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NINOVA EYALETINDEKI IRAKLI KADINLARDA BRCA1 VE BRCA2 GENLERI
ICIN GENETIK VARVASYONUN TESPITi iLE MEME KANSERININ ERKEN
TESHISI
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Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Filiz SARIKAYA PEKACAR
Es Danigman: Prof. Dr. Hanan Shihab AHMAD

Meme Kanseri, Diinya genelinde ve Irak’ta kadinlar arasinda goriilen kanser tiirleri arasinda
ilk swrada gelmektedir. Meme kanserinin siklikla ailesel kanser Oykiisiine bagl olarak
hastaneye basvuran hastalarda yapilan muayeneler ve tetkikler sonucunda tespit edildigi
goriilmektedir. Kalitsal Meme kanseri, tim meme kanseri vakalarinin yaklasik %10’unu
olusturmakta ve kalitsal meme kanseri tanilarinin biiyiilk ¢ogunlugunda sorumlu genlerin
BRCAI1/2 oldugu bilinmektedir. BRCA1/2 germ hatlarinda goriilen mutasyonlar kalitsal
meme kanseri riskini yirmi kat daha fazla artirmaktadir. Bu nedenle, BRCA1/2 gen
mutasyonlarinin tespiti risk grubunda degerlendirilen hastalarin ve mutasyon tasiyici aile
bireylerinin teshisi, tedavisi ve klinik yontemlerin uygulanmasi i¢in 6nemlidir. Yeni Nesil
Dizileme Yaklasimi, zaman, efor ve maliyet gibi unsurlar agisindan klasik yontemlerden daha
yararlidir. Yeni Nesil Dizileme yaklasimi ile her bir hastaya 6zgii klinik tedavi akisi
olusturulabilir ve tedavi Ozellestirilebilir. Boylelikle tedavi ve erken teshiste olduke¢a iyi
sonuglar alinabilir. Bununla birlikte, Yeni Nesil Dizileme yaklagimi, basta meme ve ovaryum
kanseri olmak tizere diger kanser ¢alismalarinda da kullanilarak, mevcut mutasyonlarin
tanimlanmasinin yaninda, yeni kesiflerin de yapilmasini kolaylagtirmaktadir.

Calismamizda Irak’in Ninova kentinde yasayan ve hayatinin tamamini ya da biiylik kismini
Ninova kentinde gegiren, demografik agidan 6zdes niteliklere sahip 18 — 49 yas arasi kadin
hastalar tizerine ¢aligilmistir. Bu c¢alisma kapsaminda Yeni Nesil Dizileme Analizi ile
katilimeilarin rizalar1 dahilinde alinan klinik numuneleri incelenmis ve varyantlar iizerinde
anlamli ve anlamsiz mutasyonlar tespit edilmistir. Patojenik olarak degerlendirilen
varyantlarin biyoinformatik ¢alismalar1 yapilmistir. Ayrica, klinik 6nemi bilinmeyen
varyantlar saptanmig ve listelenmistir. Calismada elde edilen sonuglar dogrultusunda,
BRCA1/2 mutasyonlarinin tespiti i¢in Yeni Nesil Dizileme yaklagimi temelinde bir anlayigin
gelistirilmesi ve mutasyonlarin fonksiyonel roliiniin degerlendirilmesi i¢in dogrudan
laboratuvar ortaminda testlerin uygulanmasi gerektigi sonucuna varilmaktadir. Ayrica,
calismamiz, Yeni Nesil Dizileme tekniginin erken teshis ve kisisellestirilmis, hastaya 6zgii
tedavi yaklagiminin gelistirilmesi yoniinde bir sonuca varmaktadir.

2020, 44 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: BRCA1, BRCA2, Yeni nesil dizileme, Genetik varyasyon,
Kalitsal meme kanseri
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EARLY DIAGNOSIS OF BREAST CANCER BY DETECTION OF GENETIC
VARIATION FOR BRCA1 AND BRCA2 GENES IN THE WOMEN'S OF NINEVEH
PROVINCE

Nada Saad Omer AI-TAEE

Cankir1 Karatekin University
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Advisor: Asst. Prof. Dr. Filiz SARIKAYA PEKACAR
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Breast Cancer ranks first among cancer types among women in the world and in Iraq. It is
observed that breast cancer is often detected as a result of examinations and examinations
performed in patients admitted to the hospital based on familial cancer history. Hereditary
breast cancer accounts for about 10% of all breast cancer cases, and in the vast majority of
hereditary breast cancer diagnoses, the responsible genes are known as BRCA1 and BRCA2.
Mutations in the BRCAL and BRCA2 germ lines increase the risk of hereditary breast cancer
twenty times more. Therefore, detection of BRCAL and BRCA2 gene mutations is important
for the diagnosis, treatment and application of clinical methods of patients evaluated in the
risk group and mutation carrier family members. Next Generation Sequencing Approach is
more useful than classical methods in terms of time, effort and cost. With the Next Generation
Sequencing approach, a patient-specific clinical treatment flow can be created and treatment
can be customized. Thus, very good results can be obtained in treatment and early diagnosis.
However, the Next Generation Sequencing approach also facilitates new discoveries, as well
as identification of existing mutations, as well as other cancer studies, primarily breast and
ovarian cancer.

In our study, we studied on female patients between the ages of 18-49, who lived in Nineveh,
Iraqg and spent all or part of their lives in Nineveh, having demographic identical qualities.
Within the scope of this study, with the Next Generation Sequencing Analysis, the clinical
samples taken within the consent of the participants were examined and significant and
insignificant mutations were detected on the variants. Bioinformatics studies of variants
evaluated as pathogenic were performed. In addition, variants of unknown clinical
significance were identified and listed. Based on the results obtained in the study, it is
concluded that tests should be applied directly in the laboratory environment to develop an
understanding based on the Next Generation Sequencing approach for the detection of
BRCA1 and BRCA2 mutations and to evaluate the functional role of the mutations. In
addition, our study draws a conclusion for the early diagnosis of the New Generation
Sequencing technique and the development of a personalized, patient-specific treatment
approach.

2020, 44 sayfa

Keywords: BRCA1L, BRCA2, Next generation sequencing, Genetic variation, Hereditary
breast cancer
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1. GIRIS

Meme Kanseri, kadinlarda en ¢ok goriilme sikligina sahip olan kanser tiirtidiir. Meme
kanserine yol agan farkli risk tiirleri vardir bu risk tiirlerinin basinda; genetik 6zellikler,
obezite, menopoz, alkol tiikketimi gibi etkenler geldigi bilinmektedir. Bununla birlikte,
Ninova gibi niifus yogunlugunun fazla oldugu ve gelismislik diizeyinin yiiksek oldugu
bolgelerde meme kanseri goriilme sikliginin daha yiiksek oldugu da bilinmektedir
(Tavassoli 2003). 1980 yilindan 2010 yilina kadar olan zaman araligina bakildiginda
Ninova’da teshis edilen kanser tiirleri arasinda 3563 vaka ve %15,3’liik oran ile Meme
kanseri ilk sirada yer almaktadir (Al-Hashimi and Wang 2013). Bu ¢alismada meme
kanserini etkileyen faktorler arasinda ilk sirada yer alan genetik faktorler iizerinde
durulmaktadir. Oyle ki, DNA onariminda ortaya ¢ikan bir hata ile birlikte polimorfizm
ve gen islevindeki farklilasma kanser olusumunu baslatici etkiye sahip olabilmektedir
(Maluf 2018, Nuaabaum et al. 2007).

DNA yapisinda meydana gelecek bir bozulma, DNA sarmallarinin ayrilmasia neden
olacaktir. Bunun neticesinde ortaya ¢ikan kirilma, meme kanseri duyarlilik genleri
olarak bilinen BRCA1 ve BRCA2 genleri tarafindan onarilmaktadir (Méagdefrau et al.
2019). Bununla birlikte bu iki gen, transkripsiyonel diizenleme islevini de birlikte
yurutmektedirler. BRCA1, 17q kromozomu (zerinde bulunur ve bu genin proteini
1863 aminoasit ve 24 ekzondan olusmaktadir. BRCA2 geni ise 13q kromozomu
Uzerinde bulunmakla birlikte, bu genin proteini 3418 amino asit ve 27 ekzon
icermektedir (Miki 1994). Ailesel olarak kalitim yoluyla ya da germ hattinda meydana
gelen mutasyonlarla ortaya ¢ikan bu genlerden BRCA1 %5 - 10 oraninda meme
kanseri riski ortaya koymaktayken, BRCA 2 %20 — 40 oraninda meme kanseri riski
teskil etmektedir (Kuchenbaecker 2017).

Homolog rekombinasyon mekanizmasi vasitasiyla DNA sarmalinda meydana gelen
kirilmalar1 onaran bu genlerde ortaya cikacak bir mutasyon ya da varyasyonlarin
tespitine yonelik taramalar meme kanserinin erken teshisi i¢in 6nem arz etmektedir

(Sekil 1.1 — Sekil 1.3'da gosterildigi gibi). Bununla birlikte hastanin ailesinin tibbi



gecmiginde benzer vakanin s6z konusu olmasi degerlendirme gerekliligini
artirmaktadir. Bu nedenle bu ¢alisma, Irak’m Ninova sehrinde yasayan, meme kanseri
riski tagityan ve belirli bir sikayet ile ya da tarama amagli olarak hastaneye bagvuran
hastalarda BRCAL ve BRCA2 genlerinin analizi ve tahlili ile meme kanserinin erken

teshisinin degerlendirilmesini amaglamaktadir.

