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OZET

Meme kanseri , gelismis iilkelerde kadinlar arasinda en sik kansere bagli 6liim
nedenini olusturmaktadir. Kanser tan1 ve tedavisindeki ¢ok onemli gelismelere karsin
meme kanseri olgularmin yaklasik dortte biri bu hastaliktan dolay: yitirilmektedir. Bu
baglamda yeni ve molekiiler temelli tedavi yontemler 6niimiizdeki donemde daha fazla
Onem kazanacaktir. Calismamizda kalitsal ve sporadik meme kanserli olgularda ,
BRCAT1 ve BRCA2 genlerindeki patolojik degisimlerin yaklagik %10 ‘nundan sorumlu
olan delesyon ve duplikasyonlarin hastalik gelisimindeki yerini arastirmak

amagclanmistir.

Calismamizda, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali ve ESOGU Onkoloji Béliimiinde , meme kanseri tanis1 almis 32 hastanin
kan oOrnekleri ve kontrol grubu olarak meme kanseri agisindan saglikli 4 bireyin kan
ornekleri kullanilarak , hastalarin BRCA1l ve BRCAZ2 genlerindeki delesyon ve
duplikasyonlar MRC Holland MLPA P002(lot 0409) , P087(lot 0609) ve P045(lot
0508) prob karigimlar1 kullanilarak MLPA yontemi ile incelenmistir.

Bir hastada , BRCAL geninin intron 13 bolgesinde olasi bir duplikasyon
saptanmigtir , bulunan intron 13 duplikasyonu, intron igindeki splice dizilerine etki
edebilir buda hatali protein sentezine neden olabilir. Splice mekanizmasindaki bozukluk
sonucu olusan hatali protein kanser gelisiminde etkili olabilr. BRCAZ2 geninde ise ,
ayni aileye mensup anne ve kizda ekson 27 delesyonu saptanmigtir. BRCA2 ekson 27,
rekombinaz bir protein olan RADS1 ‘le etkilesimden sorumlu olan bir amino asid
domaini kodlar. Bu iki protein birbirleriyle etkilesim halinde olarak DNA ¢ift dal
kiriklarinin homolog rekombinasyonla tamirinden sorumludur. Ekson 27 deki delesyon
hatali protein sentezlenmesine neden olabilir buda iki protein arasindaki etkilesimi
bozabilir. Bu durum kanser gelisim mekanizmasini tetikleyebilir. Calismamiz sporadik
ve kalitsal meme kanserlerinde, BRCA1 VE BRCA2 genlerindeki delesyon ve

duplikasyonlarin, hastalik gelisimine etkileri gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler : BRCA1 , BRCA2 , Meme Kanseri , MLPA.
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SUMMARY

Breast cancer is most frequent death cause among women in world wide.
Although developments in cancer diagnose and therapy, approximately one fourth of
breast cancer patients deceased. In this respect , new molecular based therapy methods
will gain more importance in next years . Hence the genes and biochemical pathways
involved in breast cancer progression needs to be clarified. To detect importance of
anomalies in genes that cause disease , thus developing personalized therapy
oppornuties will decrease cancer’s economical and psychological damages.The aim of
our study was to detect the importance of BRCA1l and BRCAZ2 deletions and
duplications that is responsible aproxximately %10 of pathological changes in

hereditary and sporadic breast cancer cases .

In our study,deletions and duplications BRCAL1, BRCA2 investigated with
MLPA in 32 breast cancer diagnosed patients. As a control group 4 healthy individuals
used. Breast cancer patients diagnosed in Istanbul University Medical School Surgery
Department and ESOGU Oncology Department. Duplications and deletions in BRCA1
and BRCAZ2 genes investigated with using probe mixes MRC Holland MLPA P002 (lot
0409) , P087 lot(0609) and P045 (lot 0508) .

A possible BRCAL intron 13 duplication was detected one of our sporadic breast
cancer patients. In BRCAZ2 , in daughter and mother in same family exon 27 deletion
detected. Intron 13 duplication in BRCAL1 thought to be effect splice regulatory
sequences and may result a aberrant protein synthesis and this may cause cancer
progression. BRCA2 exon 27 encodes a amino acid domain that interacts RAD51
recombinase protein that plays a role in DNA double strand break repair. BRCA2 exon
27 deletion may disturp BRCA2-RAD51 interactions. This can trigger cancer
progression mechanism. Our study showed that importance of duplications and

deletions BRCAL1/BRCAZ2 in sporadic and hereditary breast cancer progression.

Key words: Breast cancer, BRCAL, BRCA2, MLPA.
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1.GIRIS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidiir. Bat1 toplumlarinda her 9
kadindan birinin meme kanseri gelistirme riski vardir. Bu kanserlerin ¢ogunlugu
sporadik olmakla birlikte, hastalarin %10' unda otozomal dominant gegisli kalitsal bir
nedene baglidir. Kalitsal meme kanserlerinin 6nemli bir cogunlugu BRCA1 ve BRCA2
genlerinden birini etkileyen bir mutasyona baghdir(35, 49). BRCAL genindeki
mutasyonlar kalitsal meme kanserlerinin %40-60"indan, over tiimdori ile beraber olan
kalitsal meme kanserlerinin yaklasik %80minden sorumludurlar. BRCA2 geni kalitsal
meme kanserlerinin %30-40' indan sorumludur. BRCA2 mutasyonu tagiyan bireylerin
over timorli gelistirme riski BRCA1 mutasyonu tastyanlara kiyasla daha disiiktiir.
Ayrica erkeklerde gelisen kalitsal meme kanserlerin BRCA2 mutasyonlarina bagl
olarak gelistigi yaymnlanmistir(49). BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar
otozomal dominant kalitilir , bu nedenle mutasyon tastyan bireylerin ¢ocuklarina bunu
aktarma riski %50dir. BRCAT1 proteini direk olarak hasarlanmis DNA’ nin tamirinden
sorumludur. Cogu ¢esit normal hiicrelerin niikleuslarinda BRCA1 ve RAD51’in DNA
cift iplik kiriklarinda etkilesim halinde oldugu diislintilmektedir(4, 11, 37). Bu tiir
kiriklar dogal radyasyon veya diger mutajenik ajanlara maruziyetten kaynaklanacagi
gibi kromozomlardaki genetik materyal degisimlerinin oldugu esnalarda da
gerceklesebilir. Fonksiyonu BRCA1’ inkine benzeyen BRCA2 proteini , RADS1 ile
direk etkilesime girer. DNA hasar tamirinde rol oynayan bu {i¢ protein genomik
stabilitenin devaminin saglanmasinda ¢ok dnemlidirler(1, 31).

BRCA1 mutasyon tasiyan kadinlarin da 60 yasina geldiklerinde meme kanseri
gelisme riski yaklasik %85, over tiimori riski ise yaklasik %55' tir. BRCA2 mutasyonu
tasiyan kadinlarin da meme kanseri gelisme riski BRCA1 mutasyonu tasiyicilart ile
benzer diizeydedir. Ancak over kanseri gelisme riski daha diisiiktiir(49). BRCA1 ve
BRCA2 genleri ¢ok biiyiik genler oldugu icin mutasyon analizi zaman alict ve
masraflidir. Calismamizda sporadik ve kalitsal meme kanserli olgularda BRCA1 ve
BRCA2 genlerindeki delesyon ve duplikasyonlar1 taramak icin MLPA(Multiplex
Ligation Dependent Probe Amplification) yontemi kullanildi. MLPA tekniginin, hizli ,
giivenilir ve kolay uygulanabilir  olmasi ve tek bir reaksiyonda 37-45 bolgedeki



genomik artis ve azalmalarin tespit edebilmesi nedeniyle ¢alismamizda MLPA Teknigi
tercih edilmistir.

Calismamizda kalitsal ve sporadik meme kanserli olgularda , BRCA1l ve
BRCA2 genlerindeki patolojik degisimlerin yaklasik %10 ‘nundan sorumlu olan

delesyon ve duplikasyonlarin hastalik gelisimindeki yerini arastirmak amaglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

Meme kanseri, gelismis iilkelerde kadinlar arasinda en sik kansere bagli 6lim
nedenini olusturmaktadir. Kanser tan1 ve tedavisindeki ¢ok 6nemli gelismelere karsin
meme kanseri olgularinin yaklagik dortte biri bu hastaliktan dolay: yitirilmektedir. Bu
baglamda yeni ve molekiiler temelli tedavi yontemler 6niimiizdeki donemde daha fazla
onem kazanacaktir. Bunun iginde meme tiimoérii gelisiminde yer alan genler ve
biyokimyasal yollarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Olgularin yaklasik %90 ¢ nin
olusturan sporadik meme kanseri gerek klinik ve gerekse de molekiiler diizeyde
karmasik ve heterojen bir hastaliktir(67, 71). Bu heterojeniteye karsin meme kanseri
atipik epitelial hiperplazi , in-situ kanser , invaziv kanser ve metastatik hastalik gibi bir
dizi klinik ve patolojik evrelerden geger . Arastirmacilarin karsisindaki en onemli
konulardan biri , timor gelisimini baglatan, genetik degisiklikleri , genetik instabiliteden
ayirt edebilmektir. Artmis instabilite kanser gelisiminde temel noktalardan biridir.
(DCSI gibi erken evre tiimorlerin analizinin meme kanseri gelisimindeki kritik olaylarin
belirlenmesinde en ¢ok yardimci ve aydinlatict yol olacagr diisiiniilmektedir.). Meme
kanseri ve diger maligniteler , hiicre biiylimesi ve gelisimine katilan énemli hiicresel
yollar1 etkileyen genetik degisimler ile ¢ok adimli bir islem sonugu ortaya ¢ikar(72).
Cogu genetik degisimler sadece kanserli dokudaki kanser hiicrelerinde gozlenirken ,
daha az siklikla da olsa germ hiicrelerindeki genetik degisimler ile ortaya ¢ikan
maligniteler kalitsal ozellik tasirlar. Genomdaki bu kalitsal veya kalitsal olmayan
genetik degisimler ,  belli hiicresel genlerin belli 6zel degisimleri ile iliskili
bulunmustur. Bunlar onkogenler olarak isimlendirilirler ve normal islevlere sahip bir
diger gen grubundan (proto onkogenlerden) tiirevlenirler. Protoonkogenler  normal
hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi i¢in 6nemli olan bazi proteinlere ait kodlar igerirler.
Eger bir mutasyon sonucu protoonkogenin yapist degisirse olusan hasar , genin dolayisi
ile gen iiriiniin yapisinin degismesine neden olur ve ¢esitli yollarla hiicre bliinmesinin
kontrolii ortadan kalkar ve malignite ortaya ¢ikar. Kanser olusumunda , onkogenlerden
baska onemli ikinci bir gen grubu da tiimor baskilayici genlerdir. Bu iki gen grubu
kanserogenezde birbirleriyle zit etkilidir. Onkogenler malign transformasyona neden

olurken tiimor baskilayict genler, hiicre boliinmesinde islev géren genleri kontrol ederek



timor olusumunu engellerler. Eger bu tiimor baskilayici genlerde bir hasar olursa

biiyiime kontrolii ortadan kalkacagindan kanser ortaya ¢ikar(11, 65)

2.1. Ailesel meme kanseri ve yatkinhk genleri

Meme kanserinin biiylik cogunlugu sporadik vakalar olmasina ragmen yaklasik
%5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanseri
olusumuna birgok gen etki eder ancak kalitsal meme kanserlerinden sorumlu olarak,
ozellikle genom devamliliginin koruyuculugunda is goren proteinleri iireten bazi
genlerin germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 gosterilmistir. Kalitsal meme kanserinde
nadir gozlenen yliksek penetransa sahip meme kanserine yatkinlik genleri olarak
BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur(67). Bu genlerdeki germ hiicre soyu
mutasyonlarini i¢eren kadinlarin yagamlarmin bir doneminde meme kanseri gelistirme
riski %50-80 arasinda degismektedir BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki germ soyu
mutasyonlari, yiiksek penetransa sahip ve hastalik i¢in yiiksek risk olusturan faktorler
olarak bir ¢ok calismada gosterilmistir(13,57,60,71,72). Bu iki kansere yatkinlik
genlerinin germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 ovaryum kanserlerinde %310, meme
kanserlerinde %7 oraninda dominant olarak kalitim gdsterir. Halen ailesel meme kanseri
icin en siddetli etkiye sahip mutasyonlar: tasiyan bu iki gen, meme kanseri risk

tespitinde mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6n sirada yer almaktadir (60, 71, 72).

2.1.1. BRCA1 ve BRCAZ2 genleri

BRCA1, 17q21’e, BRCA2 ise kromozom 13q12’e lokalizedir. BRCAL geni
1863 a.a ‘lik , BRCAZ2 geni ise 3418 a.a * lik bir proteini kodlar. Her iki protein de
hiicrenin diger bazi proteinleri ile baglanarak islev goriir. BRCA1 ve BRCA2 genleri
genom stabilizasyonu saglayacak proteinler kodlarlar. Dolayisiyla bu genlerdeki
mutasyonlar genomik instabiliteye neden olur.BRCA1l ve BRCA2 genleri genomik
stabilitenin devam ettirilmesinde rol oynayan proteinler kodlar ve tiimor siipressor gen
gibi davranirlar.(42)

Tiimor supressor proteinler , gatekeeper ve caretakerlar olmak {izere temel

olarak iki kategoriye ayrilirlar. Gatekeeper proteinler hiicre siklusu ve hiicre dliimiinii
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diizenlerler. Bunlardan en bilinenleri , p53 ve RB genleridir. Caretakerlar ise genom
tamirinden sorumludurlar. Bunlar 6zellikle mismatch tamir ve niikleotid ekszisyon
tamir proteinleridi., BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerini caretaker grubuna dahil
edilmektedirler(32). Bunun yaninda BRCA2 proteini hem DNA tamiri hemde G2/M
kontrol noktasindaki gorevleri sebebiyle her iki gruba dahil etmek miimkiindiir(22).

BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin hiicre proliferasyonunun kontroliinde tiimor
baskilayict proteinler ile, DNA hasarina ve tamirine katilan proteinler ile,
transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan proteinler ile, hiicre siklusunun kontrol
noktalarinin 6nemli proteinleri ile ve DNA’da rekombinasyonda is gbren proteinler ile
yakin iligkileri gosterilmisti. BRCA1 ve BRCAZ2’deki mutasyonlar ve BRCA
proteinlerinin inaktivasyonu timor baskilayici proteinlerin ve diger “genom koruyucu”
rolii olan proteinlerinde inaktivasyonuna neden olarak hiicreyi tiimér olusumuna
gotiiriirler. Bugiine kadar yapilan c¢alismalar ile BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
1000°den fazla birbirinden farkli DNA dizi degisikligine dayanan mutasyonlar tespit
edilmistir. Cesitli mutasyon tiplerine ragmen BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germ
soyu mutasyonlarin biiyiik bir cogunlugu tek tiptir. Baz1 mutasyonlarin topluma ve etnik
gruba 6zel oldugu da gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2’nin giiclii bir atasal mutasyon
etkisine sahip toplumlarda, ayn1 tip mutant aleller daha ytiksek siklikta tayin edilmistir.
Ornegin Askenazi yahudilerde ii¢ tane ortak BRCAI/BRCA2 atasal mutasyonlar:
vardir. Bunlar BRCA1’deki 185delAG ve 5382insC mutasyonlari, BRCAZ2’deki
6174delT mutasyonudur(47). Tirk toplumunda yapilan ¢alismalarda meme ve/veya
ovaryum kanserli hastalarda yapilan BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait mutasyon
taramalarinda, Tiirk toplumuna 6zgii sayilacak tekrarlayan bir mutasyon bildirilmemistir
(15). Baglant1 analizleri ile meme ve/veya ovaryum kanserlerinin ¢esitli vakalarna
sahip ailelerin biiyiik bir cogunlugunda BRCA1 ve BRCA2 germ soyu mutasyonlari
bulunur. Meme ile birlikte ovaryum kanserine yatkinlik geni tasiyan ailelerde BRCAI
ile %80’e yakin iligki vardir. Gene 6zgli meme kanserli ailelerde BRCAL1 i¢in bu oran
%45 , BRCA2 icin %35 tir. Biiyiik Olcekli calismalarda, ailesinde 60 yasindan Once
meme kanseri teshisi konan en az dort kadin bireyin veya herhangi bir yasta meme
kanserli erkek bireyin oldugu ailelerde BRCA1 (%52) ve BRCA2 (%32) mutant
allellerinin meme kanseri ile yakin iliskisi gosterilmistir. Ailelerdeki 6zellikler daha alt

gruplara béliindiigiinde 6rnegin ailede hem meme hem ovaryum kanserini birarada
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tastyanlar oldugunda BRCA1 bu gruptan %81 oraninda, hem kadin hem erkek meme
kanseri tasiyan ailelerde BRCA2 nin %76 oraninda sorumlu oldugu bulunmustur .
Cesitli populasyonlarda genin penetransindaki c¢esitlilik BRCAI ve BRCA2
tastyicilarinda kanser gelisiminde genetik veya cevresel faktorler rol oynar, keza klinik
gidis de farklilik gosterir. BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu tastyan bir kadin kanser
olmadan 80 yasina kadar yasayabilir veya 20’li yaslarda kanser gelisebilir. Bir¢ok
cevresel faktor, beslenme tarzi, egzersiz, hormonal tedavi ve karsinojenlere maruz
kalma gibi faktorler bu farkliliktan sorumlu olabilir . Meme dokusunda alveoler ve
duktal epitel hiicrelerinde BRCA1’in ekspresyonu gozlenir. Bu gen hamilelik ve
emzirme donemlerinde belirgin olarak aktif calisirken , parturisyonda laktasyon sonrasi
ekspresyonu azalir. BRCA1 mutasyonuna sahip kadinlarda pubertedan sonra meme
ve/veya ovaryum tiimorlerinin gelisme riski %5-10 kat artar. BRCA1 steroide bagimh
bir hiicre siklusu diizenleyicisi olarak fonksiyon goriiyor olabilir(21, 65 ,67).
Gergektende BRCA1 ve BRCA2 genleri insan meme kanseri hiicrelerinde Ostrojene
duyarhdir ve cevap olarakta her iki gene ait mRNA seviyeleri artar. BRCA1 geninin bir
allelindeki mutasyon erken déonem disi meme kanserlerinde yiiksek risk olusturur, buna
karsilik kolon ve prostatta daha diistik bir risk tagir. BRCA2 genindeki mutasyonlar ise
erken donem erkek meme kanserlerinde yiiksek bir risk tasir . Germ soyu mutasyonlari,
ozellikle erken yasta 6nemli morbidite ve mortaliteye sebep olanlar, populasyonlarda
oldukca nadir gozlenir. Bu nedenle, kanserle iligkili germ soyu mutasyonlarinin testi
genel populasyonda kullanilmaz. BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tarama testi i¢in uygun
kadinlar1 belirlemek i¢in ¢esitli kriterler vardir. Soy agacina gore artan genetik risk
gosteren kadinlar genetik test yapilmasi igin secilir. Mutasyon taramasi yapilacak
hastalarin se¢imi icin, teshis yasina, 1.ve 2. dereceden akrabalarda etkilenenlerin
sayisina ve her aile iiyesinin simdiki veya 6liim yasina dayali tek tip kriterler kullanilir.
40 yasin altinda meme kanseri , 50 yasin altinda tek taraf tutulumlu meme kanseri, 50
yasin altinda iki tarafi tutulumlu meme kanseri, erkek meme kanseri, herhangi bir yasta
ovaryum kanseri teshisi konmus veya 3 yada daha fazla sayida 1. dereceden ve 2.

dereceden akrabalari etkilenmis olan hastalara 6zel dikkat gosterilir (36).



2.1.2 BRCA1 Geni ve Yapisi

BRCATI geni kromozom 17’nin uzun kolunda 21. bantta lokalize olup , 1863
amino asitlik bir proteini kodlar. Cogu cesitli organda ozellikle testis ve timusta fazla
expresyonu gozlenir. BRCAL1 geni , genomik stabilitenin devam ettirilmesinde rol
oynayan niiklear bir fosfoproteini kodlar ve timor siipressér gen gibi davranir.
Kodlanan bu protein , BASC olarak bilinen , farkli tiimor siipressorler proteinleri , DNA
hasar sensorleri ve sinyal iletim elemanlari ile beraber multi-birimli BRCAL-iliskili
genom denetim birimini olusturur. Bu genin {iriini RNA polimeraz II ile C-terminal
domaini {izerinden baglanir ve ayrica histon deasetilaz kompleksi ile de etkilesime
girer. Bu protein bdylece transkripsiyonda , DNA ¢ift iplik kiriklarinda onarimi ve
rekombinasyonda 6nemli roller oynar. Bu gendeki mutasyonlar yaklasik kalitsal meme
kanserlerinin %40’ indan kalitsal meme ve over kanserlerinin %80 ‘nin’ den
fazlasindan sorumludur(32). Bu gendeki alternatif splicing, {rliiniin hiicresel

lokalizasyonun ve fizyolojik fonksiyonun ayarlanmasinda rol oynar.(18)
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Sekil 2.1 : BRCA1l ve BRCA2 ' nin etkilesimde bulundugu proteinler.BARD1,
BACH1,BAP1,RAD51( Welcsh ,P., Owens , K., King , Mary-Claire ., Insights into the
functions of BRCA1 and BRCA2 Review , 2000, TIG volume 16, no.2 69-74p )
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Sekil 2.2: BRCA1 proteinin fonksiyonel bolimleri ve etkilesimde
bulundugu proteinlerin lokalizasyonu. (Powell S., Kachnic L ., 2003 , Roles of BRCAl
and BRCA2 in homologous recombination, DNA replication fidelity and the cellular

response to ionizing radiation , Oncogene , 5784-5791)
2.1.2.1. BRCA1 BRCT domaini

BRCAT’ in C-terminal ucu BRCT domaini olarak bilinen ve bir cok DNA tamir
proteini tarafindan taninabilen bir amino asit sekansi igerir. BRCT domaini diger DNA
tamir proteinleriyle etkilesime girdigi ve bu etkilesim sonucu genis protein kompleksleri
olusturdugu diisiiniilen , protein-protein etkilesimlerinin gergeklestigi bolge olarak
kabul edilmektedir. BRCA1 C-u¢ bolgesi BRCT (BRCA1l C-Terminal tekrarlari)
yaklagik 100 amino asit tekrarindan olusmaktadir. Bu bolge genis bir spektrum
icerisinde bir¢ok niiklear DNA tamir proteinleri tarafindan taninabilen bir bolgedir.
Ayrica BRCT domaini ve bu bolgeye yakin sekanslarin transkripsiyonel aktivasyon ve
kromatin diizenlenmelerinde rol oynadigi diistiniilmektedir.( 42 , 46, 64)

Kanser olusumuna yatkinliga neden olan truncating mutasyonlar( eksik protein
yapist olusumu) bu boélgelerde goriilmektedir. Burada bircok missense mutasyon
bulunmasina ragmen bunlarin ¢ogu siiflandirilmamais varyantlardir. Kanser olusumunu
tetikleyen bu missense mutasyonlar BRCT tekrar peptitlerin yapisin1 bozmaktadir. Bu
mutasyonlardan en ¢ok bilinenleri ise A1708 ve M1775R’ dir.(32, 64)



2.1.2.2. BRCAL1 RING domaini

BRCAL proteinin N ucu bolgesine bitisik Zn finger domaini vardir. Bu dizi
sistein ve histidin rezidiileri igerir ve RING domaini olarak bilinir. Bu RING finger
motifi bircok viral protein, proto onkogen ve transkripsiyon faktorlerinde de bulunur.
Bu motifin iyi tanimlanmis bir fonksiyonu olmamasina ragmen bu bdlgenin DNA ile
etkilesimde oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Bu bilgi BRCA1’ in transkripsiyon
faktorli olabilecegini gostermektedir. Bunu destekleyen diger bir durum ise C-terminal
ucundaki amino asit rezidiilerinin transkripsiyonel aktivatdr olarak gérev yapmasidir.
Bu bolgeler GAL4 geni tarafindan aktive edilmektedir. Bu bolgelerdeki mutasyonlar ,
genin trankripsiyonel aktivasyon mekanizmasint bozmaktadir. BRCAI1’ in
transkripsiyonel regililasyondaki bir baska rolii ise p53 ‘lin gen ekspresyonunu
arttirmasidir. BRCA1, p53°lin transkripsiyon koaktivatorii olarak gdrev yapmaktadir.
Ayrica BRCA1 RNA polimeraz II holoenziminin bir par¢asi oldugu bilinmektedir. SQ
cluster bolgesi ise ATM ve ATR genleri tarafindan fosforilasyonun gergeklestirildigi
bolgedir. (68 .BRCAL RING domaini , BARD1 proteininin RING domaini tizerinden
heterodimerik kompleks olusturdugu bilinmektedir. BRCA1’ in bir¢ok proteinle
etkilesimle olmasimnin yaninda , hiicre i¢inde en ¢ok etkilesimde oldugu ve dikkati
ceken iletisimi BARDI1 ile olusturdugu kompleks olarak goze carpmaktadir. Bu
etkilesim sonucu olugan RING proteininin ubiquitin ligaz aktivitesi oldugu
bulunmustur. Hiicrede bu aktivite ubiquitini substrat proteinler i¢in , ubiqutin konjuge
enzime doniistiiriilmesinde kullanilmaktadir. BRCA1 ve BARDI heterodimerik
kompleksinin ubiquitin ligaz aktivitesini baglatmasina ek olarak bir gorevi daha vardir.
BRCALI © e iletilen niiklear lokalizasyon sinyalleri BRCA1’ in BARDI1 ° e baglandig:
RING domainine gelir. BARD1 ¢ in BRCA1’in RING domainine baglanmasi bu
sinyallerin baskilanmasina sebep olur bunun sonucu olarak ta BRCA1 izoformlari
niikleusta lokalize olmaya devam eder.(64)

BRCA1 RING motifi , DNA baglanma motifi olarak bilinen Zn finger bdlgesi
icerdiginden , DNA baglanma domaini olarak kabul edilmektedir. Fakat yapilan direk
testler bu domainin DNA’ ya baglanmadigini1 géstermektedir. Calismalar bu boélgenin

daha ¢ok protein-protein etkilesimlerinin gerceklestigini gostermektedir. 1996 yilinda
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Brown ve ark. BRCA1 genomik bodlgesinin detayl1 yapisi belirlediler. 17. kromozomun
bu bdlgesinin yaklasik 30kb ‘lik tandem bir duplikasyon i¢erdigini bunun sonucu olarak
ta ekson 1 ve 2’ nin 1 adet kopyasi oldugunu gordiiler. BRCA1 ° in duplike eksonlarinin
sekans incelemesi sonucu bu duplike bolgelerin BRCA1 geninin eksonlartyla yiiksek
homoloji gosterdigini ve bu kopya bdlgelerin islenmeyen psddogen oldugu kararina
vardilar.

1996 yilinda Smith ve ark. 17. kromozomun 117,143 bazlik bolgesini BRCA1
geninide icericek sekilde sekansladilar. BRCA1 ‘in 24 eksonu 81 kb’ Iik bir alani
kapsadigini ve yiiksek oranda (%41.5) Alu tekrari igerdigini buldular, %4.8 oraninda
da diger tekrar dizileri icerdigini belirlediler. BRCA1 intron uzunluklar1 403 baz
ciftinden 9.2 kb ‘lik bir aralik igerisinde degistigini ve intron 12 , 19, ve 20’ de 3 adet
intragenik mikrosatellit marker1 (D17S1322, D17S1323, DI17S855) igerdigini
gosterdiler. Buna ek olarak BRCAI1’ in RHO7 ve VAT adl iki geni igerdigini
buldular.(42, 64)

2.1.3 BRCALI1 psodogeni

17921° de BRCAI1 geninin 5’ ucu sonunda duplike bir bdlge bulunmaktadir. Bu
bolge BRCA1 genin 1A , 1B ve 2 eksonlarin1 ve bunlarin arasindaki intronlari
kapsamaktadir. Puget ve ark 2002 yilinda birbirleriyle pesi sira bulunan BRCA1 ve
psdddgeninin asir1 bir dizi homolojisi icerdigini gostermislerdir. BRCA1 geninin 2.
intronu ile psdddgenin ikinci eksonu arasinda homolog rekombinasyon sonucu 37kb’lik
bir delesyon ortaya c¢ikmistir. Mutant BRCA1 alellerinde promotorun bulunmadigini
gozlemlemis ve bu baslama kodunundan yoksun psdddgenin 1A, 1B ve 2. eksonlarini
iceren kimerik bir genin varligina dikkat ¢ekmislerdir. Bu durum BRCAT geni i¢in yeni
bir mutasyon mekanizmasi olarak sunulmustur. BRCA1 genine bdylesine homolog
genis bir bolgenin olmasi , burayr homolog rekombinasyon i¢in bir hotspot olarak kabul
etmislerdir.Brown ve arkadaslar1 2002 yilinda, 6nceki bulgularla tutarli BRCA1 geni ve
BRCA1 psodogeni arasinda rekombinasyon sonucu olusan bir delesyonu
bildirmiglerdir. Germ soyu BRCAI mutasyon c¢alismasinda , Avusturya
populasyonunda ailesel meme kanserli olgularla yapilan ¢aligmada 60 hastanin birinde

homolog rekombinasyon sonucu olusan promotor delesyonu saptanmustir.(44)
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2.1.4. BRCA1 Fonksiyonu ve Mekanizmasi
2.1.4.1. DNA Hasar Tamiri

BRCAI1 proteini direk olarak hasarlanmis DNA’ nin tamirinden sorumludur.Cogu
cesit normal hiicrelerin niikleuslarinda BRCA1 ve RADS5I1’in DNA ¢ift iplik
kiriklarinda etkilesim halinde oldugu diisiiniilmektedir. Bu tiir kiriklar dogal radyasyon
veya diger mutajenik ajanlara maruziyetten kaynaklanacagi gibi kromozomlardaki
genetik materyali degisimlerinin oldugu esnalarda da (crossing over, homolog
rekombinasyon) gerceklesebilir. Fonksiyonu BRCA1’ inkine benzeyen BRCA?2 proteini
, RADSI ile direk etkilesime girer. DNA hasar tamirinde rol oynayan bu ii¢ protein
genomik stabilitenin devaminin saglanmasinda ¢ok onemlidirler. BRCA1 direk olarak
DNA’ ya yiiksek afinite ile baglanir. Bu yetenegi ile DNA’ ya baglanmasi MRN
kompleksinin niikleaz aktivitesini baskilamasi ile iliskilendirilmistir. Bu BRCA1’ in
DNA tamirini  NHEJ(Non-Homolog End Junction) yolu iizerinden yapma

mekanizmasini agikliyor olabilir.(3)

2.1.4.2. Rekombinasyonel Onarim

DNA onariminin bir bagka bi¢imi olan rekombinasyonel onarim, hasarlit DNA’
nin hasarsiz bir molekiille rekombinasyonu temeline dayanir. Bu mekanizma DNA
replikasyonu sirasinda karsilasilan ve normal replikatif DNA polimerazlarca
kopyalanamayarak bir replikasyon c¢atalinin ilerlemesini bloke eden , timin dimerlerinin
veya ¢ift DNA kirikliklarmin bulundugu hasarlarin onariminda siklikla kullanilir.
Rekombinasyonel onarim , bir atasal DNA ipligin onariminda kullanilacak olan normal

bir yeni molekiiliin kopyalanmasini sagladigi durumda gegerlidir.(3)

Rekombinasyonel onarim iyonize radyasyon( X 1sinlart gibi ) veya bazi
kimyasallar ile olusturulan  ¢ift iplik kiriklarinin onarimi i¢in de belli bash
mekanizmadir. Bu tip hasar her iki ipligide etkiledigi i¢in , onarimi &zellikle zordur.

