktar1 ayarlandi (Tablo 9).

Tablo 9. Amplikonlarin Miktarina Gére Kullanilmasi Gereken Enzim Miktari

BIiLESENLER Miktar (1rxn)
Ornek 40.0 pl
Fragmantasyon Buffer (Affymetrix) 4.7 uL
Fragmantasyon seyreltme belirteci (Affymetrix) 3.3uL
Toplam hacim 48 uL
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2. Thermal cycler programinda reaksiyon gergeklestirildi (Tablo 10).

Tablo 10. Thermal Cycler Programi

37°C 5 dk
95°C 15 dk
4°C Bekleme

3. Isaretleme basamagina gegilmeden, fragmanlara ayrilmis olan 6rnekten
4 ul (20-200 bg) alinarak %4’liikk TBE Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.

4. Ornek bekletilmeden diger basamaga gecildi.

3.3.6. Isaretleme

Gerekli Malzemeler

- Gene Chip Resequencing Assay Kit (Affymetrix)

*DNA Labeling Reagent
*5X Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) Buffer

*Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (30U/uL)

- Nuclease Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikrosantrifiij
- Mikropipet
- Vorteks

- Thermal cycler
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1. Uygun miktarlarda Labeling Reagent (isaretleyici belirtec), TdT Buffer
ve TdT kullanilarak reaksiyon icin bir karisim hazirlandi. Ornek iizerine eklendi

(Tablo 11).

Tablo 11. isaretleme I¢in Reaksiyon Karigimi

BIiLESENLER Miktar (1rxn)
TdT Buffer 12 L
Labeling Reagent 2 uL

TdT Buffer 3.4 uL
Toplam hacim 17.4 uL

2. Thermal cycler programinda reaksiyon gerceklestirildi (Tablo 12).

Tablo 12. Thermal Cycler Programi

37°C 2 saat
95°C 15 dk
4°C Bekleme

3. Bir sonraki agamaya gecilmeyecek oldugunda —20°C de sakland.

3.3.7. Hibridizasyon

Gerekli Malzemeler:

- Gene Chip Resequencing Assay Kit (Affymetrix)

* Oligonucleotide Control Reagent

- Bovine Serum Albumin (BSA) Soliisyonu (Invitrogen)
- Tetramethylammonium Chloride (TMACI) Soliisyonu (SIGMA)

- Herring Sperm DNA (Promega)
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- Tris-HCI (1M, pH:7,) (SIGMA)
- Tween-20 (SIGMA)

- Nuclease-Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

- Mikrosantrifiij
- Mikropipet

- Vorteks

- Thermal cycler

- GeneChip Hybridization Oven 645

1. Analiz 6rnekleri oda sicakligina gelirken, gerekli malzemelerden uygun
miktarlarda kullanilarak Pre-Hibridizasyon ve Hibridizasyon karisimi hazirland
(Tablo 13 ve 14).

Tablo 13. Pre-Hibridizasyon Karisim1

BIiLESENLER Miktar (1rxn)
Tris-HCI (1M, pH:7,8) (SIGMA) 2 uL
Tween-20 (SIGMA) 2 ul
Nuclease-free water 196 uL
Toplam hacim 200 puL
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Tablo 14. Hibridizasyon Karigimi

BiLESENLER Miktar (1rxn)
TMACI (5M) (SIGMA) 132 pL
Tris-HCI (1M,pH:7,8) (SIGMA) 2.2l
Tween-20 (SIGMA) 2.2l

BSA (50mg/mL) (Invitrogen) 2.2 uL

HS DNA (High Sensivity DNA) (10mg/mL) 2.2 uL

OCR 1.69 uL
Nuclease-free water 17.5 ulL
Toplam hacim 160 pL

2. Isaretlenmis ornek iizerine hibridizasyon karisimi eklendi ve thermal
cycler programinda inkiibasyona birakildi (Tablo 15).

Tablo 15. Thermal Cycler Programi (Hibridizasyon)

95°C 5 dk
49°C 5 dk
49°C Saklama

3. Thermal cycler programi bitinceye kadar analiz Ornekleri igine,
hazirlanan Pre-Hibridizasyon karisimi enjekte edildi ve firinda tutuldu. (49°C’de -
60RPM -15dK)

4. Hibridizasyon reaksiyonu bittiginde analiz Ornekleri iginden Pre-
Hibridizasyon karisimi bosaltilip yerine denatiirasyonu tamamlanmis Ornek
enjekte edildi ve 16-18 saat 49°C sicaklikta 60 rpm rotasyonla inkiibasyona

birakaldi.
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3.3.8. Yikama-Boyama-Tarama

Gerekli Malzemeler:

* 20XSSPE (Saline Sodium Phosphate EDTA) (SIGMA)

* Anti-streptavidin antibody biotinylated (SIGMA)

* R-Phycoerythrin Streptavidin (SIGMA)

* Tween-20 (SIGMA)

* Denhardt’s Soliisyonu (SIGMA)

* MES (2-N-morpholino-ethanesulfonic acid) hydrate (SIGMA)
* MES NaCl (SIGMA)

* NaCl

* Nuclease-Free Water

Gerekli Ekipmanlar:

* GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix)

* GeneChip 3000 Scanner 7G (Affymetrix)

1. Hibridizasyon tamamlanmadan Once, gerekli malzemelerden uygun
miktarlarda alinarak yikama ve boyama soliisyonlar1 hazirlandi (Tablo 16-19).

Tablo 16. 12X MES Stok Soliisyonu

BIiLESENLER 500 mL icin
MES hydrate (SIGMA) 35.2¢g

MES NaCl (SIGMA) 96.65 g
dH,O (distile su) 400 mL
Toplam hacim 500 mL
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Tablo 17. WASH-A Buffer-WASH-B Buffer

BiLESENLER BILESENLER

dH,0 699 mL  dH,0O 969 mL
20X SSPE (SIGMA) 300mL 20X SSPE (SIGMA) 30 mL
Tween-20 (%10) (SIGMA) 1mL Tween-20 (%3) (SIGMA) 1mL
Toplam hacim 1L Toplam hacim 1L

Tablo 18. 1XArray Holding Buffer (Stok)

BILESENLER 100 mL i¢in
12X MES Stok (SIGMA) 8.3 Ml

5M NaCl (SIGMA) 18.5 mL
Tween-20 (%10) (SIGMA) 0.1 mL
dH,O 73.1mL
Toplam hacim 100 mL

Tablo 19. Boyama Soliisyonu

BILESENLER Miktar(1rxn)
dH,0 666.7 uL
20X SSPE (SIGMA) 300 pL
Tween-20 (%3) (SIGMA) 3.3 uL

50X Denhardt’s Soliisyonu (SIGMA) 20 ulL
Toplam hacim 990 Ml

2. Yikama istasyonunda birinci ve ikinci boyama soliisyonlar1 igin
hazirlanan boyama soliisyonundan ilk tiipe 495uL ve ikinci tiipe 495uL konuldu.
S5uL SAPE ve 5 pL Antibody eklendi. Son tiipe de 1XArray Saklama
sollisyonundan 800 pL konuldu.

3. Yikama Istasyonunun uygun yerlerine bu soliisyonlar ve array

yerlestirilirilerek bilgisayar kontroliindeki yikama-boyama protokolii baslatildi.
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4. Yikama islemi tamamlandiktan sonra, bilgisayar kontroliinde tarama
islemi yapildi ve veriler elde edildi.

5. Elde edilen veriler GSEQ 4.1 veri analiz programiyla analiz edildi.

3.4. GS Junior 454 Sequencing Calisma Protokolii
3.4.1. PZR Hazirlanmasi
Calismaya dahil edilecek hasta grubunun DNA’lar1 stoktan 25 ng/ml

olacak sekilde hazirlandi.

3.4.1.1. BRCA1 ve BRCAZ2 primerleri ile amplifikasyon reaksiyonlari

BRCA MASTR DX kiti (Multiplicom), BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
bulunan, tim kodlanan ekzonlar1 bes multipleks primer karigimi ile amplifiye
etmektedir. Her bir multipleks reaksiyonu igin 20-50 ng kalip DNA; 454 MID DX
kitleri kullanilarak barkodlandiktan sonra, elde edilen urunlerden bir havuz
olusturuldu ve protokole gore dizilemeye hazirlandi. Elde edilen dizileme
okumalarinda tespit edilen varyant pozisyonlari, BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin
referans genomu ile karsilastirildi.

BRCA MASTR DX protokoliiniin ¢alisma prensibi iki yOnteme
dayanmaktadir;

1- Multipleks PZR Amplifikasyonu

2- Massive Paralel Dizileme

Tiim kodlanan ekzonlar bes ayr1 multipleks PZR amplifikasyon reaksiyonu

ile hot-start DNA polimeraz kullanilarak amplifiye edildi. Her bir multipleks
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PZR’den elde edilen amplikonlar 1/100 oraninda sulandirildi. Ikinci PZR’de
sulandirilan 6rnekler kalip DNA olarak kullanildi. Bu PZR’de 6rneklere MIDs

(molekiiler barkodlar), A ve B adaptdrleri baglandi.

3.4.1.2. Kit igerigi (Multiplicom)

Tricin soliisyonu igerisinde (pH:8) spesifik oligoniikleotid primerler
- dNTP’ler

- BSA

KCL (Potasyum kloriir)

- MgCI*? (Magnezyum kloriir)

Amplification reagent 1 (Amplifikasyon belirteci 1:AR1)

- Tris soliisyonu igerisinde (pH:8) Tagq DNA Polimeraz

3.4.1.3. Calisma protokolii

1. Bes PZR karigimi -20°C’den alind1 ve buz iizerine koyuldu. Eridikten
sonra, kullanmadan o6nce vortekslendi ve 12.000 rpm’de 10 saniye
santrifiij edildi.