Meme kanseri Irak’ta oldugu kadar Diinya genelinde kadinlar arasinda en sik goriilen
kanser tiiriidiir. Diinya’da meme kanserinin gorilme sikligi %8 - %10 olarak
degerlendirilirken bu oran Irak’in Ninova sehrinde %151 asmaktadir (Key et al. 2002).
Gilintimiizde gergeklestirilen meme kanseri taramalarinda tercih edilen yontemler
arasinda BRCA1 ve BRCA2 gibi iki gen yapisinin ele alinmasi heniiz
yayginlasmamistir (Poulos and McLean 2004). Bununla birlikte literatiire bakildiginda
da BRCA1l ve BRCA2’nin bu baglamdaki 6neminin ¢ok yakin bir siire Once
anlasilmaya basladig1 goriilmektedir. Irak’taki meme kanseri tanis1 konmus ya da
meme kanseri siiphesi so6z konusu olan hastalara yonelik yapilan incelemelerde
BRCAl1 ve BRCA2 genlerine siklikla bakilmamakta ve yeterli ¢alisma
yapilmamaktadir. Bu ¢alismada BRCA1 ve BRCA2 genleri Uzerindeki genetik
varyasyonlarin dikkatle ele alinmasi neticesinde Irak’in Ninova kentinde yer alan
kadmnlardan alinacak klinik 6rnekler incelenerek, elde edilen sonug literatiire bilimsel
bir katki saglayacaktir. Bu baglamda gerceklestirece§imiz akademik caligmanin

literatiire ve arastirmacilara katkida bulunmasi amaglanmaktadir (Foulkes 2016).

| !_ <-——T—Donebllen bashk

Bashktan ¢ikan
x-1sinlar

| = - Ust plaka
) - -l Plakalar arasina
- ? sikisan meme
‘/(N : Alt plaka
e

Sekil 1.1 Mamografi, kanser ve diger meme hastaliklarmin erken teshisi i¢in memeyi
incelemek icin kullanilan bir rontgen goriintiileme yontemidir. Hem teshis

hem de tarama araci olarak kullanilir



Sekil 1.2 Mamografi cihazi

Sekil 1.3 Meme Kanserini gosteren igin X-Isin1 grafigi



2. GENEL BILGILER VE KAVRAMLAR

2.1 Kanser

Kanser, kokeni binlerce yil Oncesine kadar uzanan, eski donemlere ait insan
iskeletlerinde dahi izlerine rastlanan bir hastaliktir. M. O. 6. yiizyilda Antik Yunanlilar
tarafindan isimlendirilen hastalik yirminci ylizyilin baslarinda modern bir sekilde
analiz edilmeye baslanmis ve giiniimiizdeki smiflandirma sistemi olusturulmustur

(Richardson 1995).

Bilhassa 1950’11 yillardan itibaren hiicresel yapi, islev ve biyokimya alanlarinda goze
carpan bir ivme ile ¢aligmalar hiz kazanmistir ve gelisen teknoloji ile de desteklenen
bu caligmalar 1s183inda kansere neden olan hiicresel degisikliklerin tanimlanmasi
kolaylagsmig, goriintiileme tekniklerindeki ilerleme ile birlikte tiimorlerin tanisi
noktasinda biiyiik bir ilerleme kaydedilmistir. Biitiin bu gelismeler kanserin tespitine

yonelik etkili tarama programlarmin gelistirilmesini saglamistir (Richardson 1997).

Kanser terimi farkli dokularda ortaya ¢ikan 200’den fazla hastalik ¢esidini kapsayan
bir genel bir terimdir. Kanser terimi ile ifade edilen hastaliklarin her birinin insidans,
yayilma ve sag kalim oranlari ile ilgili 6zellikler hastaligin tiiriine 6zgiidiir. Bununla
birlikte, tek bir birinci bélgeden kontrolstiz hiicre bélinmesi bitln kanser turleri icin

ortak bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Taylor 1992).

Kanser tiirlerinin goriilme siklig1 ve mortalitesi gibi alanlarda ilgili veriler Diinya’nin
her yerinde uzun yillardan beri derlenmektedir. Bu veriler, 6liim kayitlari, hastane
kayitlary, saghk arastirma kurumlari gibi resmi kayitlarm tutuldugu kurumlarca
saglanmaktadir. Diinya Saglk Orgiitii (WHO) de kanser istatistiklerinin tutulmas ve
yaymlanmasi hususunda etkin bir sekilde calismaktadir. WHO’ nun zaman zaman
yaptig1 agiklamalara bakildiginda, Diinya ¢apinda bir hastalik olan kanserin tiirlerinin,

goriilme sikligmin ve nedenlerinin tlilkeden iilkeye farklilik sergiledigi goriilmektedir.



Farkli kanser tiirlerinin nedenleri, kotii beslenme, sigara kullanimi, mesleki

dezavantajlar gibi farkli unsurlar olabilir (Doll 1992, Heidebrecht et al. 2009).

Bilhassa meme kanseri ve akciger kanseri insidansinda, yasam kosullar1 hayli benzer
olan Avrupa tilkeleri arasinda dahi farkliliklar gériilmektedir. Bununla birlikte kansere
yakalanma riski ve kanser insidansi, meslek ve gelir grubu gibi sosyoekonomik

faktorlerle de iliskilendirilmektedir (Richardson 1997).

Her ne kadar akut lenfoblastik 16semi gibi kanser turleri 6ncelikle cocuklarda gortlse
de kanserin goriilme siklig1 genel olarak ilerleyen yasa baghdir. 65 — 69 yas
araligindaki bireylerin kansere yakalanma oraninin 55 — 59 yas araligindaki bireylere

gore iki kat fazla oldugu bilinmektedir (Boyle and Engelking 1993).

Kanser daha ziyade genetik temelli bir hastalik olarak degerlendirilmektedir. Oyle ki
hiicre proliferasyonunun kontrolsiiz bir hale geldigi ve tiimor olusumu ile karakterize
edilen ¢ok basamakli bir neoplaziyi tanimlayan bu hastalik bireyin genetik yatkinligina

baghdir (Nussbaum 2007).

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan yayinlanan verilere gore 2018 yilinda diinya ¢apimda
kanser tiirleri ve oliim siklig1 su sekilde gorilmektedir (Cizelge 2.1'e bakin) (IACR
2018).



Cizelge 2.1 2018 Yili Diinya Capinda Kanser Tiirleri Yeni Vaka ve Oliim Oranlar1

. Yillik Yeni Vaka Sayisi Yillik Oliim Sayis1 ve
ve Orani Orani
Akciger 2.093.876 (%11,6) 1.761.007 (%18,4)
Meme 2.088.849 (%11,6) 626.679 (%6,6)
Kolorektum 1.849.518 (%10,2) 880.792 (%9,2)
Prostat 1.276.106 (%7,1) 358.989 (%3,8)
Mide 1.033.701 (%5,7) 782.685 (%8,2)
Karaciger 841.080 (%4,7) 781.631 (%8,2)
Ozofagus 572.034 (%3,2) 508.585 (%05,3)
Diger 7.753.946 (%42,9) 3.422.417 (%35,8)

2.2 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri her yil diinyada 1 milyonun iizerinde yeni vaka goriilme sikligi ile
kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kadinlar arasinda goriilen tiim
kanser tiirleri arasinda %18’lik bir orana sahiptir (McPherson et al. 2000). Bununla
birlikte bir dnceki baslik altinda yer verilen verilere gore 2018 yilinda bu rakam
2.088.849 yeni vaka seklinde bildirilmistir ve tiim kanser tiirleri arasinda 2018 yilinda
mortalite oran1 %6,6 olmustur (IACR 2018). Meme kanseri hastaligi 40 — 50 yas
araligindaki kadinlarda en sik goriilen 6liim nedenidir. Bu yas grubundaki kadinlarin
beste birinin 6liim nedeninin meme kanseri oldugu bilinmektedir. Meme kanserinin
insidansinin ve mortalite oraninin en yiiksek oldugu iilke Birlesik Kralliktir ve
yukarida belirtilen yas grubundaki kadmlarda insidans1 %0,02 olarak bildirilmektedir
(McPherson et al. 2000, Mocci et al. 2013).



Meme kanseri farkli klinik bulgularla seyreden ve farkli 6zellikler sergileyen homojen
olmayan bir kanser tiiriidiir. Bu hastalik, histolojik, biyolojik ve klinik olarak farkli

sekillerde smiflandirilmaktadir (Weigelt et al. 2010).

Tiimoriin biiyiime seklinin esas alindig1 histolojik degerlendirme baglaminda en sik
goriilen meme kanseri tiirli %59 oranlar invaziv duktal karsinomadir. Bunu %8 orani
ile mediiler karsinoma izlerken, iiglincii swrada %7 oranla miisindz karsinoma,
dordiincii sirada %5 oranla intrasistik karsinoma, besinci sirada %4 oranla tiibiiler
karsinoma ve invaziv lobiilar karsinoma yer alirken diger meme kanseri tiirleri toplam

vakalar icerisinde %13 orana sahiptir (Tavasolli 2003).

Meme kanseri, yas, cografi 6zellikler, genetik yapi, radyasyon, yasam sekli, beslenme,
alkol kullanimi, viicut kitle endeksi, sigara kullanimi gibi unsurlara da baghdir
(McPherson et al. 2000). Bu faktorler ve etkileri bu ¢alismada ayr1 bir baslik altinda
detayl bir sekilde ele alinmaktadir.

2.3 Kanserde Ailesel Etkiler

Daha Once yapilan ¢ok sayida arastrmanm da gosterdigi lizere birinci derece
akrabalarda goriilen kanser Oykiisiiniin, kansere yakalanma riski ile dogru orantili
seyreden bir risk faktorii oldugu bilinmektedir. Kanser tanisinin konulmasinda aile
Oykiisii genetik, molekiiler ve klinik tani ¢alismalarini destekleyici bir unsur olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Claus et al. 1991). Oyle ki, kanserde ailesel etkilerin ve genetik
yatkinligin tespitine yonelik arastirmalar ve ¢alismalar duyarlilik genleri ile kanser risk
orani arasindaki iliskiye yonelik degerlendirmeler yapmaktadir. Bununla birlikte aile
oykiisii ele alindiginda birden fazla nesil boyunca kanser Oykiisii goriilen ailelerde
duyarlilik genlerinin klonlanmas1 yOniinde de yararli caligmalar yapildig:

gorilmektedir (Miki et al. 1994).

