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OZET

Akdeniz Odemis, D. (2017). Herediter Retinoblastoma Olusumunda Rol Oynayan Diger
Genlerin Arastirilmast. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji
ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Retinoblastoma retinada ortaya c¢ikan ve ¢ocuklarda en sik goriilen intraokiiler
malignitedir. Retinoblastoma olusumunda Onemli genetik etkenlerin rol aldig1
bilinmektedir. Klinik énemi ve genetik sebebi arasindaki kuvvetli baglardan dolayi,
retinoblastoma kalitsal kanserlerin prototipi sayilmaktadir. Bugiine kadar ki literatiir
bilgisine gore hastaliin retinoblastoma geni olan RB/ genindeki mutasyonlar tarafindan
baslatildig1 diisiiniilmektedir. RB/ genindeki genomik hasarin gercek nedeni net olarak
bilinmemekte ancak retinoblastoma, ¢cevreden bagimsiz olarak tiim irklarda sabit oranda
ortaya ¢ikmaktadir. Bir retinal tiimor, gelismekte olan bir retinal hiicrede RB/ geninin
ikinci kopyasinin da hasar gordiigii durumda gelisebilmektedir. Ancak RBI geninde
yapilan mutasyon taramalari sonucunda negatif bulunan hastalarda hastaligin nasil
olustugu konusunda net bir bilgi bulunmamaktadir. Sunulan doktora tez ¢alismasinda;
ailesinde retinoblastoma hastalig1 hikayesi olup RB/ gen mutasyonu saptanmamis
yiiksek riskli ailelerde retina olusumunda rol oynayan genlerin de icinde bulundugu,
klinik agidan karsinogenezde onemi belirlenmis toplam 4813 gendeki degisikliklerin
yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak arastirilmasi hedeflendi. Analiz sonrasinda
elde edilen varyantlar hasta bazinda degerlendirildiginde; 5 (%83,3) hastada FGFR4
geninde; 4 (%66,7) hastada NOQOI geninde mutasyon varlig1 saptanmistir. Belirlenen
genlerdeki mutasyonlarin hastalarin ¢ogunda goézlenmis olmasi, bu genler ile
retinoblastoma hastalig1i arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugunu
gostermektedir (p<0,05). Varyantlar aile bazinda degerlendirildiginde ise; FN096
ailesinde CLEC7A geni; FN106 ailesinde APOC3 ve MUTYH genleri; FN129 ailesinde
ise UGTIAI geni istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. FGFR4 geni basta olmak
tizere ACADS, CX3CRI, GBEI, KRTS85, NQOI ve TYR genleri retinoblastoma
etiyolojisi ve patogenezinde etkili olabilecek aday genler olarak degerlendirilmistir.
Ayrica, DSPP geninin retinoblastomali hastalarda ikincil tiimor belirteci olabilecegi
diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

Akdeniz Odemis, D. (2017). Investigation Of Other Genes That Contribute To The
Development Of Hereditary Retinoblastoma. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Basic Oncology. Doctoral Thesis. Istanbul.

Retinoblastoma is the most common malignancy of intraocular retina that occurs in
children.It is known that genetic events play an important role in retinoblastoma
formation.Retinoblastoma is considered the prototype of hereditary cancers due to the
strong link between clinical significance and genetic cause.According to the
literature,the disease is thought to be initiated by mutations in the retinoblastoma gene
RB1.The main alteration cause the genomic damage in the RB/ gene is not well known
but regardless of the environment it emerges at a constant rate in all races.A retinal
tumor can develop when the second copy of the gene undregoes a change in a
developing retinal cell. However, there is no clear information on how the disease occurs
in patients with a negative result after screening in the RB/ gene.Here in the presented
doctoral dissertation,it was aimed to investigate the changes in the total 4813 genes in
clinical carcinogenesis was investigated in order to determine the genes that play a role
in retinal formation using the next generation technology in high risk families with
retinoblastoma disease without any RB/ gene mutation.After anaysis and the basis of
patient,5(83.3%) patients had FGFR4 gene mutation and 4(66.7%) patients had in the
NQOI gene.The presence of mutations in the determined genes in the majority of
patients indicates a statistically significant relationship between these genes and
retinoblastoma disease(p<0.05).When the variants are evaluated on a family-
based,CLEC7A in the FN096 family;APOC3 and MUTYH genes in FN106 family;in the
FN129 family,UGT1A41 gene was found to be statistically significant. ACADS, CX3CRI,
GBEI, KRTS85, NQOI and TYR genes, especially the FGFR4 gene,have been evaluated
as candidate genes that may be effective in etiology and pathogenesis of
retinoblastoma.Furthermore, the DSPP gene is thought to be a secondary tumor marker
in patients with retinoblastoma.

Key Words: retinoblastoma, RB1, hereditary, mutation, next generation sequencing
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, hiicre farklilagsmasi, ¢ogalmasi ve dliimiinde rol oynayan bir¢ok genin
mutasyonu sonucu gelisen genetik bir hastaliktir. Genel olarak kanser olusumunda
onkogenler ve tiimor baskilayict genler sorumludur. Tiimor baskilayici genlerin kanser
tizerine etkileri ilk olarak pediyatrik bir kanser olan retinoblastoma hastalig1 lizerinde
aciklanmistir [1]. Bdylece retinoblastoma, tiimor baskilayici genlerin daha net bir
bi¢gimde anlasilmasi i¢in bir model sistem olarak nitelendirilmistir. Genel olarak, kanser
hiicreleri normal hiicrelere gore daha fazla genetik degisiklige sahiptir. Ancak
kanserdeki genetik degisiklikler her kisiye 6zel farkli bir kombinasyon icerir. Kanser
hiicresinin  boliinmeye devam ettigi siirece genomunda degisiklikler meydana
gelmektedir. Aym timér icinde bile, kanser hiicreleri farkli genetik degisiklikler
gosterebilir. Kanser hiicrelerinin boliinmesi siliresince meydana gelen somatik
mutasyonlarin yani sira dogustan getirilen germline da bulunan mutasyonlarin da kanser
olusumuna yardim ettigi ve kansere yatkinlik olusturdugu bilinmektedir. Kalitsal
mutasyonlar tiim kanserlerin yaklasik yiizde 5 ila 20'sinde gibi énemli bir kisminda rol
oynamaktadir. Bugiine kadar arastirmacilar, spesifik genlerdeki mutasyonlari, 50'den
fazla kalitsal kanser sendromuyla iliskilendirmislerdir. Bir kisinin kalitsal kanser
sendromu tasiylp tasimadigi hastaliklara 0zgii genetik testlerin yapilmasi ile
belirlenebilir. Ayrica bu testler, bu tiir ailelerde saglikli aile iiyelerinin, séz konusu
kansere yakalanma risklerini ve riskli mutasyonu tasiylp tasimadigimi da
gostermektedir. Bircok uzman, kanser riski i¢in yapilan genetik testin, sonuclar dogru
bir sekilde yorumlanabildigi siirece bir kisinin gelecekteki tibbi bakimina rehberlik
etmeye yardimcit olacak bilgileri sagladigi goriisiindedir [2]. Bu nedenle
retinoblastomali hastalarin 6zellikle yasamlar1 boyunca karsilasabilecekleri ikincil

kanserler agisindan takibinde mutasyon analizleri olduk¢a dnemlidir.

Retinoblastoma retinada ortaya ¢ikan ve cocuklarda en sik goriilen intraokiiler
malignitedir. Olgularin {icte ikisi 2 yasindan 6nce tani alir [3]. Insidansi 15.000 ila
18.000 canli dogumda 1 seklindedir [4]. Retinoblastoma insidans1 gelismekte olan
ilkelerde daha yiiksektir ve Orta ve Giliney Amerika'daki ¢ocuklarda en sik goriilen
solid tiimor malignitelerden biridir [5]. Bu yiiksek insidansin nedeni bilinmemektedir.

Alt1 yas ve istii cocuklarda retinoblastoma tanist1 olduk¢a nadirdir. Bilateral



retinoblastomali ¢ocuklar hastalarin yaklasik %20-%30'unu olusturmaktadir. Bilateral
hastalar (14-16 ay) genellikle unilateral hastalardan (29-30 ay) daha erken yasta tani
alirlar [6, 7]. Bilateral retinoblastoma tanis1 konan ¢ocuklarin yaklasik %20'sinde aile
hikayesi de mevcuttur [8]. Tiirk Pediatrik Onkoloji Grubu (TPOG) ve Tiirk Pediatrik
Hematoloji Dernegi’nin pediatrik kanser kayitlart verilerine gore 0-19 yas arasi1 2002-
2008 yillarinda 65 merkeze kaydi yapilan 11.898 pediatrik kanserli vakalarin 371’1
(%3,1) retinoblastoma tanist almistir. Vakalarin %88,8’1 0-4 yas grubunda yer
almaktadir, %69’u unilateral, %?27,6’s1 bilateraldir. Uzun siireli sagkalim orani ise
%78,4 olarak bulunmustur [9]. Retinoblastoma olusumunda 6nemli genetik etkenlerin
rol aldig1 bilinmektedir. Glinlimiizdeki literatiir bilgisine gore hastaligin retinoblastoma
geni (RBI) olarak adlandirilan gendeki mutasyonlar tarafindan baslatildig
bilinmektedir. Ancak RBI geninde yapilan mutasyon taramalar1 sonucunda negatif
bulunan hastalarda hastaligin nasil gelistigi net olarak bilinmemektedir. Retinoblastoma
hem kalitsal (%25-35) hem de kalitsal olmayan (sporadik) (%65-75) formda olusabilir.
Retinoblastoma hastalarinin %40'inda hastalik bilateral (iki tarafli) olarak goriiliirken
%60'Inda ise unilateral (tek tarafli) olarak kendini gosterir. Aile Oykiisii olanlar, iki
tarafli retinoblastoma veya RBI mutasyonu olan hastalar kalitsal retinoblastomaya
sahiplerdir. Kalitsal retinoblastoma, germline mutasyonu olan otozomal dominant bir
hastaliktir; yeni tani alan retinoblastoma hastalarinin yaklasik %6'sin1 olusturur. Kalitsal
retinoblastomanin geri kalaninda ailesel gecis olmadigr diistiniilmketedir. Kalitsal tipte
timorlerin %85'1 erken donemde goriiliir. Ayrica iki tarafli ve multifokal olup goz
basina ortalama bes tiimor seklindedir ve dagilim iki géz arasinda rastgele olarak
gerceklesir [10]. Kalitsal retinoblastomaya sahip hastalar, diger dokulardaki RB/
geninin ikinci kopyasinda bulunan mutasyona bagli olarak osteosarkom, yumusak doku
sarkomlar1 ya da melanomlar gibi ikincil malignite gelistirme riski tasimaktadirlar. Eger
bdyle bir durum sz konusu ise ikincil kanserlerin yasam boyu goriilme riskini en aza
indirgemek i¢in rontgen, BT taramasi ve eksternal 1s1in radyoterapisi dahil olmak iizere
radyasyon maruziyetinden miimkiin oldugu kadar kagimilmasi oénerilmektedir. Eksternal
15in  radyasyon tedavisi goren retinoblastomali bireylerde ikincil primer timor
insidansinin %50'den fazla oranda oldugu bildirilmistir [11]. Kalitsal retinoblastomada
RBI geninde mutasyon goriilme oraninin yaklasik %10-15 oldugu bildirilmektedir [12].
Cocukluk caginda gozlenen bu hastalifin olusumunda diger genlerin yapisal

bozukluklarinin etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Literatiir bilgisine bakildiginda,



retinoblastoma hastalifinda bircok genin ekspresyon profili [13, 14] ve metilasyon
diizeyinin [15, 16] arastirildigi goriilmekle beraber, farkli genlerin yapisal
bozukluklarinin incelendigi bir literatiir bilgisine ulagilamamaktadir. Bu nedenle
hastalik  olusumundan sorumlu olabilecek diger genlerdeki ~mutasyonlarin
retinoblastoma patogenezindeki roliiniin ne oldugu da hala bilinmemektedir. Literatiirde
RBI geni disinda kalitsal retinoblastoma patogenezi ile iligkisi arastirilmis diger genleri
iceren dizileme caligmalari mevcut degildir. Giinlimiizde, genetik hastaliklarin tanisinda
bliylik zorluklarla karsilasilmakta ve gilinlimiiziin karmasik genetik arastirma sorulari,
geleneksel DNA dizileme teknolojilerinin kapasitesinin Gtesinde bir bilgi derinligi
gerektirmektedir. Yeni nesil dizileme teknolojisi, bu boslugu doldurmak ve bu sorulari
¢ozmek icin Onemli bir arastirma aracidir. Projede, Trusight One paneli olarak
adlandirilan, i¢cinde 4813 adet kansinogenez ile iliskilendirilmis gen dizisi bulunan panel
kullanilarak yeni nesil dizileme teknolojisi ile 4813 gene ait tim gen dizisi
incelenmistir. Yapilan ¢aligmada ailesinde retinoblastoma hastalig1 hikayesi olup RBI
gen mutasyonu saptanmamis yiiksek riskli 3 aileye mensup retinoblastoma tanisi almig
toplam 6 kiside retina olusumunda rol oynayan genlerin de i¢inde bulundugu, klinik
acidan karsinogenezde 6nemi belirlenmis toplam 4813 gendeki degisiklikler yeni nesil
dizileme teknolojisi kullanilarak arastirildi. Literatiirlerde 0Ozellikle ayni aileden
hastalarin bulundugu ve 4813 gene ait mutasyonlarin bir arada degerlendirildigi bir
caligma mevcut degildir. Bu acidan diisiiniildiigiinde bu c¢alisma ile elde edilecek
sonuglarin retinoblastomanin patogenezi, etiyolojisi ve genetik kokeni konusunda
literatiire katki saglayacagi, bundan baska, farkli genlerde bulunan yeni gen
mutasyonlarinin hastalara ve bir sonraki jenerasyon i¢in de erken tani ve tedavi
secenekleri agisindan yol gosterecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, ailedeki yeni
gebeliklerde prenatal ve preimplantasyon evrede genetik tesler yapilarak hastalik
tanisinin daha bebek dogmadan konabilmesi ya da ailede gen ile taginan hastaligin in
vitro fertilizasyon (ivf) yoluyla olusturulacak  embriyolar ile tamamen ortadan

kaldirilmasi saglanabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Molekiiler Genetigi

Kanser belirtecleri, insan tiimorlerinin ¢ok kademeli gelisimi sirasinda edinilen
altt temel biyolojik Ozellikten olusmaktadir. Bu isaretler; proliferatif sinyallerin
siirdiiriilmesi, biiylime baskilayicilardan kagis, invazyon ve metastaz aktivasyonu,
sonsuz ¢ogalma yetenegi, anjiyogenezin tetiklenmesi ve hiicre 6liimiine direng olarak
bilinmektedir [17]. Ancak sonraki siire¢lerde kanser hiicresinin iki 06zellik daha
kazandig1 anlasilmistir. Bu yeni Ozelliklerden ilki yeniden programlanmis enerji
metabolizmasi; ikincisi ise genom instabilitesi ve /veya mutasyonlarla tiimorii daha da
agresiflestiren inflamasyon yoluyla immiin tepkiden kacistir [18]. Bu karakterler,
rastgele mutasyonlarla Darwin’in bir dogal secilim yasasina bagli bir siire¢ ile gelisir.
Oldukga gelismis ve karmasik savunma mekanizmalar1 viicudu bu tiir mutant hiicrelerin
cogalmasina karsi korur ancak tiimor hiicreleri bu savunmalar1 devre disi birakan
mutasyonlara sahiptir. Kok hiicreler, somatik hiicrelerin aksine, siiresiz c¢ogaltma
yeteneklerinden dolayr kanser hiicrelerinin 6zelliklerinden birine zaten sahiptirler. Bu
nedenle kok hiicreler tiimor hiicrelerine dontisecek muhtemel adaylardir. Hiicresel
dogum ve 6liim genetik kontrol altindadir ve eger somatik mutasyon daha hizli ¢ogalan
bir varyant olusturursa, mutant klon organizmayi ele gecirme egiliminde olacaktir.
Kanserler, baz1 durumlarda, kalitsal bir yatkinliga sahip bir dizi somatik mutasyonun

sonucudur ve kanser dogal bir evrim siireci olarak goriilmelidir.

Tiimorler koken aldiklart dokulara gore siniflandirilirlar. Karsinomlar epitel
hiicrelerinden, sarkomlar kemik veya bag dokusundan, l6semiler ve lenfomalar kan
hiicresi Onciillerinden tiiremistir. Solid tiimorler ise, ¢esitli hiicre tiplerinden olustugu ve
kanser kok hiicre popiilasyonu tarafindan dengelendigi diisiiniilen organlar olarak

bilinmektedir.

Programsiz ve sinirsiz ¢gogalan kanser hiicrelerini benign (invaziv olmayan) ve
malign (invaziv) tiimorler olmak tizere iki grup altinda toplayabiliriz. Benign ve malign
tiimdrler arasinda onemli farklar bulunmaktadir. Patologlar mikroskop altinda goriilen
histolojiye dayali olarak bu tiimérleri smiflandirirlar. Ozel kromozomal yeniden
diizenlenmeler veya genom diizeyinde ifade profillemesi i¢in uygulanan genetik testler,

siniflamanin daha da ayrintili yapilmasina izin vermistir. Bu siniflamalar prognozu ve



tedaviyi belirlemek i¢in dnemlidir, ancak kanserin nasil gelistigini aciklamazlar. Kanser
genetiginin temel amaci, normal bir somatik hiicrenin ya da ilgili dokuda belki bir kok
hiicrenin ¢ogalan ve invaziv kanser hiicrelerinin olusmasinda ¢cok asamali mutasyonel
ve se¢ici yolagi tanimlamaktir. Kilit molekiiler olaylar ortaya ¢iktik¢a yeni prognostik

gostergeler elde edilecek ve yeni terapotik hedefler kesfedilecektir.

Hiicreler, tiimdr hiicrelerine doniismek icin giiclii bir baski altindadir. Normal
bir epitelyal hiicrenin invaziv karsinomaya doniistiiriilmesi i¢in alti veya yedi ardisik
mutasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Baska bir deyisle, yalnizca alt1 veya yedi bagimsiz
savunma, mutasyon yoluyla etkisiz kilinirsa normal bir hiicre malign bir tiimore
doniisebilir. Tek bir hiicrenin alt1 bagimsiz mutasyona ugrama ihtimalinin diisiik olmasi,
kanserin az goriilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, siirecin

ger¢eklesmesine izin verebilecek iki genel mekanizma vardir:

1. Baz1 mutasyonlar hiicre proliferasyonunu arttirir ve bir sonraki mutasyon igin
genisletilmis bir hedef hiicre popiilasyonu olusturur (Sekil 2.1). Bu, iki veya daha fazla

mutasyonun bir kombinasyonunu gerektirebilir.

2. Bazi mutasyonlar DNA veya kromozomal diizeyde tiim genom stabilitesini

etkiler ve genel mutasyon oranini arttirir [19].



- - Mutasyon 1

1. mutasyona ugramis
klonun secici biyimesi

Mutasyon 2

1. ve 2. mutasyona ugramis
klonun zecici buyomesi

o Mutasyon 3

dogal seleksiyonla
evrimin surddrulmesi

Malign TUmar

Sekil 2-1: Kanserin ¢ok asamali evrimi [19]

Her ardisik mutasyon, hiicreye bir biiylime avantaji saglar, boylece genisletilmis bir klon olusturarak bir
sonraki mutasyon i¢in daha biiyiik bir hedef sunar .

2.1.1. Mutasyon Tiirleri

Iki temel genetik mutasyon tipi vardir. Bunlar kazanilmis mutasyonlar ve
germline mutasyonlaridir. Kazanilmis mutasyonlar kanserin en yaygin nedenidir. Bu
mutasyonlar bir kisinin genlerinin hayati boyunca maruz kaldigi tiim hasarlarin
toplamindan olugmaktadir. Bunlar ebeveynden cocuga ge¢mezler. Tiitiin, ultraviyole
(UV) radyasyon, viriisler ve yas gibi faktorler bu mutasyonlara neden olur. Kazanilmig
mutasyonlar nedeniyle olusan kansere sporadik kanser denir. Daha az rastlanan
germline mutasyonlar ise dogrudan bir ebeveynden ¢ocuga aktarilir. Bu tiir mutasyon,
sperm ve yumurta hiicreleri de dahil bir kisinin viicudundaki her hiicresinde bulunabilir.

Mutasyon iireme hiicrelerini etkiler ¢iinkii nesilden nesile gecer. Germline



mutasyonlarin neden oldugu kansere, kalitsal kanser denir ve tiim kanserlerin yaklasik

%?5 ila %10'unu olusturur [20].

Kanser olusum siirecinde mutasyonlarin nasil olustugu sorusunun cevabi hem
DNA hem de genomun nasil organize edildiginin molekiiler ayrintilariyla yakindan
iligkilidir.

Mutasyonlar, bir genin veya bir kromozomun niikleotid dizisinde goriilen
degisikliklerdir. Cesitli yollarla smiflandirilabilirler. Bu siniflamalardan bir tanesi,
mutasyonun gen yapisina etkisi {izerinedir. Bunlar kii¢iik 6l¢ekli ve bliyiik olgekli

mutasyonlar olarak siniflandirilmaktadir [21].

2.1.1.1. Kiiciik Olg¢ekli Mutasyonlar
Kiigtik olgekli mutasyonlar, bir genin, bir veya birka¢ niikleotidinin etkilendigi
mutasyon c¢esididir. Bunlar nokta mutasyonlari, kiigiik insersiyonlar, delesyonlar ve

duplikasyonlar olarak siniflandirilir.

Nokta mutasyonlari, tek bir niikleotidin farkli bir niikleotid ile degistirildigi bir

mutasyon c¢esididir. Nokta mutasyonlar ii¢ farkli sekilde gergeklestirilirler.

1. Missense Mutasyonlar: Bir amino asitin bagka bir amino asit yerine gegtigi
olusan polipeptitte bazen amino asit degisikligine yol acan bazen ise

acmayan mutasyonlardir.

2. Nonsense Mutasyonlar: Bir amino asit kodonunun yerini stop kodonunun

aldigi, translasyonun erken sonlanmasina yol acan bir mutasyondur.

3. Frameshift (Cer¢eve kaymasi) Mutasyonlari: Okuma c¢ercevesinde bir
degisiklige neden olan, polipeptit i¢ine ilgisiz amino asitlerin sokulmasina

yol agan, ve bir stop kodonu ile sonlanan mutasyonlardir.

Insersiyonlar, bir DNA pargasmin eklenerek bir gendeki DNA bazlarinin
sayisinin degistirildigi mutasyonlardir. Sonug olarak, gen tarafindan {retilen polipeptit

orjinalinden farkli bir hal almaktadir ve gorevini tam olarak yerine getirmeyebilir.
Delesyonlar, bir DNA bdliimiiniin kayboldugu veya silindigi mutasyonlardir.

Duplikasyonlar, bir veya daha fazla kez anormal olarak kopyalanan DNA

pargasindan olusur. Bu tiir mutasyon, ortaya ¢ikan polipeptitin islevini degistirebilir.



Insersiyonlar, delesyonlar ve duplikasyonlar aslinda ¢ergeve kaymasi
mutasyonlariyla benzer etkilere sahiptirler, buna ragmen bunlarin iigte biri gerceve
icinde gerceklesir ve az sayida komsu amino asidin c¢ikarilmasina neden olur.
Insersiyon, delesyon ve duplikasyon islemine katilan yalnizca bir niikleotid oldugunda,

nokta mutasyonu olarak ifade edilebilirler [21].

2.1.1.2. Biiyiik Ol¢ekli Mutasyonlar

Biiyiik 6lgekli mutasyonlar, biiyiik bir kromozomal bolge igindeki bir genin bir
cok niikleotidinde goriilen mutasyon ¢esididir. Biiyiik 6l¢ekli mutasyonlarda, isminin de
isaret ettigi gibi, mutasyon genetik materyali daha yliksek bir seviyede etkiler.
Ozellikle, biiyiik 6lcekli mutasyonlar kromozomda bir degisiklik igerir ve su sekilde
simiflandirilabilirler: (1) amplifikasyonlar (veya gen duplikasyonlari), (2) biiyiik

kromozomal bolge delesyonlar1 ve (3) kromozomal inversiyonlar.

1. Amplifikasyonlar, kromozomal bdélgelerin birden fazla kopyasinin

bulundugu mutasyonlardir.

2. Biiyiikk kromozomal bolge delesyonlari, genis bir kromozomal bolgedeki

genlerin kaybini igeren mutasyonlardir.

3. Kromozom inversiyonlari, kromozom igerisinde yeniden diizenlenmelerdir
ve perisentrik (sentromeri igeren kromozomal inversiyonlar) ve parasentrik

(sentromere icermeyen inversiyonlar) olmak tizere iki tiptir [21].

2.1.2. Onkogenler ve Tiimor Baskilayic1 Genler
Kanser gelisimine neden olan basamaklar iki temel kategori altinda incelenir.

Bunlar onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonlaridir [22].

Onkogenler, hiicre proliferasyonunu tesvik eden genlerdir. Tek bir mutant alel,
bir hiicrenin davranisini etkileyebilir. Mutant olmayan versiyonlar1 proto-onkogenler
olarak adlandirilir. Onkogenler normal kosullarda hiicre boliinmesini uyarmak ig¢in
hareket ederler, ancak karmasik bir diizenleyici ag bu aktiviteyi smirlar. Timor
hiicrelerinde, onkogenin bir kopyasi; nokta mutasyonlari, kopya sayisi amplifikasyonu
ya da kromozomal yeniden diizenlemeler yoluyla anormal sekilde aktive olur ve

boylece regiilasyondan kacar.