2. Tag DNA Polimeraz -20°C’den alindi ve buz iizerine koyuldu.
Kullanmadan 6nce 12.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

3. PZR tiiplerinin i¢lerine; PZR karisimi ve Taq DNA Polimeraz iceren
karigimlar hazirlandi.

4. Hazirlanan karisimlar 23 saniye vortekslendi ve 12.000 rpm’de 10

saniye santrifiij edildi.
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5. Her bir karisima 20-50 ng gDNA’dan 5 ul eklendi.
6. Karisim vortekslendi ve 12.000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.
98 °C’de 10 dakika
95°C’de 45 saniye
60°C’de 45 saniye 20 siklus
68°C’de 2 dakika
72°C’de 10 dakika
4°C’de 1 saat
olacak sekilde PZR reaksiyonu gergeklestirildi. Amplikonlarin 1 saatten daha
fazla +4°C’de bekletilmemesine dikkat edildi. Bu asamadan hemen sonra
universal PZR’ye gegildi, (eger hemen universal PZR asamasina gegilmeyecekse
ornekler -15°C/-25°C’de saklandi). Daha sonra Multipleks PZR {iriinleri 0.1 pl/ml

etidium bromiir igeren %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.4.1.4. MID PZR reaksiyonun yapilmasi

MID PZR Ornekleri i¢in final konsantrasyonu 1/1000 olmalidir. Bu
nedenle agsama asama (sirastyla 1/10, 1/100, 1/1000 oranlarinda) diliie edildi. MID
PZR i¢in 1/1000 olarak hazirlanan PZR o6rnekleri kalip DNA olarak kullanildi.
MID PZR’si i¢in MID primer karigimindan 4 pl, universal PZR karisimdan 10 pl,
amplifikasyon soliisyonundan 10 pl ve Taq DNA polimeraz enziminden 0,125 pl

olacak sekilde bir karisim hazirlandi.
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98 °C’de 10 dakika

95°C’de 45 saniye

64°C’de 45 saniye 20 siklus
68°C’de 2 dakika

72°C’de 10 dakika

4°C’de maksimum 12 saat olacak sekilde PZR reaksiyonu gerceklestirildi.

3.4.1.5. Multipleks PZR’den Havuz Olusturma

PZR i¢in havuz olusturulurken kullanilan karisimlarin (Multiplicom)
icerigi firma tarafindan belirlenmistir. BRCA1 ve BRCA2 genleri; her bir 6rnek
igin tek bir reaksiyon karisimi;

1. karisimdan 8 pl

2. karisimdan 11 pl

3. karisimdan 13 pl

4. karisimdan 8 pl

5. karisimdan 10 pl

Toplamda 50 pl olacak sekilde tek bir tiipte birlestirildi

3.4.1.6. Amplikon kiitiiphanesi’nin pirifikasyonu
Bu sekilde olusturulan havuzdan elde edilen amplikon kiitiiphanesinden,
kiigiik kalintt halindeki DNA fragmanlarinin uzaklastirilmasi i¢in manyetik

boncuklar kullanilmaktadir.
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Piirifikasyon i¢in Agencourt Ampure XP boncuklar kullanildi. Stok

Ampure Boncuklar igeriginde 1000 ul olacak sekilde 1.5 ml’lik ependorflara

boliindii. (Bolerken mutlaka ¢alkalamak gerekir, aksi takdirde boncuklar ¢okecek

ve calisma soliisyonlarina esit miktarda boncuk gitmeyecektir). Piirifikasyon

calismasina baslamadan 6nce Ampure Boncuklar vortekslendi ve daha sonra

asagidaki adimlar takip edildi;

1.

34 ul Agencourt Ampure XP ile amplikon kiitiiphanesinden elde edilen
40 pl karisim karistirildi ve 10-12 kez pipetaj yapilarak, 5 dakika oda
1s1sinda bekletildi.

Spin yapma ve tiipleri asagiya dogru silkeleme hareketiyle boncuklarin
ependorflarin diplerine inmesi saglandi.

Soliisyonla boncuklarin ayrilmasi igin 1.5 ml’lik ependorflar manyetik
boncuk seperatdriine koyuldu ve 2 dakika beklendi.

Berraklasan kisim atildi.

Taze hazirlanmis %70’lik etanolden 200 pl her bir tiipe koyuldu.
Seperatorle beraber ters-yiiz edildi ve berraklasincaya kadar beklendi.
Berraklasan kisim atildi.

Bir onceki basamak bir kez daha tekrarlandi.

Daha sonra ependorflarin diplerinde kalan kisim alind1.

Tiipler kapatilip spin yapildi ve spinden sonra tekrar seperatore
yerlestirilerek bir kez daha spin yapildi ve pipetle kalan kisim alindi.

Oda 1s1sinda 1 dk kurumasi beklendi.
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10. Mat goriinim olusana kadar beklendi, daha sonra fazla kurumasini
onlemek i¢in 20 pul “moleculer biology grade water’’ eklendi ve asagi-
yukari ¢alkalanarak i1slanmalar1 saglandi. VVorteksleme yaparak 1-2 dk
oda 1s1sinda bekletildi.

11. Daha sonra tekrar seperatore alindi.

12. Ependorflarin igerigi alinarak yeni tiiplere aktarildi.

Boylece piirifiye edilmis amplikon library elde edildi.

3.4.1.7. Emiilsiyon PZR
Multipleks PZR ve Universal PZR islemlerinden sonra piirifiye edilen
amplikonlar, daha sonra emiilsiyon PZR ¢alismasina alindi. Emiilsiyon PZR’si
Titanium em PCR Kit Lib-A (Multiplicom) karisimiyla yapildi.
Belirte¢ ve Emiilsiyon Diliisyonunun Hazirlanmasi:
1. Enzim karigimlar1t ve Ppiase tiipleri disindaki kimyasallar oda
sicakliginda bekletildi.
2. Additive maddesi (Multiplicom) 55°C’de kuru 1sitic1 blokta 5 dakika
bekletilerek iyice ¢oziinmesi saglandi.
3. Emiilsiyon yagi (4 ml) maksimum hizda 10 saniye yiiksek devirde
vortekslendi ve karistirici tiipe (Turrax) bosaltildi.
4. 1xmock karigimi hazirlamak i¢in 1720 pl moleculer biology grade su,
430 pl mock karisima eklendi.
5. Kapsiil olusturmak icin emiilsiyon yagini iceren Turrax karistirict tiip

igine, hazirladigimiz 1xmock karisimdan 2 ml koyuldu.
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6.

IKA-Turrax cihazinin iizerine koyulan Turrax Stirring tiip 4.000

rpm’de 5 dakika g¢evrildi.

PZR asamalari bitirildikten sonra dizileme ile ilgili asamalara ge¢ildi.

3.4.2. Boncuklarin Saflastirilmasi

Emiilsiyon PZR’1 sonrasi, DNA boncuklarinin yikanmasi ve emiilsiyon

yagindan uzaklastirllmasi gerekmektedir. Bu islem igin asagidaki basamaklar

strastyla uygulandi. Emiilsiyonlar sekiz kanalli pipet ve vakum pompasi yardimi

ile plate’in kuyularindan cekilerek 50 ml falkon tiip igerisinde toplandi.

1.

Boncuklarin {izerine toplam hacim 35 ml olacak sekilde izopropanol
eklendi ve 950 rpm’de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant serolojik
pipetle ¢ekilerek atildi.

Pellet tizerine 10 ml Enhance Fluid (zenginlestirici Soliisyon) eklendi,
iyice vortekslenerek pellet ¢oziildii. Uzerine 40 ml olacak sekilde
izopropanol eklendi ve 950 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Islem
bittikten sonra silipernatant atildu.

Pellet tizerine 35 ml izopropanol eklendi, 950 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi ve siipernatant atildi.

Bir 6nceki basamak tekrarlandi.

Pellet iizerine 35 ml zenginlestirici soliisyon eklendi, 950 g’de 5 dk
santrifiij edildi, siipernatant tiip igerisinde 2-3 ml sivi kalana kadar

atild.
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6. Boncuklar tekrar siispanse edilerek 1.5 ml ependorf tiip igerisine
transfer edildi.

7. 125 ul stvi Sodyum hidroksit (NaOH), 9.875 ml su ile karistirilarak
Melt soliisyonu hazirlandi.

8. Ikinci zinciri eriterek dsDNA’y1 ssDNA’ya doniistirmek igin 1 ml
Melt soliisyonu yikanma islemi biten DNA boncuklar {izerine
eklenerek iki dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

9. Melt soliisyonu ile inkiibasyon bir kez daha tekrarlandiktan sonra
ornekler 1 ml baglanma soliisyonu ile yikanarak NaOH etkisi
uzaklastirildi.

10. DNA Boncuk Zenginlestirme basamagi i¢in 15 pl Enrich Primer A
(Zenginlestirilmis Primer A) ve Enrich Primer B (Zenginlestirilmis
Primer B) 6rnekler tizerine eklendi, 65°C’lik kuru 1s1 blogunda 5 dk,
ardindan 2 dk buz tizerinde bekletildi.

11. Zenginlestirilmis primer baglanmasi sonrasi baglanamayanlari
uzaklastirmak i¢in zenginlestirici soliisyon ile li¢ kez yikama iglemi

yapildi. Son olarak drnekler 1 ml zenginlestirici soliisyon ile ¢oziildii.

3.4.3. Boncuk Zenginlestirme ve Boncuk Sayimi

Bu asamada oncelikli olarak boncuklar zenginlestirildi ve daha sonra

boncuk sayimi yapildi.

66



3.4.3.1. DNA Boncuk Zenginlestirme

1.

Hazirlanan DNA  boncuklar1 iizerine, yikanarak hazirlanan
zenginlestirilmis boncuklardan 80 ul eklendi ve vortekslendi.

Tiipler bes dakika rotatorda inkiibe edildi.

Rotatordan alinan tiipler, Magnetic Particle Collector (Manyetik
Partikiil Toplayict (MPC)) iizerine yerlestirildi, zenginlestirilmis
boncuklar toplanana kadar bes dakika beklendi.

Bekleme siiresinde MPC birka¢ kez 6ne ve arkaya dogru egilerek
cevrildi.