Hasarsiz kromozom iizerindeki homolog DNA dizileri ile rekombinasyon , bu tip
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hasarlarin onarimima ve normal DNA dizisinin yerine konmasma olanak saglar.
Alternatif olarak cift iplik kiriklart basitgce tek DNA molekiiliindeki kirik u¢larin yeniden
birlestirilmesiyle onarilabilir, ancak hasar bdlgesinin etrafindaki bazlarin kaybindan
dolay1 hata siklig1 yiikselir. Kalitsal meme kanserinden sorumlu olan genlerin 6zellikle
BRCA1 ve BRCA2 ‘ nin kodladig1 proteinlerin homolog rekombinasyon ile ¢ift iplik
kiriklarin  onariminda gorevli olmalar1 , bu DNA onarimindaki bozuklugun , kadinlarda

en yaygin kanserlerden birisinin gelisimine yol agabilecegini gostermektedir.(3)

DNA Hasar Smyalh

MRE11/RADS0/NBS

Check Point
Eontrolii ATM, ATR, CHKZ2
(phosphorylate BRCA1)
p21 induction Kromatin
Transkripsiyonel BRCA1 Modifilasyonu
Tamir . SWI/SNF
Msh2, Mshi? HDAC1/2
A Tamizi p300/CBP
RNA pol 11 DNA T"_lltl]l‘l
BARD1, CstF RAD51?
BRCA2?
BACH1,
BLM

Sekil 2.3 : BRCAI Proteininin DNA hasarina transkripsiyonel cevabinda etkilesimde
bulundugu proteinler.( Zheng, L., Li, S., Boyer , T., Lee , W., 2000, Lessons learned
from BRCAL and BRCA2 , Oncogene , 6159-6175.)
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2.1.5. BRCAL ve Embryogenez

Arastirmalar BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin diger genlerin aktivitesini
diizenledigini  ve Ozellikle embriyo gelisiminde kritik bir rol istlendiklerini
gostermistir. Her iki genin de doku gelisimde yliksek seviyelerde eksprese oldugu ve
BRCA1 , BRCA2 homozigot knock-out farenin genellikle gestasyonun 5. ve 13.
giinlerinde o6ldiikleri gozlenmistir.(28, 71 )

2.1.6. BRCA1 ve Meme Kanseri (Mutasyonlari ve Kanser Riski)

Otozomal dominant gegisli, BRCAL geninde mutasyonlara bagli olarak, meme
ve over tiimorlerine karsi belirgin artmis egilim goriilen kalitimsal tiimér sendromudur.
Ek organ tutulumlari, kolon, karaciger, endometrium, serviks, fallop tiipleri ve peritonu
icerir. Yahudi popiilasyonlarindaki BRCA1 mutasyon prevalanslar1 883’de 1 olarak
tahminedilmektedir. Bunun yaninda belli popiilasyonlarda bu oran daha yiiksek
bulunmustur (6rnegin Ashkenazi Yahudileri’nde % 1. Rekombinasyon teknikler
kullanilarak, BRCA1 mutasyonlarinin eski Roma zamanlarina kadar dayandigi
gosterilmistir (69). De novo mutasyonlar enderdir 3. Definitif tan1 yalnizca genetik
testle miimkiindiir. BRCA1 mutasyonlari, birgok erken ortaya ¢ikmis meme kanserli
veya bununla birlikte herhangi bir yasta ortaya ¢ikan over kanserli olgulara sahip belirli
popiilasyonlarda ve ailelerde siktir. Bir ailede yalnizca iki veya ii¢ meme kanser olgusu
goriildiigiinde ise BRCA1 veya BRCA2’de mutasyon goriilme olasilig1 daha diisiiktiir
(<% 30). BRCA1 ve BRCA?2 arasindaki temel fark BRCA2 mutasyonunda artmis erkek
meme kanseri riskidir. Bu kanserler prekanserdz DCIS komponenti olmaksizin direkt
invaziv hastaliga ilerleme egilimindedir. Buna bagli olarak da mammografik
goriintiileme ile erken yakalanma sansi daha disiiktiir. Yasam boyunca 35 yasindan
itibaren 80 yaslarinda % 64 seviyelerine ulagan, kontralateral meme kanseri riskinde
lineer bir artis mevcuttur.Ovaryen karsinomalarin yaklagik % 7-10u kalitimsal BRCA1
(veya BRCA2) mutasyonlarina baghidir, bunlar otozomlar iizerinde oldugundan,

anneden veya babadan gegebilirler. Over kanseri, BRCA1 ve BRCA2 tasiyicilarinda
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daha erken goriilebildigi halde, daha ileri bir yasta ortaya ¢ikmis bir over kanseri de
altta yatan bir mutasyona isaret edebilir.(21)

2.1.7. BRCA1 Mutasyonlari ve Tiimor Histopatolojisi

BRCA1 mutasyonlu hastalarda, epitelyal timdrler (karsinomlar) en sik verilen
histolojik tanidir. Malign transizyonel hiicreli karsinom gibi ¢ok ender goriilenler de
dahil olmak tizere malign epitelyal over neoplazmlarinin tiim subtipleri rapor edilmistir

Bazi c¢alismalar, papiller ser6z adenokarsinomanin familyal over kanseri
sendromlarinda predominant olarak goriilen kanser tipi oldugunu gostermekte
iken(6,41,71) digerleri sporadik vakalarla BRCAL/2 mutasyon tasiyicilarinda benzer
siklikta gorildiginii  rapor etmiglerdir. Calismalarin  ¢ogunda ise miisin6z
karsinomalarin BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda sik goriilmedigi gosterilmistir(69).
Endometrioid ve seffaf hiicreli karsinom sikligi ise sporadik vakalarla aynidir. Son
veriler gostermektedir ki BRCAI1/2 gen mutasyonlart borderline neoplazmlarin
gelisimine predispozisyon yaratmaz. Stromal tiimorler ve malign germ hiicreli
neoplazmlar ise BRCA1/2 mutasyonlar ile iligkisiz goriinmektedir. BRCAL ovaryan
kanserlerin cogunlugu, eger tan1 aninda over disina yayilmis iseler kotii prognoza sahip
seroz  kistadenokarsinomlardir(69). BRCA1 tasiyicilarinda ortaya ¢ikan over
kanserlerinin daha iyi prognoza sahip oldugunun rapor edildigi ¢alismalar da vardir.
BRCAI1 gen mutasyonlari, klinik olarak meme kanserli ailelerin % 15-20’sinde, meme-
over kanserli ailelerin ise % 40-50’sinde saptanmistir. Mutasyonlar tiim kodlama
bolgesi boyunca olusur ve dolayisiyla mutasyon spektrumunun gen fonksiyonuna gore
relatif olarak kiiciik oldugu diistiniilir. Mutasyonlarin ¢ogunun, translasyondan sonra
proteinlerin prematiir kesilmesine neden oldugu tahmin edilir. Mutasyon tastyicilarinda
ortaya c¢ikan tliimorlerde gozlenen wild-tip allel kaybiyla baglantili olarak,
tiimdrigenezizde gen inaktivasyonunun 6nemli bir basamak oldugu sonucuna varilir.
Ailelerde saptanan mutasyonlarin giicli degiskenliklerine ragmen belirli jeografik ve
etnik kokenlerde belirli mutasyonlarin ¢ok sik saptandigi ortaya konmustur. Sonug
olarak mutasyon spektrumu, Orneklenen popiilasyonun etnik kokenine gore
degisebilir(Tablo 2.1). Bazi popiilasyonlarda ise, konvansiyonel PCR bazli mutasyon

goriintiileme yontemleriyle saptanmasi gii¢ olan spesifik genis interstisyel delesyon ve
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insersiyonlar sik olarak gozlenmistir ve bunlar total mutasyon spektrumunun % 10 ile
20’sini tegkil eder (21, 35, 69).

BRCATI geninde bulunan belli bashi varyasyonlar meme kanserine yakalanma
riskini artirir. Arastirmacilar , BRCA1 geninde yiizlerce mutasyon bulmuslardir ve
bunlarin ¢cogu artmis kanser riski ile ilgilidir. Anormal BRCA1 veya BRCA2 geni olan
kadinlar 70 yas itibariyle %85 meme kanseri gelisme riskindedir. Sadece anormal
BRCAL geni i¢in over kanseri gelisme riski %55 , BRCA2  iginse %25
civarindadir(20). Bu mutasyonlar bir veya az sayidaki DNA baz sayilarindaki
degisimlerde kaynaklanabilir. Bazi durumlarda genis DNA segmentlerinin yeniden
diizenlemeleri seklinde olabilir. Bu yeniden diizenlenmeler , gendeki birka¢ eksonun
delesyonu veya duplikasyonu seklinde olabilir. Klasik mutasyon saptama metodlar1 bu
mutasyonlar1 belirlemesi giictiir. Fakat bunun igin , Q-PCR(15) , Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), Quantative Multiplex PCR of Short
Fluorescents (QMPSF) veya Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (array-CGH) gibi
yeni ve etkin metodlar gelistirilmistir(22). Mutasyona ugramig BRCA1 geni genellikle
olmas1 gerektiginden kisa , dogru olarak fonksiyon gosteremeyen bir protein tirlinii
olusturur. Bozuk BRCA1 proteini diger genlerdeki mutasyonlari diizeltemez ve
defektler yiliziinden hiicreler kontrolsiiz olarak biiyiimeye ve boliinmeye baslarlar sonug
olarak ta tiimor olugur.Meme kanserine ek olarak BRCA1 genindeki mutasyonlar over,
fallopi tiipii ve prostat kanserleri i¢in artmis risk faktoriidiir. Bunlara ek olarak ta
BRCAT1 ‘deki mutasyonlar Fallopi tlipii displazileri ile de iligkili bulunmustur. BRCA1
ve BRCA2 ‘nin de iginde bulundugu bir yolakta gergeklesebilecek patolojik bir

mutasyonda , lenfoma ve 16semi geligsimleri i¢in de biiyiik risk vardir.(35)
2.1.8. BRCAL1 ve Epigenetik

Epigenetik degisimler gen inaktivasyon mekanizmalarinda énemli yere sahiptir.
Ozellikle ~ bir genin normal olmayan promotor metilasyonu tiimorlerin malign
progresyonuna neden oldugu cesitli calismalarla ispatlanmistir. Meme ve over kanseri
yatkinlik ve tiimor siipressor gen olarak kabul edilen BRCA1 , genom stabilitesi ve
hiicre siklus diizenleyicisi olarak organizmada énemli gérevlere sahiptir. Son ¢aligmalar

gostermektedir ki , BRCA1 hipermetilasyonu , genin ekspresyonunun azalmasina veya
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engellenmesine neden olarak 06zelikle tiimdr siipressor aktivitesinin kaybina neden
olmakta ve hiicreyi kanserlesmeye gotiirmektedir. Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda ,
BRCAL geni BRCA2 geni ile kiyaslandiginda epigenetik degisimler sonucu 6zelliklede
promotor hipermetilasyonuyla daha ¢ok inaktive oldugu goze c¢arpmaktadir. BRCA2
geninde gozlenen epigenetik degisimler ¢ok sik rastlanilan bir olay degildir.( 35, 72)

2.2. BRCA2 Geni ve Yapisi

BRCA2 geni kromozom 13ql12°’de lokalize olup , 3418 amino asitlik’ lik bir
proteini kodlar. BRCA2 geni tiimor siipressor gen ailesine dahil olarak kabul
edilmektedir ve genin kodladigi protein kromozomal hasarin tamirinde ve hiicre

siklusunun kontroliinde gorev almaktadir.(1,46)

BRCA2
-—-Ilhlih‘ﬂﬂl:'l!-—lﬂ 1
Sm— | ——————————— | DNA Binding

transactivation BRC repeats o
dlinmain Rad51 specific binding Rad51 bhinding

Sekil 2.4 : BRCA2 proteinin fonksiyonel domainleri ve etkilesimde bulundugu
proteinlerin lokalizasyonu.( Powell S., Kachnic L ., 2003 , Roles of BRCA1 and
BRCA2 in homologous recombination, DNA replication fidelity and the cellular

response to ionizing radiation , Oncogene , 5784-5791)

BRCA2 geni c¢ok genis ve 8 adet BRC peptid motifi iceren 11. eksonu ile
karakterizedir. BRC tekrar motifleri RADS51 ile etkilesimden sorumludurlar(51).
BRCA2 ° nin C-terminal ucunda ise tek dal DNA’ ya baglanma domaini
bulunmaktadir. BRCA2 geni iiriinli olan protein baska bir proteinle géze carpan bir
benzerlik gostermemektedir. 11. ekson tarafindan kodlanan 8 adet BRC tekrar1 bircok
memeli tiiriinde evrimsel olarak korundugu gézlenmektedir ki bu da BRC tekrarlarinin

