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Yiiksek Lisans Tezi

PROSTAT KANSERI ILE iLiSKIiLI GENLERIN YENI NESIL DiZILEME YONTEMIi
ILE INCELENMESI: BIYOINFORMATIK ARACLAR VE
VERITABANLARI

Ali Yavuz CAKIR

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Kuyas HEKIMLER OZTURK

Prostat kanseri, yliksek mortalite ve morbidite ile iliskili yaygin bir hastaliktir.
Yiiksek insidansa ragmen hastaligin olusumundaki molekiiler ve genetik olaylar
tam olarak aydinlatilamamistir. Yeni nesil dizileme, kanserin molekiiler
patogenezi hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir. Calismamizda, literatiirde
prostat kanseri ile iliskilendirilmis genlerden bir panel olusturup, tiim ekzon,
ekzon-intron baglanti noktalar: taranarak; SNP, mutasyon, kii¢iik insersiyon ve
delesyonlarin biyoinformatik veritabanlar1 yardimi ile anlamlandirilmasi
hedeflenmistir.

Bu amac¢ dogrultusunda; prostat kanseri tanisi almis 21 olgu calismaya dahil
edilmis olup, hastalik ile iliskilendirilen 39 genin tiim ekzon bdlgeleri ve ekzon-
intron baglanti noktalar1 prob tabanli kit kullanilarak yeni nesil dizileme
platformu Illumina MiSeq ile dizilenmistir. Saptanan yeni mutasyonlar Sanger
dizileme yontemi ile dogrulanmistir. Elde edilen veriler elektronik veritabanlari
kullanilarak degerlendirilmistir.

Yapilan ¢oklu gen paneli dizilemesi sonucunda; AR (c.1174C>T), AR
(c.1406_1420del), BRIP1 (c.139C>G), ELAC2 (c.1621G>A), FANCA (c.2574C>G)
genlerinde Clinvar veritabani girdilerine gore patojenik mutasyon; APC
(c.497C>G), APC (c.3887C>A), BRCA2 (c.2918C>G), CHEK2 (c.722-10T>C),
FANCA (c.1638A>C), ITGAG6 (c.182+11_182+15delAGACCinsGGACT) genlerinde
ise yeni mutasyonlar tespit edilmistir. Ayrica klinik 6nemi bilinmeyen (VUS) ve
veritabanlarinda ¢ok diisiik frekansa sahip olan varyantlar da tespit edilmistir.

Elde ettigimiz bulgular; Tirk toplumunda prostat Kkanserinin genetik
patogenezinin anlasilmasinda, mutasyon sikliklarinin belirlenmesinde, genotip-
fenotip korelasyonlarinin ortaya konulmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Yeni Nesil Dizileme, Biyoinformatik, Prostat Kanseri,
Veritabanlari.

2019, 77 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF GENES ASSOCIATED WiTH PROSTATE CANCER BY
NEXT GENERATION SEQUENCING: BIOINFORMATICS TOOLS AND
DATABASES

Ali Yavuz CAKIR

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Kuyas HEKIMLER OZTURK

Prostate cancer is a common disease associated with high mortality and
morbidity. Despite the high incidence, the molecular and genetic phenomena of
the disease have not been fully elucidated. Next generation sequencing provides
new information about the molecular pathogenesis of cancer. In our study, by
creating a panel of genes associated with prostate cancer in the literature, all
exon, exon-intron junctions were scanned; SNP, mutation, small insertions and
deletions are aimed to be interpreted with the help of bioinformatics databases.

In accordance with this purpose; 21 patients diagnosed with prostate cancer
were included in the study. All exon regions and exon-intron junctions of 39
genes associated with the disease were sequenced with the next generation
sequencing platform “lllumina MiSeq” using a probe-based kit. The new
mutations detected were confirmed by Sanger sequencing method. The data
obtained were evaluated using electronic databases.

As a result of multiple gene panel sequencing; pathogenic mutation according to
Clinvar database entries found in AR (c.1406_1420del), AR (c.1174C>T) BRIP1
(c.139C> G), ELAC2 (c.1621G> A), FANCA (c.2574C> G) genes; new mutations
have been identified in APC (c.497C> G), APC (c.3887C>A) BRCAZ2 (c.2918C> G),
CHEK2 (c.722-10T>C), FANCA (c.1638A>C), ITGA6 (c.182+11_182+15del
AGACCinsGGACT) genes. Additionally, variants with unknown clinical
significance (VUS) and very low frequency in the databases were also detected.

Our findings; It plays an important role in understanding the genetic
pathogenesis of prostate cancer in Turkish population, determining mutation
frequencies in population and revealing genotype-phenotype correlations.

Keywords: Next Generation Sequencing, Bioinformatics, Prostate Cancer,
Databases

2019, 77 pages
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1. GIRIS

Erkeklerde prostat kanseri yasa ve cinsiyete bagh olarak, diinyada en fazla
goriilen ikinci kanser tiridiir ve her sene 1.1 milyon prostat kanseri teghisi
konulmaktadir (King vd., 2015). Bu yiiksek insidansa ragmen prostat kanserinin
etyolojisi ve risk faktorleri konusundaki bilgiler sinirlidir. Prostat kanserinin
gelisim mekanizmasi tam olarak ortaya konulamamis olsa da; biyolojik, genetik,
genomik instabilite ve epigenetigin de aralarinda oldugu etyolojik faktorlerin

hastaligin gelisiminde etkili oldugu bilinmektedir (Konag ve S6zen, 2014).

Kalitsal prostat kanserinin genetik temeli ¢ok az anlasilmistir. Ailede prostat
kanseri Oykiisl, kalitimsal germline mutasyonlar ile birlikte tiim kanserlerin
yaklasik %9'unu ve 55 yasin altindaki erkeklerde %45'ini olusturdugu tahmin
edilmektedir (Keetch vd., 1996; Carter vd., 1992). Prostat kanserin gelisimi,
heniliz tanimlanmamis cevresel ve genetik faktorlerden etkilense de, genetik
calismalar ozellikle prostat kanseri riski ile iliskili olabilecek gen

anormalliklerini ortaya koymaktadir (Kral vd., 2011).

Biyolojik arastirmalar, organizmalarin kompleks mekanizmalarini anlamada
temel yapilardir. Glinlimiizde, NCBI, Pubmed ve diger veritabanlarini esliginde
kullanilan biyoinformatik metodlar, biiyiik gen panellerini incelemek ve
sonuglar1 detayli olarak incelememize olanak saglayan elverisli uygulamalardir.
Biyoinformatik tarama yaklasimlari, mutasyon tarama ve Genom-Wide
calismalarda, arastirmacilara alternatif bir yol olarak popilerlik kazanmaktadir.
Yeni Nesil Dizileme o6ncesi donemde, ayn1 anda sadece bir veya birka¢ gen
calisilabilir iken, Yeni Nesil Dizileme teknolojileri ile binlerce geni ayni anda

calisarak kisa siirede olusturulan verinin anlamlandirilmasi yapilabilmektedir.

Insan genomu {lizerindeki bilgimiz hala yetersiz diizeyde olup, diinya
genelindeki verilerin anlamlandirilmasi amaci ile bir¢cok farkli veritabani
gelistirilmistir. Bu veritabanlan ile SNP, ekspresyon ve post-transkripsiyonel
ciktilar kolay bir sekilde degerlendirilebilmektedir. Ham verilerin

anlamlandirilmasinda; alel frekanslar1 i¢in; 1000Genome, EXAC, ESP ve



GnomAD, in siliko tahminleri i¢cin SIFT, PolyPhen2, PROVEAN, GERP ve DANN
skorlari, patojenisite siniflandirmasi igin; Clinvar, Varsome ve Franklin gibi

veritabanlari kullanilmaktadir.

Bu calismanin amaci, literatiirde prostat kanseri ile iliskilendirilmis genlerden
yeni nesil dizileme tabanli genetik yatkinlik tarama kiti gelistirerek, ailesel ve
kalitsal prostat kanseri olma riski tasiyan bireylerde bulunan mutasyonlarin
timiinin belirlenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda; hedeflenen genlerin
cogaltilabilmesi icin prob tabanli calisma yapilmis ve yeni nesil dizileme
platformu Illumina MiSeq ile 39 genin tim kodlayan ekzon, ekzon-intron

baglanti noktalarinin dizileme ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Calismamizda, prostat kanseri ile iliskili olan “AKT1, APC, AR, ATM, BARD]I,
BRCA1, BRCAZ2, BRIP1, CDKNZ2A, CHEK2, EHBP1, ELACZ, EPCAM, EPHB2, FANCA,
FGFR4, GREM1, HNF1B, HOXB13, IGF2, ITGA6, MLH1, MSH2, MSH6, MSMB, MSR1,
MUTYH, NBN, PALB2, PLXNB1, PMS2, POLD1, POLE, RAD51C, RAD51D, RNASEL,
STK11, TP53, WT1” genlerinde bulunan SNP, mutasyon, kiiciik insersiyon ve
delesyonlarin taramasi yapilarak c¢ikan sonuclarin mutasyon veritabanlari

yardimi ile anlamlandirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Kanser, genetik ve cevresel kosullarin etkisi altinda olan, hiicrelerin kontrolsiiz
boliinerek ¢ogalmasi ile meydana gelen kompleks bir hastaliktir. Bilinen
100’den fazla kanser tiirii olmasina ve belli tipteki kanserler icin olabildigince
standart yaklasimlar gelistirilmesine ragmen kanser ayni zamanda kisisel bir

hastaliktir (Baykara, 2016).

Kanser, genetik ve epigenetik degisiklikleri kapsayan cok asamali bir siirec
sonucu dominant ve resesif mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikmesiyle
olusan bir somatik genetik hastaliktir. Mutasyonlar kalisal olabilir ya da somatik
hiicrelerde kendiliginden ya da cevresel faktorlerin etkisiyle kazanilmis olabilir

(Ekmekegi, 2006).

2.2. Prostat Kanseri

Prostat, erkeklerde spermi besleyen ve tasiyan seminal siviy1 lireten kii¢lik ceviz
bicimli bir bezdir. Prostat kanseri prostatta ortaya ¢ikan bir kanser tiridir.
Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen solid doku kanseridir (Tefekli, 2012).
Prostat kanseri yavas biiylir ve baslangicta ciddi zararlar veremeyecegi prostat
bezi ile sinirlanabilir. Bununla birlikte, baz1 prostat kanseri tiirleri yavas
biiytiylip minimal tedavi veya hi¢ tedaviye ihtiya¢c duymayabilirken, diger tipler

agresifdir ve hizla yayilabilmektedir.

Prostat kanseri genetiginde en giiclii belirteg, aile oykiisudiir. Kanser tiirleri
icerisinde prostat kanserinde bulunan germline mutasyonlarin orani tim
kanserlere oranla %9 ve 55 yasin altindaki erkeklerde %45 olarak belirtilmistir
(Zhang vd., 2003). Herediter prostat kanseri, tiim olgularin yaklasik %10 undan
daha azin1 olusturmaktadir. Prostat kanserinin baslamasi, gelismesi ve
istilasinda rol aynayan molekiiler yolaklarin ¢ogu sporadiktir (Konag¢ ve S6zen,

2014).



2.3. Hedeflenen Genler

Bu boliimde, prostat kanseri ile iliskilendirilmis germline mutasyonlar1 iceren
genler, lokasyonlari, islevleri ve bu genlerin hastalik ile iliskisini degerlendiren
calismalara deginilecektir. Prostat kanseri ile iliskilendirilmis genlere ait bilgiler

Ensembl veritabanindan alinmistir (Ensembl Genom Veritabani, 1999).

2.3.1. BRCA1 ve BRCA2 Genleri
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Sekil 2.1. BRCA1 geninin sitogenetik lokasyonu: 3p22.2 - GRCh38.

BRCA1 geni 3. kromozomun p22.2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.1.). BRCA1 geni
24 ekzonu ile 1884 aminoasit uzunlugunda olan BRCA1 proteinini kodlar. Ayni
zamanda BRCC1, FANCS, PPP1R53, RNF53 isimleri ile de anilan bu gen timor

baskilayici gen grubundandir.
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Sekil 2.2. BRCA2 geninin sitogenetik lokasyonu: 13q13.1- GRCh38.p12.

BRCA2 geni 13. kromozomun q13.1 bolgesinde yer alir (Sekil 2.2.). BRCA1 geni
27 ekzonu ile 3418 aminoasit uzunlugunda olan BRCA2 proteinini kodlar
(Transcript ID=ENST00000380152.7). Ayn1 zamanda BRCC2, FACD, FAD, FAD1,

FANCD isimleri ile de anilan bu gen tiimor baskilayici gen grubundandir.



BRCA1 ve BRCA2 genleri, genetik kararhligin korunmasinda o6nemli
fonksiyonlar igeren, tiimor baskilayici genlerdir (Yoshida ve Miki, 2004). BRCA1
ve BRCA2 genleri otozomal dominant kalitim paterni ile karakterize edilir ve bu
genlerde heterozigot germline mutasyon barindiran bireyler, alkilleyici ajanlar,
iyonlastirici radyasyon, reaktif oksijen tiirleri veya kimyasal mutajenler
tarafindan indtklenen ikinci bir hasarin sonucu olarak fonksiyonel olan alleli
kaybetme riski altindadir (Evers vd., 2010). BRCA1 ve BRCA2 genlerinde olusan
mutasyonlarin prostat kanserine olan etkileri sirasiyla, %0.44 ve %1.2 olarak

belirtilmistir (Leongamornlert vd., 2012).

2.3.2. MLH1 Geni
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Sekil 2.3. MLH1 geninin sitogenetik lokasyonu: 3p22.2 - GRCh38.p12.

MLH1 geni 3. kromozomun q22.2 boélgesinde yer alir (Sekil 2.3.). MLH1 geni
tarafindan kodlanan protein, DNA onarim mekanizmasinin bir parcasi olan
MutL alpha yapisin1 olusturabilmek icin, PMS2 endoniikleaz geni ile
heterodimerize olabilir. MutL alpha, MutS beta ve diger etken proteinler
tarafindan baglandigi zaman, MutL alpha yapisinin PMS2 bileseni, DNA
uyumsuzluklarinin yakininda tek iplikli bir kopusa neden olur ve ekzoniikleaz
parcalanmasi icin giris noktasi saglar. Ayrica bu gen tarafindan kodlanan
protein, DNA hasar sinyallerine dahildir ve Mutl. gamma yapisini olisturmak
icin DNA hasar onarim proteini MLH3 ile heterodimer yapi olusturabilir.
Fredriksson vd.(2006), bu gende olusan mutasyonlari ve prostat kanseriyle olan

iliskisini belirtmislerdir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6133959/#B51
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6133959/#B15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6133959/#B26

2.3.3. APC Geni
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Sekil 2.4. APC geninin sitogenetik lokasyonu: 5q22.2- GRCh38.p12.

APC geni 5. kromozomun q22.2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.4.). APC geni 16
ekzonu ile 2843 aminoasit uzunlugunda olan “WNT sinyal yolagi APC
diizenleyicisi” proteinini kodlar(Transcript [D= ENST00000257430.9). Ayni
DP2, DP2.5, DP3, PPP1R46 isimleri ile de anilan bu gen tiimor baskilayici gen
grubundandir. Watanabe vd.(1996), APC geni mutasyonlarini prostat kanseri ile

iliskilendirmistir.