Tiimdrlerde mutasyona ugrayan genlerin ikinci biiyiik siifi timor baskilayic
genlerdir. Tiimor baskilayict genlerin normal rolii hiicre boliinmesini sinirlamaktir.
Timor hiicrelerinde, bir tiimor baskilayict genin her iki kopyasi da, genellikle, delesyon,
nokta mutasyonlar1 veya promotdriin metilasyonu ile inaktive edilir. Bir¢cok timor
baskilayic1 gen, ailesel kanser yatkinlik sendromlarmin arastirilmas: yoluyla
tanimlanmistir. Bu sendromlarda, bireyler bir tiimor baskilayici genin bir allelini

inaktive eden bir mutasyona sahiptirler.

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler normal olarak, hiicre dongiisiinii kontrol
eden hiicre sinyallemesinde veya DNA hasarina yanit olarak islev goriirler. Bu siirecleri

anlamak, kanserde yanlis gidenin ne oldugunu anlamak i¢in merkezi bir noktadir [19].

Timor baskilayict genlerin kanser tizerine etkileri ilk olarak pediyatrik bir
kanser olan retinoblastoma hastalig1 iizerinde aciklanmistir [1]. Boylece retinoblastoma,
timor baskilayict genlerin daha net bir bigimde anlagilmasi i¢in bir paradigma

saglamigtir.

2.2. Pediyatrik Kanserler

Erigkinlerde meme, akciger veya kolon gibi dokularda kanserlere neden olan
epitel hiicrelerindeki genetik degisiklikler yaklasik 5-20 yil gibi bir birikim siireci alir.
Bununla birlikte, cocukluk c¢ag1 kanserleri genellikle daha kisa siirede gelisir.
Cogunlukla epitelyal karsinom goriilen yetiskinlerin aksine g¢ocuklardaki malignite
embriyonal veya sarkomatoz kokenlidir. Bazi pediyatrik tiimorlerde genetik ve
molekiiler testler erigkin tiimdrlere kiyasla belirgin farkliliklar gdstermistir. Ornegin,
fibriler astrositom hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde goriilen bir beyin timoriidiir.
Biyolojik olarak, bu tiimor, patolojileri benzer olmasina ragmen, 2 popiilasyonda ¢ok
farkli davranmaktadir. Hastalik, ¢ocukluk yillarinda nadiren yliksek gradli bir timore
doniistirken, yetiskinlerde siklikla goriilebilir. Bunun sebebi acik degildir. Belki de
yetiskinlerde kansere neden olan belli genlerdeki mutasyonlar, ¢ocuklarda ayni kanser
nedeni degildir [7]. Cocukluk cagi kanserleri, baz1 kanser hiicrelerinin o6zelliklerine
sahip olan hizla boliinen embriyonik hiicrelerden koken aldigindan, yetiskin donemi

tiimdrlerinin yaygin karsinomlarindan daha az degisiklik gerektirir.

Cocukluk ¢agi kanserleri 1975 yilinda, 100.000 ¢ocukta 11,5, 2004 yilinda ise
14,8 oraninda goriilmiistiir [23]. Bu durum diinyadaki her 1 milyon ¢ocugun yaklasik

150'sinin 20 yasindan Once kanser gelistirecegi anlamina gelmektedir [24]. Cocukluk
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cag1 kanserleri insidans oranlari, 0-4 yas arasindaki ¢ocuklarda en yiiksektir. Oranlar
sirastyla 5-9 ve 10-14 yas arasindaki c¢ocuklar i¢in biraz daha diisiiktiir [25]. 20
yasindan kii¢lik hastalarda pediyatrik kanser tiirlerinin siklig1 Sekil 2.2°de gosterilmistir
[26].

A SEER Program

Melanoma, 3.0%
Thyroid cancer, 3.2%

Gerrrecell tumar, 6.1%

Man-rhabdemyosarcorma
575, 432%

Rhabdomyosarcoma, 2.9% — ;
Ewing's sarcoma, 1.7% / I

Osteosarcoma, 2.9%
Hepatoblastoma, 0.9%
Wilms® tumor, 3.99%

Retinablastorna, 2.1% ét

Meusroblastoma, 5.05¢ - Mon-Hedgkin's
lymphorna,

B.5%

B PCGP Cohort
Melanoma, 0.4%  ACT, 3.5%

Rhabdomyasarcorma, 3.8%

Ewing's sarcoma, 4.1% ’

Osteosarcoma, 3.5%
Retinablastorna, 1.3%

Sekil 2-2: 20 yasindan Kiiciik hastalarda pediyatrik kanser tiirlerinin sikhig1 [26]
Panel A, (SEER) programindan elde edilen veriler temelinde pediyatrik kanser tiirlerinin dagilimini
gostermektedir. Panel B, Pediatrik Kanser Genom Projesi (PCGP) tarafindan analiz edilen kanser

tiirlerinin dagilimint gostermektedir. ACT, adrenokortikal tumor; CNS merkezi sinir sistemi ve STS ise
yumusak doku sarkomu anlamina gelir.

2.2.1. Retinoblastoma Insidansi
Retinoblastoma retinada ortaya ¢ikan ve ¢ocuklarda en sik goriilen intraokiiler

malignitedir. Olgularin {icte ikisi 2 yasindan 6nce tani alir [3]. Insidans1 15.000 ila
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18.000 canli dogumda 1 seklindedir [4]. Retinoblastoma insidansi gelismekte olan
iilkelerde daha yiiksektir ve Orta ve Giiney Amerika'da ¢ocuklarda en sik goriilen solid
timor malignitelerden biridir [5]. Bu yiiksek insidansin nedeni ise net olarak
bilinmemektedir. 6 yas ve {istli ¢ocuklarda retinoblastoma tanisi olduk¢a nadirdir.
Bilateral retinoblastomali ¢ocuklar hastalarin yaklasik %20-%30'unu olusturmaktadir.
Bilateral hastalar (14-16 ay), genellikle unilateral hastalardan (29-30 ay) daha erken
yasta tan1 alirlar [6, 7]. Bilateral retinoblastoma tanisi konan g¢ocuklarin yaklasik
%?20'sinde aile hikayesi de mevcuttur [8]. Tiirk Pediyatrik Onkoloji Grubu (TPOG) ve
Tiirk Pediyatrik Hematoloji Dernegi’nin pediyatrik kanser kayitlar1 verilerine gore 0-19
yas arast 2002-2008 yillarinda 65 merkeze kaydi yapilan 11.898 pediyatrik kanserli
vakalarin 371’1 (%3,1) retinoblastoma tanis1 almistir. Vakalarin %88,8’1 0-4 yas
grubunda yer almaktadir. %69’u unilateral, %27,6’s1 bilateraldir. Bu hastalardan

%78,4’1iniin yasama uzun siireli devam ettigi bildirilmistir [9].

2.2.2. Retinoblastoma Epidemiyolojisi

Diisiik sosyoekonomik durum ve viral etiyoloji [human papillomavirus (HPV)]
hastalik olusumunu etkileyen olas1 faktdrlerdir [27]. Ozellikle gebelik sirasinda
beslenme kosullarinin 6nemli etkileri oldugu da diisiiniilmektedir [28]. In vitro
fertilizasyon yoluyla dogan ¢ocuklarda retinoblastoma gibi hastaliklar i¢cin daha yiiksek
bir risk oldugu daha 6nce agiklanmasina ragmen yakin tarihli biiyiik bir ¢alisma bu
iliskiyi desteklememektedir [29]. HPV, sporadik retinoblastoma etiyolojisinde énemli
rol oynar; HPV'nin E7 proteini, fosforile edilmemis RB proteinini (pRb) inaktive eder
[30]. Son zamanlarda, HPV 16, 18, 6a, 33, 11, 31, 35 ve 51 gibi baz1 HPV tiirleri,
retinoblastoma hastalarinin taze tiimor dokusunda tanimlanmstir [31, 32]. Mohan ve
arkadaslar1 tek tarafli retinoblastomali 18 aydan daha kii¢iik yastaki Hint hastalar ile
HPV DNA varlig1 arasinda anlamli sekilde iliskili bulmuslardir. Olgularin %47'sinde
HPV DNA mevcutken en sik HPV16’ya rastlanmistir [32]. Buna karsilik, Gillison ve
arkadaslari, Kuzey Amerika'li hastalara ait 40 taze dondurulmus tiimér Orneginde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodunu kullanarak genomik DNA sekanslarini
HPV, adenoviriis (HadV) ve poliomaviriis (BKV, JCV ve SV40) varlig1 acisindan
analiz ettikleri sonuglar bildirmistir. Tiim 6rnekler 37 HPV tipi icin ve diger tim

virlisler i¢in negatif bulunmustur. Bu calismaya gore retinoblastoma genotipine
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bakilmaksizin ne HPV'nin ne de herhangi bir baska pRb inaktive edici insan DNA

tliimor virlisliniin retinoblastoma etiyolojisinde rol oynamadigini gostermektedir [33].

2.2.3. Retinoblastoma Patolojisi
Retinoblastomanin nasil gelistigini anlamak i¢in géz ve ¢aligma sekli hakkinda

bilgi sahibi olunmasi gerekmektedir. Goz;
» Kiire (goz kiiresi)
» Yoriinge (g6z gukuru)

» Adneksiyal yapilar (gozyasi bezleri ve goz kapagi dahil olmak iizere

aksesuar yapilar) olmak {izere 3 ana boliimden olusur (Sekil 2-3).

Goz kiiresi, camsi cisim ad1 verilen jdle benzeri bir madde ile doludur. Oniinde
bir mercek vardir. Mercek, iris denilen goziin renkli kismu ile kaplidir. Mercek ve iris
bir kamera iizerindeki deklansor gibi calisir. Gelen 15181 retina adi verilen goziin arka
kismina odaklar. Retina kameradaki film gibidir. Isik retinaya carptiginda optik sinir

vasitastyla beyine bir mesaj gonderir. Bu ise bizim gorebilmemizi saglar [34].

Retinoblastoma biiylimesi genellikle retinanin altina ve camsi cisime dogrudur.
Okiiler katlarin ve optik sinirin tutulumu, tiimor ilerledikge bir dizi olay olarak ortaya
cikar. Koroid tutulumu yaygindir, ancak kitlesel invazyonun goriilmesi genellikle ileri
hastaliklarla sinirlidir. Koroid invazyonundan sonra tiimor sistemik dolagima girer ve
metastaz potansiyeli olusturur. Okiiler katlar boyunca ilerleme, sklera ve gbz ¢ukuruna
girise neden olur. On kamaray1 isgal eden tiimér Schlemm kanalindan sistemik
dolasima erisebilir. Optik sinir yoluyla ilerleme ve lamina kribrosay1 gegme, sistemik ve

merkezi sinir sistemi yayilimi riskini artirir [3].
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Sklera Retina

Siliyer Cisim
Schlemm ___
Kanal

Kornea— :

Iis=—
T Optik Sinir

Mercek

Kanal
Siliyer Cisim

; S Lamina
\ Kriprosa

Sekil 2-3: Goziin yapisi [35]

2.2.4. Retinoblastoma Genetigi

Retinoblastoma olusumunda 6nemli genetik etkenlerin rol aldigi bilinmektedir.
Hastalik retinoblastoma geni (RB1) olarak adlandirilan gendeki mutasyonlar tarafindan
baslatilir. RB/ geni 13. Kromozomun uzun kolunun 14.2 pozisyonuda yer alan timor

baskilayici bir gendir (Sekil 2-4) [36].

™Moo o™ i i T T T T TR IO o B O O O o e N O IO T T B I B T B
N . o~ A - H s e e e\ M s a . i a M
BB — L L AT+ B T . T I R R T I B B B B B T =
~ ~ [ T B T T S T O I N o TR T N RN O O o TR e O o T T
[+ [+ H A P F F A A PFPF F PN o F FF B s el N
[ [l = [ -

Sekil 2-4: RB1 geninin 13. kromozom iizerindeki sitogenetik pozisyonu [36]

RB1 geni, pRB adi verilen 110 kd agirlifinda bir niikleer protein iiretir. Bu
protein bir timor baskilayict olarak iglev goriir; hiicre ¢ogalmasini diizenler ve
hiicrelerin ¢ok hizli veya kontrolsiiz bdliinmesini onler. Normal sartlar altinda pRB,
diger proteinlerin, DNA'min kendi kopyasini olusturma islemi olan DNA
replikasyonunu  durdurur. DNA  replikasyonunun hiicre boliinmesinden 6nce
gerceklesmesi nedeniyle, bu siirecin pRB tarafindan diizenlenmesi hiicre boliinmesini

kontrol eder ve tiimdrlerin biiylimesini Onlemeye yardimci olur. Ayrica pRB, hiicre
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sagkalimini, hiicrelerin kendini pargalamasini (apoptoz) ve hiicrelerin 6zel islevleri
yerine getirmek i¢in olgunlastig siireci (farklilasma) etkilemek i¢in diger proteinlerle de
etkilesime girer [37]. Bu gendeki bozukluklar ¢ocukluk ¢aginda retinoblastoma, mesane
kanseri ve osteojenik sarkomun bir nedeni olarak bilinmektedir. RB yolagi, CDKN
(6rn., Ink4a), D-tipi siklinler, siklin bagimli protein kinazlar (cdk4, cdk6), RB ailesi
paket proteinleri (RB, p107, p130) ve transkripsiyon faktorlerinin E2F ailesi (E2F1-8'in
DP1-2 ile heterodimerleri) olmak {izere 5 protein ailesinden olusur. Bu yolak, hiicre
cogalmasinin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar; bilesenleri biiyiime destekleyici
ve biiylimeyi baskilayan sinyaller tarafindan aktive edilir ve/veya engellenir. Ayrica bu
yolagin birkag bileseni, yani pl16Ink4a, siklin D1 ve RB, p16Ink4a lokusunun silinmesi
ve/veya susturulmasi, siklin D1 lokusunun amplifikasyonu ve biallelik mutasyonu dahil
olmak iizere kanser hiicrelerinde siklikla degismektedir. Bu nedenle, RB yolagimin bu

bilesenleri kanser tedavisinde rasyonel hedeflerdir (Sekil 2-5) [38].

Rachyamyan, Tiirmalie' hiberelen
sitotaksik ilaghar UM RE kayb

Hilcre ditngiisg [yl f Okt kazsmimg

arresin

Tkt LK ckpresyonunan

b sy o i
\M Iranskriparyon
" : ARlvaRyoni
ltnnskeapsyon =
baskilarise \% P
Horrmonlar, Pro-apopaanik EX

Anli-mitojenik l‘ \ fnnksrpnumun
ikagLar anmus:

Hiticre diingiis

weniden akiflegmesy

PIOETCSY O

Al

Sekil 2-5: RB yolag [38]

Retinoblastoma, E2F, D-siklinleri, Cdk4/6, p16Ink4a(CDKN2a) gibi RB yolag:1 bilesenleri ve onlarin
fonksiyonel etkilesimleri diagramda gosterilmistir. Retinoblastoma yolagindaki genetik ve epigenetik
degisimler bir¢ok sporadik kanserlerde tanimlanmistir ve bu defektler diagramin sag {ist kosesinde yer
alan mor kutucukta 6zetlenmistir. Retinoblastoma yolaginin durumu tiimor hiicresinin radyasyona ve
genetoksik ilaglara tepkisini etkiler ve siklin D1 degredasyonu ve sonucunda RB defosforilasyonu ile
hiicre dongiisii arrestine sebep olur. Retinoblastoma yolagmin durumu, hormonlar ve mitojenik sinyalleri
bloke eden diger teropatik stratejilere karsi tiimor hiicresinin tepkisini etkiler. Retinoblastoma yolagindaki
bir defekt E2F aktivitesinin deregiilasyonuna sebep olur ve GI1-S gecisi ve apoptoz icin gen
ekspresyonunu uyarir.



15

2.2.4.1. Kalitsal (Herediter) Retinoblastoma

Retinoblastoma hem kalitsal (%25-35) hem de kalitsal olmayan (sporadik)
(%65-75) formda olusabilir. Retinoblastoma hastalarinin %40'inda hastalik bilateral (iki
tarafli) olarak goriiliirken %60'inda ise unilateral (tek tarafli) olarak kendini gdsterir.
Aile Oykiisii olanlar, iki tarafli retinoblastoma veya RB/ mutasyonu olan hastalar
kalitsal (herediter) RB'ye sahiplerdir. Kalitsal retinoblastoma, germline mutasyonu olan
otozomal dominant bir hastaliktir; yeni tan1 alan retinoblastoma hastalarinin yaklasik
%¢6's1n1 olusturur. Kalitsal retinoblastomanin geri kalaninda ailesel gecis yoktur. Kalitsal
tipte timorlerin %85'i erken donemde goriiliir. Ayrica iki tarafli ve multifokal olup goz
basina ortalama bes timor seklindedir ve dagilim iki g6z arasinda rastgele bulunur
(Sekil 2-6) [10]. Kalitsal retinoblastomaya sahip hastalar, diger dokulardaki RBI
geninin ikinci kopyasinda bulunan mutasyona bagli olarak osteosarkom, yumusak doku
sarkomlar1 ya da melanomlar gibi ikincil malignite gelistirme riski tasimaktadirlar. Eger
boyle bir durum s6z konusu ise ikincil kanserlerin yasam boyu goriilme riskini en aza
indirgemek i¢in rontgen, BT taramasi ve eksternal 1sin radyoterapisi da dahil olmak
lizere radyasyon maruziyetinden miimkiin oldugu kadar kaginilmalidir. Eksternal 1s1n
radyasyon tedavisi goren retinoblastomali bireylerde ikincil primer timor insidansi

%50'den fazla oranda arttig1 bildirilmistir [11].

Herediter Retinoblastoma

ne

Coklu Tiimor, Bilateral, Erken Yas

Sekil 2-6: Kalitsal retinoblastomada goriilen bir soyagaci 6rnegi [39]

A (Ok): Probant
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2.2.4.2. Kalitsal Olmayan (Sporadik) Retinoblastoma

Tiim retinoblastomal1 hastalarin yaklasik %55't sporadik formda olusur. Tek
tarafli retinoblastoma ve aile Oykiisii negatif olan hastalar sporadik olarak
simiflandirilirlar ancak bu durum hastaligin mutlaka genetik olmayan bir form
olmadigini da gdstermez. Olgularin yaklasik tigte ikisinde sadece bir goz etkilenir diger
licte birinde ise retinoblastoma her iki gdzde gelisir. Her gézdeki tiimor sayist ve boyutu
degisebilir [40]. Sporadik retinoblastoma genellikle ge¢ baslangigh, tek tarafli ve tek
odakl tlimorlerle sonuglanir (Sekil 2-7). Sporadik retinoblastomada her iki RB/ alleli

retina hiicrelerinde somatik olarak etkisiz hale getirilir ve ¢ocuklara aktarilmazlar [10].

Sporadik Retinoblastoma

O

“

Tekli Tiimor, Unilateral, Gec Yas

Sekil 2-7: Sporadik retinoblastoma soyagaci [39]
A (Ok): Probant

2.2.4.3. Cift Vurus Hipotezi

Alfred G. Knudson, ayn1 hiicredeki RB/ geninin her iki kopyasini etkisiz hale
getiren iki mutasyonun, bir tiimorii baslatmak icin yeterli oldugunu vurgulamis, kalitsal
ve kalitsal olmayan RB patogenezini aciklamak i¢in "¢ift vurus hipotezini" sunmustur
(Sekil 2-8) [1]. Bunlardan ilki germline iizerinden kalitilabilir veya somatik olarak
kazanilabilir iken, ikincisi her iki durumda da somatik olarak ortaya c¢ikar ve RB
lokusunda ¢ift kusurlu olan bir tiimore yol agar. Bu ikinci olay, kalitimsal ve kalitsal
olmayan vakalarda ayni1 olabilir, ancak kalitim olaylarinda ortaya ¢ikma olasilig1 daha

yiiksek olmalidir. Ikinci yabanil tip kromozom alleli, vahsi tipli kromozomun kaybiyla
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mitotik nondisjunksiyon, mutant kromozomun tekrar c¢ogaltilmas: ile mitotik
nondisjunksiyon, mitotik rekombinasyon, gen doniisiimii, silinme veya nokta
mutasyonu da dahil olmak iizere olas1 birka¢ kromozomal mekanizma tarafindan
kaybolabilir veya etkisiz hale getirilebilir. Biitiin bu mekanizmalar retina hiicresindeki
RB1 lokusunun homozigosite veya hemizigositesine yol agar. Yapisal hiicrelerde iki
form mevcut oldugunda, tiimérde sadece bir allel varyantinin saptanmasi heterozigotluk
kaybimin (LOH) gostergesidir. Heterozigotluk kaybi, c¢esitli tiimorlerde timor
baskilayict genlerin varliim1 6nermek i¢in kullanilmistir. Sporadik vakalarda, genin
homolog kopyalar1 arasinda somatik mutasyona kars1 diferansiyel bir yatkinlik yoktur.
Bununla birlikte, "de novo" mutasyonlarin %90'min paternal kokenli olmasi ilgi
cekmektedir. Genomik baskilama, mutasyon ve paternal allelin tutulmasindaki
olagandis1 dengesizligi aciklayabilecek bir mekanizma olmasina ragmen, en gercekci
aciklama, embriyonik gelisim ve erkeklerdeki mayoz bolilnme arasinda olusan hiicre

boliinmesinin disilerden ¢ok daha fazla ortaya ¢ikmasidir [41].

Herediter Tiimor Sporadik Tiimér
1.VURUS
Kalitilmis mutasyon % O Degisiklik yok
1.VURUS

Kazanilmis mutasyon

2.VURUS %%
Kazanilmis mutasyon

TUMOR ™

2.VURUS

Kazanilmis mutasyon

CAONS

1 kahtilmig ve 1 kazanilmis mutasyon; 2 kazanilmig mutasyon;
Sadece 1 vurus somatik diizeyde 2 vurug somatik diizeyde

Sekil 2-8: Cift vurus hipotezi [39]

2.2.5. Retinoblastoma Evrelemesi
Retinoblastoma, gz muayeneleri, goriintiileme testleri ve yapilan biyopsilerin

sonuglarina gore evrelenmektedir. Bu evreleme sistemi, kanserin ne kadar yayilmis



18

oldugunu ozetlemek icin kullanilan standart bir ydntemdir. Doktorlar, hastanin
goriigiinii korumanin yani sira sagkalimi ve belirli tedavilerin etkili olma ihtimalini
ongormek icin evreleme sistemleri kullanmaktadir. 1963'te gelistirilen Reese-Ellsworth
Siniflamasi, en ¢ok kullanilan smiflandirma sistemi olmaya devam etmektedir [42].
Acikca modasi gegmemis olmasma ragmen, son yillarda Onerilen bir¢ok sistemden
hicbiri tip camiasinda fikir birligi bulamamistir. Reese-Ellsworth Siniflamasi, dis 1s1n
radyasyonundan sonra goz i¢i tiimor evrelemesi ve kiire kurtarma tahmini {izerine
kuruludur ve sagkalim dikkate alinmamaktadir. Dis 1s1n radyoterapisinin periferik
tiimorleri etkili bir sekilde tedavi etmemesi ve vitroz tohumlamasini (vitréz seeding)
tedavi etme zorlugu, bu faktdrlerin hastaligin siddetinin evrelendirilmesinde belirleyici
olmasina yol acar. En son yapilan evreleme Onerilerinden Uluslararas1 Goz Ici
Retinoblastoma Siniflamas1 (ABC Siniflamasi) en sik kullanilan ve en biiyiik prognostik
degeri olan siniflamadir (Tablo 2-1) [43]. Bu simiflama, intraokiiler tiimorleri birinci
basamak kemoterapi ve adjuvan fokal terapiden sonraki prognozlarima gore
evrelemektedir. Timorlerin biiyiikligii, makiila ve optik sinire olan yakinligi,
tohumlama derecesi, retina yirtilmasinin 6nemi ve son olarak ge¢ komplikasyonlar gibi
prognostik durumlar1 géz onilinde bulundurularak belirlenen bes gruptan (A, B, C, D, E)

olusmaktadir [44].
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Tablo 2-1: Uluslararasi goz ici Retinoblastoma simflamasi (ABC Simiflamasi) [43]

Gruplar
Grup A- Cok diistik riskli

Ozellikler ‘

Kritik yapilardan uzakta bulunan farkli odakh timérlere sahip

gozler

Capi 3 mm veya daha kiigiik olan tiimérler

Retinaya bitisik olanlar

Foveolaya uzakhgi 3 mm’den blyulk olanlar

Optik sinirlere uzakligi 1,5 mm’den biyiik olanlar

Vitr6z veya subretinal tohumlanma olmayanlar

Grup B- Duislik riskli

Vitroz veya subretinal tohumlanma olmayan gozler ve

herhangi bir konumda veya biytklikte olan ayrik retinal timorler

Grup A’ya dahil olmayan tiimoérler

Vitr6z veya subretinal tohumlanma olmayan

TUmor tabanindan 5 mm’den uzakta olan subretinal sivi

Grup C- Orta riskli

Yalnizca vitroz veya subretinal tohumlanma olan gozler ve

herhangi bir konumda veya biytklikte olan ayrik retinal timorler

Sinirli, lokal ve iyi tohumlananlar

Radyoaktif plak ile tedavi edilebilenler

Subretinal sivinin bir kadranina kadar olanlar

Grup D- Yiiksek riskli

Diffliz vitroz veya subretinal tohumlama ve yogun,
nondiskrete endofitik veya ekzofitik hastaligi bulunan gozler.
Grup C'den, daha genis tohumlanma gosteren gozler.