Siipernatant, zenginlestirilmis boncuklar1 ¢ekmeden dikkatlice
toplandi. (Toplanan siipernatant zenginlesmemis (anti-enrichment)
boncuklart i¢erdigi igin herhangi bir trouble-shooting (sorun ¢6zme)
durumu i¢in saklanabilir)

Zenginlestirilmis boncuklar tizerine, 1 ml zenginlestirici Soliiyon
eklendi, tiipler MPC’den cikartildi ve vortekslendi.

Tiipler tekrar MPC’ye yerlestirildi ve boncuklarin toplanmasi
beklendi, bekleme siiresinde MPC birkag kez 6ne ve arkaya dogru
egrilerek cevirildi.

Stipernatant, zenginlestirilmis boncuklara dokunmadan ¢ekildi.

Bu yikama islemi en az 6, en fazla 10 kez, siipernatant igerisindeki

beyaz boncuklar tamamen temizlenene kadar tekrarlandi.
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10. Altincn yikamadan sonra toplanan siipernatant spin edilip beyaz

boncuklarin ¢okiip ¢okmedigi kontrol edildi, beyaz boncuklar mevcut

ise zenginlestirici Soliisyon ile yitkamaya devam edildi.

3.4.3.2. Zenginlestirilmis Boncuklarin Toplanmasi

1.

Zenginlestirilmis DNA  boncuklarim1  igeren tiipler MPC’den
cikartildi, 500 ul Melt soliisyonu ile tekrar siispanse edildi.

Daha sonra 5 saniye vortekslendi ve tekrar MPC iizerine yerlestirildi.
Zenginlestirilmis boncuklar toplanirken, serbest kalan
zenginlestirilmis DNA  boncuklarinin  olusturdugu Siipernatant
toplanarak  (zenginlestirilmis boncuklar ile DNA boncuklari
birbirinden ayirdigi i¢in) ependorf tiipe transfer edildi.
Zenginlestirilmis boncuklar {izerine tekrar 500 pl Melt soliisyon
eklendi.

Daha sonra bes saniye vortekslendi, tekrar MPC iizerine yerlestirildi.
Toplanan silipernatant, bir basamak Once toplanan siipernatantin
tizerine eklenip, zenginlestirilmis boncuklar atildi.

Tiipler 14.000 rpm’de 10 saniye kadar spin edildi, rotate edildi, tekrar
spin edildi ve siipernatant atildu.

Boncuklar iizerine 1000 ul baglanma soliisyonu eklenip, vortekslendi.
Spin-rotate-spin asamalari tekrarlandi ve siipernatant atildi.

Iki kez 1000 pl baglayict soliisyon ile yikama tekrarlandi.
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10. Son olarak boncuklar 100 pl baglayict soliisyon ile tekrar siispanse
edildi.

11. 15 pl sequence primer A, 15 ul sequnce primer B eklendi ve
vortekslendi.

12. Ependorf tiip, kuru 1s1 blogu iizerinde 65°C’de 5 dk ve hemen
ardindan buz tizerinde 2 dk bekletildi.

13. 1000 upl Annealing Buffer ile spin-rotate-spin yapilarak ti¢ kez
yikama islemi yapildu.

14. Son olarak 1000 pul baglayic soliisyon ile ¢oziildii.

3.4.3.3. Boncuk sayimi
Ependrof tiip GS Junior Bead Counter {izerine yerlestirilerek kalitatif bir
saymm yapildi. GS Junior Bead Counter sisteminin 6l¢iim penceresinin alt sinir
500.000, st smir1 2.000.000 boncuk arasindadir. Dizileme islemi i¢in elimizde
500.000 adet boncuk olmasi gerekli oldugundan, elde ettigimiz boncuk miktari bu
aralik icinde olmalidir, 500.000 boncuktan az ise protokoliin basina, drneklerin
PZR islemlerine geri doniilmelidir. 2.000.000 boncuk iizerinde ise emiilsiyon PZR

protokoliine geri dontip DNA hacmi azaltilarak ¢alisma tekrarlanmalidir.

3.4.3.4. Dizileme islemi

1. GS Junior Sequencing Reagents&Enzymes kiti (Multiplicom)

saklanmig oldugu —20°C’den ¢ikartildi ve enzim tiipleri buz iizerine
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10.

aliarak diger reaktiflerin bulundugu kap igerisine normal ¢gesme suyu
eklenerek, karanlik ortamda ¢oziinmeye birakildi.

GS Junior Bead and Wash Buffer Kit (Multiplicom) igerigindeki
yikama soliisyonlari ile cihaza otomatik 6n yikama islemi yaptirildi.
Cihazin CDD kamerasi, kamera lens temizleyici ile Picotiter Plate
yerlestirilen boliimi %50 etanol ve Tween 20 ile silinerek temizlendi.
Picotiter Plate’e yliklemek icin Packing boncuklari, DNA
fragmanlarin1 tasiyan boncuklar, enzim boncuklari ve Ppiase
boncuklar1 olmak iizere dort farkli yapida boncuk hazirlandi.

BB2 (Prepare Bead Buffer 2) soliisyonu ile boncuklar yikandi.

Dizilim i¢in hazirlanan amplifiye olmus fragmanlari tasiyan DNA
boncuklari iizerine 6 pl kontrol DNA boncuklari eklendi, 500 pul BB2
igerisinde, 20 dakika roatator tizerinde inkiibe edildi.

Yirmi dakika sonunda DNA boncuklari iizerine polimeraz, polimeraz
kofaktor ve BB2 eklenerek on dakika daha rotator {izerinde inkiibe
edildi.

Packing boncuklari, BB2 ile ii¢ kez spin-rotate-spin yontemi ile
yikandi (Packing boncuklari, Picotiter Plate kuyucuklari icerisinde
DNA boncuklarint sarmalayip stabil kalmalarmi saglamaktadir).
Yikanan Packing boncuklart son olarak 200 pl BB2 igerisinde
¢oOzildii.

Hazirlanan Packing boncuklar1 DNA boncuklar ile birlestirilerek bes
dakika rotator {izerinde inkiibe edildi.

Dizileme reaksiyonunda, 1simalar1 saglayan enzimleri iceren enzim

boncuklar, 1 ml BB2 ile MPC iizerinde yikandi. Son olarak 400 pl
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

BB2 igerisinde ¢oziindii. Hazirlanan enzim boncuklari “enzim alt
tabaka” ve “enzim {ist tabaka” olarak ikiye ayrildi.

En iist tabaka olan Ppiase boncuklari, 1 ml BB2 ile MPC iizerinde
yikandi. Son olarak 410 pl BB2 igerisinde ¢oziildii.

Once Picotiter Plate, daha sonra plate igin uygun olan gasget boncuk,
yiikleme aparati lizerine uygun sekilde yerlestirildi, aparatin iist
kapagi kilitlendi.

Picotiter Plate’i islatmak amagli BB2 pipetlendi ve plate santrifiij
edildi.

“Enzim alt tabaka” Picotiter Plate’e yiiklendi ve santrijiif edildi.

DNA ve packing boncuk karisgimi Picotiter Plate icerisine gerekli
hacimde pipetlendi, santrifiij edilerek boncuklarin kuyulara inmesi
saglandi.

“Enzim st tabaka” plate’e pipetlendi ve santrifiij edilerek boncuklarin
kuyulara inmesi saglandi.

Son olarak Ppiase boncuklari pipetlendi ve santrifiij edildi.

Karanliga birakilarak ¢o6ziinmesi beklenilen Sequencing reaktifleri
cihazin reaktif bolmesine yiiklendi. Picotiter Plate aparat igerisinden
cikartilarak cihaza yiiklendi.

Cihazda istenen siklus sayisi ve istenen analiz sekli secildikten sonra
dizileme calismasi baslatildi.

Dizileme ve analiz islemi dokuz saat siirdii.
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4. BULGULAR

Calismadaki 8 hasta 6rneginin tamami ve 2 kontrol 6rnegi ‘’Mikroarray ile
yeniden dizileme yontemi (Affymetrix)’’ ile analiz edilerek, GSEQ 4.1 veri analiz
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Projenin talep edilen ek biitcesi
dahilinde, elimizde yeterli DNA 6rnegi bulunan 4 hastaya ait 6rnek ayrica Next
Generation Sequencing (NGS) yontemi ile analiz edilmis, GS Amplicon Variant
Analyzer veri analiz programi kullanilarak degerlendirilmis ve elde edilen

sonuglar her bir drnek i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.1.0lgu 1

Bu olguya ait 6rnege, drnegin temin edildigi merkezde Sanger yontemi ile
BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tiim ekzonlarma mutasyon analizi yapilmistir.
Hastada BRCAL geninde c.2863_2867delTCATC/Normal, heterozigot mutasyonu
saptanmistir. Ayni hastaya ait 6rnege tarafimizdan BRCAlve BRCA2 genlerine
mikroarray ile yeniden dizileme yontemi uygulanmig, ancak mikroarray ile
yeniden dizileme yonteminde, Sanger yontemi ile saptanan bolgedeki mutasyon
ve polimorfizmler ile BRCA1/BRCA2 genlerinin diger bolgelerinde mutasyon ve
polimorfizm saptanmamistir (Tablo 20). Olgu 1°deki hastaya NGS yontemi

uygulanmamustir.
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Tablo 20. Olgulara Ait Analiz Sonuglarinin Karsilastiriimasi

Konvansiyonel Konvansiyonel Dizi Mikroarray = Next Generation
Dizi Analizi Analizi yontemi ile ile Sequencing Yontemi
Yontem ile analiz saptanan mutasyon ve Yeniden
edilen ekzonlar mutasyonun saptandigi Dizileme
ekzon Yontemi

Olgul BRCAl ve BRCA2 .2863 2867delTCATC/N  Mutasyon  Yontem uygulanmadi
genlerinin tiim BRCAL geni 10. ekzon saptanmadi
ekzonlar1

Olgu2 BRCAl ve BRCA2  ¢.4987_4990delGTCA/N Mutasyon  Yontem uygulanmadi
genlerinin tim BRCA2 geni 11. ekzon saptanmadi
ekzonlari

