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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, milattan 6nceki yillardan bu yana varligi bilinen, zamanin bilgisi ve bilimin
sinirlar1 kadar tarif edilebilmis, giiniimiizde ise olusumundan gelisimine, tanisindan
tedavisine ¢ok fazla bilgiye sahip oldugumuz, bilgimiz arttikga bilmedigimiz kismin

derinliginin daha iyi farkina vardigimiz bir hastaliktir.

Global Cancer Statistics 2018 (GLOBOCAN) verilerine gore Diinya ¢apinda en sik
gorilen kanser kadinlarda meme kanseridir, ayrica kadinlarda kanserden 6liimlerin en sik
nedenidir. Tiirkiye verileri de Diinya geneliyle ortiismekte ve kadinlarda en sik goriilen

kanserin iilkemizde de meme kanseri oldugu bildirilmektedir.

Kalitsal meme/over kanseri ise Breast Cancer 1 (BRCA1) ve Breast Cancer 2
(BRCAZ2) genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu otozomal resesif bir hastaliktir. DNA
onariminda gorev alan bu iki gendeki hastalik yapici mutasyonlar kalitsal meme/over
kanserlerinin yaklasik %5-10’undan sorumludur. Giiniimiize kadar BRCA1/BRCA2
genlerinde meme/over kanserine neden oldugu bilinen 5000°’den fazla mutasyon

bildirilmistir.

The National Comprehensive Cancer Network (NCCN) meme/over kanseri tanisi
alan veya ailesinde meme/over kanseri tanisi almis olgular bulunan bireyler igin BRCAL/
BRCAZ2 test kriterlerini belirlemistir. Bu kriterlere uygun olarak segilen olgularda, farkli
genetik yontemler kullanilarak BRCA1/BRCAZ2 gen analizleri yapilabilir. Bu yontemlerden
en sik kullanilanlar1, konvansiyonel dizi analizi ve MLPA (Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification) iken, son yillarda teknolojinin ilerlemesi, test ¢alisma siiresinin daha
kisa olmasi, ayn1 anda ¢ok sayida ornegin calisilmasinin miimkiin olmas: gibi nedenlerle

Yeni Nesil Dizileme (NGS) platformlari 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu tez calismasinda, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Genetik poliklinigine bagvuran/konsulte edilen ailesel/kalitsal meme/over kanseri
olgularindan BRCA1/BRCA2 geni ¢alisma kriterlerini karsilayanlarin dosyalarinin
retrospektif olarak taranmasi, olgularin BRCA1/BRCA2 geni konvansiyonel dizi analizi
sonuglariin incelenerek toplumumuza 6zgii BRCAL/BRCA2 gen mutasyonlarinin ve

mutasyon sikliklarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser
2.1.1. Kanserin Tarihgesi

Kétii huylu tiimérlerle ilgili ilk tanimlar M.O. 3000 yillarina ait oldugu diisiiniilen
Misir Papiriisleri (Edwin Smith Papirtisleri), Babil ¢ivi yazisi tabletleri ve eski Hint
yazmalarinda karsimiza ¢ikmaktadir (1). Edwin Smith Papiriisii ilk yazili kanser belgesi
olarak tarihe ge¢mis olup, meme tiimorii olan sekiz vaka tanimlanmakta ve tiimoriin
tedavisinin olmadigindan bahsedilmektedir. Ebers Papiriisii’'nde (M.0.15-16. yiizy1l), ilk
yumusak doku tiimorleri cerrahi yontemlerle tedavi edilebilecek, tag gibi sert, nasir
seklinde bir damar tiimorii olarak tanimlanmis, yaranin fazla kanamamasi igin
operasyondan sonra yakilmasi Onerilmis ve tiimdr tedavisinin Oldiiriicii olabilecegi
belirtilmistir. Kanser terimi ise ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-370) organizmanin
sifa bulmayan yeni yapilanmalari i¢in kullanilmistir. Bu yeni yapilanmalari; Hipokrat
“karkinos’’ ya da “karkinoma’’ olarak adlandirirken, Celsius (M.O. 25- M.S. 50) Yunanca
“karkinos” terimininden Latince’de “kanser” olarak bahsetmis, Galen (M.S. 130-200) ise
timorleri tanimlamak i¢in “onkos” (siskinlik) terimini kullanmistir (2). Tiirk tip tarihinde
ise, Tarsuslu Osman Hayri Efendi’nin “Kenziisthhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde
findik ya da kiicik yumru biyilikliglinde, agrili, etrafi damarli bir olusum olarak
tanimladigr “seretan’’ terimi, kanserli dokunun Tiirk tip tarihindeki ilk adidir (3). Tarihsel
bilgiler 1s1g¢1nda, kanserin bilinirliginin olduk¢a eski zamanlara dayandig1 bir gergektir ve
ilk tanimlandig1 zamanlardan bu yana, agir klinikle seyreden, tedavisi zor ve 6liimciil bir

hastalik grubu olarak halen ciddiyetini korumaya devam etmektedir.
2.1.2. Kanser Hiicresinin Ozellikleri

Kanser; hiicre proliferasyonu/apoptozis oraninin proliferasyon lehine kontroliiniin
kaybedildigi yani kontrolsiiz hiicre cogalmasinin izlendigi genetik temelli bir hastaliktir.
Tek bir hastalig1 tanimlamaktan ziyade, kitle ve tiimor olusumuna yol agan ¢ok basamakl
bir neoplaziyi tanimlar (4). Kontrolsiiz ¢ogalma en dnemli 6zellik olmakla beraber, kanser
hiicresinin diger biyolojik 6zellikleri arasinda; hiicre kiiltiiriinde kontakt inhibisyondan ve

apoptozisten kagabilme, dis uyaranlara gereksinim duymadan bdoliinebilme, ¢ogalmayi



baskilayici sinyallere duyarsizlik, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme
sayilabilir. ilk etapta ‘normal’ bir hiicrenin, yer aldigi organizmanm &liimiine sebep
olabilecek bu olumsuz 6zellikleri sonradan nasil kazandigi, diger bir ifadeyle ‘onkogenez’
ya da ‘karsinogenez’ olarak isimlendirilen bu siirecte hangi mekanizmalarin rol oynadigi
ancak yakin zamanlarda ve kismen anlasilabilmistir (5). Buna gore onkogenez, genetik
degisiklikler; yani mutasyonlar araciligi ile gelisen bir siiregtir. Bu siire¢ kiginin genetik
Ozellikleri ve {i¢ ana harici ajanin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Gen dis1 bu faktorler,
fiziksel karsinojenler (ultraviyole ve iyonize radyasyon), kimyasal karsinojenler (asbest,
tiitlin ve tiitiin triinleri, arsenik vb.) ve biyolojik karsinojenlerdir (baz1 viriisler, bakteri ve
parazitler). Yaslanma ise kanser gelisiminde rol oynayan bir diger faktordiir. Genel risk
birikimi bir kisinin yaslandikca hiicresel tamir mekanizmalarinin daha az etkili olmasiyla
artar (6). Genellikle timor baskilayict genler, onkogenler veya bunlarla etkilegen
proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlardan veya daha biiyiikk ¢aplt
kromozomal yeniden diizenlenmelerden kaynaklanir. Bunlar ¢ogunlukla hiicre
proliferasyonunu etkileyen sinyal proteinleri, hiicre dongiisii ve DNA tamir mekanizmast
ile iliskilidir (7). Yakin donemdeki calismalar transkripsiyonel aktivite bozukluklari,
epigenetik degisimler ve miRNA defektlerinin de kanser olusumunda rol oynadigini

gostermistir (8).

Kanser, hiicrenin asir1 ve zamansiz ¢ogalmasina yol acan metabolik ve davranigsal
degisiklikler gecirdigi, cok basamakli bir siirectir. Bu degisiklikler, hiicre ¢ogalmasini ve
Omriinii, komsu hiicrelerle olan iligkilerini ve immiin sistemden kagma kapasitesini kontrol
eden mekanizmalarin modifikasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikar. Kanserli hiicrenin gelismesi
icin bozulmasi gereken ii¢ temel mekanizmanin ilki, hiicrelerin sadece uygun sinyal ile
boliinmesidir. Hiicre bir hormon ya da biiyiime faktori ile uyarildiginda normal olarak
aktif hale gegen devreler bir daha kapanmazsa bu mekanizma bozulmus olur. Bir diger
mekanizma, hiicrenin anormal kosullarla karsilastiginda, hasarli olan genlerin DNA
replikasyonunu baslatmak yerine apoptozisi aktif hale getirmesidir. Apoptozisten kagmak
icin hiicrelerin normalde asir1 hiicre bdliinmesini engelleyen mekanizmalar1 etkisiz hale
getirmesi gerekmektedir. Bu mekanizmalar iki 6nemli gen tarafindan diizenlenmektedir.
Bu genler Retinoblastoma (RB) ve Timor Protein P53 (TP53) genleridir. Bu iki
mekanizma mutasyonla etkisiz hale geldiginde hiicreler sadece boliinmez, bununla birlikte

apoptozisten de kacarlar ve bdylece tiimodral doku olusumu baslar. Uciincii mekanizma ise



normal hiicrelerin sinirli boliinmesiyle ilgilidir. Normal hiicreler kromozomlarin ucunda
bulunan telomerler nedeniyle sinirli sayida boliinmektedir. Telomerler, boliinmeyle kisalan
DNA tekrarlarindan olusur. Tekrarlar bittiginde hiicre boliinme 6zelligini yitirmis yash
hiicre halini alir. Kanserli hiicrede telomeraz enzimi kromozoma yeni tekrarlar ekleyerek
boliinme 6zelliginin devamliligini saglar ve hiicre programlandigindan ¢ok daha uzun bir
stire boyunca bdliiniir. Kanser hiicreleri, atipik metabolik 6zellik gosterir. Hizli prolifere
olan tiimorler, bir molekiil glikozdan elde edilecek ATP miktarinin ¢ok az olmasina
ragmen glikozu aerobik ortamda laktata doniistiirmektedir. Kanser hiicrelerinin bu 6zelligi

"Warburg Etkisi" olarak adlandirilmaktadir (9-10).

a Quiescent normal cell
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Sekil 1. Warburg etkisinin molekiiler mekanizmasi (6). a) Boliinmeyen normal hiicre b)

Boliinen timor hiicresi.



2.1.3. Kanser ve Genetik

Hiicrenin kanserlesmesi i¢in, baz1 6zel genlerin mutasyona ugramasi gereklidir. Bu
genlerin islevleri bakimindan, bir proto-onkogen ya da bir tiimor baskilayicit gen oldugu
tespit edilmistir (11). Hiicre boliinmesini, farklilasmasini, DNA tamirini ve apoptozu
kontrol altinda tutan bu genlerde olusan mutasyonlar kansere yol agabilmektedir. Bu
stirecte olugan mutasyonlar kendi kendine ya da radyasyon gibi mutajenik etkenlerle
baglantili olarak olusabilir (12). Normal hiicrelerde DNA’da olusan hasarlarin, DNA tamir
enzimleriyle onarimi yapilmakta, onarilamadigi takdirde timor baskilayici genler ve
apoptotik genlerin ortak faaliyetleri ile hiicre apoptoza yonlendirilmektedir. Bu durumlarda
mutant timor potansiyeli olan hiicrelerin yasayabilme kapasitelerinin yetersiz olmasi
nedeni ile organizma kanserli hiicrelerden arindirilir. Fakat genetik yatkinliklar ile beraber
mutant hiicrelerin yasamimi devam ettirme potansiyeli kazanmalari, hiicre sinyal
sistemlerinin siirekli etkin kalmasi sonucu tiimoér hiicreleri dokular arasinda yayilmakta ve

kanserlesmektedir (13).
2.1.3.1. Tiimor Baskilayict Genler

Tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarin1 diizenleyen genler
olmalarinin yani sira apoptoz siirecini de baglatan genlerdir. Tiimor baskilayici genler
tarafindan kodlanan proteinler, normal hiicrelerde DNA hasarina veya dis cevreden
kaynaklanan biliylimeyi stimiile edici sinyallere yanit olarak hiicre dongiisiiniin tutulumunu
gerceklestirebilmektedir. Proliferasyonu direkt olarak baskilayan tiimdr baskilayici genlere
‘bekei’ tipi genler ismi verilmistir. Bek¢i genler, hiicre dongiisiinii kontrol altinda tutarlar.
Hiicreyi apoptoza sevk eden genler de bu gruptadir (14). Tiimor baskilayict genlerde
rastlanan islev yitirici mutasyonlar hiicreye ¢ogalma bakimindan bir istiinliik saglar. Hiicre
cogalmasimi direkt baskilayan bekgi tipi tiimor baskilayici genlere ek olarak, dolayli olarak
etkisini gosterenler de vardir. Bu genlere de ‘bakici’ tipi tlimor baskilayict genler adi
verilmistir. Bakict genler, genomun biitiinliiglintin korunmasinda gorevli olan DNA tamir
genleridir ve mutasyon olusumunu engellerler. Bu genlerde islev kaybina yol acan bir
mutasyon olustugunda, genom boyunca mutasyonlar ortaya ¢ikmaya baslar ve genomik
kararsizlik gelisir. Genomik kararsizlik, bekgi tipi tiimor baskilayici genlerin ve proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasi sonucu da olusabilir. Timor baskilayict genlerin etkisini

kaybetmesi i¢in her iki allelinin de fonksiyonunu yitirmesi gerekir. Tiimor baskilayici bir



genin her iki allelinin de aktivitesini kaybetmesi sonucunda, hiicrenin biiylimesi ve
boliinmesi siirekli devam eder ve hiicre kanserlesmeye baslar (15). Baz1 germ-line tiimor
baskilayic1 gen mutasyonlar1 kalitsal kanserlerle baglantilidir. Bu genlerin sporadik

kanserlerde de mutasyon tasidigi tespit edilmistir (Tablo 1.).

Tablo I. Timor Baskilayict Genler (14,16,17)

Gen Fonksiyon Ailesel Kanser Iliskisi Diger Tiimér [liskileri
p53 Transkiripsiyon faktoérii | Li-Fraumeni Sendromu | Kanserlerin %50’den fazlasi
Transkripsiyonel .
RB baskilama Retinoblastoma Cok sayida
Cdk inhibisyonu (RB
INK4a (p16) aktivasyonu) Melanoma Cok sayida
ARF Md_m2 antagonisti (53 Melanoma Cok sayida
aktivasyonu)
APC Wnt{WlngIess sinyal A11§se1 Adenomatoz Kolorektal kanser
yolagi Polipozis
. y Bazel Hiicreli Neviis Medulloblastom, Bazal hiicreli
PTCH Hedgehog sinyal yolag: (Gorlin) Sendromu kanser, Rabdomyosarkom
SMAD4/DPC4 | TGF-beta sinyal yolag: ;‘;Tf;;lzgamam’mam Pankreas ve kolon kanseri
Glioblastom, Tiroid kanseri,
PTEN Lipid fosfataz Cowden Sendromu Endometriyum kanseri, Prostat
kanseri
TSC1/2 mMTOR inhibisyonu Tuberoz Skleroz Re.l.lal hucreh 0
anjiyofibrom
NF1 I;jaiSCilgln GTPaz aktive Norofibromatozis Sarkom, Gliom
. Lynch Sendromu Endometriyum, Mide, Over,
MSH2 — MLH1 | DNA mismatch onarimi (HNPCC) Mesane kanseri
WT1 Transkripsiyon faktorii Wilm’s Timor Rabdomyosarkom
ATM DNA hasar sensoril Ataksi Telenjiektazi Lenforetikiiler maligniteler
NBS1 S fazm(}a DNA onarim1 | Nijmegen Breakage Lenforetikiiler maligniteler
kontrolii Sendromu
CHEK?2 E:)?&?g:)kmaz (GI7de Li-Fraumeni Sendromu | Meme, Prostat, Kolon kanseri
BRCAL/2 DNA onarimi A|IeseI_Meme/Over Prostat_, Endometrium, Pankreas
Kanseri kanseri, Melanoma
. DNA onarimi . .
FA genleri (S fazinda kontrol) Fankoni Anemisi AML
VHL E3 ligaz tanima faktorii Von Hippel-Lindau Renal 1.1.ucre11 kanser, Serebellar
Sendromu hemanjiyosarkoma
AR Androjen tiretimi Prostat kanseri Meme _kanserl, Endometriyum
kanseri
Meme kanseri, Over kanseri,
CDH1 Hiicre hareket kontrolii | Mide kanseri Prostat kanseri, Endometriyum
kanseri
BARD1 DNA onarimi Meme Kkanseri Over kanseri
BRIP1 DNA onarimi Meme Kkanseri Over kanseri
PALB2 DNA onarimi Meme kanseri Wilms tiimorii, Medulloblastom




Tablo I. Timor Baskilayict Genler (14,16,17) (devami)

Hiicrede enerji
STK11 meabolizmasini Peutz-Jeghers Sendromu
diizenleme

Pankreas kanseri, Malign
melanom

Nijmegen Breakage

RAD50 DNA onarimi
Sendromu

Meme ve over kanseri

RAD51 DNA onarimi Meme kanseri Prostat kanseri

2.1.3.2. Onkogenler

Protoonkogenler, hiicrenin normal dongiisiinii kontrol altinda tutan sinyal
yolaklarinda, hiicre ¢ogalmasinin ve canliliginin devam ettirilmesinde denetleme goérevini
yaparlar (18). Yani hiicrelerin biiyiime ve farklilasmasinda rol alan biiyiime faktorleri ile
bu biiylime faktorlerinin sinyal iletiminde yer alan proteinleri (reseptorler, sitoplazmik
proteinler ve ¢ekirdekte yer alan transkripsiyon faktorleri) kodlayan genlerdir. Onkogenler
ise, protoonkogenlerin mutant formlaridir. Protoonkogenlerin onkogenlere doniistimii
sonucunda biiyiime faktorlerinin iiretimi artmakta, hiicre boliinmesi {izerindeki kontrol
kaybolmakta, hiicre membraninda biiylime faktorii uyarisiyla baslayip, c¢ekirdege ulasan
sinyal ileti sistemi kontrolsiiz uyarilmakta, ¢ekirdekte transkripsiyon faktorlerinin sentezi
artmakta, hiicre kontrolsiiz bir sekilde cogalmaya devam etmektedir. Onkogenler hiicresel
etki alan1 olarak baskindir. Bu genlerin yalnizca tek bir allelindeki mutasyon, hiicre fenotip
degisimlerini tetikleyebilir. Hiicre boliinmesini uyararak, timor olusumunu baglatirlar (19).
(Tablo I1)

Bazi normal genlerin onkogenlere doniisebildigi ilk olarak tiimor virtisleri ile ilgili
caligmalarda dikkati ¢ekmistir. Viriis ile enfekte konak hiicre genomunda bulunan bazi
genlerin viral onkoproteinleri sentezlettigi belirlenmistir. Protoonkogenlerin kodladig:
proteinler Onlerine ¢ (cellular) harfi alarak, onkogenlerin kodladigi proteinler ise izole
edildigi viriisii tamimlayan ti¢ harfli bir kelimenin Oniine viral kaynakli olduklarini ifade
eden v harfi alarak ifade edilmektedir. Ornegin v-sis, Simian Sarkoma viriisiine ait proteini

gostermektedir (20).