Yogun ve/veya intraokuler dagilan hastalik

Retinal ayrilmadan bir kadrandan uzakta olanlar

ince yagl viterus tohumlanma veya avaskiiler kitleler

Plak benzeri subretinal tohumlanma

Grup E- Cok yiiksek riskli gozler

Anatomik ve fonksiyonel olarak timor tarafindan zarar verilmis

gozler.

Geri donustimsiiz neovaskdler glikom

Yogun intraokiiler kanama

Aseptik orbital selltlit

Anterior viterus timdérden dnceki timor

Lenslere temas eden timor

Diffiiz infiltre retinoblastoma

Tlberkiloz veya tuberklioz dncesi
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2.2.6. Retinoblastomada Klinik Bulgular

Lokokori, retinoblastomanin en sik goriilen bulgusu olup sasilik, kirmizi agril
gdz ve gorme kaybi bunu takip etmektedir (Tablo 2-2). Retinoblastomanin klinik
goriiniimii  hastaligin evresine baghdir. Oftalmoskopi yapilmadigi siirece, erken
lezyonlarin gézden kagirilacagi muhtemeldir. Tiimdr yar1 saydam veya beyaz kabarik
retina kiitlesi olarak goriiliir. Tiimor makiila igeriyorsa veya géorme keskinligi azalirsa
cocukta sasilik gosterebilir [45]. Orta diizeyde ilerlemis lezyonlar, fundustaki beyaz

kiitlesi tarafindan 15181n yansimasi nedeniyle 16kokori ile birlikte gortiliir (Sekil 2-9).

Tablo 2-2: Retinoblastoma’nin en yaygin klinik 6zellikleri [4]

Retinoblastoma’nin Yiizdesi

_yaygin semptomlari
Lokokori %56
Sasihik %20
Kirmizi agrih gozler %7
Zayif gorme %5
Asemptomatik %3
Orbital selliilit %3
Tek tarafl gozbebegi %2
genislemesi
Iris heterokromisi %1

Sekil 2-9: Lokokori goriiniimii [4]
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Genellikle ti¢ sekilde goriiniir:

Endofitik, tiimoriin vitréz bosluguna girdigi (Sekil 2-10). Sar1 beyaz bir kiitle,
tim vitroz boslugunu asamali olarak doldurur ve vitr6z tohumlar1 olusur. Retina

damarlar1 tiimor yiizeyinde goriillmez.

Ekzofitik, burada tiimdr subretinal bosluga dogru biiyiir (Sekil 2-11). Retina

dekolmani genellikle olusur ve retinal damarlar tiimoriin {izerinde goriiliir.

Diffuz infiltratif tiimorlerde, tiimor diffiiz bir sekilde retinaya gectiginde
kitlenin degil sadece retinanin plakoid kalinlagsmasina neden olur. Bu genellikle daha

biiylik cocuklarda goriiliir ve genellikle tanida gecikme mevcuttur.

Sekil 2-10: Endofitik biiyiime [4]

Sekil 2-11: Ekzofitik biiyiime [4]

Ileri tiimérler, optik sinir veya orbita yayilimi ve sistemik metastaza ek sekonder
proptozis ile kendini gosterir [45]. Retinoblastoma 6zellikle lamina kribrosay1 gecgerek

optik sinir boyunca yayilabilir. Orbita yayilimi, proptoz ile ortaya c¢ikabilir ve
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muhtemelen skleral venlerin bulundugu yerde goriiliir. Sistemik metastaz beyinde,

kafatasinda, uzak kemiklerde ve lenf bezlerinde goriiliir [4].

2.2.7. Retinoblastomada Tedavi

Cocuklarda retinoblastoma tedavisinde iki ana hedef vardir: kanserin geri
doniisiinii 6nlemek ve gorme yetisini korumak. Retinoblastoma i¢in ¢esitli tedavi
protokolleri kullanilir ve ¢ocuklarin yaklasik %99'u 5 yillik sagkalim oranina sahiptir

[25]. Retinoblastoma igin tedavi stratejileri, yillar i¢inde onemli 6l¢lide geligmistir.

Geleneksel olarak, retinoblastoma, goziin ¢ikarilmasiyla (yani, eniikleasyon)
tedavi edilir; bu, timor kiire igerisine yerlesmigse kesin bir tedavi yontemidir.
Ekstraokiiler tiimor yayilimi gelismis ileri vakalarda ise, tek basina entikleasyon tedavi
edici degildir ve ileri tedavi gereklidir. Gliniimiizde eniikleasyon sadece ileri evre goz
ici hastaliklar1 i¢in veya diger konservatif yontemlerin basarisizliklarindan sonra

kurtarma tedavisi olarak kullanilmaktadir.

Daha iyi sonuglara ve daha az morbiditeye sahip bir tedavi modeli aranirken,
eksternal beam radyoterapi (EBRT) etkili bir alternatif yontem olarak bulunmustur ve
20. ylizyilin ortalarina kadar eniikleasyon yerine ¢ogu retinoblastoma vakasi i¢in temel
tedavi yontemi olarak kullanilmistir [46, 47]. Ne yazik ki, retinoblastoma i¢in yaklasik
yarim ylizyll boyunca EBRT'min yaygin kullanimi sonrasinda, radyasyonun kalitsal
retinoblastomali hastalarda ikincil bir kanser gelisimini 6nemli Ol¢iide arttigi kabul
edildi [48, 49]. Sonug olarak, radyoterapinin yaygin kullanimi birakilmis ve intraokiiler
retinoblastoma i¢in primer tedavi olarak kemoterapi kullanilmistir. Bugiine kadar, diger

tiim yontemler basarisiz oldugunda son ¢are olarak kullanilmaktadir [50].

Retinoblastomali hastalar i¢in bugiin farkli tedavi tiirleri mevcuttur.

2.2.7.1. Kriyoterapi
Kriyoterapi, anormal dokuyu dondurma ve yok etme amach kullanan bir

tedavidir. Bu tedaviye ayn1 zamanda kriyocerrahi de denir [51].

2.2.7.2. Termoterapi
Termoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek i¢in 1sinin kullanilmasi ile uygulanan
bir tedavi yontemidir. Dilate pupil ilizerinden veya g6z kiiresinin disina dogru

yonlendirilen bir lazer 1s1m1 kullanilarak uygulanir. Kiigiik tiimorler i¢in tek basina veya
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daha biiyiik timorler icin kemoterapiyle kombine edilebilir. Bu tedavi lazer terapisinin

bir tiiriidiir [51].

2.2.7.3. Kemoterapi

Kemoterapi, hiicreleri oOldiirerek veya boliinmelerini  durdurarak kanser
hiicrelerinin biiyiimesini engelleyen ilag kullanimina dayali bir kanser tedavisidir.
Kemoterapinin verilme sekli kanserin evresine ve kanserin viicuttaki yerine baghdir.

Farkli kemoterapi tiirleri mevcuttur:

Sistemik kemoterapi: Kemoterapi agizdan alindiginda veya bir damara veya
kana enjekte edildiginde, ilaglar kan dolasimina girer ve viicuttaki kanser hiicrelerine
ulasabilir. Sistemik kemoterapi, tiimorii kiiciiltmek (kemorediiksiyon) i¢in verilir ve
boylece cerrahiden kaginmaya olanak saglar. Kemorediiksiyon sonrasi, diger tedaviler
radyasyon tedavisi, kriyoterapi, lazer tedavisi veya bolgesel kemoterapi seklinde

olabilir.

[lk tedaviden sonra kalan kanser hiicrelerini &ldiirmek veya goziin disina
yayillmis kanserlere sahip hastalar1 tedavi etmek i¢in de sistemik kemoterapi verilebilir.
[k tedaviden sonra kanserin geri gelme riskini azaltmak igin verilen tedaviye adjuvan

kemoterapi ad1 verilir.

Bolgesel kemoterapi: Kemoterapi direkt olarak beyin omurilik sivisina
(intratekal kemoterapi), géz gibi bir organa veya viicut bosluguna kondugunda, ilaglar
agirlikli olarak bu bdlgelerdeki kanser hiicrelerini etkiler. Retinoblastoma tedavisinde

cesitli bolgesel kemoterapi tiirleri kullanilir:

Oftalmik arter infiizyon kemoterapisi: Oftalmik arter infiizyon kemoterapisi,

antikanser ilaglar1 dogrudan goze tasir. G6ze agilan bir artere kateter konur ve kateterle
anti kanser ilac1 verilir. Ila¢ verildikten sonra, bloke etmek icin kiiciik bir balon damar
icine sokulabilir ve antikanser ilacin ¢ogunun tiimoriin yakinina tutulmasi miimkiin olur.
Bu tiir kemoterapi, tiimor yalnizca goz icinde bulundugunda ilk tedavi olarak veya

tiimor diger tedavi tiplerine yanit vermediginde uygulanabilir.

Intravitreal kemoterapi: Intravitreal kemoterapi, goziin i¢indeki vitréz cisim

icine (jole benzeri madde) dogrudan antikanser ilaglarinin enjekte edildigi bir tedavi
yontemidir. Vitroz cisme yayilmis ve tedaviye cevap vermeyen veya tedaviden sonra

niiks eden tiimori tedavi etmek i¢in kullanilir [51].
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2.2.7.4. Radyoterapi
Radyoterapi, yiiksek enerjili x-1s1nlar1 veya diger radyasyon tiirlerini kullanarak
kanser hiicrelerini 6ldiiren veya onlar1 biiyiimekten alikoyan bir kanser tedavisidir. iki

cesit radyasyon terapisi vardir:

a. Dis 1sinh radyasyon terapisi: Bu yontemde kanser hiicresine karsi
radyasyon gondermek i¢in harici bir makine kullanilir. Radyasyonun
yakindaki saglikli dokulara zarar vermesini 6nlemek ic¢in bazi dig 1sinh

radyasyon terapileri uygulanir:

Yogunluk ayarh radyasyon terapisi IMRT): IMRT, tiimdriin boyut ve seklini

gosteren resimler yapmak i¢in bir bilgisayar kullanan 3 boyutlu (3-B) bir dis 15l

radyoterapi tlirtidiir.

Proton-isinli_radyasyon terapisi: Tiimor hiicrelerini 6ldiirmek igin proton

akimlart (pozitif yikli kiiciik parcaciklar) kullanan bir dis 1s1nli radyasyon terapisi
cesitidir. Bu tiir tedavi, tiimor yakinindaki saglikli dokulara radyasyon hasari miktarini
azaltabilir. Bas ve boyun, beyin, g6z, akciger, omurga ve prostat gibi organlar1 tedavi

etmek icin kullanilir. Proton 1sinli radyasyon, x-1s1n1 radyasyonundan farklidir[51].

b. I¢ radyasyon tedavisi: I¢ radyasyon tedavisi, direkt olarak tiimore veya
tiimore yakin bolgeye yerlestirilen igneler, tohumlar (seed), teller veya
kateterlere tutturulmus radyoaktif bir madde kullanilarak uygulanir.
Radyasyonun yakindaki saglikli dokulara zarar vermesini énlemek i¢in plak

radyoterapisi uygulanmaktadir.

Plak radyoterapisi: Radyoaktif tohumlar plak denilen bir diskin bir yanina

baglanir ve direkt olarak tlimoriin yakininda goziin dis duvarina yerlestirilir. Plak, diger

yakin dokular1 radyasyondan korumaya yardimci olur [51].

2.2.7.5. Kok hiicre kurtarma ile yiiksek doz kemoterapi

Yiiksek doz kemoterapi verilerek tahrip olan kan tireten hiicreleri yenilemek i¢in
uygulanan bir yontemdir. Kok hiicreler (olgunlasmamis kan hiicreleri) hastanin
kanindan veya kemik iliginden izole edilir, dondurulur ve depolanir. Kemoterapi
tamamlandiktan sonra, saklanmig kok hiicreler ¢oziiliir ve infiizyon yoluyla hastaya geri
verilir. Yeniden cogalan bu kok hiicreler, viicudun kan hiicrelerini olusturmak {izere

farklilagilar [51].



25

2.2.7.6. Cerrahi (Eniikleasyon)

Eniikleasyon g6z ve optik sinirin bir boliimiiniin ¢ikarilmasi seklinde uygulanan
cerrahi bir yontemdir. Eniikleasyon, gérme yetisinin kaydedilebilecegi veya
bulunmadigi, tlimoriin biiyiik oldugu, tedaviye yanit vermedigi veya tedaviden sonra
niiks ihtimalinin yiiksek oldugu durumlarda uygulanir. Eniikleasyon sonrasi hastaya

protez goz takilmaktadir [51].

2.3. Yeni Nesil Dizileme (NGS) Sistemi

Frederick Sanger ve arkadaglar1 tarafindan DNA dizilimi i¢in ¢igir agan
yontemin gelistirilmesinden bu yana 35 yildan fazla bir siire gegti. Bu devrimci ¢alisma,
diisiik maliyetli ve hizli DNA dizilimi i¢in biiylik firsatlar saglayan yeni yontemlerin
gelistirilmesini de tetikledi. Insan Genom Projesi'nden sonra carpici bir sekilde, her
dizileme teknolojisi arasindaki zaman aralig1 azalmaya bagsladi, bilimsel bilgi miktar
katlanarak artmaya devam etti. Sanger dizilisini ilk nesil olarak diisiiniirsek, daha
sonraki donemde yeni nesil DNA dizilemesi ortaya c¢ikmistir. Yeni nesil dizileme
teknolojilerinin gelistirilmesi, bu egilime, maliyetleri azaltarak ve biiyiikk seri veri
tireterek biiyilk Olclide katkida bulunmustur. Simdiye kadar, dort dizileme nesli
tanimlanmistir. Gilintimiizde en c¢ok kullanilan NGS teknolojisi olan ikinci nesil
dizileme, kiitiiphane hazirligi, cagaltma ve dizileme adimlarindan olusurken; iigiincii
nesil dizilemede bireysel niikleik asitler, yanilgilardan ka¢inmak ve daha ytiiksek ¢iktiya
sahip olmak i¢in dogrudan dizilenir. Yakin zamanda tanimlanan dordiincii nesil
siralama ise direkt olarak hiicrede genomik analizi gerceklestirmeyi amacliyor. Farkli
kusaklara gore siniflandirilan NGS, klasik DNA dizileme yontemlerinin sinirlamalarini
kaldirmaya ve molekiiler biyoloji uygulamalarinin genis bir yelpazede kullanimina
olanak tanimistir [52]. NGS, genomik arastirmalarda devrim yaratan bir DNA dizileme
teknolojisidir. NGS kullanilarak, biitiin bir insan genomu birka¢ giin igerisinde
dizilenebilir (Sekil 2-12) [53]. Genom arastirmasinda NGS ¢ogunlukla konvansiyonel
Sanger diziliminin yerini almasina ragmen, rutin klinik uygulamaya heniiz tek basina

yer almamaktadir [54].
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1. GUN 2. GUN 3. GUN 4. GUN

DNA

Sekil 2-12: Yeni nesil dizileme is akis1 [53]

2.3.1. Trusight One Dizileme Paneli

TruSight One dizileme paneli, yeni nesil sekanslama tekniklerinin yardimi ile
klinik fenotip ile iliskilendirilmis 4813 farkli gen bolgesinin ayn1 anda, hizli bir sekilde
ve uygun maliyetlerle incelenebilmesine olanak veren bir gen panelidir. Hastalik ile
iliskilendirilmis bu genomik hedefler, insan Genomu Mutasyon Veri Taban1 (HGMD)
[55], Online insan Mendel Kalitim (OMIM) katalogu [56], GeneTests [57], énceden
gelistirilmis Illumina TruSight dizileme paneli [53] ve endiistri uzmanlarinin dogrudan
girdilerinden yararlanilarak tespit edilmistir (Sekil 2-13). Birden fazla kamusal
kaynaktan elde edilen verileri birlestirmek, panellerin, klinik aragtirma ortaminda su an
gbzden gecirilmis tiim genleri kapsamasini saglamistir. Arastirmacilar tim bu genleri
ayni panelde analiz edebilir veya 6zel bir alt gruba odaklanabilirler. Bu sistem, ekzom
icinde kalitsal hastalikla iliskili oldugu bilinen genlerin alt kiimesine odaklanmak, tiim
genom veya tiim ekzom dizileme ile karsilastirildiginda daha etkili varyant tespit etmeyi
miimkiin kilar [58]. Bu yolla, tek bir panel tiim diger dizileme panelleri ile etkili bir

sekilde yer degistirebilir.
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Endiistri uzmanlanndan S keshodin sanles
saglanan gen hedefleri &

Referans veri tabanlarindan
alman hastalik iliskili genler

DECIPHER Asia-Pacific Aegion EuraGantest
HGMD -
OMIM European Region NHS
Clinvar Morth America UK Genatic Testing Network
Hieh South America
ICCG

A4

Sekil 2-13: TruSight One serisi global gen icerigine katkida bulunanlar [59]

HGNC (HUGO (insan Genom Organizasyonu) Gen isimlendirme Komitesi), ICCG (Uluslararasi
Klinik Genomik Isbirligi ) ve NHS (Ulusal Saghk Servisi).

TruSight One dizileme paneli, ¢oklu varyantlarin eszamanli analizini miimkiin
kilan yiiksek diizeyde optimize edilmis prob tasarimi icerir. Bu panel insan NCBI37 /
hg19 referans genomuna karst olugturulmug 125.000'den fazla prob igermektedir [60].
80-mer boyutundaki problar, ~ 500 bp ortalama fragman boyutlar1 ve ~ 300 bp ekleme
boyutlar1 olan kiitiiphaneleri hedef alirlar ve probun orta noktasinin etrafinda merkeze
simetrik bir sekilde 350-650 bp genislikte zenginlestirilirler (Sekil 2-14) [61].
Dolayisiyla, paneller, ana ekzon boélgelerinin yani sira, splice bdlgesi, diizenleyici

bolgeler gibi 6nemli biyolojik bilgi saglayabilen ekzon kenar bolgelerini de kapsar.

Adaptor (<~ 65bp ) Ekleme {~ 300 bp ) Adaptiir (~ 65 bp )

Toplam efumalarim %e 007 hedef bilgeve eslenir.

Sekil 2-14: Prob ayak izi [59]
TruSight One problari, en iyi performansi ve kapsama derinligini saglamak i¢in

fonksiyonel testlerle tekrar eden bir tasarim siireci kullanilarak insa edilmistir.
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Paneldeki hedef bolgelerin %951 >20x kapsam (coverage) yani okuma sayisi ile

sonuglanir (Tablo 2-3).

Tablo 2-3: TruSight One dizileme panel 6zellikleri [59]

Parametreler TruSight One
Kiimulatif Hedef Bélge Boyutu 12 Mb

Hedef Gen Sayisi 4,813

Hedef Ekzon Sayisi ~62,000

Prob Boyutu 80-mer

Prob Sayisi 125,395

Hedef Minimum Kapsam 20x
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismamizda, 2011-2016 yillar1 arasinda  Istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi G6z Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Onkoloji Enstitiisii, Pediatrik Hematoloji
Ve Onkoloji Bilim Dali’na basvuran retinoblastoma tanis1 almis ve RB/ gen mutasyonu
acisindan negatif bulunmus yiiksek riskli 3 aileye mensup, 6 hastanin periferik kan

ornekleri incelenmistir.

Calisma, 25.03.2016 tarihli ve 06 sayil1 Etik Kurul toplantisinda etik yonden
uygun goriilmiis ve Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim

Dali ve DNA Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Kullanilan kimyasal maddeler, malzemeler ve kitlere ait bilgiler Tablo 3-1°de

gosterilmistir.

Tablo 3-1: Kullanilan kimyasal maddeler, malzemeler ve Kitlere ait bilgiler

Kullanilan kimyasal maddeler, malzemeler ve kitler

Biocoll Separating Solution (Fikol) [BIOCHROM]

Fosfat Buffer Saline(PBS) Tablets. 100ML of 1X buffer [BIOMATIK]

QlAamp DNA Mini Kit [QIAGEN]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA), B-Merkaptoetanol, Tris (hidroksimetil aminometan),
Borik Asit [MERCK]

Agarose D1-LE, molecular biology grade [MULTICELL]

Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

TruSight One Dizileme Panel Protokoliinde kullanilan kimyasallar ve malzemeler
[ILLUMINA]:

» Enrichment Elution Buffer 1(EE1)

» Enrichment Hybridization Buffer (EHB)

» Elute Target Buffer 2 (ET2)
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EWS Enrichment Wash Solution (EWS)

2 N NaOH (HP3)

Nextera Enriched Clean Up Plate 1 (NEC1)

Nextera Enriched Clean Up Plate 2 (NEC2)

Nextera Enrichment Hyb Plate 1 (NEH1)

Nextera Enrichment Hyb Plate 2 (NEH2)

Nextera Enrichment Library Plate (NEL)

Enrichment Amp Mix (NEM)

Nextera Enrichment Wash Plate 1 (NEW1)

Nextera Enrichment Wash Plate 2 (NEW2)

Nextera Index Library Plate (NIL)

Nextera Library Amplification Plate (NLA)

Nextera Library Clean Up Plate (NLC)

Library Amp Mix (NLM)

Nextera Library Tagment Plate (NLT)

PCR Primer Cocktail (PPC)

Resuspension Buffer (RSB)

Streptavidin Magnetic Beads (SMB)

Sample Purification Beads (SPB)

Stop Tagment Buffer (ST)

Tagment DNA Buffer (TD)

Tagment DNA Enzyme TDE (TDE1)

TruSight One Oligos (TOO)
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3.3. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlara ait bilgiler Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2: Kullanilan cihazlara ait bilgiler

Cihazlar

-80 Derin Dondurucu [SANYO]

Azot Tanklari [MVY]

Yiiksek Hizli Sogutmali Santrifiij [HERAEUS]

Sogutmali Eppendorf Santrifiij [HERAEUS]

Santrifiijler Sogutmasiz [HETTICH, JOUAN]

Mikropipetler [GILSON]

Yatay Gel Elektroforez Tanklari ve Jel D6kme Sistemleri [BRL]

Vorteks [FINEPZR]

Distile Su Cihazi [MILLIPORE]

Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]

Gel Dékiimantasyon Sitemi [BRL]

Etiivler (37 °C ve 56 °C) [NUVE]

Manyetik Karistirici [NUVE]

Vortex Mixer IKA-Model MS3 [AGILENT TECHNOLOGIES]

Qubit 3.0 Florometre [INVITROGEN]

Agilent 2100 Biyoanaliz Sistemi [AGILENT TECHNOLOGIES]

Flow cell (Akis Hiicresi) [ILLUMINA]

NextSeq 500 Dizileme Sistemi [ILLUMINA]
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3.4. Tam Kandan Lenfosit Izolasyonu

Tam kandan lenfosit izolasyon protokolii Tablo 3-3’de verilmistir.

Tablo 3-3: Tam kandan lenfosit izolasyon protokolii

Protokol

» EDTA’li tiipe alinan yaklagik 10 mL kan 1/1 oraninda %0,9’luk NaCl ile dilue edilir.

» 2 mL Fikol Gizerine yavas bir sekilde eklenir.

> 1970 RPM’de 30 dk. santrifiij yapilir.

> Santrifiij sonunda orta pelette eritrosit ve diger hiicreler, siipernatantta (list faz) ise
serum kismi kalacaktir. ikisinin arasinda kalan beyazimsi kisimdan lenfositler pastor
pipet ile toplanarak temiz tiipe alinir.

> 1970 RPM’de 10 dk. santrifiij yapilir.

> Siipernatant dokuliir ve kalan pelet iizerine 4 mL PBS eklenerek pipetlenir.

> Kriyo tiplere 1’er mL dagitilir.

» 1970 RPM’de 5 dk. santrifiij yapilir.

» Siipernatant doékdliir.

> Elde edilen hiicreler -80 °C’de saklanir.

3.5. Lenfositten DNA izolasyonu
Lenfositten DNA izolasyon protokolii Tablo 3-4’de verilmistir.

Tablo 3-4: DNA izolasyon protokolii

Protokol

DNA izolasyonuna baslamadan 6nce;

> 10 pL B-Mercaptoethanol (B-ME), 1 mL RLT tamponuna eklenir.

> 8 mg Dithiothreitol (DTT), 1 mL ALO tamponuna eklenir.

> RPE AW1, AW2 tamponlarina kullanilmadan 6nce sise lizerinde belirtilen
noktaya kadar saf etanol eklenir.

Lenfosit hiicrelerinin iizerine pargalamak icin 350 pL RLT tamponu eklenir ve sivi iyice
¢6ziindiikten sonra DNA kolonuna aktarilir. 10.000 RPM’de 1 dk. santrifiij edilir.

Filtre gikartilip yeni toplama tiipiine yerlestirilir. 500 uL AW1 eklenir ve 10.000 RPM’de 1 dk.
santrifiij edilir.
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Alt sivi dokiiliir ve filtrenin iizerine 500 pL AW2 eklenir ve 10.000 RPM’de 1 dk. santrifiij

yapilhr.

Yeni DNA tiipiine filtre yerlestirir ve 100 pL EB eklenir. 10.000 RPM’de 1 dk. santrifiij yapilir.
Altta kalan sivi DNA materyalini igermektedir.

3.6. DNA Kalite Tayini

Oncelikle genomik DNA Qubit cihazi ile &lgiiliir. Sonra, genomik DNA 10 mM
pH 8,5 Tris-HCI kullanilarak 10 ng/puL olacak sekilde konsantrasyonu ayarlanir. Tekrar

fluorometrik 6l¢iim yapilarak ve ayni tampon ¢ozelti ile konsantrasyonu 5 ng/uL olacak

sekilde ayarlanir ve 50 ng’1 kullanilmak iizere hazir hale getirilir.