Olgu3 BRCAl ve BRCA2 ¢.788_789insG/N Mutasyon  Yontem uygulanmadi
genlerinin tim BRCAL geni 10. ekzon saptanmadi
ekzonlar1

Olgu4  Yontem BRCAlekzon 13-22del/N Mutasyon  Yontem uygulanmadi
uygulanmad1™® saptanmadi

Olgu5 BRCAL geni 10. €.2019delA/N Mutasyon  ¢.2019delA/N
ekzon BRCA1 geni 10. ekzon saptanmadi

Olgu6 BRCA1l ve BRCA2 ¢.843 846delCTCA/N Mutasyon  ¢.843_846delCTCA/N
genlerinin tim BRCAL geni 10. ekzon saptanmadi
ekzonlar1

Olgu7 BRCAL geni 10. €.3794delA/N Mutasyon  ¢.3794delA/N
ekzon BRCA1 geni 10. ekzon saptanmadi

Olgu8 BRCAl geni; 3,5~ c¢.5266insC/Normal Mutasyon  ¢.5266insC/N
6,7,9-22, 24. BRCAL geni 20. ekzon saptanmadi
ekzonlar

BRCA2geni; 1-9,
11, 13-17, 20-26.
ekzonlar

*Olgu 4’e dis merkezde MLPA yontemi uygulanmis ve 13-22. ekzonlarin delesyona ugradig
belirlenmistir

4.2.Olgu 2

Bu olguya ait 6rnege, 6rnegin temin edildigi merkez tarafindan Sanger

yontemi ile BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tiim ekzonlarina mutasyon analizi
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yapilmistir. BRCA2 geninde; ¢.4987_4990delGTCA/Normal heterozigot
mutasyonu saptanmistir. Ayni hastaya ait 6rnege tarafimizdan BRCA1 ve BRCA2
genlerine mikroarray ile yeniden dizileme y6ntemi uygulanmis, ancak mikroarray
ile yeniden dizileme yonteminde, Sanger yoOntemi ile saptanan bolgedeki
mutasyon ve polimorfizmler ile BRCA1/BRCA2 genlerinin diger bolgelerinde
mutasyon ve polimorfizm saptanmamustir (Tablo 20). Olgu 2°deki hastaya NGS

yontemi uygulanmamustir.

4.3.Olgu 3

Bu olguya ait 6rnege, ornegin temin edildigi merkez tarafindan Sanger
yontemi ile BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tiim ekzonlarima mutasyon analizi
yapilmistir. BRCA1 geninde, ¢.788_789insG/Normal (stop at 264) heterozigot
mutasyonu saptanmustir. Ayni hastaya ait 6rnege BRCA1 ve BRCA2 genlerine
mikroarray ile yeniden dizileme yontemi uygulanmig, ancak mikroarray ile
yeniden dizileme yonteminde, Sanger yontemi ile saptanan bolgedeki mutasyon
ve polimorfizmler ile BRCA1/BRCA2 genlerinin diger bdlgelerinde mutasyon ve
polimorfizm saptanmamustir (Tablo 20). Olgu 3‘deki hastaya NGS yontemi

uygulanmamustir.

4.4.0lgu 4
Bu olguya ait 6rnege, ornegin temin edildigi merkez tarafindan MLPA
yontemi ile BRCA1l genine mutasyon analizi yapilmstir. BRCA1 geninde;

heterozigot BRCAL del 13-22 mutasyonu saptanmistir. Ayn1 hastaya ait drnege
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tarafimizdan BRCA1l ve BRCA2 genlerine yonelik, mikroarray ile yeniden
dizileme yontemi uygulanmis, ancak mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde,
MLPA yonteminde saptanan mutasyon ve BRCAL/BRCA2 genlerinin diger
bolgelerinde mutasyon ve polimorfizm saptanmamistir (Tablo 20). Olgu 4‘deki

hastaya NGS yontemi uygulanmamustir.

45.0Ilgu 5

Bu olguya ait 6rnege, ornegin temin edildigi merkez tarafindan Sanger
yontemi ile; BRCAL geninde meme kanserine yol acan mutasyonlarin en sik
gorildigi 10. ekzona mutasyon analizi yapilmis ve mutasyon tespit edilince
ekzonlara  analiz  yapilmamistir.  Analiz ~ sonrasinda; 10. ekzonda
.2019delA/Normal, heterozigot mutasyonu saptanmistir. Ayni hastaya ait 6rnekte
BRCAL ve BRCA2 genlerine tarafimizca hem mikroarray ile yeniden dizileme
yontemi ve hemde NGS yontemi uygulanmistir. Mikroarray ile yeniden dizileme
yonteminde, Sanger yontemi ile saptanan bdlgedeki mutasyon ve polimorfizmler
ile BRCA1/BRCA2 genlerinin diger bolgelerinde mutasyon ve polimorfizm
saptanmamugtir (Resim 1) (Tablo 20). NGS yonteminde ise Sanger yonteminde
belirlenen mutasyon saptanmistir (Resim 2). Hastaliga neden olan mutasyon
disinda hem Sanger hem de NGS yontemi ile saptanan diger degisiklikler Tablo
21°de verilmistir. Olgu 5’e konvansiyonel dizi analizi yontemi sadece BRCAL
geninin 10. ekzonuna uygulandigi i¢in bu yontemle bulunan diger degisiklikte

sadece bu ekzona simirhidir.
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Tablo 21. Olgu 5'e Ait NGS'de Saptanan Degisikliklerin Sanger YOoOntemiyle

Karsilastirilmasi

Konvansiyonel Dizi Mikroarray ile Yeniden

Next Generation Sequencing

Dizileme

Analizi

BRCA1*

BRCA1-BRCA2

BRCA2**

BRCA2

BRCAL

Degisiklikler
saptanmadi

€.3119G>A (10. ekzon)

€.994delA (10. ekzon)

€.779delC (10. ekzon)
.961delA (10. ekzon)
€.3119G>A (10.

ekzon)

€.1114A>C (10. ekzon)

€.3807T>C (11. ekzon)

c.4593delA (11. ekzon)

€.6551G>A (11. ekzon)

.6566delA (11.ekzon)

€.7173G>A (14. ekzon)

.8936delA (22. ekzon)

*Bu olguya BRCA1 geninde Sanger yontemi ile sadece 10. ekzona mutayson analizi yapilmistir

**Bu olguya Sanger yontemi ile BRCAZ2 geni mutasyon analizi yapilmamistir
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4.6. Olgu 6

Bu olguya ait 6rnege, 6rnegin temin edildigi merkez tarafindan Sanger
yontemi ile BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tiim ekzonlarma mutasyon analizi
yapilmistir. Analiz sonrasinda BRCAL geninde; c¢.843 846delCTCA/Normal,
heterozigot mutasyonu saptanmistir. Ayni hastanin BRCA1 ve BRCA2 genlerine
tarafimizca mikroarray ile yeniden dizileme yontemi ve NGS yontemi
uygulanmigtir. Mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde, Sanger yontemi ile
saptanan bolgedeki mutasyon ve polimorfizmler ile BRCA1/BRCA2 genlerinin
diger bolgelerinde mutasyon ve polimorfizm saptanmamistir (Resim 3-4) (Tablo
20). NGS yonteminde ise Sanger yonteminde belirlenen mutasyon saptanmistir
(Resim 5). Ayrica hastada NGS ve Sanger yontemlerinin her ikisinde de BRCA1
ve BRCA2 genlerinde hastaliga sebep olan mutasyon disindaki degisiklikler Tablo
22 ‘de gosterilmistir.

Tablo 22. Olgu 6'ya ait NGS'de Saptanan Degisikliklerin Sanger Yontemiyle

Karsilastirilmasi

Next Generation Sequencing

Konvansiyonel Dizi Analizi
Yeniden

Dizileme

Mikroarray ile

BRCA1

€.779insC (10. ekzon)
€.2612C>T (10. ekzon)
€.4837A>G (13. ekzon)

BRCA2

c.36delT (2. ekzon)
€.3396A>G (11. ekzon)
€.3807T>C (11. ekzon)
€.6513G>C (11. ekzon)
c.6566delA (11. ekzon)

C.7242A>G (14. ekzon)

BRCA1

€.2612C>T (10. ekzon)
€.3114A>G (10. ekzon)
c.4837A>G (13. ekzon)

BRCA2

€.3396A>G (11. ekzon)
€.3807T>C (11. ekzon)
€.6513G>C (11. ekzon)

C.7242A>G (14. ekzon)

BRCA1-BRCA2
Degisiklikler

saptanmadi
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yapilmamistir.  Analiz  sonrasinda; BRCAL geninde; ¢.3794delA/Normal,
heterozigot mutasyonu saptanmistir. Ayni hastaya ait 6rnege tarafimizdan, BRCAL
ve BRCA2 genlerine mikroarray ile yeniden dizileme yontemi ve NGS yontemi
uygulanmistir. Mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde, Sanger yontemi ile
saptanan bolgedeki mutasyon ve polimorfizmler ile BRCAL/BRCA2 genlerinin
diger bolgelerinde mutasyon ve polimorfizm saptanmamistir (Resim 6) (Tablo
20). NGS yontemiyle yapilan analiz sonrasinda ise Sanger yonteminde belirlenen
mutasyon saptanmistir (Resim 7). NGS yonteminde BRCAl1 ve BRCA2
genlerinde, Sanger yonteminde ise BRCA1 geninde hastaliga sebep olan mutasyon
disindaki degisiklikler Tablo 23‘de gosterilmistir.