Yukarida da belirtildigi lizere, kanser tiirlerinin tamamu i¢in ailede kanser dykiistiniin

bulunmasi bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir. Aile dykiisiine dayali bilimsel



caligmalar, kanserin ailesel agregasyonunun tanimlanmasinda yol gdsterici
olmaktadir. Bununla birlikte, kalitsal kanser riski igeren lokuslar da genom bazl
caligmalar ile tantmlanmaktadir. Ayrica, ¢aligmalar sonucunda tespit edilen ve bilinen
lokuslarin kanser insidansindaki degiskenligin yalnizca kiigiik bir kismini agikladigina

da dikkat ¢ekmek yerinde olacaktir (Goldgar et al. 1994).

American Cancer Society’nin 2012 yilinda yaptig1 arastirmaya gore kanserin ailesel
etkilere bagli oldugu gdsteren bir dizi tibbi 6zellikler mevcuttur. ACS’ye gore, ailede
birden fazla kiside kanser tiiriiniin gézlemlenmesi, kanserin erken yaslarda goriilmesi,
bir bireyde birden fazla kanser tiiriiniin goriilmesi, kanserin bilateral organlarin her
ikisinde de goriilmesi, kardeslerde ¢cocukluk caginda ayni kanser tiirlerinin goriilmesi,
cinsiyete bagl kanserlerin nadir goriilen cinste tespit edilmesi gibi unsurlar kanserin
ailesel etkilere bagli oldugu gosterir niteliktedir (Loren et al. 2013, Rebbeck 1999,
Richarson 1997).

2.4 Kahtsal Meme Kanseri

Meme kanserinin kalitsal olduguna dair arastirmalarin kokeni, kanser arastirmalari
arasinda oldukg¢a eskilere uzanmaktadir. 1866 yilinda Paul Borca’nin meme kanserinin
ailesel Ozellikleri hakkinda bir ¢alisma yaptigi bilinmektedir. O tarihten gilinlimiize
kadar meme kanseri pozitif aile dykiisii ile iligkilendirilen meme kanseri risklerini
degerlendirmek adina ¢ok sayida epidemiyolojik c¢alismalar yapilmistr ve bu
calismalarin neticesinde meme kanseri hastalarinin birinci dereceden akrabalari
arasinda kadm olanlar i¢in de risk degerinin nispeten yliksek oldugu tespit edilmistir.
Meme kanseri riski aile icerisinde kalitsal 6zelliklerle birlikte etkilenen akrabanin
yakinlik derecesi, yasi, etkilenen akraba sayis1 gibi unsurlara da baghdir (Kelsey and

Gammon 1990).

Ailede goriilen meme kanseri 0ykiisii, bir kadinin meme kanseri gelistirme riskini iki
ila i¢ kat daha fazla artirmaktadir. Ailede meme kanseri Oykiisii goriilen kadinlar

arasinda, 40 yasindan kiiclik, bilateral ya da premenopozal meme kanseri tanisi



konmus birinci derece akrabalari olanlarin 6zellikle yiliksek risk grubunda oldugunu
belirtmek mumkundur (Macklin 1959). Ailede meme kanseri dykiisii, hastaligin
gelisimi i¢in yerlesik bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Meme kanseri ile
nedensel bir iliski tagidig1 kanitlanan degiskenler arasinda yastan sonra en yiiksek risk

ailede meme kanseri pozitif bir dykiiniin varligidir (Claus et al. 1998).

Toplam goriilen meme kanserlerinin yalnizca %35’ inde hastaligin yiiksek penetrasyona
duyarhlik genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal bir kanser duyarlilik
sendromunun pargast oldugu bilinmektedir. Kalitsal meme kanserlerinin yaklasik
%16’lik bir kism1 BRCA1 ve BRCA2 genlerinden herhangi birindeki germ hatti
mutasyonlari ile iliskilendirilmektedir (Peto et al. 1999, Nelson et al. 2014).

BRCAI1 ve BRCA2 genlerinin yani sira kalitsal meme kanseri riski artiran diger
genlerin varligindan da s6z etmek miimkiindiir. Bu genler, HEK2, PTEN, TP53, ATM,
STKI11/LKBI1, CDHI1, NBS1, RAD50, BRIP1 ve PALB2 genleri olarak siralanabilir.
Ayrica, bu genlerin bazilar1 Li-Fraumeni (TP53), Peutz-Jeghers (STK11 / LKB1) ve
Cowden sendromu (PTEN) gibi ¢oklu kanser sendromlarinda da rol oynar (Gasco et
al. 2003, Nelen et al. 1996, Malkin et al. 1990).

2.5 Risk Faktorleri

Meme kanseri olusumuna etki eden risk faktorlerinin farkli kategorilere gore
gruplandirilmas1 miimkiindiir. Bu risk faktorlerini i¢ ve dis faktorler olarak aymrmak
miimkiindiir. Ayrica, endokrinolojik etkenleri de ayr1 bir risk faktér grubu olarak ele
almak mumkdiindir (Dennis-Sykes et al. 1985).

Bu baglamda, meme kanserinin ortaya ¢ikmasma neden olan i¢ faktdrleri yani
dogrudan hastanin kendi bedeninden kaynaklanan unsurlardan baslamak yerinde
olacaktir. Bu gruptaki ilk temel faktor hastanin meme kanseri tanis1 aldigi yastir.
Meme kanseri siklikla menopoz donemindeki kadnlarda goriiliir (Levy-Lahad and

Friedman 2007). Buna karsin meme kanseri 45 yas altindaki kadinlarda goreceli olarak



daha az goriilmektedir. Hastalik tanisinin konuldugu yas ile tiimor dokusunda bulunan
dstrojen reseptorii arasinda bir korelasyon gozlenmektedir. Ostrojen reseptoriiniin asiri
ekspresyonunun goriildiigii (ER+) neoplazmalar ER- tiimdrlerinin aksine yasla birlikte
dogru orantilt olarak bir artis siklig1 gostermektedir. ER+ gosteren neoplazmalar
menopoz donemindeki kadmlarda meme kanseri riskinin artis gosterdigini
kanitlamaktadir (Ban and Godellas 2014). Bu kapsamda bir diger risk faktorii de
cinsiyettir. Meme kanseri olusumunun cinsiyete gore dagilimi incelendiginde,
neoplazmanin agirlikli olarak kadinlarda goriildiigi ve tan1 konulan toplam meme
kanseri vakalarmin yalnizca %1’inden daha az bir kismimnin erkeklerde sporadik olarak
teshis edildigini soylemek miimkiindiir (Gnerlich et al. 2011). Erkeklerde bu tip
neoplazmin rastlantisal olmasina ragmen, epidemiyolojik veri analizi son otuz yilda

erkeklerde meme kanseri olusumunda belirgin bir artig géstermektedir (Speirs 2009).

Meme kanseri riskini artiran 6nemli bir i¢ faktoriin de ik oldugu bilinmektedir. Beyaz
irka mensup kadinlarda meme kanseri goriilme sikliginm 100.000°de 127,4 oldugu ve
diger wrklara mensup kadinlara gére beyaz ik mensubu kadmlarin meme kanserine
yakalanma sikliginin daha fazla oldugunu séylemek miimkiindiir. Beyaz irka mensup
kadinlarda mortalite ve 5 yillik sagkalim gostergeleri sirasiyla %12,3 ve %90,4't0r.
Siyah wrka bakildiginda ise 100.000 bireyde neoplazmin goriilme siklig1 yaklasik
121,4'tur ve mortalite ve 5yillik sagkalim gostergeleri sirasiyla %18,2 ve %78,6'dir
(Ban and Godellas 2014).

Meme kanseri olusumuna yol acan bir baska i¢ risk faktorii ailesel 6zelliklerdir. Meme
kanseri olusumunda, bir hiicrede tiimor baskilayic1 genler olan BRCA1 ve BRCA2
genleri Onem arz etmektedir. Epidemiyolojik ve popiilasyon ¢aligmalarmin
korelasyonu, ailesel meme kanseri vakalarinin sayismin tahmin edilmesine imkan
tanimaktadir. Meme kanseri, yeni teshis edilen neoplazmalarin yaklasik %10 unu
olusturmaktadir (Francken et al. 2013). BRCA1 ve BRCA2 genlerinin etkisi ayr1 bir

baslik altinda ele alinmaktadir.
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Meme kanserinin olusumuna yol acan dissal risk faktorlerinin basinda ise bilhassa
obeziteye neden olan hatali diyet aligkanliklar1 gelmektedir. Yag agisindan zengin,
asir1 kiloya ve obeziteye yol acan gidalarin yani sira gidalarin lezzetini artirmak veya
yiyecekleri korumak amaciyla kullanilan bir dizi kimyasal madde igeren iglenmis
urunlerin meme bezi hiicrelerinde neoplastik transformasyon sirecini destekleyen
onemli faktorler oldugu degerlendirilmektedir. Bu korelasyon, bilhassa menopoz
sonrast donemde bulunan kadinlar ele alindiginda, dstrojen, progesteron ve HER2
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu olmaksizin meme kanserinin ortaya ¢ikma riski ile

iliskilidir (Thiébaut et al. 2007).