2.3.4. ATM Geni
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Sekil 2.5. ATM geninin sitogenetik lokasyonu: 11q22.3

ATM geni 11. Kromozomun 22.3bolgesinde yer alir (Sekil 2.5.). ATM geni 63
ekzonu ile 3056 aminoasit uzunlugunda olan ATM serine/threonine kinase proteinini
kodlar. Ayn1 zamanda ATA, ATC, ATD, ATDC, TELI1, TELOI isimleri ile de

anilan bu gen DNA onarim ve hiicre boliinmesinde rol almaktadir.

ATM proteini sinir sistemi ve bagisiklik sistemi de dahil olmak iizere bircok
viicut sisteminin normal gelisimi ve aktivitesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica bu protein, hasar gormiis DNA iplik¢iklerini tanimlamada hiicrelere
yardim eder. DNA farkl ajanlarin etkisiyle (zehirli kimyasalla, radyasyon vb.)

hasar gorebilir veya hiicre boliinmesi esnasinda, kromozomlar arasinda genetik



materyali degisimi yapilirken, dogal olarak olusabilir. ATM proteini, hasar

gormus DNA’y1 diizelten enzimleri aktive ederek DNA onarimini koordine eder.

ATM genindeki germline mutasyonlar prostat kanseri (PCa) ile
iliskilendirilmistir. Yapilan bir calismada ATM geninde bulunan mutasyonlarin,
calismaya katilan prostat hastalarinin %0,41" inde goruldugi belirtilmistir (Na

vd. 2016).

2.3.5. CHEK2 Geni
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Sekil 2.6. CHEK2 geninin sitogenetik lokasyonu: 22q12.1

CHEK?2 geni 22. Kromozomun gq12.1 bélgesinde yer alir (Sekil 2.6.). CHEK2 geni
16 ekzonu ile 586 aminoasit uzunlugunda olan Hiicre Doéngiisii Kontrol
Noktasi Kinaz 2 proteinini kodlar (ENST00000382580.6). Ayni zamanda CDS1,
CHK2, HuCds1, PP1425, RAD53 isimleri ile de anilan bu gen tiim6r supressor
gendir ve hiicrelerin hizli bir sekilde veya kontrolsiiz olarak biiyiiytip,
boliinmesini engelleyerek hiicre béliinmesini diizenler.

DNA hasariyla karsilasilmas1 durumunda CHEK2 proteini TP53’de dahil olmak
lizere bir¢ok farkl protein ile etkilesime gecer. Bu proteinler hiicre béliinmesini
durdurarak, hiicrenin hatayr onaracagina mi yoksa kontrollii bir sekilde
hiicrenin 6liimemi(apoptoz) gidecegini belirler. Bu islem mutasyona ugramis
veya hasar gérmiis DNA'l1 hiicrelerin boéliinmesini engelleyerek tiimorlerin
gelismesini 6nler. CHEK2 geninde goriilen baz1 mutasyonlar, prostat kanseri ile

iliskilendirilmistir (Wang vd., 2015)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26629066

2.3.6. EPCAM Geni
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Sekil 2.7. EPCAM geninin sitogenetik lokasyonu:2p21

EPCAM geni 2. kromozomun p21 bolgesinde yer alir (Sekil 2.7.). EPCAM geni 10
ekzonu ile 342 aminoasit uzunlugunda olan epitel hiicre adezyon molekiilii proteinini
kodlar (ENST00000405271.5.6). Ayn1 zamanda 17-1A, 323/A3, CD326, CO-17A,
EGP-2, EGP34, EGP40, ESA isimleri ile de amilan EpCAM proteini, viicudun
yiizeylerini ve bosluklarini kaplayan hiicreler olan, epitel hiicrelerinde bulunur ve
hiicrelerin birbirine yapismasina yardimei olan epitel hiicreleri ¢evreleyen zar1 kaplar

(hiicre yapismasi).

Ek olarak, hiicre zarindaki protein, hiicre disindan hiicre cekirdegine sinyallerin
iletilmesine yardimci olan hiicre i¢i yap1 olan (EpICD) adi verilen bir parcayi
serbest birakarak belirli bir yerde kesilebilir. EpICD, cekirdege gider ve hiicre
biiylimesi ve bollinmesi (¢ogalmasi), olgunlasmasi (farklilasmasi) ve hareketi
(gocti) ile ilgili birka¢ genin aktivitesini diizenleyen bir kompleks olusturan,
diger proteinlerle birlesir. Bu asamalar hiicre ve dokularin dogru gelisimi icin
onemli siireclerdir. EPCAM geninde bulunan germline mutasyonlarin prostat

kanserinde etkin olabilecegi belirtilmistir (Bryant Furlow, 2017).

2.3.7. HOXB13 Geni
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Sekil 2.8. HOXB13 geninin sitogenetik lokasyonu:17q21.32

HOXB13 geni 17. Kromozomun q21.32 boélgesinde yer alir (Sekil 2.8.). HOXB13

geni 2 ekzonu ile 284 aminoasit uzunlugunda olan epitel hiicre adezyon
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molekiilii proteinini kodlar (ENST00000290295.7). Homeobox protein Hox-B13
isimleri ile de bilinen HOXB13 proteini, DNA'nin belirli bolgelerine baglanarak
diger genlerin aktivitesini diizenleyen bir transkripsiyon faktérdiir. HOXB13
proteininin cildin gelisiminde ve korunmasinda rol oynadig1 diisiintilmektedir.
Ayni zamanda timor baskilayici olarak da islev goriir ve hiicrelerin ¢ok hizh

veya kontrolsiiz bir sekilde biliyiimesini ve béliinmesini engeller.

HOXB13 genindeki en az iki mutasyon prostat kanseri riski ile iliskilendirilmis
olup, bu mutasyonlar1 tasiyan erkeklerde de hastaligin daha agresif oldugu
gorilmiistiir. Prostat kanseri ile iliskili HOXB13 gen mutasyonlari, HOXB13
proteininin MEIS etkilesimli bolgelerini degistirmektedir. Arastirmacilar,
protein yapisini degistiren bu mutasyonlarin, HOXB13 proteininin DNA ile
etkilesimlerini diizenleme yetenegini bozabilecegini belirtmislerdir. Sonucg
olarak, proteinin tiimor baskilayici islevi bozulmakta ve prostat kanserine yol
acabilecek kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ile sonugclanmaktadir (NIH- Ulusal Saglik

Enstitiisli, 1979, Amerika).

2.3.8. MSH2 Geni

™ ™M M oM ™ o T T T o R o B ot N Mmomom ™ Lo T I o It O o B I B B |

. . . ] . = Pt : " P | i . n . . i T ) : .
i = ™Moo B oW B oM B A o™ o= i B L I s s B oW o~ -
™ | o ™ — ) ~ <4 + — g T I T S A T o T o e T ot O R
B [+ A B By [EA i = F FEEFEF PP EFEFRFEFE el

Sekil 2.9. MSH2 geninin sitogenetik lokasyonu: 2p21-p16.3

MSH?2 geni 16. kromozom p kisa kolunun 21-16 bdlgeleri arasinda yer alir (Sekil
2.9.). MSH2 geni 2 ekzonu ile 934 aminoasit uzunlugunda olan MutS homolog 2
proteinini kodlar (ENST00000233146.6.7). COCA1, HNPCC, HNPCC1 isimleri ile
de bilinen MutS homolog 2 proteini, DNA onariminda 6énemli rol oynar. Bu
protein, hiicre boliinmeye hazirlanirken DNA kopyalandiginda, DNA {izerinde
yapilan hatalarin diizeltilmesine yardimci olur. Bu protein MSH3 ve MSH6
proteinleri ile birleserek, kompleks yap1 olusturur. Bu yap1 DNA replikasyonu

esnasinda, DNA {lizerinde olusan degisimleri tespit eder. Bu gende olusan
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mutasyonlarin, prostat kanserinde etkili olabilecegi bildirilmistir (Das vd.,

2019).

2.3.9. MSH6 Geni
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Sekil 2.10. MSH6 geninin sitogenetik lokasyonu: 2p16.3

MSHé6geni 2. Kromozom p kisa kolunun 16.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.10.).
MSH6 geni 10 ekzonu ile 1360 aminoasit uzunlugunda olan MutS homolog 6
proteinini kodlar (ENST00000234420.9). GTBP ismi ile de bilinen MutS
homolog 6 proteini, DNA onariminda énemli rol oynar. MMR kompleksinin bir
liyesi olan bu gende bulunan germline varyantlarin, prostat kanseri iizerinde

etkisi olabilecegi belirtilmistir(Nicolosi vd., 2019).

2.3.10. NBN Geni
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Sekil 2.11. NBN geninin sitogenetik lokasyonu: 8q21.3

NBN geni 8. Kromozom q kolunun 21.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.11.). NBN
geni 16 ekzonu ile 754 aminoasit uzunlugunda olan Nibrin proteinini kodlar
(ENST00000265433.7). AT-V1, AT-V2, ATV, NBS, NBS1 isimleri ile de bilinen
Nibrin proteini, DNA hatalarininin onarimi da dahil olmak tzere, bircok
hiicresel kritik fonksiyonda 6nemli rol oynar. Nibrin MRE11A ve RAD50 genleri
tarafindan tretilen proteinlerle etkilesime gecerek biiyiik bir protein kompleksi
olustururlar. Nibrin proteini MRE11A ve RAD50 proteinlerini hiicre niikleusuna

tasiylp, DNA hasarinin oldugu bolgeyi gostererek, kompleksin aktivitesini

10



diizenler. Bazi kalitsal NBN mutasyonlar1 zayif prognoz prostat kanseri ile

iliskilendirilmistir (Cybulski vd., 2013).

2.3.11. PMS2 Geni
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Sekil 2.12. PMS2 geninin sitogenetik lokasyonu:7p22.1

PMS2 geni 7. kromozom p22.1 bolgesinde yer alir (Sekil 2.12.). PMS2 geni 15
ekzonu ile 862 aminoasit uzunlugunda olan PMS1 homolog 2 proteinini kodlar
(ENST00000265849.12). HNPCC4, MLH4, PMSL2 isimleri ile de bilinen PMS1
homolog 2 proteini, DNA onariminda 6nemli rol oynar. Bu gen DNA onariminda
onemli bir ol oynamaktadir. MLH1 geni ile kompleks olusturur. Bu kompleks
DNA replikasyonu esnasinda yapilan hatalar1 onarmada gorevli proteinleri
koordine etmektedir. PMS2 geninde bulunan bazi mutasyonlarin Prostat

kanseri olusumunda etkili oldugu belirtilmistir (Kathleen vd., 2017).

2.3.12. TP53 Geni
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Sekil 2.13. TP53 geninin sitogenetik lokasyonu:17p13.1

TP53 geni 17. kromozom p13.1 bolgesinde yer alir (Sekil 2.13.). TP53 geni 10
ekzonu ile 354 aminoasit uzunlugunda olan Timoér Protein 53 isimli proteini
kodlar (ENST00000610292.4). LFS1, p53 isimleri ile de bilinen TP53, timor
baskilayici bir proteindir. TP53 geninde olusan mutasyonlar, prostat kanseri de

dahil olmak lizere bir¢ok kalitsal kanser tipi ile iliskilendirilmistir (Ecke vd.
2010).
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2.3.13. BRIP1 Geni
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Sekil 2.14. BRIP1 geninin sitogenetik lokasyonu:17q23.2

BRIP1 geni 17. kromozom q23.2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.14.). BRIP1 geni 20
ekzonu ile 1249 aminoasit uzunlugunda olan BRCA1 interacting protein C-
terminal helicase 1 proteinini kodlar (ENST00000259008.6). BACH1, FANC], OF
isimleri ile de bilinen BRCA1 interacting protein C-terminal helicase 1 proteini,
RecQ DEAH helikaz gen ailesinin bir tiyesidir ve BRCA1 ile etkilesime gecer. Bu
komplex c¢ift sarmal kirik tamirinde rol oynar. Kote-Jarai vd.(2009) yaptigi
calismada ortaya ¢ikan bazi mutasyonlar, prostat kanserine yatkinlik ile

iliskilendirilmistir.

2.3.14. FANCA Geni
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Sekil 2.15. FANCA geninin sitogenetik lokasyonu:16q24.3

FANCA geni 16. kromozom q24.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.15.). FANCA geni
43 ekzonu ile 1455 aminoasit uzunlugunda olan FA complementation group A
proteinini kodlar (ENST00000389301.8). FA-H, FAA, FACA, FAH, FANCH
isimleri ile de bilinen PMS1 homolog 2 proteini, DNA onariminda 6nemli rol
oynar. Bu gende gerceklesen germline mutasyonlar genel olarak Fankoni
Anemisi ile iliskilendirilmesine ragmen, Wilkes vd(2017) bu gende gerceklesen
mutasyonlarin FANC protein kompleksine zarar verdigi ve bunun sonucunda,

DNA’ya hasar veren ajanlara karsi hassasligin arttig1 belirtilmistir.

12



2.3.15. PALB2 Geni
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Sekil 2.16. PALB2 geninin sitogenetik lokasyonu:16p12.2

PALB2 geni 16. kromozom p12.2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.16.). PALB2 geni 13
ekzonu ile 1186 aminoasit uzunlugunda olan “BRCA2 partner ve lokalize edici”
proteinini kodlar (ENST00000261584.8). FANCN, FLJ21816 isimleri ile de
bilinen “BRCA2 partner ve lokalize edici” proteini, DNA onariminda énemli rol
oynar. Pakkanen vd. (2009), yaptiklar1 ¢calisma ile Finlandiya popiilasyonunda
PALB2 mutasyonlarinin meme ve prostat kanserinde etkin olabilecegi

belirtilmistir.

2.3.16. RAD51C Geni
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Sekil 2.17. RAD51C geninin sitogenetik lokasyonu:17q22

MSH2 geni 17. kromozom q22 bolgesinde yer alir (Sekil 2.17.). MSH2 geni 9
ekzonu ile 376 aminoasit uzunlugunda olan RAD51 paralog C proteinini kodlar
(ENST00000337432.9). FANCO, RAD51L2 isimleri ile de bilinen RAD51 paralog
C proteini, DNA onariminda 6nemli rol oynar. Bu gende olusan mutasyonlar,
RAD51C geninin kodladigt DNA tamir proteininde hasarlar meydana getirir.
Potugari vd. 2018, RAD51C mutasyonlarinin prostat kanserinde etkili

olabilecegini belirtmislerdir.
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2.3.17.STK11 Geni
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Sekil 2.18. STK11 geninin sitogenetik lokasyonu: 19p13.3

STK11 geni 19. kromozom p13.3 bolgesinde yer alir. STK11 geni 10 ekzonu ile
433 aminoasit uzunlugunda olan serine/threonine kinase 11 proteinini kodlar
(ENST00000326873.11). LKB1, PJS isimleri ile de bilinen serine/threonine
kinase 11, DNA onariminda o6nemli rol oynar. STK11 geninde olusan

mutasyonlarin prostat kanserine yol agabilecegi literatiirde belirtilmistir (Gloria

Suvd., 1999).