Oonemli bir gorevi oldugu anlamina gelmektedir. Gergektende BRC tekrarlar1t BRCA2
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nin , DNA tamiri ve genetik rekombinasyondan sorumlu bir memeli proteini olan
RADS1 * le etkilesimini ve baglanmasini diizenler. BRCA2 proteini , RAD51 ile
etkilesimini iki 6zel domaini {izerinden gergeklestirir. Bu domainlerden biri , BRCA2
geninin 11 eksonu tarafindan kodlanan , 8 adet BRC aminoasit tekrarlaridir(32). Bu
bolge , BRCA2 proteinin RADS1 ile baglanmasimi ve direk etkilesimini saglayan
onemli bir yapidir. RADSI1 ile etkilesimden sorumlu diger bolge ise ekson 27
tarafindan kodlanan C-terminal bolgesidir. (4 ,28,51, 67)

DNA hasarina yanit olarak BRCA2 ve RADS1 tamir bolgesinde birbirleriyle
birleserek bir kompleks olustururlar. BRCA2 protenin bu islem sirasinda en onemli
gorevleri , RADS1 ' in tamir bdlgesine lokalizasyonunu saglamak ve RAD51 'in tamir
edilecek DNA ' ya baglanmasini saglamaktir. BRCA?2 proteininden yoksun hiicreler bu

tamir yanitin1 gergeklestiremezler. (37, 51)

C-termimis

Sekil 2.5 : BRC aminoasit tekrarlart ve C-terminal domaini. (Ayoub, N. And
Rajendra,E., 2009,The Carboxyl Terminus of BRCA2 Links the Disassembly of
RAD51 Complexes to Mitotic Entry, Current Biology 19, 1075-1085p)

2.2.1. BRCA2 Fonksiyonu ve Mekanizmasi

BRCA1 ve BRCA2 genlerinin yapilari birbirinden farkli olmasina ragmen ,
fonksiyonlar benzerdir. Bu iki genden kodlanan proteinler hasarlanmis DNA’ nin
tamirinde Onemli rol oynarlar. BRCA2 proteini DNA kiriklarini tamir etmek igin
RADS]1 adi verilen genin iirlinii olan rekombinaz proteini ile birbirlerine baglanirlar ve

bu sekilde fonksiyon gosterirler(4). Aynmi sekilde BRCA1 proteinide RADS51 proteini
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ile baglanir ve bu ii¢ gen genomik stabilitenin devam ettirilmesinde kritik bir gorevi
yerine getirirler. Ayrica BRCA1 gibi BRCA2 ° nin de embriyonel gelisimde diger
genlerin aktivitesinin diizenledigi diistiniilmektedir.(4 ,64, 67 , 71)

2.2.2.BRCA2 Geni ve Meme Kanseri (Mutasyonlar: ve Kanser Riski)

Erken ortaya ¢ikan meme kanserine karsi belirgin artmis egilim ve erkek meme
kanseri yani1 sira daha az siklikla da pankreatik ve over kanser gelisimi i¢in ek risk
faktorii olan, otozomal dominant gecisli kalitimsal tiimoér sendromudur. Nadiren de
BRCA2 gen mutasyonlari, cilt melanomalari, safra kesesi ve bilier duktus tiimorleri ve
fallop tiip karsinomlart ile ortaya ¢ikarlar. BRCAZ2 sendromuna daha az siklikta rastlanir
fakat belirli popiilasyonlarda daha siktir, ornegin Ashkenazi toplulugunda % 1.5
oraninda spesifik bir mutasyon (6174delT), Icelanders’da ise % 0.6 oraninda bir baskas1
(1 999del5) goriiliir(47). BRCA2 mutasyonlari siklikla birden fazla sayida erken ortaya
cikish kadin ve erkek meme kanserli bireylere sahip ailelerde mevcuttur. Over kanser
siklig1 ise BRCALI ailelerinden daha azdir. Gergek tant BRCA2 gen mutasyonlarinin
ortaya konmasina dayanir. BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda meme kanseri genel
popiilasyona gore daha gen¢ yasta ortaya c¢ikmakla beraber, BRCA1 mutasyon
tasiyicilarina gore daha ileridir. BRCA2 mutasyonu over kanserleri agisindan da artmis
risk getirir fakat bu BRCAI1’deki kadar yiiksek degildir(13). BRCA2 geninde
heterozigot mutasyon tasiyicilarin tek wild-tip allelinde kayip veya mutasyonal
inaktivasyon, tlimorigenezisde anahtar basamaktir. BRCA2’den yoksun hiicre ve
tiimorler karakteristik olarak kromozom yapisinda hatalara sahiptirler. Bu lezyonlar, iki
kardes kromatidten birinin kirilmasini igerecegi gibi Bloom sendromunda veya Fankoni

anemisindeki tipik triradial ve quadri-radial kromozomlar1 da igerebilir(21).
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Tablo 2.1.:

BRCA1

ve BRCA2 genomik yeniden diizenlenmelerinin farkl

populasyonlardaki frekansi.( Genomic Rearrangements in BRCALl in BRCAL and
BRCAZ2: A literature review)

ULKE CALISILAN | PREVELANS | SAPTANAN YENIDEN REFERANS
GEN DUZENLENMELER
Avustralya | BRCAL/2 % 2 BRCAL:Del. ex3,ex5,ex21-23 Woodward et
BRCA2:Del . ex1-2,ex14-16 al.(2005)
Kanada BRCA1/2 %0 Yok Moisan et
al.(2006)
Cek cum. BRCA1l % 6 Del. ExX1A/1B-2, ex5-14,ex11-12, ex18- | Vasickova et
19, ex20, ex21-22 al(2007)
Danimarka | BRCA1/2 % 1,3 BRCAL: Del. ex 3-16, ex 13-15 Tomassen et
al.(2006)
Finlandiya | BRCA1/2 %0 Yok Lahti-Domenici
et al(2001)
Almanya BRCA1/2 % 1,7-5,7 BRCA1:Del.ex1A/1B-2,ex5,ex5- Hofmann et
7,ex17;Dupl.  Exonl3,ex21-23, Tripl. al(2004) Preisler-
Ex17-19 Adams et
al(2006)
Italya BRCA1l % 23 Del. Ex1A/1B-2,ex9-19,ex18-19,ex20 Montagna et al
(2003)
Italya BRCA2 % 2,5 Del.ex17-18, ex8-11,ex20 Agata et
al.(2005)
Hollanda BRCA1 %7-91 Del.ex8,ex13,ex2022,ex22;Dupl.Ex13,e | Petrij-Bosch et
x2123,Tripl. Ex 17-19 al.(1997),Hogerv
orst et al.(2003)
Polonya BRCAL1/2 % 4,7 BRCAL: Del. ex 1A/1B-2, ex17-19 Ratajska et
al.(2008)
Portekiz BRCA1l % 9,6 Del. ex1-22,ex 8-13 ,ex 15-16,Dupl.ex3- | Casilli et
8,ex18-20 al.(2002)
Portekiz BRCAL1/2 % 1,1 BRCAL: Del .ex 11-15 Peixoto et
al.(2006)
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Portekiz BRCA2 % 8 Dupl.exon3 Machado et
al.(2007)
Portekiz BRCA1/2 % 1,1 BRCA1:Del ex. 11-15 Peixoto et al.
(2006)
Singapur BRCA1/2 % 3 BRCAL:Del. ex13-15;Dup. ex 13 Lim et al.(2007)
BRCA2:Dupl. ex 4-11
Ispanya BRCA2 % 1,5 Del.ex2,ex10-12,ex15-16,Dupl. ex20 Gutierrez-
Enriguez et
al.(2007)
A.B.D BRCA1l % 12,7 Del. Ex14-20,ex22,ex13,dupl. Ex 13 Hendrickson et
al.(2005)
A.B.D BRCAL/2 % 12 BRCAL:Del. Ex 1A/1B-2 ,ex3,ex8-9, | Walsh et
ex17,ex20;Dupl. ex 13 al.(2006)
A.B.D(His | BRCA1l % 3,8 Del. Ex9-12 Weitzel et
panik al.(2007)
Topluluk)

2.3. Sporadik Meme Kanserlerinde BRCA1 BRCA2 Mutasyonlar:

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germ soyu mutasyonlar kalitsal meme ve over
kanserlerinin biiyliik kismindan sorumludurlar. Germ soyu mutasyonlarin yaninda ,
timor gelisimi BRCA genlerinin wild tip alel kaybina baglidir . Son yillarda yapilan
calismalarda , 6zelikle BRCA1 geninin sporadik meme kanseri vakalarinda inaktive
oldugu ve bu mutasyonlarin meme kanseri tiimorigenesisinde rolii oldugu gosterilmistir.
Hastalik  olusturan somatik BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 sporadik meme
kanserlerinde seyrek goriilmelerine ragmen , BRCA1 ve BRCA2’ nin allelik kayiplar
sporadik meme tiimorlerinde de gozlenmis ve kalitsal olmayan meme kanserlerin
gelisiminden de sorumlu tutuldugu ¢alismlar vardir. Janatova ve arkadaslarinin 2005
yilinda sporadik meme kanseri tiimorlerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda , ¢alistiklart 40
olgunun 2 ‘ sinde patolojik BRCA1 mutasyonu saptamislar ve bu mutasyonlarin meme
kanseri gelismesine neden oldugunu belirtmislerdir(24). Cooke ve arkadaslari 2003

yilinda BRCAIl geninin inaktive olma mekanizmalarinin sporadik meme
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kanserlerindeki 6nemini arastiran bir ¢alisma yapmislar. Bu ¢alismada , sporadik meme
kanserlerinden elde edilen hiicrelerin wild BRCAI1 aleli retroviral olarak enfekte
edilerek inaktive edilmis ve bu mutant BRCA1’ in meme kanserli hiicrelerin gelisimini
engelleyemedigini goriilmiistiir. Bdylece sporadik orjinli meme neoplazmlarinin

kontroliinde BRCA1’ in 6nemli bir rolii oldugunu ileri stirmiislerdir.(27)

2.3.1. Meme Kanseri

2.3.2. Kanser

Kanser hiicrenin normal dongiislinii kaybederek, kontrol sistemlerinden kagip
uygunsuz sekilde boliinmesidir. Hiicre boliinmesi genetik kontrol altindadir. Hiicreler
davraniglarin1 diizenlemek icin kontrol olarak goérev yapan ve nasil davranmalar
gerektigini anlatan karmasik sinyaller alir, gonderir ve yorumlarlar. Bunun sonucunda
her hiicre sosyal sorumluluk sahibi bir sekilde organizmanin iyiligi i¢in gerekli zamanda
boliiniir, farklilasir, durur veya oliir. Herhangi bir mutasyon daha hizli boliinebilen bir
hiicre ¢esidi ortaya cikardiginda bu klon {istinliigii ele gecirir. Fakat bir hiicrenin
kanserli hiicreye doniismesi icin tek bir mutasyon yeterli degildir. Normal bir hiicrenin

invaziv bir kanser hiicresine doniismesi i¢in en az 6 -7 mutasyon gereklidir .(3, 55)

2.3.3 .Meme Kanserinin Histolojik Siniflandirilmasi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 iki ana gruba ayrilir: in situ karsinom ve
invaziv karsinom. In situ karsinomda epitelyal hiicreler bazal membranla cevrilidir,
invaziv(infiltratif) karsinomda ise neoplastik hiicreler bazal membrani asarak stromaya
gecerler. Meme kanserinin Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore histolojik olarak
smiflandirilmasi asagida goriillmektedir .(23)

1. In situ karsinom

- In situ duktal karsinom
- In situ lobuler karsinom
2. Invaziv karsinom

-Invaziv duktal karsinom
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-Invaziv lobuler karsinom

- Tubuler karsinom

- Invaziv kribriform karsinom
- Mediilller karsinom

- Miisin6z karsinom

- Invaziv papiller karsinom

- Invaziv mikropapiller karsinom
- Apokrin karsinom

- Sekretuar (juvenil) karsinom
- Adenoid kistik karsinom

- Metaplastik karsinom

- Noroendokrin karsinom

- Inflamatuar karsinom

2.3.4. Meme Kanseri Molekiiler Patolojisi

2.3.4.1. Meme Kanserinin Cok Asamali Gelisim Modeli

Meme kanseri baslangicinin ilk isareti duktal hiperplazidir. Bu asamada degisik
sekil ve kromatin yapidaki cekirdekler iceren, diizglin dagilim gdstermeyen epital
hiicrelerinin ¢ogalmasi goriiliir. Bu hiicreler beningdir fakat hiperplaziden atipik
hiperplaziye doniisiim kanser riskinin artmasiyla baglantilidir. Sonraki asama duktal
veya lobular olarak karsinoma in situ gelisimidir. Bu asamada malign O6zellikteki
hiicrelerin artist  goriiliir fakat henliz bazal membrandan stromaya invazyon
gerceklesmemistir. Son agamada hiicreler bazal membrandan ayrilir invaziv hale gelir.
Invaziv karsinomlarin ¢ogu (%85 -95) duktaldir, kalani infiltrating lobulardir. Bu ¢ok
asamal1 modelin her asamasinda hiicreye biiylime yoniinde belli bir avantaj saglayan bir
genetik degisimin gergeklestigi diisiiniilmektedir. Bu genetik degisiklikler kolorektal
kanser modelinde biliniyorken, meme kanseri modelinde genetik degisiklikler
bilinmesine ragmen bunlarin tam olarak hangi asamada ve hangi sirayla meydana

geldigi bilinmemektedir (27).

23



2.3.6. Meme Kanserinin Molekiiler Olarak Siniflandirilmasi

Sorlie ve arkadaslar1 meme kanserlerini molekiiler 6zelliklerine gore bes gruba
ayrrmiglardir. Bu gruplandirma gen ekspresyon paternlerine dayanarak yapilmistir (53,
54). Buna gore meme kanseri molekiiler alt tipleri sunlardir:

1. Bazal-benzeri: En homojen alt gruptur. Normal meme bezlerinin bazal epital
hiicrelerine benzer bir gen ekspresyon paternleri oldugu i¢in bu adi almislardir. TP53
geni mutasyonlar1 goriiliir ve Ostrojen reseptor negatiftir Kalitsal BRCA1 mutasyonlari
tastyan bireylerde bazal benzeri meme kanseri olustugu bildirilmistir. Bu tip, kisa relaps
donemi ve uzak metastazlarla karakterizedir.(19,53)

2. Luminal A: Luminal B alt tipi ile birlikte luminal epital hiicrelere benzer bir gen
ekspresyon paternleri oldugu i¢in bu ismi almiglardir. Bu alt tipte TP53 geni yabanil
durumdadir ve Ostrojen reseptor pozitiftir . Toplam yasam siiresi bu hastalarda daha
uzundur ve prognozlari iyidir (53). BRCA2 mutasyon tastyicilarinda Luminal A tip
kanser gelisir(54).

3. Luminal B: Luminal B alt tipi Luminal A tipe benzemekle birlikte prognostik olarak
orta grupta siniflandiriimaktadir.(53)

4. HER2: ERBB2(HER2/NEU) geninin asir1 ekspresyonu ile karakterizedir. Prognozu
kotiidiir. Yagam siireleri daha kisadir ve metastazlari yaygindir (54).