Bu baglamda yapilan arastirmalar neticesinde neoplasti nedeniyle tedavi edilen bir
grup kadinda diisiik yagl diyet tercih edilmesinin, birincil cerrahi prosediiriinden sonra
neoplazm niiks riskinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmektedir. Ayrica, haftada 3 - Sbeg
kez yapilan diizenli egzersizn ve fiziksel aktivitenin meme kanseri olusum riskini %20
- %40 oraninda diisiirdiigii ortaya konulmustur (Lynch et al. 2011). Ayrica beslenme
aliskanliklar1 kapsaminda bir diger degerlendirme de antioksidan bakimindan zengin
olan gidalarm ve D vitamini igeren besinlerin tiiketilmesinin meme kanseri riskini %20
azalttig1 yoniindedir (Saxe et al. 1999). Alkol tiikketimi ise biiyiik bir risk unsuru teskil
etmektedir. Oyle ki karacigerdeki strojen metabolizmasini etkiledigi i¢in az miktarda

olsa dahi alkol kullanimmin meme kanseri riskini artirdig1 bilinmektedir (Bagnardi et
al. 2013).

Risk faktorlerine yonelik yaptigimiz gruplandirmanin {igiincii ve son grubu ise endojen
seks hormonu kan konsatrasyonu, hormonal tedavi ve meme kanseri riski arasindaki
iliskiyi ele almaktadir. Bu baglamda, kandaki yiiksek endojen 0strojen seviyesinin,
meme kanseri insidansinin artigina yol acan bir risk faktorii oldugu kanitlanmistir.
Prospektif ¢aligmalarin analizi, menopoz sonrasi1 donemdeki kadmlarda artan seks
hormonlar1 konsantrasyonlarmin meme kanseri riskini artirdigi dogrulamaktadir (Key
et al. 2002). Ayrica serum hormon diizeylerinin reseptoér durumuna goére farkli meme

kanseri alt tiplerinin gelisim riskini artirdig1 da bilinmektedir (Farhat et al. 2011).
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2.6 BRCA1 ve BRCA2 Genleri

Meme kanseri olusumunu kosullandiran i¢ faktdrlerden birinin bu tur neoplazmaya
yonelik ailevi bir duyarliligin olduguna yukarida yer verilmistir. Bu baglamda en
hiicrede tiimor baskilayict gen islevini yerine getiren BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
biiyiilk onem arz ettigi bilinmektedir (Ford et al. 1998). Bu genlerin kodlama
dizisindeki degisikliklerin ortaya ¢ikmasi, kendilerini gogiis ve / veya yumurtahk
kanseri seklinde gdsteren HBC-SS (Kalitsal Meme Kanseri Bolgesine Ozgii) veya
HBOC (Kalitsal Meme Yumurtalik Kanseri) sendromu olarak adlandirilan kalitsal
sendromlarin  gelismesine yol acabilir. BRCAl1 veya BRCA2 genlerindeki
mutasyonlarm belirlenmesi, mutasyon tipine bagli olarak sirasiyla mutasyon
tastyicilarinin %65 veya %45'inde meme ve / veya yumurtalik kanseri goriilme

riskinde artis ile iligkilidir (Antoniou et al. 2003).

BRCA1 veya BRCA2 gen mutasyonlarmin neden oldugu kalitsal sendromlar, hastada
karmagik bir molekiiler analiz gerektirebilecek ¢esitli klinik semptomlarla iliskilidir.
[k temel kriter, genellikle 45yasm altindaki nispeten geng insanlarda, meme ve / veya
yumurtalik kanseri olusumunun erken yasta goriilmesidir. Dikkate alian ikinci kriter,
bir soyagaci lizerindeki birinci ve ikinci derece akrabalarda meme ve / veya yumurtalik
kanseri vakalarinin ailesel baglamda tanimlanmasidir (Mohamad et al. 2008). Ancak,
belirtmek gerekir ki, meme kanseri hastalarinin biiylik bir kismi tizerinde yapilan
molekiiler taramalar, BRCA mutasyonunun goriildiigii hastalarin yaklasik %50’sinde

aile dykasunin bulunmadigini géstermektedir (Ban and Godellas 2014).

35 yas ve altinda meme kanseri tanist konulan kadm hastalarda BRCA1 ve BRCA2
genleri iizerinde gerceklesen mutasyonlarin varliginin degerlendirilmesi i¢in genetik
testlerin yapilmasi gerekli bir kosuldur. Bununla birlikte, muayene ayrica tiimoriin
ostrojen, progesteron ve HER2 reseptorii asir1 ekspresyonu ile karakterize edilen ve
icli negatif hastalar olarak adlandirilan 40 yas alti kadmlarm tamamia
uygulanmalidir (Mavaddat et al. 2013). Bilateral meme kanseri ve ailesinde meme ve

yumurtalik kanseri Oykiisii olan hastalarda ve oOzellikle 50 yas altinda tiimor
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olusumunun goriildiigii hallerde meme ve ayrica meme kanseri tanisi konulmus erkek

hastalar icin de genetik konsultasyon kesinlikle dnerilmektedir (Ahmad 2009).

2.6.1 BRCA 1 ve BRCA 2 genlerinin molekiiler mekanizmalari

Timor baskilayict genler BRCA1/2 iizerindeki germline mutasyonlarinin meme ve
yumurtalik kanserine neden oldugu bilinmekle birlikte, bu kanser tiirlerinin otozomal

dominant sekilde kalitsal oldugu ortaya konulmustur (Hu et al. 2018).

Hiicre boliinmesi sirasinda genotoksik stres nedeniyle DNA ¢ift ipliklerinde kopma
meydana gelebilir ve hiicre dongiisii kontrol noktalar1 S ve G2, BRCA1 ve BRCA2
genleri araciligiyla yetersiz genetik bilgi riskini azaltabilir. Hicre dongisu, G2/M
fazinda, CHEKI1’in aktivasyonu araciligiyla BRCA1-RBBP8 kompleksi tarafindan
kontrol edilir (Mussil et al. 2019, Simhadri et al. 2019, Takaoka et al. 2018).

BRCAL ve BRCAZ2 genlerinden elde edilen protein transkripsiyonu, bu kopmalarin
homolog rekombinasyonla onarilmasindan sorumludur. Homolog rekombinasyon,
kardes kromatitler arasinda niikleotit sekansinin degistigi bir tiptir. DNA hasarina
yanit olarak BRCA, lokalizasyonu ve fonksiyonu homolog rekombinasyon sirasinda
BRCA2 tarafindan kontrol edilen RADS51'i diizenler (Zhao et al. 2019, Petermann
2018).

Bu genin protein transkripti, hasarli DNA, diger tiimor baskilayicilar ve sinyal
transdiserleri icin sensorler yoluyla BASC'yi olusturur. RNA polimeraz II ve HDAC
kompleksleri BASC ile birlesir. DNA onarmmi, hiicrenin, E3 ubikitin-protein ligazi
tarafindan etkilenen poliubikitin zincirleri yoluyla tepkisinin aktive edilmesiyle
etkinlestirilmektedir. Bu ligaz ayrica BRCAl'in tiimor baskilamasindan da
sorumludur. Genomik stabilite, transkripsiyonel diizenleme, DNA onarimi ve

ubikitinasyon gibi ¢esitli yollarla BRCA1-BARD1 kompleksi tarafindan saglani
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2.6.2 Kromozom yerlesimi

Kromozom 17'nin q kismi, 17g21 olarak BRCA1 igerir. Genin protein Urtinl, 1863
amino asit, 24 ekzon v r (Magdefrau et al. 2019, Stewart et al. 2017, Shimada 2018).e
iki alandan olusur: Cinko parmak ve C terminali. Ayni1 zamanda niikleer yerellestirme
ve ihracat kaliplarma sahiptir. Diger yandan, kromozom 13'in q kismi1 13q12,3 olarak
BRCAZ2 igerir (Sekil 2.1'da gosterildigi gibi). 3418 amino asidi kodlayan 10,254bp
kodlamadan sorumlu 27 ekzon vardir (Sekil 2.2'da gosterildigi gibi). Hiicre alti
lokalizasyonunun diizenlenmesi ve genin fizyolojik rolu alternatif ekleme ile kontrol
edilir (Baugh et al. 2019, Yang 2017).

m o NoH Hon AAdnN ®d ad 808 A0manA §n
: CoH - ood s M oM
m omm B oM HrAAd BFA A oo mmm oo NN
HooHd A H H oo Mood A Moo NN N
BOR R (i [ ) E'E'E':_I' ":_I"g. el o &

vl M N 1T

Sekil 2.1 BRCA1 Geninin Kromozom Yerlesimi (Hollis et al. 2017)
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada, meme kanseri tanisi konmus ve meme kanseri riski bulunan kadin
hastalardan elde edilen klinik ornekler tahlil edilmistir. Yakin zamanda gelistirilmis
olan yeni nesil dizileme teknolojisi ile ailesel yani genetik faktorlere dayali meme
kanserine yol acan genlerin teshis ve tespiti i¢in ¢oklu gen paneli olusturulmus olup
bu paneller daha ziyade DNA onarimlarinda etkili olan BRCA 1/2 gibi genlerin

incelenmesini saglanmistir.

3.1 Hastalarin Secimi

Bu calisma gercevesinde yiiriitiilen deneysel caligmalar, Irak’in Ninova sehrinde yer
alan arastrma ve uygulama hastanesinin jinekolojik onkoloji biriminin
laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Deneylere dahil edilen hastalar, etik kurul
onayl ve riza beyannameleri almarak bilgilendirilmis ve goniilliiliik esasina dayali
olarak calisma kapsamina alinmiglardir. Hastalarin aydinlanmis onam formlar1 EK1

de yer almaktadir.

Hastalarin se¢ciminde bir takim kriterler g6z 6niinde bulundurulmustur. Katilimcilarin
bu kriterlerden en az ikisine uydugu bilinmektedir. Bu kriterlere asagida yer

verilmektedir:

BRCAL1/2 taramasi i¢in kaydolan hastalarin asagidaki 6zel se¢im kriterlerinden en az

birine sahip olmasi gerekir:

- Meme Kanseri tanisinin en fazla 40 yasinda konmus olmas:.