Tablo 23. Olgu 7’ye Ait NGS'de Saptanan Degisikliklerin Sanger YOontemiyle

Karsilastirilmasi
Next Generation Sequencing Konvansiyonel Dizi Analizi Mikroarray ile
Yeniden
Dizileme
BRCAL BRCA2 BRCA1* BRCA2**  BRCA1-BRCA2
€.779insC (10. ekzon) c.36delT (2. ekzon) €.2082C>T (10.ekzon) Degisiklikler
€.2082C>T (10.ekzon)  ¢.1593delA (10. ekzon)  ¢.2311T>C (10.ekzon) saptanmadi

€.2311T>C (10.ekzon)  ¢.3396A>G (10. ekzon)  ¢.2612C>T (10.ekzon)
€.2612C>T (10.ekzon)  ¢.3807T>C (10. ekzon)  ¢.3548A>G (10.ekzon)
c.3548A>G (10.ekzon)  ¢.4563A>G (10. ekzon)
€.4837A>G (13. ekzon)  c.4593delA (10. ekzon)

€.6513G>C (10. ekzon)

c.6566delA (10. ekzon)

C.7242A>G (14. ekzon)

€.8936delA (22. ekzon)

*Bu olguya BRCAL geninde Sanger yontemi ile sadece 10. ekzona mutayson analizi yapilmigtir
**Bu olguya Sanger yontemi ile BRCA2 geni mutasyon analizi yapilmamistir
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yontemi ile ilk dnce BRCAL geninin 10. ekzonuna analiz yapilmis, mutasyon
26. ekzonlara analiz yapilmistir. Analiz sonrasinda BRCA1 geninde 20. ekzonda

tespit edilmeyince BRCA2 geninin 10. ekzonu analiz edilmistir. Bu ekzonda da
mutasyon tespit edilmeyince PZR kosullariin ayni olmasindan dolay1 BRCAL

.5266insC/Normal, heterozigot mutasyonu saptanmistir. Ayni hastaya a
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tarafimizdan, BRCA1 ve BRCA2 genlerine mikroarray ile yeniden dizileme

yontemi ve NGS yontemi uygulanmistir. Mikroarray ile yeniden dizileme

yonteminde, Sanger yontemi ile saptanan bolgedeki mutasyon ve polimorfizmler

ile BRCAL/BRCA2 genlerinin diger bolgelerinde mutasyon ve polimorfizm

saptanmamustir (Tablo 20) (Resim 8). NGS yonteminde ise; Sanger yonteminde

belirlenen mutasyon saptanmistir (Resim 9). Ayrica NGS yonteminde; BRCAL ve

BRCA2 genlerinde, Sanger yonteminde ise; BRCAZ2 geninde hastaliga sebep olan

mutasyon disinda degisiklikler goriilmiis ve Tablo 24°de gosterilmistir.

Tablo 24. Olgu 8'e Ait NGS'de Saptanan Degisikliklerin Sanger YoOntemiyle

Karsilastirilmasi

Next Generation Sequencing

Konvansiyonel Dizi Analizi

Mikroaray ile
Yeniden Dizileme

BRCA1l BRCA2

€.779insC (10. ekzon) €.4563A>G (10. ekzon)
c.4593delA (10. ekzon)
€.5758insG (10. ekzon)
€.5785insG (10. ekzon)
€.3396A>G (10. ekzon)
€.6513G>C (10. ekzon)
€.5763insT (10. ekzon)
C.7242A>G (14. ekzon.)

BRCA1

BRCA2

€.4563A>G (10. ekzon)
€.3396A>G (10. ekzon)
€.6513G>C (10. ekzon)

C.7242A>G (14. ekzon)

BRCA1-BRCA2
Degisiklikler

saptanmadi
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kanseri tanis1 konulmus, ancak

saptanmamigtir (Tablo 20). Bu 6rneklere NGS yontemi uygulanmamustir.

once meme
mutasyon saptanmayan iki hasta 6rnegi kullanilmigtir. Kontrol grubundaki hasta
ikroarray ile yeniden dizileme yontemi ile analiz edilmis ve mutasyon

Bulgular:
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Sanger yontemi ile BRCA1/BRCA2 genlerine mutasyon analizi yapilan ve

1
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6. TARTISMA

Giliniimiizde kanser giderek siklig1 artan bir halk sagligi problemidir ve
bilindigi lizere, kanser genetik bir hastaliktir. Meme kanseri de, etyolojisinde
genetik faktorlerin yanisira bir¢ok faktoriin rol aldigi bir hastaliktir. Meme
kanseri, kadinlarda goriilen kanserlerin yaklasik %77’sini olusturarak kadinlarda
en sik goriilen kanser tiiriidiir. Meme kanserinin diinyadaki ortalama insidansi
yiizbinde 38-40, Avrupa’da yiizbinde 66-67 iken, Tirkiye’de ki insidansi
yiizbinde 40 civarindadir (6). Meme kanseri vakalarinin ¢ok biiyiikk bir kismi
sporadik olmakla birlikte, %5-10 arasinda degisen bir oranda ailesel meme
kanseri olarak goriilmektedir (74). BRCA1 ve BRCA2 genleri, otozomal dominant
ailesel meme kanserinden sorumlu oldugu bilinen genlerdir. Genel popiilasyonda
BRCA1 veya BRCA2 genlerinin herhangi birisinde germ-line mutasyon tasidigi
tahmin edilen kadinlarin oran1 1/600°diir (74). BRCA1 ve/veya BRCA2 genlerinde
mutasyona sahip bir kadinin, artan yasla beraber meme kanserine yakalanma riski
artmakla birlikte, 70 yasina kadar hayat boyu meme kanserine yakalanma riski
%80’e, over kanserine yakalanma riski ise %50’ye kadar ¢gikmaktadir (75, 76).

Meme kanserli hastalarin tani, tedavi ve izleminde genetik testlerin
yapilmasi gerekmektedir. Konvansiyonel dizi analizi yontemi kanser genomunun
tanimlanmasinda halen altin standart genetik tani yontemi olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu yontem, teknik zorluklarin ve maliyetinin fazla olmasinin
yani sira, olduk¢a zaman alict bir yontemdir (77, 78). Bu nedenle meme kanseri
tanisinda daha az zaman alici, daha az maliyetli, teknik zorluklar1 daha az olan ve

duyarliligi bu yonteme en yakin olan yeni genetik tan1 yontemlerine ihtiyag¢ vardir.
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Genetik biliminde yeni teknolojiler olan Mikroarray ile yeniden dizileme ve NGS
yontemleri son zamanlarda kullanilmaya baslanan, kanser genomunu tanimlamada
ve kanserin molekiiler sebeplerini belirlemede 6nemli metodlar olarak goze
carpmaktadir (77). Bu yontemlerin Sanger yontemine gore hasta basina maliyeti
daha azdir. Ancak, bu yontemlerin dogrulugu ve giivenirligi hakkinda yeteri kadar
bilgi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasina, Istanbul Acibadem Hastanesi Genetik Tan1 Merkezi
tarafindan meme kanseri tanisi konulmus, Sanger ve/veya MLPA yontemi ile
BRCA1 veya BRCA2 genlerinde mutasyon saptanmis olan hastalar dahil
edilmistir. Sanger yontemiyle mutasyon belirlenmis yedi hasta ve MLPA
yontemiyle mutasyon belirlenmis bir hasta ile meme kanseri tanisi alan, ancak
Sanger ve MLPA yontemleriyle mutasyon saptanmamis iki kontrol hastasi
caligmaya dahil edilmistir. Bu hastalara ait 6rneklere, Mikroarray ile yeniden
dizileme ve NGS yontemleri uygulanmistir. Elde edilen sonuglarin dogrulugu,
konvansiyonel dizi analizi sonuglar ile karsilastirilmigtir.

Mikroarray ile yeniden dizileme yontemi, kanser genomunu anlamada ve
kanserin molekiiler diizeyde etyolojisini aydinlatmada, dnemli bir yontem olarak
kullanilmaktadir ~ (77). Bu yontem; mitokondriyal —mutasyon analizi,
kardiyomiyopati, intrahepatik kolestaz ve retinal dejenerasyonun molekiiler
temellerinin aydinlatilmasi gibi farkli amaglar i¢inde kullanilmistir.

Wen ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢aligmada TP53 geninde
mutasyon analizi i¢in bu yontem tercih edilmistir. Calismalarinda konvansiyonel

dizi analizini baz alarak, mikroarray ile yeniden dizileme ydnteminin
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Ozgiilliigiint, duyarliligin1 ve sonuglarin dogrulugunu tespit etmeye ¢alismislardir.
Calismalarinda, 108 kanser dokusuna ait 6rnegin 88’inde (%81), konvansiyonel
dizi analizi yontemiyle aynm1 sonucu bulmuslardir. Tek niikleotid degisikliklerini
(SNV), DNA dizi analizi yontemiyle ayn1 oranda bulurken (%100), delesyon ve
insersiyonlar1 konvansiyonel dizi analizi yontemine gore daha diisiik oranda
saptamiglardir (%33). Wen ve ark. calismalarindaki sonuglara goére, TP53
genindeki mutasyonlarin belirlenmesinde, konvansiyonel dizi analizi yonteminin
mikroarray ile dizileme yontemine gore daha hassas bir yontem oldugunu, ancak
daha fazla emek isteyen ve daha fazla zaman alan bir yontem oldugunu
belirtmislerdir. Bunun yanisira delesyonel ve insersiyonel mutasyonlarin
gosterilmesinde, mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde ayrica 6zel problar
tasarlanip ¢iplere eklenmesi gerektigini belirtmislerdir (79).