3.7. TruSight One Dizileme Panel Protokolii

Calismada TruSight One dizileme panel kiti kullanilmistir. Kit protokoliine gére

akis semasi Sekil 3-1°de gosterilmistir.

© © 0 0 © 6 0 0 0 ©

©

Genomik DNA Tagmentasyonu

Tagmente DNA'nin Temizienmesi

Tagmente DNA'nin Cogaltilmas:

Cogalulan DNA'nin Temizlenmesi

Proplann Hibridizasyonu
Hibridize Proplann Yakalanmasi

ikinci Hibridizasyon

ikinci Yakalama

Yakalanmis Kitlphanenin Temizlenmesi

Zenginlestirilmis KOtGphanenin Cogaluimasi

Cogaltilan Zenginlestirilmis Kitiphanenin Temizlenmesi

Zenginiestirilmis KUtuphanenin Kontroll

Sekil 3-1: TruSight One dizileme panel akis semasi
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3.7.1. Genomik DNA Tagmentasyonu (isaretlenip Kesilmesi)
Uygun konsantrasyon ve hacimde hazirlanan genomik DNA (gDNA),
Tagmentasyon tampon c¢ozeltileri ve enzimleri ile isaretlenip kesilir. Bu sekilde

dizileme i¢in gerekli 6zel DNA boélgeleri isaretlenmis olur.

Kit protokoliine gore asagidaki maddeler;

» Normalize edilmis gDNA (10 uL)

TD (25 uL)
TDE1 (5 uL)
PCR dereceli su (10 pL) yeni bir plagin her kuyusuna eklenir.
1 dk. boyunca 1.800 RPM'de santrifiijlenir.
1 dk. boyunca 280 xg'de santrifiijlenir.
58°C'lik mikro 1siticida kapak kapali halde 10 dk. bekletilir.
Her kuyuya 15 pL ST eklenir.
1.800 RPM'de 1 dk. boyunca galkalanir.

1 dk. 280 xg'de santrifiijlenir.

YV Vv V¥V YV VY ¥V ¥V VY VYV V

Oda sicakliginda 4 dk. inkiibe edilir.

3.7.2. Tagmente DNA’nin Temizlenmesi

Isaretlenip kesilen DNA, etanol ve yikama tampon ¢ozeltileri ile yikanarak
isaretlenmeyen DNA parcalarindan uzaklastirilir. Manyetik bead’ler, manyetik stand
lizerinde isaretli DNA parcalarinin tutulmasinda rol oynar. Isaretlenmeyen DNA lar ise

yikama ¢ozeltileri ile uzaklastirildiktan sonra kalan spesifik DNA, beadlerden ayrilir.
Kit protokoliine gore;
» 65 uL SPB her bir kuyuya eklenir.
» 1.800 RPM’de 1 dk. galkalanir.
» Oda sicakliginda 8 dk. inkiibe edilir.

» 280 xg’de 1 dk. santrifiijlenir.



YV VYV V¥V V¥V VY VYV V

35

Manyetik standa yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar bekletilir (~2

dk.).
Tim kuyulardaki siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Asagidaki siraya gore 2 kez yikama yapilir:
Her kuyuya 200 pL taze % 80 EtOH eklenir.
Manyetik standda 30 saniye inkiibe edilir.
Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Her kuyudan atik EtOH’1i ¢ikarmak i¢in 20 pL'lik bir pipet kullanilir.
Manyetik standda 10 dk. hava ile kurutulur.
Manyetik standdan ¢ikartilir ve ker kuyuya 22,5 ul. RSB eklenir .
1 dk. stireyle 1.800 RPM'de calkalanir.
Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.
1 dk. 280 xg'de santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve siv1 berrak oluncaya kadar

bekletilir (~ 2 dk.).

Yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin ilgili kuyusuna 20 pL siipernatant

aktarilir.

3.7.3. Tagmente DNA’nin Cogaltilmasi

Index primerler ve amplifikasyon miksleri yardimiyla, isaretli DNA tiipleri ayr

ayrt PCR cihazinda ¢ogaltilir. 10 dongiiliik PCR siirecinde ayn1 zamanda iki farkl

indeks ve adaptorler DNA’ya tutturularak kiimeleme ve dizileme i¢in uygun hale

getirilir.

Kit protokoliine gore;

>

Indeks 1 (i7) bagdastiricilari TruSeq Indeks Plaka Fikstiiriiniin 1-12

stitunlarina yerlestirilir.

TruSeq Indeks Plaka Fikstiiriiniin A-H satirlarma Indeks 2 (i5)

adaptorleri yerlestirilir.



>

36

Plaka TruSeq Indeks Plaka Fikstiiriiniin iizerine yerlestirilir. Sekil 3-2°de
TruSeq Indeks Plaka Fikstiirii (96 kiitiiphane) gosterilmistir.

Sekil 3-2: TruSeq indeks plaka fikstiirii (96 kiitiiphane)

Y

YV V V V

A-1-12 Siitunlart: Indeks 1 (i7) adaptorleri (turuncu kapaklar)
B- A-H Satirlari: indeks 2 (i5) adaptérleri (beyaz kapaklar)

C- 96 kuyulu plaka

Cok kanall1 bir pipet kullanilarak, her bir indeks 1 (i7) adaptériiniin 5

uL'si her bir siituna eklenir.
Her bir 17 adaptor tlipiiniin kapag1 yeni turuncu bir kapakla degistirilir.

Cok kanalli bir pipet kullanarak, her bir indeks 2 (i5) adaptériiniin 5

pL'si her bir satira eklenir.

Her 15 adaptor tliplintin kapag: yeni bir beyaz kapakla degistirilir.
Her goze 20 uL NLM eklenir.

1200 RPM'de 1 dk. boyunca ¢alkalanir.

280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.
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> Onceden programlanmis termal dongii cihazina yerlestirilir ve NLM

AMP programu ¢alistirilir.

» Termal dongii cihazinda 6n kapak 1sitma segenegi secilir ve 100 °C’ye

ayarlanir.
» 72°C’de 3 dk. ve
» 98 °C’de 30 saniye
» 10 dongii
> 98 °C’de 10 saniye
> 60 °C’de 30 saniye
> 72 °C’de 30 saniye
» 72°C’de 5 dk.
» 10°C tutma sicakligi olacak sekilde program ayarlanir.
GUVENLI DURMA NOKTASI

Eger bu asamada calisma durdurulmak istenirse, plakayi kapatip 2 giine kadar
2°C ila 8 °C'de saklanabilir. Alternatif olarak, bir gece termal dongli cihazinda

tutulabilir.

3.7.4. Cogaltilan DNA’nin Temizlenmesi

Manyetik Bead’ler yardimiyla spesifik PCR dirtinleri temizlenerek
hibridizasyona hazir hale getirilir. Diger bilesenler ise yikama sollisyonlar ile
uzaklagtirilir. Uzaklastirma sonrasinda 6zel PCR iiriinii eliie edilir ve beadlerden ayrilir.
Bu asamadan sonra her drnekten 1’er pL alinarak Agilent Bioanalyzer cihazinda test

edilebilir. Ortalama 300-1000 baz ¢ifti uzunlugunda {iriin beklenir.
Kit protokoloiine gore;
» Plate 280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.
50 pL siipernatant yeni bir midi plakada karsilik gelen kuyuya aktarilir.
Her kuyuya 90 uL SPB eklenir.

1.800 RPM'de 1 dk. boyunca galkalanir.

YV V V V

Oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edilir.
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280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve siv1 berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).
Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Asagidaki siraya gore 2 kez yikama yapilir:
Her kuyuya 200 pL taze % 80 EtOH eklenir.
Manyetik standda 30 saniye inkiibe edilir.
Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Her kuyudan atik EtOH ¢ikarmak i¢in 20 uL'lik bir pipet kullanilir.
Manyetik standda 10 dk. havayla kurumaya birakilir.
Her kuyuya 27,5 uL RSB eklenir.
1.800 RPM'de 1 dk. boyunca galkalanir.
Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.
280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).

Yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin karsilik gelen kuyusuna 25 pL

siipernatant aktarilir.

QuantiFluor veya Qubit gibi bir florometrik yontem kullanarak

kiitiiphane ol¢iiliir.

[Opsiyonel] 1 pL kiitiiphane Agilent Technologies 2100 Biyoanaliz
cihazi tizerinde bir DNA 1000 ¢ipi kullanilarak yiiriitiiliir. ~ 300 bp ila ~
1 kbp arasinda bir boyut araliginda DNA fragmanlarinin dagilimi
beklenir. Keskin bir pik noktasina gerek yoktur, ancak fragmanlarin
cogunun istenen aralik iginde olmasi gerekir. Izler kiitiiphaneden
kiitiiphaneye degisiklik gosterebilir. Asagidaki izler, olasi dagilimlari
gostermektedir (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3: Orneklerin PCR sonrasi, zenginlestirme oncesi kiitiiphane dagihmlarina iliskin
diyagramlar

GUVENLI DURMA NOKTASI

Eger bu asamada calisma durdurulmak isteniyorsa, plaka kapatilip 14 giine kadar

-25 °C ila -15 °C'de saklanabilir.
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3.7.5. Problarin Hibridizasyonu

Yakalama problari, DNA kiitiiphanesindeki ilgili bolgelere hibridize edilir.

Burada Trusight One Oligolar1 kullanilir. Hibridizasyon i¢in termal dongii cihazi

kullanilir. Hibridizasyonun hemen ardindan 6rneklerin her birinden 500 ng alinarak tek

bir kuyuda toplanir.

Kit protokoliine gore;

>

>

>

DNA kiitiiphane 6rnegi (40 uL)
EHB (50 uL)

TOO (10 pL) yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin her kuyucuguna

eklenir.
1.200 RPM'de 1 dk. boyunca galkalanir.
1 dk. boyunca 280 xg'de santrifiijlenir.

Onceden programlanmis termal déngii cihazina yerlestirilir ve NRC

HYB programi c¢aligtirilir.

Termal dongii cihazinda 6n kapak 1sitma segenegi segilir ve 100 °C’ye

ayarlanir.
95 °C’de 10 dk. ve

94 °C'de baslayip her dongii i¢in 2 °C diisen, her biri 1 dakikalik toplam
18 dongii segilir.

58 °C tutma sicakliginda en az 90 dk. en fazla 24 saate kadar tutulur.

3.7.6. Hibridize Problarin Yakalanmasi

Streptavidin beadler hibridize bolgelere baglanir. Boylece non-spesifik DNA

uzaklagtirilarak sadece hibridize bolge tutulur. Mikroheater ile 1sitma ve sonrasindaki

yikama asamalarindan sonra manyetik beadlerin de yardimiyla non-spesifik baglanan

fragmentler uzaklastirilir. Uzaklastirma sonrasinda spesifik PCR {iriinii eliie edilir ve

beadlerden ayrilir.

[k Baglanma

>

Plaka 280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.
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Tiim hacim yeni bir midi plakanin karsilik gelen kuyusuna transfer edilir.
Her kuyuya 250 uL. SMB eklenir.

1.200 RPM'de 5 dk. boyunca galkalanir.

25 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.

280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve siv1 berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).
Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.

Plaka manyetik standdan ¢ikartilir.

Ik Yikama

>

YV V V V

>

>

2 kez asagida belirtilen sekilde yikanir.

A- Her kuyuya 200 uL EWS eklenir.

B- 1.800 RPM'de 4 dk. boyunca calkalanir.

C- Boncuk taneciklerini stispansiyon haline getirmek i¢in pipetlenir.

D- 30 dk. boyunca kapagi kapaliyken 50 °C'lik mikro 1sitma sistemine

yerlestirilir.

E- Manyetik bir tezgah iizerine yerlestirilir ve s1v1 berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).
F- Tiim st fazlar ¢ikarilir ve her kuyudan atilir.

G- Plaka manyetik standdan ¢ikartilir.

[lk Eliisyon

>

>

Numune basina asagidaki hacimler 1,7 mL’lik mikrosantrifiij tlipli
icerisinde birlestirilerek elisyon 6n karigimi olusturulur ve sonra

vortekslenir.
» EEI (28,5 uL)
» HP3 (1,5 uL)

Her kuyuya 23,5 pL eliisyon 6n karigimi eklenir.
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1.800 RPM'de 2 dk. boyunca ¢alkalanir.
Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.
280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).

21 pL silipernatant yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin karsilik gelen

kuyusuna aktarilir.
Her kuyuya 4 uLL ET2 eklenir.
1.200 RPM'de 1 dk. boyunca ¢alkalanir.

280 x g'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Eger bu asamada calisma durdurulmak isteniyorsa, plaka kapatilip 7 giine kadar

-25 °C ila -15 °C'de saklanabilir.

3.7.7. ikinci Hibridizasyon
Birinci hibridizasyondaki gibi problar DNA bdlgelerine tutturulur. PCR ile

amplifikasyon yapildiktan sonra kiitiiphane 58 °C’de gece boyu birakilir.

Kit protokoliine gore;

>

vV VvV VY VY V¥V

RSB (15 pL)

EHB (50 uL)

TOO (10 pL) her kuyucuga eklenir.
1.200 RPM'de 1 dk. boyunca ¢alkalanir.
1 dk. boyunca 280 xg'de santrifiijlenir.

Onceden programlanmis termal dongii cihazina yerlestirilir ve NRC

HYB programi ¢aligtirilir.

Termal dongii cihazinda 6n kapak 1sitma segenegi secilir ve 100 °C’ye

ayarlanir.

95 °C’de 10 dk. ve
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94 °C'de baslayip her dongti i¢in 2 °C diisen, her biri 1 dk.lik toplam 18
dongii secilir.

58 °C tutma sicakliginda en az 14,5 saat en fazla 24 saate kadar tutulur.

3.7.8. Ikinci Yakalama
Streptavidin beadler hibridize bolgelere baglanir. Boylece non-spesifik DNA

uzaklagtirilarak sadece hibridize bolge tutulur. Mikroheater ile 1sitma ve sonrasindaki

yikama agamalarindan sonra manyetik beadlerin de yardimiyla non-spesifik baglanan

fragmentler uzaklagtirillir. Uzaklagtirma sonrasinda 6zel PCR f{iriinii eliie edilir ve

beadlerden ayrilir.

Ikinci Baglanma

>

vV VvV VY VY V¥V
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>

Plaka 280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Siipernatant yeni bir midi plakanmn karsilik gelen kuyusuna transfer

edilir.

Her kuyuya 250 uL SMB eklenir.

1.200 RPM'de 5 dk. boyunca galkalanir.

25 dk. boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.
280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).
Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.

Plaka manyetik standdan ¢ikartilir.

Ikinci Yikama

>

2 kez asagida belirtilen sekilde yikanir.
A- Her kuyuya 200 uL EWS eklenir.
B- 1.800 RPM'de 4 dk. boyunca calkalanir.

C- Boncuk tanecikleri siispansiyon haline getirmek icin

pipetlenir.
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D- 30 dk. boyunca kapagi kapaliyken 50°C'lik mikro 1sitma

sistemine yerlestirilir.

E- Manyetik bir tezgah {izerine yerlestirilir ve sivi berrak

oluncaya kadar beklenir (~ 2 dk.).

F- Tiim st fazlar ¢ikarilir ve her kuyudan atilir.

G- Plaka manyetik standdan ¢ikartilir.

Ikinci Eliisyon

>

YV V Vv VY V VYV VY

>

>

Numune basina asagidaki hacimler 1,7 mL’lik mikrosantrifiij tiipl
icerisinde birlestirilerek elisyon 6n karisimi olusturulur ve sonra

vortekslenir.

EE1 (28,5 uL)

HP3 (1,5 uL)

Her kuyuya 23,5 pL eliisyon 6n karigsimi eklenir.
1.800 RPM'de 2 dk. boyunca calkalanir.

Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.

280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve siv1 berrak oluncaya kadar

beklenir (~ 2 dk.).

21 pL silipernatant yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin karsilik gelen

kuyusuna aktarilir.
Her kuyuya 4 uLL ET2 eklenir.
1.200 RPM'de 1 dk. boyunca ¢alkalanir.

280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

3.7.9. Yakalanms Kiitiiphanenin Temizlenmesi

Elde edilen isaretli DNA kiitiiphanesi, PCR oOncesi diger bilesenlerden

temizlenir. Bu asamada da manyetik beadlere baglanan 6zel DNA, diger bilesenlerden

ayrildiktan sonra Resuspension buffer icerisinde eliie edilir.

Kit protokoliine gore;
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45 uL SPB her bir kuyuya eklenir.
1.800 RPM’de 1 dk. calkalanir.
Oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edilir.

280 xg’de 1 dk. santrifiijlenir.

YV V VvV V V

Manyetik standa yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar bekletilir (~ 2

dk.).

A\

Tim kuyulardaki siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
» Asagidaki siraya gore 2 kez yikama yapilir:
Her kuyuya 200 pL taze %80 EtOH eklenir.
Manyetik standda 30 saniye inkiibe edilir.
Her bir kuyudan tiim slipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Her kuyudan atik EtOH’1i ¢ikarmak i¢in 20 pL'lik bir pipet kullanilir.
Manyetik standda 10 dk. hava ile kurutulur.
Manyetik standdan ¢ikartilir ve ker kuyuya 27,5 ul RSB eklenir .
1 dk. siireyle 1.800 RPM'de c¢alkalanir.
Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.

1 dk. 280 xg'de santrifiijlenir.

YV VYV Vv V¥V V VYV V

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve siv1 berrak oluncaya kadar
bekletilir (~ 2 dk.).

» Yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin ilgili kuyusuna 25 pL siipernatant

aktarilir.
GUVENLI DURMA NOKTASI

Eger bu asamada calisma durdurulmak isteniyorsa, plaka kapatilip 7 giine kadar

-25 °C ila -15 °C'de saklanabilir.

3.7.10. Zenginlestirilmis Kiitiiphanenin Cogaltilmasi
10 dongiiliik bir program ile isaretli kiitliphane c¢ogaltilir. PCR i¢in primer

kokteyli ve amplifikasyon miksleri kullanilir.
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Her kuyuya 5 pL. PPC eklenir.

Her kuyuya 20 pL NEM eklenir.

1.200 RPM'de 1 dk. boyunca galkalanir.
280 xg'de 1 dk. boyunca santrifiijlenir.

Onceden programlanmis termal dongii cihazina yerlestirilir ve NEM

AMP10 programi ¢alistirilir.

Termal dongii cihazinda 6n kapak 1sitma segenegi segilir ve 100 °C’ye

ayarlanir.

98 °C’de 30 saniye

10 dongii
98 °C’de 10 saniye
60 °C’de 30 saniye
72 °C’de 30 saniye

72 °C’de 5 dk.

10 °C tutma sicakligi olacak sekilde program ayarlanir.

GUVENLI DURMA NOKTASI

Eger bu asamada calisma durdurulmak istenirse, plaka kapatilip 2 giine kadar 2

°C ila 8 °C'de saklanabilir.

3.7.11. Cogaltilan Zenginlestirilmis Kiitiiphanenin Temizlenmesi

Zenginlestirilmis kiitiiphane temizlenerek dizilemeye hazir hale getirilir.

Manyetik beadlere baglanan 06zel DNA, diger bilesenlerden ayrildiktan sonra

Resuspension buffer igerisinde eliie edilir.

Kit protokoliine gore;

>

>

>

>

Plaka 280 xg’de 1 dk. santrifiijlenir.
50 pL yeni bir midi plakanin karsilik gelen kuyusuna transfer edilir.
90 uL SPB her bir kuyuya eklenir.

1.800 RPM’de 1 dk. calkalanir.
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» Oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edilir.
» 280 xg’de 1 dk. santrifiijlenir.

» Manyetik standa yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar bekletilir (~ 2

dk.).

» Tim kuyulardaki siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
» Asagidaki siraya gore 2 kez yikama yapilir:

Her kuyuya 200 pL taze %80 EtOH eklenir.

Manyetik standda 30 saniye inkiibe edilir.

Her bir kuyudan tiim siipernatant ¢ikarilir ve atilir.
Her kuyudan atik EtOH’1i ¢ikarmak i¢in 20 pL'lik bir pipet kullanilir.
Manyetik standda 10 dk. hava ile kurutulur.
Manyetik standdan ¢ikartilir ve ker kuyuya 32,5 ul. RSB eklenir .
1 dk. siireyle 1.800 RPM'de ¢alkalanir.
Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilir.

1 dk. 280 xg'de santrifiijlenir.

vV V VY V V VYV V

Manyetik bir stand iizerine yerlestirilir ve sivi berrak oluncaya kadar

bekletilir (~ 2 dk.).

» Yeni bir Hard-Shell PCR plakasinin ilgili kuyusuna 30 pL siipernatant

aktarilir.
GUVENLI DURMA NOKTASI
Eger bu asamada calisma durdurulmak istenirse, plaka kapatilip 7 giline
kadar -25 °C ila -15 °C'de saklanabilir.
3.7.12. Zenginlestirilmis Kiitiiphanenin Kontrolii
Zenginlestirilmis kiitiphanenin kontrolii birka¢ asamadan olugmaktadir.
Kiitiiphanenin 6l¢iimii:

Akis hiicresi lizerinde optimum kiime yogunluklarini saglamak icin DNA

kiitiiphanelerinin kesin olarak dl¢iilmesi gerekmektedir.
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Cift sarmal (d&sDNA) kiitiiphanelerini 6l¢mek i¢in bir florometrik dsDNA analizi
kullanilir. Diger teknikler RNA ve proteinler gibi kontaminasyonlara neden olabilir.
DNA'ya 6zgli miktar tespiti i¢in bir spektrofotometre kullanilir. Spektrofotometre,
ayrica RNA'y1 ve ¢ok yiiksek deger ylizdelerini de 6l¢ebilir.

1. Zenginlestirilmis kiitiiphane, Ol¢lim isleminden Once asagidaki gibi
seyreltilir:

» 3-pleks ve 12-pleks arasi1 zenginlestirmek igin, yeni bir tiip ya da kuyu
icerisinde 28 puL RSB'ye 2 pL kiitiiphane eklenir. Ol¢iim ve kalite
degerlendirmesi i¢in bu seyrelti kullanilir.

» 1-plex veya 2-plex zenginlestirme i¢in seyreltme gerekli degildir.

2. Florometrik bir yontem kullanarak 6l¢iim yapilir.

ng/ul’den nM'a doniistiirmek i¢in asagidaki formiil kullanilir (3-1).

650 bp'lik bir kiitliphane boyutu varsayalim veya zenginlestirilmis

kiitliphanenin ortalama boyutuna gore hesaplayalim:

(-1

(ng/uL konsantrasyonu) x 1076 = nM konsantrasyonu

(660 g/mol x ortalama kiitliiphane boyutu (bp)

Ornegin;
(15 ng/ul) x 10”6 =34.9 nM
(660 g/mol x 650)

3.8. Illumina NextSeq 500 Sistemi ve Dizileme Protokolii

Calismada Illumina NextSeq 500 sistemi kullanilmigtir. Bu sistem masaiistii
dizileme cihazlarinin basitligi ile yiiksek verimli dizileme giicliniin birlesimidir.
NextSeq 500 sistemi bir dokunmatik ekran monitorii, bir durum ¢ubugu ve 3 bélmeden

(Akis hiicresi, Reaktif Kartusu, Tampon Kartusu) olusmaktadir (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: Cihaz kisimlari
A Goriintiileme bolmesi - Bir dizileme islemi sirasinda Akis hiicresini tutar.

B Dokunmatik ekran monitorii- Kontrol yazilim arayiiziinii kullanarak cihaz iizerinde yapilandirmay1 ve kurulumu

etkinlestirir.

C Durum cubugu- Cihazin durumunu islem agsamasinda (mavi), dikkat gerektiren durumlarda (turuncu), dizilemeye

hazir (yesil) veya 6niimiizdeki 24 saat i¢cinde yikanmas: gerektiginde (sar1) olarak gosterir.
D Tampon bélmesi-Tampon kartugunu ve harcanmis reaktifleri tutar.

E Reaktif bolmesi - Reaktif kartusunu tutar.

3.8.1. Flow-cell (Akis hiicresi)
Akis hiicresi, tlzerinde kiimelerin iretildigi ve dizileme reaksiyonu

gerceklestirilen, cam esasli bir alt tabakadir.

Akis hiicresi ¢ift olarak goriintiilenen 4 serit igerir (Sekil 3-5). Akis hiicresi 4
seride sahip olmasma ragmen, sadece bir kiitiiphane akis hiicresi iizerinde dizilenir.
Kiitliphaneler reaktif kartusuna tek bir rezervuardan yiiklenir ve otomatik olarak akis

hiicresi’ne 4 seritden aktarilir.

Sekil 3-5: Akis hiicresi kartusu
A A serit gifti- Serit 1 ve 3
B B serit ¢ifti- Serit 2 ve 4

C Akis hiicresi kartus ¢ergevesi
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3.8.2. Reaktif Kartusu

Reaktif kartusu, RFID izleme ve sizdirmaz folyo rezervuarlar1 olan ve
kiimeleme ve dizileme reaktifleri ile 6dnceden doldurulmus tek kullanimlik bir sarf
malzemesidir. Reaktif kartusu, hazirlanmis kiitiiphaneleri yiiklemek i¢in belirlenmis bir
rezervuart igerir. Kosu basladiktan sonra, kiitiiphaneler otomatik olarak hazneden akis

hiicresine aktarilir (Sekil 3-6).