- Invaziv ve/veya bilateral meme kanseri ve/veya coklu organ kanserlerinin
herhangi bir yasta konmus olmasi.

- Ailesinde meme kanseri dykiisli bulunmasi.

- 40 yas ve altinda meme kanseri tanis1 konmus birinci derece kadin akraba.
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- 50 yasindan once ilk primer meme kanseri tanisi konmus birinci derece kadin
akraba.

- Herhangi bir yasta meme kanseri tanis1 konmus iki birinci derece akraba ya da bir
birinci derece bir ikinci derece akraba.

- Herhangi bir yasta meme kanseri tanis1 konmus {i¢ birinci derece ya da ikinci
derece akraba (ailenin ayni tarafindan).

- Ailenin ayni tarafinda (anne tarafi ya da baba tarafi) kanser tanis1 konmus bir ya
da birden fazla akraba.

- Hastalarin Irak iilkesinin Ninova ilinde yerlesik olmalar1 ve hayatinin tamamin1
ya da biiyiik bollimiinii (yasam siiresinin yarisindan fazlasini) bu sehirde gegirmis

olmasi.

Hastalarin riza beyannamesini okuyup, anlayip, onaylamasini miiteakiben en fazla 5
mL olacak sekilde kan plazma 6rnekleri alinmis ve EDTA tiipleri +4°C’de muhafaza

altina alinmustir.

3.2 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin izolasyonu, hastalardan rizalar1 dahilinde alman 5 — 10mL
periferik kan numunesinden, Nucleon BACC3 Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (GE
Healthcare, Life Sciences) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu asamayi takiben,
numunelerin niceliksel incelemesi ve miktar 6lcimd icin NanoDrop 2000
Spektrofotometre (Thermo Scientific) kullanilmistir. DNA Izolasyon isleminde kit

iireticisinin kullanim talimatlar1 adim adim takip edilmis ve uygulanmaistir.

3.3 izole edilen gDNA’min Kalitatif ve Kantitatif Tayini

Rizalar1 dahilinde, hastalardan edinilen klinik numunelerden izole edilen DNA
orneklerinin tibbi kalitesinin tespiti i¢in Beer-Lambert denklemi esas alinarak, Nano
Drop 200 markali ve Thermo Scientific Inc. Adh sirket tarafindan iiretilen

spektrofotometri cihazi ile 6lgtim yapilmistir. 1pL. Numunelerin derisimini ve saflik
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oranini tespit etmek i¢in dncelikle saf su 6l¢iimii yapilacak ve cihaz kalibre edilmistir.
260nm — 280nm araliginda optik yogunluk degeri numunenin saflik diizeyini
belirlemek igin optimal deger olarak alimmistir. 260nm — 280nm optik yogunluklarin
Olciminde 1,7 — 1,9 arahiginda elde edilen sonu¢ hastalardan edinilen klinik

numunelerin istenen saflik diizeyinde oldugunu gostermistir.

3.4 BRCA2 N273H Tek Nikleotid Polimorfizmi

Yeni nesil dizileme isleminin yapilmasindan 6nce, BRCA2 geninin niteliginin
anlasilmasi ve yeni nesil dizileme asamasina hazirlik ve numune kaynagi teskil etmesi
adina BRCA2 geni i¢in N273H tek niikleotid polimorfizmi calisilarak sonug¢ not

edilmistir.

Tek niikleotid varyasyonunun saptanmasi amaciyla, genotipleme gergek zamanli PCR
(polimeraz zincir reaksiyonu) kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR'de, yiiksek
sicakliklara direngli bir DNA polimeraz enzimi, in vitro DNA miktarini artirmistir..
Amplifikasyon reaksiyonlarinin eszamanli olarak nicelendirilmesi i¢in kantitatif PCR
tercih edilmistir. BRCA2 geninin 10 ekzonundaki c,1114 pozisyonunda, adenin
niikleotidinin yerini sitozin niikleotit almaktadir, bu da asparaginden histidine doniisen

bir amino asit degisikligine yol agmaktadir.

BRCA2 transversiyonunun saptanmasi i¢in bir TagMan testi (C 807154 20)
kullanilmistir. Sekansta VIC, niikleotit A'y1 belirtirken FAM, N [AAT]> H [CAT]

enversiyonunda niikleotit C'yi belirttigi not edilmistisr.

Gergek zamanli PCR reaksiyonunun uygulanmasi kosulunda bu iglem 7500 devirli
Applied Biosystem marka PCR cihazi ile gergeklestirilmistir. Plakalar1 s6z konusu
icerikleri muhteva eden karisimla doldurulmustur. Plakalar 1siktan korunarak cihaza

konulmustur. Gerekli termal kosullara dikkat edilmistir.
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3.5 Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak BRCA1/2 genlerinde genetik varyasyonun
tespit edilmesi amaciyla Irak’in Ninova kentinde yasayan 50 kadin hasta iizerinde

yapilan arastirmada asagidaki adimlar uygulanmistir.

3.5.1 gDNA dlciimi

Hastalarim klinik numunelerinden izole edilen gDNA’larin yeni nesil dizileme
panelinde kullanilmasi i¢in, 6l¢limden once uygunluk kontrol gergeklestirilmistir.
Uygunluk kontrolii, ABD menseili Invitrogen firmasi tarafindan iiretilen Qubit

dsDNA HS marka ve modeline sahip deney ¢aligsma kiti ile gerceklestirilmistir.

Numunelerin Qubit ile 6l¢iilmesinden Once vorteksleme islemi tatbik edilmistir.
Deneyde kullanilacak her bir numune i¢in 1L Qubit reaktifi ile 199uL. Qubit Tampon
cozeltisi karistirilarak ¢alisma ¢ozeltisi olusturulmustur. Elde edilen ¢ozeltinin 198uL
hacmine karsilikk 2ul  izole edilmis DNA eklenerek vorteksleme islemi
gerceklestirilmistir. Olgiim neticesinde her bir DNA numunesi seyreltilerek 10ng/uL

yogunlugu ayarlanmustir.

3.5.2 gDNA i¢in kiitiiphane hazirh@

gDNA i¢in kiitiiphane hazirliginda ABD menseili Thermo Fisher Scientific isimli
firman tarafindan tiretilen ION Ampliseq Library Kit 2,0 kiitiiphane kiti kullanilmistr.
386 amplikon ve 2 havuz igeren paneldeki iki havuz ayrilarak, numuneler ayr1 ayr1

isleme tabi tutulmustur. Katilimcilardan her biri i¢in kullanilan miktarlar su sekildedir:
- 5X Ion Ampliseq Hifi Karigim - 2pL.

- 2X lon Ampliseq Primer Havuzdan - SuL.
- 10 ng/uL yogunluklu gDNA numunesi — 1puL.
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- Saf Su-2uL.
- Primer — 5uL.

PCR cihaz i¢in parametreler su sekildedir:

- 99°C - 120 saniye

- 99 °C - 15 saniye

- 60 °C - 240 saniye

- Dongii Sayist: 18.

- Tek bir hasta i¢in sonug klinik numunenin birlestirilmesi Eppendorf 96 kuyucuklu

plaka.

Amplikonlarin DNA Kkiitiiphanesini olusturulmasinda BRCA MASTR V 2,1 test kiti
(Multiplicom) kullanilmis ve {ireticinin kullanim talimalar1 adim adim takip edilmis

ve uygulanmistir.

Bu agamada her bir hasta i¢in ekzonlar1 kapsayan bes reaksyionlu bir miiltipleks PCR
ve intronik genetik bolgelerin komsu bolgelerinin yaklasik 50 baz ¢ifti tizerinde islem
gergeklestirmek igin 50 ng’lik bir gDNA sablonu kullanilmistir. Amplifikasyon
isleminden sonra, saflastirilmig miiltipleks PCR iiriinlerinin 1:1000 oraninda
seyreltilmesi gergeklestirilmis ve her hasta i¢in spesifik molekiiler tanimlama
adaptorleri (Multiplicom MID) kullanilarak yeniden amplifiye gerceklestirilmistir.
Ikinci PCR’daki amplikonlar, Agencourt AMPure XP (BeckmanCoulter) kullanilarak
teizlendi ve saflastirildi. Bu adimin ardindan, uzunlugu 350 ile 500 baz ¢ifti araliginda
degisen amplikonlar Bio -Rad Analiz kiti kullanilarak kalite ve miktar kontrollerine
tabi tutulmustur. Beg PCR ¢iktisinin ekimolar konsantrasyon soliisyonlari, sekanslama
ana kiitiiphanesini olusturmak iizere her numuneye 6zel olarak bir BRCA amplikon
kiitiiphanesi olusturmak i¢in bir araya toplanmistir. Elde edilen kiitiiphanelerin
miiteakip klonal amplifikasyonu, iireticinin talimatlarma gore GS FLX Titanyum
emPCR kitLibA MV (Roche) kullanilarak emiilsiyon PCR (emPCR) ile
gerceklestirilmistir.
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Daha sonra toplam 60 hastaya ait numune, bir PTP kuyucugunun 2 bdlgesinde bir
araya toplandi ve sekanslama islemi gergeklestirilerek dizileme yapildi. Kiitliphanenin

dizileme isleminde 454 GS FLX (Roche) kullanilmigtir.

3.5.3 Pargalama

Eppendorf 96 kuyucuklu plaka tizerinde birlestirilen numunelerin pargalanmasi iglemi
icin plaka buz lizerine alinmis ve islem boyunca buz lizerinde ¢alisilmistir. Eppendorf
96 kuyucuklu plaka Gzerindeki PCR son driinlerinin Gzerine FuPa Reaktifinden 2ul. —
2.5uL eklenmesini miiteakiben vorteksleme islemi gergeklestirilmistir ve ¢cokelti elde

edilmistir.