2.3.18. GREM1 Geni

Moo ™ e I B TR B T T S B L T B T T B, T o N T B B T B o B
— H T I S Mmool Y s s
B B — 4 A-d4 Fmomama Bononon A4 dH o™ s B e on o ow w W
— — o ~H oo T = M e A T M T T | o TR T T T T |
[#H B FE s e s l"l"l"l?‘l"l"l":g‘:} {5 = = = [s0 =

Sekil 2.19. GREM1 geninin sitogenetik lokasyonu:15q13.3

GREM1 geni 15. kromozom q13.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.19.). GREM1 geni 2
ekzonu ile 184 aminoasit uzunlugunda olan gremlin 1 proteinini kodlar
(ENST00000651154.1). CKTSF1B1, CRAC1, DAND2, DRM, HMPS, gremlin
isimleri ile de bilinen gremlin 1 proteini, DNA onariminda 6nemli rol oynar.
Reid vd., (2018), yaptiklar1 ¢alismada prostat kanseri tani kitlerinde GREM1

geninin bulunmasi gerektigine isaret etmislerdir.
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2.3.19. RAD51D Geni
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Sekil 2.20. RAD51D geninin sitogenetik lokasyonu: 17q12

RAD51D geni 17. Kromozom q12 boélgesinde yer alir (Sekil 2.20.). RAD51D geni
10 ekzonu ile 348 aminoasit uzunlugunda olan RAD51 paralog D proteinini
kodlar (ENST00000337432.9). HsSTRAD, R51H3, RAD51L3, Trad isimleri ile de
bilinen RAD51 paralog D proteini, DNA onariminda énemli rol oynar. RAD51D
geninin bir kopyasinda bulunan mutasyonlar, c¢esitli kanser tiplerinin
gelismesine yol acabilir. Pelttari vd.,(2012) ekibi tarafindan, bu gende bulunan
mutasyonlarin meme, yumurtalik ve prostat kanseri ile iliskili olabilecegi

belirtilmistir.

2.3.20. HNF1B-rs4239217,rs757210,rs3760511, rs4794758,rs3744763,
rs11649743,rs4430796,rs2005705, rs7405696, rs7501939
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Sekil 2.21. HNF1B geninin sitogenetik lokasyonu: 17q12

HNF1B geni 17. kromozom q12 bélgesinde yer alir (Sekil 2.21.). HNF1B geni 9
ekzonu ile 557 aminoasit uzunlugunda olan HNF1 homeobox B proteinini
kodlar (ENST00000617811.5). HNF1beta, LFB3, MODY5, TCF2, VHNF1 isimleri
ile de bilinen HNF1 homeobox B proteini, DNA onariminda 6énemli rol oynar.
Berndt vd.(2011), yaptiklar1 genom boyu iliskilendirme c¢alismasi ile, HNF1B
geninin belli lokuslarinda goriilen mutasyonlarin prostat kanseri ile iligkili

olabilecegi belirtilmistir.
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2.3.21. WT1 Geni
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Sekil 2.22.WT1 geninin sitogenetik lokasyonu: 11p13

MSH2 geni 11. kromozom p13 bolgesinde yer alir (Sekil 2.22.). MSH2 geni 10
ekzonu ile 522 aminoasit uzunlugunda olan “Wilms tumor 1” proteinini kodlar
(ENST00000452863.8). WT1 proteini iirogenital sistemin normal gelisiminde
o6nemli rol oynar. Tycko vd. (2007), WT1 geni mutasyonlarinin prostat kanseri

yolaginda etkili olabilecegini bildirmislerdir.

2.3.22. EHBP1 Geni
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Sekil 2.23. EHBP1 geninin sitogenetik lokasyonu:2p15

EHBP1 geni 2. Kromozom 2p15 bolgesinde yer alir (Sekil 2.23.). EHBP1 geni 25
ekzonu ile 1231 aminoasit uzunlugunda olan EH domain binding protein
1proteinini kodlar (ENST00000263991.9). KIAA0903, NACSIN isimleri ile de
bilinen EH domain binding protein 1 proteini, DNA onariminda 6nemli rol
oynar. Mamidi vd. (2019 ), yaptiklar1 ¢calismada, EHBP1 ve cesitli genlerde
bulunan germline ve somatik degisimlerin prostat kanserinde biyobelirteg

olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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2.3.23. EPHB2 Geni
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Sekil 2.24. EPHB2 geninin sitogenetik lokasyonu: 1p36.12

EPHB2 geni 1. kromozom p36.12 bolgesinde yer alir (Sekil 2.23.). EPHB2 geni
17 ekzonu ile 1055 aminoasit uzunlugunda olan EPH receptor B2 proteinini
kodlar (ENST00000400191.7). Dong (2005), calismasinda, Afrikan-Amerikan
popiilasyonunda yapilan kalitsal prostat kanseri ¢alismasinda, EPHB2 geninde

bulunan bazi mutasyonlari bu grupla iliskilendirmistir.

2.3.24. FGFR4 Geni
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Sekil 2.25. FGFR4 geninin sitogenetik lokasyonu: 5q35.2

FGFR4 geni 5. kromozom q35.2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.25.). EPHB2 geni 18
ekzonu ile 802 aminoasit uzunlugunda olan fibroblast growth factor receptor 4
proteinini kodlar (ENST00000292408.9). Ho vd.(2010), yaptiklar1 ¢alismada;
FGFR4 geni 388. Aminoasit bélgesinin glisinden arginine doéntlisiimiiniin, bazi
prostat kanserli orneklerde bulundugunu ve bu kanser grubu ile iliskili

olabilecegini belirtmistir.

17



2.3.25.IGF2 Geni
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Sekil 2.26. IGF2 geninin sitogenetik lokasyonu: 11p15.5

IGF2 geni 11. kromozom p15.5 bolgesinde yer alir (Sekil 2.26.). IGF2 geni 5
ekzonu ile 236 aminoasit uzunlugunda olan insulin benzeri biiylime faktori 2
proteinini kodlar (ENST00000434045.6). Livingstone, 2013, yaptiklari
calismada IGF2 mutasyonlarimmi bu kanser ile iliskilendirilebilecegini

belirtmistir.

2.3.26.ITGA6 Geni
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Sekil 2.27. ITGA6 geninin sitogenetik lokasyonu: 2q31.1

ITGA6 geni 2. kromozom q31.1 bolgesinde yer alir (Sekil 2.27.). ITGA6 geni 25
ekzonu ile 1091 aminoasit uzunlugunda olan integrin subunit alpha 6 proteinini
kodlar (ENST00000409080.6). ITGA6 Geni, integrin alfa zincir protein ailesinin
bir uyesini kodlar. ITGA6, MAPK-Erk yolagi ve hiicre baglanti
organizasyonlarinda etkindir. Mamidi vd. (2019), cesitli somatik ve germline
mutasyonlarin prostat kanserinin agresifligi izerindeki etkisine dair yaptiklari
calismada, ITGA6 geninde bulunan bazi germline mutasyonlarin, agresiflik

lizerinde etkisi oldugu belirtilmistir.
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2.3.27. MSMB Geni-rs10993994
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Sekil 2.28. MSMB geninin sitogenetik lokasyonu: 10q11.22

MSMB geni 10. kromozom q11.22 boélgesinde yer alir (Sekil 2.28.). MSMB geni 4
ekzonu ile 114 aminoasit uzunlugunda olan microseminoprotein beta proteinini
kodlar (ENST00000582163.3). Genom boyu iliskilendirme c¢alismalar ile
genomun farkli bolgelerinde bulunan mutasyonlar ile hedeflenen hasta gruplar
arasinda iliskilerin kurulmasi kolaylasmistir. Eeles vd. (2008), genom boyu
iliskilendirme ¢alismalari ile MSMB geninde yer alan bazi mutasyonlarin prostat

kanseri riskini olusturdugunu gozlemlemistir.

2.3.28. PLXNB1 Geni-rs140699424
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Sekil 2.29. PLXNB1 geninin sitogenetik lokasyonu: 3p21.31

PLXNB1 geni 3. Kromozom p21.31 bolgesinde yer alir (Sekil 2.29.). PLXNB1 geni
38 ekzonu ile 7308 aminoasit uzunlugunda olan plexin B1 proteinini kodlar
(ENST00000358536.8). Tiim ekzom dizileme verilerin incelenmesi sonucunda,
klinik ile iligkili birgok genin ayni anda dizilemesi yapilabilmektedir. Johnson vd.
(2015), yaptiklar1 calismada bircok tiim ekzom verisi elde etmis ve bulduklar:
sonuglar igerisinde bulunan, rs140699424 dbSNP numarali missense varyantin

prostat kanseri tizerinde etkili olabilecegi belirtilmistir.
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2.3.29. AKT1 Geni
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Sekil 2.30. AKT1 geninin sitogenetik lokasyonu: 14q32.33

AKT1 geni 14. kromozom q32.33 bolgesinde yer alir (Sekil 2.30.). AKT1 geni 13
ekzonu ile 480 aminoasit uzunlugunda olan AKT serine/threonine kinase 1
proteinini kodlar (ENST00000554581.5). FitzGerald ve arkadaslarinin (2018)
12,082 prostat kanseri 6rneginden elde ettikleri calismada, AKT1 genindeki

mutasyonlarin prostat kanserinde etkili olabilecegi belirtilmistir.

2.3.30. CDKN2A Geni
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Sekil 2.31. CDKNZ2A geninin sitogenetik lokasyonu: 9p21.3

CDKNZ2A geni 9. kromozom p21.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.31.). CDKN2A geni
3 ekzonu ile 156 aminoasit uzunlugunda olan siklin bagimh kinaz inhibitori 2A
proteinini kodlar (ENST00000304494.9). Pencik vd. (2015), c¢alismalarinda

prostat kanserli 6rneklerin CDKN2A geninde mutasyonlar saptamislardir.

2.3.31. ELAC2 Geni
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Sekil 2.32. ELAC2 geninin sitogenetik lokasyonu: 17p12
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ELAC2 geni 17. kromozom p12 bolgesinde yer alir (Sekil 2.32.). ELAC2 geni 24
ekzonu ile 826 aminoasit uzunlugunda olan elaC ribonuclease Z 2 proteinini
kodlar (ENST00000338034.9). Wang vd.(2001), calismalarinda, ELAC2 geninde
olusan varyantlarin prostat kanserine genetik yatkinliga sebep olabilecegi

bildirilmistir.

2.3.32. RNASEL Geni
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Sekil 2.33. RNASEL geninin sitogenetik lokasyonu: 1q25.3

RNASEL geni 1. Kromozom q25.3 bolgesinde yer alir (Sekil 2.33.). RNASEL geni
7 ekzonu ile 741 aminoasit uzunlugunda olan ribonuclease L proteinini kodlar
(ENST00000367559.7).  Alvarez-Cubero vd.(2016), yaptiklar1 c¢alismada,
RNASEL geninin prostat kanserinde etkin rol alabilecegini ve bu gende bulunan

polimorfizmlerin hastaliga sebep olabiecegini belirtmislerdir.
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Sekil 2.34. AR geninin sitogenetik lokasyonu: Xq12

AR geni X kromozomunun ql2 bolgesinde yer alir (Sekil 2.34.). AR geni 8
ekzonu ile 920 aminoasit uzunlugunda olan androgen receptor proteinini
kodlar (ENST00000374690.9). AR geninde olusan somatik ve germline

degisimlerin, farkli popiilasyonlarda prostat kanseri ile olan iligkisi
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bilinmektedir. Sribudiani vd. (2018), yaptiklar1 calisma ile prostat kanseriyle

iliskilendirilen c¢esitli bulgular elde etmislerdir.

2.3.34. MSR1 Geni
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Sekil 2.35. MSR1 geninin sitogenetik lokasyonu: 8p22

MSR1 geni 8. kromozom p22 bélgesinde yer alir. MSR1 geni 10 ekzonu ile 451
aminoasit uzunlugunda olan “Makrofaj temizleyici reseptor 1” proteinini kodlar
(ENST00000262101.10). MSR1 geni polimorfizmlerinin prostat kanserinde
etkin rol alabilecegi belirtilmistir (Alvarez vd., 2016).

2.3.35. BARD1 Geni
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Sekil 2.36. BARD1 geninin sitogenetik lokasyonu: 2q35

BARD1 geni 2. kromozom 35 bélgesinde yer alir (Sekil 2.36.). BARD1 geni 11
ekzonu ile 777 aminoasit uzunlugunda olan BRCA1 associated RING domain 1
proteinini kodlar (ENST00000260947.9). Reid vd.(2017), calismalarinda, DNA
tamir yolaginda bulunan BARD1 genindeki degisimlerin prostat kanseri

uzerinde etkili olabilecegi bildirilmistir.
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2.3.36. MUTYH Geni
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Sekil 2.37. MUTYH geninin sitogenetik lokasyonu: 1p34.1

MUTYH geni 1. kromozom p34.1 bolgesinde yer alir (Sekil 2.37.). MUTYH geni
16 ekzonu ile 546 aminoasit uzunlugunda olan mutY DNA glikozilaz proteinini
kodlar (ENST00000672818.1). Hart vd., (2015), calismalarinda prostat
kanseriyle iliskili belirtilen genlere ek olarak, MUTYH geninde patojenik

germline mutasyonlar gézlemlemislerdir.

2.3.37.POLD1 Geni
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Sekil 2.38. POLD1 geninin sitogenetik lokasyonu: 19q13.33

POLD1 geni 19. kromozom q13.33 bolgesinde yer alir (Sekil 2.38.). POLD1 geni
27 ekzonu ile 1133 aminoasit uzunlugunda olan DNA polymerase delta 1,
catalytic subunit proteinini kodlar (ENST00000595904.6). Wang vd(2019),
calismalarinda, POLD1 geninde olusmus mutasyonlar, prostat kanserli

orneklerde gozlemlenmistir.

2.3.38. POLE Geni

™M ™ M N o N o+ ™ — ™ ] — Foa L IS TS I B ) B o [N R | N ™N A ™M A o™
Mmom . P - - - B~ A . T T I B - B T L T L

R T~ B - o+ B Mmoo o By - B oM S -
mMm oA A A d A m m = H o oo o e . R R I
o ¥ = e sl = =l = - - -

1z

Sekil 2.39. POLE geninin sitogenetik lokasyonu: 12q24.33
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POLE geni 12. kromozom q24.33 boélgesinde yer alir (Sekil 2.39.). POLE geni 49
ekzonu ile 7840 aminoasit uzunlugunda olan “DNA polimeraz epsilon, katalitik
altbirimi” proteinini kodlar (ENST00000320574.9). Wang vd. (2019),
calismalarinda, POLE geni mutasyonlarinin prostat kanserli drneklerde de

bulundugunu bildirmislerdir.

2.4. Yeni Nesil Dizileme

Yeni Nesil Dizileme sistemleri, Sanger vd.(1977) tarafindan tanitilan Sanger
sekanslama yonteminden 30 sene sonra, daha yiliksek c¢iktili veriler elde
edebilmek amaci giidiilerek ortaya cikmistir. Yeni Nesil Dizileme sistemlerin
onceki sistemlerden farki; bircok ornegi yiiksek ciktili olarak ve daha diisiik

maliyetle calisabilme imkani vermesidir (Park ve Kim, 2016).