Sekil 3-6: Reaktif kartusu

3.8.3. Tampon Kartusu
Tampon kartusu, tamponlar ve yikama ¢ozeltisi ile dnceden doldurulmus 3
rezervuari igeren tek kullanimlik bir sarf malzemesidir. Tampon kartusunun igerigi, 1

akis hiicresinin dizilenmesi i¢in yeterlidir (Sekil 3-7).
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Sekil 3-7: Tampon kartusu

3.8.4. Dizileme Protokolii

NextSeq 500'de dizilemeyi gerceklestirmek icin oncelikle reaktif kartusu ve akis
hiicresi hazirland1 ve calistirmayr kurmak ve baslatmak icin yazilim komutlar takip
edildi. Kiime olusturma ve dizileme cihaz iizerinde yapildi. Kiime olusturma sirasinda,

DNA molekiilleri akis hiicresinin yiizeyine baglandi ve daha sonra kiimeler olusturmak
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tizere cogaltildi. Kiimeler, floresan isaretli zincir sonlandiricilarin her birine 6zgii filtre
kombinasyonlar1 ve 2 kanall1 siralama kimyast kullanilarak goriintiilendi. Akis hiicresi
tizerindeki bir karo goriintiisii tamamlandiktan sonra, bir sonraki karo goriintiilendi.

Siireg, dizilemenin her dongiisii i¢in tekrarlandi.

Goriintii analizi sonrasinda, yazilim baz ¢agri (BCL), filtreleme ve kalite
skorlamas1 yapildi. Islemler ilerledikge, kontrol yazilimi, baz ¢agr1 dosyalarmi( BCL),
ikincil analiz i¢in BaseSpace'e veya belirtilen ¢ikis konumuna otomatik olarak aktardi.
Daha sonra bu dosyalar VariantStudio yazilimima yiiklenerek dizileme verilerinin

analizi saglandi.

3.9. VariantStudio Yazilimi ile Veri Analizi

Genomik varyant verilerinden fenotip ile iligkili bilginin ¢ikartilmasi genetik
analiz agisindan olduk¢a zordur. Verileri biyolojik degisiklikler ile iliskilendirmek i¢in
varyant anotasyonu ve filtreleme islemleri olduk¢a Onemlidir. Bu siirecler, ilgili
varyantlar1 tamimlamak, biyolojik etkilerini belirlemek ve genotip ile fenotip arasindaki
potansiyel korelasyonlar1 belirlemek i¢in gerekli islevsel bilgileri saglamaktadir. Bu
amagla kullanillan VariantStudio yazilimi sezgisel bir kullanici arayiiziine sahiptir ve
aragtirmacilarin, dizileme verilerini kolayca analiz etmelerini saglar. Olceklenebilir
analiz i¢in tasarlanan bu arag, hedeflenen diziden tiim genom verilerine kadar, boyut ve
karmasiklik bakimindan degisen veri setleri i¢in optimize edilmistir. Bu yazilim hizh
anotasyon Ozellikleri, sezgisel filtreleme islemleri, veri analizi ve yorumlamayi
basitlestirmek i¢in esnek siniflandirma ve raporlama islevleri sunmaktadir. Ayrica
aragtirmacilarin degisken veriyi kesfetmesine, hastalikla ilgili varyantlar1 tanimlamasina
ve smiflandirmasina, biyolojik agidan Onemli bulgular1 bildirmesine de olanak

tanimaktadir (Sekil 3-8) [62].
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Sekil 3-8: VariantStudio yazilimi ile kapsamh veri analizi ve yorumu [63]

Calismada verilerin analizi i¢in Illumina VariantStudio yazilimi kullanilmistir
[63]. Yapilan dizileme sonrasi Illumina NextSeq 500 cihazindan elde edilen BCL
formatindaki veri oOncelikle VCF dosya formatina donistiiriilmiis ve Illumina
VariantStudio masaiistii alicis1  kullanilarak bu dosyalar yazilim programina

yiiklenmistir.

3.9.1. Anotasyon

[llumina VariantStudio yazilimi kullanilarak analiz edilmesi planlanan verilerin
oncelikle anotasyonu gerekmektedir. Bu yazilimin kapsamli veritabani; varyant, gen ve
transkript diizeylerindeki aciklamalar1 yakalar. Varyant Etki Prediktorii (VEP),
transkript sonuglarinin anotasyonu ic¢in merkezi bir kaynaktir [64]. VEP, NCBI
Referans Dizisi Veritaban1 (RefSeq) [65] gibi veritabanlarint ve Polimorfizm
Fenotipleme (PolyPhen) [66] ve SIFT [67] gibi algoritmalar1 da kullanmaktadir. Bilinen
hastalik iliskisi ile 1ilgili bilgi, Kanserde Somatik Mutasyonlar Katalogu'ndan
(COSMIC) [68], ClinVar veri tabanindan [69] ve Online Insan Mendel Kalitim
(OMIM) [56] katalogundan elde edilmektedir. dbSNP [70], Ensembl 1000 Genom
Projesi [71] ve Ekzom Varyant Sunucusu [72] gibi kaynaklar bir popiilasyon i¢indeki

varyantlarin olusumu ve frekanslar1 hakkinda bilgi saglamaktadir.
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[llumina VariantStudio programina yiiklenen dosyalar anotasyon segenegi
kullanilarak anote edilmistir. Bunun sonucunda varyantlarin ilgili tiim veri tabanlarinda

ve algoritmalarda belirtilen agiklamalar1 elde edilmistir.

3.9.2. Filtreleme

Dizileme sonras1 ornek basina ¢ok sayida varyant goriilmektedir. Fakat belirli
bir fenotip ile iliskisi olabilecek birka¢ varyanti tanimlamak icin filtreleme islemi
yapilmast gerekmektedir. Ardisik filtreleme segenekleri kullanilarak hizli bir sekilde
ilgilenilen fenotip ile iliskili anahtar varyantlar izole edilebilir. Bu filtreleme se¢enekleri
arasinda varyant kalitesi, frekansi, fonksiyonel etkisi, bilinen hastalik iligkisi gibi yaygin

olarak uygulanan filtreler sunulmaktadir [62].

Anotasyon islemine tabi tutulan varyantlarin fenotip ile iliskilerini
belirleyebilmek igin ¢esitli filtreleme secenekleri kullanilmistir. Ozellikle ClinVar

patojenik kaydi bulunan varyantlar detayli incelemeye alinmistir.

3.9.3. Simiflandirma

Genetik bilgiyi anlamli biyolojik bilgiye ¢eviren temel kritik bilesen,
gbzlemlenen fenotiplerde tanimlanan varyantlarin etkisini belirlemektir. VariantStudio
yazilimindaki smiflandirma 6zelligi bu islemi kolaylastirarak, klinik aragtirmacilarin,
varyantlar1 smiflandirmak i¢in uzmanliklarini verilen agiklamalarla birlestirmelerini
saglar. Smiflandirilmig varyantlar ve kullanici tarafindan girilen ilgili bilgiler yerel bir
veritabanina kaydedilir. Boylece yapilan siiflandirmalar, daha sonra diger 6rneklerde
gozlendigi zaman ayni varyantlara kolayca uygulanabilir. Arastirmacilar, bu
veritabanini dis kaynaklardan siniflandiriimis degiskenler ekleyerek
zenginlestirebilirler. VariantStudio yazilimi, simiflandirilmis varyantlarin otomatik
kaydi, izlenmesi ve yonetimini etkinlestirerek, verilerin yorumlanmasini basitlestirir ve

hizlandirir [62].

Tez calismasinda kullanilan orneklerden elde edilen tim varyantlar
siiflandirildi ve boylece diger 6rneklerde ayni varyant ile karsilasildiginda veriler daha

kolay bir sekilde degerlendirildi.

3.10. Istatistiksel Analiz
Hastalara ait tiim klinik ve genetik bilgiler IBM SPSS Statistics v.20 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Tim bu klinik ve genetik
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bilgiler VariantStudio analiz sonuglar1 ile hem hasta bazinda hem de hastalar arasinda
Ki-kare testi kullanilarak karsilagtirildi. Ayrica bulunan varyasyonlar agisindan aile
bireyleri arasinda baglanti analizleri de yapildi. p<0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismamiza, 2011-2016 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
GOz Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Onkoloji Enstitiisii, Pediatrik Hematoloji Ve
Onkoloji Bilim Dali’na bagvuran retinoblastoma tanis1 almig hastalar dahil edildi. Bu
hastalara oncelikle RB/ gen mutasyon analizi yapildi. Yapilan Sanger dizileme ve
MLPA analizleri sonrasinda RB/ gen mutasyonu ag¢isindan negatif bulunan yiiksek
riskli 3 aileye mensup, 6 hasta se¢ildi. Bu aile gruplarindan ilki hasta amca ve yegen;
ikincisi hasta iki kuzen ve li¢linciisii ise iki hasta kardesten olugmaktaydi. Hastalardan
licli unilateral retinoblastomaliyken diger ii¢li bilateral retinoblastoma tanisi almisti.

Hastalara ait klinik 6zellikler Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Hastalara ait klinik 6zellikler

Akrabalik
Taniyasi Lokokori Sasilik ikincil Timor derecesi
Unilateral RB ice
FNO96 R550 (Sol g6z) 18 aylik Yok Kayma Yok Yok Sag AMCA
Unilateral RB ice
R590 (Sol goz) 8 aylik Var Kayma RT;IAC Yok Sag YEGEN
Unilateral RB ice RT:KT;
FN106 R660 (Sol gbz) 8 aylik Var Kayma Enikleasyon Fibrosarkom  Ex KUZEN
Bilateral RB ice
R663 (Sag+Solgbz) 1,5aylk Var Kayma KT;Lazer Yok Sag KUZEN
Bilateral RB Disa
FN129 R890 (Sag+Solgoz) 7 aylk Var Kayma KT; IAC Yok Sag KARDES
KT; IAC;
Bilateral RB Kriyoterapi;
R893 (Sag+Sol gbz) 7 ayhk Yok Yok Enlkleasyon Yok Sag KARDES

Ailelere gore kanser hikayeleri incelendiginde; FN096 ailesinde ¢alismaya dahil
edilen 2 hasta disinda baska bir kanser hikayesi bulunmamaktaydi. FN106 ailesinde 5
kuzende retinoblastoma; 1 kuzende rabdomiyosarkom ve 3. derece bir akrabada beyin
timorii bulunmaktaydi. Bu aileden retinoblastoma tanilt 5 kuzenden 2’si ¢alismaya
dahil edildi. FN129 ailesinde ¢alismaya dahil edilen iki retinoblastoma tanili kardes
disinda 2. derece 1 akrabada, beyin ve akciger metastazli bas-boyun timdérii mevcuttu.
Calismaya dahil edilen ailelere ait soy agaclar1 Sekil 4-1, Sekil 4-2 ve Sekil 4-3’de

verilmigtir.
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Sekil 4-3: FN129 ailesine ait soy agaci

Calismada RB/ gen mutasyonu agisindan negatif bulunan yiiksek riskli 3 aileye
mensup, 6 retinoblastomali vakada retina olusumunda rol oynayan genlerin de i¢inde
bulundugu, klinik agidan karsinogenezde Onemi belirlenmis toplam 4813 genin
analizinin yapilmasini saglayan TruSight One paneli kullanildi. Hastalarda RB/ geni
disinda diger genlerin mutasyon durumlari degerlendirildi. Bulunan her bir varyant hem
hasta bazinda hem aile igerisinde hem de aileler arasinda karsilastirilmis ve bulunan
degisiklikler retinoblastoma patogenezi, etiyolojisi ve genetik kokeni konusunda
degerlendirildi. Ayrica bu hasta gruplarinda mutasyon saptanan genler arasindaki
iligkiler de arastirildi. Tim bulgular biyoinformatik analiz sonucu ¢ikan
degerlendirmelerden elde edildi. Tez c¢aligmasi siiresince yapilan veri analizi

degerlendirme sonuglari sirasiyla asagida verildi.

4.1. DNA Kalite Kontrol Verilerinin Degerlendirilmesi

Hastalara ait periferik kan ornekleri kullanilarak DNA izolasyon iglemleri
gerceklestirildi. Calismada kullanilan DNA materyalinin  kalite kontrol analizi
““Nanodrop 2000°* ve “‘Qubit’’ cihaz dl¢iimleri ile yapildi. Nanodrop cihazi ile yapilan
orneklere ait spektrofotometrik dlglimler Tablo 4-2’de, Qubit cihazi ile yapilan dlgtimler

ise Tablo 4-3’de goriilmektedir.
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Tablo 4-2: Orneklere ait spektrofotometrik él¢iimler

e et B DREIAET B A280 260/280  260/230 O™ Faktsr
No Konsantrasyonu Turd

FNO96  RS550 64,1 ng/uL 1,281 0,663 1,93 1,78 DNA 50
R590 85,5 ng/ul 1,71 0,879 1,94 1,74 DNA 50

FN106  R660 145,6 ng/ul 2,912 2,15 1,35 0,37 DNA 50
R663 74,1 ng/ul 1,481 0,751 1,97 1,81 DNA 50

FN129  R890 285,1 ng/ul 5,703 2,995 1,9 2,04 DNA 50
R893 194,5 ng/ul 3,89 2,314 1,68 1,11 DNA 50

Tablo 4-3: Orneklere ait Qubit él¢iimleri

Ornek no Diliisyon Konsantrasyon Diliisyon Konsantrasyon 50ngicinV  Konsantrasyon i:::‘:,g
R550 10+40 11,6 25,9+24,1 5,61 8,9+1,1 47,3 11,3 ng
R590 10+40 14,9 20,1+29,9 5,91 8,5+1,5 40 11,3 ng
R660 10+40 8,94 33,6+16,4 6,03 8,3+1,7 48 8,5ng
R663 10+40 11,6 25,9+24,1 5,7 8,8+1,2 59 9,1ng
R890 10+40 48,7 6,2+43,8 5,73 8,7+1,3 48 12,3 ng
R893 10+40 16,1 18,6+31,4 5,5 9,1+0,9 46,6 10,8 ng

4.2. TruSight One Panel Protokolii ve Degerlendirilmesi

Kalite kontrol degerlendirilmesi yapilan Ornekler, NextSeq 500 Dizileme
platformunda [ILLUMINA] ve TruSight One dizileme panel protokolii kullanilarak
tarandi. Yapilan dizileme sonrasi Illumina NextSeq 500 cihazindan elde edilen BCL
formatindaki her hastaya ait veriler oncelikle VCF dosya formatina doniistiiriildi ve
[llumina VariantStudio 3.0 masaiistii alicis1 kullanilarak bu dosyalar yazilim programina

yiiklendi. Her hastaya ait varyant sayilar1 Tablo 4-4’de gdsterilmistir.
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Tablo 4-4: Hastalara ait varyant sonuclari

Anotasyon Filtreleme Zararl varyant
Zararh Varyant
Sonrasi Varyant  Sonrasi Varyant bulunan gen
Sayisi
Sayisi Sayisi sayisli
R550 121.757 17 15 15
R590 107.327 9 7 7
R660 60.491 8 8 8
R663 99.490 13 10 10
R890 108.627 9 5 5
R893 110.976 7 4 4

4.3. Hastalara Ait Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

R550 nolu hastaya ait analiz sonuclar1 degerlendirildiginde 11.938 bdolgede

toplam 121.757 varyant saptandi.. Fakat ClinVar patojenik kaydi bulunan, missense

(Polyphen ‘‘damaging’” ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift, stop gained, stop lost,

baslatict kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice bolge mutasyonlarina

gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayis1 17°e distiriildii. Daha sonra

ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlari i{izerinden yapilan taramalar sonrasinda

zararli oldugu bilinen 15 ayr1 gene ait 15 adet varyant saptandi. Bu varyantlara ait

bilgiler Tablo 4-5’de verilmistir.

Tablo 4-5: R550 hastasina ait analiz sonug¢lar:

CosmiIC cosmic
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
R . Karsinom;
R550 ACADS ¢-625G>A Missense_varyant Karaciger; Yumusak doku; Rabdomiyosarkom;
(p.Gly209Ser) Meme .
Karsinom
€.17397>C Missense_varyant y Malign melanom;
R550 ATP6V0A4 (p.Met580Thr) — Deri; Yumugak doku Rabdomiyosarkom
Primitif
Lo . noroektodermal
¢.954G>C Missense varyant Merkezi sinir sistemi; .
R550 @ (p.Glu318Asp) -var Yumusak doku tumor-
P: P 3 Mediiloblastom;
Rabdomiyosarkom
R550 CFB €-26T>A . Missense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p.Leu9His)
c.714T>G .
R550 CLEC7A (p.TYR238Ter) Nonsense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
€.935C>T Missense_varyant . Karsinom;
R550 CX3CR1 (p.Thr312Met) — Pankreas; Yumusak doku Rabdomiyosarkom
R550 FGFR4 c.1162G>A Missense_varyant Tiroid; Yumusak doku; Diger; R:a\bdomiyosarkom;
(p.Gly388Arg) Yumusak doku Hemanjioblastom
c.1556A>G Missense_varyant Hematopoetik ve lenfatik e
R550 GNPAT (p.Asp519Gly) — doku Hematolojik timorler
c.187C>G Missense_varyant . Karsinom;
R550 HFE (p.His63Asp) — Pankreas; Yumusak doku Rabdomiyosarkom
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€.233G>A Missense_varyant i i
R550 KRT85 (p.Arg78His) — Tiroid Diger
.559CsT ) Kalin bagirsak; Safra yolu; Karsinom; Karsinom;
R550 NQO1 ’ Missense_varyant Prostat; Mide; Yumusak Karsinom; Karsinom;
(p.Pro187Ser) .
doku Hemanjioblastom
€.808G>A Missense_varyant
R550 RHAG (p.Val270lle) -
€.1639G>T Missense_varyant
R550 RPGRIP1 (p.Alas47Ser) —
€.272_292del21
R550 SLC34A1 (p.Val91_Ala97del  inframe_delesyon
)
c.1205G>A . Deri; Ozofagus; Rahim Malign melanom;
R550 YR (p.Arg402GIn) Missense_varyant agzl Karsinom; Karsinom

R590 nolu hastaya ait analiz sonucglari degerlendirildiginde 11.417 bolgede

toplam 107.327 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar patojenik kaydi bulunan missense

(Polyphen

““‘damaging’’ ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift, stop gained, stop lost,

baslatict kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice bolge mutasyonlarina

gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayisinin 9’a diistiigii tespit edildi. Daha

sonra ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlari {izerinden yapilan taramalar sonrasinda

zararli oldugu bilinen 7 ayr1 gene ait 7 varyant bulundu. Bu varyantlara ait bilgiler

Tablo 4-6’de verilmistir.

Tablo 4-6: R590 nolu hastaya ait analiz sonuclari

Mutasyon

Mutasyon Tiirii

CcosMmIC

Primer Bolgesi

Karaciger; Yumusak doku;

COosMIC

Histolojisi

Karsinom;

R590 ACADS €.625G>A Missense_varyant Rabdomiyosarkom;
(p.Gly209Ser) Meme .
Karsinom
R590 CLEC7A €.714T>G Nonsense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p.TYR238Ter)
Karsinom;
R590 CX3CR1 €.935C>T Missense_varyant Pankreas; Yumusak doku .
(p.Thr312Met) Rabdomiyosarkom
R590 KRTS5 €.233G>A Missense_varyant Tiroid Diger
(p.Arg78His)
c.154C>T .
R590 MBL2 (p.Arg52Cys) Missense_varyant
Kalin bagirsak; Safra yolu; Karsinom; Karsinom,;
R590 NQO1 €.559C>T Missense_varyant Prostat; Mide; Yumusak Karsinom; Karsinom,;
.Prol187Ser
(P ) doku Hemanjioblastom
R590 SERPINA1 ¢1177C>T Missense_varyant

(p.Pro393Ser)

Ayni aileye mensup olan R550 ve R590 hastalarina ait analiz sonuglar birlikte

degerlendirildiginde toplam 229.084 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar Patojenik
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kaydi bulunan missense (Polyphen ‘‘damaging’” ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift,
stop gained, stop lost, baslatict kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice
bolge mutasyonlarina gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayis1 17°e
diismiistiir. Daha sonra ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlar1 {izerinden yapilan
taramalar sonrasinda zararli oldugu bilinen ve her iki hastada da ortak olan 5 varyant

bulunmustur. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-7’de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Aym aileye mensup R550 ve R590 nolu hastalara ait analiz sonuclarinin
birlikte degerlendirilmesi

cosmic cosmic
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
Karsinom;
€.625G>A
R550;R590  ACADS Missense_varyant  Karaciger; Yumusak doku; Meme Rabdomiyosarkom;
(p.Gly209Ser) .
Karsinom
c.714T>G
R550;R590 CLEC7A Nonsense_varyant  Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p-TYR238Ter)
c.935C>T ) Karsinom;
R550;R590 CX3CR1 Missense varyant  Pankreas; Yumusak doku )
(p.Thr312Met) Rabdomiyosarkom
€.233G>A
R550;R590 KRT85 Missense_varyant  Tiroid Diger
(p.Arg78His)
Karsinom; Karsinom;
€.559C>T Kalm bagirsak; Safra yolu; Prostat;
R550;R590 NQO1 Missense_varyant . Karsinom; Karsinom;
(p.Pro187Ser) Mide; Yumusak doku

Hemanjioblastom

R660 numarali hastaya ait analiz sonuclar1 degerlendirildiginde 8917 bolgede
toplam 60.491 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar Patojenik kaydi bulunan missense
(Polyphen ‘‘damaging’ ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift, stop gained, stop lost,
baslaticit kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice bolge mutasyonlarina
gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayist 8’e diismiistiir. ALAMUT, HGMD,
dbSNP veri tabanlar1 {izerinden yapilan taramalar sonrasinda bu 8 genin de zararh

oldugu goriilmiistiir. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-8’de gosterilmistir.
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Tablo 4-8: R660 nolu hastaya ait analiz sonuclar1

CcosMmiIC CcosMmiIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
c.55C>T
R660 APOC3 Nonsense_varyant
(p.Argl19Ter)
c.202A>T
R660 DSPP Missense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p.Arg68Trp)
c.1162G>A Tiroid; Yumusak doku; Diger; Rabdomiyosarkom;
R660 FGFR4 )
(p.Gly388Arg) Missense varyant Yumusak doku Hemanjioblastom
c.161G>A Malign melanom;
R660 MBL2 ) . )
(p.Gly54Asp) Missense_varyant Deri; Yumusak doku Rabdomiyosarkom
c.1171C>T
R660 MUTYH . Kalin bagirsak Karsinom
(p.GIn391Ter) Missense varyant
Karsinom; Karsinom;
¢.559C>T Kalm bagirsak; Safra yolu; . .
R660 NQO1 ’ . Karsinom; Karsinom;
(p.Pro187Ser) Missense_varyant Prostat; Mide; Yumusgak B
Hemanjioblastom
doku
c.1639G>T
R660 RPGRIP1 )
(p.Ala547Ser) Missense_varyant
c.1205G>A o ) Malign melanom; Karsinom;
R660 TYR ¥ Deri; Ozofagus; Rahim .
(p.Arg402GlIn) Missense varyant _ Karsinom
agzi

R663 numarali hastaya ait analiz sonuglar1 degerlendirildiginde 11.023 bolgede
toplam 99.490 varyant bulunmustur. Ancak s6z konusu varyantlar ClinVar patojenik
kaydi bulunan missense (Polyphen ‘‘damaging’” ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift,
stop gained, stop lost, baslatict kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice
bolge mutasyonlarma gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayist 13°e
diismiistir. ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlar1 iizerinden yapilan taramalar
sonrasinda bu genlerden 10 unun zararli oldugu goriilmiistiir. Bu varyantlara ait bilgiler

Tablo 4-9°de siralanmastir.
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Tablo 4-9: R663 nolu hastaya ait analiz sonuclar1

COSMmIC COSMIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii

Primer Bolgesi Histolojisi
c.55C>T

R663 APOC3 Nonsense_varyant
(p.Argl9Ter)
c.935C>T Karsinom;

R663 CX3CR1 Missense_varyant Pankreas; Yumusak doku .
(p.Thr312Met) Rabdomiyosarkom
c.1162G>A ) Tiroid; Yumusak doku; Diger; Rabdomiyosarkom;

R663 FGFR4 Missense_varyant y
(p.Gly388Arg) Yumusak doku Hemanjioblastom
c.739G>A . Yumusak doku; Hematopoetik Rabdomiyosarkom;

R663 FUT6 Missense_varyant . .
(p.Glu247Lys) ve lenfatik doku Hematolojik tiimorler
c.986A>G

R663 GBE1 Missense_varyant
(p.TYR329Cys)
c.178C>A

R663 GHRL Missense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p.Leu6OMet)
€.233G>A

R663 KRT85 Missense_varyant Tiroid Diger
(p.Arg78His)
c.1171C>T

R663 MUTYH Missense_varyant Kalm bagirsak Karsinom
(p.GIn391Ter)

Karsinom; Karsinom;
¢.559C>T ) Kalm bagirsak; Safra yolu; . .