Tablo I1. Onkogenler (19,21)

Onkogen Fonksiyon Kanser

Abl Tirazin kinaz aktivitesi KML

Akt-2 Serin/Treonin kinazi kodlar Over kanseri

Bcl-2 Apopitozu dnler B hiicreli lenfoma/lésemi

Egfr Tirozin kinaz Squaméz hiicreli kanser

ErbB-2 Tirozin kinaz Meme, tiikriik bezi ve over kanseri

Fos Transkripsiyon faktor Osteosarkom

Myb Transkripsiyon faktorii kodlar Kolon kanseri ve l6semi

Myc Hiicre proliferasyonu ve DNA sentezi t&fﬁ;ﬁiﬁf}ﬁﬁ}iﬁﬁiiiiebfl\g slif)r\;le

Ras G pro_teinin mutasyona ugramis alt Lé')sem_i, MDS, akciger, kolon ve pankreas
birimi kanseri

Ret Reseptor tirozin kinaz kodlar Tiroid kanseri, MEN2

Ros Tirozin kinaz Sarkoma

2.2. DNA Onarmm
2.2.1. DNA Hasart

Genetik bilgiyi tasiyarak nesilden nesile aktarilmasini saglayan canli genomu, DNA
hasarina neden olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Hasar kaynaklar1 ekzojen veya
endojen olabilir. DNA hasarina neden olan kimyasal ajanlar, X-1ginlar1, ultraviyole gibi
cevresel etmenler ekzojen nedenlerden bazilaridir. DNA replikasyonu ve rekombinasyonu
gibi olaylar sirasinda, hiicresel metabolizmanin yan iiriinii olarak tiretilen serbest radikaller
gibi endojen ajanlar da DNA hasarina neden olmaktadir. Olusan hasar DNA onarim
sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu veya onarim
sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda DNA iizerinde olugan hasar hiicre 6liimiine veya
mutasyona neden olur. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda her giin c¢ok sayida
kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana gelmektedir. Yasayan
organizmalar, genetik materyallerini bu etkenlerin olusturdugu hasara karsi korumak

amaciyla DNA onarim mekanizmasina sahiptirler (22).



2.2.2. DNA Tamir Mekanizmalari
2.2.2.1. Direkt Tamir Mekanizmalart
2.2.2.1.1. Fotoreaktivasyon

Ultraviyole 1s181in neden oldugu siklobiitan primidin dimerlerinin (CPD) fotoliyaz
ve O-6-Metil-DNA-alkiltransferaz enzimi ile tamirine fotoreaktivasyon denir. Reaksiyon
UV ile olusan primidin dimerlerine spesifik oldugundan hata olasiligt olmadig

diistiniilmektedir (23).
2.2.2.1.2. O-6-Metilguanin Tamiri

Guaninin 6. pozisyonundaki karbon DNA hasarina duyarli bolgelerden biridir.
Alkilleyici ajanlar varliginda bir metil grubu baglayarak O-6-metilguanin olusturur. O-6-
metilguanin sadece iki hidrojen kopriisii olusturabildigi i¢in, sitozin yerine timinle eslesir.
O-6-Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’da yanlis metillenen bazlarin CH3
gruplarin1 kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal guanin olusumunu saglarken

kendisi de geri doniigiimsiiz olarak baskilanmis olur (23).
2.2.2.1.3. Basit Tek Zincir Kiriklarinin Ligasyonu

X 1511 ya da peroksitler gibi bazi ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara neden
olabilmektedir. Basit tek zincir kiriklari en yaygin DNA hasarlarindan biridir ve hiicrelerde
hergiin onbinlerce kez ortaya ¢ikmaktadir. Bir zincirde olan basit kiriklari DNA ligaz
enzimi enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5’fosfat grubu ve 3’OH grubu arasinda
fosfodiester bagint olusturarak tamir etmektedir (23). Kalic1 kiriklar replikasyon gatalini

bozarak genomik dengesizlige neden olmaktadir (24).
2.2.2.2. Kesip-Cikarma (Eksizyon) Tamirleri

Bu tamir mekanizmasinda DNA hasariin tespit edilmesi ilk ve en 6nemli basamagi
olusturmaktadir. Hasar1 iceren oligoniikleotid parcalar1 bir niikleaz tarafindan ¢ift yonlii
kesilip ¢ikartilir. Olusan bosluklar DNA polimeraz tarafindan doldurulur ve DNA ligaz son
bagi kurarak olusan bosluklar1 tamamen kapatir. Béylece DNA ¢ift zincirinin biitiinligii

saglanmis olur (25).



2.2.2.2.1. Baz Eksizyon Tamiri (BER)

Spontan veya kimyasallar nedeniyle meydana gelen alkilasyon, deaminasyon,
oksidasyon ve DNA replikasyon hatalarinin neden oldugu kiigiik DNA modifikasyonlari
onemli DNA tamir siireglerinden birisi olan baz eksizyon tamiri ile diizeltilmektedir. DNA
glikozilaz, AP endoniikleaz ya da AP DNA liyaz, DNA polimeraz ve DNA ligaz enzimleri

yanlig yerlestirilen veya hasarli bazlari uzaklastirarak DNA onarimini gergeklestirir (26).

T —
S
- DNA hacar

ATP

ADP + Pi

ATP

ALF + ¥

ATP

ADP + Pi

ADP + Pi

DNA ligaz, ATP, dNTP ler

JIT T

Sekil 2. Insanda eksizyon tamir mekanizmas1 basamaklar1 (25). XPA: Kseroderma

Pigmentosum grup A; RPA: Replikasyon Proteini A; TFIIH: Transkripsiyon Faktorii I1IH;
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XPC: Kseroderma Pigmentosum grup C; XPG: Kseroderma Pigmentosum grup G; XPF:
Kseroderma Pigmentosum grup F; ERCC1: Excision Repair Cross-Complementing Rodent
Repair Deficiency, complementation group 1; PCNA: Prolifere Hiicre Niikleer Antijen;
DNA pol €/5: DNA polimeraz €/6

2.2.2.2.2. Niikleotid Eksizyon Tamiri (NER)

UV ile indiiklenmis primidin dimerlerinin ya da c¢ogunlukla mutajenik
kimyasallarin ve kemoterapoétik ajanlarin olusturdugu DNA eklentilerinden kaynaklanan ve
sarmal yapida genis bozulmalara neden olan DNA hasarlarinin, 6zellikle de heliks
distorsiyonuna neden olanlarin onarimi NER sistemi ile yapilir. BER’de bazlar kesilip
cikarilirken, NER’de hasarli bazlar yaklasik 24-32 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotid
pargalar olarak kesip ¢ikarilir. Memeli NER mekanizmasinda 30’un iizerinde protein yer

almaktadir (23,26).
2.2.2.2.3. Yanhs Eslesme Eksizyon Tamiri (MER)

DNA polimeraz, replikasyon sirasinda hata okuma (proofreading) yetenegine
sahiptir. Yanlhs eslesme eksizyon tamiri replikasyon sirasinda meydana gelen ve cift
sarmalda anormal boyutlara neden olan hatalar1 diizeltir. MER sistemi kiigiik tek zincir
DNA halkalarmin ve yanlis eslesmenin replikasyon sonrast tamirinden sorumlu

oldugundan, DNA replikasyonu dogrulugunun en son sorumlusu olarak kabul edilir (23).
2.2.2.3. Rekombinasyonel Tamir

DNA hasari, tamir sistemleri tarafindan tamir edilememisse, replikasyondan sonra
aktif olan mekanizmadir. DNA replike olurken, DNA polimeraz 6nce hasarli bolgede
duraklar. Hasarl1 bolgeyi de icine alacak sekilde bosluk birakarak atlar ve senteze devam
eder. Rec A proteini, rekombinasyonal bir degis tokus islemi ile hasarsiz komplementer
zincirde bulunan sekansi transfer eder. Komplementer zincirde olusan bosluk DNA
polimeraz - DNA ligaz enzimleri sayesinde doldurulur. Kalan lezyon diger tamir sistemleri

ile onarilir (23).
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2.2.2.4. SOS Tamiri

DNA hasarinin biiyiik oldugu ve diger tamir mekanizmalarinin basarili olamadigi
ya da devre dis1 kaldigi durumlarda aktive olan acil cevap sistemidir. DNA sentezi
sirasinda, bir lezyonun iizerinden atlamak yerine sistem, DNA polimerazin lezyon
karsisinda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Replikasyonun dogrulugundan
fedakarlik edildiginden hataya meyilli sistem de denir (23).

2.2.2.5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri
2.2.2.5.1. Serbest Uglarin Homolog Olmayan Baglanmasi (NHEJ)

NHEJ, iyonize radyasyon ve radyomimetik ajanlarla olusan cift zincir DNA
kiriklarinin tamirinde gorev alir (22). Cift zincir kirik uglari modifiye ederek birbirine
baglar. Ku 70 - Ku 80 kompleksleri DNA kirik uglarina baglandiginda, DNA bagimli
protein kinaz aktive olarak diger proteinlerin hasar bolgesine gelmelerini saglar. Bu protein
komplekslerinin formasyonu DNA ligaz IV-XRCC4 kompleksinin kirik uglarimin
baglamasint saglar. Bu tamir sistemi ile hasarlanmamig DNA kalibina ihtiyag

duyulmaksizin hataya meyilli olarak, birka¢ niikleotid kayb1 ile DNA onarimi gerceklesir
(23).

2.2.2.5.2. Homolog Rekombinasyon (HR)

Homolog rekombinasyon kardes kromatid iplik¢igini kalip olarak kullanarak cift
zincir kirik onariminin hatasiz olarak yapilmasini saglar. HR boéliinen hiicrelerde, homolog
kardes kromatide ulagilabildigi zaman yani hiicre dongiisiiniin S, G2/M fazlarinda
gerceklesmektedir. Ek olarak HR, replikasyon c¢atalinin korunmasi, telomer bakimi ve
mayoz I’de kromozom dagiliminin korunmasinda onemlidir. RAD ve BRCA genleri
tarafindan yonlendirilir. MRE11-RADS50-NBS1 kompleksinin niikleaz aktivitesi ile kirik
uglart degredasyona ugrar. RAD52 proteini 3' uglara baglanir. RAD51-BRCA2 kompleksi,
rekombinasyon olusturmak {izere kardes kromatid zincirin hasar bolgesine invazyonunu
saglar. Bu zincir kalip olarak kullanilarak sentez yapilir ve hasar onarilir (DNA polimeraz -
DNA ligaz) (24).
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Sekil 3. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri (24). DSB: Cift Zincir Kirigi; HR: Homolog
Rekombinasyon; NHEJ: Serbest Uglarin Homolog Olmayan Baglanmasi; MRN: MRE11-

RAD50-NBS1 Kompleksi; RPA: Replikasyon Proteini A; SSA: Tek Iplik¢ik Kaynastirma;
DSBR: Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri; SDSA: Sentez Bagiml Iplik¢ik Kaynastirma
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Sekil 4. BRCA yolaklarinda veya c¢oklu protein aglarinda DNA onarimi
mekanizmast. DNA onariminda gérev alan meme/over kanseri duyarlilik genleri ve
bunlarin fonksiyonel multiprotein aglar1 ve HBOC sendromunda FA, MMR ve diger DNA
onarim genleriyle etkilesimin altta yatan molekiiler mekanizmalar1 gosterilmistir. BRCA1
ve BRCA2, genomik biitiinliik ile iligkili hiicresel olaylarda gorev alir. DNA hasarinin
tesbiti, stabilizasyonu ve onariminda rol oynayan mekanizmalarda bozulmaya yol agan

mutasyonlar genom kararsizligina neden olur (27).
2.3. Meme ve Over Kanseri
2.3.1. Meme Kanseri ve Epidemiyolojisi

Meme kanseri, memedeki hiicrelerin kontrolden ¢ikip malign proliferasyon
gostermesi sonucu olusan bir hastaliktir. Memedeki hangi hiicrenin kanserlestigi, meme
kanserinin tipini belirler. Diinya genelinde 2018 yilinda 18,1 milyon (% 95 Ul: 17,5-18,7
milyon) yeni kanser vakas1 ve 9,6 milyon (% 95 Ul: 9,3-9,8 milyon) kanser nedenli 6liim
oldugu tahmin edilmektedir. Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Dernegi GLOBOCAN
2018 verilerine gore, Diinya 20 bolgede degerlendirilmis ve bu 20 bolgenin 14’tinde en sik
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goriilen kanserden Oliim nedeni akciger kanseri, besinde prostat ve birinde karaciger
kanseri olarak belirtilmistir. Kadinlarda, serviks kanserinin en sik goriildiigii Dogu Afrika
harig tiim bolgelerde meme kanseri en sik goriilen kanserdir. Meme kanseri ayn1 zamanda
diinyanin 11 bolgesinde kanserden en sik 6liim nedeni iken, bes bolgede akciger kanseri
(Dogu Asya dahil) ve Sahra alt1 Afrika’nin dort bolgesinde rahim agzi kanseri 6liim nedeni

siralamasinda meme kanserini takip etmektedir (28). (Sekil 5-6)

2018'de Avrupa'da tahminen 3.91 milyon yeni kanser (melanom dis1 cilt kanseri
hari¢) ve 1,93 milyon kanser nedenli 6liim vakasi beklenmektedir. Kadin meme kanseri
523,000 yeni olgu ile en 6nde gelirken, bunu kolorektal (500,000), akciger (470.000) ve
prostat kanseri (450.000) izlemektedir. Bu dort kanser, kanser vakalarinin yarisini
olusturmaktadir. Kanserden en yaygin 6liim nedenleri; akciger (388.000 6liim), kolorektal
(243.000 o6lim), meme (138.000 oliim) ve pankreas kanseri (128.000 o6liim) olarak
hesaplanmaktadir. AB-28'e gore, yeni kanser vakalarinin sayisi yaklasik olarak 1,6 milyon
erkek, 1,4 milyon kadin ve aym yil igerisinde kanserden olmesi beklenen olgu sayisi

790.000 erkek ve 620.000 kadindir (29).

Ulkemizde mevcut verilere gdre meme kanseri sikliginin, dogu bélgelerimizde
20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda oldugu tahmin edilmektedir.
Bu rakamlardan yola cikilarak, Tiirkiye’de her yil meme kanserine yakalanan kadin
sayisinin yaklasik on bin civarinda oldugu hesaplanabilir. Ulkenin dogusu ile batist
arasindaki siklik farki, Tirkiye’nin bati bolgelerindeki yasamin bati toplumlarindakine
benzerliginden (“Westernizing life”) kaynaklanmaktadir. Kadmlarda bati tipi yasam
bi¢giminde meme kanseri insidansini arttiran faktorler, erken menars (<12 yas), ge¢c dogum
(>30 yas), ge¢ menopoz (>55 yas), daha fazla hormon replasman tedavisi alma, daha kisa

laktasyon siiresi ve beslenme aligkanliklarindaki degisiklikler olarak sayilabilir (30).
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(@) Incidence Mortaity

(&) Incidence Mortalty

Sekil 5. Diinyada en yaygin goriilen 10 kanserde, 2018'de tahmini yeni kanser vakalarinin
ve kanser kaynakli Oliimlerin  erkek (a) ve kadimnlarda (b) dagilimi (28).
NHL: Hodgkin D1s1 Lenfoma.
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a)

Lung
29 405 (24.7%)

Other cancers
43 605 (36.7%)
Stomach Prostate
7414 (6.2%) 17 332(14.6%)
Bladder Colorectum
9578 (8.1%) 11 548 (9.7%)
Total: 118 882
b) Breast
22345 (24.4%)
Other cancers
39503 (43.1%)
Thyroid
10 563 (11.5%)
Colorectum
8483(9.3%)
Lung Corpus uterli
5 298 (5.8%) 5463 (6%)
Total: 91 655
Lung
) 34 703 (16.5%)
Breast
22 345 (10.6%)
Other cancers
103 093 (49%) Colorectum
20031 (9.5%)
Prostate
17332 (8.2%)
Thyroid
13033 (6.2%)

Total: 210 537

Sekil 6. 2018 GLOBOCAN verilerine gore Tiirkiye’de a) erkeklerde, b) kadinlarda, c)her

iki cinsiyette tiim yaglarda yeni tan1 alan kanser vakalari (31)
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2.3.2. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri gelisiminde etkili olan risk faktorlerinin baslicalari; demografik
ozellikler (cinsiyet, yas, irk/etnisite gibi), reproduktif 6ykii (menars yasi, dogum yapma ve
dogum sayisi, ilk tam donem hamilelik yasi, menapoz yasi, laktasyon, infertilite, diisiik
yapma), ailesel/genetik faktorler (aile Oykiisii, bilinen veya siiphe edilen BRCA1/2, P53,
PTEN veya meme kanseri riski ile iligkili diger gen mutasyonlari), ¢evresel faktorler (30
yasindan once toraks bolgesine radyoterapi almak, hormon replasman tedavisi almak, alkol
kullanimi, sosyoekonomik diizey, vb) ve kisisel meme kanseri Oykiisii, meme biyopsi
sayisi, atipik hiperplazi veya lobiiler karsinoma in situ, dens meme yapisi, viicut kitle

indeksi (BMI) gibi diger parametrelerdir.