5. Normal-benzeri (53)

2.4. Meme kanserinde etkili onkogenler

Meme kanserinde etkili oldugu diisliniilen onkogenler: C-MYC, INT2, EMS1,
CCNDI, RAS ve ERBB2’dir (5,39). c-myc proteini hiicre proliferasyonu, fraklilagsmasi
ve apoptoz ile iligkili genlerin transkripsiyonunu diizenleyen bir fosfoproteindir. Meme
karsinomlarinin  %32’sinde MY C-protoonkogeninin amplifiye oldugu veya yapisal
degisiklige ugradigi bildirilmistir. C-MYC’in 0Ostrojen ve progesteron tarafindan
aktiflestirildigi disiiniildiigli i¢in bu genin hormonal tedaviye yanit vermeme ve
kemoterapiye direngten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ancak histolojik grade ve tip
ile iligkisi bilinmemektedir (39).
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2.5. Meme Kanserinde Etkili Tiimor Baskilayic1 Genler

Germ-line mutasyonlart meme kanseri i¢in yatkinlik olusturan iki gen vardir.
Bunlardan BRCA1 genomik stabilitenin korunmasinda gorev alir. Sporadik meme
kanserinde mutasyonlar1 goriillmez fakat islevsiz durumdadir. BRCA2 DNA tamiri,
hiicre dongiisii kontrolii ve transkripsiyonda gorev alir. Sporadik meme kanserinde
nadiren inaktif durumdadir (39). TP53 sporadik meme kanserinde en stk mutasyona
ugrayan gendir fakat meme kanseri olusumunun ge¢ safhalarinda mutasyona ugradigi
bildirilmektedir. Ailesel olmayan meme Kkanserlerinin {igte birinde mutasyona
ugramistir. Mutasyonlar genelde  p53 proteininin DNA’ya baglanarak p53’le
transkripsiyonu uyarilan genleri aktive etmesini 6nler (39). PTEN genindeki germ-line
mutasyonlar meme kanserine sebep olur. Sporadik meme kanserinde somatik

mutasyonlart ¢ok nadirdir fakat genelde ekspresyonunda azalma goriillmektedir (12,39).

2.6. Meme Kanserinde Biyomarkerlar

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanserdir. Bu nedenle yeni
biyomarkerlar bulmak, bu biyomarkerlarin klinik 6nemini belirlemek ve yeni tedaviler
gelistirmek ¢ok onemlidir. Meme kanserinde bilinen prognostik faktorlerin en 6nemlisi
Ostrojen reseptor (ER) ve projesteron reseptordiir (PgR). Diisiik gradeli tiimorler ER ve
PgR pozitiftir ve 16q bolgesinin kaybi ile birlikte goriiliir. Yiiksek gradeli tiimorler ise
her iki reseptor icin de negatiftir . ER pozitif timorler ER’a ligandi olan Ostrojenin
baglanmasin1 engelleyen ajanlarla tedavi edilebilir. Ancak tiimér bu ajanlara karsi
direng gelistirebilir. Genelde bu direng gelisimini takiben EGFR ve ErbB-2(Her2/neu)
tarafindan kinaz yolaklariin uyarilmasi goriiliir . HER2/NEU gen amplifikasyonu veya
protein artig1 goriilen tiimorler histolojik olarak yiiksek grade’lidir, kotli prognostiktir,
lenf nodu metastaz1 olabilir . Protein kinaz B/AKT(PKB/AKT) yolagi ER tarafindan
aktive edilen bir yolaktir. Birincil invaziv meme tiimérlerinin % 80’ninde PKB/AKT
473’lincti serin pozisyonunda fosforiledir. MAPK yolagi da ER tarafindan aktive edilen
diger bir kinaz yolagidir. Fosforile MAPK endokrin tedaviye kisa siireli cevap ve kisa

yasam stiresi ile iliskilidir. 17 Fra-1, Fos-iliskili antijen-1’dir. Fos, ER’lin
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transkripsiyonu uyarmasi sirasinda kofaktér olarak gorev yapar. Fra-1 tiimor
gelisiminde etkili proteinlerin ekspresyonunu etkiledigi icin meme kanserinde agresif
fenotipin gostergesidir . E-kaderin, B-katenin ile birlikte Ca-bagli hiicresel adhezyondan
sorumludur. E-kaderin genelde tiimor dediferensiyasyonu ve kanser metastaziyla iliskili
olan epitalyel mejankimal dontisimde gorev alir. E-kaderini kodlayan gen CDH1
invaziv duktal meme karsinomlarinin %50’sinde mutasyona ugramistir ve infiltrating

lobular meme karsinomunda da ekspresyonu hi¢ gériillmemektedir (9, 12,39 ,40, 63)

2.7. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA)

Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) yontemini ilk defa
2002 yilinda Schouten ve arkadaglari tanimlamislar ve son haliyle relatif kantitatif PCR
yontemi olarak tariflemislerdir (58). MLPA; 45 taneye kadar spesifik dizinin, bir
multiplex PCR’dan sonra es zamanli olarak degerlendirilebildigi yeni bir metodtur.
Amplifikasyon friinleri bir dizileme cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek primer ¢ifti
kullanilir. Olusan fragment uzunluklar: 130 - 490 bp arasinda oldugundan jel paternine
uygundur. Elde edilen sonuglarin kontrol 6rnegiyle karsilagtirilmasi sonucunda hangi
dizinin delesyon / insersiyon tasidigi tespit edilir. MLPA reaksiyonunda 45 dizinin
amplifikasyonu icin sadece 20 ng insan DNA’s1 yeterli olmakta ve tek niikleotid
degisimleri  (baglanma  bdlgesindeki)  goriilebilmektedir.  Diger  tekniklerle
karsilastirildiginda MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Gerekli
ekipmanlar ise ¢ogu molekiiler laboratuvarinda bulunabilmektedir . Teknige; kolay
uygulanabilir, hassas olmasi ve dogru multipleks analiz sonucu verebilmesi i¢in birgok

modifikasyon yapilmistir.
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Sekil 2.5. MLPA Probunun Sekli ve Islevsel Boliimleri(Large Genomic Deletions and
Duplications in the BRCAL Gene Identified by a Novel Quantitative Method Frans B. L.
Hogervorst,)

Her bir MLPA probu hedef diziye hibridize olduklarinda birbirine eklenebilecek
iki oligoniikleotid igerir. Biitiin baglanmis problar 5 ve 3' uglarinda PCR ile sadece tek
primer ¢ifti kullanilarak ayni anda amplifiye olmalari i¢in tamimlayici dizilere
sahiptirler. Her prob uzunluklar1 130 ve 480 baz cifti arasinda de8ismek {lizere
birbirinden farkli uzunlukta amplifikasyon {iriinii verir. Her MLPA probunun iki
oligoniikleotid parcasindan bir tanesi kimyasal olarak sentezlenmistir ve 5' ucunda PCR
ile amplifikasyon i¢in sabit bir dizi ve 3' ucunda hedefe spesifik olan dizi bulunur.
Probun diger oligoniikleotidi 5' ucunda 25-43 niikleotid uzunlugunda ve ilk
oligoniikleotide komsu sekilde hedef diziye hibridize olan diziyi igerir, 3' ucunda ise
PCR ile amplifikasyonda kullanilacak olan sabit dizi ve 19-370 niikleotid uzunlugunda
dolgu dizisi bulunur. 80-440 niikleotid uzunlugundaki oligoniikleotidler MLPA
kalitesini karsilayacak sekilde ticari olarak bulunmadiklarindan kimyasal olarak
sentezlenmistir.

Bu oligoniikleoditlerinin sentezi i¢in M13 klonlarmin tek zincirli DNA s1
kullanilmistir. M13 DNA s1 komplementer oligoniikleotidlerin baglanmasi ile kismen
cift zincirli hale getirilmistir ve iki restriksiyon endoniikleaz ile kesilmistir. Bu
enzimlerden bir tanesi DNA y1 kendi tanima bdlgesinden, hedef diziye milkemmel bir
komplementer olacak sekilde fosforile 5' ucundan kesmektedir. 35-42 prob iceren kitler

genellikle problar arasinda 6 yada 9 baz cifti uzunluk farki olacak sekilde dizayn
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edilmistir. Spesifik bir MLPA prob kitinde kullanilan biitiin problar farkli M13 kaynakli
vektorlerden elde edilmislerdir ve farkli dolgu , hibridizasyon dizileri igerirler. Farkli
problarin birbirleri ile heterodubleks formasyonunu 6nlemek i¢in problarin sadece ug
kisimlar1 ortak dizi igerir. Bunun i¢in 118 farkli dizide ve uzunlukta dolgu dizisi igeren
M13 kaynakli MLPA vektorii hazirlanmistir. Hedef diziye spesifik sentetik
oligoniikleotitler, gerekli dizi uzunlugunu saglayacak esneklikte bu vektorlere kolayca
eklenebilirler. Iki sentetik oligoniikleotid parcay1 iceren 94-124 baz ¢ifti uzunlugundaki
problar amplifikasyonda basarili sekilde kullanilmistir. M13 kaynakli oligontikleotid
problarinin hibridize olmayan dolgu dizilerinin farkli uzunluklar1 bize amplifikasyon
tirtinlerinin farkli Ozellikleri sayesinde avantaj saglamistir. Hibridize olan hedefe
spesifik kisa diziler ise mutasyonlar1 saptamada ve tek niikleotid polimorfizm
analizlerinde de hedef diziye yarismali sekilde baglanmadiklarindan dolayr avantaj

saglamistir.(50)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Hasta Grubu

Calismamiza Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalinda meme kanseri tanist almig 28 hastanin kan Ornekleri dahil edilmistir.. Kan
ornekleri EDTA’I tiip i¢inde ve soguk zincir ile laboratuarimiza gelmistir. Meme
kanseri agisindan saglikli 4 kontrol bireyinin kani da calismamizda kullanilmistir.
Calismamiz Subat 2009-Aralik 2009 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Meme
kanserli olgularin kan Ornekleri ve kontrol bireylerinin kan ornekleri BRCA1 ve
BRCA2 genlerinin ekzonlarinin belirli bolgelerindeki delesyon ve duplikasyonlar

bakimindan MLPA yontemiyle incelenmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Kullanilan Aletler

Pipet takimi1 (Gilson)

PCR aleti (Thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Deri Dondurucu (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

Genetik analizoér (ABI 3130)

Spektrofotometre (Eppendorf)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI 3130)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)

Elektroforez aleti (Consort E844)
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kullanilmastir.

Su banyosu (Niive)
ABI 3130 47 cm Kapiller (ABI)

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler:

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I)
Salsa MLPA Lung Probe Mix 1-2 ( Salsa P126/127- MRC Holland)
Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)

10X EDTA 11 Buffer (ABI)

Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Mineral Yag (Roche)

Ksilol ( Merk-1.08685.2500)

Doku Pargalayict Tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer)
Etanol (95%) (Tekel)

6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)

Agoroz ( Sigma-Lot: 072K0059)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (QIAGEN)

Distile Su

3.3.Yontemler

3.3.1. Kan orneklerinden DNA elde edilmesi

Kan orneklerinden DNA elde edilmesinde robotik DNA izolasyon sistemi

yiiklenmistir. Ornek hacmi 200 ul, elution volume 100 ul ve “ DNA isolation blood”

protokolii se¢ilmistir.

Kan ornekleri ise dogrudan robotik DNA izolasyon sistemine

Robotik sistemde proteinaz K, yikama soliisyonlari ve DNA’y1 tutmak igin

manyetik parcaciklarin ve pipetaj i¢in bos kuyucuklarin bulundugu bir kartus sistemi,

pipet uclarmin yerlestirilmesi igin tip trayler ve 6rnek ve eliisyon tiipleri i¢in bir rak
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bulunmaktadir. Robotik sisteme kartus ve tip trayler yerlestirilip 6rnek ve eliisyon
tiipleri koyulduktan sonra biitiin islemleri otomatik gerceklestirmektedir. Islem yaklasik
25 dakika siirmekte ve elde edilen DNA 6rnekleri -20 C’de saklanmaktadir.

3.3.2 izole Edilen DNA Orneklerinin MLPA Yéntemiyle Analizi

3.3.2.1.Denatiirasyon ve Hibridizasyon

- Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 5 ul (20-250 ng DNA) alind.

- Alinan o6rnekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

- 98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu
saglandi.

- Sonrasinda drnekler 25 °C’ye sogutuldu.

- 25 °C’deki DNA &rneginin iizerine 1.5 pl SALSA Probe Mix (P002/ PO87/P045)
ve 1.5 ul MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

- Sonraki agamada buharlagsmay1 6nlemek i¢in PCR strip tiiplerinin iizerine 5 pl
mineral yag eklendi.

- Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilen &rnekler 60 °C de 16 saat
hibridizasyona birakildi.

Naltiplex Hibridizasyvon

A1l A2

Hedef 1 Hedef 2

Sekil 3.1. MLPA probunun hedef diziye hibridizasyonu (Large Genomic Deletions
and Duplications in the BRCAL Gene Identified by a Novel Quantitative Method Frans
B. L. Hogervorst,)
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3.3.2.2 Ligasyon Reaksiyonu:

- Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinmn 1s1s1 54 °C ye indirildi.

- Ornekler 54 °C ye geldikten sonra strip tiiplerden mineral yag dikkatli sekilde
pipet ile alindu.

- Hibridizasyon iiriiniine 32 pl Ligaz-65 karisim ilave edildi.

- 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

- Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.

3’ Hedef DNA Dizisi 5‘

Sekil 3.2. iki parcali MLPA probunun hedef diziye hibridizasyonundan sonra
Ligase 65 enzimi ile birlestirilmeleri(Large Genomic Deletions and Duplications in the
BRCAL Gene ldentified by a Novel Quantitative Method Frans B. L. Hogervorst,
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3.3.2.3 PCR:

- Ligasyon reaksiyonu tirtiniinden 10 pl aliarak ayr1 PCR strip tiiplerine aktarildi.
- Daha sonra ligasyon iiriinii konmus her strip tlipiine sirasiyla:

-4 ul 10XSALSA PCR Buffer

- 26 pl distile su

- 10 pl Polimeraz miks,

konularak PCR baslatildi.

-PCR sartlart:
Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60°C 38 dongii
Ekstansiyon 60sn 72°C
Final Ekstansiyon ~ 20dk 72°C
* . =
PCR Amplifikasyonu
Sekil 3.3. : MLPA problarinin PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmasi(Large

Genomic Deletions and Duplications in the BRCALl Gene Identified by a Novel

Quantitative Method Frans B. L. Hogervorst,)
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3.3.2.4 ABI 3130 Cihazina Yiikleme

- PCR bitiminde elde edilen iiriinlerden 3 pl alinarak ABI 3130 cihaz1 yiikleme
tiiplerine aktarildi.

- Daha sonra lizerlerine:

- 0.5 ul internal size standart (Rox 500)

- 8,5 pl deiyonize formamid konularak pipetajla homojenize edildi.

- Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek denatiirasyonlart
saglandi.

- Devaminda 6rnekler buz tlizerine alind.

- ABI 3130 cihazinda; 15 kV de 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15 kV de 25
dakika yiiriitme zamanu, filitre C sartlar1 saglandu.

- Daha sonrasinda ABI cihazina yiiklenilerek, Gene Mapper 4.0 programinda
okutulmaya baslandi.

- Her 06rnege ait pik goriintiileri ve pik alanlar1 elde edildi.

RARE
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Fragment Analizi

Sekil 3.4. Cogaltilan MLPA problarinin capiller elektroforez ile fragment
analiz(Large Genomic Deletions and Duplications in the BRCAL Gene ldentified

by a Novel Quantitative Method Frans B. L. Hogervorst,)
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3.3.2.5 Degerlendirme

Okutulan 6rneklerin pik alanlart ve prob uzunluklari excel dosyasi formatinda
kaydedildi. Spesifik olmayan amplifikasyon pik iriinleri kaldirildi. Normal ve test
orneklerine ait sadece beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlar1 kaldiginda problarin elde
edilen boyut ve pik alanlar1 Ezersoftware programina aktarildi. Normal 6rnekler
eksternal kontroller olarak kaydedildi. Ezersoftware programi tarafindan test 6rneginin
biitiin pik alanlari, her bir pik alaninin (internal kontrol pikleri) o ¢izgideki biitiin
piklerin toplam pik alanina boliinmesiyle birbirlerine gore oranlar tayin edildi. Bu
oranlar, pik alanlar1 normal karyotipe sahip oldugu bilinen ve test 6rneklerle ayni testte
calisilmig 3 Ornegin kanlarindan elde edilen pik alanlarinin (eksternal kontrol pikleri)
ortalama sonuglari ile kiyaslandi ve doz tayinine gidildi.

Kontrol olarak kromozomal agidan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri
eksternal kontrol olarak kullanildi. Her testte 3 eksternal kontrol test ornekleri ile
birlikte calisildi. Relatif kantitatif PCR yontemi olan MLPA ile degerlendirme
yapilirken Ezersoftware programi otomatik olarak internal kontrol ve ekstrenal kontol

pik degerleri ile asagidaki formiilii kullanarak her bir prob spesifik bolge i¢in doz tayini

yapmaktadir:
Hasta T. P. A. D.
Hasta P. A. T. D. (I.P.A.)
Doz Oran1 =
1. Kontrol T. P. A. D. 2. Kontrol T. P. A. D. 3. Kontrol T. P. A. D.
+ +
1. Kontrol P. A. T. D. 2. Kontrol P. A. T. D. 3. Kontrol P. A. T. D.
(EP.A)
3
T.P.AD.: Test Piki Alan Degeri
P.A.TD.: Pik Alanlar1 Toplam Degeri
I.P. A Internal Pik Alanlari
E.P.A.: FEksternal Pik Alanlari

Yontem geregi olarak, program tarafindan test edilen prob bolgesi i¢in, doz orani

0.7 ve 1.3 degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu boélgenin normal dozda
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oldugu, 0.5 ile 0.7 degerleri aras1 gri alan, 0.5’den kiiciik degerlerde delesyon yani doz
eksigi oldugu, 1.3 ile 1.8 arasi1 degerler gri alan, 1.8’den biiylik degerler ise
amplifikasyon yani doz fazlasi oldugu belirlenmektedir.

Gri alan olarak belirlenmis deger araliklarindaki bolgeler, Ezersoftware
programinda yer alan dogrulama boliimiinde gercek bir delesyon veya amplifikasyon
olup olmadig1 yoniinde tekrar incelenmislerdir. Burada elde edilen pik degerlerinin
gercek bir delesyon veya amplifikasyon olup olmadigi, bu pik degerinin elde edildigi
hastanin sentetik prob biiylikliigli ile kontrollerin sentetik prob biiyiikliikleri

karsilastirilarak dogrulanmaktadir. Gri alan formiilii su sekilde tanimlanabilir:

Hasta Spesifik Prob Alani

Gri Alan Formiilii: ----------=--=-==-=--n---- mmmmmeme e eeee

Kontrollerin Ortalama Hasta Mutasyonlu Alana
Karsilik Gelen Bolge Alani

Gri alan formiilii uygulanmis bdlgenin sonuglari, doz orani 0.7 ve 1.3 degerleri
arasinda hesaplandiginda ornege ait bu bdlgenin normal dozda oldugu, < 0.7

degerlerinde bolgede kesin delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1,3 degerlerinde ise

kesin amplifikasyon 1,3 ile yani doz fazlasi oldugu seklinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dalinda meme kanseri tanis1 almis 28 hastanin kan orneklerinin yani sira
Eskisehir Osmangazi Universitesi Onkoloji Anabilim Dalindan bdliimiimiize
yonlendirilen ayni aileye mensub 4 birey ve kontrol grubu olarak meme kanseri
acisindan saglikli 4 bireyin kan 6rneklerinde BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki delesyon
ve duplikasyonlar, MRC Holland MLPA P002(lot 0409) , P087(lot 0609) ve P045(lot
0508) prob miksleri kullanilarak MLPA yontemi ile incelenmistir. Hastalarimizin yas
ortalamasi1 52,92 ’dir. Kontrol 6rneklerinin yas ortalamasi 53,27 * dir.

Calisma grubuna alinan hastalarin kanlarindan elde edilen DNA oOrneklerinde
PO02(BRCA1) , P087(BRCA1l Konfirmasyon), P045(BRCA2) meme kanseri Kiti
kullanilarak MLPA yontemi ¢aligildi. Calismada ABI 3130 cihazina yiiklenen 6rnekler,
Genemapper versiyon 4 programi kullanilarak incelendi. Bu programda elde edilen
piklerin biiyiiklikleri kontrol hastalar1 ile karsilagtirilmak {izere Excel tabanl
Ezersoftware programina aktarildi. Genemapper programinda elde edilen piklerin
boyutu Oncelikli olarak DNA miktariyla orantilidir. Kaliteli ve yeterli miktarda (50- 500
ng) DNA elde edilemeyen 6rneklerde pikler diisiik ve non-spesifik olabilmektedir.
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Sekil 4.1. Calismamizda kaliteli ve yeterli miktarda DNA elde edilemeyen bir

ornekte gozlenen diisiik ve non-spesifik pikler.
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MLPA yonteminde kullanilan DNA miktarinin diizeyini, prob piklerinin
baslangicinda yer alan DQ ( DNA Quantity) fragmentlerine gore yapildi. Bu pikler
64, 70, 76, 82 bp uzunlugunda, ligasyon olmasa bile goriilen piklerdir. Elde edilen
prob piklerine goére bu kontrol piklerini karsilagtirarak DNA  miktar
belirlenebilmektedir. Buna gore bu kontrol pikleri elde edilen prob piklerine gore
biiyiilkse DNA miktarinin yeterli olmadigin1 gostermekte, eger bu kontrol pikleri prob
piklerinden kiiclik veya goriinmiiyor ise DNA miktarinin yeterli oldugunu
gostermektedir. Her calismada saglikli oldugu bilinen , ailesinde meme ve over
kanser Oykiisii olmayan 4 bireyin periferik kanindan elde edilen DNA ornekleri
internal kontrol olarak ¢aligmaya dahil edildi. Bu kontrol sayist MLPA ydnteminin
onerdigi sayidir (70). Calismada kullandigimiz kontrollere ait pik goriintiileri sekil
4.2., sekil 4.3. ve 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.2. BRCA1 P002 Prob miksine ait kontrol 6rnegine ait pik goriintiileri.
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Sekil 4.3. BRCA1 P087 Prob miksine ait kontrol 6rnegine ait pik goriintiileri.
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Sekil 4.4. BRCA2 P045 Prob miksine ait kontrol 6rnegine ait pik goriintiileri

du@uuduhthuhtjumuLuudutthuLLJUL UL

Elde edilen piklerin fragmen uzunluklart Genemapper programinda goriilebilir. Bu
pik alanlar1 daha sonra Excel programina aktarilarak, varsa non-spesifik pikler silinerek
kaydedilir. Daha sonra Excel formatina alinan pik alanlari, yine Excel tabanli calisan

Ezersoftware programinda degerlendirmeye alinir.Bu programda kontrol pikleri ile hasta
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pikleri karsilastirilarak bir ortalama deger elde edilir. Bu deger 0.5’in altinda ise delesyon

yoniinde, 1.8’in iistiinde ise ampifikasyon yoniinde degerlendirilir.

4.1. BRCAL Geninde Saptanan Bulgular
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BRCA] Intron 13

Sekil 4.5. BRCA1 geni Intron 13 BRCA1 probe 11283-L12001 ile tespit edilmis

artmis sinyal saptanan hastaya ait 6rnek MLPA pik goriintiileri.

Caligilan hasta gruplarinda BRCA1 intron 13 genomik bolgesinde ait saptanan
artmis prob sinyalinin pik goriintiileri Sekil. 4.5° te verilmistir. Kontrol 6rneklerine
gore kiyaslandiginda, BRCAI1 intron 13 bolgesinde pik artisi rahatlikla fark
edilmektedir. Buradaki pik artisinin  kesin olarak duplikasyon oldugunun
sOylenebilmesi i¢in probun hibridize oldugu intron 13 bdlgesinin diger bir molekiiler
yontemle calisilip dogrulanmasi gerekmektedir. Hastalardan elde edilen piklerin
area’lar1 kontrollerin area’lar1 ile karsilastirilmak tizere Ezersoftware programina

aktarilmis ve degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler Tablo 4.1 ’de verilmistir.
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Tablo 4.1. BRCA1 P002 lotlu prob miksin ,BRCAL1 intron 13’ e 6zgii 11283-L12001

probu ile tespit edilmis , artmis pik sinyalinin Ezersoftware programinda &rnek

degerlendirme sonugclari.
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BRCAL Exon 13

Sekil 4.6. Intron 13  te BRCA1 P002 prob miksiyle artmis sinyal tespit edilen hastanin ,
BRCA1 P002 probunun konfirmasyon probu olan BRCAL P087 probu ile elde edilen
MLPA sonucu.

BRCAL1 P087 prob miksinin iginde bulunan ekson 13 ¢ e 6zgii problarin hepsi
kodlanan bdlge igine hibridize olmaktadir. PO02 prob miksinde 11283-L12001 probu ile
yakalanan artmis sinyal ise kodlanan bolge disindadir.Bu prob disindaki diger biitiin
ekson 13 problar1 ekson 13 ¢ {in kodlanan bolgesine hibridize olmaktadir. Dolayist ile
P002 ekson 13 11283-L12001 probuyla elde edilen artmis pik sinyalinin konfirmasyonu
P087 prob miksiyle yapilamamistir .

G TTALT TATTTTTTCAC TCCCTAGC TTTAADA A AALATALCCAACTTCALLLCCEACAT
CACAn T AT AL TCTATT TG GAA TTTERAGGATTTTTTCCCTCACTALCATCATT
TEEAL AT AT T TCA T G AT TAA T T A T RAL T TG T TAGAT TALA AL ETETTCAGCT
AL A TTETA G TT CCATAC TAGCTGAT TTCAATTCC TET GO TALAL TTALTTTCGTAT GAT
ATATTTITCAT TTRAATG A AL TTC T AL A TATTTCATTTTCTTGGTGCCATTTATCGET
TTTT AL CRAGAGECERATACCATGCRAACAT ARCCTEGRATAARGC TCCAGCAGEARMRT GECT =
AACTAGAGC TETET TREGAACAGCATGEGEAGCCAGCCTTCTRAM AGCTRACCCTICCATCR
TRAACTEARCTC T T TEC O T T EACERACC TECERARATCCRACARCAARGCACATC AR ARG
CTETGETAT TG T TG ARA L A TERATATC TTAAG CAALA T TC TTTCCTTCCCCTTTATCT
CCT T T RA A A T AL A TAGE T AL AT TTTAT AT CTTGE TCAGCACAT ZEETA
ATTAT G RA G CTT GG TTC T TG T C T T CRACARACTARTATACCAGTCRAGRAGEZAC C A DL
CECACTCA T TCAT G T T T AT TRA G TAC C TACALC AL TA AT GCTATGGZRAGCCCAT
GEA L A T AT - TAT A A L A TAG T T TGO TC TAT TG AL GO TRAAGT GEALT FEEAGRE
AL T T T A A A A AT A TTTCAGA L B TAT LA AR CTACT CAGACATATTC

Farmazy Sinwval artisr saptanan PO0OZ2 Elkzsonl1ls 11283-1.12001
probunun hibndizasvoen bélgesi

POEV eksen 12 BECAL probe ZE20-L 03237

hlavi ve Pembe: PO0OZ Elkson 12 BECAL probe 2602-L0O2074
wve POET Ekson 12 BECAL probe 3411-L0OZ2074 problan hetmen
hemen avm wvere hibnndize olmalttadirlar.
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Sekil 4.7. BRCA1 P002 ve P087 prob mikslerinde bulunan ekson 13 ve intron 13

problari ve hibridizasyon bolgeleri.(Dizi www.ensembl.com)

Tablo 4.2. BRCA1 P087 3890-L03337 probu ile P002 Ekson 13 genomik bdlgesine ait

pik sinyallerinin Ezersoftware programinda 6rnek degerlendirme sonuglart
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4.2. BRCAZ2 Geninde Saptanan Bulgular

Calisilan 6rneklerde , BRCA2 geni i¢in iki 6rnekte olasi delesyona rastlanilmistir.
Ayni aileden anne ve kizda ayni mutasyonlar saptanmistir. Saptanan delesyonun ,
dogrulugunun kesinlesmesi icin farkli bir molekiiler yontemle konfirme edilmeleri
gerekmektedir.Asagida ki bulgularda sirasiyla kiz (Sekil 4.8) , (Tablo 4,3 ) ve anneye
(Sekil 4,9) , ( Tablo 4,3 ) ait MLPA sonuglar1 verilmistir. Her ikisinde de olasi BRCA?2

ekson 27 delesyonu saptanmistir.

4.2.1. Kiza ait bulgular
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Sekil 4.8. BRCA2 Ekson27 gen bélgelesinde azalmis prob sinyali saptanan hastaya
(kiza) ait ornek MLPA pik goriintiileri.

Calisilan hasta gruplarinda BRCA2 ekson 27 bolgesine ait olasi delesyon
saptanan hastanin pik goriintiileri Sekil. 4.8’de verilmistir. Bu goriintiilerde olasi
delesyon prob bolgelerinin karsilik geldigi pikler belirtilmistir. Bu piklere gore olasi
delesyonlu bolgelerdeki diismeler rahatlikla goriilebilmektedir. Yine hastalardan elde
edilen piklerin alanlar1 , kontrollerin alanlari ile karsilastirilmak {izere Ezersoftware
programina aktarilmis ve degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler Tablo 4.3. ’te

verilmistir
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Tablo 4.3. BRCA2 geni ekson 27 bdlgesine ait saptanan azalmis pik sinyallerin veya

olas1 delesyonlarin Ezersoftware programinda 6rnek degerlendirme sonuglari.