R663 NQO1 Missense_varyant . Karsinom; Karsinom;

(p.Pro187Ser) Prostat; Mide; Yumusak doku B
Hemanjioblastom
c.1205G>A ) . ) Malign melanom; Karsinom;

R663 TYR Missense_varyant Deri; Ozofagus; Rahim agz1 )

(p.Arg402GlIn) Karsinom

Ayni aileye mensup R660 ve R663 numarali hastalarin ait analiz sonuglari
birlikte degerlendirildiginde toplam 159.981 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar
Patojenik kaydi bulunan missense (Polyphen ‘‘damaging’® ve SIFT ‘‘deleterious’’),
frameshift, stop gained, stop lost, baslatic1 kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon
ve splice bolge mutasyonlarina gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayis1 21°e
diismiistiir. Daha sonra ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlar1 iizerinden yapilan
taramalar sonrasinda zararli oldugu bilinen ve her iki hastada da ortak olan 5 varyant

saptanmistir. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-10’da gosterilmistir.
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Tablo 4-10: Aym aileye mensup R660 ve R663 nolu hastalara ait analiz sonuglarinin
birlikte degerlendirilmesi

CosmiIC CosmiIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
c.55C>T
R660;R663 APOC3 Nonsense_varyant
(p.Arg19Ter)
Diger;
c.1162G>A Tiroid; Yumusak doku;
R660;R663 FGFR4 Missense_varyant Rabdomiyosarkom;
(p.Gly388Arg) Yumusak doku B
Hemanjioblastom
c.1171C>T
R660;R663 MUTYH Missense_varyant Kalin bagirsak Karsinom
(p.GIn391Ter)
Kalin bagirsak; Safra yolu; Karsinom; Karsinom;
c.559C>T
R660;R663 NQO1 Missense_varyant Prostat; Mide; Yumusak Karsinom; Karsinom;
(p.Pro187Ser) B
doku Hemanjioblastom
c.1205G>A P Malign melanom;
R660;R663 TYR Missense_varyant Deri; Ozofagus; Rahim agzi
(p-Arg402GlIn) - Karsinom; Karsinom

R890 numarali hastaya ait analiz sonuglart degerlendirildiginde 11.456 bolgede
toplam 108.627 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar Patojenik kaydi bulunan missense
(Polyphen ‘‘damaging’ ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift, stop gained, stop lost,
baslatic1 kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice bdlge mutasyonlarina
gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayis1 9’a diismiistiir. ALAMUT, HGMD,
dbSNP veri tabanlar iizerinden yapilan taramalar sonrasinda bu genlerden 4’iiniin

zararli oldugu goriilmiistiir. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-11’de belirtilmistir.

Tablo 4-11: R890 nolu hastaya ait analiz sonuclari

COSmIC COSMmIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
c.1162G>A . Tiroid; Yumusak doku; Diger; Rabdomiyosarkom;
R890 FGFR4 Missense_varyant .
(p.Gly388Arg) Yumusak doku Hemanjioblastom
c.986A>G
R890 GBE1 Missense_varyant
(p.TYR329Cys)
c.82G>T
R890 HBD Missense_varyant
(p.Ala28Ser)
¢.1015G>A
R890 mccez Missense_varyant
(p.Val339Met)
c.211G>A Yumusak doku; Hematopoetik Rabdomiyosarkom;
R890 UGT1A1 Missense_varyant . .
(p.Gly71Arg) ve lenfatik doku Hematolojik tiimorler
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R893 numarali hastaya ait analiz sonuglar1 degerlendirildiginde 11.530 bolgede
toplam 110.976 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar Patojenik kaydi bulunan missense
(Polyphen ‘‘damaging’” ve SIFT ‘‘deleterious’’), frameshift, stop gained, stop lost,
baslatic1 kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice bdlge mutasyonlarina
gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayis1 7’°e diismiistiir. ALAMUT, HGMD,
dbSNP veri tabanlar iizerinden yapilan taramalar sonrasinda bu genlerden 4’iiniin

zararl oldugu goriilmiistiir. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-12’de gdsterilmistir.

Tablo 4-12: R893 nolu hastaya ait analiz sonuclari

CosMmiIC CosmiIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii

Primer Bolgesi Histolojisi

. Karsinom;
€.625G>A . Karaciger; Yumusak doku; .
R893 ACADS Missense_varyant Rabdomiyosarkom;
(p.Gly209Ser) Meme )
Karsinom
- Diger;
c.1162G>A Tiroid; Yumusak doku;
R893 FGFR4 Missense_varyant Rabdomiyosarkom;
(p.Gly388Arg) Yumusak doku B
Hemanjioblastom
€.986A>G
R893 GBE1 Missense_varyant
(p.TYR329Cys)
Yumusak doku;
€.211G>A ) . ) Rabdomiyosarkom;
R893 UGT1A1 Missense_varyant Hematopoetik ve lenfatik B
(p.Gly71Arg) doku Hematolojik timorler
ol

Ayni aileye mensup R890 ve R893 numarali hastalara ait analiz sonuglari
birlikte degerlendirildiginde toplam 219.603 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar
patojenik kaydi bulunan missense (Polyphen ‘‘damaging’® ve SIFT ‘‘deleterious’’),
frameshift, stop gained, stop lost, baslatic1 kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon
ve splice bolge mutasyonlarina gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayisi1 16’ya
diismiistiir. Daha sonra ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlar1 iizerinden yapilan
taramalar sonrasinda zararli oldugu bilinen ve her iki hastada da ortak olan 3 varyant

saptanmistir. Bu varyantlara ait bilgiler Tablo 4-13’da gosterilmistir.
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Tablo 4-13: Aym aileye mensup R890 ve R893 nolu hastalara ait analiz sonuclarinin
birlikte degerlendirilmesi

COoSmIC COSMIC
Mutasyon Mutasyon Tiirli
Primer Bolgesi Histolojisi
Diger;
c.1162G>A Tiroid; Yumusak doku;
R890;R893 FGFR4 Missense_varyant Rabdomiyosarkom;
(p.Gly388Arg) Yumusak doku B
Hemanjioblastom
c.986A>G
R890;R893 GBE1 Missense_varyant
(p.TYR329Cys)
Yumusak doku;
c.211G>A Rabdomiyosarkom;
R890;R893 UGT1A1 Missense_varyant Hematopoetik ve lenfatik
(p.Gly71Arg) dokn Hematolojik tiimorler
o

Tim hastalara (R550, R590, R660, R663, R890 ve R893) ait analiz sonuglar1

degerlendirildiginde toplam 608.668 varyant bulunmustur. Fakat ClinVar Patojenik

kaydi bulunan missense (Polyphen ‘‘damaging’’ ve SIFT ‘‘deleterious’’) , frameshift,

stop gained, stop lost, baslatict kodon, inframe insersiyon, inframe delesyon ve splice

bolge mutasyonlarma gore filtreleme yapildiginda bu varyantlarin sayist 63°e

diismiistiir. Daha sonra ALAMUT, HGMD, dbSNP veri tabanlar1 iizerinden yapilan

taramalar sonrasinda zararli oldugu bilinen 27 varyant saptanmigtir. Calisma

kapsaminda caligilan 6 hastanin 5’inde ortak olarak goriilen FGFR genindeki

c.1162G>A (p.Gly388Arg) varyanti dikkat ¢ekmektedir. Bu varyantlara ait bilgiler

Tablo 4-14’da gosterilmistir.
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COSMIC COSMmIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
. Karsinom;
R550;R590; C.625G>A . Karaciger; Yumusak L .
R893 ACADS (p.Gly2095er) Missense_varyant doku: Meme Rabdomlyosarkom,
Karsinom
R660;R663 APOC3 (c::f;l’ 9Ter) Nonsense_varyant
ATP6VOA  ¢.1739T>C . . Malign melanom;
R550 4 (p.Met580Thr) Missense_varyant Deri; Yumusak doku Rabdomiyosarkom
S . Primitif néroektodermal
R550 c2 €-954G>C Missense_varyant Merkezi sinir sistemi; tiimor-Mediiloblastom;
(p.Glu318Asp) Yumusak doku .
Rabdomiyosarkom
R550 CFB €.26T>A (p.Leu9His) Missense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
c.714T>G .
R550;R590 CLEC7A (p.TYR238Ter) Nonsense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
R550;R590; c.935C>T . Pankreas; Yumusak Karsinom,;
R663 Bl (p.Thr312Met) prlissense_gggRt doku Rabdomiyosarkom
c.202A>T . .
R660 DSPP (p.Arg68Trp) Missense varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
R550;R660; . . Diger;
R663;R890; FGFR4 (c1é|623(;;,: ) Missense_varyant 3;?;(1’ ;l((uér:)fak doku; Rabdomiyosarkom;
R893 p-Gly '8 L u Hemanjioblastom
Yumusak doku; . .
R663 FUT6 F72ISGZZA7L ) Missense_varyant Hematopoetik ve Ezlrjr?aigllg?lzigiﬁgier
e lenfatik doku :
R663;R890; c.986A>G .
R893 GBE1 (p.TYR329Cys) Missense_varyant
R663 GHRL ?plz:fg (;A Met) Missense varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
c.1556A>G . Hematopoetik ve O
R550 GNPAT (p.Asp519Gly) Missense_varyant lenfatik doku Hematolojik tiimorler
R890 HBD F;;S,ig;;Ser) Missense_varyant
c.187C>G . Pankreas; Yumusak Karsinom;Rabdomiyosar
R550 HFE (p.His63Asp) Missense_varyant doku kom
2::(;;%90; KRT85 (C"fif;;\_ns) Missense_varyant thyroid other
c.161G>A Missense_varyant . Malign melanom;
R660 MBL2 (p.Gly54Asp) B Deri; Yumusak doku Rabdomiyosarkom
R590 MBL2 (c;.)lifg(:;ZTCys) Missense_varyant
R890 MCcc2 (cpl\?:IE;(;;ﬁ/let) Missense_varyant
R660;R663  MUTYH (Cl')lérnlngTer) Missense_varyant Kalin bagirsak Karsinom
Kalm bagirsak; Safra
R550;R590; c.559C>T Mi . ™
! ! NQO1 1ssense_varyant Missense varyant yolu; Prostat; Mide;
R660;R663 (p.Pro187Ser) Yumusak doku
R550 RHAG (le\?:g;g”e) Missense_varyant
R550;R660 RPGRIP1 F:il?si;;er) Missense_varyant
R590 iERPINA Z:pls |'7073C9>3T5e " Missense_varyant
€.272_292del21 )
R550 SLC34A1 (p.Val91_Alag7del) Inframe_delesyon
R550;R660; YR c.1205G>A Missense varvant Deri; Ozofagus; Rahim  Malign melanom;
R663 (p.Arg402GlIn) vary agzi Karsinom; Karsinom
Yumusak doku; . .
R890;R893 UGT1A1 €211G>A Missense_varyant Hematopoetik ve Rabdomiyosarkom;

(p.Gly71Arg)

lenfatik doku

Hematolojik tiimorler
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Tiim analiz sonuglar aile tabanli degerlendirildiginde FN096 ailesinde CLEC74
genindeki ¢.714T>G (p.TYR238Ter) varyanti; FN106 ailesinde 4POC3 genindeki
c.55C>T (p.Argl9Ter) ve MUTYH genindeki ¢.1171C>T (p.GIn391Ter) varyantlari;
FN129 ailesinde ise UGTIAI genindeki ¢.211G>A (p.Gly71Arg) varyanti dikkat
cekmektedir. Tiim bu varyantlara ait 6zellikler Tablo 4-15’de gosterilmistir.

Tablo 4-15: Ailelere 6zgii patojenik varyantlar

CcosMIC CosMIC
Aile No Hasta Mutasyon Mutasyon Tiirii

Primer Bolgesi Histolojisi

c.714T>G

R550;R590 CLEC7A Nonsense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
FN096 (p.TYR238Ter)
¢.55C>T
R660;R663 APOC3 Nonsense_varyant
(p.Argl9Ter)
c.1171C>T
FN106 R660;R663 MUTYH Missense_varyant Kalin bagirsak Karsinom;
(p.GIn391Ter)
Yumusak doku; .
€.211G>A ) . Rabdomiyosarkom;
R890;R893 UGT1A1 Missense_varyant Hematopoetik ve B
FN129 (p-Gly71Arg) . Hematolojik tiimérler
lenfatik doku

Hastalar prognoz ve sagkalim acisindan degerlendirildiginde; ikincil timor
sebebi ile hayatin1 kaybeden R660 hastasi dikkat ¢ekmektedir. R660 diger hastalar ile
karsilastirildiginda onlardan farkli olarak DSPP geninde ¢.202A>T (p.Arg68Trp);
MBL?2 geninde ise c.161G>A (p.Gly54Asp) patojenik varyantlarina sahip oldugu

goriilmiistlir. Bu varyantlara ait 6zellikler Tablo 4-16’da gosterilmistir.

Tablo 4-16: R660 nolu hastaya 6zgii patojenik varyantlar

COSMIC COSMmIC
Mutasyon Mutasyon Tiirii
Primer Bolgesi Histolojisi
c.202A>T
R660 DSPP Missense_varyant Yumusak doku Rabdomiyosarkom
(p.Arg68Trp)
c.161G>A ) . Malign melanom;
R660 MBL2 Missense_varyant Deri; Yumusak doku .
(p.Gly54Asp) Rabdomiyosarkom
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4.4. Genler Arasindaki Fonksiyonel iliski Analizi

Yapilan analizler sonrasinda patojenik varyantlara sahip oldugu bilinen genler
ve RBI geni arasindaki fonksiyonel iligkiyi yorumlayabilmek i¢cin DAVID Fonksiyonel
Anotasyon  veritaban1  v.6.8  [Laboratory @ of Immunopathogenesis and
Bioinformatics(LIB)] ve STRING Fonksiyonel Protein iliski ag1 v.10.5 kullanilmistir.
Bu veritabanlar1 yeni nesil dizileme, mikroarray gibi genomik ¢alismalardan elde edilen

bliylik gen gruplariin fonksiyonel anotasyonu i¢in gelistirilmis programlardir [73-75].

4.4.1. Metabolik Yolaklar ile Genlerin iliskileri
DAVID ve STRING veritabanlarina yiiklenen toplam 27 genden olusan deney
grubumuza ait veriler anotasyon sonrast KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes) ve REACTOME yolaklari ile iliskili bulunmustur (Tablo 4-17).

Tablo 4-17: Gen setlerinin iliskili olduklar1 metabolik yolaklar

YOLAK iliskili Genler ‘

KEGG LS @®C2 ©SERPINAT © MBL2 ©CFB

Kompleman ve Koagiilasyon Kaskadi

KEGG Yolag = - =
olas! @ ATP6VOA4 @ CLEC7A @& MBL2

Fagozom

KEGG Yolag =
o @C2 ® MBL2 ©CFB

Staphylococcus Aureus Enfeksiyonu

REACTOME Yolagi

&Ccz @ MBL2
Kataliz
KEGG Yolag
olagi & ATPEYDAY4 @ CLECTA
Tiiberkiiloz
REACTOME Yolagi

@c2 @CFB

Kompleman Kaskadinin Diizenlenmesi

KEGG Yolag: ® ACADS © MCCC2

Valin, Ldsin ve izoldsin Yikimi

REACTOME Yolagi

S8C2 @CFB
C3 Dondstiiriiclilerinin Spontane Ayrimi
REACTOME Yolagi
@c2 @CFB
Kataliz
KEGG Yolagi

S UGTIAT @& GBET

Nisasta ve Sukroz Metabolizmasi
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Calisma sonunda hem DAVID hem de STRING veritabanlarinda ortak olarak
ozellikle 3 metabolik yolak dikkat ¢ekmektedir. Bu yolaklar incelendiginde bagisiklik
sistemi tizerinde etkili kompleman ve koagiilasyon kaskadinda 4 genin (C2, CFB, MBL2
ve SERPINAI) (p:0,00055) (Sekil 4-4); staphylococcus aureus enfeksiyonunda 3 genin
(C2, CFB, MBL2) (p:0,008) (Sekil 4-5); hiicresel fagositoz olusumuna iliskin 3 genin
(ATP6VO0A4; CLEC7A, MBL2) etkili oldugu gorilmistiir (p:0,05) (Sekil 4-6).

| KOMPLEMAN VE KOAGULASYON KASKADI|

Koagiilasyon kaskach Kompleman kaskads
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Sekil 4-4: Kompleman ve koagiilasyon kaskadinda etkili genler
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Sekil 4-6: Hiicresel fagositoz asamasinda etkili genler

4.4.2. Protein-Protein Etkilesim Analizi

STRING veritabaninda yapilan analizler sonrasinda proteinler arasi etkilesim
incelenmis ve Sekil 4-7°de gosterilmistir. Buna gore; toplam 27 nod (daire) ve 12 ug
belirlenmistir. Her nod, tek bir protein kodlayan gen lokusu tarafindan iiretilen tim
proteinleri temsil etmektedir. Uglar yani birbiri ile iligkisi oldugu belirlenen proteinler
arasindaki baglant1 ise protein-protein etkilesimini gostermektedir. Bu veritabanindaki
degerlendirmede iliskilerin spesifik ve anlamli olmasi amaglanmaktadir, diger bir
deyisle proteinler ortak bir fonksiyona ortak katkida bulunur ama bu mutlaka
birbirlerine fiziksel olarak bagli olduklar1 anlamina gelmez. Analizler sonrasinda elde
edilen bu protein ag1r tahmin edilenden daha anlamli diizeyde protein etkilesimi
gostermistir (p: 0,0000097). Bu, calismada elde edilen protein setinin, genomdan

cekilen benzer boyuttaki proteinlerin rastgele bir setinden beklenenden daha fazla
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etkilesime girdigi anlamina gelmektedir. Bu durum da protein grubunun en azindan

kismen biyolojik olarak birbiri ile ilgkiye girdigi ya da baglandigini gosterir.

RPGRIF1

. ®

Mod (Daire] Rengi Mod [Daire] icerigi
Reakli nodiar: . Baoy nodlas:
Sorga protelnler ve ethilesenlerin flk kabugn A vapan bilinm even proteinler
é Beyaz nedlar @ Dhola nodiar
Etkilesenlarin ikinci kabugu 3D yapirs bilinen va da tahmin edilen profeinler
Bilinen Etkilesimler Takmin Edilen Etkilesimler Digerlen
fA—4  Diizenlenmiy veritabanlarmdan e Gen lkomyulugn g ST PP Y madenciligs
£9—f%  Deneysel slarak belirlenmiy £y (en fzvonlar £t Birlikie ekspresyon
£ty e birlikie olugmmu #—t""  Protein homolajizl

Sekil 4-7: Protein-protein etkilesimi
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STRING analizi sonras1 iliskili bulunan gen gruplar1 ve giiven skorlar1 Tablo 4-
18’de verilmistir. Giiven skoru 0-1 degerleri arasindadir. Giiven skoru cut-off degeri 0,4
olarak kabul edilmistir. Bunun altinda skora sahip proteinler diger proteinlerle iliskisiz

olarak kabul edilmis ve iliski dis1 birakilmustir.

Tablo 4-18: Fonksiyonel iliskili genler ve giiven skorlari

Giiven durumu

ACADS mccez2 0,697 Anlamh
APOC3 SERPINA1 0,414 Anlamh
ATP6V0A4 RHAG 0,496 Anlamh
c2 CFB 0,906 Anlamli
c2 MBL2 0,923 Anlamli
CFB MBL2 0,415 Anlamh
CFB SERPINA1 0,547 Anlamh
CLEC7A MBL2 0,400 Anlamh
HFE SERPINA1 0,491 Anlamh
MUTYH RB1 0,489 Anlamh
NQO1 UGT1A1 0,476 Anlamli
RHAG TYR 0,768 Anlamh

4.5. Hastalara Ait Klinik ve Genetik Verilerin Istatistiksel Analizi

Caligmaya dahil edilen hastalar klinik ve genetik verilerine gore
degerlendirildiginde hastalarin 3’ (%50) unilateral diger 3’4 (%50) ise bilateral
retinoblastoma taniliydi. Bunlardan 4’1 (%66,7) erkek 2’si (%33,3) kizdi. Tan1 yas
ortalamalar1  yaklastk 8 aydi (1,5-18 ay). Hastalarin sagkalim durumlar
degerlendirildiginde sadece 1 hastanin (%16,7) ikincil tiimor sebebi ile hayatimi
kaybettigi goriilmiistiir. 4 hastada (%66,7) tan1 16kokori ile konulurken 2 hastada
(%33,3) lokokoriye rastlanilmamistir. Hastalarin 4’tinde (%66,6) gbézde ige dogru
kayma; 1’inde (%16,7) disa kayma goriilirken 1’inde (%16,7) ise hi¢ sasilik

goriilmemistir.
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Hastalarin  tedavi durumlart degerlendirildiginde; 4 (%66,7) hastanin
kemoterapi, 3 (%50) hastanin intraarteriyal kemoterapi, 1 (%16,7) hastanin kriyoterapi,
1 (%16,7) hastanin lazerterapi, 2 (%33,3) hastanin radyoterapi aldig1 ve 2 (%33,3)
hastanin ise eniikleasyon islemine tabii tutuldugu goriilmiistiir. Radyoterapi alan
hastalardan birinin sonraki donemlerde ikincil tiimore yakalanmasi ve ikinci timor

sebebi ile hayatin1 kaybetmesi dikkat ¢ekmektedir.

Literatiirler incelendiginde; annelerin hamilelik donemindeki sabah kusmalar1 ve
ailede makinistlik kaynake¢ilik, metal endiistrisi, askeriye gibi cesitli riskli meslek
gruplarinin bulunmasi retinoblastoma hastaligi ile iligskilendirilmistir. Bu durum dikkate
almarak aile gruplart degerlendirildiginde; 3 (%50) hastanin annesinde hamilelik
doneminde sabah kusmalar1 goriilmiistiir. Bu oran literatiiriin aksine istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir (p>0,05). Ailede riskli meslek gruplari bulunma durumu
degerlendirildiginde ise; tiim ailelerde yukarida bahsi gecen meslek gruplarmin varligi
dikkat cekicidir (%100). FN096 ailesinde metal endiistrisi ve ingaat sektorleri; FN106
ailesinde ¢elik konstriksiyon, ambalajlama isi ve proplilen glikol maruziyeti; FN129
ailesinde uzun yillar ¢iftcilik meslegi sebebiyle tarim ilact maruziyeti dikkat
cekmektedir. Bu sonuglar retinoblastoma hastaliginda 6zellikle {ist jenerasyondan gelen
mesleki maruziyetlerle istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu gostermistir

(p<0,05).

Analiz sonrasinda elde edilen varyantlar hasta bazinda degerlendirildiginde; 5
(%83,3) hastada FGFR4 geninde; 4 (%66,7) hastada NOO! geninde mutasyon oldugu
goriilmiistlir. Bu oran bu genler ile retinoblastoma hastalig1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski oldugunu gostermektedir (p<0,05). Varyantlar aile bazinda
degerlendirildiginde ise; FN096 ailesinde CLEC7A4 geni; FN106 ailesinde APOC3 ve
MUTYH genleri; FN129 ailesinde ise UGTIA1 geni istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05).
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5. TARTISMA

Retinoblastoma retinada ortaya ¢ikan ve ¢ocuklarda en sik goriilen intraokiiler
malignitedir [76]. Retinoblastoma olusumunda 6nemli genetik etkenlerin rol aldigi
bilinmektedir. Klinik 6nemi ve genetik sebebi arasindaki kuvvetli baglardan dolayi,
retinoblastoma kalitsal kanserlerin prototipi sayilmaktadir. Bugiine kadar ki literatiir
bilgisine gore hastaligin retinoblastoma geni olan RB/ genindeki mutasyonlar tarafindan
baslatildig1 diisiiniilmektedir. RB/ genindeki genomik hasarin gercek nedeni ise kimse
tarafindan net olarak bilinmemekte ancak retinoblastoma, yerel ¢evreden bagimsiz
olarak tiim 1rklarda sabit bir oranda ortaya ¢ikmaktadir. Hastalarin yaklasik % 50'sinde
RBI geninin ilk kopyasi hastanin normal hiicrelerinin ¢ogunda veya tiimiinde hasar
gormiis durumdadir. Bir retinal tiimor, gelismekte olan bir retinal hiicrede RB/ geninin
ikinci kopyasinin da hasar gordiigii durumda gelisebilir [77]. Ancak RBI geninde
yapilan mutasyon taramalari sonucunda negatif bulunan hastalarda hastaligin nasil

olustugu heniiz net olarak bilinmemektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda; ailesinde retinoblastoma hastaligi hikayesi olup
RBI gen mutasyonu saptanmamis yiiksek riskli ailelerde retina olusumunda rol oynayan
genlerin de i¢inde bulundugu, klinik agidan karsinogenezde onemi belirlenmis toplam
4813 gendeki degisikliklerin yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak arastirilmasi
hedeflendi. Literatiirlerde 6zellikle ayn1 aileden hastalarin bulundugu ve 4813 gene ait
mutasyonlarin bir arada degerlendirildigi bir calisma mevcut degildir. Bu acidan
diistintildiiglinde bu ¢alismanin retinoblastoma patogenezi, etiyolojisi ve genetik kokeni
konusunda literatiire oldukga katki sagladig1 diistinlilmektedir. Ayrica yeni bulunan gen
mutasyonlarinin hastalara ve onlarin sonraki jenerasyonlarina 6zel erken tani ve tedavi
secenekleri acisindan yarar sagladigi da kabul edilmektedir. Dolayisiyla, hastalik
tanisinin konmasina bagli olarak belirsizligi ortadan kaldirip, hasta bireylerin ileride
karsilagabilecegi sorunlarin dnceden bilinebilmesine yardimci olmaktadir. Ayrica,
ailenin yeni gebeliklerinde prenatal ve preimplantasyon evrede genetik tesler yapilarak

hastalik tanisinin daha bebek dogmadan konabilmesine de olanak vermektedir.

Bugiine kadarki veriler degerlendirildiginde; retinoblastomanin sadece RBI
mutasyonu tarafindan baslatilmadigr  diisiiniilmekteydi. Bu nedenle hastalik

olusumundan sorumlu olabilecek diger genlerdeki mutasyonlarin retinoblastoma
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patogenezindeki roliiniin ne oldugu da hala bilinmemektedir. Bunun arkasinda 2
mekanizma oldugu fikri mevcuttur. Bu mekanizmalardan ilki; her iki RB/ allel kaybinin
sadece retinoblastomanin bening baslaticis1 olan retinomaya sebep oldugu ve diger
genlerin ise kanser progresyonunu etkiledigi goriisiidiir. Ikincisi ise; unilateral
retinoblastomali1 hastalarin %2’sinin RB/ mutasyonu ve MYCN amplifikasyonuna sahip

oldugu ve farkl bir gen ile baslatildig: diistincesidir [76].