PCR i¢in cihaz parametreleri su sekildedir:

- 50°C — 600 saniye.
- 55°C — 600 saniye.
- 60°C — 1200 saniye.
- 4°C - 3600 saniye.

3.5.4 Barkodlama

Baglama i¢in barkodlarin olusturulmasinda ABD Menseili Thermo Fisher Scientific
adli firma tarafindan iiretilen lonXpress kit kullanilmigtir. Barkod igerigi su sekildedir:
lon P1 —2uL, IonXpress Barkod degisken, 4uL saf su.

3.5.5 Baglama (ligasyon)

Barkodlarin baglanma islemi buz iizerinde gergeklestirilmis olup, her bir hasta i¢in
ayr1 ayr1 olmak iizere son numune tizerine asagidaki reaktifler eklenerek ligaz enzimi

varliginda baglama islemi gergeklestirilmistir: Switch Cozelti — 2puL, Barkod Karisimi
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- 2uL. Eppendorf 96 kuyucuklu plaka tUzerindeki izole DNA numunesi lizerine enzim
ilave edilerek vorteksleme yapilarak ¢okelti yapilmistir.

PCR i¢in cihaz parametreleri su sekildedir:

- 22°C - 1800 saniye.
- 72°C - 600 saniye.

3.5.6 Saflastirma (purifikasyon)

Numuneler, ABD menseili bir firma olan Beckman Coulter tarafindan iiretilen
Agencourt AMPure XP reaktifi ve Eppendorf 96 kuyucuklu plaka kullanilarak
saflagtirilma islemine tabi tutulmustur. Reaktif 25°C sicaklik altinda vortekslendikten
sonra, hazirliginda ABD menseili Thermo Fisher Scientific isimli firman tarafindan
uretilen ION Ampliseq Library Kit 2,0 icerisindeki PCR karisimi ve Amplification
Primer Karisimi buz {izerine alinmistir. Bu adimdan sonra %70’lik etil alkol ¢cozeltisi
hazirlanmis ve Eppendorf 96 kuyucuklu plaka iizerindeki numuneler igin her bir
kuyucuk’a esit hacimde AMPure XP reaktifi yavasca eklenmis ve kuyucuklar 1siktan
ve havadan korunacak sekilde muhafaza altina almmistir. Bu adimm ardindan
dakikada 1500 doniis hizi ile 15 saniye vorteksleme yapilarak oda sicakliginda
beklemeye almmustir. Eppendorf 96 kuyucuklu plaka manyetik stantta bekletilerek
stipernatant kismi uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga daha 6nce hazirlanan etil alkol
cozeltisi eklenmistir. Yikama asamasini miitekiben siipernatant kismi ayrigtirilmistir.
Etil alkol tatbiki tekrarlandiktan sonra bir kez daha yikama islemi gerceklestirilmis ve
Eppendorf 96 kuyucuklu plaka tekrar oda sicakliginda ve manyetik stant iizerinde
bekletilmistir.

3.5.7 Kutuphanenin ¢ogaltilmasi ve saflastirilmasi

Kiitliphanenin ¢ogaltilmasi asamasinda ABD menseili Thermo Fisher Scientific isimli
firman tarafindan tretilen ION Ampliseq Library Kit 2,0 kullanilmis olup, her bir
numune icin ION Ampliseq Library Kit 2,0 igerisindeki PCR karisimi ve

Amplification Primer Karigimi buz tizerine karistirilarak bir soliisyon elde edilmistir.
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Eppendorf 96 kuyucuklu plakada yer alan her bir numuneye eklenmek uzere
olusturulan soliisyonun derigimi 25:1 olarak kaydedilmistir. Olusturulan soliisyon
vortekslenerek, siipernatant bos kuyucuklara alinmig ve PCR cihazina yiiklenmistir.

PCR i¢in cihaz parametreleri su sekildedir:

- 98°C — 120 saniye.
- 98°C - 15 saniye.
- 64°C - 60 saniye.
- 10°C.

Kiitiiphanenin saflastirilmasi asamasina ise yine Beckman Coulter tarafindan tiretilen
Agencourt AMPure XP reaktifi ve Eppendorf 96 kuyucuklu plaka kullanilmis ve yine
%70’lik etil alkol ¢6zeltisi hazirlanmistir. Saflastirma bagligi altinda belirtilen standart
protokol uygulanarak kiitiiphanenin saflastirma islemi saglanmistir. Saflastirma islemi

sonunda elde edilen stipernatantlar tliplere konularak muhafaza altina alinmustir.

3.5.8 Kutuphanenin analizi ve dilisyonu

Elde edilen numuneler Qubit ile analiz edilmistir. Bu analiz adimi, DNA’larin Qubit

ile Analizi ile ayn1 adimlar ve standart protokoller izlenerek gerceklestirilmistir.

Qubit analizi sonuclarmin araligi 350— 700ng/ml araliginda &lgiilmiistiir. Olgiim

sonras1 Ornekler sulandirilarak EDTA tiipiine aktarilmistir.

3.5.9 Yikleme ve dizileme

Yiikleme isleminden 6nce her bir 6rnek igin ayri ¢ip tanimi yapilmig ve 4°C’de
saklanan cipler 25°C sicakliga getirilmistir. Yiikleme i¢in Hi-Q Chef Supplies Kit ve
lon PGM Hi-Q ChefReaktifler kullanilmistir. Ion Chef'ile ¢ip yliklemesi yapilmis olup

Ion Torrent ile dizileme islemi gerceklestirilmistir.

22



3.5.10 Varyant analizi

Varyant Analizi kapsaminda ABD Menseili Thermo Fisher Scientific adli firma
tarafindan tretilen yazilimlardan yararlanilmistir. Yazilim isimlerine asagida yer

verilmektedir.

Varyant analizinin ilk asamasmda 14 gen ve 386 amplikon iceren gen paneli i¢in
Torrent Suite Software adl1 yazilimda format dosyalar1 olusturulmus ve ayni zamanda
veri dizilimleri i¢in olusturulan dosyalar Ion Reporter’a yiiklenmistir. Deney
grubundaki hastalardan alinan numunelerin her biri i¢in amplikonlar kontrol edilmis
ve 14 gen i¢in kodlayict gen alanmin dizilmesi gergeklestirilmistir. Format

dosyalarindaki varyantlar referanslarla karsilastirilmistir.

3.5.10.1 Kullanilan veri tabanlar

Varyant analizinde Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(NCBI) verileri esas alimmistir. NCBI biinyesinde Clinvar, ExAc, DbSNP, EVS,
Insight ve Ensembl veri tabanlar1 kullanilmistir. Bu veri tabanlarmin erisim bilgilerine

kaynakcada yer verilmektedir.

3.5.11 Dizileme sonug¢larinin degerlendirilmesi

Dizileme sonuglarinin degerlendirilmesinde SeqNext SeqPilot yazilimindan istifade
edilmigtir. Ayrica NCBO veritabanindan ve JSI veritabanindan yaralanilmistr.
Kullanilan referans dizileri BRCAL icin NG_005905,2; izoform NM_007294,3 ve
BRCAZ igin NG_012772,1; izform NM_000059,3 olarak belirlenmistir.

Genetik analizde sadece her iki sekanslama yoniunde mevcut olan ve homopolimerler
hari¢ minimum %10 varsayilan kapsama sahip farkli mutasyonlar dikkate almmustir.

Sekans varyantlarmm analizinde ve adlandirilmasinda HGVS  o6nerilerinden
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yararlanilmistir. Bununla birlikte, tespit edilen var lizerinde c¢aligilan varyantlarin

tanimlanmasinda BIC ve HGM veritabanlarindan yararlanilmistir.

BRCA1/2 tarafindan tanimlanan varyantlar, siliko gen fonksiyon tahminleri ve
biyolojik 6nemi bakimindan kendi aralarinda siniflandirilmistir. Sonuglar katilime1
hastalarin DNA’sinin Sanger dizimi ile dogrulanmistir. BRCA ekzonlariPCR primer
amplifikasyonu, karsilik gelen ekzonu kusatan intron sekanslarini hazirlamak igin
tasarlanmistir; bu sekilde, tiim kodlama dizisi degisiklikleri tespit edilebilir haldedir.
Sanger sekanslamasi, hastanin DNA'sinda bulunan varyasyonlarin varligimi olanak
tanimakta ve risk altindaki akrabalar i¢in de basitlestirilmis bir testin temelini teskil

etmistir.

3.6 BRCAI1 ve BRCA2 Varyantlan

3.6.1 BRCAL varyantlan

cDNA’lar spesifik olarak tasarlanan farkli primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilmistir.

(Primer ciftleri Cizelge 3.1’de gdsterilmistir).

Hedef BRCAI c¢DNA'nin varligmi gostermek ve gDNA kontaminasyonunun
cogalmasini dnlemek icin, cDNA ekzonlarini kusatan bir ¢ift primer tasarlanmistir.
Bir baska ¢ift primer de tutulan intronun yaklasik 400 baz ciftlik alanini kapsayacak
sekilde yasarlanmis ve ayrica bir CDNA bdlgesini tamamlayici bir ileri primer ve
tutulan intronik bolgeye bir ters primer kullanilarak baska bir PCR reaksiyonu
gerceklestirilmisti. PCR reaksiyonlar1 PfUltra HF DNA Polimeraz (Agilent)
kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2). PCR amplifikasyonlarmin sonuglari

Sanger dizilemesi ile analiz edilmistir.

Ek olarak, tutulan intronun sekansi iizerinde bir kisitlama haritas1 gergeklestirildi ve

cDNA sekansmm NEBcutter V2,0 ve Sekans Manipulasyon Paketi biyoinformatik
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araglart kullanilarak tarif edilen tasarlanmis primerler tarafindan amplifiye edilen

kismi iizerinde bir bagka haritalama yapilmstir.