200 TPR ;
g‘ Rare, high risk
10.04 sRCcA2
T
e
s
¥ i paL Intermediate risk
3 “
20 Common, low risk
15
ccoms e
11- DCLRETS
T T L L 1 L 1
X 10 10.0 20.0 30.0 400 500

Minor Aliele Frequency (%)

Sekil 7. Meme kanseri iliskili genlerin frekans ve risk dagilim1 (32).

Kadin cinsiyeti 100 kat artmis risk olusturdugundan en biiyiik risk faktorii olarak
kabul edilmektedir. Yasin ilerlemesi de en Onemli risk faktorlerinden bir tanesidir.
Giiniimiizde bir kadinin hayat boyu riski non-invazif meme kanseri agisindan altida bir ve
invazif meme kanseri bakimindan sekizde birdir. Bu riskin biiyiik boliimii ileri yasta ortaya
cikar. Meme kanseri ile ilgili 6nemli geligkilerden bir tanesi de beyaz kadinlarda goériilme
sikliginin siyahi kdkenlilere oranla %20 daha fazla olmasina ragmen, mortalite oranlarinin

siyahi 1rkta daha fazla olmasidir. Bu durumun biiylikk oranda yasam tarzi ve
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sosyoekonomik durumdan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ostrojen hormonuna maruz
kalinan siirede artis olmasi, meme kanseri gelisme riskinde artisla iliskilidir [erken menars
(12 yasindan 6nce), ge¢ menapoz (55 yasindan sonra)]; dstrojene maruz kalinan siirenin
azalmasinin ise koruyucu oldugu disiiniilmektedir. Tam dénem gebelikle iliskili olan
meme epitelinin terminal diferansiyasyonu da koruyucudur, dolayisiyla ilk canli dogumun
daha ileri yasta (>35 yas) yapilmasi ve hi¢ dogum yapmamis olmak meme kanseri riskinde
artisa neden olur. Nulliparite meme kanseri rolatif riskinde 1.2-1.7 artisa neden olur.
Laktasyon meme kanseri riskini azaltmaktadir. Farkli kanserlerde yapilan aile ¢alismalari,
etkilenmis olan hasta bireyin birinci ve ikinci derece yakinlarinda kanser riskinin normal
poplilasyona gore artmis oldugunu gostermektedir. Kalitsal kanserler; tant yasinin erken
olmasi, yliksek penetransli olmasi, ¢ift olan organlarda bilateral goriilmesi, her iki
ebeveynden de kalitilabilmesi ve diger tip tlimorlerle birlikte goriilmesi ile karakterizedir.
Ailede ayni tip kanserin goriilmesi durumunda kalitsal kanser, farkli tip kanserlerin
goriilmesi durumunda ise kanser ailesi olarak tanimlanmaktadir. Aile dykiisii varligi meme
kanseri acisindan onemli bir risk faktoriidiir. Bir adet birinci derece akrabada meme
kanseri olmasi, meme kanseri riskini 1.80 kat artirir. Iki tane birinci derece akraba
varliginda ise bu risk 2.9 kat artar. Meme kanserine yakalanmis olan akraba 30 yasindan

once tan1 almis ise risk 2.9 kat, 60 yasindan sonra tan1 konmus ise risk 1.5 kat artar (33).
2.3.3. Over Kanseri ve Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda her yil yaklagik 240.000 kadin over kanseri tanisi almakta ve
yaridan fazlasinin over kanseri nedeniyle 6lmesi beklenmektedir. Over kanseri mortalite
orani, meme kanserinin yaklasik ii¢ katidir ve over kanseri gelismis tlilkelerde en 6liimciil
jinekolojik malignitedir. Evre 11l veya IV hastaligi olan olgularda 5 yillik sagkalim orani
%25 civarindadir (34).

2014 Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tiimdr morfolojisi ve siniflandirmasima gore,
primer over tiimorleri ii¢ kategoriye ayrilmistir: epitelyal (%60), germ hiicreli (%30) ve
seks kord stromal tiimorler (%8). Ancak, malign over tiimdrlerinin biiyiik ¢ogunlugu (%80
- %85) epitelyal olarak siiflandirilan timorlerdir (karsinomlar). Malign germ hiicreli ve

seks kord stromal tiimdrler tiim malign over tiimdrlerinin yaklasik %10'unu olusturur (35).
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Over kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu epitelyal kanserlerdir (EOK). EOK, Tip | ve
Tip II tiimorleri seklinde iki ana gruba giren cesitli histolojik alt tiplere ayrilabilir. Tip I
tiimorleri, distik dereceli ser6z, miisindz, endometrioid, berrak hiicreli karsinomlar: igerir
ve ¢ogu zaman daha yavas biiyiimeye meyillidir. Buna karsilik, Tip II tiimorler, yiliksek
derecelidir ve hastalik hizli ilerler. Yiiksek dereceli serdz over karsinomasi en sik goriilen
Tip II tiimordiir ve tiim EOK'larin neredeyse % 75'ini olusturur. Ne yazik ki, ayn1 zamanda
en invaziv olanlardan biridir, erken tespiti igin bir yontem yoktur ve kadinlarin ¢ogunlugu

kanser periton boslugu gibi bagska dokulara metastaz yaptiginda teshis edilir (34).
2.3.4. Over Kanseri Risk Faktorleri

Epitelyal over kanseri, malign epitelyal neoplazmalarin biiyiik bir kismin1 olusturur
ve siklikla menopoz sonrasi kadinlarda teshis edilir. Beyaz kadinlarda goriilme sikligt
(100.000'de 12.8), siyah kadinlara gére (100.000'de 9.8) daha yiiksektir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde 2003-2012 yillar1 arasinda insidansi yilda %1,6 ve mortalitesi %2,1 diisiis
gostermistir. Over kanseri risk faktorlerinin ¢cogu reproduktif veya hormonaldir. Genel
olarak, yumurtlama dongiistiniin sayisini azaltan oral kontraseptif (OKS) ilag kullanimi,
multiparite, emzirme, ge¢ menars, erken menopoz ve tiip ligasyonu koruyucudur. Bununla
birlikte, diisitk doz OKS kullanan kadinlar arasinda yapilan ¢aligmalarda, ¢ok uzun siireli
kullanim siirelerinin (>10 yil) risk azaltict etkisi oldugu bildirilmektedir. Ayrica,
progesteronla karsilanmamis Ostrojen ve kombine Ostrojen ve progesteron dahil olmak
lizere hormonal terapi alanlarda risk artiyor gibi goriinmektedir. Diger risk faktorleri ise
endometriozis, daha uzun boylu olmak ve ergenlikte viicut kitle indeksinin yiiksek

olmasidir (36).

Over tiimorlerinin kiigiik bir kismi epitelyal olmayan bir kdkene aittir ve genellikle
risk modelleme c¢alismalarinda dikkate alinmamuistir. Spesifik olarak, seks kord stromal
tiimdrler over kanseri vakalarinin sadece %1.2'sini temsil eder. Bu tiimorler, epitelyal over
kanserinin aksine, daha erken evrelerde ve daha gen¢ yaslarda teshis edilir. Beyaz
olmayan, ailesel meme/over kanseri Oykiisii olan obez kadinlarda bu alt tip igin risk
artmistir. BRCA germline mutasyonlar1 veya meme kanserine genetik yatkinlik ile iliskisi
bildirilmemistir. Buna ragmen, DICER1’deki germline mutasyonlar ve FOXL2’deki
somatik mutasyonlar ile iliskilendirilmistir. Over germ hiicreli tiimdrleri ise malign over

tiimorlerinin %5'ini olusturur, geng yasta goriiliir ve erken evrede teshis edilebilir. Siklig1
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ergenlikte artar. Germ hiicre tiimorlii ailelerde kesin  genetik anormallikler

tanimlanmamustir (36).
2.3.5. Ailesel Meme/Over Kanseri

Kalitsal meme/over kanseri, BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlarin neden
oldugu otozomal resesif bir hastaliktir. Bu gen mutasyonlar1 kalitsal meme/over kanserinin
en yaygin nedenidir ve tiim wklar ve etnik gruplarda ortaya ¢ikar. BRCA1/2
mutasyonlarmin genel prevalanst 200'de bir ile 800’de bir arasinda degismektedir
Askenazi Yahudileri’nde bu oran daha yiiksektir (40'ta bir). BRCA1/2 mutasyonlar1 kalitsal
meme kanserlerinin %5 ila %10'unu olusturur. Patojenik BRCAL1/2 mutasyonu tasiyan bir
kadimin yasam boyu meme ve/veya over kanserine yakalanma riski biiyiik oranda artar
fakat patojenik BRCA1/2 mutasyonu tasiyan her kadin meme ve/veya over kanseri
gelistirmez (27,37).

Epidemiyolojik aragtirmalar, bir kadinin birinci derece akrabasinda meme kanseri
olmasi halinde meme kanserine yakalanma ihtimalinin, genel popiilasyona gore 1.7-4.0 kat
daha fazla oldugunu gostermistir. Bu nedenle, aile Oykiisii hastalik i¢in dnemli bir risk
faktoriidiir. Fakat bu istatistik, artmis insidansin ¢evresel, kiiltiirel veya genetik etki ya da
bu {igliniin bir birlesiminin sonucu olup olmadig ile ilgili net bir bilgi veremez. Genetik
yatkinlik otozomal dominant kalitilir ve patojenik varyantlar yiiksek penetrasyon
(patojenik mutasyon tasiyan kadinlar i¢in 70 yasindan dnce %67 ve 80 yasindan 6nce %80

hastaliga yakalanma riski) gosterir (38).
2.4. BRCA1 ve BRCA2 Genleri

BRCAL1 ve BRCA2 genleri yirmi yildan uzun bir siire 6nce kesfedildi. O yillarda
kalitsal genlerin kromozomal lokasyonlarini tespit etmek i¢in baglanti analizini kullanan
cok sayida arastirmaci vardi. Etkilenen aile bireylerinde bilinen lokasyonlara ait polimorfik
genetik belirtecleri kullanarak, hangi belirteglerin aragtirilan hastalikla birlikte kalitildigini
analiz ettiler. 1990 yilinda, Kaliforniya Universitesi’nde 23 aileden 146 erken baslangich
meme kanseri olgusunu kapsayan baglanti ¢alismalar1 yapildi ve 17. kromozom iizerinde
kalitsal meme kanserinden sorumlu kiiglik bir bolge tespit edildi. 1994 yilinda, 17921

kromozomu iizerindeki BRCAL geni, pozisyonel klonlama yontemleri ve single-strand
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polimorfizm analizi kullanilarak klonlandi. Heterozigotluk kaybi g¢aligmalari (Loss of
Heterozygosity - LOH) ile BRCAL'in bir tiimor baskilayici gen oldugu anlasildi. Kisa siire
sonra 15 meme kanseri ailesinden 146 meme kanseri olgusu ve 16 over kanser olgusu ile
yapilan baglant1 analizinde 13. kromozom iizerinde meme kanseri ile iligkili bagka bir odak
tespit edildi. 13. kromozomun 12 bolgesinde bulunan BRCA2 1995 yilinda klonland: (39).

Tiimdr olusumunun iki ana mekanizmasi vardir: Tiimor baskilayici genlerdeki islev
kayb1 ve protoonkogenlerin aktive olmasi. BRCAl1 ve BRCA2'min her ikisi de tiimor
baskilayict genlerdir. Alfred G. Knudson’un “iki vurus hipotezi’ne gore; bir gende her iki
allelde de mutasyon olmasi kanser olusumuna neden olur. Germline hastaliklarda birinci
vurus kalitilmis olan mutasyondur, ikinci vurus yabanil tip allelin somatik olarak
mutasyona ugramasi ile olusur. Normal hiicrelerde DNA siirekli olarak endojen (reaktif
oksijen tiirleri ve serbest normal metabolizma radikalleri, intrensek replikasyon hatalari
gibi) veya ekzojen (ultraviyole isinlar, kimyasal maruziyeti gibi) hasarlayicilara maruz
kalir. DNA’da meydana gelen hasarlar ¢esitli tamir mekanizmalari ile onarilir (40). BRCA
proteinleri, homolog rekombinasyon onarim yolundaki ¢ift sarmalli DNA kiriklarinin
onarilmasinda biiylik rol oynar. Homolog rekombinasyon onarimi, ¢ift sarmalin dogru
tamir edilmesini saglayan evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus bir yoldur. Saglam
olan kardes kromatid tamir icin bir sablon olarak kullanildigindan, homolog
rekombinasyon hiicre dongiisliniin ge¢ S ve G2 fazlar sirasinda gergeklesir. Homolog
olmayan ug birlestirme DNA onarimi i¢in bir sablon kullanmadigindan kendisi de hataya
acik bir yoludur. Hiicre dongiisiiniin GO ya da Gl fazinda meydana gelir ve kirikk DNA
uclarini basitge bir araya getirerek onarir. Sonug olarak, kiiciik delesyon ve insersiyonlar
olusabilir. BRCA1/2 hasar1 olan hiicrelerde, DNA tamiri hataya meyilli olan non-homolog

yolla yapildigindan, genomik kararsizlik ve malign transformasyon riski artar (41,42).
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Sekil 8. BRCA genlerinin fonksiyonel 6zellikleri (44)

Homolog rekombinasyon onarim yolunun sadece BRCA1/2'nin degil ayni zamanda
ATM, CHEK2, BARD1, BRIP1, MRE11, RAD50, NSB1 (NBN), RAD51C, RAD51D ve
PALB2 gibi diger DNA onarim proteinlerinin koordineli etkilesimini igerdigi
unutulmamalidir. Kisaca; BRCA1, BARD1'e baglanarak DNA hasar bolgelerine toplanir.
BARD1 hasarli DNA bolgelerinde poli ADP-ribozlar1 tespit eder ve BRCA1/BARD1
heterodimerini DNA hasar bolgelerine alir. MRN kompleksi (MRE11-RADS50-NBS1) gibi
diger tamir kompleksleri de, ¢ift sarmalli DNA kiriginin her iki tarafindaki 5" uglarina
baglanir. RAD51 ve araci proteinler (BRCA2, RAD51C, RAD51D, XRCC2, PALB?2), kardes
kromatidde homolog olan DNA dizisini bulur ve hasarli DNA zincirinin DNA sablonunu
(kardes kromatid) referans olarak kullanmasini saglar. BRCA2 ayrica RAD51'i (DNA
hasar1 olmadiginda, RAD51 BRCAZ2 tarafindan sekestre edilir) diizenler. PALB2 de DNA
hasar1 sirasinda BRCA2'nin niikleer lokalizasyonunu kolaylastirir. BRCAL'in ek rolleri de
vardir; BRCAL, homolog rekombinasyon onarimi, kromatin yeniden diizenlemesi ve hiicre
dongiisii diizenlemesini saglar. BRCAL, ¢ift sarmalli DNA kiriklarinda BRCA2-RAD51
tamir makinelerinin PALB2'ye bagimli ¢aligmasini diizenler ve DNA onarim sahalarinda vy-
H2AX" (histon H2AX) baglar. BRCAL’in ek rollerinin, BRCA1 kaybinin neden meme ve
over karsinomu riskini arttirdigimmin yani sira, olgularda kanserin ortaya cikisinin neden
BRCAZ2’den daha erken yasta oldugunu agikladigi disiiniilmektedir (42,44,45).

Kalitsal meme/over kanseri olgularinin tamamindan BRCA1 ve BRCAZ2'deki

mutasyonlar sorumlu degildir. Fanconi anemisi genleri (FANCD2, FANCA ve FANCC),
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MMR genleri (MLH1, MSH2, PMS1, PMS2, MSH6 ve EPCAM), DNA kontrol noktasi
genleri (ATM, ATR ve CHEK1/2) ve tiimor baskilayic1 genler (TP53, SKT11 ve PTEN)
baska kanser sendromlarinin bir pargasi olarak artmis meme ve over kanseri riski ile

iliskilendirilmistir (27).
2.4.1. BRCAI Geninin Yapisi

BRCAL (17921, kromozom 17: baz ciftleri 43,044,294-43,125,482) 24 ekzonlu bir
gendir ve 1,863 amino asitten olusan bir proteini kodlar. En biiyiik ekzonu 11. ekzondur,
ilk ekzon kodlama yapmaz. BRCAL geninin %4.8’ini olusturan diisiik yogunluklu tekrar
dizilerine kars1 yaklasitk %41.5'i Alu dizilerinden olusur (46). BRCAL geni ¢oklu
fonksiyonlar1 igin ayri ayri onem tasiyan birka¢ par¢adan olusur. N-terminal ucundaki
cinko baglayici parmak RING (Really Interesting New Gene) domaini, BRCA1l ve
BARDZ1'in (BRCAL iliskili RING domain proteini 1) etkilesiminde rol oynar ve E3
ubiquitin ligaz kompleksinin olusumu i¢in esansiyeldir. C-terminal ucundaki iki fosfopeptit
baglayict BRCT (BRCA1 C-terminali) domaini, BRCALl'in CtIP [C-terminal baglayici
protein 1 (CtBP1) etkilesimli protein], BRCA1 A Kompleks Subuniti (ABRAXAS) ve
BRCAL1 ile etkilesime giren protein C-terminal helikaz 1 (BRIP1/FACJ) gibi proteinlerle
etkilesimi saglar. BRCAL1’in merkez pargasi 11-13. ekzonlar tarafindan kodlanir ve bu
bolgelerdeki mutasyonlar siklikla meme kanseri hastalarinda karsimiza ¢ikar. Bu parcalar
iki niikleer lokalizasyon sinyalinden (NLS) ve bir sarmal bobininden olusur, BRCA2 ve

partneri PALB2 arasindaki etkilesimi diizenler (43).