Schroder ve ark. (2010), 33 ailesel meme ve over kanserli hastada
yaptiklar1 calismada bizim g¢alismamizda oldugu gibi, mikroarray ile yeniden
dizileme yontemiyle BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlari analiz
etmislerdir. Elde ettikleri analiz sonuglarini, konvansiyonel dizi analiz yontemi
sonuglartyla karsilastirmiglardir. Mikroarray yonteminin, SNV’leri saptamadaki
basar1 oranin1 %100 olarak hesaplamislardir ve hesapladiklart bu oranin 6nceki
calismalarla uyumlu oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda veri analizi igin
SeqC programmi kullanmiglardir. Bu programda dogruluk oranmnin %97
oldugunu, GSeq veri analiz programi kullanildiginda ise, bu oranin %99’a
ciktigini ve her iki analiz programiminda tek niikleotid degisikliklerini belirlemede

mutasyonlarin tam olarak saptandigini belirtmislerdir. Yontemin tek niikleotid
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degisikliklerini saptamada basarili oldugunu, ancak 50 baz ¢iftinden daha kiigiik
delesyonlar1 saptamada yetersiz oldugunu belirtmislerdir. Schroder ve ark. da
yaptiklar1 ¢aligmada 50 b¢’den kiiciik delesyon ve insersiyonlar i¢in mikroarray
¢ipine 6zel oligoniikleotid problar1 eklenmesi gerektigini ayrica biiyiik heterozigot
delesyonlar1 saptamak ig¢in, mikroarray ile yeniden dizileme Oncesi MLPA
yonteminin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da GSeq 4.1
veri analiz programi kullanilmistir ancak ¢alismamiza dahil edilen higbir hastada
mikroarray ile yeniden dizileme yontemi ile, konvansiyonel dizi analizi ve MLPA
yonteminde saptanan mutasyonlar belirlenememistir. Konvansiyonel dizi analizi
yontemi ile kiyaslandiginda, Oligoniikleootid mikroarray yonteminin, hasta bagina
maliyetinin %70 daha az oldugunu hesaplamislardir. Bununla birlikte rutin
kullanimda ikinci bir yontem ile dogrulama gerektigi icin maliyetin artabilecegini
belirtmislerdir. Konvansiyonel dizi analizi yontemi ile biiyiikk delesyon,
duplikasyon ve insersiyonlarin saptanamama olasiligt nedeniyle, rutin
uygulamada konvansiyonel dizi analiziyle birlikte MLPA yontemi de
uygulanmaktadir. Sonug olarak, meme kanserinde BRCA1 ve BRCA2 genlerine,
TP53, PTEN, STK11 ve CDH1 gibi genlerin de eklenerek hastalarin tarama ve
proflaktik tedavileri i¢in bu yontemin giivenilir, hizli ve ekonomik bir yontem
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Calismamizda ‘‘Affymetrix Gene Chip
BRCAL ve BRCA2 Dizileme Kiti’’ kullanilmis ve GSeq 4.1 analiz programiyla
veriler analiz edilmistir. Mikroarray ile yeniden dizileme yontemi uygulanan
calismamiza dahil edilen sekiz hastanin tiimiinde sonuglar normal olarak

degerlendirilmis, konvansiyonel dizi analizi yonteminde saptanan mutasyonlarin
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hi¢biri belirlenememistir. Bunun sebebinin; 6 hastada en biiytigii 10 bg, en kiigtigii
1 bg olacak sekilde delesyonel mutasyon olmasi, 2 hastada ise 1 bg biiyiikliiglinde
insersiyonel mutasyon olmasindan kaynaklandigi distiniilmiistir. Wen ve ark.
(79) ile Schroder ve ark. (77) yaptiklar1 ¢alismalar da bizimle ayni sekilde
Mikroarray ile dizileme yonteminde, delesyon ve insersiyonlar igin ayrica 6zel
problar c¢ipe eklenmedigi zaman, bu tiirdeki mutasyonlar1 saptamada
duyarliliginin konvansiyonel dizi analizi yontemine gore diisiik oldugu sonucuna
varmiglardir. Calismamizin mikroarray ile yapilan kisminda olgularda var olan
delesyon ve insersiyonel mutasyonlar gosterilememis olmakla birlikte,
konvansiyonel dizi analizi yontemiyle Kkarsilastirildiginda, polimorfizmlerde
belirlenememis, yanlis negatif ve/veya pozitif sonuglar da goriilmemistir. Bu tim
sonuglar degerlendirildiginde mevcut durumu ile mikroarray ile dizileme
yonteminin  BRCA1/BRCA2 genlerinin mutasyon analizi i¢in kullanilmasina
uygun goriinmemektedir.

Sanger tarafindan 1977 yilinda gelistirilen ve halen de sik olarak birgok
hastaligin genetik tanisinda kullanilan konvansiyonel dizi analizi yontemi yillar
icerisinde gelistirilmistir. Giiniimiizde farkli ¢aligma prensiplerinin uygulandigi
cesitli yeni nesil DNA dizileme yontemleri kullanilmaktadir. NGS yo6nteminin,
konvansiyonel dizi analizi yontemine gore Onemli bazi avantajlart vardir.
Bunlardan en belirgin olanlar, cok daha uzun DNA dizilerini daha kisa zamanda
ve daha az maliyetle analiz edebilmeleridir (80, 81). NGS yontemi; tiim genom
dizilenmesinde, mutasyon ve polimorfizmlerin tanimlanmasinda, kromozomal

inversiyonlarin, dengeli translokasyonlarin ve kopya sayisi degisikliklerini iceren
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yapisal yeniden diizenlenmelerin haritalanmasinda, RNA dizilerinin analizinde,
MRNA ve snRNA kiitiiphaneleri olusturulmasinda, DNA metilasyonlarinin biiyiik
Olcekli  analizlerinde, DNA-protein etkilesimlerinin  haritalanmas1  gibi
arastirmalarda yaygin sekilde kullanilmakta, bunlarin yanisira kanser genetiginde,
Ozellikle kanser genomunun ve spesifik kanser allellerinin tanimlanmasinda da
kullanilmaktadir (80).

De Leneer ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, Genome Sequencer FLX
(GS FLEX) (Roche) sistemiyle, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlari
duyarlilik, 6zgiillik ve giivenilirlilik agisindan degerlendirmislerdir. Bu sistemi
tercih etmelerinin nedeni olarak ise diger NGS yontemlerine gore, daha disiik
maliyetli ve is akismin daha kolay olmasi oldugunu belirtmislerdir.
Calismalarinda 30 hastaya ait 6rnegi analiz etmisler ve VIP Software 1.3 analiz
programiyla degerlendirmislerdir. Analiz sonucunda, okumalarin en az %10’unda
5513 varyasyon bulmuslardir. Bu varyasyonlardan 443 tanesini dogru varyant,
5070 tanesini ise yanlis pozitif sonug olarak degerlendirmekle birlikte, 6zgiilligi
%10’un altinda hesaplamiglardir. Daha sonra hatalar1 ayiklamak amaci ile
programa ait tani ayarlarini kendi tanimladiklar1 bir filtreye gore degistirip
ozgilligi %92 olarak hesaplamiglardir. Software Nextgene version 2.0 analiz
programiyla veriler tekrar degerlendirildiginde Ozgilligi %84 olarak
hesaplamiglardir. Yanlis pozitif sonuglarin biiylik kismmin homopolimer
bolgelerinden kaynaklandigini saptamislardir. Ancak ozgiilliigiin yiiksek oranda
gerceklesmesi i¢in  kullanilan filtre programlar1 sayesinde, yanlis pozitif

sonuglarin bilyiik oranda azaldigini belirtmislerdir. Ayni1 zamanda bu uygulama il
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alti niikleotidden daha uzun homopolimer bélgelerinden kaynaklanan, yanlis
pozitif sonuglarin da ortadan kalktigini belirlemislerdir (82).

Calismamizda Olgu 5°de, BRCAL geninin 10. ekzonunda NGS yontemi ile
3 bolgede, konvansiyonel dizi analizi yontemi ile de bir bolgede degisiklik
bulunmustur. Bu degisikliklerden birisi (€.3119G>A) her iki yontemde ortak olup,
mutasyon veri tabanlarina gore polimorfizm olarak degerlendirilmistir (83,84).
NGS yonteminde saptanan diger iki degisikligin ise (c.779delC, c.961delA)
homopolimer dizisi oldugu goriilmiistiir. Ayn1 olguda NGS yontemiyle; BRCA2
geninde; 10. ekzonda 2 bolgede, 11. ekzonda 4 bolgede, 14. ve 22. ekzonlarda ise
birer bolgede degisiklik saptanmistir. Bu bolgeler incelendiginde, bunlardan 5
bolgenin (c.994delA, c.4593delA, c.6566delA, c.7173delA, c¢.8936delA)
homopolimer dizisi oldugu, ii¢ bolgenin ise (c.1114A>C, ¢.3807G>A
€.6551G>A) mutasyon veri tabanlarina gore polimorfizm oldugu goriilmiistiir
(83,84) (Tablo 25). Bu olguda BRCA2 geninin konvansiyonel dizi analizi yontemi
ile analizi yapilmadigi i¢in bu degisiklikler her iki yontem arasinda
karsilastirilamamustir.

Olgu 6’da, NGS yontemi ile BRCA1 geninin 10. ekzonunda 3 bolgede, 13.
ekzonunda ise bir bolgede degisiklik bulunmustur. Bu degisikliklerden, 10.
ekzondaki 2 degisiklik (c.2612C>T, ¢.3114A>G) ve 13. ekzondaki degisiklik
(c.4837A>G) konvansiyonel dizi analizi yontemi ile de bulunmustur. Her iki
yontemde ortak bulunan bdlgeler mutasyon veri tabanlarina goére polimorfizm
olarak degerlendirilmistir (83, 84). Sadece NGS yonteminde belirlenen

¢.779insC’nin ise homopolimer dizisi oldugu goriilmiistiir. Ayn1 olguda NGS
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yontemi ile BRCA2 geninin 2. ekzonunda bir bolgede, 11. ekzonunda 4 bolgede
ve 14. ekzonunda bir bolgede degisiklik bulunmustur. Bu degisikliklerden, 11.
ekzondaki 3 degisiklik (c.3396A>G, ¢.3807T>C, ¢.6513G>C) ve 14. ekzondaki
degisiklik (c.7242A>G) konvansiyonel dizi analizi yonteminde de belirlenmistir.
Bu bolgelerin mutasyon veri tabanlarma goére polimorfizm oldugu goriilmiistiir
(83,84). Konvansiyonel dizi analizi yonteminde goriilmeyen 2. ekzondaki
(c.36delT) ve 11. ekzondaki (c.6566delA) degisikliklerin ise homopolimer dizileri
oldugu goriilmiistiir (Tablo 26).