Insan Genom Projesinin icerisinde ¢alisilmis olan J. C. Venter ‘in genomunun
dizilenmesi Sanger Dizileme yontemi ile yaklasik 15 sene siirmiis ve 1 milyon
Dolar’ dan fazla bir maliyet ile karsilasilmistir. Giinlimiizde Yeni Nesil Dizileme
yontemleri ile bir¢cok insanin genomu ayni anda ve ayni ¢alisma igerisinde 2
gliinden kisa bir siirede ¢ok daha duistik maliyetler ile dizilenebilmektedir.

Calismamizda illumina Miseq Yeni Nesil Dizileme sitemleri kullanildi. Bu sistem
cift tarafli okumalara izin veren, 300 niikleotit uzunluguna kadar okuma
saglayan, calisma stresi 8 ila 24 arasinda siiren yaygin kullanima sahip bir Yeni

Nesil Dizileme cihazidir.

Tez calismamizda ‘Target capture’ adi verilen kiitiiphane hazirlama metodu
kullanildi. Hazirlanan kiitiiphanenin Miseq cihazinin kartusuna eklenmesinden
sonra, cihaz kendi icerisinde bir dizi islem gerceklestirir. Ilk asama olarak
hazirlanmis kiitiiphanenin igerdigi DNA fragmanlari, kiitiiphane hazirlarken
uclarina eklenmis adapterler sayesinde, cihazin icerisinde bulunan ‘Flow Cell’
‘in yilizeyine yapisir. Ylzeye yapisan 100-300 niikleotid uzunlugundaki
fragmanlar, Flow Cell iizerinde koprii amplifikasyonu ile cift yonlii okumaya
déniistirler. Ik sekanslama déngiisii 4 renkli reversible terminatérler, primerler
ve DNA polimeraz eklenmesi ile baslar. Bu maddelerin eklenme sebebi,

polimeraz ile yeni amplifikasyonlar baslatip, florasan isaretli bazlar okumamiza
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eklendiginde Miseq cihazinin iceriginde bulunan lazer 15181 ile eklenen bazi
goriintiilemektir. Lazer c¢alistiktan sonra, her kiimeden yayilan fliioresan
yakalanir ve ilk baz belirlenir. Her dongiide bir baz olmak tlizere, DNA
fragmaninin baz sekansini belirlemek icin, sekanslama dongiileri bircok kez
tekrarlanir ve cihaz nihayetinde 100 ila 300 baz arasindaki fragmanlarin

okumasini tamamlar.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

“Prostat Kanseri ile Iliskili Genlerin Yeni Nesil Dizileme Yéntemi ile incelenmesi:
Biyoinformatik Aracglar ve Veritabanlar1” isimli bu tezin g¢alismalarina
baslamadan o6nce Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Baskanhgi’'ndan 11.03.2019 tarihli ve 2019/92 karar

numarali etik kurul onay1 alinmistir.

3.1.1. Calisma Grubu

Calismaya Siilleyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Poliklinigine
basvuran yaslar1 45-85 arasinda olan, prostat kanseri(PKa) tanis1 almis 21 vaka
dahil edildi. Uroloji poliklinigine basvuran hastalarda calisma kriterlerini
saglayan goniilliiller randomize olarak calismaya alindi. Prostat kanseri disinda
malignitesi olan hastalar calismaya dahil edilmedi. Calismaya dahil edilecek olan
tim kisiler arastirma hakkinda sézli ve yazili olarak ayrintili olarak
bilgilendirildi ve c¢alismay1 kabul edenlerden “bilgilendirilmis goniilli olur”

yazis1 alindi.
Calismaya dahil edilen hastalardan EDTA’ll tiiplere 4cc kan alinarak DNA
izolasyonu yapilincaya kadar +4C’de saklandi. Calisma grubu tamamlandiginda

periferik kandan DNA izolasyonlar1 yapildi. izole edilen DNA’lar yeni nesil

dizileme yontemiyle calisilana kadar -80C’de sakland.

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan ekipmanlar ¢izelge 3.1'de belirtilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Cihazlar

Ekipman

Marka/Model

Thermal Cycler

Thermo/Simpliamp

Qubit fluorometer

Thermo/Qubit 3.0 Fluorometer

Santrifij Biosan Combispin/ fvl-2400N
Vorteks Niive/NF200

Mikropipet setleri Brand

Manyetik stand Ozel Uretim

Kit Celemics/Prostate Cancer Risk Panel

Termal galkalayici

Biosan/TS-100c

Nanodrop Maestro Nano/MN-913
PCR Tiipleri BoenMed/VQIR

Saf Su Cihaz Thermo/Barnstead
Yeni Nesil Dizileme Cihazi [llumina/Miniseq

Bilgisayar

Dell/Precision Tower 3620

Isletim sistemi: Linux Ubuntu

3.1.3. Yeni Nesil Dizileme Kiti Icerigi

Yeni Nesil Dizileme Kkitinin icerigi cizelge 3.2" de belirtilmistir.

Cizelge 3.2. Yeni Nesil Dizileme Kiti Icerigi

Kit icerigi

Marka/Model

Celemics DNA purification bead

CeleMag Clean-up Bead

Celemics Streptavidin bead

CeleMag Streptavidin Bead

CLM Polymerase Amplification Kit

Kapa Hifi Master Mix

Nuclease-free water

Sigma Aldrich

3.1.4. Yeni Mutasyonlarin Sanger ile Dogrulanmasinda Kullanilan

Primerler

Yeni Nesil Dizileme ile yapilan calismamiz sonucunda elde ettigimiz 6 yeni
mutasyon, Sanger Dizileme yontemi ile dogrulanmistir. Dogrulama icin

kullanilan primerler cizelge 3.3.'te belirtilmistir.
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Cizelge 3.3 Dogrulama primerleri

Primer Ad1 TM (°C) Primer Dizisi

ITGA6-

c.182+11_182+15delAG | 62.4 5’-CGGGGCTCCCACGTC-3’
ACCinsGGACT_F

ITGA6-

c.182+11_182+15delAG | 63.9 5’-CTGGGTGCGCCTCGG-3’
ACCinsGGACT_R

FANCA-c.1638A>C_F 59.7 5-TGGTTTGCTTTGCATACTCATAA-3’
FANCA-c.1638A>C_R 57.6 5’-ACTCTGCCACACAGTAACCC-3’
CHEK2-c.722-10T>C_F | 57.46 5-TTCAGAGTGATGCTTATAGTTCCA-3’
CHEK2-¢.722-10T>C_R | 57.92 5-TTCACAAGAGGCGATCACTG-3’
BRCA2-c.2918C>G_F 59.38 5-ACTTGACTTGTGTAAACGAACCC-3’
BRCA2-c.2918C>G_R 60.62 5’-GGACCTAAGAGTCCTGCCCA-3’
APC-c.497C>G_F 57.43 5-AGGTCATTGCTTCTTGCTGA-3’
APC-c.497C>G_R 59.11 5’-CAGGCCTAAAGTTGGGTAAAACA-3’
APC-c.3887C>A_F 59.82 5’-GGCAGAATCAGCTCCATCCA-3’
APC-c.3887C>A_R 60.11 5’- TGAGTGGGGTCTCCTGAACA -3’

3.1.5. Elektronik Veritabanlari ve Biyoinformatik Aracglar

Calismamizda kullandigimiz biyoinformatik yazilimlar, biyoinformatik araglar

ve elektronik veritabanlar Cizelge 3.4., Cizelge 3.5., Cizelge 3.6. ve Cizelge 3.7.

de bildirilmistir.

Cizelge 3.4. Temel Biyoinformatik Veritabanlari

Web Adresi

Tanimlama

Ensembl Genome Browser
http://www.ensembl.org

Omurgalilar ve diger 6karyotik tiirler
icin referans genom veritabani

GeneCards
http://www.genecards.org

Genler ile iliskilendirilmis, genomik,
transkriptomik, proteomik, genetik,
klinik ve fonksiyonel verileri iceren
veritabani
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Cizelge 3.5. Anotasyon i¢in Kullanilan Biyoinformatik Veritabanlar

Web Adresi

Tanimlama

Ensembl Genome Browser
http://www.ensembl.org

Omurgalilar ve diger 6karyotik tiirler icin
referans genom veritabani

GeneCards
http://www.genecards.org

Genler ile iliskilendirilmis, genomik,
transkriptomik, proteomik, genetik, klinik
ve fonksiyonel verileri iceren veritabani

dbSNP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/S
NP/

Tirler icerisinde ve farkl tiirler icin
genetik degisimleri iceren, ortak kullanima
acik tek niikleotid degisim veritabanidir.
NCBI ve NHGRI tarafindan olusturulmus ve
glncel olarak hizmet vermektedir.

Human Genome Variation
Society
http://www.hgvs.org

DNA, RNA ve protein dizilerinde bulunan
varyantlarla ilgili bilgileri rapor etmek i¢in
kurulmus uluslararasi standart olarak kabul
edilen adlandirma

1000 Genomes
http://www.1000genomes.org

Ocak 2008'de baslatilan 1000 Genom
Projesi, insan genetik cesitliliginin detayli
katalogunu olusturmak icin baslatilmis
uluslararasi bir arastirma projesi ve
veritabanidir.

ESP- Exome Sequencing Project
https://evs.gs.washington.edu/

EVS/

7000 6rnekten fazla tiim ekzom verisini
iceren ESP veritabani, genetik
dontistimlerin kalp, akciger ve kan
fenotipine etkisini incelemek amaci ile
NHLBI tarafindan kurulmustur. Proje
tarafindan olusturulan tiim dizi verileri
dbGap igerisine depolanmaktadir.

ExAC- The Exome Aggregation
Consortium
http://exac.broadinstitute.org/

Cesitli genis olcekli sekanslama
projelerinden ¢ikan sonuclari toplamak ve
topluluklara hizmet etmek amaci ile
olusturulmus veritabani

GnomAD- The Genome
Aggregation Database
https:/gnomad.broadinstitute.o

rg

GRCh38 referans genomuna hizalanmis
71,702 6rnegin, tim genom dizileme
calismalarindan ¢ikan 602M SNV ve 105M
In-Del doniisiimlerini iceren veritabani
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Cizelge 3.5. Anotasyon I¢in Kullanilan Biyoinformatik Veritabanlari(devam)

Polymorphism Phenotyping v2
(PolyPhen2)
http://genetics.bwh.harvard.ed

u/pph2/

PolyPhen2, basit fiziksel ve karsilastirmali
hesaplamalar ile amino asit degisimlerinin
insan proteinlerinin fonksiyonu ve yapisina
olabilecek muhtemel etkilerini tahmin
etmeye yarayan bir aractir.

SIFT- Sorting Intolerant From
Tolerant
https://sift.bii.a-star.edu.sg

SIFT, bir amino asit donlsimiiniin, dizi
homolojisine ve amino asitlerin fiziksel
ozelliklerine dayanarak protein
fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini
tahmin eden bir veritabanidir.

PROVEAN- Protein Variation
Effect Analyzer
provean.jcvi.org

PROVEAN Bir amino asit donlisimtiniin
veya indelin, bir proteinin biyolojik
fonksiyonu tizerinde etkisi olup olmadigini
ongoren bir yazilim araci. PROVEAN,
onemli oldugu tahmin edilen nonsinonim
veya indel degisimleri filtrelemek icin
kullanishdir.

GERP- Genomic evolutionary
rate profiling
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
clinvar

Genomik Evrimsel profilleme skoru,
pozisyon spesifik olarak farkl tiirlerin ayni
pozisyonundaki alelleri karsilastirip
homoloji olarak skorlandirma degeridir. Bu
algoritma 35 memeli tiirtinde tarama

yapar.

DANN
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/S
NP/

Genetik varyantlari ve 6zellikle de kodlayici
olmayan varyantlari anote ederek
patojenisite siniflandirilmasini yapmak i¢in
kullanishdir.
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Cizelge 3.6. Kullanilan Biyo

informatik araclar ve Programlar

Web Adresi Tanimlama
Integrative Genomics Viewer (IGV) Integrated Genome Browser(IGV),
http://www.broadinstitute.org/igv/ | gen modelleri, hizalanmis NGS

okumalar1 ve Mikroarray'den gelen
veriler dahil olmak tlizere genomik
veri setlerinde, varyant tipleri(SNP,

IN-DEL vs.) ve verilerin cesitli
ozelliklerini (Okuma sayilari, Kalite
skorlari vs.) gorsellestirmede

kullanilan agik kaynakli bir genom
tarayicisidir.

Ensembl Variant Effect Predictor
(VEP)
https: //www.ensembl.org/info/docs

VEP, varyantlarin (SNP, insersiyon,
delesyon, CNV, yapisal varyantlar vs.)
genler, transkriptler, protein sekansi

/tools/vep

ve ayrica dlzenleyici bdélgeler
uzerindeki etkisini belirler.

Burrows-Wheeler Aligner (BWA)
http://bio-bwa.sourceforge.net

BWA, sekans verilerini, insan genomu

gibi  biiyiilk referans genomlara
hizalamay1 saglayan bir yazilim
paketidir.

Cizelge 3.7. Patojenisite Hesaplamaya Yardimci Veritabanlari

Web Adresi Tanimlama
Franklin Yapay zeka  teknolojisi  tarafindan
https://franklin.genoox.com yonlendirilen  Franklin, halka acik

populasyon, hastalik, sekans veri tabanlar
ve yayinlanmis literatiirden gelen verileri
birlestiren ve makine 6grenmesi yontemi
ile bir ACMG siniflandirmasi yapan licretsiz
kullanima agik veritabani.

Varsome
https://varsome.com

Varsome, Varyant bilgileri iceren, veri
toplayict  ve varyantlara dair farkh
veritabanlarini  kesfetmemize  olanak
saglayan bir araci platformdur.

Clinvar
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cli
nvar/

ClinVar, tibbi acidan énemli varyantlar ve
fenotipler arasinda kurulmus iligkileri
iceren raporlara Ucretsiz erisim saglayan
bir platformdur.
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3.2. METOD

3.2.1. Fragmantasyon

Hasta sayisina gore Fragmentaz ve Buffer mix yapilarak Hasta basina 4 pL

dagitildi. Sonrasinda DNA eklenerek spin atildi ve PCR’da 37°C’de 25dk inkiibe
edilerek 5 uL. EDTA (0,5 M) eklendi (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8. Fragmentasyon
DNA 16 pL

10X Fragmentase Reaction Buffer | 2 pL

dsDNA Fragmentase 2 uL

3.2.2. Manyetik Bead ile Saflastirma

» 2mL lik konik tiiplere hasta sayis1 kadar 6rnek numaralari1 yazilip her 6rnek
icin 45 pL Bead dagitild.
» Uzerine inkiibasyondan alinan DNA iiriinleri (25 pL) eklendi.
» Tiipler manyetik standa yerlestirilip sivi seffaf oldugunda siipernatant atildu.
» Tiipler manyetik stand {izerindeyken her tiipe 500 uL Etanol (%80)
eklenerek 30 sn bekledikten sonra alkol atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi.
= Kalan alkolii temizlemek igin spin yapilarak 10 pL pipetle tim alkol
temizlendi.

= Alkol tamamen uzaklasincaya kadar beklendi.

» Stand lzerindeyken 52 pL nuclease-free su eklendi.

= Standa tekrar yerlestirilip seffaflasinca standtan ¢ikartmadan 2 pL alinarak
QUBIT (HS) ol¢timii yapildi.