BRCA1
RING

NLS Coiled coil BRCT

BRCA2 DNA binding

activation BF

dOMBINT @ s aamn s e ar e oB B OB
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Sekil 9. BRCA1 ve BRCA2 fonksiyonel alanlart ve bazi etnik koken/bolgelerde sik

rastlanan birkag mutasyonun gosterimi (43).
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2.4.2. BRCA?2 Geninin Yapisi

BRCA2 (13ql12.3, kromozom 13: baz ciftleri 32,315,479-32,399,671) 84.2 kb
genomik DNA kapsar ve 27 ekzon igerir. 3418 amino asitten olusan biiyiik bir proteindir.
BRCAL’de oldugu gibi en biiyiik ekzonu 11. ekzondur, ilk ekzon kodlama yapmaz (46). N-
terminalinde bir transkripsiyonel aktivasyon alani igerir (TAD). Orta kisim en biiyiik ekzon
olan 11. ekzon tarafindan kodlanir, BRC tekrarlart adi verilen ve RAD51'e baglanan sekiz
korunmus motif igerir. BRCAZ2 proteininin karboksil terminalinde bulunan DNA baglayici
alan, korunmus bir sarmal alan, ti¢ oligoniikleotit baglama bolgesi ve BRCA2’nin ¢ift
sarmalli DNA (dsDNA) ve tek sarmalli DNA’ya (ssDNA) baglanmasini kolaylagtiran bir
parcadan olusur (43).

2.4.3. BRCAI ve BRCA2 Mutasyonlari

BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin her biri i¢in 3000’in iizerinde patojenik ve olasi
patojenik mutasyon tanimlanmistir (39). Meme kanseri vakalarinin yaklasik %10-15'i
kalitsal genetik mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Penetransi en yiiksek olan
mutasyonlar, genom stabilizasyonunda 6nemli islevleri olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
bulunur. BRCA1’de patojenik mutasyon tasiyan kadinlarin yasam boyu meme kanserine
yakalanma riski %72, BRCA2 mutasyonlar1 olanlarda ise %69’dur (47). Over kanseri
gelisme riski ise; BRCALl mutasyonu tasiyanlarda %40-50 ve BRCA2 mutasyonu
tastyanlarda %20-30’dur (48). BRCA'daki mutasyonlar ayrica prostat kanseri, melanom ve
pankreas kanseri riskini de arttirir. BRCA patojenik mutasyon tastyicilarinin kanser tanisi
almadan 6nce tanimlanmasi, bu olgularin dnleyici tedbirler, kemoprevensiyon ve koruyucu

cerrahi ile kanser gelisiminden korunmalari agisindan dnemlidir (47).

BRCAL/2 genlerinin kodlayan ve kodlamayan bolgelerinde delesyon, insersiyon ve
tek niikleotid degisimleri gibi farkli mutasyonlar bildirilmistir. En yaygin mutasyon tiirleri;
kiiclik delesyon ve insersiyonlarin neden oldugu cerceve kaymasi mutasyonlari, giidiik
protein olusumuna neden olan anlamsiz mutasyonlar ve splice bolgesini etkileyerek
fonksiyonel olmayan BRCA proteininin olusmasina yol acan mutasyonlardir (49). Alu
sekanslarinin yogunluguna bagl olarak BRCAL geninde BRCA2'ye kiyasla daha yiiksek
delesyon/insersiyon orani (sirasiyla %42 ve %20) gozlenmektedir (46). BRCAL geni ve

psodogeni arasindaki homolog rekombinasyonun bir sonucu olarak biliyiik genomik
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yeniden diizenlemeler (Large Genomic Rearrangements - LGR), BRCAL geninde meydana
gelen tim mutasyonlarin yaklasik 1/3'inii olusturur (17). BRCA2 geninde mutasyonlarin
cogu ekzon 10 ve 11°de meydana gelir ve genellikle, yanlis anlamli degisiklik ve islevsel
olmayan giidiik protein senteziyle sonuglanan erken stop kodon olusturan delesyon veya

insersiyonlardir (49).

BRCAL1 ve BRCA2'deki germline mutasyonlar, diger genlerdeki mutasyonlar ile
karsilastirildiginda, artmis ailesel/kalitsal meme/over kanseri sendromu riski ile daha
yakindan iligkilidir. Mutasyon saptanamayan ailelerin iiyelerinde de meme ve over kanseri
riski artmistir. Genom ¢apinda iligkilendirme c¢alismalar1 (Genome-wide association
studies - GWAS), meme ve over kanseri riskini artiran farkli genetik faktorler
tanimlamistir. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarina ek olarak, kalitsal meme ve over kanseri
olast duyarlilik genleri arasinda yiiksek penetrasyonlu (CDH1, NBS1, NF1, PTEN, TP53
ve STK11), orta penetrasyonlu (ATM, ATR, BRIP1, CHEK2, PALB2, CDK1 ve RAD50) ve
diisiik penetrasyonlu (FGFR2, LSP1, MAP3K1, TGFB1, TOX3, VEGF, PGR, KRAS ve
PARP) BRCA1/2 ve DNA hasari diizenleyici (“modifier”) genler bulunur (27).

2.4.4. BRCAI ve BRCA2 Gen Mutasyonlarimin Toplumlara Gére Insidans

Farkli popiilasyonlar ve farkli etnik gruplarda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
goriilen patojenik mutasyonlarin siklig1 degisiklik gostermekle birlikte, BRCAL geninde en
stk goriilen mutasyonlar 5382insC ve 185delAG; BRCA2 geninde en sik goriilen mutasyon
6174delT’dir. BRCAL ve BRCA2 genlerinde olusan mutasyonlara bagl herediter meme
kanserinin en sik goriildiigii toplum olan Askenazi Yahudileri’ndeki analiz sonuglar1 da bu
sekildedir (50,51). Fransiz kokenli Kanada’li olgularda BRCA1 C4446T mutasyonu en
yaygin, BRCA2 8765delAG mutasyonu da ikinci en yaygin mutasyon olarak tespit
edilmistir (52). Belgikali aileler ile yapilan bir ¢alismada BRCAL IVS5+3A>G en sik tespit
edilen mutasyon olmustur (53). Finlandiya’da yapilan bir calismada BRCA2 T8555G ve
999del5 mutasyonlar1 o toplumda sik goriilen (“founder”) mutasyon olarak saptanmistir
(54). Polonya’da yapilan bir arastirmada BRCA1l 5382insC, C61G ve 4153delA

mutasyonlarina sik rastlanmistir (55) (Tablo 111).
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Tablo I1l. Etnik Gruplara Goére Sik Goriilen BRCA Mutasyonlarinin Dagilimi (56) (>%2

Prevalans)
Irk/Etnik koken Mutasyon Gozlenen
(Mutasyon yiizdesi)
BRCAl BRCA2
Bati1 Avrupa (N=4389)
5385insC 228 (5.2)
187delAG 128 (2.9)
C61G 101 (2.3)
6kb ekzon 13 ins 95 (2.1)
IVS5-11 T>G 90 (2.1)
4184del4 89 (2.0)
Afrika (N=279)
943ins10 28 (10.0)
M1775R 22 (7.9)
5296del4 16 (5.7)
IVS13+1 G>A 12 (4.3)
IVS16+6 T>C 10 (3.6)
Orta Avrupa (N=550)
5385insC 82 (14.9)
C61G 36 (6.4)
6174delT 25 (4.5)
187delAG 23 (4.2)
Q563X 15 (2.7)
Kuzey Amerika
Yerlileri (N=105)
187delAG 7 (6.7)
5385insC 4 (3.8)
Asya (N=184)
L63X 6 (3.3)
R2494X 5 (2.7)
Q1037X 4 (2.2)
187delAG 4 (2.2)
Latin Amerika (N=287)
187delAG 35 (12.2)
A1708E 14 (4.9)
R71G 13 (4.5)
3492insT 12 (4.2)
2552delC 11 (3.8)
E1308X 10 (3.5)
3148delCT 10 (3.5)
Ortadogu (N=46)
187delAG 7 (15.2)
C44F 5 (10.9)
Y978X 3 (6.5)
L63X 6 (7.6)

Tirk toplumunda yapilan mutasyon analiz c¢aligmalarinin ilki Yazici

Ve

arkadaglarinin (57) 2000 yilinda yaptiklari ¢alismadir. Bu c¢alismada; kendisinde ve

ailesinde meme ve/veya over kanseri oykiisii olan 53 olgu ve aile dykiisii olmadan elli yas

alti meme kanseri tanisi alan 52 olgu degerlendirilmis, bu olgularda BRCA1 ve BRCA2’de
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insidansi yiiksek olan spesifik bir mutasyon saptanmamistir. Manguoglu ve arkadaslarinin
(58) 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada ise; ailesel meme kanseri olan 23 olgu (bir olguda
bilateral meme kanseri), erken baslangicli meme kanseri olan 18 olgu, 10 erkek meme
kanseri olgusu, ailesel over kanseri olan bir olgu, meme ve over kanseri birlikteligi olan
bir olgu ve 30 sporadik meme kanseri olgusu olmak iizere toplamda 83 olgu
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada da BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde belirgin insidans artisi
gosteren bir mutasyon saptanmamustir. Purcu ve arkadaslarinin (59) 2010 yilinda yaptigi
caligmada, kendisinde ve birinci derece akrabalarinda meme veya over kanseri hikayesi
olan 25 kadin olgu ve kendisinde kanser hikayesi olmayip birinci derece akrabalarinda
meme veya over kanseri dykiisii olan 25 kadin olgu Diinya’da en sik goriilen mutasyonlar
olan BRCA1 5382insC ve 185delAG; BRCA2 6174delT agisindan degerlendirilmis, dordii

ayni aileden olmak {izere bes hastada BRCA1 geninde 5382insC mutasyonu saptanmustir.
2.5. BRCA1 ve BRCAZ2 Analizinde Kullanilan Tan1 Yoéntemleri

Genetik testler, kalitsal kanser sendromlarina neden olan mutasyonlardan
birini/birkagin1 tasiyan bireyleri tanimlamak ve kanser riski hakkinda bu bireylere bilgi
vermek i¢in kullanilabilir. Genetik testlerle yiiksek kanser riski tagidig: belirlenen bireyler,
bu sonuglar1 kanser morbidite ve mortalitesini azaltmak amaciyla ilag se¢imi, tarama
ve/veya kanserin ortaya c¢ikmadan oOnlenmesi igin rehber niteliginde kullanabilirler.
Ornegin, ailesel meme/over kanser sendromu tanis1 almis bir kadin profilaktik olarak
bilateral mastektomi ve salpingo-ooferektomi yapilmasini tercih edebilir. Genetik test
sonuglar probandin akrabalarin1 kanser riski ile ilgili bilgilendirmek ve onlara
yapilabilecek genetik testlerde yol gostermesi i¢in kullanilabilir. Ancak, genetik testlerden
elde edilen tiim bilgiler klinik olarak ise yaramaz. Ornegin, taranamayan veya
onlenemeyen kanserlerle iligkili saptanan bir mutasyonun klinik olarak ¢ok faydasi olmaz.
Buna palladin (PALLD) geninde saptanan ve ailesel pankreas kanseri ile iliskilendirilmis
mutasyonlar1 6rnek verebiliriz. Ciinkii pankreas kanseri igin bilinen etkin bir tarama ve
onleme yontemi yoktur. Ayrica genetik testler belirsiz sonug verebilir. Ornegin, ailede
bilinen mutasyon olmamasi durumunda genetik testin negatif sonu¢lanmasi kanser riskinin
azaldigin1 gostermez. Bunlara ek olarak, bazi genetik degisikliklerin hastalia neden olup

olmadigi da net olarak anlasilamamistir (Variants of Uncertain Significance - VUS).
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Bir kisi, kisisel ve/veya ailesel kanser gegmisine sahipse veya bir akrabasinda
tanimlanmig bir mutasyon varsa kalitsal kanser sendromlari genetik testi i¢in klinik olarak
adaydir. Geng yasta kanser tanis1 almak, nadir goriilen bir kanserin bir ailede sik ortaya
cikmasi, belirli kanser grubundan kanser tanisi almis olan ¢ok sayida aile iiyesi olmasi
veya bir bireyde birden fazla kanser primeri olmasi kalitsal bir kanser sendromunu
diisiindiiren unsurlardandir (60). Genetik danismanlik veren kisi, danisanin kisisel tibbi
bilgisine ve aile kanser ge¢misine dayanarak bir risk degerlendirmesi yapar. Burada,
subjektif degerlendirme ve bazen de ampirik kanser riski modellerine gore danisanin
ortalama, 1limli veya artmis bir kanser riskine sahip olup olmadigi degerlendirilir (61).
Danigmanin daha sonra danisanin genetik test i¢in aday olup olmadigini ve eger adaysa
hangi genetik testlerin nasil Onerilecegini belirlemesi gerekir. Bu asamadan sonra
danisanin genetik test yaptirip yaptirmayacagina ve hangi testi yaptiracagina karar vermesi

beklenir.

Bu Kararlar, yeni nesil dizi analizi eszamanli olarak ¢ok sayida genin dizilenmesini
sagladigindan zaman igerisinde daha karmasik hale gelmistir (62). Sonug olarak, tek bir
panel igerisinde ¢ok sayida geni analiz etmek miimkiindiir ve sonug¢ olarak bir¢ok sirket
kanser riski degerlendirmesi i¢in genetik testlere yeni yaklagimlar acan gesitli panel testleri
sunmaya baslamistir. Su anda, kanser genetik testine asagidakileri i¢eren dort genel

yaklasim vardir:
1. Sendroma spesifik test (6r. Ailesel meme/over kanseri igin test)

2. Kansere 6zgii yiiksek penetransh gen paneli (6r. meme kanseri i¢in yiiksek risk

olusturan birkag sendromun genleri)

3. Kansere 6zgii yiiksek ve orta penetranshi genleri igeren panel (6r. meme kanseri

riskinde artig ile bir baglantisi olan birgok gen)

4. Coklu kanserler veya kalitsal kanser sendromlar: ile iligkili genleri igeren
kapsamli kanser panelleri (6r. Ailesel meme/over kanseri, Lynch Sendromu ve diger

kanser sendromlart ile iliskili genler) (62).

Bu yaklasimlarin her birinin klinik olarak belirgin avantajlar1 ve dezavantajlar

vardir. Ornegin, bir panel i¢inde daha fazla sayida genin tek seferde dizilenmesi daha ucuz
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maliyet demektir ve kanser iliskili mutasyonlarin saptanma ihtimalini arttirabilir. Ancak,
bu yaklasim ile ayn1 zamanda kanita dayali olmayan genlerde mutasyon bulma olasilig1 ve
klinik 6nemi belirsiz olan varyasyonlarin bulunmasi ihtimali artar ve testin sonuglanma
stiresi uzar (62). Bu zorluklar goz Oniine alindiginda, National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) panellerin yalnizca Kanser genetigi uzmanlarmin gorisleri

dogrultusunda galisilmasini 6nermektedir (63).