Hastalarin ¢ogaltilmis cDNA’larinin ve enzim islevselleginin kontrolii i¢in kullanilan

gDNA’nin enzimatik sindirimini gergeklestiren Ncol enzimi kullanilmustir.

Reaksiyonda 1puL DNA icin 0,5ul Ncol enzimi kullanilmis ve BSA olmadan SuL
enzim tamponuna ilave edilmistir. Daha sonra DNA fragmanlar1t DNA Chip 1 K
(BioRad) ile analiz edilmistir.

Cizelge 3.1 BRCA1 cDNA'daki ekleme varyantint dogrulamak igin primer listesi

) ) ) Uzunluk
Primer Dizlemesi -
(Baz Cifti)

BRCA1_cDNA_fw CAACATGCCCACAGATCAAC 885
BRCAL_cDNA_rw AATTTCCTCCCCAATGTTCC 885
BRCAL_ intr21_fw CCCACCCCTGTAATCACAAC 472
BRCAL_intr21_rw GATCCCCAGGAAGGAAAGAG 472
BRCAL_intr21_ctr_rw TCCCTCCCCCTCCTCTCTGT 1417
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Cizelge 3.2 PfUltra amplifikasyonu protokoli

Sicakhk Dongu
95°Cx 5’ 1
95°C x 30
55°Cx 60> —0,5°/dongu 14
72°C X 65
95°Cx 5’ 1
95°C x 30
55°C x 60’ 25
72°C x 65
72°Cx 5’ 1
4°C 0

3.6.2 BRCAZ2 varyantlar

BRCA2-10921bp-cDNA konumunda 2500 baz dizisinden olusan alanin klonlanarak,

T4 DNA Ligaz enzimi ile fragmanlarin baglanma reaksiyonu gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

BRCA1 ve BRCA2 genlerinde, delesyon, insersiyon, kodlayici sekanslarda tekli
niikleotid degisimleri de dahil olmak tizere iki binden fazla mutasyon tespit edilmistir.
En yaygin mutasyonlarin, ufak insersiyonlar ve delesyonlar ile islevsiz BRCA
proteinlerinin olusmasi oldugu bilinmektedir. Mutasyonlarin nedeni farklilik
gostermektedir, kapali bir c¢evrede dahi farkli mutasyonlarm gorildigi

bildirilmektedir (Karami et al. 2013).

Calisma kapsaminda numunleri iizerinde ¢alisilan Ninovali kadin hastalarin 1/8’inde
nedensel oldugu bilinen BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1)
BRCAI1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon tespit edilen katilimc1 hastalarin ailesinde en

az bir kanser dykiisii oldugu bilinmektedir.
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Cizelge 4.1 Tespit edilen BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari su sekildedir

: Climically
1o BIC Sais Mutatioa *, | Ref momber | Allebic frequeacy
Gene  Exea HGVS DNA Desienats HGVS' Protein o h&ﬂmﬂ \CBI on 60 allees
BRCAI | 3 cBBITG CIG pCvsbIGly Missense | Deletenows | 28397672 0.16%
i c2B6ICT QX .Gl Ter Nomseese | Deletenoss | sB337377 0.3%
Ak A 3470msT S - ; )
351 3332ex] - ) ! # 13118 2z
11| 3351 330 (QUISER) pVall1i7 Glal118% | Frameshift | Deletenows | 335778 016%
1l cMECT QI3X p.Glnl133Te¢ Nomsesse | Deletenons | nB0337136 0.16%
1 cHICT SiM pSert 1640 Naossezse | Deletenons il 0.16%
14 CHUGT RI$SM o A4\ Missense | Deletenons | b33N 0.16%
£ 4054 40870 3083113 eSS Ol Frameshift | Deletenons | sBI339876 0.16%
16 (SI65SYEG) pSerl 635 Ghal66i’s
18 c3BCA ALT0SE p ALIEGh Missense | Deletenows | s283976% 0.16%
B| oBEHEC | NSIBGC W0 | poterons | SOBRLT | 016%
1§ c3BCA WITI8X p.Tipi718Ter Nomserse | Deletenous | 21293461 0.16%
3
0 3283 SfdinsC I'Q-l:"?éfsm‘(:-i } el 755% Frameshift | Deletenons |  ssbI337%06 0.3%
BRCA? = 14664eT s " - .
6 ¢ 123881 LAERS) pLad3Hsh Framashift | Deletenons | 80339271 016%
1 cBICA VI pValillk Missense | Deletenons | 380338871 0.18%
: TG N - |
0| CHMRUG | ooocyy | pGEAEE | Famehd | Ddeos | s 016%
1| 2008 2811elaCAA ?%s’f’%ﬁ’; pLysd% GRS | Frameshif | Deleemows | sOBSBIR | 016%
I {c434P0mTCAGY | 177G | pAsal3] TheldT®) h’] P | oo | sty | 016
il ¢3722 ST3GICT S plenl%84rgf | Frameshift | Deletenons | ndl339331 0.16%
e (L190BREX™) > o ;
1l ¢ HRTAT KNBX pivN3Ter Nomsesse | Deletenons | 580338840 1.3%

1. HGVS Veritabaninda yer alan
2. NCBI Veritabaninda yer alan
3. Tespit Edilen

Bununla birlikte, tespit edilen mutasyonlar1; sessiz (sinonim) mutasyonlar, yanlis

anlamli mutasyonlar (missense), ikili ve ti¢lii mutasyon olarak detaylandirma durumu

da s6z konusu olmaktadir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Tespit edilen mutasyonlari

Sessiz (Sinonim) Varyant C,6567C> T N2189N
Sessiz (Sinonim) Varyant C,2811G> A K937K
Yanlis Anlamli (Missense) Varyant C,4481A> G E1494G

SIFT Dizileme araci ile bu varyantlarin iy1 huylu oldugu ve herhangi bir klinik 6neme

sahip olmadig1 tespit edilmistir.

Meme kanserinin erken teshis olarak degerlendirildigi katilimer hastalarin yalnizca
birinde zararli olmayan bir varyant oldugu tespit edilmistir. Ancak, ilk tahminlerde
zararsiz oldugu diisiiniilse de bu varyantlarin saglikli alellerde bulunmadig1 g6z oniine
alindiginda bu varyantlarin hastaliktaki rollerini ve etkilerini anlamak i¢in daha

kapsamli ve farkli ¢aligmalara ve yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayrica, BRCA2 geni iizerinde C,9976A>T konumunda bir muhtemel mutasyonun

protein islevini etkiledigi tahmin edilmektedir.

Bir bagka hastanin numunelerinin ¢alisilmasindan elde edilen sonug ise C,536A > G
konumundaki mutasyonun etkili oldugu yoniindedir. Ayn1 hatada BRCA2 iizerinde
C,1075G > A konumundaki mutasyon da dikkate alindiginda s6z konusu
mutasyonlarin daha dnceden veri tabanma kayitli oldugu goriilmiis ve bu durumun

hastalik olusumunda etkili oldugu diistintilmiistiir.

Ailesinde birinci, ikinci ve liglincii derece akrabalarinda diger katilimcilara gore daha
fazla kanser 0ykiisii olan iki katilimcida ¢oklu mutasyon tespit edilmistir. Bu durumun
saglamas1 icin aile bireylerinin de Sagner dizilemesi ile teste tabi tutulmasi

gerekmektedir.
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C,5237A> C konumundaki yanlis anlamli varyant ailesinde ¢ok sayida kanser vakasi
olan ve erken teshis/kanser siiphesi tanisi ile gozetim altina alinan bir hastada
tanimlanmigtir. Varyantin BRCAI iizerinde yer aldigi ancak BRCA2 ve BRIPI
proteinlerinin baglanmasimda etkili olacagini degerlendirilmektedir. Dolayisiyla
varyantin neden oldugu protein degisikliklerinin BRCA genlerinin her ikisinin de

fonksiyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir.

PolyPhen ile yapilan analizde varyant zararh olarak tanimlanmaktadir (Sekil 4.1 ve
Sekil 4.2).

PolyPhen-2
PotyPhan-2 report for PIAINE M1T4eh
Quary
Protom doe  Puatar AL AL Destrpien
¥ | [ L]
Huvults
Prodienting Cashdonce Malyfnand ol 2 irime
wumlr s
) e PORDIBLY BAMARING W i (OIS (Wenntrly 00 s ety B0
“e “n e “e " |:m
LEO ]
000 ey w DENION o on o (ERATT (miiots 000 swfuily .93
R o'h “e “w o:m l:lh

Sekil 4.1 C,5237A> C patojenite analiz sonucu PolyPhen2
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GEXWVVSYENVIQS IRERRMLNEEDFEVRGDVVNGRN] B OGP RRARESQDRK I PRGLEICCYGPFTINFTDQLERMY
GGEWVVSYFWVIQS IRERRMLNEHDFEVRGOVVIGRIY H| OGP KRARESFDRRI FRGLE ICCYGFFINMFTOQLERMY
GGEWVVSYEWVIQSI Y.ER!D(Z..\I:‘.,F"\'RG‘-'\." H|QGPRRARESFDRRIFRGLEICCYGP FTHNPTDQLERMY
il 2| QCPRRARES PDREIFRGLEICCYGPFTINPTOQLEWMY

GGRWV JSYP'E"IQSZT.ERM.\U.I?E"F"DN\GRJ H|QGPRRARESQGRRIFRCGLEICCYGPFTHNPTOQLERMY

GGEWVVEYPWVTQS IRERKMLNEHDFEVRG AN H|QGPRRARESQGRE] FRGLE I COYGPFTINPTOQLEWMY
GERWVVSYFNVTQS TRERKY LJ-‘DY[“RGDI\"«GN B OGP RRARES DR K FRGLE 1CCCGEFTNMETDQLERMY
' e e GVTOS TRERKMLNEHD! i | ccerEARESPDR
A S T P Y
? GGRWVVS QGPRRAREPQDRKI FRGLEICCYGPFTIMPTOQLERNY