= Tipler stanttayken i¢indeki stipernatant (50 pL) alinarak dogrudan sonraki

adimdaki END REPAIR tiiplerine eklendi.
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3.2.3. U¢ Onarma(End Repair)

» Her tiipe 50 pL nuclease free water eklenerek tlizerine bir 6nceki adimdan
gelen 50 pL siipernatant eklendi.
» PCR cihazinda kapak acik olarak 20°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

3.2.4. Manyetik Bead ile Saflastirma

= 2mL lik konik tiiplere hasta sayisi kadar érnek numaralar: yazilip her 6rnek
icin 180 pL bead dagitildi.

= [nkiibasyondan alinan DNA iiriinleri (End repaired) (100 uL) eklendi.

» Tiipler manyetik stand {izerindeyken her tiipe 500 uL Etanol (%80)
eklenerek 30 sn bekledikten sonra alkol atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi.

= Kalan alkolii temizlemek icin spin yapilarak 10 pL pipetle tim alkol
temizlendi.

= Alkol tamamen uzaklasincaya kadar beklendi.

» Stand lzerindeyken 52 pL nuclease-free su eklendi.

= Standa tekrar yerlestirilip seffaflasinca standtan ¢ikartmadan 2 pL alinarak
QUBIT (HS) ol¢timii yapildi.

» Tiipler stanttayken i¢indeki stipernatant (50 pL) alinarak dogrudan sonraki

adimdaki END REPAIR tiiplerine eklendi.

3.2.5. Adenin Ekleme(A-Tailing)

» Her tiipe bir 6nceki adimdan gelen slipernatant (50 pL) eklendi.

» PCR cihazinda kapak ag¢ik olarak 20°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

3.2.6. Manyetik Bead ile Saflastirma

= 2mlL lik konik dipli tiiplere hasta sayis1 kadar 6rnek numaralar: yazilip her
ornek icin 90 pL bead dagitildi.
» Uzerine inkiibasyondan alinan DNA iiriinleri (A-tailed) (50 pL) eklendi.

» Tipler manyetik standa yerlestirildi.
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»  Sivi seffaf oldugunda slipernatant atildi.

» Tiipler manyetik stand lizerindeyken her tiipe 500 pL Etanol (%80) eklendi.
30 sn bekledikten sonra alkol atildi.

= Kalan alkolii temizlemek icin spin yapilarak 10 pL pipetle tim alkol
temizlendi.

= Alkol tamamen uzaklasincaya kadar beklendi

» Stand lzerindeyken 52 pL nuclease-free su eklendi.

= Standa tekrar yerlestirilip seffaflasinca standtan ¢ikartmadan 2 pL alinarak
QUBIT (HS) ol¢timii yapildi.

= Tipler stanttayken i¢indeki stipernatant (42 pL) alinarak dogrudan sonraki

adimdaki Ligasyon Mix tiiplerine eklendi.

3.2.7. Adaptor Ligasyonu ve User Uygulamasi

= Her tiipe 10 puL Adaptor eklendi.

» Her tiipe bir 6nceki adimdan gelen stlipernatant (40 pL) eklenerek vorteks
yapild.

» PCR cihazinda kapak ag¢ik olarak 20°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

= [nkiibasyon dolunca her bir tiipe 3 pL USER eklendi.

» PCR cihazinda kapak ag¢ik olarak 37°C’de 15 dk. inkiibe edildi.

3.2.8. Manyetik Bead ile Saflastirma

= 2mL lik konik dipli tiiplere hasta sayis1 kadar 6rnek numaralar1 yazilip her
ornek icin 50 pL bead dagitildi.

» Uzerine inkiibasyondan alinan DNA iiriinleri (Adapter ligated) (53 pL)
eklendi.

» Tiipler manyetik standa yerlestirilerek siv1 seffaf oldugunda slipernatant
atildi

» Tiipler manyetik stand tlizerindeyken her tiipe 500 pL Etanol (%80) eklendi.
30 sn bekledikten sonra alkol atildi.
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Kalan alkolii temizlemek icin spin yapilarak 10 pL pipetle tiim alkol
temizlendi.

Alkol tamamen uzaklasincaya kadar beklendi.

Stand tizerindeyken 30 pL nuclease-free su eklendi.

Standa tekrar yerlestirilip seffaflasinca standtan ¢ikartmadan 2 pL alinarak
QUBIT (HS) ol¢timii yapildi.

Stipernatantin 15 pL’si sonraki adim olan index adiminda kullanildi. 15 pL si

-20°C’de yedek olarak saklandi.

3.2.9. Dual index

Dual Index asamasi cizelge 3.9'de belirtilmistir.

Cizelge 3.9. Dual index

Adapter ligated library (Onceki adimdan gelen) 15 pL
Dual index primer 501-508 5 uL
Dual index primer 701-712 5 uL
KAPA Library Amplification Mix 20 uL

3.2.10. Manyetik Bead ile Saflastirma

» 2mL lik konik tiiplere hasta sayis1 kadar 6rnek numaralari1 yazilip her 6rnek

icin 50 pL bead dagitildi.

» Uzerine inkiibasyondan alinan DNA iiriinleri (Adapter ligated) (50 pL)

eklendi.

» Tiipler manyetik standa yerlestirilerek siv1 seffaf oldugunda slipernatant

atildi.

» Tiipler manyetik stand tlizerindeyken her tiipe 500 pL Etanol (%80) eklendi.

30 sn bekledikten sonra alkol atild.

= Kalan alkolii temizlemek icin spin yapilarak 10 pL pipetle tim alkol

temizlendi.

= Alkol tamamen uzaklasincaya dek beklendi




Tiipler stanttan alinarak 7 pL nuclease-free su eklendi ve pipetaj yaparak
beadler ¢oziildii.

Siipernatant (7 uL) PCR tiiplerine alinarak, kalan tiipler atildi.

QUBIT (BR)/Nanodrop olciimii yapildi. 100ng/pL iizerinde c¢ikanlar

hibridizasyon adimina alindi.

3.2.11. Hibridizasyon

Her hasta i¢in 3 ayri tiip hazirlandi (Cizelge 3.10.).

Cizelge 3.10. Hibridizasyon

1- BLOCK MIKS 1- HIBRIDIZASYON MIKS 2- CAPTURE LIB

Block#1 2,5 uL. | HYB Buffer#1 25 uL Target cap lib | 6 pL
prob#1

Block#?2 2,5 uL. | HYB Buffer#?2 1 uL Target cap lib | 1 pL
prob#2

Block#3 0,6 uL. | HYB Buffer#3 13 uL Total 7 uL

v

Block mix tiiplerine hasta basina 5,6 pL dagitildi. Uzerine énceki index
adimindan gelen DNA {riinii (yaklasik 5 pL) eklendi.

Hibridizasyon mix tiiplerine hasta basina 49 pL dagitildi.

Target capture prob tiiplerine mix yapmadan 6 pL Target Probl ve 1 pL
Target prob2 dagitildi.

Tim tipler hazirlandiktan sonra PCR cihazina gecilerek Cihaz 95°C’ye
yukselince Block miks tiipleri cihaza yerlestirildi.

Sicaklik 65°C’ye diistiince Hibridizasyon miks tiipleri cihaza yerlestirilerek 3
dakika inkiibasyon yapildu.

Target cap tiipleri cihaza yerlestirildi.

Sonra hizli bir sekilde kapak ac¢ilarak 6nce 2’den 3’e 13 pL alinip sonra 1'den 3’e
9 uL alindi.
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3.2.12. Streptavidin Bead ile YiIkama

» Streptavidin beadler Wash buffer ile yikandi. Bunun i¢in érnek basina 50 pL
streptavidin bead konularak tizerine 200 uL. Wash buffer1 eklendi.

= Seffaf olunca siipernatant atildi. islem 3 kez tekrarlandi.

* Son asamada slipernatant atildiktan sonra tekrar 200 pL. Wash buffer1 ile
cozullp tizerine PCR’da hibridizasyon adiminda duran 6rnek eklendi.

= [nkiibasyon siiresi dolunca spin yapilarak manyetik standa yerlestirildi.

» Sipernatant atilarak 500 pL. Wash buffer2 eklendi.

= [nkiibasyon siiresi dolunca spin yapilarak manyetik standa yerlestirildi.

» 500 pL Wash buffer3 (65°C’de 6nceden 1sitilan) eklendi.

= 65°C’de 10 dk inkube edildi.

» [nkiibasyon siiresi dolunca spin yapilarak manyetik standa yerlestirildi.

» 30 pL nuclease-free water eklenerek vorteks yapildi.

= Elde edilen streptavidin bead’li orneklerin 15 plL’si sonraki Post-PCR
adiminda kullanilirken, kalan 15 pL’si yedek olarak -20°C’de saklandi.

3.2.13. Post-Capture PCR

Post-Capture PCR asamalari cizelge 3.11’da belirtilmistir.

Cizelge 3.11. Post Capture PCR
Streptavidin bead bagli DNA 15 uL

Nuclease-free water 5 uL

Post-Capture PCR Forward Primer 2,5 uL

Post-Capture PCR Reverse Primer 2,5 uL
KAPA Library Amplification Mix 20 uL

Toplam Hacim 45 L
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3.2.14. Manyetik Bead ile Saflastirma

» 2mL lik konik tiiplere hasta sayis1 kadar 6rnek numaralari1 yazilip her 6rnek
icin 90 pL bead dagitildi.

» Uzerine inkiibasyondan alinan DNA fiiriinleri (Post-captured) (50 pL)
eklendi.

» Tiipler manyetik standa yerlestirilerek sivi seffaf oldugunda slipernatant
atild

» Tiipler manyetik stand {izerindeyken her tiipe 500 uL Etanol (%80)
eklenerek 30 sn bekledikten sonra alkol atildi.

= Kalan alkolii temizlemek igin spin yapilarak 10 pL pipetle tim alkol
temizlendi.

= Alkol tamamen uzaklasincaya kadar beklendi.

» Stand tlizerindeyken 10 pL nuclease-free su eklendi.

= Sipernatant (10 pL) PCR tiiplerine alinarak -20°Cde saklandi ve kalan tiipler
atild

* Qubit (BR)/Nanodrop ile 6l¢tim yapildi.

3.2.15. Cihaza Yiikleme
Kiitiiphane hazirlama Kitleri ile hazirlamis oldugumuz 6rnek havuzu 4nm’a
getirilerek Illumina protokolleri uygulanarak cihaz ve kartus cesidine uygun

konsantrasyonda ytiklendi.

3.2.16. Biyoinformatik Analiz
Yeni Nesil Dizileme sonucunda elde edilecek veri, islenmemis ham veri

halindedir. Mutasyon ve diger degisimlerin listelenebilmesi icin bir dizi dosya

cevirimi ve biyoinformatik analiz yapildu.
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/ BAM DMNA-Seq Alignment
(from FASTQ or BAM)

v

Convert to FASTQ
Biobambam
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BWA MEM
or BWA aln
Post-alignment
T o
Picard Tools
BAM Sort and +
Merge
Picard Tools Realigned
i BAM
Base Quality
Mark Duplicates . Score
Picard Tools o Recalibration
GATK

Sekil 3.1. DNA-seq Analysis Pipeline. National Cancer Institute (NCI)

3.2.16.1. FASTQC- Kalite Kontrol

Orneklerin Yeni Nesil Dizileme cihazina yuklenmesinden 20 saat sonrasinda,
orneklerimize ait ham FASTQ verileri elde edildi. Cihazdan FASTQ formatinda
elde ettigimiz ham veri oncelikle Sekil 3.1. ‘de belirtilen FastQc programi ile
degerlendirilerek verinin kalite kontrolii sagland1 (Toplam okuma sayilari, GC

miktarlari, adaptor dizileri, tekrarlayan diziler).

3.2.16.2. Ham Veri Hizalama

Li H ve Durbin R (2009) ekibinin trettigi BWA (Burrow Wheeler) algoritmasi
kullanilarak, ham Fastq datalarinin icerisindeki okumalar Hgl9 referans
genomuna hizalandi. Olusan BAM formatindaki dosyadan PICARD TOOLS
icerigindeki markduplicates araci yardimi ile PCR duplikasyonlari ¢ikarildi. BAM

dosyasinin tizerinde kalite skoru 15’in altinda olan bazlar elendi. DePristo M
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vd.(2011) gelistirdikleri GATK(Genome Analysis Toolkit) biyoinformatik araci

icerisinde bulunan, indel realignment ve diger cesitli 6zelliklerden faydalanild.

3.2.16.3. Hizalanan Verilerde Varyant Bulma

Hedeflenmis genler ve rs bdélgeleri icin olusturdugumuz BED dosyas1 ve
FreeBayes araci esliginde Variant-Calling asamasina gecildi. Bu asamadan sonra
VCF(Variant Calling Format) dosyalar1 elde edildi. BAM dosyasi icerisinde
bulunan “Match”, “Mismatch” ve “Gap” bolgeleri, varyant bulma algoritmasi ile
gercek bir doniisiim olup olmadig: ele alindi. Sekil 3.2.'de ele alinan bir VCF

dosyasi temel olarak varyantin;

- Genom Pozisyonu

- Referans Allel

- Donitstigi Allel

- Dontlistimiin okuma derinligi

- Kalite Skoru bilgilerini icermektedir.

##fileformat=VCFv4.3

##fileDate=200%2305

##source=myImputationProgramv3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBIZ6. fasta
##contig=<ID=280, length=-62435964, assembly=B36,md5=f126cdf8abeBc7f379d618ff66beb2da, species="Homo sapiens”,taxonomy=x>
##phasing=partial

##TNFO=<ID=NS,Number=1,Type=Integer,Description="Humber of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">

##TNFO=<ID=AF ,Number=A, Type=F loat,Description="Allele Frequency”>
#HINFO=<ID=AA,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">»
##INFO=<ID=DB,Number=@,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=@,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q1@,Description="Quality below 10">»
##FILTER=<ID=558,Description="Less than 58% of samples have data"»
##FORMAT=<ID=GT, Mumber=1, Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Mumber=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP, Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Mumber=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality"»

#CHROM POS i) REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT HNABeaal NABBB882 HNAgeaa3

20 14378 rse@s4257 G A 29 PASS NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 3 1]0:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.
20 17338 E T A 3 qle N5=3;DP=11;AF=6.017 GT:GQ:DP:HQ @]1:3:5:65,3 8/0:41:3

20 1118696 rs6@49355 A G,T 67 PASS =168;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 2]1:2:0:18,2 2/2:35:4

20 1230237 . T S 47 PASS SRA=T GT:GQ:DP:HQ 5 @|e:48:4:51,51 8/0:61:2
20 1234567 microsatl GTC  G,GTCT 5@ PASS NS=2;DP=9;AA=G GT:GQ:DP ©8/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Sekil 3.2. VCF dosyasi icerigi

3.2.16.4. Anotasyon
Son asamada, elde edilen VCF formath dosyalar Ensembl veritabaninin kendi
programi VEP (Variant Effect Predictor) esliginde anlamlandirildi ve ¢ikan

sonuglar farkli veritabanlari esliginde degerlendirildi.
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3.2.16.5. Varyant Filtreleme ve Patojenisite Siniflandirmasi

Anotasyonu yapilan datalar, VEP (Variant Effect Predictor)- Filtreleme 6zelligi
kullanilarak, varyant filtrelemeleri yapilmistir. Bu asamada, popilasyon
veritabanlarinda %5 tlizerinde olan varyantlar direk filtrelenmistir.