BRCA1 ve BRCA2 genlerinin mutasyon analizinde farkli yontemlere
basvurulmaktadir. Bunlar arasinda en sik olarak; Konvansiyonel Dizi Analizi (Sanger
dizileme), Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) ve Next
Generation Sequencing (NGS) yontemleri kullanilmaktadir. Ayrica giiniimiizde pek
kullanimi1 olmasa da, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarini belirlemede Mikroarray ile

Yeniden Dizileme yonteminden sinirl olarak yararlanilabilir.
2.5.1. Konvansiyonel Dizi Analizi

DNA dizilimi terimi, bir DNA molekiiliindeki niikleotidlerin adenin, guanin, sitozin
ve timin bazlarmin siralanigsini belirlemeye yonelik yontemleri kapsar. DNA dizilimi
yonteminin bulunmasi ve gelisimine, 1977'de dideoksiniikleotit trifosfatlari (ddNTP'ler)
kullanarak zincir sonlandirma yontemini gelistiren Sanger, Nicklen ve Coulson (64), ayrica
DNA'nin kimyasal modifikasyonuna ve ardindan belirli bazlarda boliinmeye dayali bir
yontem gelistiren Gilbert ve Maxam tarafindan onciiliik edilmistir (65). Sanger dizileme ile
ilk dizilenen genom, 1977 yilinda bakteriyofaj phi X 174‘ln 5375 baz cifti
biytikligiindeki genomu oldu (66). 1980’lerde her DNA bazinda dort floresan etiketli
ddNTP kullanarak, optik algilamayi saglayan dort renkli yar1 otomatik Sanger dizileme
gelistirilmistir (67). Bu yontem, kapiller elektroforez ile bir araya getirildiginde, 1986’da
Applied Biosystems Inc. (Now Life Technologies) tarafindan pazarlanan ilk tamamen
otomatik DNA dizileme sisteminin (ABI 370) arkasindaki anahtar teknolojidir (68).
1990'lar boyunca Sanger teknolojisi, insan genom dizileme projesi sayesinde
gelistirilmistir. 1998 yilinda 96 kapiller elektroforezi kullanan ilk iki dizileme sistemi ABI
3700 adiyla Applied Biosystems Inc tarafindan ve MegaBace adiyla Amersham Pharmacia
Biotech tarafindan pazarlandi (69). Sanger dizilemede gelismeler 2000°1i yillarda devam
etti ve 384’¢ kadar DNA fragmaninin ~1,000 bp uzunluga kadar %99,99'dan daha yiiksek
hassasiyetle paralel olarak dizilenmesi miimkiin hale getirildi (70).
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Sanger yonteminin temel prensibi, dideoksiniikleotid trifosfatlarin (ddNTP'ler)
DNA zinciri sonlandiricilart olarak kullanilmasidir. Zincir sonlandirma yonteminde, tek
sarmalli bir DNA sablonu, bir DNA primeri, bir DNA polimeraz, radyoaktif veya florasan
isaretli niikleotidler ve DNA iplikgiklerinin uzamasimi sonlandirin modifiye niikleotidlere
ihtiyag vardir. DNA 06rnegi Standart deoksiniikleotidleri (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ve
DNA polimerazi igeren dort ayr1 reaksiyonuna ayrilir. Her reaksiyonda uzayan zincire dort
dideoksiniikleotidden (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) sadece biri eklenir. Bu
dideoksiniikleotidler iki niikleotid arasinda bir fosfodiester baginin olusmasi i¢in gereken
3’-OH grubu igermediklerinden DNA iplik¢iginin uzamasi sonlanir ve degisen uzunluktaki
DNA fragmanlar1 olusur. Yeni sentezlenmis ve etiketlenmis DNA fragmanlari, 1s1 ile
denatiire edilir ve jel elektroforezi ile poliakrilamid-iire jel iizerinde boyutlarina gore
ayrilir. Dort reaksiyonun her biri jel elektroforezinde ayri ayr1 kuyucuklarda (A, T, G, C
cizgileri) gerceklesir. Daha sonra bu DNA bantlar1 otoradyografi veya UV 15181 ile
goriintiilenebilir ve DNA dizisi dogrudan X-1s11 filmi veya jel goriintlisiinden okunabilir.
Bir ¢izgide koyu renkte bir bant, bir dideoksiniikleotitin (ddATP, ddGTP, ddCTP veya
ddTTP) zincir sonuna eklenmesi ile sonlanan zincirin olusturdugu DNA pargasini gosterir.
Farkli bantlarin dort kuyucuk arasindaki goreceli konumu DNA dizisini okumak igin
(asagidan yukartya dogru) kullanilir. Zincir sonlandirma yontemi, biyik 6lgiide
basitlestirilmis bir DNA dizileme yontemidir. Yontemin siirlamalart; primerin spesifik
olmayan DNA'ya baglanarak DNA'nin dogru okunmasini engellemesi ve DNA sekonder

yapilarinin dizilemenin kalitesini etkileyebilmesidir (64).

Zamanla bu yontem gelistirilmistir ve giiniimiizde DNA fragmanlari otomatik bir
dizileme cihazinda bulunan uzun bir kapiller tiip i¢indeki jel elektroforezinde yiiriitiilerek
uzunluklarma gore ayrilabilir ve yaydigi i1simaya gore taninabilir. Hedef bolge ileri
(forward) ya da geri (reverse) oligoniikleotid primerler kullanilarak kaydedilir. Olusan iki

tamamlayici dizi bilgisayar tarafindan eslestirilir ve dizi gozle goriiliir hale gelir (64).
2.5.2. Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing - NGS)

Sanger dizilemenin etkinliginin anlagilmasindan bu yana yillar i¢inde teknik olarak
gelistirilmesine ragmen, rutinde insan genomunu dizilemenin maliyeti ¢ok yiiksek
kalmistir.  2000'lerin ortalarinda, milyonlarca dizileme reaksiyonunu paralel olarak

gerceklestiren ikinci nesil dizileme teknolojileri ortaya ¢ikmustir. Bu teknolojilere topluca

31



Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing - NGS) adi verilir. Yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak genom, transkriptom, mRNA profili, snRNA profili, transkripsiyon
faktor baglanma bolgelerinin genom karakterizasyonu, kromatin yapisi ve metilasyon
paterni, atasal DNA arastirmasi1 ve metagenomik arastirmalar yapilabilmektedir.Yeni nesil
dizileme igin ilk 6nce Pirodizileme metodu (Pyrosequencing), ardindan farkli metodlara
dayanan ligasyon yoluyla dizileme, ion semikondiiktor dizileme ve nano dizileme gibi yeni

nesil dizileme yontemleri gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmustir.
2.5.2.1. Pirosekanslama (Pyrosequencing):

1988'de, ilk “sentezleme ile dizileme” yontemi olan pirosekanslama Eward D.
Hyman tarafindan yayinlandi (71). Yontem, Pal Nyrén tarafindan icat edilen bir kavram
olan niikleotid birlesmesi sirasinda aciga ¢ikan pirofosfatlarin gercek zamanli saptanmasi
esasina dayanir (72,73). Calisan bir dizileme yontemi ortaya c¢ikarmak 10 yildan fazla
zaman almistir ve bilim insanlarinin bunu basarmasi ancak 1996'da miimkiin olmustur (74-
76). i1k ticari otomatize pirosekanslama sistemi ise 1999'da Pyrosequencing AB tarafindan
piyasaya striilmiistiir (74). Pirosekanslamada gergek zamanli (real-time) kantitatif bir dizi
analizi yapilmaktadir. Primerler kalip tek sarmal DNA’ya baglandiktan sonra sentez baslar
ve DNA polimeraz deoksiriboniikleotid trifosfatlarin (ANTP) sarmala eklenmesini kataliz
eder. ANTP DNA kalibina baglanirken iizerindeki iki fosfat agiga cikar ve iki fosfatl bir
yap1 olan pirofosfat (Ppi) serbestlesir. Her niikleotid eklenmesinde bir pirofosfat ortama
ge¢mis olur. Bu pirofosfatlar ATP’ye cevrilir. Olusan ATP’nin yardimi ile ortama substrat
olarak eklenmis olan lusiferin oksilusiferine doniisiir. Oksiluciferin ise gorliniir bir 151k
yayar. Bu 1s1n kizil 6tesi (Charge-Coupled Device - CCD) kamera ile tespit edilir ve seri
tepecikler seklinde kaydedilir. Niikleotid dizisi bu sinyal tepeciklerinden saptanir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) asamasindan sonra pirosekanslama, sekanslanacak baz
sayisina bagl olarak 10 dakika kadar kisa siirede sonug¢ verebilmektedir ve kolaylik,
eleman, zaman, maliyet acisindan avantajlara sahiptir. Halen bir PZR iirliniiniin dizi
analizini yapan en hizli yontemdir ve dogruluk orami oldukg¢a yiiksektir. Sanger
teknigindeki gibi isaretli primer, isaretli niikleotid ve jel elektroforezine ihtiya¢ olmamasi

bu teknigin 6nemli avantajlaridir (77,78).
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2.5.2.2. Siklik Geriye Doéniisiimlii Sonlandirma (Cyclic Reversible Termination) ile

Dizileme:

Balasubramanian ve Klenerman tarafindan Cambridge Universitesi’ndeki
calismalarinin sonucunda gelistirilen seri paralel siralama teknolojisi, daha sonra Solexa
tarafindan ticarilestirildi. Bu yontemde, DNA sablonu bir slayt iizerine sabitlenmis
primerlere baglanir ve DNA c¢ogaltilir. Dizileme islemi birkag dongiide gergeklesir. Her
dongiide, florasanla isaretlenmis tersinir sonlandirilmis niikleotitler (ddNTP) reaksiyona
eklenir ve yeni sentezlenen zincirin yapisina girmeyen ddNTP'ler yikanarak uzaklastirilir.
Bir goriintii alinir, daha sonra tepkimenin bir sonraki baza ilerlemesini saglamak i¢in boya
ve sonlandirici, kimyasal olarak uzaklastirilir. Cekilen goriintiiler ¢alismadan sonra
bilgisayar programlari ile analiz edilir ve her dongiide hangi bazin eklendigi baza 6zgii
renk ile belirlenir. Bu yontem simdi bir DNA fragmanimin her iki ucundan 100 baz ¢ifti

okuma alindiginda, ¢alisma basina 600 gb tiretmektedir (79,80).
2.5.2.3. Ligasyon Yoluyla Dizileme:

SOLID (Supported Oligonucleotide Ligation and Detection) ilk olarak 2008 yilinda
Applied Biosystems Instruments (ABI) tarafindan yaymlanan ve Life Technologies
tarafindan pazarlanan yeni nesil bir dizileme aracidir (81). Ligasyon yontemiyle dizileme,
bir veya iki baz kodlanmis prob ve DNA ligaz kullanilmasi ile siklik geriye dontigiimlii
sonlandirma ile dizilemeden ayrilir. En basit haliyle, florasan isaretli bir prob, hazir
sablondaki tamamlayic1 dizisine hibridize olur. Daha sonra boya ile isaretlenmis probu
primere baglamak i¢in DNA ligaz eklenir. Serbest kalan problar yikanir, ardindan baglanan
probu belirlemek i¢in florasan goriintiileme yapilir. Dongii, floresan boyay1 uzaklastirip 5°-
PO, grubunu sonraki ligasyonlar i¢in acgiga ¢ikararak ya da sablona yeni primer ekleyerek
tekrarlanabilir (82). Giiniimiizde bu teknolojiye sahip dizileme cihazlari, tiim genom,
ekzom ve transkriptomlart igeren kiigiik ve biiyiik 6lgekli projelerde kullanima uygundur.
Bu yontemin avantaji, her bir bazin iki kez dogrulanmasidir. En biiylik dezavantajlari; kisa
okuma uzunluklar1 (50-75 bg), 7-14 giinliik ¢ok uzun ¢alisma stireleri, ham verilerin analizi

icin ileri teknoloji gerektiren altyap1 ve uzman personel ihtiyacidir (81).
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2.5.2.4. Ion Semikondiiktor Dizileme:

Ion semikondiiktor dizileme dogrudan kimyasal olarak kodlanmis bilgileri (A, C, G
veya T) yari iletken bir aygit tarafindan tespit edilen voltaj sinyallerine doniistiiriir. Bu
yontem, DNA'min polimerizasyonu sirasinda ortaya ¢ikan, hidrojen iyonlarmin
saptanmasina dayanir. Reaksiyon kuyucuklarina sirayla A, C, G ve T niikleotitlerinden biri
eklenir. Uygun niikleotit, sablon DNA zincirini tamamladiginda hidrojen iyonu salinimi
olur. Hidrojen iyonlar1 hipersensitif iyon sensorleri tarafindan algilanir ve reaksiyon
kuyucugundaki elektrik potansiyelinde bir degisiklige neden olur. Kalip DNA'da
homopolimer tekrarlarinin varliginda, tek siklusta birden fazla niikleotid yeni zincirin
yapisina girecek ve salinan hidrojen iyonlarinin sayisina gore daha fazla elektronik sinyal

elde edilmesiyle DNA dizisi belirlenecektir (80,83).
2.5.2.5. Nano dizileme:

Nanopore dizilimi, uzun DNA veya RNA pargalarinin dogrudan, gergek zamanli
analizini saglayan bir dizileme yontemidir. Nanoporlarin i¢cinden iyonik bir akim gegcirilir
ve niikleik asitler nanopore'den gegerken elektrik akimindaki degisiklikler izlenir. Ortaya
cikan sinyaller, spesifik DNA veya RNA sekansin1 okumak i¢in kullanilir. Bir nanopore
nano Olgekli bir deliktir. Delikler, proteinleri delen membranlardan (biyolojik nanoporlar)
veya kati malzemelerden (kati hal nanoporlar) olusturulabilir. Bir protein nanopore
elektriksel olarak direngli bir polimer zarina yerlestirilir. Bu membran boyunca bir voltaj
ayarlayarak bir iyonik akim nanopore iginden gegirilir. Bir analit gozenekten veya
acikliginin yakiindan gegerse, bu olay akimda karakteristik bir bozulma yaratir. Bu

akimin 6l¢iilmesi, s6z konusu molekiilii tanimlamay1 miimkiin kilar (84,85).

2.5.3. Coklu Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu (Multiplex Ligation Dependent Probe
Amplification — MLPA)

Coklu Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu (MLPA), belirli bir DNA
bolgesindeki kopya sayisi degisikliklerinin (Copy Number Variation — CNV) tespiti igin
kullanilan molekiiler sitogenetik tekniklerden biridir. MLPA ilk énce BRCA1, MSH2 ve
MLH1 genlerindeki ekzon delesyon/duplikasyonlarinin ve Down, Patau ve Edward

sendromu gibi trizomilerin tespit edilmesi igin kullanilmistir (86). Son yillarda orjinal
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teknikte yapilan gesitli modifikasyonlarla eklenen uygulamalar; metilasyon durumunun
belirlenmesi (Metilasyon spesifik MLPA - MS-MLPA), ekspresyon profilleme (RT-
MLPA) ve son olarak da array temelli MLPA’dir (87). MLPA prensibi, hedef DNA nin
farkli bolgelerine hibridize olan ligasyon problarinin amplifikasyonuyla polimeraz zincir
reaksiyonuna (PZR) dayanmaktadir. MLPA ile ayni anda ¢ok sayida numunenin

calisilmas1 miimkiindiir, boylece laboratuar ¢aligmalarinin verimini 6nemli dl¢tide arttirir.

MLPA, her biri incelenen DNA segmentinin farkli bir kismi igin spesifik olan
yaklasik 45 probun kullanildigi multipleks bir reaksiyondur. Hedef DNA dizilerinin
goreceli kopya sayilarint belirlemek i¢in kullanilir. Her MLPA probu, kisa sentetik bir
oligoniikleotit ve uzun bir oligoniikleotitten olusur. Her iki niikleotid de hedefe spesifik bir
dizi igerir. Bu hedef dizilerin se¢cimi MLPA prob tasariminda kritik adimdir ve bu dizilerin
benzersiz olmasi gerekir (87). MLPA Kkitlerinin ¢ogu, uzunluklar1 birbirinden farkli ve
hedefe spesifik yaklasik 35-42 probdan olusur. Elektroforetik ayrilmaya izin vermek igin
problardaki boyut farkliliklar1 gereklidir. MLPA problar eklenmis DNA, denatiirasyon ve
hibridizasyon islemlerinden geger. Bir sonraki adimda, hedef dizilere hibridize olan tim
problar bir ligaz enzimi ile birlestirilir. Ligaz ile birlestirilen problar PZR ile gogaltilir.
Her bir DNA hedef dizisinden elde edilen PZR iiriinleri farkli sekilde gog eder. Amplifiye
olan problar, kapiller elektroforezle tespit edilip dlgiilebilir. Cogu MLPA reaksiyonu
yaygin olarak kullanilan tek veya g¢ok kapillerli DNA analiz cihazlar1 ile uyumludur.
MLPA teknigi, gergeklestirilmesi oldukca kolay olan bir reaksiyonda 45 farkli hedef DNA
dizisinin goreceli olarak olgiilmesine izin verir. Sadece bir termal dongii cihazi ve bir
kapiller elektroforez gereklidir. MLPA problarinin tasarimi ve hazirlanmasi zaman alicidir,
ancak birgok MLPA kiti ticari olarak ¢esitli sirketler tarafindan iretilmistir (88).
MLPA’nin en biiyiik avantajlardan biri 6zgiilliigiidiir. Bu yontem, sadece bir niikleotidde
farklilik gosteren dizileri ayirt edebilir. Spesifikligi artirmak i¢in, MLPA hibridizasyonu ve
ligasyon reaksiyonlari, Ligaz-65 i¢in ¢ok 6nemli olan 54-60°C'de gergeklestirilir (89,90).
Ek bir avantaj, bir MLPA reaksiyonunun gerg¢eklesmesi i¢cin 20-50 ng DNA'nin yeterli
olmasidir (86). MLPA incelemesi igin farkli kokenlere sahip dokulardan (amniyotik
stvidan, periferik kandan, timor dokusundan) izole edilen DNA kullanilabilir. MLPA’nin
bazi sinirlamalar1 vardir: PZR reaksiyonunun kontaminasyona hassas olmasi laboratuvar
caligmasinin laminer akim kutusunda yapilmasini gerektirir. Sonuglar, DNA'nin kalitesine

baglidir. DNA zarar gérmiigse, veri analizi zor olabilir ve bulgular alternatif bir yontemle
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teyit edilmelidir. MLPA, CNV'leri ayirt edebilir ancak dengeli kromozomal degisiklikleri

saptayamaz.

MLPA, meme/over kanseri hastalarinda BRCAL/2 delesyon/duplikasyonlarinin
taranmasinda (91,92) ve kalitsal non-polipozis kolorektal kanserde MLH1 ve MSH2 ekzon
delesyonlarinin saptanmasinda (93,94) kullanilir. MLPA, rutin prenatal klinik uygulamada
yaygin kromozomal andploidilerin (13, 18, 21, X ve Y) amniyotik sivi hiicrelerinden
tespitinde alternatif bir yontem olarak belirlenmistir (95). Duchenne muskiiler distrofisi
olan hastalarda DMD genindeki mutasyonlarin tanimlanmasi MLPA ile gergeklestirilebilir
(96,97). Klinik tanida MLPA, subtelomerik kopya sayisi degisikliklerinin (98,99) veya

mikrodelesyon sendromlarinin taranmasi i¢in (100) kullanilabilir.
2.5.3.1. MS-MLPA (Metilasyona Spesifik MLPA):

MS-MLPA, CNV tespitinin metilasyon profilleme ile birlestirildigi bir MLPA
teknigidir. Bu yontem, hedef genlerin CNV'lerinin yani sira, CpG adalarinin epigenetik
anormal metilasyon kaliplarinin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Protokol,
geleneksel MLPA'ya ¢ok benzer; genomik DNA ilk 6nce denatiire edilir, sonra MS-MLPA
problari ile hibridize edilir, daha sonra prob-DNA kompleksi metilasyona spesifik enzimler
tarafindan baglanir ve sindirilir. CpG bdolgesi metillenmisse normal bir MLPA {iriinii tespit
edilir. CpG bolgesi metillenmemisse, DNA-prob kompleksi, metilasyona duyarli enzim ile
sindirilecek ve amplifikasyon {iiriinii olusmayacaktir (101). MS-MLPA, Prader-Willi
(PWS)/Angelman Sendromu (AS) olan hastalarda metilasyon profilini ve CNV'leri
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir. PWS/AS'min hedef bolgesi olan 15q11ql3'te
bulunan genler DNA'nin metilasyonu ile damgalanir, bu da bu genlerin ifadesinin hangi
ebeveynden geldigine bagli oldugu anlamina gelir. PWS babadan gelen, AS ise anneden
gelen alleldeki ifadenin kaybi ile iliskilidir. PWS/AS vakalarinin ¢ogu (%65-75),
15q11q13'teki yaklagik dort Mblik bir bolgenin de novo silinmesinden kaynaklanmaktadir.
Bu bolgedeki ikinci yaygin genetik anormallik, PWS'de maternal uniparental dizomi veya
AS'de paternal uniparental dizomidir (102). MS-MLPA analizi, PWS/AS'ye sebep olan
molekiiler mekanizmalarin ¢ogunlugunu (delesyon ve metilasyon anormalligi) tek
reaksiyonda tespit etme avantajina sahiptir (103-105). Benzer bir durum Beckwith—
Wiedemann (BWS) ve Silver—Russell Sendromu (SRS)’nda da vardir. BWS/SRS ile ilgili

bolge olan 11pl15, biiylimenin regiilasyonunda goérevli bir dizi damgalanmis gen igerir.
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11pl5°teki kopya sayisi degisiklikleri veya epigenetik degisiklikler ~MS-MLPA ile
saptanabilir (106,107).