Olgu 7°de, NGS yontemi ile BRCAL geninde 10. ekzonda 5 bolgede ve 13.
ekzonda bir bolgede degisiklik saptanmistir. Bu degisikliklerden 10. ekzondaki 4
bolge (c.2082C>T, ¢.2311T>C, ¢.2612C>T, ¢.3548A>G) konvansiyonel dizi
analizi yonteminde de bulunmustur ve bdlgelerin mutasyon veri tabanlarina gore
polimorfizm oldugu goriilmiistiir (31, 83). Ekzon 10’da konvansiyonel dizi analizi
yonteminde goriilmeyen bir degisikligin (c.779insC) ise homopolimer dizisi
oldugu goriilmiistir. NGS yonteminde 13. ekzonda saptanan degisikliginde
(c.4837A>G) mutasyon veri tabanlarina gore polimorfizm oldugu goriilmistiir
(83, 84). Bu olguda konvansiyonel dizi analizi yontemi ile BRCAL geninin sadece
10. ekzonu analiz edildiginden, bu bdolgenin her iki yontem arasinda
karsilastirilmasi yapilamamistir. Ayni olguda, NGS yontemi ile BRCA2 geninde 2.
ekzonda bir bolgede (c.36delT), 10. ekzonda 7 bolgede (€.1593delA, ¢.3396A>G,
c.3807T>C, c.4563A>G, c.4593delA, ¢.6513G>C, c.6566delA), 13.
(c.4837A>G), 14. (c.7242A>G) ve 22. (c.8936delA) ekzonlarda ise birer bolgede

degisiklik goriilmiistiir. Bu bolgelerden 2. ekzondaki degisiklik ve 10. ekzondaki
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2 degisikligin (c.1593delA, c.4593delA) homopolimer dizisi oldugu goriilmistiir.
Gende bulunan diger degisiklikler ise mutasyon veri tabanlarina gére polimorfizm
olarak degerlendirilmistir (83, 84). Bu olguda BRCA2 geninin konvansiyonel dizi
analizi yontemi ile analizi yapilmadig1 icin bu degisiklikler her iki yontem
arasinda karsilastirilamamustir.

Olgu 8‘de, NGS yontemi ile BRCAL geninde 10. ekzonda bir bolgede
degisiklik (c.779insC) belirlenmis ve bu degisikligin homopolimer dizisi oldugu
gorlilmiistir. Ayn1 olguda, NGS yontemi ile BRCA2 geninin 11. ekzonunda 7
bolgede ve 14. ekzonunda bir bdlgede degisiklik belirlenmistir. Bu
degisikliklerden 11. ekzondaki 3 degisiklik (c.3396A>G, c.4563A>G,
¢.6513G>C) ve 14. ekzondaki degisiklik (c.7242A>G) konvansiyonel dizi analizi
yontemi ile ortak olarak bulunmustur. Her iki yontemle ortak bulunan bolgeler
mutasyon veri tabanlarina gore polimorfizm olarak degerlendirilmistir (83, 84).
Sadece NGS yonteminde bulunan degisikliklerin (c.4593delA, ¢.5758insG,

¢.5763insT, ¢.5785insG) ise homopolimer dizisi oldugu gorilmistiir.
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Tablo 25. NGS ve Sanger Yonteminde Ortak Bulunan Polimorfik Bolgeler

BRCAl BRCA2*

Olgu 5 €.3319G>A (NGS ve Sanger) ¢.1114A>C (NGS)

Olgu 6 €.2612C>T (NGS ve Sanger) €.3396A>G (NGS ve Sanger)
¢.3114A>G (NGS ve Sanger) €.3807T>C (NGS ve Sanger)
€.4837A>G (NGS ve Sanger) €.6513G>C (NGS ve Sanger)

€.7242A>G (NGS ve Sanger)

Olgu 7 €.2082C>T (NGS ve Sanger) €.3396A>G (NGS)
€.2311T>C (NGS ve Sanger) €.3807T>C (NGS)
€.2612C>T (NGS ve Sanger) €.4563A>G (NGS)
¢.3548A>G (NGS ve Sanger) €.6513G>C (NGS)
C.4837A>G (NGS)** C.7242A>G (NGS)

Olgu 8 €.3396A>G (NGS ve Sanger)

¢.4563A>G (NGS ve Sanger)
€.6513G>C (NGS ve Sanger)
€.7242A>G (NGS ve Sanger)

*0Olgu 5 ve Olgu 7°de BRCA2 geni Sanger yontemi ile analiz edilmemistir.
**0Olgu 7°de Sanger yontemiyle BRCAL geninin sadece 10. ekzonu analiz edilmistir ve
€.4837A>G bolgesi, 14. ekzonda yer almaktadir.

De Leneer ve ark. (2010) GS FLEX next generation sequencing sistemiyle
yaptiklar1 ¢aligmalarinda, yontemin nokta mutasyonlarini belirlemede yiiksek
duyarliliga sahip oldugunu, ancak biiyiikk delesyonlarda giivenilir olmadigini
bildirmislerdir (82). Bu yontemle BRCAL/BRCA2 genlerini dizilemede verimli bir
caligma yaptiklarini, yontemin 6zgiilliik ve duyarliliginin yiiksek olmasi, maliyet
ve zaman agisindan diger tim yontemleri geride birakmasi agisindan risk altindaki
bireylere uygulanabilir bir yontem oldugunu belirtmislerdir. Ancak, biitiin bu

avantajlarma karsin homopolimerik bolgeler icin ek analizlere gereksinim
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oldugunu da bildirmislerdir. Son olarak da bu yontemle saptanan ve stipheli
gorlilen varyasyonlarin, konvansiyonel dizi analizi yontemiyle dogrulanmasinin
gerektigini belirtmislerdir (82). Calismamizda ise 6nceden konvansiyonel dizi
analizi ile mutasyonlar1 bilinen ornekler ¢alisilmistir ve bu mutasyonlar NGS
yontemi ile %100 oraninda dogrulanmistir. Ancak bizim calismamizda olgulara
ait konvansiyonel dizi analizi sonug¢larinin 6nceden biliniyor olmasi, homopolimer
bolgelerindeki yaniltici sonuglarin degerlendirilmesinde avantaj olusturmustur.

Tablo 26. NGS Yonteminde Saptanan Yanlis Pozitif Sonuglar

BRCAL BRCA2
Olgu5  ¢.779delC (AAAA HP* dizisi) c.994delA (AAAAAAA HP dizisi)
c.961delA (GGGG HP dizisi) c.4593delA (AAAAAA HP dizisi)

c.6566delA (AAAAA HP dizisi)
€.7173delA (AAAAAA HP dizisi)
.8936delA (AAAA HP dizisi)

Olgu6  ¢.779insC (AAAA HP dizisi) ¢.36delT (TTTTTT HP dizisi)
c.6566delA (AAAAAA dizisi)

Olgu 7 €.779insC (AAAA HP dizisi)

Olgu 8 c.4593delA (AAAAAA HP dizisi)
€.5763insT (TTTTT HP dizisi)
€.5758insG (TTTTTT HP dizisi)

€.5785insG (TTTT dizisi)

* HP: Homopolimer

Walsh ve ark. tarafindan (2010) yapilan baska bir ¢alismada, ailesel meme
ve over kanserinde, NGS yontemi ile mutasyon arastirmasi yapilmistir.

Arastirmacilar daha Onceden konvansiyonel dizi analizi yontemi ve MLPA
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yontemi ile mutasyon belirlenmis olan 20 meme kanserli kadin hastaya ait DNA
ornegi ile Illumina pipeline v1.6 NGS sistemini kullanarak, bizim ¢alismamiza
benzer sekilde, mutasyonu bilinen hastalarda NGS yonteminin gilivenirliligini
belirlemeye calismiglardir. Calismalarinda, BRCAL/BRCA2 genlerine ek olarak
bagka genleri de (BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1, MSH2, PALB2, STK11)
eklemislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, konvansiyonel dizi analizi yontemiyle tespit
edilememis 6 biiyiik delesyonun NGS yontemiyle tespit edildigini bildirmiglerdir.
NGS yontemi ile mutasyon analizi yaklasimmin, konvansiyonel dizi analizi
yontemi ile tespit edilemeyecek gen yeniden diizenlenimlerinin saptanmasi i¢in
avantajli oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak BRCA1/BRCA2 genlerine yonelik
mutasyon analizinde, altin standart yontem olan konvansiyonel dizi analizi ile
biliylik delesyon ve duplikasyonlar1 yakalamak icin gerekli olan MLPA
yonteminin birlikte kullaniminda 2010 yili icin ABD’de hasta basina maliyetin
3340 ABD dolar1 oldugunu bildirmislerdir. Bu yiliksek maliyetten dolayr yeni
nesil dizileme yontemlerinin gerekliligini belirtmislerdir. Yeni nesil dizilemenin
diisik maliyeti sayesinde, meme ve over kanserinin sadece aile hikayesi olan
kigilerde ortaya c¢ikmadigi da goz Oniinde bulunduruldugunda, meme kanseri
acisindan ytiksek riskli popiilasyon diginda, tiim meme ve over kanserli hastalara
mutasyon analizine imkan verecegini belirtmislerdir. BRCA1 ve BRCA2
genlerinde mutasyon olan hastalarda, Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)
enzim inhibitorii ajanlarina hastalar tarafindan giiglii cevap verildigi goz oniinde
bulunduruldugunda, tim meme ve over kanserlerinde BRCA1/BRCA2 mutasyonu

bakilmasinin tesvik edilmesi gerektigini belirtmislerdir. Giderek artan NGS
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teknolojileri sayesinde, duyarlilik ve O6zgulligiin istenilen diizeye ulasacagini
belirtmislerdir. Ayn1 zamanda NGS ile tespit edilen mutasyonun, konvansiyonel
dizi analizi yontemi ile teyit edilip, hastaya verilecek rapora yansitilmasi
gerektigini de vurgulamislardir (76).