Filtrelenen doéniisiimler, Farkli veritabanlar1 esliginde(Clinvar, 1000Genome,
EXAC, GnomAD, ESP, Varsome, Franklin, dbSNP), Richard vd.(2015) belirttigi
ACMG siniflandirmasini dikkate alarak, klinik olarak degerlendirilmis ve sonug

elde edilmistir.
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4. BULGULAR

Projemizde ¢alisilan 21 6rnegin herbirinde 300 ila 700 arasinda ¢esitli varyant
ve IN-DEL degisimler goriilmiistiir. Analizlerimizde hedeflenen genlerin tiim
ekzonlar1 ve ekzon-intron baglanti noktalarindan 25 baz’lik bolge, 20 ve iizeri
okuma alarak kaplanmistir. Varyantlarin patojenisiteleri hesaplanirken,
toplumsal alel frekanst %5 ve Tzeri olan varyantlar analizlere dahil
edilmemistir. Filtreleme sonucunda 79 farkli donilisim elde edilmistir. Bu
varyantlar cesitli veritabanlart ve platformlar egliginde, patojenisite

siniflandirmasina dahil edilmistir.

4.1. Varyantlarin Populasyon Allel Frekanslari

Calisma bulgularimizda yer alan degisimlerin anlamlandirilmasinda, 6ncelik
olarak, popiilasyon veritabanlar1 kullanilmistir. Giintimtizde NGS ¢alismalarinin
artmas1 ve tim genom-ekzom c¢alismalarinin sikligl neticesinde cesitli
poptlasyon veritabanlar1 kurulmustur. Calismamizda buldugumuz varyantlarin
popiilasyon sikliklarin1 gormek icin gnomAD, ExAC, ESP6500 ve 1000Genomes
veritabanlar1 kullanilmistir. Popiilasyon frekansi %5 olarak filtrelenerek kalan
varyantlar analize dahil edilmistir. Herbiri farkli hastada olmak tizere; APC
(c.497C>G), APC (c.3887C>A), BRCA2 (c.2918C>G), CHEK2 (c.722-10T>C),
FANCA (c.1638A>C) ve ITGA6 (c.182+11_182+15delAGACCinsGGACT),
bolgelerinde yeni mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlar IGV
platformunda incelenerek yanlis pozitiflik durumu ekarte edilmistir. IGV’de
okumalar, baz kalite skorlari, MAPQ skorlarina bagl olarak analiz edilmis,
kaplamlar kontrol edildikten sonra bu bolgeler Sanger dizileme ile dogrulamak
icin calisilmistir. Elde ettigimiz varyantlar ve veri tabanlarindaki allel

frekanslari Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

4.2. in-Sliko Veritabani Skorlari

Mutasyon ve diger genetik bulgularin analiz edilmesinde yardimci olabilecek bir

diger metod in-siliko veritabanlarinin kullanilmasidir. Populasyon veritabanlari
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ve Clinvar girdilerinin olmadig1 kosullarda, in-siliko tahmin programlari,
bulgularin anlamlandirilmasinda kullanilmaktadir. Cizelge 5.3’ de elde ettigimiz
verilerin in-siliko platformlar aracihg ile patojenisitesi analiz edilmistir. In-
Siliko platformlarin mutasyon patojenisite skorlandirmasinda kullandigi

araliklar cizelge 4.2’de belirtilmistir.

4.3. Patojenisite Siniflandirmasi

Elde edilen mutasyon ve diger genetik degisimlerin incelenmesi ve hastaliga
etkisinin saptanabilmesi amaci1 ile, ACMG (American College of Medical
Genetics) siniflandirilmast kullanilmistir (Richards vd., 2015). Buna gore; AR
(c.1406_1420del), AR (c.1174C>T) BRIP1 (c.139C>G), ELAC2 (c.1621G>A),
FANCA (c.2574C>Q) , bolgelerindeki varyantlar Franklin, ClinVar veya VarSome
veritabanlarinda  “patojenik/muhtemel  patojenik  mutasyon”  olarak
bildirilmistir. Cizelge 4.4’ de elde ettigimiz verilerin ACMG siniflandirilmasi

kullanan platformlar aracilig1 ile patojenisitesi analiz edilmistir.
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari

Bulunan Varyant Transkript No/rs Localization gnomAD | ExAC ESP6500 | 1000gen Rs
ID omes
AKT1
c*6C>T / NM_001014431.2 | Chrl4: 0.0012 0.0015 | 0.000077 | 0.0031 rs200508405
105236672
APC
c.445G>C /p.Asp149His ENST0000025743 | chr5: - - - - rs767875993
0 112775651
c.7201C>T / p.Leu2401= NM_000038.6 chr5: 0.01 0.011 0.0096 rs2229994
112178492
c.497C>G / p.Thr166Ser ENST0000045701 | Chr5: - - - - Yeni
6.1 112111400 mutasyon
c.3887C>A / p.Ala1296Glu ENST0000045701 | Chr5: - - - - Yeni
6 112175178 mutasyon
c.4365T>C / p.Asn1455= NM_000038 chr5: 0.00001 | 0.0000 | - 0.0002 rs568891310
112175656 2 16
c.7504G>A / p.Gly2502Ser NM_000038.6 chr5: 0.02 0.02 0.014 0.0008 rs2229995
112178795
AR
c.237_239delGCA / p.GIn80del NM_000044.6 chrX: 0.18 0.1 - - rs778920072
66765171
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

¢.1174C>T / p.Pro392Ser NM_000044.6: chrX: 0.0041 0.0051 |- 0.0074 rs201934623
66766162

c.1406_1420del / NM_000044.6 chrX: 66766381 | 0.01 0.0012 |- - rs768867084

p.Gly469_Gly473del

ATM

¢.5558A>T / p.Asp1853Val ENST00000278616 | chrll: 0.000909 | 0.0000 |- 0.0018 rs1801673
108304736 08

€.2922-9_2922-8delTT / NM_000051.3 Chr11: 0.0014 0.0273 | - - rs1491550613
108141957

BARD1

¢.1670G>C / p.Cys557Ser ENST00000260947 | chr2: 0.02384 - 0.002724 | 0.008 rs28997576
214752454

BRCA1

c.4946T>C / p.Met1649Thr | ENST00000471181 | chrl7: 0.000349 | - 0.000227 | 0.0026 rs4986854
43071031

BRCA2

¢.5312G>A / p.Gly1771Asp ENST00000380152 | chr13: 0.000582 | - - 0.0002 rs80358755
32339667

¢.5744C>T / p.Thr1915Met | ENST00000380152 | chr13: 0.02907 0.005674 | 0.0086 rs4987117
32340099

c.5785A>G / p.lle1929Va NM_000059.3 Chr13: 0.0008 0.0009 | 0.00007 0.013 rs79538375
32914277 5
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

c.4258G>T / p.Asp1420Tyr NM_000059.3 Chr13: 0.0066 0.0067 | 0.0039 0.0039 rs28897727
32912750

€.2918C>G / p.Ser973Trp ENST00000544455.1 | Chr13: - - - - Yeni
32911410 mutasyon

c.3516G>A / p.Ser1172= NM_000059 Chr13: 0.0027 0.0029 | 0.0027 0.0016 rs1799952
32912008

BRIP1

c.1935+20_1935+22del ENST00000259008 chrl7: - - - - rs763913233
61780239

c.380-17del ENST00000259008 chrl7: - - - - rs545021924
61849273

¢.139C>G / p.Pro47Ala NM_032043.2 Chr17: 0.0002 0.0002 | 0.0002 - rs28903098
59937223

CDKN2A

c.442G>A / p.Ala148Thr ENST00000498124.1 | Chr9: 0.0208 0.0223 | 0.0225 0.0069 rs3731249
21970916

CHEK2

c.722-14C>T ENST00000382580 chr22: 0.005 0.0021 | 0.00023 0.002 rs145754558
28719499

c.623G>A / p.Gly208Asp NM_001005735 chr22: - - - - rs876660846
29121063

c.722-10T>C NM_001005735.2 Chr22: -- -- -- -- Yeni
29115483 Mutasyon
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

EHBP1
c.2199G>A / p.Glu733= NM_015252.5 Chr2: 63176075 | 0.0026 0.0023 | 0.0027 0.0031 rs111706386
c.2303A>G / p.Tyr768Cys | NM_015252.5 Chr2: 63176179 | 0.0021 0.0021 | 0.0018 0.0021 rs140508263
c.2674G>C / p.Ala892Pro NM_015252.5 Chr2: 63206431 | 0.00002 | 0.0000 |- - rs754583745
8 33
c.1976G>A / p.Ser659Asn NM_015252 chr2: 63175852 | 0.00047 | 0.0004 | 0.00038 - rs140493234
6
ELAC2
c.1621G>A / p.Ala541Thr | ENST00000338034.4 Chr17: 0.035 0.032 0.028 0.023 rs5030739
12899902
c.2376G>A / p.Ala792= ENST00000338034.4 Chr17: 0.0003 0.0004 | 0.0003 0.0004 rs180717697
12896240
EPHB2
c.780C>T / p.Phe260= NM_004442.7 Chr1: 23111538 | 0.00001 | 0.0000 | - - rs778010315
6 16
c.1081A>G / p.lle361Val ENST00000400191.7 chrl: 0.00058 | - - 0.0004 rs56180036
22864990 1
FANCA
p.Pro1218Leu NM_000135.4 Chrié: - - - - rs771111655
89809320
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

c.3031C>T / p.Arg1011Cys NM_000135 chrié: 0.00019 | 0.0001 | 0.000077 | - rs142377616
89818581 3

c.2574C>G / p.Ser858Arg NM_000135. chrié: 0.01 0.01 0.005 0.0093 rs17233141
89833576

c.1225+20C>T NM_000135. chrié: 0.00031 | 0.0002 |- 0.00059 | rs199534742
89858315 8

c.694A>C / p.Arg232= NM_000135 chrié: 0.0015 0.0016 | 0.002 0.0006 rs61757384
89871703

c.1638A>C/ p.GIn546His ENST00000389301 chrié: - - - - Yeni
89846354 Mutasyon

FGFR4

c.-53-11C>T NM_213647.3 Chr5: 0.014 - - 0.011 rs3135919
176516540

c.1276G>A / p.Gly426Ser NM_213647.3 Chr5: 0.00009 | 0.0000 | 0.000077 | 0.0002 rs55879131
176520431 6 58

c.-53-14C>G NM_213647 chr5: 0.023 - - 0.014 rs3135918
176516537

HNF1B

€.*99_*100delCGinsAA NM_000458.4 Chr17: - - - - -
36047275

ITGA6

€.2926C>A / p.Arg976= NM_001079818 chr2: 0.00000 |8E-07 |- - rs769808745
173356189 4
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

€.2247C>G / p.Val749= NM_001079818 chr2: 0.006 0.0053 | 0.006 0.0045 rs61748247
173352458

c.182+11_182+15delAGACCinsGG | NM_001079818.1 | chr2: - - - - Yeni

ACT 173292709 Mutasyon

MSH?2

c.1666T>C / p.Leu556= NM_000251.2 chr2: 0.00042 | 0.0004 | 0.00058 0.00022 | rs61756466
47698108 5

MSH6

c.2633T>C / p.Val878Ala NM_000179.2 Chr2: 0.0106 0.0052 | 0.0055 0.0039 rs2020912
48027755

c.663A>C/ p.Glu221Asp NM_000179.2 chr2: 0.0007 0.0006 | 0.0008 - rs41557217
48025785

c.3151G>A / p.Val1051lle NM_000179.2 chr2: 0.0009 0.0009 | 0.001 - rs576269342
48028273

c.457+13A>G / NM_000179.2 Chr2: 0.005 0.005 0.004 0.004 rs1800933
48018275

MSMB

c.153G>A / p.Glu51= NM_002443.4 Chr10: 0.00000 | 0.0000 | - - rs782181735
51556794 4 08

MSR1

c.-4-1G>A NM_138715.3 chr8: 0.0008 0.0008 | 0.0006 0.0012 rs33912200
16035502

MUTYH

c.1544C>T / p.Ser515Phe NM_001128425.1 | Chrl: 0.0085 0.0078 | 0.011 0.0045 rs140118273
45795084

c.2T>C / p.Met1Thr NM_001128425 chr1:45805925 | - - - - rs865954220
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

c.2083T>A / p.Phe695lle NM_006231.3 chrl2: 0.011 0.011 0.01125 0.0077 rs5744799
133245032

PMS2

c.1711C>A / p.Leu571lle NM_000535.7 chr7: 0.007 0.0025 | 0.0057 0.0063 rs63750055
6026685

c.706-6_706-4delTTT NM_000535.7 chr7: 0.00017 | 0.0073 | - 0.0014 rs567585097
6037058

RAD51C

c.376G>A /p.Alal26Thr NM_058216.3 chrl7: 0.00351 | 0.0034 | 0.00461 0.00199 | rs61758784
56772522 7

c.572-17G>T NM_058216 chrl7: 0.004 0.004 0.006 0.0036 rs193023469
56780540

RNASEL

c.196G>A / p.Ala66Thr NM_021133.4 Chr1: 0.00011 | 0.0001 | - - rs745739936
182555746 2

STK11

€.734+22dupG NM_000455.4 chr19: 0.00000 | - - - rs730881962
1220736 4

TP53

c.639A>G / p.Arg213= ENST0000026930 | Chrl7: 0.012 0.012 0.013 0.005 rs1800372

5.4 7578210
c.604C>T / p.Arg202Cys ENST0000026930 | chrl7: 0.00002 | 0.0000 | - - rs587780072
5 7578245 8 16
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Cizelge 4.1. Varyantlar ve allel frekanslari(Devami)

WT1
¢.381C>G / p.Pro127= NM_024426.6 chrll: 0.00009 | 0.0000 - rs771681406
32456526 65
c.1124G>T / p.Arg375Leu NM_024426.6 chrll: 0.00002 | 0.0000 - rs554416372
32417943 08
Cizelge 4.2. Varyantlarin in-siliko tahmin skorlari
PolyPhen SIFT Provean Score Gerp Score DANN Score Status
Score Score
rs ID
rs4986854 0.54-Tolerated 0.59- Notral 0.18-B Yeni Mutasyon
rs1800372 0.68 5.28
rs1491550613 - - - - -
rs79538375 0.03-Benin 0.31-Tolerated -0.49-Notral 0.22-Benin
rs117409343 - - - - -
rs2229994 - - - - -
rs111706386 - - - -2.96 -
rs140508263 0.07- Benin 0.02- Damaging -3.31- Damaging 3.59 0.96-
Deleterious
rs754583745 0.01-Damaging 0.01- Damaging | -1.8- Notral 5.69 1-Deleterious
rs771111655 - 0.13-Tolerated -5.54- Damaging 4.84 0.69-
Deleterious
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Cizelge 4.2. Varyantlarin in-siliko tahmin skorlari(Devami)

rs768867084 - - - 2.87 -
rs3135919 - - - - -
rs55879131 0.21- Benin 0.54-Tolerated -0.58- Notral 4.76 0.97-