Ezersoftware programindan elde edilen bu Tablo 4.3’te, 6rnege ait pik alanlarinin
degerlendirme sonuglar1 yer almaktadir. Bu tabloya gore son siitunda yer alan degerler,
hasta ile kontrollerin karsilastirilmasi sonucu elde edilen oranlar1 gostermektedir. Bu
oranlar degerlendirilirken 0.5’in alt1 kesin delesyon ve 1.8’in iistiinde yer alan degerlerde
kesin amplifikasyon yoniinde degerlendirilir. Yine Ezersoftware programinda yer alan
bir 6zellige gore de 0.5- 0.7, 1.3- 1.8 arasindaki degerler gri zon olarak tanimlanmakta ve
dogrulama islemiyle yeniden incelenmektedir. Bu tabloda BRCAZ2 geninin eksonlarina

karsilik gelen problardaki olast delesyon gosterilmistir.

4.2.2. Anneye ait bulgular

[x] 100 zZ0oo Z00 400 S00

JM i
BECAZ BElson 27 del

Sekil 4.9. BRCA2 Exon27 gen bolgesinde azalmig prob sinyali saptanan hasta
anneye ait ornek MLPA pik goriintiileri.
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Tablo 4.4. Anneye ait BRCA2 geni 27 bdlgesine ait saptanan azalmis pik

sinyallerin veya olas1 delesyonlarin Ezersoftware programinda 6rnek degerlendirme

sonuglari.




Ezersoftware programindan elde edilen bu Tablo 4.4’te, 6rnege ait pik
alanlarinin degerlendirme sonuglari yer almaktadir. Oranlar degerlendirildiginde ,
dogrulama hesab1 sonucunda , ekson 27 i¢in oran 0.8’ in altinda oldugu i¢in kesin
delesyon bulunmustur. Bu sonuglar incelendiginde, meme kanserli hastalarin kan
orneklerinde BRCA1 geni i¢in sadece bir hastada intron 13 bdlgesine ait olast bir
duplikasyon ve BRCA2 geni i¢inde olasi ekson 27 delesyonu bulunmustur. Bulunan
BRCA2 delesyonu iki hastada saptanmistir. Bu hastalar anne ve kiz olmak {izere
birinci dereceden akrabadirlar. Bulunan delesyonlar ve duplikasyonlar farkli bir

molekiiler yontemle ,dogrulanmalar1 gerekmektedir.
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5. TARTISMA

Meme kanserinin biiyiik ¢cogunlugu sporadik vakalar olmasina ragmen yaklasik
%5-10 oraninda kalitsal nedenli ailesel meme kanseri ortaya ¢ikmaktadir. Kalitsal
meme kanserinde nadir gozlenen yiiksek penetransa sahip meme kanserine yatkinlik
genleri olarak BRCA1 ve BRCA2 genleri bulunmustur. Bu genlerdeki germ hiicre soyu
mutasyonlarini igeren kadinlarin yasamlarinin bir doneminde meme kanseri gelistirme
riski %50-80 arasinda degismektedir(34). BRCAL ve BRCA2 genlerindeki germ soyu
mutasyonlari, yiikksek penetransa sahip ve hastalik i¢in yiiksek risk olusturan faktorler
olarak bir ¢cok caligmada gosterilmistir(35,39 ,45 ). Bu iki kansere yatkinlik genlerinin
germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 ovaryum kanserlerinde %10, meme kanserlerinde %7
oraninda dominant olarak kalitim gosterir(45). Halen ailesel meme kanseri igin en
siddetli etkiye sahip mutasyonlari tastyan bu iki gen, meme kanseri risk tespitinde
mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6n sirada yer almaktadir. Son yillarda yapilan
calismalarda , 6zelikle BRCA1 geninin sporadik meme kanseri vakalarinda inaktive
oldugu ve bu mutasyonlarin meme kanseri tiimorigenesisinde rolii oldugu gosterilmistir.
Hastalikk  olusturan somatik BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari sporadik meme
kanserlerinde seyrek goriilmelerine ragmen , BRCA1 ve BRCA2’ nin allelik kayiplari
sporadik meme tiimorlerinde de gozlenmis ve kalitsal olmayan meme kanserlerin
gelisiminden de sorumlu tutuldugu g¢alismalar vardir(8 , 24 , 27 ). Calismamizda
kalitsal ve sporadik meme kanserli olgularda , BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
patolojik  degisimlerin yaklasik %10 ‘nundan sorumlu olan delesyon ve
duplikasyonlarin hastalik gelisimindeki yerini aragtirmak amaglanmistir(8).

Aragtirma grubuna , Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dalinda meme kanseri tanis1 almis 28 hastanin kan 06rnekleri dahil edilmistir. Ayrica
meme kanseri agisindan saglikli 4 kontrol bireyinin kan ornekleri de calismamizda
kullanilmigtir.  Meme Kanserli olgularin ve kontrol bireylerinin kan o6rneklerinde
BRCA1 ve BRCA2 genlerinin eksonlarinin ve intronlarin belirli bdlgelerindeki
delesyon ve duplikasyonlar MLPA yontemiyle incelenmistir. Calismamiz sonucu
BRCA1 geninin 13. intronunda , kodlanan bolgeden 159 niikleotid uzaklikta bir
bolgede olas1 bir duplikasyona rastlanmistir. BRCA2 geninde ise meme kanseri tanisi

konulmus ayni aileden anne ve kizinda olasi ekson 27 delesyonuna rastlanmistir.
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5.1. Calisma grubundan elde edilen olas1 BRCA1 Intron 13 duplikasyonun
Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi

Puget ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ilk kez BRCA1 geninin
13. eksonunda 6 kb’ ik bir duplikasyon saptamislardir. Bulduklar1 bu mutasyon
(ins6kbEx13) kodlanan bolgede bir frameshift mutasyona neden olmakta ve mutasyon
sonucu olusan stop kodonu nedeniyle de prematiir bir protein sentezlenmektedir. Bu
duplikasyon ilk kez birbirleri arasinda akrabalik bulunmayan , orijinleri Avrupaya
dayanan 3 Amerikan ailede ve 1 portekizli ailede bulunmustur. Haplotip verileri bu
ailelerin , muhtemelen ortak atadan geldigini gostermektedir. Sekans ve Long Range
PCR analizleri sonucu bulunan kirik noktalarinin denk geldigi noktalarda iki adet Alu
sekansi bulunmustur. Puget ve arkadaslari, s6z konusu duplikasyonun bu Alu dizileri
arasindaki olas1t bir homolog rekombinasyon olay1 sonucu gerceklestigi yorumunu
getirmiglerdir(43). 2000 yilinda BRCA1 Ekson 13 duplikasyonunun kurucu etkisinin
olup olmadigin1 inceleme amaciyla arasinda Tiirkiye’ ninde bulundugu 19 iilke ve
3.580 hastanin c¢alisildigi ortak bir ¢alisma grubu kurulmustur. Yapilan haplotip
analizleri sonucu Belgika ¢ daki bir hasta disinda, anadili Ingilizce olan iilkelerde bu
mutasyona rastlanilmanmustir. S6z konusu mutasyon bulunan Belgikali hastanin ingiltere
koken aldigr bildirilmistir. Bunun yaninda c¢alismaya dahil edilen ve ana dili Inglizce
olan iilkelerde ve dzellikle Ingiltere’ de bu mutasyona sik rastlamilmgtir. Ingiltere © de
6, Avustralya ‘ da 1 , Amerika * da ise 2 hastada bu mutasyona rastlanilmistir.
Aragtiricilar  bu bulgulart gbéz Onilinde bulundurduklarinda , mutasyon saptanan
hastalarin ortak bir atadan koken aldiklarimi ve BRCA1 ekson 13 duplikasyonunun
(ins6kbEx 13) kurucu bir mutasyon oldugu kararina varmiglardir (58) .

2005 yilinda Kremeyer ve arkadaglari ekson 13 duplikasyonunu (ins6kbEx13)
Isve¢ populasyonunda arastirmislardir. Calismalarma 9 meme ve over kanserli aile dahil
edilmistir. Biitiin ornekler , BRCAI1 lokusunda bulunan 7 polimorfik mikrosatellit
markir kullanilarak linkage analizi ile incelenmistir. Linkage analizi sonucu bir ailede
ekson 13 duplikasyonuna rastlanilmistir. Bu aileye MLPA analizide yapilmis ve ayni
duplikasyon burada da gosterilmistir(30). Dizileme yontemi ile de duplikasyonun kirik
noktalarin1 belirlemislerdir . Belirlenen bu kirik noktalart , 1999 ¢ da Puget ve
arkadaglarinin bulduklar1 ekson 13 duplikasonuyla ayni kirik noktalarini oldugunu

gdstermislerdir(30). Bu calismalarda bulunan ve Ingiltere’ den koken aldig1 gosterilen
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ekson 13 duplikasyonu (ins6kbEx13) BRCAL geninin intron 12 , ekson 13 ve intron 13
bolgelerini kapsamaktadir (30 , 43 , 58 ) . Bizim calismamizda intron 13 probuna ait
saptanan olas1 duplikasyon sadece kodlanan bolge disinda bulunmaktadir. Saptadigimiz
olas1 duplikasyon BRCAI1 intron 13 bolgesinde bulunmaktadir ve sadece probun
hibridize oldugu 40 niikleotidlik bir bolgede gozlenmistir. Bu veriler goz Oniinde
bulunduruldugunda , saptadigimiz olas1 duplikasyon Puget ve arkadaglarinin ilk kez
1999'da  buldugu ins6kbEx13  duplikasyonu degildir. Calismamizda olasi
duplikasyonun sadece intron bolgesinde yakalanmasi , bu bolgede olasi splice
noktalarini etkileyebilecegi ve sonug olarak hatali protein yapimina neden olabilecek
bir mekanizmay1 akla getirmektedir. Caligmamizda BRCA1 geninde olasi duplikasyon
bulunan bélgeye yakin dizilerde aday acceptor ve donér bolgeler bulunmaktadir. Bu
bolgede olusabilicek bir dizi degisikligi , alic1 ve verici bolgelerini de etkileyebilir. Son
yillarda yapilan meme kanseri c¢aligmalarinda  birgok BRCAT1 patolojik splice
varyantlar1 saptanmistir. Arastiricilar bu varyantlarin , meme kanseri tiimdrigenesisinde
onemli role sahip olabilicegini belirtmislerdir. ( 17, 33, 63). Calismamizda elde edilen
olast intronik duplikasyon verisi , splice varyantlarinin meme kanseri gelisimine
etkisinin aragtirilmasi agisindan ve diger farkli yontemlerle yapilacak ¢aligmalar i¢in yol
gosterici olabilir. BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki delesyonlar , duplikasyonlar ,
nonsense ve missense mutasyonlar gibi sekans varyasyonlarinin ¢ogu hastalikla iligkili
olarak kabul edilmistir. Fakat bu tarz mutasyonlara oranla intronik varyantlar hakkinda
daha az bilgi bulunmaktadir(17, 33). Intronik varyantlarin hastalik {izerine etkileri ve
klinik 6nemleri hakkinda daha az c¢alisma yapilmistir. Bu tiir genetik degisimler genel
olarak Variants of Unknown/uncertain Signifiance (VUS) olarak tanimlanmaktadir
(10). Intron-ekson sinirlarindaki VUS' lar splicing dizilerini degistirebilmekte ve splice
dogrulugunu etkilemektedirler(10). Calismamizda intron 13 duplikasyonun gorildigi
bolgede splicing i¢in gerekli olan verici ve alic1 dizileri olup olmadigi internet tabanli
splice site predictor adli programla incelenmistir. Sekil 5.1 . Calismamizda saptadigimiz
duplikasyon , intron 13'teki acceptor ve donor dizilerinin yerlerini degistirmesi sonucu
bir splice hatasin tetikleyebilir. Hatali splicing' te BRCA1 proteinin fonksiyonunu
etkileyebilir boylece hastalik gelisimine neden olabilir. Calismamizda BRCA1 intron

13’ te saptanan duplikasyonun splice bolgelerine etki edip etmedigi veya herhangi bir
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frameshift mutasyona neden olup olmadigi, dizileme veya protein caligmalariyla

desteklenip , meme kanseri patogenezine rolii farkli calismalarla arastirilabilir.

Tond s P - - ikt fw fruit fly ongdogi-binsseq_toolsfsplice .pl
Verici Bulge Talaninler: hittp Sfwww cbs dtu dikbiolinks/pserve? php
Bas. Son Skor Fkson Intron

534 0.99 gaaaaag( tgtgtat

G605 G19 0.39 ctogaagal taaggac

651 G665 0.94 cacatgg( Laattat

Ahel Bolge Talaninleri

Bas. - Son Slcor Intron Fkson
6a aattatttttteactecct d Jotttaaaagasaataacoas
590 630 0.86 cccctttatctccttctgaagagtaaggacctagctccaac
A3 6 Q76 .97 taatgtgottoctgatttat dJggagagacatcoctatactto

CCCATATAAATAAAATGTTAACAGATTCATGCTAATTTTAAATATCGATAGTGTTTAAAT
GCCTTAATTATTTTTTCACTCCCTAGCTTTAAAAGAAAATAACCAACTTCAAAAGGACAT
CACAATAACATCAAGTCTATTTGGGGGAATTTGAGGATTTTTTCCCTCACTAACATCATT
TGGAAATAATTTCATGGGCATTAATTGCATGAATGTGGTTAGATTAAAAGGTGTTCAGCT
AGAACTTGTAGTTCCATACTAGGTGATTTCAATTCCTGTGCTAAAATTAATTTGTATGAT
ATATTTTCATTTAATGGAAAGCTTCTCAAAGTATTTCATTTTCTTGGTGCCATTTATCGT
TTTTGAAGCAGAGGGATACCATGCAACATAACCTGATAAAGCTCCAGCAGGAAATGGCTG
AACTAGAAGCTGTGTTAGAACAGCATGGGAGCCAGCCTTCTAACAGCTACCCTTCCATCA
TAAGTGACTCTTCTGCCCTTGAGGACCTGCGAAATCCAGAACAAAGCACATCAGAAAAAG
GTGTGTATTGTTGGCCAAACACTGATATCTTAAGCAAAATTCTTTCCTTCCCCTTTATCT
CCTTCTGAAGAGTAAGGACCTAGCTCCAACATTTTATGATCCTTGCTCAGCACATGGGTA
ATTATGGAGCCTTGGTTCTTGTCCCTGCTCACAACTAATATACCAGTCAGAGGGACCCAA
GGCAGTCATTCATGTTGTCATCTGAGTACCTACAACAAGTAGATGCTATGGGGAGCCCAT
GGAAGATACATGGTATACAACATAGCTCTTGCTCTATTGGAAGCTAAGTGGAATGGGAGA
AATTGGTGACAGGCAACCCCATAATTTCAGAAAGCTATGAAAAAGTACTCAGACATATTC
CTTATAACACTGGTGTCACATCACAAAGACCTATTTAATGTGCTTCTGATTTATAGGGAG
AGACATCCTATACTTCAGGAACTGCACTTTGATCCACAGAAAGCCTAGTGATGTAGAG

Sekil .5.1. BRCAL intron 13 ‘teki tahmini verici ve alicit bolgeler . Sari ile
isaretlenen program aracigiliyla saptanan (score 0.99) alict dizileri. Kirmizi ile
isaretlenler ise olas1t verici bolgeler. Calismamizda bulunan olasi duplikasyonun

saptandigi dizi ise mavi ile isaretlenmistir.
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Krawczak ve arkadaslarinin yaptiklart bir c¢alismada splice bolgelerinde
gerceklesen varyasyonlarin , biitiin genetik hastaliklarin yaklagik %15' inden sorumlu
oldugu bildirilmistir. Tim BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin yaklagik % 5’i splice
bolgesi mutasyonlaridir. Fakat bu mutasyonlardan sadece birkagi mRNA islenmesine
etkisi agisindan arastirilmigtir. BRCA1 ve BRCA2 splicing bolgelerindeki varyasyonlar
, sentezlenen mRNA stabilitesine de etki etmektedir. ~ Hatali splicing sonucu bir
prematur terminasyon kodonu olusabilir. Olusan premature mRNA , NMD (non-sense
mediated mMRNA decay) adi verilen ve mMRNA'lardaki premature stop kodonunu taniyan
ve bu sayede mRNA' y1 degrade eden yolagi aktive edebilir(29). Calismamizda
intronik bolgede saptanan duplikasyonunun kontrolii farkli bir molekiiler yontemle
dogrulandiktan sonra , hastalik gelisimine etkisinin olup olmadigi anlasilmasi amaciyla
protein ( or: western blot) diizeyinde bir ¢alisma planlanabilir.