Dimaras ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢calismada; RB/ kaybinin proliferatif
olmayan retinomaya neden oldugunu ve genomik instabilitenin artmasinin
retinoblastoma progresyonu ile iligkili oldugunu savunmuslardir [78]. RBI kaybina ek
olarak diger genlerin kopya sayis1 degisiklikleri de retinoblastomada yaygin olarak
goriilmektedir. Corson ve ark. 2007 yilinda MDM4, KIF14 (1q32), MYCN (2p24), DEK
ve E2F3 (6p22) onkogenlerinde 4-10 kopya arasinda kazanim oldugunu ve CDHI1
(16922-24) tiimdr baskilayict geninde ise kayip oldugunu belirtmiglerdir [79]. Huang ve
ark. 2007 yilinda yaptiklar1 calismada; retinoblastomada bazi mikroRNA’larin farkl
ekspresyon profillerini aragtirmislar ve let-7b downregiilasyonunu saptamiglardir [80].
Kooi ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 calismada; retinoblastomali hastalarda BCOR ve
CREBBP genlerinde tek niikleotidlik delesyon ve insersiyonlara rastlamislar ve bu
genlerin retinoblastoma ile iligkili olabileceklerini savunmuslardir [81]. Zhang ve ark.
2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; SYK protoonkogeninin retinoblastomada upregiile
oldugunu ve boylece tiimor hiicre sagkalimini tetikledigini belirtmislerdir. Ayrica bu
caligmada 42 retinoblastomali hastada 11 genin tiim ekzonlarmi dizilemisler ve
hastalarda sadece BCOR geninde mutasyona rastlamiglardir [82]. Diger kanserler ile
karsilastirildiginda, retinoblastoma en az mutasyona ugrayan kanserlerdendir ve gen
ekspresyonlarinin  epigenetik modifikasyonlari retinoblastomanin progresyonunda
onemli bir rol oynamaktadir [83]. Bu bilgiler 1s18inda ¢alisma sonuglarimiz
degerlendirildiginde; 27 patojenik varyant saptanan 26 genin retinoblastoma
patogenezinde aday genler olabilecegi ve bu genlerin retinoblastoma progresyonunun
arkasinda yatan anahtar mekanizmay1 olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica RB/
gen mutasyonu bulunmayan hastalarimizda goriilen bu genomik degisikliklerin

hastaligin olusumunu tetikledigi sonucuna da ulagilabilmektedir.

Calismamizda R550, R590 ve R893 numarali hastalarimizda ACADS geninde
c.625G>A (p.Gly209Ser) varyanti saptanmistir. ACADS geni, ag¢il-CoA dehidrogenaz
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ailesinin {iyesi olan bir tetramerik mitokondriyal flavoproteini kodlar. Kisa zincirli agil-
CoA dehidrogenaz (SCAD) olarak adlandirilan bu enzim, mitokondriyal yag asidi beta-
oksidasyon yolunun baslangi¢ asamasini katalize eder. Yag asidi oksidasyonu yaglarin
parcalanip enerjiye donistiiriildiigli ¢ok asamali bir olaydir. ACADS genindeki
mutasyonlar, kisa zincirli agil-CoA dehidrogenaz eksikligi (SCADD) ile
iligkilendirilmistir. ACADS geninde 55'den fazla mutasyonun SCAD eksikligine neden
oldugu bulunmustur. Bu mutasyonlar enzimin kisa zincirli yag asitlerini diizgiin sekilde
metabolize etmesini engeller. Sonu¢ olarak, bu yaglar enerji haline doniistiiriilmez;
enerji eksikligi (letarji), diisiik kan sekeri (hipoglisemi), zayif kas tonusu (hipotoni) ve
zayiflik gibi karakteristik belirtilere ve semptomlara yol acar [84]. Ayrica genetik
belirteg olarak da ACADS patojenik varyantlar1 kullanilmaktadir. Bu patojenik
varyantlar genellikle SCAD enzimatik aktivitesini etkisiz hale getiren veya bozan
missense degisikliklerdir. Bilinen yatkinlik varyantlar1 ¢.511C> T ve ¢.625G>A'dr.
Van Maldegem ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 ¢galigmada; Amerika’da yeni dogmus 694
SCADD tanili vakanin %6’sinda homozigot ¢.625G>A degisikligine rastlamislardir
[85]. Yatkinlik varyantlarinin, hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli bir veya daha fazla
genetik ya da c¢evresel faktorleri temsil ettigi diisiiniilmektedir [86]. Corydon ve ark.
1996 yilinda yaptiklari ¢alismada; c.625G>A varyantinin etilmalonik asitiiria (EMA) ile
iligkili oldugunu gostermislerdir [87]. Calismamizda R550, R590 ve R893
hastalarimizda bu gendeki ¢.625G>A (p.Gly209Ser) varyantina rastlanmasi bu
hastalarda ileriki yaslarda SCAD eksikligi goriilebilecegini gostermektedir. R550 nolu
hastamizda ayrica GNPAT geninde c.1556A>G (p.Asp519Gly) varyantina da
rastlanmistir. GNPAT geni dihidroksiasetonfosfat agiltransferaz (DHAPAT) olarak
bilinen bir enzim {tretir. Sindirim ve sinir sisteminde kullanilan yaglarin {iretimi i¢in
gerekli olan peroksizomlarin icinde yer alan bu enzim plazmalojenler olarak
adlandirilan yag molekiillerinin iiretiminin ilk asamasindan sorumludurlar. Bu
molekiiller hiicreyi oksidatif stresten korurlar. DHAPAT eksikligi bir agil CoA
eksikligidir [88]. Literatiirler incelendiginde agil CoA’nin retinoik asit yolagi ile de
iliskili oldugu goriilmiistiir. Retinoik asit (RA), niikleer RA reseptorleri (RAR'lar) i¢in
ligand gorevi goren ve onlart transkripsiyonel baskilayicilardan aktivatorlere
doniistiiren, A vitamini (retinol) tiirevi, peptidik olmayan, kiiciik bir lipofilik
molekiildiir. A vitamininin izomerizasyonu, retinanin fotoreseptdr hiicrelerinde

fototransdiiksiyon siirecini tetikleyerek gorme fonksiyonunun gergeklesmesini saglar



79

[89]. Ag¢il CoA/Retinol agiltransferaz (ARAT) aktivitesi ince bagirsak, karaciger, yag
dokular, deri, testis ve retina gibi bircok dokuda gosterilmistir [90-93]. Ayrica retinoik
dongiideki genlerin bir¢ok hastalikla da iligkili oldugu bulunmustur [94-97]. Genetik
mutasyonlar ve retinal hastaliklar arasindaki bu iligki retinoik déngiide bu proteinlerin
fizyolojik rolii hakkinda da bilgi vermektedir. Retinoik asit, ayrica hiicre biiylimesi,
farklilagmas: ve kanser tedavisinde de Onemli rol oynamaktadir. Akciger, prostat,
meme, over, mesane, agiz ve deri kanserlerinin retinoik asit ile baskilandigi
gosterilmistir [98-102]. Chen ve ark. 2014 yilinda, diisilk doz retinoik asitin hiicre
dongiistinii durdurdugu ve yiiksek dozda retinoik asitin kanser hiicrelerinin apoptozuna
neden oldugunu gostermislerdir [103]. Bu sonuglar, retinoik asidin molekiiler
mekanizmalarinin kanser hiicrelerinin kaderini kontrol edebilecegini gdsteren yeni
kanitlar ortaya koymaktadir. Retinoik asit viicutta kanser olusumunu engelleme
fonksiyonunun yaninda kanser olustuktan sonra da kanser hiicrelerine saldirarak onlarin
bliylime ve boliinmesini durdurup 6zel yolaklar yardimiyla hiicerelerin Sliimiinii
tetikleme Ozelligine de sahiptir. Retinoik asit eksikligi immiin sistem, embriyonik
gelisim, gérme fonksiyonu, beyin fonksiyonu ve ve diger sistemlerde hasarlara sebep
olur [104]. Bu bilgiler 1s181nda ACADS ve GNPAT genlerinde bulunan patojenik
varyantlarin retinoik asit yolagina etki ederek retinoblastomay: tetikleyebilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda ayni aileye mensup R550 ve R590 nolu hastalarimizda CLEC7A
geninde c.714T>G (p.Tyr238Ter) varyant1 saptanmistir. Dectin-1 olarak da bilinen
CLEC74, fungal hiicre duvarlarindaki beta-glukanlar1 taniyan, fagositoz ve reaktif
oksijen tiretimi gibi dogrudan hiicresel antimikrobiyal aktiviteyi tetikleyen miyeloid
fagositler (makrofajlar, dendritik hiicreler ve nétrofiller) tarafindan ifade edilen bir
model tanima reseptoridiir [105]. Literatiirlerde Dectin-1 eksikligi ve gozde de
goriilebilen mukokutandz fungal enfeksiyonlar1 arasinda iliski oldugu belirtilmistir
[106]. Mukokutandz fungal enfeksiyonlarinin immiin defekte sebep oldugu
diistiniilmektedir. Ferwerda ve ark. 2009 yilinda; ayni aileden 4 kadinda yapmis
olduklar1 c¢alismada CLEC74 geninde ¢.714T>G (p.Tyr238Ter) mutasyonuna
rastlamiglardir ve bu varyantin hastalik ile ilskili oldugunu belirtmiglerdir [107].
Calismamizda da aynmi aileden R550 ve R590 nolu hastalarda bu mutasyona
rastlanmistir. Bu hastalarda mantar enfeksiyonunun olup olmadig1 ve retinoblastoma

patogenezini ne Ol¢iide etkiledigi konusunda ek ¢aligsmalar yapilmalidir. CLEC7A4 geni
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TLR2 aracili imflamatuar tepki ve NF-kappa-B aktivasyonunda da gerekli oldugu
bilinen bir gendir. Makrofaj ve dendritik hiicrelerdeki sitokin {iretimini arttirirlar.
Manicassamy ve ark. 2009 yilinda, TLR2 ve Dectin-1'in dendritik hiicrelerde
mikrobiyal bir uyaran olan zimosani tanidiklarini ve adaptif tepkileri uyardiklarini
gostermislerdir. TLR2 sinyalinin Raldh2 ve I110 ekpresyonuna neden oldugunu ve
vitamin A’y1 metabolize ederek retinoik asite ¢evirdigini belirtmislerdir. Bu verilerin
retinoik asitin sistemik indiiksiyonu ve otoimmiiniteye karsit bagisikligin baskilanmasi
icin bir mekanizma oldugunu 6ne siirmiislerdir [108]. Retinoik asit yolaginda etkisi
oldugu gosterilen bu genin retinoblastoma olusumundan da sorumlu olabilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda ayni aileye mensup R660 ve R663 nolu hastalarda APOC3
geninde patojenik ¢.55C>T (p.Argl9Ter) degisikligi saptanmistir. APOC3 ¢ok diislik
yogunluklu bir lipoproteindir. APOCS3, lipoprotein lipaz ve hepatik lipazi inhibe eder ve
trigliserid acgisindan zengin pargaciklarin katabolizmasint geciktirdigi diistiniilmektedir.
APOC3  diizeylerindeki  artis, hipertrigliseridemi  gelisimine neden  olur.
Hipertrigliseridemi, retinoik terapinin metabolik bir komplikasyonudur. Vu-Dac ve ark.
1998 yilinda retinoidlerin Retinoid X Reseptorii (RXR) yoluyla APOC3 ekspresyonunu
transkripsiyonel diizeyde arttirdigin1 belirtmislerdir [109]. Retinoidlerin karacigerde
APOC3 ekspresyonunu, liretimini ve salgilanmasini arttirmasi, APOC3’iin bir retinoid
tepki geni olabilecegini gostermektedir. Retinal yolak ile iliskisi oldugu bilinen bu
gendeki degisikligin retinoblastoma ile de iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica,
R660 nolu hastamizin unilateral retinoblastoma tanisi almasi ve sonraki donemlerde
fibrosarkoma yakalanip hayatin1 kaybetmis olmasi; R663 hastamizin bilateral
retinoblastoma tanis1 almis olmasi ve yine ayni ailede 3 kuzende daha unilateral
retinoblastoma ve 1 kuzende ise rabdomiyosarkom bulunmasi bu varyantin

retinoblastoma hastaligi ile iliskili olabilecegi lizerinde ciddi siipheler dogurmaktadir.

Calismamizda, yine ayni aileye mensup R660 ve R663 nolu hastalarda MUTYH
geninde patojenik c.1171C>T (p.GIn391Ter) varyantina rastlanmistir. MUTYH geni
oksidatif DNA hasar tamirinde rol alan MYH glikosilaz adi verilen bir enzimin
tiretilmesinde gorevlidir. Bu enzim, hiicre bdliinmesine hazirlik asamasinda DNA
kopyalanirken (DNA replikasyonu) yapilan hatalar1 diizeltir. Normal hiicresel aktiviteler

sirasinda, guanin bazen oksijen tarafindan degistirilir ve sitozin yerine adenin ile
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eslesmesine neden olur. MYH glikosilaz bu hatayr diizelterek DNA'da mutasyon
birikimini ve tiimor olusumunu engeller. Bu tip tamirat, baz eksizyon tamiri olarak
bilinir. MUTYH genindeki mutasyonlar ailesel adenomat6z polipozis’in (MY H-iliskili
polipozis) otozomal resesif formu ile iligkilidir [110]. Calismamizda, R660 ve R663
nolu hastalarimizda MUTYH geninde patojenik bir degisiklige rastlanmasi ayni aileye
mensup bu hastalarda ileri ki yillarda MYH-iligkili polipozis ve kolon kanseri goriilme
riski bulundugu anlami tagimaktadir. R660 nolu hastamizin unilateral retinoblastoma
tanisi almasi ve sonraki donemlerde fibrosarkoma yakalanip hayatin1 kaybetmis olmast;
R663 nolu hastamizin bilateral retinoblastoma tanisi almis olmasi ve yine ayni ailede 3
kuzende daha unilateral retinoblastoma ve 1 kuzende ise rabdomiyosarkom bulunmasi
bu varyantin retinoblastoma hastaligi ile de iliskili olabilecegini diistindliirmektedir.
Bunlara ek olarak STRING protein-protein analizine gore; MUTYH geni ile RBI geni
anlamli diizeyde iligkili bulunmustur. Bu iliski CDK4 gen amplifikasyonu {izerine
kuruludur. CDK4, Siklin D1 ile aktive edildiginde retinoblastoma gen iiriinii olan pRB
proteinini fosforile ederek hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina geg¢isini saglar.
Hiicre dongiisii  diizenleyici yolaklarindaki bu degisiklik tim6r olusumunu
tetiklemektedir ve birgok kanserde de bu mekanizma gosterilmistir [111]. Zhang ve ark.
CDK4 proteininin asir1 ekspresyonunun kolon adenomlarinda prolifere olan hiicre
sayisinda Onemli diizeyde artisa yol actigint belirtmislerdir [112]. Dolayisiyla kolon
kanseri gelisimde rolii oldugu bilinen MUTYH geni ile de iliskili olabilecegi
diisiintilebilir. MUTYH geni ile RBI geni arasindaki bu iligski, bulunan varyantin bu
ailede retinoblastoma hastaliginin olusumundan sorumlu olabilecegi hakkinda siipheler
dogurmaktadir. Bu iligkiyi netlestirebilmek i¢in ailenin diger retinoblastoma tanili
bireylerinde de bu patojenik varyant aragtirilmalidir. Bundan baska ailede
retinoblastoma hastaligindan bagka jiivenil kolon kanseri yatkinligi da olabilecegi

distintiilmektedir.

Calismamizda aymi aileden R890 ve R893 nolu hastalarimizda UGTI1A1
geninde ¢.211G>A (p.Gly71Arg) patojenik varyantina rastlanmistir. UGTIA1, UDP-
glukuronosil transferazlar adi verilen enzimlerin iiretilmesine yardim eden gen grubuna
ait bir gendir. Bu enzimler, glukuronik asit bilesiginin, bir dizi farkli maddeden birine
baglandig1 glukuronidasyon adi verilen bir kimyasal reaksiyon gerceklestirir [113].
Literartiirlerde bu kimyasal reaksiyon ile 13-cis retinoik asit arasinda iliski oldugu

gosterilmistir. Rowbotham ve ark. 2010 yilinda; 13-cis retinoik asit metabolizmasindaki
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UDP-glukuronosiltransferazlarin roliinii arastirmislardir. Retinoidler, embriyogenez,
biiyiime, farklilasma, gorme ve ilireme dahil olmak iizere sayisiz biyolojik islemi
diizenleyen retinol tiirevleri 'dir [114]. Retinoik asit, retinoliin biyolojik olarak aktif
tiirevidir ve all-trans retinoik asit (ATRA), 13-cis retinoik asit ve 9-cis retinoik asidi
kapsayan cesitli formlarda bulunur. Retinoidler, dermatolojide, kanserin dnlenmesi ve
kemoterapide yararli birgok farmakolojik ozellik gosterir [115]. Retinoidlerin en
dramatik klinik faydasi, Matthay ve ark. tarafindan 2009 yilinda; yiiksek riskli
noroblastom tedavisinde 13-cis retinoik asit kullanimiyla ve Reynolds ve ark. tarafindan
2001 yilinda; akut promiyelositik 16semi tedavisi icin ATRA kullanimi ile gosterilmigtir
[116, 117]. Bugiine kadar insanlarda bir¢ogu cesitli ¢cevresel kanserojenler, beslenme
kemopreventifleri ve antikanser ajanlar olmak {izere glukuronidasyonunu katalizleyen
21 fonksiyonel UGT izoformu tanimlanmustir [118]. Calismamizda ayni aileden R890
ve R893 nolu hastalarimizda UGT1A41 geninde c.211G>A (p.Gly71Arg) patojenik
varyantina rastlanmig olmasi bu mutasyonun hastalarda retinoik asit metabolizmasini

etkileyerek kanser gelisimini tetikleyebilecegini diistindiirmektedir.

R550, R660 ve R663 nolu hastalarrmizda 7YR geninde c.1205G>A
(p.-Arg402GIn) varyant1 saptanmigtir. 7YR geni, tirozinaz adi verilen bir enzimin
tiretilmesinde sorumludur. Bu enzim, melanin adi1 verilen pigment {ireten 6zel hiicreler
olan melanositlerde bulunur. Melanin cilt, sa¢ ve goz renklerini veren maddedir.
Melanin, retina olarak bilinen goziin arka tarafindaki 1s18a duyarli dokuda bulunur.
Tirozinaz melanin {iretiminin ilk adimindan sorumludur. Tirozin ad1 verilen amino asiti
dopakuinon adi verilen bagka bir bilesige doniistiiriir. Ek kimyasal reaksiyonlar,
dopakuinonu cilt, sa¢ folikiilii, iris ve retinada melanin haline doniistiiriir. Bu gendeki
mutasyonlar okiilokutanéz albinism ve nonpatolojik polimorfizmleri ise cilt
pigmentasyon degisiklikleri ile iliskilidir [119]. Yavuzer ve ark. 1995 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada; mikroftalmi gen {iriiniiniin pRB proteini ile etkilesime girdigini ve
melanosite 0zgii transkripsiyonun deregiilasyonu i¢in hedef oldugunu goéstermislerdir
[120]. Melanin igerigindeki farkliliklar p16 tarafindan pRB proteininin kontrol edilmesi
ile agiklanabilmektedir. Ayrica, pRB proteininin 7YR geninin ekspresyonunu kontrol
eden mikroftalmi transkripsiyon faktorii (Mift) ile etkilesime girdigi gozlemiyle de
aciklanabilir. Bu agidan degerlendirildiginde; retinoblastoma ile iligkisi olabilecegi
diisiiniilen 7YR genindeki mutasyonun bu hastalarda saptanmis olmasi 7YR geninin

retinoblastomada aday bir gen olabilecegini diistindliirmektedir.
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Calismamizda R550, R590, R660 ve R663 nolu hastalarimizda NQOI1 geninde
c.559C>T (p.Prol87Ser) patojenik varyantina rastlanmigtir. NOQOI geni NAD(P)H
dehidrogenaz (kinon) ailesinin bir iiyesidir ve sitoplazmik 2-elektron rediiktaz1 kodlar.
Bu FAD-baglayici protein homodimerler olusturur ve kinonlar1 hidrokinonlara indirger.
Bu proteinin enzimatik aktivitesi, radikaller iireten kinonlarin bir elektron indirgemesini
engeller. Bu yolla hiicreleri oksidatif hasardan korur. Bu nedenle antikanser enzimi
olarak adlandirilir. Karsinogenezdeki koruyucu roliine ek olarak NQO! geni antitimor
tedavide ilag metabolize eden enzim gorevi de goriir. Bu gendeki mutasyonlar, tardif
diskinezi (TD), benzene maruz kaldiktan sonra hematotoksisite riskinde artig ve ¢esitli
kanser tiirlerine yatkinlik ile iligkilendirilmistir [121, 122]. Bu proteinin degismis
ifadesi akciger, mesane, meme, hepatoseliiler karsinom, akut miyeloid 16semi (AML),
kolorektal kanser, gastrointestinal kanserler gibi birgok tiimoérde goriilmiistiir ve ayrica
Alzheimer hastalig1 ile iliskilendirilmistir [123-125]. Chao ve ark. 2006 yilinda NQO!
genindeki ¢.559C>T (p.Pro187Ser) varyantinin enzimatik aktiviteyi azaltarak akciger
kanser riskini arttirdigin1 belirtmislerdir. Ayrica bu varyantin mesane ve kolorektal
kanserine yatkinliga da sebep oldugunu vurgulamislardir [124]. Calismamizda da
benzer sekilde R550, R590, R660 ve R663 nolu hastalarda saptanan c.559C>T
(p.Prol87Ser) varyantinin bu hastalarda akciger, mesane ve kolorektal kanser riskini
arttirabilecegi diigiiniilmektedir. Valenzuela ve ark. 2014 yilinda; AML’nin bir alt tipi
olan akut promiyelositik 16semi (APL)’nin standart tedavisinde ATRA’nin
kullanildigin1 ve Nrf2 niikleer translokasyonu ile ATRA’nin antioksidan tepki
olusturdugunu ve boylece NQOI hedef geninin transkripsiyonunu arttirarak kanserin
Onlenmesine neden oldugunu gostermislerdir [125]. Bu nedenle retinoik asit yolagina
etki ettigi bilinen NQOI genindeki bu patojenik varyantin 2 farkli aileye mensup
hastalarimizin dordiinde de goriilmesi retinoblastoma patogenezi ile de iliskili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

R663, R890 ve R893 nolu hastalarda GBEI geninde saptanan c.986A>G
(p.Tyr329Cys) varyanti literatiirde Glikojen Depolama Hastaligi IV ve Polyglukosan
Viicut Hastalig1 Erigskin Formu ile iliskilendirilmistir. GBEI geni, glikojen dallandirma
enzimi (glycogen branching enzyme) iiretiminden sorumlu olan bir gendir. Zincirlerin
dallandirilmas1 glikojen molekiiliiniin ¢oziiniirligiinii arttirir ve sonug¢ olarak hiicre
icindeki ozmotik basinci azaltir. Bu enzim karaciger ve kasta yiiksek diizeyde bulunur.

Uruno ve ark. 2016 yilinda yapmis olduklarni calismada; kastaki glikojen
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metabolizmasinda GBE! gen ekspresyonunun etkili oldugunu gostermislerdir [126].
Glikojen metabolizmas1 birgok kanser tipinde upregiile olmaktadir. Glikojen
dallandirma enzimi ve glikojenin etkilesimi glikojen sentezini baglatmaktadir.
Glikojenin ise kanserde iyi bir terapotik hedef olarak kullanilmaktadir [127]. Bu agidan
diistintildiiginde; kanser mikrocevresinde anahtar rolii oldugu bilinen glikojen
metabolizmasinda etkili GBE] geni kanser terapisinde yeni bir hedef gen olabilir. Bu

hipotezin desteklenmesi i¢in ek ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

R550, R590 ve R663 nolu hastalarimizda KRT85 geninde c¢.233G>A
(p-Arg78His) varyantina rastlanmistir. Bu gen mutasyonlar1 ektodermal displazi 4, sag /
tirnak tipi ve sa¢ hastaliklar1 ile iliskilendirilmistir. Literatiirde, insanlarda
embriyogenez ve doku homeostazinda rol aldigi bilinen retinoik asitin  asir1
ekspresyonunun sa¢ dokiilmesi ile baglantili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur.
Okano ve ark. 2012 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; sa¢ folikiilii (hf) morfogenezisi
icin retinoik asit indirgeyici enzimlerden biri olan Cyp26b! tarafindan regiile edilen
belli diizeyde retinoik asitin gerekli oldugunu gostermislerdir [128]. Sitokrom P450
ailesinin bir liyesi olan ve retinoik asiti degrede eden bir enzim olan Cyp26b1’in
kanserdeki rolii iizerine yapilmis olan ¢alismalar bulunmaktadir. Kipp ve ark. 2012
yilinda; Cyp26b1’°in artmis ekspresyonunun over kanser hiicre proliferasyonu ile iliskili
oldugunu ve azalmis ekspresyonunun ise bliylimeyi baskiladigini belirtmislerdir [129].
Brown ve ark. 2014 yilinda; Cyp26b1’in kolorektal kanserinde asir1 eksprese oldugunu
gostermigler [130]. Chen ve ark. 2011 yilinda; oral skuamdéz hiicre karsinom
patogenezinde Cyp26b1’in aday bir rol oynadigini belirtmislerdir [131]. Bu baglamda
diisiiniildiiginde; KRT85 gen mutasyonunun retinoik asit yolagi lizerinden hastalik
gelisimini tetikleyebilecegi sodylenebilir. Bu konuda daha detayli ek c¢alismalar

gerekmektedir.