Deleterious
rs782181735 - - - - -
rs5745068 0.72- Possibly 0.04- Damaging -3.7- Damaging 4.809 1-Deleterious

Damaging
rs28897727 0.06- Benin 0.03-Damaging -6.6-Damaging 1.05 0.99-

Deleterious
rs542996664 0.02- Benin - - - - -
rs778010315 - - - 0.145 -
BRCA2:¢.2918C>G | - 0-Damaging -5.76- Damaging 4 0.99- Yeni Mutasyon

Deleterious
rs1799952 - - - -0.05 -
rs5030739 0.14-Benin 0.16- Tolerated -1.92- Notral 5.57 0.81-

Deleterious
rs28903098 1-Probably 0.016- Tolerated -6.46- Damaging 0.95-

Damaging Deleterious
APC: c.497C>G 0.53- Tolerated 0.2- Notral 5.3 0.9- Yeni mutasyon

Deleterious
rs140118273 0.061- Damaging | 0.01- Damaging -2 - Notral 0.17 0.94-

Deleterious
rs180717697 - - - - - -
rs1800933 - - - - - -
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Cizelge 4.2. Varyantlarin in-siliko tahmin skorlari(Devami)

rs28997576 0.015-Benin 0.02- Tolerated 2.02 0.39- Benin
rs2229995 Benign (0.08) Tolerated (0.3) Notral(0.03) High Constraint | Deleterious
(5.95) (0.98)
rs568891310 - - - -0.5649 -
rs767875993 Possibly Damaging (0) Notral(0.5358) High Constraint | Deleterious
Damaging (0.9) (5.45) (0.99)
rs1801673 Probably Damaging (0.01) Damaging(0.783) | High Constraint | Deleterious
Damaging (0.97) (5.52) (0.99)
rs778920072 - - - - -
rs201934623 Possibly Damaging (0.02) Damaging(0.5809) | Medium Deleterious
Damaging (0.59) Constraint (3.3) | (1)
rs80358755 Benign (0.03) Tolerated (0.43) Damaging(0.5598) | Low Constraint | Deleterious
(-0.34) (low) (0.72)
rs4987117 Benign (0) Tolerated (0.33) No6tral(0.00196) Low Constraint | Benign (0.06)
(0.62)
rs763913233 - - - - -
rs545021924 - - - - -
rs145754558 - - - - -
rs876660846 - Tolerated (0.08) Notral(0.4447) High Constraint | Deleterious
(5.87) (D
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Cizelge 4.2. Varyantlarin in-siliko tahmin skorlari(Devami)

rs140493234 Benign (0.03) Tolerated (0.11) | Notral(0.2746) Medium Deleterious
Constraint (4.22) | (0.98)
rs56180036 Benign (0.07) Tolerated (0.47) | No6tral(0.1285) High Constraint | Deleterious
(5.28) (low) (0.89)
rs142377616 Possibly Damaging Tolerated (0.25) | No6tral(0.3912) Low Constraint | Benign (low)
(0.69) (-0.18) (0.36)
rs17233141 Possibly Damaging Tolerated (0.06) | Notral(0.4885) Low Constraint | Deleterious
(0.82) (1.56) (0.93)
rs576269342 Benign (0.06) Tolerated (0.51) | Notral(0.1101) Medium Deleterious
Constraint (4.18) | (low) (0.87)
rs61757384 - - - - -
rs3135918 - - - - -
rs769808745 - - - - -
rs61748247 - - - - -
rs61756466 - - - - -
rs41557217 Benign (0.01) Tolerated (0.16) | Notral(0.2664) Low Constraint | Deleterious
(-0.72) (0.98)
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Cizelge 4.2. Varyantlarin in-siliko tahmin skorlari(Devami)

rs33912200 - - - High Constraint Deleterious
(5.36) (low) (0.9)
rs865954220 - Damaging (0) Notral(0.08653) Medium Constraint | Deleterious
(3.9 (0.99)
rs587780555 - - - - -
rs766602325 - - - - -
rs143218866 - - - - -
rs1314691032 - Tolerated (0.64) | Notral(0.1285) Low Constraint (- Deleterious
4.57) (low) (0.61)
rs63750055 Benign (0.02) Tolerated (0.47) | Notral(0.1619) Low Constraint (- Deleterious
3.33) (low) (0.83)
rs567585097 - - - - -
rs138391248 Possibly Damaging (0) Damaging(0.8467) | High Constraint Deleterious
Damaging (0.86) (5.27) (D
rs5744799 - Tolerated (0.08) | Damaging(0.6936) | High Constraint Deleterious
(5.89) (0.99)
rs193023469 - - - - -
rs61758784 Benign (0.27) Damaging (0.03) | Notral(0.4504) Medium Constraint | Deleterious
(3.35) (D
rs730881962 - - - - -
rs587780072 Benign (0.05) Damaging (0.01) | Damaging(0.6378) | Medium Constraint | Deleterious
(0.96)
rs771681406 - - - - -
rs554416372 - Damaging (0) Damaging(0.9081) | High Constraint Deleterious
(6.17) (D
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Cizelge 4.3. Varyant In-Siliko Patojenisite Skorlandirma Tablosu

in-Siliko Platform Patojenik Normal
PolyPhen-2 0.15-1 0-0.15
SIFT 1 0

DANN 1 0
PROVEAN -14 14

Cizelge 4.4. Varyantlarin Patojenisite Siniflandirma Tablosu

Gene Symbol Mutation type | VarSome Franklin | Clinvar Fenotip
rs ID

APC rs2229995 Missense B B - -

APC rs568891310 Missense LB LB LB Kalitsal Kanser

APC rs2229994 Sinonim B B B, LB Kalitsal Kanser
c.3887C>A/

APC p.Ala1296Glu Missense VUS VUS - -

APC c.497C>G Missense LB VUS - -

APC rs767875993 Missense VUS VUS VUS

ATM rs1801673 Missense B VUS VUS Kalitsal Kanser

ATM rs1491550613 Delesyon VUS B - --

AR rs768867084 Delesyon LB B LB -

AR rs778920072 Delesyon VUS VUS P,VUS, B | Bulbo-spinal atrophy
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Cizelge 4.4. Varyantlarin Patojenisite Siniflandirma Tablosu(Devami)

AR rs201934623 Missense B VUS P,VUS, B | Partial androgen insensitivity
syndrome

AR rs768867084 Delesyon LB B LB -

BARD1 rs28997576 Missense B B B, LB Meme- Kalitsal Kanser

BRCA1 rs4986854 missense LB B B, LB, VUS | Kalitsal Kanser

BRCA2 rs28897727 Missense B B B, LB, LP Meme- Kalitsal Kanser

BRCA2 rs80358755 Missense LB B B, LB, VUS | Meme- Yumurtalik- Kalitsal Kanser

BRCA2 rs4987117 Missense B B B, LB, VUS | Meme- Yumurtalik- Kalitsal Kanser

BRCA2 rs79538375 Missense LB B B, LB, VUS | Kalitsal Kanser, Meme

BRCA2 c.2918C>G Missense VUS VUS VUS Kalitsal Kanser

BRCA2 rs1799952 Sinonim LB B LB, B Kalitsal Kanser

BRCA2 rs28897727 Missense LB B B,LB,LP Kalitsal Kanser

BRIP1 rs763913233 Delesyon VUS VUS - -

BRIP1 rs545021924 Delesyon LB B B, LB Fanconi anemi- Kalitsal Kanser

BRIP1 rs28903098 Missense VUS VUS VUS, LB, P | Meme- Kalitsal Kanser

CHEK2 rs145754558 Intronik B B B, LB Kolorektal-Kalitsal Kanser

CHEK2 rs876660846 Missense LP VUS VUS Hereditary cancer-predisposing
syndrome

EHBP1 rs140493234 Missense VUS VUS - -

EHBP1 rs111706386 Sinonim LB VUS - -

EHBP1 rs140508263 Missense VUS VUS - -

EHBP1 rs754583745 Missense VUS VUS - -

ELAC2 rs5030739 Missense B B P,B Prostat Kanseri

ELAC2 rs180717697 Sinonim LB LB LB

EPHB2 rs778010315 Sinonim VUS VUS - -
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Cizelge 4.4. Varyantlarin Patojenisite Siniflandirma Tablosu(Devami)

EPHB2 rs56180036 Missense LB LB -
FANCA rs142377616 Missense LB VUS LB Fanconi anemia
FANCA rs17233141 Missense B B LB, P, B Fanconi anemia
FANCA rs199534742 intronik VUS LB -
FANCA rs61757384 Sinonim LB LB B Fanconi anemia
FANCA rs771111655 Missense LB VUS - -
FANCA c.1638A>C/ Missense VUS VUS - -

p.GIn546His
FGFR4 rs3135918 Intronik LB B -
FGFR4 rs3135919 Intronik LB B - -
FGFR4 rs55879131 Missense LB VUS - -
ITGA6 rs769808745 Sinonim VUS VUS -
ITGA6 rs61748247 Sinonim LB VUS VUS Epidermolysis bullosa junctionalis
ITGA®6: - Intronik VUS VUS - -
c.182+11_182+1
5delAGACC
insGGACT
MSH?2 rs61756466 Sinonim B B B,LB
MSH6 rs41557217 Missense LB VUS VUS,LB,B | Lynch Sendrom,Kalitsal Kanser
MSH6 rs576269342 Missense VUS B VUS,LB,B | Kalitsal Kanser
MSH6 rs1800933 Intronik B B LB,B Lynch Sendrom-Kalitsal Kanser
MSMB rs782181735 Sinonim VUS VUS - -
MSR1 rs33912200 splice_acceptor | VUS LP -

_variant

MUTYH rs865954220 Missense P LP VUS MYH-associated polyposis
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Cizelge 4.4. Varyantlarin Patojenisite Siniflandirma Tablosu(Devami)

MUTYH rs140118273 Missense B B B, LB Kalitsal Kanser

NBN rs587780555 insersiyon LB VUS B,LB MikroSefali, Kalitsal Kanser

PLXNB1 rs766602325 Splice VUS VUS -

PLXNB1 rs749556070 Missense VUS VUS - -

PLXNB1 rs749556070 Sinonim VUS VUS - -

PLXNB1 rs143218866 Intronik LB B - -

PLXNB1 rs1314691032 Missense VUS VUS - -

PMS2 rs63750055 Missense B B B,LB,VUS | Kalitsal Kanser, Kolon Kanseri

PMS2 rs567585097 Intronik LB VUS B Kalitsal Kanser, Kolon Kanseri

POLD1 rs542996664 Sinonim LB LB B, LB Kolorektal- Kalitsal Kanser

POLE rs138391248 Missense VUS VUS VUS Kolorektal Kanser

POLE rs5744799 Missense B B B, LB Kolorektal Kanser, Kalitsal Kanser

POLE rs117409343 Splice B B B, LB

POLE rs5745068 Missense LB B B, LB Kolorektal- Kalitsal Kanser

RAD51C rs193023469 Intronik B B B, LB Kalitsal Kanser

RAD51C rs61758784 Missense B B LB, B

STK11 rs730881962 Intronik VUS VUS - -

TP53 rs587780072 Missense VUS VUS, LB Kalitsal Kanser, Li-Fraumeni
Sendromu

TP53 rs1800372 synonymous B B B, LB Li-Fraumeni sendrom, Kalitsal
Kanser

WT1 rs771681406 Sinonim VUS LB VUS Wilms Tumor, Drash Sendrom,
Meacham Sendrom

WT1 rs554416372 Missense VUS VUS - -
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4.4. Yeni Mutasyonlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Calismamiz kapsaminda APC (c.497C>G), APC (c.3887C>A), BRCA2
(c.2918C>G), CHEK2 (c.722-10T>C), FANCA (c.1638A>C), ITGA6 (c.
182+11_182+15delAGACCinsGGACT) pozisyonlarinda bulunan yeni
mutasyonlara ait IGV gortintileri sirasi ile Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil
4.4., Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da belirtilmistir. Sanger dogrulama ile sadece APC
(c.497C>G) ve BRCA2 (c.2918C>G) bolgelerinde amplifikasyon elde edilmis olup
sirasli ile Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de belirtilmistir.

chr5:112,111,400

Total count: 58

A:D

C:23(40% 7+, 16-)
6135 (60%, 16+, 12-)

0
:0

T

C T c A L c T T c A G L A T C T c A c T A A L A G A A T A G A T A G T C
L o] L Lo} M L T K R 1 o] 5

Sekil 4.1. APC Geni c¢.497C>G IGV Goruntiisi

chr5: 112,175,172

Total count: 54
A:19(35%,10+,9-)

nﬂGﬂTGnAATAGGATGTMﬂTCAGACGACACﬂGGAAGCnGATTCTGCIAMTnCCCTGCﬂnATnGCRGAARTRn]
3 = 5 3 3 ) 5 7 = 1 7

E [} E 1 E H Q T T Q A A [ T L o A £ 1 [

Sekil 4.2. APC Geni c.3887C>A IGV Gorilintiisi
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chr13:32,911,410
Total count: 71

+ 49 (60%, 27+, 22-)
(31%, 10+, 12-)

22
:0
:0

G A C T CTaA GG T C A A G A T T T A A A A& T CG G A CAE T CT CCT T G A A T A T A G AT
T L G Q 3] L K S 5] 1 S L [ 1 5]

BRCAZ

Sekil 4.3. BRCA2 Geni ¢.2918C>G IGV Gortlintusii

chr22:28,115,483

A:31(52%, 13+, 18-) :
c:o ]

=
-
2}
=
-
o
-
=
2]
=
@
-
)
=
@
=
-
2]
=
=
=
=
=
=
@
>
)
=
=
=
=
=
2]
-
=
=
@
@
=
=
=
=
=
>
=
@
=
@
-
=
@
=
=
=
-
@
@
&
-
-
-
2]
=
-
-
=
=
-
-
-
=
-
-
o
=
2}
=
=
@
=
@
@

CHEKZ

Sekil 4.4. CHEK2 Geni ¢.722-10T>C IGV Gorlintiist

chrl6:89,346,354

Total count: 213
A:0
c:0
G183 (38%, 40+, 43-)

|

ATGATGGCCTTTTC TGGGGCTGGTTCCCATACAGGGAGGAAAMG
1 L K E

FANCA

Sekil 4.5. FANCA Geni c.1638A>C IGV Gorlntiisi
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chr2:173,202,713

Total count: 109
A0

C:4(4% 2+, 2-)
G:1(1%,0+,1-)
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Sekil 4.7. APC Geni c.497C>G Sanger Gortintisi
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Sekil 4.8. BRCAZ Geni ¢.2918C>G Sanger Gortintiisu
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4.5. Tiim Varyantlarin Varyant Tiplerine Gére Dagilimi

Yeni Nesil Dizileme yontemi ile yapilmis Tez ¢alismamizin sonucunda ¢alisilan
21 Prostat kanserli ornekte, Farkli Populasyonlarda gorilme sikligi %5’ in
altinda olan; 39 Missense, 14 Sinonim, 3 Splice-site, 10 Intronik, 7 IN-DEL ve 6
yeni mutasyon olmak tzere(Sekil 4.9.), mutasyon filtrelememizden gecen
toplam 79 doniisiim elde edilmistir. Buna gore buldugumuz tiim varyantlarin
genlere gore yizde dagilimlar;; APC %8, ATM %3, AR %5, BARD1 %1, BRCA1
%1, BRCA2 %9, BRIP1 %4, CHEK2 %3, EHBP1 %5, ELACZ %3, EPHB2 %3,
FANCA %8, FGFR4 %4, ITGA6 %4, MSH2 %1, MSH6 %4, MSMB %1, MUTYH %3,
MSR1 %1, NBN %1, PLXNB1 %7, PMS2 %3, POLD1 %1, POLE %5, RAD51C %3,
STK11 %1, TP53 %3, WT1 %3 seklindedir (Sekil 4.10.).