Yeo ve ark. (2012) yaptiklar1 g¢alismada ise, NGS yontemlerinde
homopolimer dizilerinden kaynaklanan hatali okumalar nedeniyle, yanlis pozitif
sonuclarin olustugunu ve bunu azaltmak icin ¢éziim gelistirmeye c¢alistiklarini
belirtmislerdir. Calismalarinda, Ion Torrent PGM Benchtop Sequencing NGS
sistemini kullandiklarimi1 ve bu sistemde de Roche GS Junior 454 Sequencing
sistemindekine benzer sekilde homopolimer bdlgelerinden kaynaklanan yanlis
pozitif sonuglarin goriildiigiinii belirtmislerdir (85). Yeo ve ark., homopolimer
bolgelerinden kaynaklanan yanlis pozitif sonuglari azaltmak i¢in De Leener ve
ark.(82) yaptiklarina benzer bir sekilde, homopolimer bdélgelerine yonelik
homopolimer analiz kitleri ya da homopolimer okuma filtreleri gelistirmisler ve
bu sayede, 6zgiillik ve duyarliligin arttigini belirtmislerdir (85).

Feliubadalo ve ark. ise (2012) (BRCA1/BRCA2 genlerine yonelik) NGS
yontemi ile yaptiklari mutasyon analiz g¢aligmasinda, daha Onceden Sanger
yontemi ve Roche GS FLEX ile analizleri yapilan ve mutasyonlari bilinen
materyalleri kullanarak, Roche GS Junior Pyrosequencing NGS sisteminin diger
NGS sistemlerine ve Sanger yontemine gore ozgiillik, duyarlilik, avantaj ve
dezavantajlarin1 karsilastirmislardir. Analiz sonuglarini1 degerlendirdiklerinde,
Sanger yontemine gore Ozgiilliigliniin %100, duyarliliginin ise %97.5’den fazla

oldugunu belirtmislerdir. NGS yonteminin en Onemli dezavantajinin ise
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homopolimerik bolgelerde yanlis pozitif sonuglarin  saptanmasi oldugunu
bildirmislerdir (86).

Arastirmamizda NGS sistemi olarak “Roche GS Junior 454 Sequencing
sistemi” kullanilmistir. Elde edilen veriler; yontemin hasta basi1 diisiik maliyetli
olmasi, uygulama kolaylig1 ve kisa siirede sonu¢ alma avantajlar1 nedeniyle,
meme ve over kanserli hastalarda BRCAL/BRCA2 genlerinin mutasyonlarinin
arastirilmasinda giivenilir oldugunu gdstermektedir. PARP enzim inhibitdrlerinin,
BRCA1/BRCA2 mutasyonu tasiyan kanserli hiicrelerde, etkin bir ortadan kaldirma
ozelligi oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, genetik mutasyonun
gosterilmesinin sadece taninin konulmasinda ve risk altindaki popiilasyonun
taranmasinda degil, ayn1 zamanda tedavi planlamasinda da son derece dnemli bir
hale geldigini gostermektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda meme kanserinin molekiiler genetik
tanisinda yeni nesil teknolojilerin kullanilmasinin, altin standart olarak kabul
edilen ancak maliyet, zaman ve uygulanma zorlugu yani sira, biiyiik delesyon ve
duplikasyonlar1 gostermek i¢in MLPA gibi bir yonteme ihtiya¢ duyulan
konvansiyonel dizi analizi yOntemine gore, avantaj ve dezavantajlar
karsilastirilmistir. Calismamizda Mikroarray ile yeniden dizileme yontemi ile
yapilan degerlendirmede, konvansiyonel dizi analizi sonuglariyla uyumlu sonuglar
elde edilemezken, NGS sisteminde elde ettigimiz sonu¢larin uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Ancak NGS ile elde edilen sonuglarin, homopolimer dizilerinin
varligt nedeni ile, yanlis pozitif sonuclar1 da verebiliyor olmasi, bulunan

degisikliklerin ~ mutlaka  konvansiyonel bir yontemle dogrulanmasim

96



gerektirmektedir. Bunun yani sira, NGS sistemi ile analizlerin kisa siirede ve daha
ucuza yapilabilmesinin, konvansiyonel dizi analizi ile biiyiik delesyon ve
insersiyonlarin tespit edilememesine karsin, NGS sisteminin bu degisiklikleri
gosterebiliyor olmasinin da konvansiyonel dizi analizine gore bir avantaj oldugu

unutulmamalidir.
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6. SONUC

Mikroarray ile yeniden dizileme yonteminin en biiylik dezavantaji
delesyonel ve insersiyonel mutasyonlart saptamada yetersiz olmasidir ve
calismamizda bu gergegi bir kez daha ortaya koymustur. Literatliirde bu sorunun
mikroarray c¢iplerine 6zel problar eklenerek asilabilecegi bildirilmistir. Ancak,
BRCA1 ve BRCA2 genlerinin biiyiikliigii ve bu genlerde ¢ok sayida delesyon ve
insersiyon tiirlinde mutasyon oldugu goéz Oniine alindiginda, ¢ok sayida prob
eklenmesinin maliyeti olduk¢a artiracagi asikardir. Bu nedenle BRCA1/BRCA2
genlerinin mutasyonlarinin belirlenmesinde s6z konusu teknigin kullanilabilmesi
icin analiz programlarinin gelistirilerek dezavantajlarinin ortadan kalkmasi ve
bunun yeterli sayida calisma ile dogrulugunun kanitlanmasiyla miimkiin
olabilecegi agiktir.

NGS yonteminin ise, konvansiyonel dizi analizi yontemiyle belirlenen
mutasyonlart dogru saptadigi i¢in duyarliliginin %100 oldugu ancak bu yontemde
de homopolimer dizilerinde yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
Ozgiilligin disik oldugu gorilmiistir. Bu konuda yapilan farkli ¢alismalarda,
homopolimer sorununun, homopolimer analiz kitleri ile azaltildig1 belirtilmistir.

Biitiin bu bulgulara dayanarak mikroarray ile yeniden dizileme yonteminin
mevcut haliyle, BRCA1/BRCA2 genlerinin mutasyon analizlerinde tanisal amagh
kullanima uygun olmadigin1 diisiinmekteyiz. Benzer arastirmalar1 yapan bilim
insanlart gibi NGS yonteminin homopolimer kitleri ile kullanilabilir bir yontem
oldugunu, ancak elde edilecek sonuglarin (6zellikle homopolimer bolgelerindeki

yanlis pozitif sonuglarin) mutlaka konvansiyonel dizi analizi yontemi ile teyit
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edilmesi gerektigi goriistinede katiliyoruz. Bu yontemin ayrica konvansiyonel dizi
analizi yontemi ile saptanamayan biiyiik delesyon ve insersiyonlar1 saptayabilmesi
Ustiinliigiini de goz Oniinde bulundurmak gerektigini  belirtmeliyiz.
Konvansiyonel dizi analizi yontemi hala altin standart yontem olarak yerini
korumakla birlikte, hizla gelisen NGS teknolojileri ile yakin zamanda
BRCAL/BRCA2 genleri ve kanserlerden sorumlu diger tim genler i¢in hizli,
ekonomik ve dogru sonuglar veren bu analiz sistemlerinin konvansiyonel dizi

analizi yerine kullanilabilecegini imit etmekteyiz.
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8. OZET

Bu tez ¢alismasinda, ailesel meme kanserinden sorumlu olan BRCA1 ve
BRCA2 genlerinin mutasyonlariin gosterilmesinde altin standart genetik tani
yontemi olan konvansiyonel dizi analizi yonteminin sonuglari ile, mikroarray ile
yeniden dizileme ve yeni nesil dizileme (next generation sequencing)
yontemlerinin sonuglari karsilagtirllmistir. Calismaya, konvansiyonel dizi analizi
yontemi ile BRCAL geninde mutasyon saptanmis alti hasta ile, BRCA2 geninde
mutasyon saptanmig bir hasta, MLPA yontemiyle BRCAL1 geninde mutasyon
saptanmig bir hasta ve BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon saptanmams iki
kontrol 6rnegi dahil edilmistir. Bu hasta ve kontrol 6rneklerine dnce, mikroarray
ile yeniden dizileme yontemiyle analiz yapilmig ancak hastalarin higbirinde
onceden saptanmis olan mutasyonlar tespit edilememistir. Bu olgulardan dordiine
yeni nesil dizileme yontemi uygulanmistir. Bu yontemle, hastalarin tiimiinde daha
once saptanmig olan mutasyonlar tespit edilmistir. Sonug¢ olarak; BRCA1/BRCA2
genlerindeki mutasyonlarin  arastirilmasinda, next generation sequencing
yonteminin, konvansiyonel dizi analizi yontemi gibi glivenilir bir yontem oldugu,
ancak homopolimer dizilerinin neden olabildigi yanlis pozitif sonuglara karsi
bulunan mutasyonlarin konvansiyonel bir yontemle dogrulanmasi gerektigi
gorlisline varilmistir.

Anahtar kelimeler: Ailesel meme kanseri, BRCA1, BRCA2, mutasyon,

mikroarray, yeni nesil dizileme
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9. SUMMARY

In this thesis, we compared the “gold standard” conventional DNA
sequencing with microarray re-sequencing and next generation sequencing
methods in terms of accuracy for detecting BRCAL and BRCA2 gene mutations in
familial breast cancer. Totally ten patients suferring from breast cancer; seven
with BRCA1 mutations and one with BRCA2 mutation (confirmed by using
conventional DNA sequencing and MLPA technique) and two with no mutations
were enrolled in this study. In the first step, both of them were resequenced by the
usage of microarray technique and no mutation was found. Secondly via the next
generation sequencing technique the confirmation of the previously known
mutations of the four patients were performed. The present study confirmed that,
the next generation sequencing is a reliable technique similar with conventional
DNA sequencing for detecting the BRCA1/BRCA2 gene mutations regardless
from the disadvantages of the homopolymer sequences which may cause false
positive result. As a conclusion next generation sequencing can be use for
screening these mutation by the help of the confirmation of conventional DNA
sequencing.

Key words: Familial breast cancer, BRCA1, BRCA2, mutation,

microarray, next generation sequencing
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