2.5.3.2. RT-MLPA (Ters Transkriptaz MLPA):

MRNA profillemesi i¢in gelistirilen RT-MLPA, northern blot, ger¢ek zamanli PZR
veya ekspresyon mikroarray gibi diger ekspresyon profilleme tekniklerine alternatif bir
yontemdir. Diger yandan, RT-MLPA tim genomun ekspresyon profillemesini
gerceklestiremez, sadece segilen gen iriinlerini tarayabilir. RT-MLPA, kisa mRNA
parcalarimi cDNA'ya kopyalayan bir ters transkriptaz reaksiyonu ile baslar. RT
reaksiyonundan sonra, islem standart bir MLPA gibi devam eder. Parafine gomiili,
formaldehitle muamele edilmis dokulardan elde edilen RNA'y1 kullanmak miimkiin olsa da
basar1 oranlart1 doku kosullarina (pH seviyesi, yas gibi) baglidir. RT-MLPA'nin bir
uygulamasi, hiicrenin enflamatuar kosullara yanitinda merkezi rol oynayan bir dizi geni ve
apoptozun direkt diizenlenmesini igeren bir dizi geni ile tarif edilmistir (108). Ek
calismalarda, insan endotel hiicrelerinde (109) veya akut miyeloid 16semideki (110)
enflamasyonla iliskili genlerin RNA ekspresyonundaki degisiklikleri izlemek i¢in bir arag

olarak RT-MLPA kullanilabilir.
2.5.3.3. Array-MLPA (Array Tabanli MLPA):

En yeni uygulama, 200'e kadar farkli probu tespit etmek i¢in MLPA'y1 array bazli
hibridizasyonla birlestirir. Kullanilan aliiminyum oksit matrisinin goézenekli yapisi,
numunenin dizi boyunca ileri geri pompalanmasina izin verir ve sonug¢ olarak
hibridizasyon siiresini azaltir (20 dakika). Florasan sinyal yogunlugu, bir CCD
goriintiileme sistemi tarafindan yakalanir. Array bazli MLPA, rutinde degerli bir tan
yontemi olarak tanimlandi, ¢ilinkii hizli, kullanici dostu ve nispeten diisiik maliyetlidir.
2011 yilinda iyi bilinen interstisyel mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromu boélgelerini
(Williams-Beuren, Miller-Dieker, Prader-Willi/Angelman, Rubinstein-Taybi, Smith-
Magenis vb.) ve kromozomal subtelomerik bolgeleri kapsayan problardan olusan bir
MLPA seti gelistirilmistir. Bu prob seti sadece bilinen aberasyonlari tespit etmek igin
dizayn edilmistir; bu dizaynin sonucu olarak da, tim genomu tarayan, klinik

yorumlamanin her zaman agik olmadigi ve daha Once karsilasilmamis kromozomal
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anormallikleri tespit edebilen array-CGH yontemiyle karsilagtirildiginda array-MLPA
verisinin klinik yorumu basit ve agiktir (111).

2.5.4. Mikroarray

DNA mikroarrayleri belirli bir hiicreden, dokudan veya organizmadan gelen
genlerin biyolojik siireclerini biiyilik 6l¢ekli arastirmak icin giiclii bir aragtir. Bu sistemde,
her biri bir geni temsil eden binlerce prob (genellikle cDNA veya oligoniikleotitler), cam
slaytlar veya benzeri kat1 materyaller iizerine diizenli olarak yerlestirilmistir. Bu platform
DNA g¢ipleri olarak da bilinir. Teknigin prensibi, ¢ipin tizerindeki problar ve analiz edilen
ornegin (florasan etiketli DNA, cDNA veya cRNA molekiilleri) arasindaki spesifik
hibridizasyona dayanir (112). Mikroarray, hastalik iliskili yeni genlerin kesfedilmesinden,
biyobelirtegleri kullanarak Klinik tan1 koymaya kadar genis bir yelpazede etkin bir sekilde
kullanilabilir. Mikroarray yontemi, hastalikla iligkilendirilmis genlerin veya hastaliga
neden olan ajanlarin belirlenmesinde ve genotiplemesinde, tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP'ler) taranmasinda, kromozomal anomalilerinin belirlenmesinde
ve posttranslasyonel modifikasyonlarin  belirlenmesinde  kullanilmaktadir  (113).
Mikroarray ile yeniden dizileme yonteminde; biyolojik materyal PZR ile ¢ogaltildiktan
sonra, 20-200 bg biiyiikliigiinde fragmanlara ayrilir ve biotinle isaretlenir. Daha sonra PZR
tirtinleri ¢ipe yerlestirilir ve hibridizasyon saglanir. Son asamada eklenen boya lazer
tarayicida gorlintiillenmeyi saglar ve dizileme islemi gergeklesir. Elde edilen veriler

bilgisayar analiz program yardimiyla degerlendirilir (114).
2.6. Meme Kanserinde Etik ve Genetik Danisma

Gilinlimiizde genetik bilimi ve teknolojideki hizli gelismeler genetik hastaliklarin
tanisin1 yayginlastirmistir. Bu gelismeye paralel olarak genetik tani testlerinin uygulama
alanlar1 hizla genislemistir. Yalniz kalitsal hastaliklarin taninmasina yonelik baslayan
genetik tani testleri bu temel amaciin ¢ok daha {izerine ¢ikarak, kalitsal yatkinliklarin
belirlenmesi, tedavi hedeflerinin saptanmasi ve yasam boyu hastalik risklerinin
belirlenmesi gibi alanlarda da yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Bunun dogal
sonucu olarak koruyucu tip uygulamalarimin yaninda, medikal ve cerrahi tedavi
uygulamalarinda da yol gosterici hale gelmistir. Tim bunlarin sonucunda, genetik tani

uygulamalarinin genisleyen yelpazesi tip alaninda etik ve legal sorunlarin da tiiriinii ve
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boyutunu etkilemistir. Ozellikle son yillarda hizla yaygimlasan presemptomatik, prediktif
testler hem uygulama sekli hem de tasidigi bilginin etkileri nedeni ile yeni etik basliklar
dogurmustur. Diger biitiin uygulamalarda oldugu gibi bu konuda da tibbi yaklagim ve etik
yaklasimin birlikte gelismesi kaginilmazdir. Bu siiregte gelismelerden fayda saglanirken
ayni zamanda olas1 zararlarindan kaginmak i¢in bazi sorunlarin 6n goriilmesi gerekliligi

unutulmamalidir (81).
2.6.1. Genetik Bilgilendirme

Kanser tanisi olan olgular, bu durumdan sadece fizyolojik olarak ya da bireysel
olarak etkilenmez. Kanserden etkilenen bireyler ve aile iiyeleri, hastaligin nedenini
sorgularlar ve psikososyal olarak etkilenirler. Ailede kanser tanisi almig birden fazla
bireyin oldugu durumlarda, aile iiyeleri hastaligin tiim siirecini ve 6lim de dahil olmak
lizere sonuclarini yasamislardir. Bu bireylerin birgogu endiselerini gidermek ve Onleyici
midahaleler hakkinda bilgi almak icin genetik hekimlerinden destek istemektedir. Bu da
ailesel kanser sendromu genetik damigsmasinda bazi zorluklar ortaya ¢ikarmaktadir.
Danismanlar, danisanin kanser riskini arttiran ve azaltan davranislarin1 belirlemek veya
ailede bagka bir bireyde/bireylerde saptanmis olan patojenik mutasyonu tasiyip
tasimadigini tespit etmek, danisan ise kanser tanisi almissa, kansere yatkinlik yapan bir
mutasyona sahip olup olmadigini bilmek isteyebilir. Kanser gelistirme riskinin dogru bir
sekilde anlasilmasi, diisiik riskli bireyler arasindaki psikolojik sikintiyr ve gereksiz
muayeneler nedeniyle ortaya ¢ikacak ekonomik maliyetleri azaltir. Yiiksek riskli bireylerde
ise Kkanser insidansini ve mortaliteyi azaltmak igin kanserden korunma konusunda
danigmanlik yapmak c¢ok Onemlidir. Kanserin arkasindaki mekanizmalar tam
coziilememekle birlikte, genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimini igeren multifaktoriyel
ve yaygin bir hastalik oldugu bilinmektedir. Cogu kanser, somatik mutasyonlar nedeniyle
gelisir, ancak bazi mutasyonlar dogustan genetik yapida var olup, bireyin kansere

yakalanma riskini arttirabilir (115-117).
2.6.2. Genetik Ayrimcilik ve Yasal Diizenlemeler

BRCA1/BRCA2 genlerinde mutasyon tasiyan bireyler icin genetik ayrimcilik
sonucu, aileleri ve toplum tarafindan daha az ideal es ve/veya ebeveyn sayilarak

yabancilasma ve reddedilme durumu ortaya ¢ikabilmektedir. BRCA1/BRCA2 genlerinde
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mutasyon tagima riski olan birgok birey; saglik sigortasi veya igverenler ile aileleri ve
toplum tarafindan ayrimciliga ugrama korkusu nedeniyle test yaptirmaktan kaginmaktadir.
Bu sebeplerle test yaptirmayan kisilerin; koruyucu 6nlemler, izleme ve/veya test sonrasi
takip ve diger miidahelelerden mahrum kaldiklar1 igin zarar gorme ihtimali giindeme gelir.
Genetik ayrimciligin 6nlenmesi amaciyla, ABD’de ve diger bazi gelismis tilkelerde
ayrimcilik karsiti kanunlar bulunmaktadir. ABD Kongresi 2008 yilinda genetik bilgiye
bagli olarak saglik sigortasi sirketleri ve isverenler tarafindan ayrimciliga karsi bireyleri
korumak i¢in Genetik Bilgi Ayrimcilik Yasasi’n1 (GINA) yiiriirliige koymustur. GINA,
sigorta sirketlerinin risk analizi yaparken genetik bilgiyi ve aile dykiisiinii dikkate almasini
yasaklamaktadir. Boylece, mutasyon tasiycilarinin, daha yiiksek sigorta primi ddemelerinin
veya saglik sigortast kapsamindan ¢ikarilmalarinin oniine gegilmistir. Genetik Ayrimcilik
Mevzuat’l, bireylerin genleri {izerinde hicbir kontrollerinin olmadigi gercegine
dayanmaktadir. Ancak Avrupa’da genetik test ve genetik bilginin yasalar igerisinde net bir
tanim1 ve sinir1 olmadigindan, genetik ayrimcilikla ilgili yasalarin etkinligi tam
olamamaktadir. Bu nedenle genetik hastalifa sahip olanlar, hastalik tasiyicilari, genetik
olmayan hastaliga sahip olanlar ve engelliler acisindan ayrimciliga son vermek icin
diizenleyici yasal yaptirnmlarin 6tesinde, derin kiiltiirel degisimler gerekmektedir (118-

120).
2.6.3. Genetik Danisma

Genetik bilgilendirme, hastanin kendisine ve/veya dordiincii dereceden akrabalarina
kadar uygulanan; genetik test ve bunun sonrasinda genetik danigmay1 kapsamaktadir. Bu
nedenle genetik bilginin, diger tibbi bilgilere gore ¢ok 6zel bir yonii vardir ve testin
uygulandig bireyler disinda, aile bireyleri igin de ayrica 6nemi bulunmaktadir. Klinik
genetikte, baz1 kalitsal kanserlerin yonetiminde genetik testlere bagvurulmasi yaygin hale
gelmistir. Bu testler, danisana 6zgli kanser gelisme risklerini oraya koyarak danisanin
kendi sagligi ile ilgili bilingli kararlar vermesini ve tedbirler almasini saglayabilir. Ancak,
kalitsal hastaligin ailesel yapisi nedeniyle, genetik testler sadece proband i¢in degil ayni
zamanda aile fertleri i¢in genetik hastalik riskini ortaya ¢ikarabilmektedir. Genetik bilginin
paylasilan dogasi1 geregi, test yapilan bireyin gizlilik ihtiyaci ve ailenin genetik risk
bilgilerine erisim ihtiyaci arasinda bir ¢atisma olabilir. Bu catisma, genetik bilginin diger

aile 1yelerine acgiklanmasi siirecinin genetik danisman tarafindan hassasiyetle
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yonetilmesini gerektirir. Genetik danigmanlar, test sonuglarinin ailevi etkilerinin tam
olarak farkinda olduklari i¢in risk altindaki aile iiyelerini belirleyerek danisan ile risk
altindaki bireylerin iletisiminde arabulucu rolii oynarlar. Bu profesyonel goérev, danisan
genetik bilgiyi saklamak istediginde genetik danigsman ig¢in sikintili bir durum ortaya
cikarmaktadir. Bu gibi durumlarda, danismanlar etik bir ikilemle karsi karsiya
kalmaktadirlar: Bir yandan; danisanin tibbi bilgilerinin gizliligi ve mahremiyetinin
korunmasi gorevi vardir, 6te yandan danisanin risk altinda olan akrabalarina karsi
sorumlulugu bulunmaktadir. Arastirmalar, genetik danismanlarin test sonuglarinin risk
altindaki aile bireylerine iletilmesi konusunda etik sorumluluklarinin bilincinde oldugunu
gostermektedir. Ornegin Avustralya’da, saglk icin ciddi bir tehdit varsa ve test sonucunun
aciklanmasi bu tehdidi azaltacak ya da oOnleyecekse, genetik danismanlar danisanlarin
kigisel tibbi bilgilerini, belirli sartlarda risk altindaki akrabalara agiklayabilir. Bununla
birlikte, bu kosullar1 saglayan kanserler nadirdir (6r. Ailesel Adenomatdz Polipozis) ve

genetik bilginin paylasilmasi sorumlulugu her zaman danisana diiser (121).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

1 Ocak 2013 - 30 Haziran 2019 tarihleri arasinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Poliklinigi’'ne basvuran veya
konsiiltasyon ile yonlendirilen kalitsal/ailesel meme ve/veya over kanseri 6n tanisi olan
olgularin dosyalart taranmistir. NCCN kilavuzunda (versiyon 3.2019) belirtilen,
kalitsal/ailesel meme ve/veya over kanserli olgularda BRCA1/BRCA2 genleri galisma
kriterlerini karsilayan 157 olgu calismaya dahil edilmistir. Calismaya dahil edilme

kriterleri:

v Meme Kanseri tanisi almig olmasi + asagidaki kriterlerden en az birini tasiyor

olmast:
» <45 yasinda meme kanseri tanis1 almasi
» 46-50 yasinda meme kanseri tanisi alan bir olguda:
o Birden fazla primer meme kanseri olmasi
o Herhangi bir yasta meme kanseri tanisi almis en az bir akrabasinin olmasi

o Herhangi bir yasta pankreas kanseri tanist almig en az bir akrabasinin

olmasi

o Herhangi bir yasta prostat kanseri tanis1 almis en az bir akrabasinin olmasi

(Gleason>7)
o Bilinmeyen ya da sinirl aile dykiisiiniin olmast
» <60 yas tan1 alanlarda:
o Triple negatif meme kanseri saptanmis olmasi
» Herhangi bir yasta tan1 almis olanlarda:

o Bir veya daha fazla akrabada <50 yasta meme kanseri tanisi olmasi
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o Bir veya daha fazla akrabada over kanseri olmasi

o Bir veya daha fazla erkek akrabada meme kanseri tanisi olmasi
o Bir veya daha fazla akrabada metastatik prostat kanseri olmasi
o Bir veya daha fazla akrabada pankreas kanseri olmasi

o Olguda ve/veya iki veya daha fazla akrabada herhangi bir yasta meme

kanseri tanis1 olmasi
v" Over kanseri tanisi almis olmasi
v" Erkek olguda meme kanseri tanis1 olmasi

v" Yukaridaki kriterleri karsilamayan bir olgunun, kriterlerden birini karsilayan >1

birinci veya ikinci derece akrabasinin olmasi (Aile dykiisii)

Birbiriyle akrabalik bagi olan olgulardan sadece probandin genetik analizi dikkate
alinmus, istatistiksel verilerde hata olmamasi i¢in diger aile bireyleri ¢alismaya dahil
edilmemistir. Genetik analizi germline olarak c¢alisilmayan, sadece dokudan mutasyon
analizi yapilmis olan olgular ¢aligma kapsaminin disinda tutulmustur. Calismanin amaci
toplumumuza 6zgii mutasyon sikligini belirlemek oldugundan, yabanci uyruklu olgular ve

yabanci uyruklu olup sonradan Tiirk vatandasligina gegenler calismaya dahil edilmemistir.
3.2. Yontem

1 Ocak 2013-30 Haziran 2019 tarihleri arasinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Poliklinigi'ne herediter meme/over
kanseri nedeniyle basvuran veya konsiiltasyon ile yonlendirilen olgulardan,
BRCAL/BRCA2 genleri sekans analizi yapilanlarin dosyalari retrospektif olarak taranmis ve
NCCN kilavuzu versiyon 3.2019°da belirtilen, BRCAL1/BRCA2 gen analizi kriterlerini
karsilayan 157 olgunun dosyalari secilmistir. Kriterlere uygun oldugu i¢in secilen
dosyalarda; tani, tani yasi, kanser tipi, timdoriin hormon reseptorii 6zelligi (Ostrojen
reseptOrii, progesteron reseptorii, insan epidermal biiylime faktor reseptorii 2 -HER2-),

pedigri, genetik test sonuglar1 degerlendirilmistir.
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3.3. istatistiksel Analiz

1 Ocak 2013-30 Haziran 2019 tarihleri arasinda Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik Poliklinigi’ne herediter meme/over
kanseri nedeniyle bagvuran veya Kkonsiiltasyon ile yonlendirilen olgulardan,
BRCA1/BRCA2 genleri dizi analizi yapilanlarin dosyalar1 taranarak, retrospektif
tanimlayici bir ¢alisma yapilmigtir. Dosya taramasindan elde edilen veriler ile, SPSS18
programi kullanilarak, sayr ve yiizde hesaplamasi yapilmistir. Degiskenlere iliskin

tanimlayici istatistikler verilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 157 olgudan 154’1 (%98.1) kadin, t¢ii (%1.9) erkektir. 114
olguda meme kanseri (%72.6), 10 olguda over kanseri (%6.4), dort olguda meme ve over
kanseri (%2.5) tanist bulunurken, 29 olgu (%18.5) aile 6ykiisii nedeniyle ¢alismaya dahil

edilmistir.