45

40

35 -

30 -

25 A

20 - B TUm varyantlar

15 4 ® Clinvar-Patojenik, Muhtemel

10 ~ patojenik

Sekil 4.9. Tiim varyantlarin, Varyant tiplerine gore dagilimi
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STK11 TP53 WT1
3%
RADS1C_ 1%~ 3% 22 ATM

\
3% N 3%

POLD1
1%
PMS2
3%

BARD1
POLE

5%
BRCA1
1%

MSR1

MUTYH

3% BRIP1
(]

MSMB

ELAC2
EPHB2 3%
3%

1% 4%  FGFR4

4%

Sekil 4.10. Tiim varyantlarin, genlere gore yuizdelik dagilimi
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Prostat kanserinin genetik temeline dair bir¢ok calisma yapilmistir ve siirekli
olarak hastaligin molekiiler genetigi hakkindaki bilgi artmaktadir. Bunun
sonucu olarak patojenik kalitsal varyantlar esliginde klinik yonetim 6nem
kazanmaktadir. Prostat kanserine genetik katkis1 oldugu diisiiniilen farkh
faktorler vardir. Bunlar; prostat kanseri olan birinci dereceden akrabalar, erken
baslangichh prostat kanseri (yas<55) olanlar ve prostat ve diger kanser
tlirlerinden aile 6ykiisii bulunanlardir (Keetch DW. vd., 1996; Carter BS. Vd.,,
1992).

Diger karmasik hastaliklarda oldugu gibi, prostat kanserinin genetik kalitimina,
nadiren meydana gelen ancak yiiksek penetranshi veya daha diisiik riskler
olusturan yaygin olarak olusan varyantlar tarafindan katkida bulunur. Prostat
kanseri ile ilgili glincel calismalarda, prostat kanserinin aileden gelen varyantlar
neticesinde olusma ihtimali %37.5 olarak belirtilmistir. Bu varyantlarin %6’s1
nadir meydana gelen varyantlar ve %31.5'i MAF degeri %1’den biiyiik olan
yaygin gozlenen varyantlardir (Benafif vd., 2018). Baglant1 analizleri, genom
boyu iliskilendirme (GWAS) calismalar1 ve olgu-kontrol calismalar1 yapilarak,
genom lzerindeki cesitli gen ve kromozomal bdlgeler, prostat kanseri ile
iliskilendirilmistir (National Cancer Institute). Glinimiizde yayinlanan en genis
capli GWAS calismasinda, 63 yeni Prostat kanseri ile iliskilendirilmis loci
tanimlanarak tanimlh bolge sayis1 167’ye ylikselmistir. PrCa'nin ailesel goreceli
riskinin yaklasik %31,5'i 167 bilinen varyant ile ac¢iklanabilir. Yaklasik %6’s),
BRCA2 ve HOXB13 gibi nadir fakat daha ytiksek risk varyantlari ile aciklanabilir.
PrKa'nmin kalitsal genetigini daha iyi anladik¢a, bu bilgiyi PrKa i¢in tarama
programlarina dahil edilebilecek genetik profiller tiretmek icin kullanabilecegiz

(Schumacher vd., 2018).

Bu tez calismasinda; prostat kanseri tanisi almis 21 hastada, hastalikla iliskili
oldugu diisiiniilen AKT1, APC, AR, ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1,
CDKN2A, CHEK2, EHBP1, ELAC2, EPCAM, EPHB2, FANCA, FGFR4, GREM1,
HNF1B  (rs4239217, 1rs757210, 1rs3760511, 1rs4794758, 1s3744763,
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rs11649743, rs4430796, rs2005705, rs7405696, rs7501939), HOXB13, IGF2,
ITGA6, MLH1, MSH2, MSH6, MSMB, MSR1, MUTYH, NBN, PALB2, PLXNB1, PMS2,
POLD1, POLE, RAD51C, RAD51D, RNASEL, STK11, TP53, WT1 genleri yeni nesil
dizileme yontemi ile tiim ekzon, ekzon-intron baglant1 noktalar: (25 bp’e kadar)
dizilenmistir. Dizileme sonucunda ortaya ¢ikan SNP, mutasyon, kiiciik
insersiyon ve delesyonlar biyoinformatik veritabanlari yardimi ile
anlamlandirilmistir. Sonucg olarak, farkli populasyonlarda goriilme siklig1 %5’ in
altinda olan; 39 adet missense, 14 adet sinonim, 3 adet splice-site, 10 adet
intronik, 7 adet IN-DEL ve 6 adet yeni mutasyon olmak iizere, mutasyon
filtrelememizden gecen toplam 79 adet doéniisim elde edilmistir. Yeni
mutasyonlar, APC (c.497C>G), APC (c.3887C>A), BRCA2 (c.2918C>G), CHEK2
(c.722-10T>C), FANCA (c.1638A>(C) ve ITGA6
(c.182+11_182+15delAGACCinsGGACT) gen bolgelerinde tespit edilmistir.
Ayrica AR (c.1174C>T), AR (c.1406_1420del), BRIP1 (c.139C>G), ELAC2
(c.1621G>A), FANCA (c.2574C>G) genlerinde Clinvar veritabani girdilerine gore
patojenisitesi patojenik/muhtemel patojenik mutasyon olan 5 varyant

saptanmistir.

Nicolosi vd, (2019), 3607 prostat kanseri oykiisiine sahip 6rnek ile yaptiklari
calismada, 620 Ornekte germline kalitmh patojenik varyant elde etmistir.
Varyant pozitif orneklerde, yasa baghlik gorilmemistir. Calisma igerisinde
taranan genlerde, en sik patojenik varyanta sahip 10 gen; BRCA2Z2, %4,74;
CHEK2, %2.88; ATM, %2.03; MUTYH, %?2.37; APC, %1.28; BRCA1, %1.25;
HOXB13, %1.12; MSH2, %0.69; TP53, %0.66 ve PALB2, %0.56 olarak
belirtilmistir. Cikan varyantlarin sadece %1,74't DNA onarim genlerinde
meydana gelmistir. Calisma igerisinde taranan BRCA2 geninde; 164 patojenik ve
75 VUS varyant, CHEK2 geninde 95 patojenik ve 71 VUS, ATM geninde 65
patojenik ve 160 VUS, MUTYH geninde 55 patojenik ve 77 VUS, BRCA1 geninde
43 patojenik ve 38 VUS, HOXB13 geninde 30 patojenik, APC geninde 30
patojenik ve 76 VUS varyant gozlemlenmistir. Calismamizin kapsaminda
taranan BRCA2, CHEK2, ATM, MUTYH, APC, BRCA1, HOXB13, MSH2, TP53 ve
PALB2 genlerinde; 7 BRCA2 (%8,82), 2 CHEK2 (%2,52), 2 ATM(%2,52), 2
MUTYH (%2,52), 5 APC (%6,32) ve 1 BRCA1 (%1,26), 1 MSH2 (%1,26) ve 2
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TP53 (%2,52) mutasyonu saptanmistir. HOXB13 ve PALB2 genlerinde, varyant
filtrelemesinden sonra hedef bolgede mutasyon saptanmamistir. Doniisiim
gozlenen genlerden BRCAZ geninde; Clinvar raporlarinda belirtilmis 1
muhtemel patojenik ve Franklin platformuna goére 1 VUS variant, CHEK2
geninde; Clinvar raporlarina gére 1 VUS, ve Varsome platform sonuclarina gore
1 muhtemel patojenik, APC geninde; Varsome platform sonuglarina gore 1 VUS,
ATM geninde; Franklin ve Clinvar raporlarina gore 1 VUS, BRCA1 geninde;
Clinvar raporlarina gore 1 VUS, MUTYH geninde; Clinvar ve Varsome platform
sonuglarina gore 1 patojenik, TP53 geninde; Varsome ve Clinvar raporlarina
gore 1 VUS variant bulunmustur. Elde ettigimiz dontiisiimlerin oranlarinin, Piper
Nicolosi vd (2019) yaptiklari ¢alisma ile benzerlik gdstermesi, taranan genlerin,
bir prostat kanseri genetik yatkinlik testinde bulunmasi gerektigine isaret

etmektedir.

Yu vd. (2011), yaptiklari calismada, FGFR4 geni 388. aminoasit pozisyonundaki
Glisin’den Arjinin’e olan germline degisikligin, timor invazyon ve hareketliligini
arttirdigini ve ERK, SRF aktivasyonu ile prostat kanserindeki agresiflikle iliskili
bir dizi ekspresyon degisikligini arttirdig1 gozlemlenmistir. Calismamizda bu
degisiklik goriilmemis olup, p.Gly426Ser missense donlisimi gozlemlenmistir.
Gozlenen bu donlistimiin Franklin- ACMG hesaplayici algoritmasindaki karsiligi
VUS olarak bildirilmis olup, prostat kanseri genetik yolaklarinda rol alabilecegi

diistintilmektedir.

Berndt vd. (2011), 10.272 prostat kanserli ve 9123 kontrol grubu ornekleri ile
yaptiklar1 Genom boyu iliskilendirme c¢alismalar1 sonucunda, HNF1B geninde
bulunmus rs4430796, rs7405696, rs4794758, rs1016990 ve rs3094509’ dbSNP
numarali varyantlar prostat kanseri ile iliskilendirilmistir. Calismamiz
kapsaminda, HNF1B geninde varyant filtrelemesini gegcen bir donilisiime

rastlanmamistir.

Xu vd. (2010), calismalarinda ELAC2 genindeki Ser217Leu ve Ala541Thr
polimorfizmlerini tasiyan bireylerin, normal alleli tasiyan bireylere oranla daha

sik prostat kanseri ile karsilasilmasi sonucunda bu doniisiimlerin prostat
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kanseri riskini arttirdigini belirtmislerdir. Calismamizda toplumsal alel frekansi
%3 olarak belirtilen Ala541Thr donlisimiintn prostatl ¢alisma drneklerimizde
gozlemlenmis olmasi, bu donlisiimiin kanser tlizerinde etkili olabilecegini gozler

onine sermektedir.

Pritchard vd. (2016), 692 metastatik prostat kanserli 6rnekte, 20 DNA tamir
mekanizmasinda rol alan geni tarayarak 84 patojenik germline mutasyon elde
etmislerdir. Calismada taranan NBN geninde 2 (%3), RAD51C geninde 1 (%1,5),
PMS2 geninde 2 (%3), BRIP1 geninde 1 (%1,5), BARD1 ve MLH1 genlerinde
iliskili bir mutasyon bulunamamistir. Calismamiz kapsaminda filtrasyon sonucu
elde edilen 79 varyant igerisinde, BRIP1 geninde 3 (%3,8), NBN geninde
1(%1,26), RAD51C geninde 2 (%2,53), PMS2 geninde 2 (%2,53), BARD1
geninde 1 (%1,26) ve MLH1 geninde mutasyon bulunamamaistir.

Wilkes vd. (2017), calismalarinda, genel olarak Fanconi Anemisi ile
iliskilendirilen FANCA geninin, prostat kanseri ile iliskili olabilecegi bildirmis ve
S1088F doniisiimiiniin iizerinde durmuslardir. Orneklerimiz icerisinde bu
dontiisiime sahip birey bulunmamakla birlikte filtrelemelerden gecen 6 varyant
bulunmustur. FANCA geninde buldugumuz p.GIn546His donisimi cesitli
veritabanlari tarafindan VUS olarak bildirilmis ve prostat kanseri lizerinde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. FANCA geni 18. Ekzon ¢.1638 pozisyonunda
buldugumuz A>C doniisimii; dbSNP ve diger veritabanlar tarafindan

tanimlanmamis olup, hi¢bir popiilasyon veritabaninda bilgi bulunmamaktadir.

Su vd. (1999), yaptiklar1 c¢alismada Peutz-Jeghers sendromunda etkili
STK11/LKB1 geninde bulunan germline ve somatik kalitimli mutasyonlar
incelemislerdir. Calismada otozomal dominant kalitmli Peutz-Jeghers
sendromunun, kanserin gelismesi ve ilerlemesiyle iliskilendirilmistir.
Calismamiz kapsaminda o6rneklerimizde taradigimiz STK11 geninde
‘rs730881962’ dbSNP numarali varyant bulunmus ve c¢esitli ACMG
siniflandirmasi yapan platform ile incelenmistir. Platform raporlarinda bu

doniisiim ‘VUS’ olarak siniflandiriimistir.
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Wang vd (2019) yaptiklar ¢alisma igerisinde cesitli kanser tiplerine sahip
47.721 ornekte POLE ve POLD1 genini incelemistir. Calisma sonucuna gore;
4129 prostat kanserli 6rnegin 74’tinde (%1,8) POLE ve POLD1 mutasyonlari
saptanmistir. Calismamiz kapsaminda, POLE ve POLD1 genlerinde varyant
filtresini asan 5 mutasyon bulunmus olup, POLE geninde bulunan
‘rs138391248’ dbSNP numarali varyant cesitli platformlar tarafindan ‘VUS’

olarak smiflandirilmistir.

Bu tez calismasi, prostat kanseri ve hastalikla iliskili bircok genin coklu panel
seklinde yeni nesil dizileme yontemi ile dizilendigi ilk ¢alisma o6zelligini
tasimaktadir. ilk defa bu calismada gozlenen APC (c.497C>G), APC (c.3887C>A),
BRCA2 (¢.2918C>G), CHEK2 (c.722-10T>C), FANCA (c.1638A>C) ve ITGA6
(c.182+11_182+15del AGACC insGGACT) genlerinde tespit edilen yeni
mutasyonlar literatiire katki saglamistir. Bircok olguda saptamis oldugumuz
klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin (VUS) klinik 6neminin daha iyi anlasilmasi
icin daha fazla olgu gruplarinda g¢alisilarak allel frekanslarinin elede edilmesi ve
fonksiyonel calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Ayrica c¢alismamizda
kullandigmiz yeni nesil dizileme yontemi ile kanserin molekiiler
mekanizmalarindan biiyiik insersiyon/delesyonlar, epigenetik modifikasyonlar,
kopya sayisi degisiklikleri saptanamamakta, bunun i¢cin MLPA y6ntemine ihtiyac
duyulmaktadir. ClinVar girdilerine gore patojenik/muhtemel patojenik olarak
olarak tanimlanan varyantlarin hastalik olusturma riskinin kesin olarak ortaya
konulabilmesi icin segregasyon analizlerinin ve fonksiyonel ¢alismalarinin

yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda dizilemis oldugumuz genler, lilkemizde prostat kanserinde ilk
defa bir arada g¢alisildigindan, hastaligin genetik patogenezinin anlasilmasinda,
mutasyonlarin frekanslar1 ve genotip-fenotip iliskilerinin ortaya konulmasinda

yeni ve degerli bilgiler elde edilmistir.
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