Calismamizda R550, R660, R663, R890 ve R893 nolu hastalarimizda FGFR4
geninde ¢.1162G>A (p.Gly388Arg) varyanti saptanmistir. FGFR4 geni, fibroblast
bliylime faktér (FGF) ailesinin bir iiyesidir. Fibroblast biiylime faktorleri i¢in hiicre
ylizey reseptorii olarak davranir ve hiicre proliferasyonu, farklilasma, doku tamiri,
invazyon, yag metabolizmasinin diizenlenmesi, safra asiti biyosentezi, glikoz alimi, D
vitamini metabolizmas1 ve fosfat dengesi gibi bircok mekanizmada rol oynamaktadir.

Bange ve ark. 2002 yilinda; FGFR4 genindeki c.1162G>A (p.Gly388Arg) varyantinin
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ve FGFR4 ekspresyonundaki artisin meme ve kolon kanser gelisimi ile iliskili oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica lenf nodu metastazi ve artmis TNM evresi ile istatistiksel
olarak iligkili oldugunu belirtmisler ve boylece kanser progresyonunu tetikledigini
gostermiglerdir [132]. Leung ve ark. 1994 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; FGFR4
ekspresyonunun pankreatik kanserler ile iliskili oldugunu vurgulamiglardir [133]. Bange
ve ark. 2002 yilinda; kanser progresyonu ve tiimoér hiicre motilitesinin FGFR4
genindeki c.1162G>A (p.Gly388Arg) degisikligi ile iligkili oldugunu gostermislerdir
[132]. Wang ve ark. 2004 yilindaki ¢alismalarinda; prostat kanserinin baglamasi ve
progresyonunda FGFR4 genindeki bu varyantin etkili oldugunu belirtmiglerdir [134].
Brito ve ark. 2010 yilinda yaptiklar1 calismada; FGFR4 genindeki bu varyantin Cushing
hastaliginda marker olarak kullanilabilecegini one siirmiislerdir [135]. FGFR4 geni
onkogenik transformasyon aktivitesi ile de bilinen bir gendir. FGF19'a yanit olarak safra
asidi sentezinde hiz smirlayict enzim olan CYP7Al'in ekspresyonunun
downregiilasyonu  i¢in gereklidir. Bazi fibroblast biiyiime faktoriiniin, retinal
fotoreseptor dejenerasyonuna karsi noroprotektif etkiler gosterdigi bilinmektedir.
Fotoroseptorlerde FGFR4 ekspresyonu, spesifik bir ligand olan FGF-19'un faydali
olabilecegini diisiindiirmektedir. FGF-19 okiiler dokunun gelisimi i¢in Onemli ve
embriyonik retina tarafindan eksprese edilen bir molekiildiir. Bu nedenle literatiirde
FGF-19'un potansiyel roliiniin arastirildig1 birgok ¢alisma mevcuttur. Siffroi-Fernandez
ve ark. 2008 yilinda; FGF19’un memeli fotoreseptdrlerinde noéroprotektif etkileri
oldugunu vurgulamiglardir [136]. Fotoreseptdr dejenerasyonu, sayisiz cevresel ve
genetik bozukluga patolojik bir yanit olarak ortaya ¢ikan ve ilerleyici gorme kaybina ve
korliige yol agan bir durumdur. Retinitis pigmentosa ve yasla iliskili makiiler
dejenerasyon (AMD) gibi kalitsal retinal hastaliklar etkilenen kisiler i¢in biiyiik
sikintilar yaratir. Siffroi-Fernandez ve ark. FGF-19'un fotoreseptor tabakasina bitisik
hiicreler tarafindan eksprese edildigini ve saflastirilmis erigkin  fotoreseptor
kiiltiirlerinde FGF-19'un, FGFR4Un doza ve zamana baglh fosforilasyonunu
indiikledigini, spesifik transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu upregiile ettigini ve
sagkalimi arttirdigim1 gérmisler [136]. Bu nedenle retinal dejenerasyonun tedavisinde
faydali bir terapotik yaklasim olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu baglamda c¢alisma
sonuclarimiz  degerlendirildiginde; R550, R660, R663, R890 ve R893 nolu
hastalarimizda kanser progresyonu ve retinal gelisimde rol aldigi bilinen FGFR4

geninde ortak olarak goriilen c.1162G>A (p.Gly388Arg) patojenik varyantinin
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retinoblastoma  olusumunu  tetikleyen bir aday mekanizma olabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica ¢alisma kapsaminda degerlendirilen 6 hastanin 5’inde 4813
gen arasindan ortak olarak goriillen FGFR4 geni retinoblastoma hastaligi i¢in marker
gen olabilir. Bu konuda daha genis hasta gruplarinda bu varyantin varligir gelecekteki

calismalarda arastirilacaktir.

R550 nolu hastada €2 geninde ¢.954G>C (p.Glu318Asp) ve CFB geninde
c.26T>A (p.Leu9His); R550, R590 ve R663 nolu hastalarda ise CX3CRI geninde
c.935C>T (p.Thr312Met) varyantlarina rastlanmistir. C2 ve CFB genleri kompleman
sisteminin klasik yolaginin bir pargasi olarak iglev goéren serum glikoproteinleridir. CFB
geninin poliadenilasyon bolgesi C2 geninin 5' ucunun 421 bp uzagindadir. CX3CRI
geni ise monosit homeostazi, makrofaj fenotipi ve fonksiyonu gibi inflamatuar
tepkilerin yiiriitiilmesinde anahtar rol oynayan bir gendir. Zheng ve ark. 2013 yilinda,
CX3CRI’in anjiyogenik makrofaj sagkalimi ve tiimdr metastazi iizerine etkilerini
arastirmiglar ve CX3CR/’in tiimdr mikrocevresinde tiimor metastazina katkida bulunan
anjiyogenik makrofaj sagkaliminda rolii oldugunu ileri siirmiislerdir [137]. Ayrica
literatiirlerde CX3CRI’in koroner arter hastaliklart ve yasla iliskili makiiler
dejenerasyon ile iligkili oldugu da gosterilmistir [138, 139]. C2 ve CFB eksikliginin
bazi otoimmiin hastaliklarla iliskili oldugu ve bu genlerdeki SNP'lerin yine yasla iliskili
makiiler dejenerasyon gibi kalitsal retinal hastali§a neden oldugu bildirilmistir. Gold ve
ark. 2006 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; C2 geninde ¢.954G>C (p.Glu318Asp) ve CFB
geninde ¢.26T>A (p.Leu9His) varyantlarinin yasla iliskili makiiler dejenerasyon ile
anlamli diizeyde iliskili oldugunu gostermislerdir [140]. Literatiirler yasla iliskili
makiiler dejenerasyon ve retinoik asit yolagi arasindaki iligski acisindan tarandiginda;
birka¢ baglantiya rastlanmistir. Pavan ve ark. 2008 yilinda; RPE (retinal pigment
epiteli) hiicrelerinin, alt1 retinoik asit reseptoriinden yalnizca biri olan RAR-beta’y1
ifade ettigini gostermislerdir [141]. Tavakolifar ve ark. 2015 yilinda, retinoik asitin,
yasla iligkili makiiler dejenerasyonda yer alan major hiicre tipi RPE hiicrelerinde anti-
anjiyojenik etki yaptigin1 vurgulamislardir [142]. Tan ve ark. AMD hastalarinda fazla
retinoik asitin, lipofuscin parcaciklarinin olusumunu ve gelisimini hizlandirarak
AMD'yi  kdatiilestirebilecegini  belirtmislerdir [143]. Bu nedenle, RAR-beta
ekspresyonunun azalmasi nedeniyle retinoik aside diren¢ olusturabilecek RPE
hiicrelerinin, AMD'nin gelismesine ve ilerlemesine neden oldugunu sodyleyebiliriz.

Calisma sonuglarimiz bu baglamda degerlendirildiginde; C2, CFB ve CX3CRI
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genlerindeki patojenik varyantlarin AMD gelisimine retinoik asit yolag: iizerinden etki
edebilecegi diisiiniilebilir. Ayrica retinoik asit yolagi ile baglantili olmas1 nedeniyle bu
varyantlarin retinoblastoma hastaligi ile de iliskili olabilecegi varsayilmaktadir. Bu

anlamda daha genis hasta gruplarinda ek ¢alismalar yapilmalidir.

ATP6V0A4 geninde c.1739T>C (p.Met580Thr) varyantina sadece R550 nolu
hastamizda rastlanilmistir. Kawamura ve ark. 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada;
ATP6V0A4 geninin retinal pigment epitelinde asir1 eksprese oldugunu belirtmislerdir.
Retinal dokulardaki yiiksek ATP6V0A4 ekspresyonuna ragmen, insanlarda bu gendeki
fonksiyon kaybindan dolay1 gorme bozukluklari rapor edilen vakalar bulunmamaktadir
[144]. Calismamizda da sadece tek vakada saptanan bu degisikligin retinoblastoma
hastalig1 ile ne 6lctide iliskili olabilecegi konusunda net bilgi mevcut degildir. Bu agidan

ek caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yine R550 nolu hastamizda HFE geninde ¢.187C>G (p.His63Asp) varyantina
rastlanilmistir.  Bu gende gOriilen mutasyonlar hemokromatoz hastaligi ile
iliskilendirilmistir. Demirin asir1 birikimi olan hemokromatoz hastali§i demir
metabolizmasinin genetik bir bozuklugudur ve karaciger, kolorektal, prostat, meme ve
beyin tiimorii ile iliskilendirilmistir [145-147]. Bu hastaliktan sorumlu iki mutasyon
saptanmistir. Lee ve ark. 2005 yilinda; C282Y mutasyonunun meme kanseri ile
baglantili oldugunu ve agresif hastaligin gostergesi olarak degerlendirilebilecegini;
H63D mutasyonun ise malign gliomalarda daha sik goriildiiglinii belirtmislerdir. Ayrica
C282Y gen mutasyonu olan hiicrelerde DNA tamir, invazyon ve metastaz ve apoptoz
genleri, Jak-Stat yolak geni ve retinoik asit yolak geninin ekspresyonlarinin diistiigiinii
de gostermislerdir [148]. Demirin kanser gelisiminde nedensel bir faktor olarak
muhtemel rolii uzun siire tartisilmistir. Demiri potansiyel bir kanserojen yapan mantik,
bu metalin Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikal olusumunu katalize ederek
oksidatif stres yaratma kabiliyetine dayanir. Demir katalizli oksidatif stres, lipid
peroksidasyonuna ve protein modifikasyonuna, DNA hasarina ve sonu¢ta mutasyonun
tesvik edilmesine neden olur ve antioksidan savunmalarinin tilkenmesine yol acar.
Ayrica demir, kanser biiylimesi i¢in gerekli olan bir kofaktordiir. Hiicresel seviyede,
hiicresel demir metabolizmasinin diizenlenmesi, kanserojen ifadeyle uyarilan malign
fenotipe katkida bulunur. Ayni zamanda, demir homeostazindaki degisiklikler, ¢ok

adiml karsinogenez sirasinda hiicre i¢i demir birikimini asamali olarak belirler.
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Bununla birlikte, demirin hiicre dongiisii kontroliinde yer alan molekiillerin ekspresyonu
tizerinde de karmasik etkileri bulunmaktadir [149]. Demirin kanser olusum siirecindeki
tiim bu etkileri diisiiniildiigiinde; HFE geninde saptanmis olan c.187C>G (p.His63Asp)
mutasyonu hastamizdaki retinoblastoma olusumunu da tetiklemis olabilir. Ayrica bu
hastamizin ileriki yillarda karaciger kanseri basta olmak iizere kolorektal, prostat, meme

kanserleri ve beyin tiimdriine yakalanma riski de bulunmaktadir.

R550 nolu hastamizda RHAG geninde c.808G>A (p.Val270lle); SLC34A1
geninde c¢.272 292del21 (p.Val91 Ala97del) varyantlarina rastlanmistir. RHAG
genindeki defektler Rh-eksiklik sendromu ile iliskilidir. SLC3441 gen mutasyonlari ise
hipofosfatemi nefrolitiazisi / osteoporoz 1 hastalig1 ile iligkilendirilmistir. SLC34A41
geni Npt2a denilen bir protein kodlar. Iwaki ve ark. 2007 yilinda; Npt2a’nin fosfat
dengesinin saglanmasinda 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Ayrica SLC34A41
geninde goriilen mutasyonlarin fosfat dengesinden sorumlu oldugu bilinen bobrekteki
anormal patolojiye neden oldugunu da gostermislerdir [150]. Masuda ve ark. 2010
yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; All-trans-retinoik-asit (ATRA)’in renal proksimal
tiibiiler hiicrelerinde inorganik fosfat oranini arttirdigini belirtmislerdir. Ayrica vitamin
A eksikliginin Npt2a gen ekspresyonunu downregiile ederek bobrekte hiperfosfatiiri’ye
neden oldugunu vurgulamiglardir [151]. SLC34A1 geninin retinoik asit yolag: ile iliskisi
oldugu bilinse de bununla ilgili molekiiler mekanizma heniiz netlesmemistir. RHAG
geninin kanser gelisimi {izerine etkisi de heniiz bilinmemektedir. Bu genlerin
retinoblastoma olusumu ile nasil bir ilgisi oldugunun aydinlatilmasi i¢in detayli

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

R660 nolu hastada DSPP geninde saptanan c.202A>T (p.Arg68Trp) varyanti
literatiirde dentinogenezis imperfekta ve dentin displazisi ile iligkilendirilmistir. Zhang
ve ark. 2007 yilinda yaptiklart ¢alismada; dentinogenezis imperfekta hastaliginin
osteogenezis imperfekta ile iligkili oldugunu belirtmislerdir [152]. Osteogenesis
imperfekta hastaligi kemigin temel maddesini olusturan bag dokusundaki kalitsal bir
defekte bagli gelisen bir hastaliktir. Tip I de dahil olmak iizere osteogenezis
imperfekta'nin hafif formlar1 ¢ocuklukta ve ergenlikte genellikle kii¢iik travmadan
kaynaklanan kemik kiriklar1 ile karakterizedir. Kiriklar yetiskinlikte daha seyrek
goriilmektedir. Hastaligin hafif formlarma sahip olan kisilerde genellikle goz aki

(sklera) mavi veya gri renk tonlarina sahiptir ve yetigkinlikte isitme kaybina neden
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olabilir. R660 nolu hastamizda ikincil tiimor olarak fibrosarkom goriilmiis ve bu
nedenle 12 yasinda hayatin1 kaybetmistir. Tiim bu veriler 1518inda ¢alisma sonucumuz
degerlendirildiginde; bir bag doku hastaligi olan fibrosarkom ile DSPP geninde
goriilmiis olan bu mutasyonun iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu
mutasyona sadece fibrosarkom goriilen hastamizda rastlanmasi bu siipheleri ciddi

sekilde giiclendirmektedir.

R660 nolu hastamizda MBL2 geninde c.161G>A (p.Gly54Asp) varyantina ve
R590 hastamizda ise ¢.154C>T (p.Arg52Cys) varyantina rastlanilmistir. MBL2 geni
mannoz baglayan lektin olarak adlandirilan bir protein iiretir. Bu protein patojenlere
kars1 immiin sistem cevabinda onemli rol oynamaktadir. Bu gende goriilen mutasyonlar
otoimmiin yatkinlik ve infeksiydoz hastaliklarla iligkilidir. Baccarelli ve ark. 2006
yilinda; ¢.154C>T (p.Arg52Cys) varyantinin gastrik kanser riski ile iligkili oldugunu
gostermislerdir [153]. Bernig ve ark. ise 2007 yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada;
MBL?2 genindeki c.161G>A (p.Gly54Asp) ve c.154C>T (p.Arg52Cys) varyantlariin
meme kanser riskini arttirdigimi vurgulamislar [154]. Bu veriler 1s18inda; calisma
kapsaminda saptanmis olan bu varyantlarin hastalik olusumunda etkili olabilecegi
diistintilebilir ve hastanin ileri ki y1llarda meme kanseri ve gastrik kanserlere yakalanma

riski tagiyor olabilecegini diislindiirmektedir.

R663 nolu hastamizda FUT6 geninde saptanan c.739G>A (p.Glu247Lys)
varyanti literatiirde fukoziltransferaz-6 eksikligi ile iliskilendirilmistir. Brinkman-Van
der Linden ve ark. 1996 yilinda; FUT6 genindeki bu missense varyantin plazmadaki
enzim aktivitesini azalttigin1 belirtmislerdir [155]. Hutchinson ve ark. yaptiklari
calismada fukozil transferaz enzim aktivitesinin karaciger kanserli hastalarda daha
diisiik diizeyde saptandigimi gostermislerdir [156]. Kanser tedavisi igin yararh
olabilecek bu enzimatik aktivitesinin baskilanmasi FUT6 geninin kanser metastazinda
rol oynadigini kanitlamaktadir. Bu agidan degerlendirildiginde; R663 nolu hastada
saptanmigs olan mutasyonun ileri ki yillarda hastada metastaz gelisimine neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yine R663 nolu hastada GHRL geninde c.178C>A (p.Leu60Met) varyanti
saptanmistir. GHRL geni insanlarda obesite i¢in aday gen olarak bilinmektedir. Obezite
genlerin, davranmigsal faktorlerin ve onlarin etkilesiminin kombine etkisi sonucu

kaynaklanan kompleks bir fenotiptir. Enerji dengesini diizenleyen biyolojik faktorler
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insanlarda goriilen obezitede dnemli etki yaratmaktadir. Tschop ve ark. 2000 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada; biiyiime hormonu salgilayan peptit olan ghrelinin, biiylime
hormon salgilanmas1 ve enerji dengesindeki diizenleyici sistemlerle baglantili oldugunu
gostermigler [157]. Ukkola ve ark. 2001 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; GHRL
lokusundaki genetik degisikliklerin morbid obezitenin genetik sebeplerinden biri
olacagimi vurgulamiglardir [158]. Bunlarin disinda GHRL geninin retinoblastoma
patogenezi ile nasil bir iliskisi oldugu iizerine literatiirde net bir bilgi yer almamaktadir.

Bu iliskinin aydinlatilmasi i¢in bir¢ok koldan ek ¢alismalar yapilmalidir.

R890 nolu hastada HBD geninde ¢.82G>T (p.Ala28Ser) varyantina
rastlanmistir.  HBD genindeki mutasyonlar literatiirde sadece beta-talasemi ile
iliskilendirilmistir [159]. Yine R890 nolu hastamizda MCCC2 geninde c.1015G>A
(p.-Val339Met) varyantina rastlamlmistir. MCCC2 geni, 3-metilkrotonoil-CoA
karboksilaz veya 3-MCC olarak adlandirilan bir enzimin tiretiminden sorumludur. 3-
MCC enzimi, hiicrelerdeki enerji iireten organel olan mitokondride bulunur. Bu enzim,
diyetten elde edilen proteinlerin par¢alanmasinda ve enerji i¢in kullanilmasinda kritik
bir rol oynamaktadir. MCCC2 genindeki mutasyonlar 3-MCC eksikligi ile
iliskilendirilmigstir. 3-MCC eksikligi, en sik organik asidiiri olarak goriilen 16sin
katabolizmasinin otozomal resesif ge¢isli bir bozuklugudur [160]. Bu genlerin
retinoblastoma hastalig: ile iliskisi tizerine hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ac¢idan

yapilacak detayli calismalara ihtiyag vardir.

R550 ve R660 nolu hastalarimizda RPGRIPI geninde ¢.1639G>T
(p.-Ala547Ser) varyanti saptanmistir. RPGRIPI, retinada eksprese olan bir gendir.
Retinitis pigmentosa GTPaz diizenleyici protein ile etkilesime girer ve koni ve ¢ubuk
fotoreseptor hiicrelerinin 6nemli bir bileseni olan bir fotoreseptor proteinini kodlar. Bu
gendeki mutasyonlar otozomal resesif bir hastalik olan retinitis pigmentosaya yol acar.
Retinitis pigmentosa retinadaki fotoreseptor hiicrelerinde kiriklara ya da kayiplara yol
acan genetik bir hastaliktir [161]. Retinoblastoma ise fotoreseptor hiicrelerinde goriilen
bir tiimordiir. Literatiirde retinitis pigmentosa ve kanser olusumu arasinda iligki oldugu
da gosterilmistir. Winzelberg ve ark. 1980 yilinda retinitis pigmentosa ve kolon kanseri
arasindaki ilk iliskiyi rapor etmislerdir [162]. Bu acidan degerlendirildiginde; RPGRIP1

geninde goriilen mutasyon bu hastalarda retinoblastoma olusumunu tetiklemis olabilir.
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R590 nolu hastamizda SERPINAI geninde c.1177C>T (p.Pro393Ser) varyanti
saptanmistir. SERPINAI geni, bir tlir serin proteaz inhibitorii (serpin) olan alfa-1
antitripsin adi verilen proteininin iiretiminden sorumludur. Serpinler, bazi enzimlerin
aktivitesini bloke ederek ¢esitli kimyasal reaksiyonun kontroliine yardimei olur. Alfa-1
antitripsin, sindirim enzimi tripsininin bagirsaklara ulagsana kadar proteinleri
parcalamasini engeller. Alfa-1 antitripsin, enfeksiyona karsi savagsmak icin beyaz kan
hiicrelerinden salinan noétrofil elastaz adi verilen gii¢lii bir enzim de dahil olmak {izere
diger enzimleri de bloke eder. Alfa-1 antitripsin, akcigerleri nétrofil elastazdan korur ve
bu da diizgiin kontrol edilmediginde akciger dokusuna zarar verebilir. Alfa-1 antitripsin
karacigerde iiretilir ve daha sonra kandan akcigerlere tasinir [163]. Bu nedenle
SERPINAI genindeki bozukluklar amfizem ve karaciger hastaligi ile iliskilendirilmistir
[164]. Yoon ve ark. 2002 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; Alfa-1 antitripsinin
kronik akciger hastalik riskini arttirdigini belirtmislerdir [165]. Alfa-1 antitripsin
ekspresyonunun akciger, kolorektal ve gastrik karsinomada invazyon ve metastaz
potansiyeli ile iliskili oldugu gosterilmistir [166-168]. Ayrica gastrik, tiikriik bezi
kanserleri ve malign melanomda yiiksek diizeyde eksprese edildigi de bildirilmistir
[169, 170]. Chan ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada; SERPINAI geninin
Ostrojen reseptorii hedef geni oldugunu ve meme kanser hastalarinda sagkalimin
degerlendirilmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir [171]. SERPINAI geni ve
kanser gelisimi arasindaki iliski disiiniildiigiinde retinoblastoma ile iliskisi belirtilmis

olmamasina ragmen ek caligmalarla aragtirilmasi uygun olacaktir.

Tiim ¢alisma sonuclar1 degerlendirildiginde; ailelere 6zel belirlenmis genler ve
hastalarda ortak olarak goriilen genler oldukga dikkat gekmektedir. Ozellikle FN096
ailesindeki CLEC7A geni; FN106 ailesindeki APOC3 ve MUTYH genleri ve FN129
ailesindeki UGTIAI geni bu ailelere 6zel RBI disinda retinoblastoma olusumunu
tetikleyen aday genler olarak diisiiniilebilir. Bu hastalarin aileleri en az 3 jenerasyon
boyunca bu genlerin aktarimi agisindan detayli bir sekilde aragtirilmali ve bu
mutasyonlarin hastalara kalitsal m1 yoksa de novo olarak m1 aktarildig: belirlenmelidir.
Ayrica 6 hastanin besinde ortak olarak saptanmis olan FGFR4 geni basta olmak lizere
ACADS, CX3CRI1, GBEI, KRTS85, NOOI ve TYR genlerinin retinoblastoma etiyolojisi
ve patogenezinde etkili aday genler olabilecekleri diisliniilmektedir. Bu genlerin genis
hasta gruplarinda detayli bir sekilde c¢alisilmast ve ailesel aktarimlarinin

degerlendirilmesi gerekmektedir. Calismada dikkat ¢eken bir diger gen ise ikinci tiimor
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olarak sadece fibrosarkoma sahip olan R660 nolu hastamizda goriilen DSPP genidir. Bu
gendeki mutasyonlarin retinoblastoma hastalarinda 6zellikle sarkom seklinde goriilen
ikincil tlimdrlerin olusumundaki aday gen olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hipotezin
desteklenmesi i¢in ikincil tiimor saptanmis olan retinoblastoma hastalarinda daha
detayli arastirma yapilmasi ya da fibrosarkoma sahip diger hastalarin incelenmesi
gerekmektedir. RB/ geni disinda retinoblastoma olusumunu tetikleyen diger genlerin
arastirtlmasini amaglamis oldugumuz bu tez c¢alismamizda; elde edilen sonuglar
retinoblastoma etiyoljisinde RB/ geninden bagka genlerin de varligin1 gostermektedir.
Literatiirdeki bu konudaki eksiklikler diiiiniildiigiinde oldukca katki saglayacak bir
calisma oldugu diistiniilmektedir. Bundan baska ilk bakista; retinoblastoma olusum
siirecinde hi¢ bir etkisi gdosterilmemis ve birbiri ile alakasiz gibi goriilen gen
mutasyonlarinin aslinda retinoik asit yolagi ile iligkili olmasi, s6z konusu genlerin
retinoblastoma olugumunda bilinen yolaklarin diginda bir gen yolaginin etkili olduguna

dair ilk sonuglart dogurmaktadir.
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