Chen ve arkadaslari 375 meme kanseri hastasinda BRCAl ve BRCA2
geninde , intron-ekson smirmna lokalize altisar intronik varyant saptamislardir.
Bulunan varyantlarin mRNA splicing 'ine ve ekspresyonuna etkisi arastirilmistir.
BRCAl geni igin aberran olarak splice olmus , c¢.301-2delA
C.441+1G>A/IVST+1G>A ve ¢.4986+6T>G olmak iizere 3 varyant , BRCA2 geni i¢in
ise 2 varyant saptamislardir(10). BRCAL1 ' de rastlanan bu varyantlar erken
sonlandirma kodonu olusmasimna neden olmuslardir. Bu yolla olusan hatali
transkriptler NMD yolag: ile degrade edilmektedir(10, 29) , dolayisiyla BRCA1
ekspresyonu azalmaktadir. BRCA1 ekspresyonundaki azalma , meme kanseri
patogenezinde etken bir rol oynadig1 daha 6nceki ¢alismalarla da gosterilmistir.(39 ,57 ,
60, 65). Calismamizda saptanan intronik duplikasyon sadece , MLPA probunun 40
niikleotidlik hibridize oldugu bolgede gozlenmistir. Ayrica MLPA yonteminin BRCA1
BRCA2 genleri i¢in hazirladig1 prob mikslerinde nokta mutasyonlarina yonelik problar
yoktur. Dolayisiyla ¢alismamizda kulanilan yontem BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
nokta mutasyonlarmi taranmasi agisindan uygun degildir. BRCA1 ve BRCAZ2
genlerindeki splice varyasyonlarinin 6nemli bir kismi , meme kanseri olusumundan
sorumlu tutulmustur. Dolayisiyla BRCA1 ve BRCA2 mutasyon taramalarina kanser
spesifik splice varyasyonlarinin dahil edilmesi hastalik tan1 ve tedavisinde kolaylik
saglayacaktir. Yapilacak ¢aligmalarla saptanacak hotspot BRCA1 ve BRCA2 spesifik

splice varyant problar1, MLPA prob karigimlarinin i¢ine eklenebilir.
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Lixia ve arkadaslari meme kanserli hiicre hatlarindan izole ettikleri BRCA1
geninde, dizileme yontemi kullanarak 9 adet farkli splice varyanti bulmusglardir. Ayrica
farkl1 dokularda farkli splice formalarina rastlanilmistir. Bu sonuglar ve onceki
caligmalar g6z onilinde bulunduruldugunda BRCA1 geninin, bir¢ok splice varyantina
sahip oldugu belirtilmistir. BRCA1 geninin alternatif splicing mekanizmasinin meme ve
over Kkanserleri timorigenesisinde etkili bir rolii olabilecegi hipotezini 6ne
stirmiislerdir(33). Calismamizda saptanan intronik varyantin splice mekanizmasina
etkisi olup olmadigi , farkli metodlarla 6nce konfirme edilip daha sonra hatali protein
yapimina etkisi olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in protein ¢alismalari yapilabilir.
Diger doku veya kanser Orneklerinde elde edilen proteinlerle karsilastirilip , kanser
spesifik splice varyant1 olup olmadigi ilerki ¢alismalarda arastirilabilir. Kanser spesifik
splice varyantlarinin saptanmasi sayesinde , molekiiler temelli tedavi secenekleri
diisiniilebilir(61,71).  Arastirmacilar , BRCAL genininde kanser spesifik splice
varyantlarinin bulunmasi sayesinde hastaligin tanisinda , prognozunda ve tedavi
esnasinda tliimor antijeni olarak kullanabilecegini diisiinmiislerdir.

Fortin ve arkadaglar1 BRCAI1 intron 13 bolgesinde 66 niikleotidlik bir
insersiyonun tahmini splice dizilerinde degisime neden olmasi sonucu olusan alternatif
BRCAL transkriptini meme kanserli ve diger kanser hiicre hatlarinda incelemislerdir.
Bu insersiyon sonucu olusan alternatif BRCAI transkripti , BRCA1 proteinin C-ucu
bolgesindeki , BRCA2 , MSH2 , ARI gibi proteinlerle etkilesimlerin gerceklestigi AD1
(Trans aktivasyon domaini) bolgesine ekstra 22 amino asit eklemektedir. Ayrica bu
bolgeye yakin olan BRCA1 ve JunB etkilesim bolgesi de bu aminoasit degisiminden
etkilenebilecegini diistinmiiglerdir. Bu veriler altinda arastiricilar , BRCAL proteinin
diger hiicre siklus ve DNA tamir proteinleriyle etkilesimin saglandigi fonksiyonel
bolgesinin degisime ugramasmin , hastalia neden olan veya hastaliga yatkinlik
yaratabilecek sonuglar dogurabilecegini belirtmislerdir(18). BRCAL proteini , ¢esitli
DNA tamir ve hiicre siklus diizenlenmesinde gorevli birgok proteinle etkilesim halinde
olup , bunlarla kompleks olusturdugu bilinmektedir(18, 32, 42, 64 ,65) . Saptadigimiz
olast duplikasyon ve Fortin ve ark. buldugu 66 niikleotidlik duplikasyon farkl
bolgelerde lokalizedir. Calismamizda saptanan intronik duplikasyon sonucu

olusabilecek hatali  protein , hiicre icin hayati Oneme sahip bu komplekslerin
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olugmasina engel olabilir. Sonu¢ olarak bu durum hiicre i¢in kanserlesme gibi kritik
sonug dogurabilir.

5.2. Calisma grubundan elde edilen olasi BRCA2 Ekson 27 delesyonunun
Literatiir Bilgileri ile Karsilastirilmasi

BRCA2 proteini DNA ¢ift kiriklarinin , homolog rekombinasyon yoluyla
tamirinde gorev aldig1 bilinmektedir(1, 25, 31, 38, 42). BRCA2 proteini , bu
fonksiyonunu RADS51 ad1 verilen rekombinaz protein ile birbirlerine baglanarak yerine
getirir(4,11, 37). BRCA2 proteini , RADS51 ile etkilesimini iki 6zel domaini tizerinden
gerceklestirir. Bu domainlerden biri , BRCA2 geninin 11. eksonu tarafindan kodlanan ,
8 adet BRC aminoasit tekrarlaridir(11, 38 ,51). Bu bolge , BRCA2 proteinin RAD51
ile baglanmasini ve direk etkilesimini saglayan onemli bir yapidir. RAD51 ile
etkilesimden sorumlu diger bolge ise ekson 27 tarafindan kodlanan C-terminal
bolgesidir(11, 16, 37). DNA hasarina yanit olarak BRCA2 ve RADS51 tamir bolgesinde
birbirleriyle birleserek bir kompleks olustururlar. BRCA2 protenin bu iglem sirasinda en
onemli gorevleri , RADS51 ' in tamir bolgesine lokalizasyonunu saglayarak ve RAD51
'in tamir edilecek DNA ' ya baglanmasini saglamaktir. BRCA2 proteininden yoksun
hiicreler bu tamir yanmitin1 gergeklestiremezler. BRCA2 ' den yoksun hiicrelerde |,
BRCA2-RAD51 protein  kompleksinin  eksikliginden kaynaklanan homolog
rekombinasyon defektlerine bagli olarak artmis genom instabilitesi gozlenir(37, 38).
Ozellikle iki protein arasindaki etkilesimden sorumlu BRC domaini ve C-terminal
bolgelerini kodlayan ekson 11 ve 27 ' deki gergeklesebilecek mutasyonlar , BRCA2-
RADS51 tamir kompleksinin olusamamasina ve tamir siirecinin dogru bir sekilde
gerceklesememesine sebep olabilir(25). Bu DNA kiriklarinin tamir edilememesi veya
yanlig bir sekilde tamir edilmesi Kkanserin ortaya ¢ikmasina neden olabilir(11, 16, 27).
Calismamizda saptanan olasi ekson 27 delesyonu sonucu hatali bir sekilde sentezlenen
veya sentezlenemeyen C-terminal domaini RAD51 ve BRCA2 proteinin birbirlerine
baglanmalarini engelleyebilir(14). DNA ¢ift kiriklarinin rekombinasyonel tamirinden
meydana gelen hatalar , genom instabilitesini artirarak kromozomal bozukluklara
neden olur ve bu durum tiimérigenesisi tetikleyebilir (48).

Davies ve arkadaslart BRCA2 ekson 27 tarafindan kodlanan C-terminal
domaini ve RADS51 proteinin etkilesimini inceleme amagli bir ¢alisma yaptilar.

Yaptiklar1 protein analizlerinde BRCA2 ekson 27 tarafindan kodlanan peptidlerin
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spesifik olarak RADSI1 niikleoprotein filamentleri taniyip , direk etkilesimde
bulunduklarimi1 bildirmislerdir. Bu verilere ek olarak BRCA2 C-terminal domaini ,
RADS1 niikleoprotein filamentlerinin tek iplikli DNA' ya baglanmasini diizenledigini ,
BRC motiflerinin fonksiyonlarini diizenledigini ortaya koymuslardir (11, 31, 38, 51).
BRCA2 C-terminal domaninin , G2-M gegisinde fosforile olmasi sonucu , yani
RADS51  baglantisinin  engellenmesiyle  rekombinasyonun sonlandirildigint  6ne
stirmiislerdir.(11,16). Bu veriler goz 6niinde bulunduruldugunda ¢alismamizda saptanan
olas1 ekson 27 delesyonu , BRCA2 ve RADS51 proteinlerinin etkilesimlerinin
gerceklestigi C-terminal peptidlerinin sentezinde hatalara neden olabilir. Olusacak bu
hatalar , BRCA2 ve RAD51 kompleksinin olugmasini engelleyebilir ve DNA ¢ift kirik
tamirlerinde hatalara neden olabilir. Bu sayede artan genomik instabilite sonucu hiicre
kanserlesmeye gidebilir( 4,25).

Esashi ve arkadaglar1 , BRCAZ2 proteinin RADS1 ile direk etkilesiminden
sorumlu  C-terminal bolgesinin  siklin-bagimli  kinazlarla fosforile edildigini
gostermislerdir. Bu fosforilasyon rekombinasyon olaymin gergeklestigi S fazinda diisiik
seviyelerde oldugu ve mitozun ilerleyen safhalarinda yani rekombinasyonun
gerceklesmedigi veya az seviyede oldugu durumlarda arttigin1 gézlemlemislerdir. Bu
modifikasyonun BRCA2 C-terminal ve RADS51 etkilesimini engelledigini
belirtmislerdir. Bu sayede rekombinasyonun sonlandirildigi belirtilmistir(16, 72).
Calismamizda  saptanan ekson 27 delesyonu C-ucu peptid yapisini
degistirebileceginden, bu bolgenin rekombinasyon diizenleyici roliinii de etkileyebilir ve
bu durum kanserde hiicre boliinme kontroliiniin kaybolusuna katkida bulunan farkli bir

mekanizma olabilir.
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SONUC

Calismamizda 32 meme kanserli vakanin kan Orneklerinde ve 4 meme kanseri
acisindan saglikli bireyin kan 6rneklerinde, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki delesyon
ve duplikasyonlar , MLPA yontemi kullanilarak incelenmistir. Meme kanserli bireylerin
kan orneklerinde BRCA1 ve BRCA2 genlerinin belirli ekson ve intron bolgeleri
herhangi bir delesyon veya duplikasyon olup olmadigimi saptamak ve bu genlerin ,
meme kanseri molekiiler patolojisi ile iliskisini ortaya koymak amaglanmistir.
Calismamiz sonucunda; bir hastanin BRCA1 geninin 13 ' {incii intronunda olas1 bir
duplikasyona, ayni aileye mensub , meme kanseri tanisi almig anne ve kizin her
ikisinde de BRCA2 geni ekson 27 delesyonuna rastlanilmistir.

Basarili bir MLPA calismasi i¢in kullanilacak DNA miktarinin ve kalitesinin
onemli oldugu calismamizda da gosterilmistir. Ozellikle MLPA reaksiyonuna girilen
DNA o6rneklerinin esit oranda olmasi , sonuglarin giivenirliligi ve dogrulugu agisindan
cok dnemlidir. Saptanan olasi delesyon ve duplikasyonlar diger bir molekiiler yontemle(
Or : sekanslama ) calisilip dogrulanmasi gerekmektedir.

MLPA’y1 multiplex gen dosaj analizi yapabilen, PCR temelli, tek reaksiyonda
50’ye yakin gen bolgesi inceleyebilen kolay bir yontem olarak tanimlayabiliriz.
Yo6ntemin kisa siirede bu kadar ¢ok gen bolgesini inceleyebilmesi ¢alismamizda da siire
ve incelenen bolgeler agisindan biiyiik kolaylik saglamistir.

Sonug olarak MLPA yonteminin meme kanseri taramasinda kullanilabilecek
ucuz, hizl ve giivenilebilir sonuglar verebilecek bir teknik oldugu goériilmiistir. MLPA
teknigi son donemlerde gelistirilen en dnemli molekiiler tekniklerden birisidir ve kanser

taramalarinda da rahatlikla kullanilabilecek bir yontemdir.
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