Meme kanseri tanisi alan 111 kadin olgunun yas ortalamasi 40.36, ti¢ erkek
olgunun yas ortalamasi 47.66’dir. Over kanseri tanisi alan 10 kadin olgunun yas ortalamasi
45.2°dir.

Meme kanseri tanisi olan 114 olgunun 74’tinde (%64.9) tiimoriin histolojik tipi
invaziv duktal karsinom, bir tanesinde filloides tiimor (%0.9), bir tanesinde invaziv lobiiler
karsinom (%0.9) ve ti¢ tanesinde duktal karsinoma in situ (%2.6) olarak belirlenmistir.
Meme kanseri olgularinin 35 tanesinde (%30.7) tiimoriin histolojik tipi bilinmemektedir.
Over kanseri saptanan 10 olgunun dokuz tanesinde (%90) tiimdriin histopatolojisi ser6z

over karsinomu iken, bir olgunun (%10) tiimér histolojisi bilinmemektedir.

Timoriin histopatolojik 6zelliklerinin bilindigi olgularda, dstrojen reseptorii (ER),

progesteron reseptorii (PR) ve HER2 (CerbB2) sonuglari tablo IV te verilmistir.

Tablo IV. Tiimor histopatoloji sonuglart (NA: bilinmiyor)

ER Frekansi Yiizdesi
Pozitif 64 %50
Negatif 22 %17.2
NA 42 %32.8
Toplam 128 %100

PR
Pozitif 62 %48.4
Negatif 24 %18.8
NA 42 %32.8
Toplam 128 %100

HER2
Pozitif 52 %40.6
Negatif 24 %18.8
NA 52 %40.6
Toplam 128 %100
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Calismaya dahil edilen 157 olgunun BRCAL/2 dizi analizinde saptanan
mutasyonlar, American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)’in 6nerdigi
gibi bes grupta siniflanmistir; pathogenic (patojenik), likely pathogenic (olasi patojenik),
variant of uncertain significance (VUS — klinik 6nemi belirsiz varyant), likely benign (olasi
benign), benign. 17 olguda (%11) BRCAL, alti olguda (%4) BRCA2 dizi analizinde
hastalikla iligkili patojenik/olas1 patojenik bir mutasyona rastlanmistir. BRCAL/2
genlerindeki patojenik/olas1 patojenik mutasyonlar Tablo V’te, mutasyon tipleri Sekil
11°de gosterilmistir. BRCA mutasyonu saptanan olgularin klinik ve patolojik 6zellikleri

Tablo VI’da verilmistir.

BRCA genleri dizi analizi sonuglari

B Normal M BRCA1 mutasyonu saptanan olgular BRCA2 mutasyonu saptanan olgular

4%

Sekil 10. Caligmaya dahil edilen olgularda BRCA mutasyonu sikliklari

BRCAL/2’de saptanan patojenik/olast patojenik 23 mutasyonun; sekizi kiigiik
duplikasyon (%35), yedisi splice bolge mutasyonu (%31), dordi kiigiik delesyon (%17),
ikisi nonsense mutasyon (%9), biri missense mutasyon (%4) ve biri kii¢iik insersiyon
(%4)’dur (Sekil 11). BRCAL’de olgu 7°de saptanan ¢.4986+5G>A ve olgu 12’de saptanan
€.302-3C>G splice bolge degisimleri, BRCA2’de olgu 13’te saptanan €.8414 8415insT
(p.Leu2805Phefs*7) ve olgu 22’de saptanan €.6468 6469delTC (p.GIn21571lefs*18)
gergeve kaymasi mutasyonlar1 daha once literatiirde yer almayan “novel” varyantlardir. Bu

varyantlar; in-siliko analiz programlariyla degerlendirildiginde ACMG kriterlerine gore
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olas1 patojenik oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica olgu 7 ve olgu 22’nin aile dykiisii de

varyanlarin olas1 patojenitesini desteklemektedir.

Tablo V. BRCAL ve BRCA2’de saptanan hastalik etkeni mutasyonlar

BRCA1 Frekansi Yiizdesi
€.66dupA (p.Glu23Argfs*18) Heterozigot 4 %17.39
€.135-2 A>G Heterozigot 3 %13.04
€.5266dupC (p.GIn1756Profs*74) Heterozigot 3 %13.04
€.4358-3 A>G Heterozigot 2 %8.69
€.181 T>G (p.Cys61Gly) Heterozigot 1 %4.35
¢.302-3 C>G Heterozigot 1 %4.35
€.2611 2612delCC (p.Pro871Valfs*31) Heterozigot 1 %4.35
€.2963 C>A (p.Ser988Ter) Heterozigot 1 %4.35
€.4986+5 G>A Heterozigot 1 %4.35

BRCA2
€.658_659delGT (p.Val220llefs*4) Heterozigot 1 %4.35
€.3751dupA (p.Thr1251Asnfs*14) Heterozigot 1 %4.35
€.6246delA (Glu2082Aspfs*4) Heterozigot 1 %4.35
€.6468_6469delTC (p.GIn21571lefs*18) Heterozigot 1 %4.35
€.8414 8415insT (p.Leu2805Phefs*7) Heterozigot 1 %4.35
€.9318 G>A (p.Trp3106Ter) Heterozigot 1 %4.35

Toplam 23 %100

insersiyon ,~Missense
4% 4%

Nonsense
9%

Sekil 11. Saptanan mutasyon tiirleri
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Tablo VI. BRCA mutasyonu saptanan olgularin klinik ve patolojik dzellikleri

(na: bilinmiyor, N: normal, IDK: intraduktal Karsinom, Ca: kanser)

\T(Z;I Tam Tiimér Tipi| ER PR HER?2 iﬁfagonu rii?aAs;%onu
Olgu 1 18 Meme Ca |na na na na missense N
Olgu 2 29 Meme Ca |na na na na N nonsense
Olgu 3 44 Meme Ca |na na na na N delesyon
Olgu 4 46 Over Ca igfif]om pozitif  |pozitif |- duplikasyon |N
Olgu 5 - g"}!ﬁusu - - - - splice N
Olgu 6 42 Meme Ca |IDK pozitif  |pozitif  |pozitif |nonsense N
Olgu 7 48 Meme Ca |IDK pozitif pozitif pozitif splice N
Olgu 8 39 Meme Ca |Mediiller Ca|negatif |negatif [negatif |duplikasyon |N
Olgu 9 52 I(\)/I\;enrw:Ca na na na na splice N
Olgu10 |43 Over Ca Ez:séiznom na na na splice N
Olgull |55 Meme Ca |na na na na delesyon N
Olgul2 |34 Meme Ca |IDK pozitif pozitif pozitif splice N
Olgu13 |39 Meme Ca |IDK pozitif  |pozitif  |pozitif N insersiyon
Olgu14 |41 E)/I\(/a?]rm:Ca IDK negatif  |negatif |pozitif duplikasyon |N
Olgu15 |48 Meme Ca |IDK pozitif  |pozitif  |negatif |duplikasyon |N
Olgul6 |36 Meme Ca |na na na na duplikasyon |N
Olgu 17 |27 Meme Ca |IDK negatif | pozitif negatif  |duplikasyon |N
Olgu 18 |46 Meme Ca |na na na na splice N
Olgu19 |49 Over Ca E;Siznom pozitif negatif |- duplikasyon |N
Olgu20 |38 (I\)/I\;enrw:Ca na na na na N delesyon
Olgu21 |50 Meme Ca |IDK negatif  |negatif |pozitif splice N
Olgu22 |44 Meme Ca |na na na na N delesyon
Olgu 23 |45 Meme Ca |na na na na N duplikasyon
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5. TARTISMA

Tarihsel bilgiler 1s18inda, kanserin bilinirligi olduk¢a eski zamanlara dayanir.
Kanser, ilk tamimlandigi zamanlardan bu yana, agir klinikle seyreden, tedavisi zor ve
oliimciil bir hastalik olmaya devam etmektedir ve ¢agimizda toplumu sosyal ve maddi
yonden olumsuz yonde en c¢ok etkileyen hastaliklarindan biridir. Giderek artan siklig1 ise
ciddi bir halk sagligi problemi olusturmaktadir. GLOBOCAN 2018 (28) verilerine gore;
Diinya genelinde 18.1 milyon yeni kanser vakasi ve 9.6 milyon kanser nedeniyle 6liim
vakasi bildirilmistir. Toplumda her bes kisiden birinin 75 yasindan once hayatinin bir
doneminde bu hastalikla karsilasabilecegi gercegi ve bu kisilerin %10’unun kanser nedenli
Olmesinin beklenmesi de kanserin onemini daha da arttirmaktadir. Meme kanserine
baktigimizda ise, %24.2 siklikla Diinya genelinde kadinlarda en fazla goriilen kanser olup,

%15°1ik o6liim oraniyla da kadinlarda kanser kaynakli 6liimlerin en basinda gelmektedir.

GLOBOCAN 2018 (28) Tiirkiye istatistiklerine gore; 210.537 yeni kanser vakasi
kayda gecerken, 116.710 kisi kanser kaynakli nedenlerle 6lmiistiir. Yeni tan1 alan kanser
olgular1 dikkate alindiginda, erkeklerde en sik goriilen kanser %24.7 ile akciger, ikinci
%14.6 ile prostat ve tiglincii %9.7 ile kolorektal kanserlerdir. Kadinlarda; %24.4 ile meme
ilk sirada gelirken, bunu %]11.5 ile tiroid ve %9.3 ile kolorektal kanserler takip etmektedir.
Her iki cinsiyeti birlikte degerlendirdigimizde; akciger %16.5 ile birinci, meme %10.6 ile

ikinci ve kolorektal %9.5 ile liclincii siradadir.

BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu tastyan olgularda; 70 yasina kadar meme kanseri
gelisme riski yaklasik %45-87, BRCA1 mutasyonu tastyanlarda over kanseri gelisme riski
%45-60 ve BRCA2 mutasyonu tasiyanlarda over kanseri gelisme riski %11-35tir (122).
BRCA mutasyonu tasiyicilarinda kanserli meme dokusunun en sik goriilen histopatolojisi
invaziv duktal karsinomdur (IDK) ve IDK sadece kalitsal degil, sporadik meme kanserinde
de en sik goriilen subtiptir. Ote yandan, BRCA mutasyonu tasiyicilarinda pre-invaziv
lezyonlar olan duktal karsinoma in situ (DCIS) ve lobiiler karsinoma in situ (LCIS) ¢ok
fazla bildirilmemistir, ancak son zamanlarda yapilan calismalarda BRCA mutasyonu
tastyicilarina uygulanan profilaktik mastektomi sonrasi incelenen meme dokusunda
premalign lezyonlar tespit edilmistir. Arastirmalar, BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda, triple

negatif meme kanseri goriilme ihtimalinin tasiyict olmayan hastalardan daha fazla
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oldugunu gostermistir. Triple negatif terimi; Gstrojen reseptdrii, progesteron reseptorii ve
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii (HER2) negatif olan tiimorler icin kullanilir ve
bu histopatolojik 6zelligi tasiyan tiimorler daha yiiksek niikleer grade ve daha yiiksek
proliferasyon hiziyla diger alt tiplerden daha agresif olma egilimindedirler. BRCA2
mutasyonu tasiyicilart ise, tasiyict olmayan hastalarla benzer timdr patolojisini
gostermektedir (122). Bizim ¢alismamizda; BRCA1’de mutasyon tespit edilen 17 olgudan
sadece sekiz tanesinin tiimor histolojisi biliniyordu ve bunlardan sadece bir tanesi triple
negatifti. Bu oran literatlir bilgisi ile uyusmamaktadir. Bunun nedeni olarak; timor
histolojisini bilmedigimiz olgularin olmasi, BRCA1 mutasyonu tasiyan yeterli sayida
olgumuzun olmamasi, tiimor histolojisi sonuglarinin  yanlis olmasi ihtimalleri
diistiniilmelidir. Sekiz olgunun tamaminda tiimor tipi intraduktal karsinom olarak

raporlanmisti. Bu sonug, literatiir bilgisi ile uyumludur.

Meme ve over kanseri ailelerinde saptanan BRCA1/2 mutasyonlarinin ¢ogu, kisa ve
islevsel olmayan BRCA1/2 proteini iiretimine yol acar; bunun BRCAL/2 mutasyon
tastyicilarinda  goriilen meme kanserlerinin  daha agresif seyretmesinin nedenini
aciklayabilecegi diisiintilmektedir. BRCAL/2 genlerinde en yaygin goriilen mutasyon
tipleri; g¢er¢eve kaymasina neden olan kiiciik delesyon ve insersiyonlar, anlamsiz
mutasyonlar ve splice bolgesi mutasyonlaridir. Heterozigosite kayb1 (LOH) da BRCA ile
iliskili meme kanserlerinde yiiksek oranda gosterilmistir. Bu mutasyonlar, multipleks
ligasyona bagimli prob amplifikasyonu (MLPA) yontemi kullanilarak belirlenebilmektedir
(122). Bizim ¢alismamizda da literatiir ile uyumlu olarak en sik goriilen mutasyonlar;
kiiglik delesyon, duplikasyon ve insersiyonlar, splice bolgesi mutasyonlari ve anlamsiz

mutasyonlardir.

Over kanseri Diinya genelinde en sik oliime neden olan jinekolojik kdkenli
kanserdir. Diger jinekolojik kanserlerden farkli olarak tanmi yasi ¢ok erken olabilir.
Kadinlarda goriilen kanserlerin %2.5’ini, kanserden liimlerin ise %35’ini olusturur. Oliim
oraninin yiiksek olmasiin ana nedeni, tan1 aninda her 5 kadindan 4’iinde hastaligin ¢ok
ileri evrede olmasidir. Bir kadinin hayati boyunca over kanserine yakalanma riski ise
%1.3’tir. Over kanserinin %90°1 epitelyal tiptir, epitelyal over kanseri igerisindeki en
yaygin alt grup da serdz karsinomadir. Over kanserleri i¢inde germ hiicreli timorler %3,

seks kord-stromal tiimorler de yaklasik %2’lik bir paya sahiptir. Epitelyal over
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kanserlerinin diger histolojik tiplere gore daha saldirgan seyrettigi bilinmektedir. Over
kanseri i¢in en kuvvetli risk faktorii ailede meme veya over kanseri Oykiisii olmasidir.
Birinci derece akrabasinda over kanseri Oykiisii olan bir olguda invaziv epitelyal over
kanseri riski %50 artarken, birinci derece akrabasinda meme kanseri Oykiisii olan bir
olguda bu risk %10 artar. Epitelyal over kanserinin yaklasik %18'inin, 6zellikle yiiksek
dereceli serdz karsinomalarm, BRCA1 ve BRCAZ2 ile kalitilan ve yiiksek risk olusturan
mutasyonlar nedeniyle oldugu tahmin edilmektedir. BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlar,
ailede hastalik 6ykiisii olan kadinlarda over kanseri olgularinin yaklasik %40'in1 olusturur.
Epitelyal over kanseri i¢in nadir goriilen ve ilimli penetrasyon gdsteren gen mutasyonlari,
BRIP1, RAD51C ve RAD51D’de karsimiza ¢ikmaktadir. Epitelyal olmayan over kanserleri
genellikle BRCAL/2 gen mutasyonlari ile iliskilendirilmez; yetiskin tipi graniilosa hiicreli
timorler FOXL2 ile, Sertoli-Leydig hiicreli tiimérler DICER1 ile iliskilendirilmistir.
Tanimlanmig genetik mutasyonlarin yiiksek prevalanst nedeniyle NCCN over kanseri
teshisi konan tiim kadinlar igin genetik test onermektedir (123). Bizim ¢alismamizda; over
kanseri tanis1 alan 10 olguya, ilk tanis1 over kanseri oldugu i¢in over ve meme kanseri
tanist olan dort olgu da dahil edildiginde; tan1 yasi ortalama 45.5’tur, tiimor histolojisi
bilinen 10 olgunun hepsinde tiimor tipi serdz karsinomdur. Bu bulgular literatiirle

uyumludur.