GGEWVVSYEWVIQS Im:i ’DE'!’»‘RG‘W‘\
GGRWVVSYFRVIQS IREGRMLDERDFEVRGDVVNGRN
GEEWVVEYPWVIQS IREGRMLDEHDFEVRGDVVEGE)

QGPERAREFQDRRIFRGLE ICCYGPFTHMPTOQLERMY
QGPRRARESRDRRIFRGLE ICCYGPPTINMPTDQLEWMY
QGPERARESADREIFRCLEICCYCPFTHMPTOQLERMY

:cm:nn

GERVVSYIWVTOS I KEGRMLDERDFEVRGDVVNGRNS alzvmnzsop----u IFRGLEICCCGRITNNETDOL

' RNEQGPERARESQDREIFRGLEICCYSPFTNMFTDOLE QLCGASVVRELSSFTRGIGVEFIVVVOPDANTEDG

Sekil 4.2 PolyPhen-2 yazilimindan tiiretilen ¢oklu dizi hizalama varyant1

BRCAZ2geninin 18,ekzonunda C,8299C> T (izerinde yer alan yanhs anlamli bir
varyant tespit edilmistir. Hasta 30 yasim altinda ve erken teshis ile gozetim altindadir.
Ailesinde herhangi bir kanser Oykiisii bulunmamaktadir. Varyant, OB, alaninda
lokalizedir.  PolyPhen2 analizi neticesinde, varyantin patojen olacagi

degerlendirilmektedir (Sekil 4.3'de gosterildigi gibi).

Results
[+ Predichon/Confidence PolyPhen-2 v2.0.2r397
HumDiv
This mutation 5 predicisd lobe  PROBABLY DAMAGING  with a score of 1,000 (senstvity: 0.00; speciicity 1.00)
™ " "ne ™ o 1o
[ MumVar
This mutation & precicied oo PROBABLY DAMAGING with o score of 1,000 (senstivity 0.00. specticty 1.00)
000 oM "“e 06 “e 1L

Sekil 4.3 C,8299C > T patojenite analizi sonucu PolyPhen2
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4.1 Patojenitesi Kesin Olmayan (VUS) Varyantlar lle Polimorfizmler

Calismamiz kapsaminda, patojenitesi kesin olmayan ya da bir bagka ifade ile klinik

onem bilinmeyen (VUS) varyantlar ve polimorfizmler saptanmistir. Bu
polimorfizmlerin detaylari su sekildedir (Cizelge 4.3 - 4.6'e bakin).
Cizelge 4.3 BRCAL Polimorfizmi
g BIC ip .. | Muofation | . : Reference
Gene Exon| HGVS cDNMA Desiomation HGVS' Protein Tipe m?i;ogn ber NCBI
BRCAI | 1l NTIGA DN | pAspdidm | Misseare Yo 4986830
1 cIBSG E1038G p.Glul038Gly | Missense No 16341
11 354886 KR pLysl183Are | Missense No 16342
16 cABTAG SI613G pSerl613Gly | Missense No 51799966
Cizelge 4.4 BRCA1 VUS
3 Clinically
- BIC 1 .. | Mutation | . 3 Reference
Gene | Exon HGVS DNA Desienafi HGVS' Protein Tope m(%olr(!:)m ber NCBI
BROAL | ¢ | camsamsedr | msrser . e | ek ar’
Sequence
) c910T C197C p.Cisl197Cys | Synosymous | Unknown 11799965
10 | c67112 671+126eT | IVSI0+124elT - Ioervenmg | e ar!
TS B Sequence ]
1 c10674>G Q336R p.Gin336Are | Missense | Unknown 11799950
11 c 20820T S6348 pSer6%4Ser | Synoovmous | Unkmown 1799949
1 cBUTC L7 plev77lles | Svnooymous |  Unkmown 1694011
11 c 261204 P§7IL pPro871Gln | Missense 799517
11 c31196>A SI40N plerld0Asn | Missense | Unknown 134986852
11 cI9IT>C T637T p.Tht37Thr | Synonymous |  Unknown ar
11 c H18A>G SL40G pSeri140Gly | Missense Unlmown 2207543
11 c3TIA>G 1237M plel237Met | Missense Unknown 130357388
13 c4308T>C S14368 p.Ser1436%r | Synoaymous | Unknown 1060913
16 cA837T §1613C pSerl613Cys | Missense | Unkmown 11799966
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Cizelge 4.5 BRCA2 Polimorfizmi

Clnicaly

G |Evm|  HOVS'DNA Mgt HGVS' Proten In -(.;l%w ez

BRCA [ 10|  cliMOA BN | pAcie |Swoms| Yo o
0] cliive S5 | pSeliiSer |Smommos| N | mIS
0] ctsior GUF | pledtPhe | Mseme | No | il
0] 86t NEH | pAaMHs | Mseme | N | oI
| o%6 | KIBK | plntBlp [Swowes| N | SIS0
] oBEA LML | LSl |Sroommos|  No o'
T VGV | pVASVA |Sommow|  No | s
TS SRS | plediSer |Smommos| N | s
| b6 | GIR | pOiihm | Mseme | N | mWTIS
] cSeA | GITD | pChiTlAy | Mswme | No | s
| o806 | VUV | pVRIIVE [Suomos| N '
T 4 | pSeider |Suommus| o | mIBHS
U WEeT | KK | pLethTer | Nomase | No | mlISTEY
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Cizelge 4.6 BRCA2 VUS

Clinically | Reference
) BIC A Mutation
Gene [Exon|  HGVS ¢DNA Desaton HGVS' Protein Tyt h&rct)m number NCBI
BRCA? | 10 e85 NSOD | pAwliOAsp | Miseme | Uskoows | nl66I7)
0] clueT ML | phodliles | Missewse | Utlmown | nd0358409
IVS10+12461T Interveang t
10 | c1909+12 1909+124elT i Uskoown i
1l ¢ D910 HIGH | pHisldHu | Synomymous | Unknown |  nlS01499
Il ¢ 91AG NOID | pAsd9lAsp | Missense | Unknown | msl799944
] eHI506 SUW | pSellTyp | Misemse | Uskoown | 80350600
TR IST | pleldThe | Miseme | Usioown | 80350625
T TOIM | pThlOliMet | Miseme | Uskoown |  ae
W] e | VSIG ‘;“’"“““ U | IO
¢quence
16
ot | ke | M | Vo | MM
CBGUDC | IVSIGMTC Inervenung 58]
16 — Unknown
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Yeni Nesil Dizileme yontemi ile gerceklestirilen genetik testler, meme kanseri tanisi
konmus hastalarin tedavileri i¢in biiyiik Olclide yararli ve tedavi siirecini etkileyecek
kadar ciddi 6neme sahiptir. Bununla birlikte, heniiz meme kanseri tanisi konmamis ancak
stiphe edilen kigiler ile saglikli bireylerde gelecekte hastaligin goriilme riskinin
degerlendirilmesi agisindan nedensel mutasyonlarin agiklanmasi baglaminda énemli ve

yararhdir.

Bu dogrultuda, bilhassa meme kanserinin erken teshis edilmesi hususunda bilhassa geng
kadin hastalarin ne tiir bir tedavi altma alinacagi sorusunun yanit1 Yeni Nesil Dizileme

yaklagimi ile ortaya konulan sonuglarda bulunabilmektedir.

Yapilan caligmalar, glinimiizde kansere bagli genlerin tanimlanmasini kolaylastirdigi
gibi cesitliliginin de ne derece fazla oldugunu gostermektedir. Yeni Nesil Dizileme
yaklasimi, tiim genomdan ekzon dizilemesine kadar olduk¢a genis bir analiz imkani
sunmaktadir. Bu yaklasim yalnizca Meme Kanseri i¢in degil, diger kanser tiirleri i¢in de
duyarhlik genleri lizerinde yapilacak ¢alismalar1 hizlandirip kolaylastirabilir ve hatta yeni

duyarlhlik genlerinin kesfedilmesine de imkan taniyabilir.

Meme Kanseri ve buna yakin bir sekilde Ovaryum Kanseri ile ilgili calismalarda BRCA1
ve BRCA2 duyarlilik genleri {izerine yapilan Yeni Nesil Dizileme analizi ile kanser
gelistirme riski s6z konusu olan kisiler ve bu kisilerin ailelerinde erken teshis ya da
Onleyici tedaviler baglaminda olumlu sonuglarin alinmasi miimkiindiir. Yeni Nesil
Dizileme yaklagimi, zaman, efor ve maliyet agisindan klinik caligmalara olumlu

katkilarda bulunmaktadir.

Risk grubu kapsaminda degerlendirilen ailelerde kansere yol agan ya da kanser riski
doguran genetik yatkinliktan sorumlu kusurlarm tespiti, her hastaya ayr1 ve 6zel bir tedavi
semas1 olusturulmasini saglamaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genleri iizerinde mutasyonlar
ne kadar iyi anlagilirsa, hastanin tedavi siireci ve hekimin tedavi yaklasimi da o derece
kolaylagmaktadir. Hastaligin tedavisine yonelik karar alma siiresinde yeni nesil dizileme

tekniginin anlami1 ve dnemi biiyiiktiir.
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BRCA1 ve BRCA 2 genleri iizerindeki mutasyonlar1 Yeni Nesil Dizileme yontemi ile
belirlenmesi ile ¢alisma grubumuzdaki kadmn hastalarin tedavi siireclerinin de ilgili
hekimler tarafindan hastaya 6zel hale getirildigi ve kimi zaman kimyasal ve cerrahi

miidahalelerin gereksiz yere tercih edilmesinin Oniine gectigi saptanmustir.
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