Alemar ve arkadaglarinin (124) Giiney Brezilya’da BRCA c¢alisma kriterlerine
uygun olarak sectikleri 418 kalitsal meme/over kanseri olgusu ile yaptiklar: ¢aligmada, 80
olguda (%19.1), yedi tanesi daha Once bildirilmemis olan 83 patojenik/olasi patojenik
mutasyon saptanmustir. 49 olguda BRCA1L, 28 olguda BRCAZ2, iki olguda hem BRCA1 hem
BRCAZ2, bir olguda iki farkli BRCA2 mutasyonu saptanmistir. Saptanan 83 mutasyon iginde
BRCA1l mutasyon sikligit %61.4 olarak belirlenmistir. 340 olguya MLPA ile
delesyon/duplikasyon analizi yapilmis, sadece dort olguda mutasyon saptanmistir. Sadece
kanser oykiisii olanlardaki BRCA mutasyon sikligi %20, aile dykiisii nedeniyle ¢alismaya
almanlar hesaplamaya dahil edilirse mutasyon sikligi %13 olarak bulunmustur. Meme

kanseri olanlarda mutasyon siklig1 %37.8, over kanseri olanlarda %19.7dir.

Apessos ve arkadaslarinin  (125) 898 Yunan ailesinde yaptig1 c¢alismada;
degerlendirilen 889 kadin ve dokuz erkek olgunun yas ortalamasi 45, mutasyon orani

%12.9 (116 mutasyon) olarak saptanmistir. Bunlarin %9’u daha oOnce literatiirde yer
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almayan mutasyonlar, %14.7’si de (17 mutasyon) biiyiik genomik yeniden diizenlemelerdir
ve biiylik genomik yeniden diizenlemeleri saptamak i¢in yapilan delesyon/duplikasyon
analizi, dizi analizi sonucunda mutasyon saptanmayan olgulara uygulanmistir. Hastalik
yapic1 mutasyonlarin 82’si (%70.7) BRCAL’de, 34’1 (%29.3) BRCA2’de yer almaktadir. 17
olguda saptanan delesyon/duplikasyonlarin ise, 15’1 (%18.3) BRCALl’de, ikisi (%5.88)
BRCAZ2’de yer almaktadir.

Mutasyonlarin belirlenmesi i¢in yapilan erken donem ¢alismalarda sadece nokta
mutasyonlar veya kii¢iik delesyon/duplikasyonlar taranmistir fakat son ¢alismalarda bazi
popiilasyonlarda her iki gendeki mutasyonlarin %10-30'unu biiyilk genomik yeniden
diizenlemelerin olusturdugu gosterilmistir. Daha spesifik olarak; Yunan, italyan ve
Hollandali ailesel meme/over Kkanseri ailelerindeki c¢alismalarda, BRCAZ1'deki
delesyon/duplikasyon sikligmin sirasiyla %17, %23 ve %27-36 oldugu gosterilirken,
Danimarka  popiilasyonunda bu oran sadece %3.8 olarak  bulunmustur.
Delesyon/duplikasyonlarin BRCA2 genini daha az etkiledigi bilinmektedir ve calisilan

popiilasyona bagli olarak bu oranin %0-11 arasinda degistigi gosterilmistir (125).

Konecny ve arkadaslarmin (126) 585 Slovak herediter meme/over kanserli olgu ile
yaptig1 c¢alismada; dizi analizinde 100 olguda (%17.1) mutasyon tespit edilmistir
(mutasyonlarin  %88’i BRCAl'de ve %12'si BRCA2’de). BRCAI deki c.80+4del4,
€.1938 1947dell10 ve ¢.1166delG ve BRCA2 deki ¢.6589delA mutasyonlari sadece Slovak
toplumunda tanimlanmigtir. MLPA analizi ile ti¢ ailede iki biiyiik genomik yeniden
diizenleme tespit edilmistir. Bunlar; BRCA1 de 21 ve 22. ekzonlarin silinmesi ve ¢ok nadir
bir degisiklik olan BRCAL'in tamamen silinmesidir. Ayrica; 27 farkli 6nemi belirsiz
varyant (dordii novel mutasyon) ve 14 farkli tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit
edilmistir. BRCAL mutasyonu tasiyan olgularda tani yasi ortalama 42.7, BRCA2 mutasyonu

tasiyan olgularda tan1 yas1 ortalama 46 olarak hesaplanmustir.

Arjantin’de Solano ve arkadaslarmin (127) yaptigi ¢alismada; ailesinde ve/veya
kendisinde meme/over kanseri Oykiisii olan 940 proband degerlendirilmis, besi
delesyon/duplikasyon ve 22’si novel mutasyon olmak {izere, 179 patojenik mutasyon
(%19.04) tespit edilmistir. Bunlarin 105’1 BRCALl’de, 74’tit BRCA2 dedir. Caligmada <40
yas tan1 alan bir, >40 yas tan1 alan 12 ve aile oykiisiinden dolay1 caligmaya alinan bir kisi

olmak tizere toplamda 13 erkek olgu bulunmaktadir. Bunlardan birinde BRCA1’de, {igiinde
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BRCA2’de mutasyon saptanmistir. Saptanan 22 novel mutasyonun sekizi BRCA1’de, 14
tanesi BRCA2 'dedir.

Bizim ¢alismamizda; Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Tibbi Genetik Poliklinigi’ne Ocak 2013-Haziran 2019 arasinda basvuran/konsulte edilen
ailesel/kalitsal meme/over kanseri olgularmin dosyalar1 retrospektif olarak taranarak,
NCCN versiyon 3.2019’a gore BRCA1/2 analizi kriterlerini karsilayan 157 olgu ¢aligmaya
dahil edildi. Calismanin amaci toplumumuza 6zgii BRCA1/2 mutasyonlarini ve mutasyon

sikliklarini belirlemekti.

Farkli popiilasyonlar ve farkli etnik gruplarda, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
goriilen patojenik mutasyonlarin sikligi degisiklik gosterir. BRCAL/BRCA2 mutasyonlarina
bagli herediter meme kanserinin en sik goriildiigli toplum olan Askenazi Yahudileri’nde
BRCAI'de en sik 5382insC ve 185delAG; BRCA2’de en sik 6174delT mutasyonlari
goriilmiistiir (50,51). Fransiz kokenli Kanada’li olgularda BRCAL1 C4446T mutasyonu en
stk, BRCA2 8765delAG mutasyonu da ikinci siklikta tespit edilmistir (52). Belgikali
olgularla yapilan bir ¢alismada BRCA1l IVS5+3A>G en sik tespit edilen mutasyon
olmustur (53). Finlandiya’da yapilan bir ¢alismada BRCA2 T8555G and 999del5
mutasyonlart o toplumda sik goriilen (“founder”) mutasyon olarak saptanmistir (54).
Polonya’da yapilan bir arastirmada BRCA1 5382insC, C61G ve 4153delA mutasyonlarina
sik rastlanmugtir (55). Tiirk toplumunda yapilan mutasyon analiz ¢alismalarinin ilki Yazict
ve arkadaslarmin (57) 2000 yilinda yaptiklari ¢alismadir. Bu calismada; kendisinde ve
ailesinde meme ve/veya over kanseri Oykiisii olan 53 olgu ve aile Oykiisii olmadan elli yas
alt1 meme kanseri tanis1 alan 52 olgu degerlendirilmis, bu olgularda BRCA1 ve BRCA2’de
insidans1 yiiksek olan spesifik bir mutasyon saptanmamistir. Manguoglu ve arkadaslarinin
(58) 2003 yilinda yaptiklar galismada ise; ailesel meme kanseri olan 23 olgu (bir olguda
bilateral meme kanseri), erken baslangi¢cli meme kanseri olan 18 olgu, 10 erkek meme
kanseri olgusu, ailesel over kanseri olan bir olgu, meme ve over kanseri birlikteligi olan
bir olgu ve 30 sporadik meme kanseri olgusu olmak iizere toplamda 83 olgu
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada da BRCA1 ve BRCA2 genlerinde belirgin insidans artisi
gosteren bir mutasyon saptanmamistir. Purcu ve arkadaslarinin (59) 2010 yilinda yaptigi
calismada, kendisinde ve birinci derece akrabalarinda meme veya over kanseri hikayesi

olan 25 kadin olgu ve kendisinde kanser hikayesi olmayip birinci derece akrabalarinda
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meme veya over kanseri dykiisii olan 25 kadin olgu, Diinya’da en sik goriilen mutasyonlar
olan BRCA1 5382insC ve 185delAG; BRCA2 6174delT agisindan degerlendirilmis, dordii
ayni aileden olmak tizere bes hastada BRCAL geninde 5382insC mutasyonu saptanmistir.
Cecener ve arkadaslarmin (128) meme kanseri tanisi alan 603 olgu ile yaptig1 ¢alismada;
15 olguda BRCA1, 15 olguda BRCA2 mutasyonu saptanmistir. BRCA1’de bes olguda
saptanan ¢.5266dupC ve BRCA2’de dort olguda saptanan €.9097dupA ve ii¢ olguda
saptanan ¢.8940delA en sik karsilasilan mutasyonlar olmustur. Bizim ¢alismamizda ise;
BRCAL’deki en sik mutasyonlar 17 olgunun dérdiinde saptanan ¢.66dupA, 17 olgunun iiger
tanesinde saptanan c.135-2 A>G ve ¢.5266dupC olmustur. Diinya genelinde en sik
bildirilen BRCA1 5382insC ve 185delAG mutasyonlarmma bizim O6rneklemimizde
rastlanmamistir. BRCA2’de ise, saptadigimiz alti patojenik mutasyon arasinda sikligi
artmis bir degisim bulunmamaktadir. Diinya genelinde veya Diinya’nin farkli bolgelerinde
sik rastlanan mutasyonlar ile toplumumuzda rastlanan mutasyonlarin farklilik géstermesi,
etnik koken ve bolgesel farkliliklar ile agiklanabilir. Ayrica ¢alismaya dahil edilen olgu
sayist arttirildiginda, toplumumuza 6zgii mutasyon sikliklarinda da farkliliklar goriilebilir.
Literatirde BRCA1 mutasyonu tasiyan kadinlar i¢in yaklasik 30-40 yasmma ve BRCAZ2
mutasyonu tasiyicilari i¢in yaklasik 40-50 yasina kadar meme kanseri riski hizli bir sekilde
arttig1, bu yaslardan sonra, meme kanseri oraninin her iki mutasyon icin yaklasik 80 yasina
kadar stabil kaldig: bildirilmektedir. Cecener ve arkadaslarinin (128) ¢alismasinda, BRCA1
mutasyon tastyicilarinda tani yasi ortalama 46.55 ve BRCAZ mutasyon tastyicilarinda tani
yasi ortalama 44.17°dir. Bizim ¢aligmamizda BRCAl mutasyonu tasiyan 17 olgunun
16’smin yas ortalamasi 42.13 bulunmus, BRCA1 mutasyonu tasiyan bir olgu aile dykiisii
nedeniyle ¢alismaya dahil edildiginden ve kanser tanis1 olmadigindan bu ortalamaya dahil
edilememistir. Calismamizda BRCA2 mutasyonu tasiyan olgularin tan1 yasi ortalamasi ise
39.83"dir. iki ¢alisma arasindaki bu fark, ¢alismaya dahil edilme kriterleri ayn1 olmadig

i¢cin ve orneklem biiyiikliikleri arasinda belirgin fark oldugu i¢in ortaya ¢ikmis olabilir.
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6. SONUC

Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik
Poliklinigi’ne basvuran/konsulte edilen kalitsal/ailesel meme/over kanseri 6n tanili olgular
ile yaptigimiz ¢aligmada; olgularin dosyalar1 retrospektif olarak incelenmis ve BRCA1/2
genleri dizi analizi sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismanin ana amaci toplumumuza 6zgii

BRCAL/2 mutasyonlarini ve mutasyon sikliklarini belirlemektir.

Calismaya dahil edilen 157 olgunun tamaminda, BRCA1 ve BRCA2 genleri dizi
analizi yontemi ile ¢alisilmisti. 17 olguda (%11) BRCA1L, alti olguda (%4) BRCA2’de
olmak tiizere toplam 23 olguda hastalikla iliskili patojenik/olasi patojenik bir mutasyona
rastlanmistir. BRCA1 ve BRCAZ2’de saptanan patojenik/olasit patojenik 23 mutasyonun;
sekizi kiiglik duplikasyon (%35), yedisi splice bolge mutasyonu (%31), dordi kiigiik
delesyon (%17), ikisi anlamsiz (nonsense) mutasyon (%9), biri yanlis anlamli (missense)

mutasyon (%4) ve biri kiigiik insersiyon (%4)’dur.

BRCA1’de mutasyon tespit edilen 17 olgudan sekiz tanesinin timor histolojisi
biliniyordu ve bunlardan sadece bir tanesi triple negatifti. Bu oran literatiir bilgisi ile
uyusmamaktadir. Bunun nedeni olarak; tiimor histolojisini bilmedigimiz olgularin olmasi,
BRCA1l mutasyonu tasiyan yeterli sayida olgumuzun olmamasi, timor histolojisi
sonuglarinin  yanlis olmasi ihtimalleri disiiniilmelidir. Olgu sayist arttirilarak
degerlendirme yeniden yapilabilir ve tiimor histolojisi sonuglar1 farkli bir merkezde tekrar

degerlendirilebilir.

Calismamizda yer alan olgularda BRCAL/2 genlerinde saptanan nokta mutasyon ve
kiigiik delesyon/duplikasyon/insersiyon sikligi literatiirle uyumlu bulunmustur. Ayrica

daha once literatiirde bildirilmemis dort yeni mutasyon saptanmaistir.

Calismamizdaki baz1 sonuclar literatiirle Ortiisiirken bazilar1 ise literatiirle
uyusmamakadir. Bu durumun farkli nedenleri vardir. Calismamizdaki olgu sayis1 157 dir.
Literatiirde yapilan c¢aligmalarla karsilastirildiginda olgu sayimiz oldukca azdir. Ayrica
olgularin dosya bilgilerinde eksiklikler olmasi da bazi parametreleri degerlendirmeyi

giiclestirmistir.
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7. OZET

KALITSAL/AILESEL MEME VE/VEYA OVER KANSERI TANISI ALMIS
OLGULARDA BRCA1/BRCA2 GEN MUTASYONLARININ RETROSPEKTIF
OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Kalitsal/ailesel meme/over kanseri genetigi etyolojisinde BRCA1/BRCA2 gen
mutasyolari %5-10’1uk mutasyon orani ile en 6nemli yeri tutar. Genetik yatkinlik otozomal
dominant kalitilir ve hastalik yapici mutasyonlar, mutasyonu tasiyan bireyler i¢in 70
yasindan 6nce %67, 80 yasindan dnce %80 hastaliga yakalanma riski ortaya ¢ikarmaktadir.
Bu ¢alismada; Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Genetik
Poliklinigi’ne basvuran veya konsulte edilen kalitsal/ailesel meme ve/veya over kanseri 6n
tanil1 olgularin dosyalar1 retrospektif olarak incelenmis, NCCN kilavuzu versiyon 3.2019’a
gore BRCA1/2 genleri analiz endikasyonu tasiyan olgular se¢ilmis ve bu olgularin sekans
analizi sonuglar1 degerlendirilmistir. Calismanin ana amaci toplumumuza 6zgii BRCA1/2

mutasyonlarini ve mutasyon sikliklarini belirlemektir.

Calismaya meme ve/veya over kanseri tanisi ve aile Oykiisti olan 157 olgu dahil
edildi. Sanger dizi analizi sonuglar incelendiginde; 17 olguda BRCA1, alt1 olguda BRCA2
geninde mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlarin 19’u hastalik yapici oldugu bilinen

mutasyonlar iken, dordii daha 6nce literatiirde yer almamis novel mutasyonlardi.

Sanger dizileme yontemi ile BRCAL/2 gen analizi sonuglari degerlendirildiginde,
patojenik mutasyon tasiyan olgularin orani literatiirle uyumlu bulunmustur. Ayrica

literatiirde daha 6nce yer almayan dort yeni mutasyon tanimlanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Ailesel, Herediter, Meme Kanseri, Over Kanseri, BRCA1, BRCA2
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8. SUMMARY

RETROSPECTIVE ANALYSIS OF BRCA1/BRCA2 GENE MUTATIONS IN
PATIENTS WITH HEREDITARY/FAMILIAL BREAST AND/OR OVARIAN
CANCER

BRCA1/BRCA2 gene mutations have the most important role in the etiology of
hereditary/familial breast/ovarian cancer syndrome (HBOC) with a mutation rate of 5-
10%. Genetic predisposition is inherited as autosomal dominant, and disease causing
mutations are associated with a 67% risk of disease under the age of 70 and 80% risk under
the age of 80. In this study; patients with hereditary/familial breast and/or ovarian cancer
who were admitted or referred to the Medical Genetics Outpatient Clinic of Aydin Adnan
Menderes University Faculty of Medicine were reviewed retrospectively with their
BRCA1/2 sequence analysis results. The main aim of the study was to determine specific

BRCAL/2 mutations and mutation frequencies in our society.

157 patients with breast and/or ovarian cancer and family history of HBOC were
included in the study. Sequence analysis showed that 17 cases were due to BRCAL gene
mutations and six cases were due to BRCA2 gene mutations. 19 of these mutations were

known to be causative, while four were novel.

When the results of BRCA1/2 gene analysis by Sanger sequencing method were
evaluated, the rate of cases with pathogenic mutation was found to be consistent with the
literature. In addition, four new mutations that have not been previously reported in the

literature and thought to be causative have also been identified.

Key Words: Familial, Hereditary, Breast Cancer, Ovarian Cancer, BRCA1, BRCA2
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