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ONSOZ

Kanser terimi, zamaninin dnemli tip otoritelerinden Bergamali Galen” in (M.S. 131-
203) isim verdigi ve yakaladigi zaman siki kiskaclari ile birakmayan Cancer yani yengec
kelimesinden koken almistir. Adindan da anlasilacagi gibi bu hastalik tiim diinyada oldugu
gibi iilkemizde de 6nemli saglik problemlerinden biridir. Meme kanseri ise kadinlar arasinda
en sik goriilen, yilizeyde bir organ oldugu i¢in de calisma alan1 ¢ok eskilere dayanan bir kanser

tipidir.

Iste bu sebeplerden dolayr hazirlamis oldugum yiiksek lisans tezimin bana
kazandirdig bilgi birikiminin yam sira bu konuda caligsanlara ve bu konuya ilgi duyanlara da

katkis1 olabilecegi diisiincesindeyim.

Yiiksek lisans egitimim siiresince, akademik acidan gelisimime biiylik katkis1 olan,
danisman hocam anabilim dalimiz baskan: Sn. Prof. Dr. Orhan DEGER ve béliimiimiizde
bulunan tiim hocalarima, Dr. Kagan KILINC ile Ars Gor. Aysegiil UZUN basta olmak iizere
boliimiimiizde ¢alisan, egitim goéren tiim arkadaslarima ve egitim hayatim boyunca destegini

esirgemeyen aileme yaptiklar katkilardan dolay1 tesekkiir ederim.

Ibrahim TURAN
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1.GIRIS

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriillen malign tiimor olup,
kadinlarda goriilen tiim kanserlerin yaklasik %30’ unu olusturmaktadir (1).

Bu sebeple erken tanisi ve bununla birlikte tedaviye baslanmasi son derece
onemlidir.

Meme kanserlerinin yaklasik % 10’luk kismu ailesel gecisle, yani genetik olarak
yatkinlikla olugmaktadir. Meme kanserine yatkinlikta en Onemli genler 17.
kromozom da bulunan 24 ekzonlu BRCAl (meme kanseri genil) ve 13.
kromozomda bulunan 27 ekzonlu BRCA2 (meme kanseri geni2) genleridir. Bu
genlerin esas 0zelligi timor baskilayici genler olmalaridir. Yani bu genlerdeki bir
defekt, herhangi bir nedenle olusmus bir tiimoriin engellenemeden cogalmasina
sebep olmaktadir. Bu nedenlerle meme kanserine yatkinlikta genetik bir neden olan
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir mutasyonun varligi kansere sebebiyet
verdigi icin meme kanseri tanisinda bu genler 6nemli iki parametre haline gelmistir.
Hastaligin erken evrede, hatta olusmadan belirlenebilmesi sag kalim oraninm
arttiracagr icin bu genlerdeki mutasyonlarin riskli hastalarda taranarak
bilgilendirilmesi son derece Onemlidir. Ancak mutasyonlarin taranmasinda altin
standart olan DNA dizi analizi ile bu iki biiyiik genin ayn1 anda taranmasi olduk¢a
zahmetli, zor ve masrafli bir is oldugu gibi aym1 zamanda DNA dizi analizi ile biiyiik
delesyon ve duplikasyonlarin taranmasi miimkiin olamamaktadir. Bu zorluklar
yiiziinden farkli yontemler gelistirilmis olup bunlardan biri de MLPA (Multiplex
Ligation depent Probe Amplification) teknigidir. MLPA teknigi, ayn1 anda 45’e
kadar spesifik dizinin, uygun bir multiplex pcr reaksiyonuyla tek bir ¢ift primerle
amplifiye edilmesine dayanir. Yani aynt anda BRCAT geni icin biitiin ekzonlarda
tarama yapilabilmektedir. BRCA genleri icin mutasyona neden olan delesyon ve
insersiyonlar kontrol 6rnegi ile aym sartlarda amplifiye edilerek karsilastirilir ve
kontrole gore farkli sinyaller tespit edilirse delesyon veya insersiyon olup olmadigi
degerlendirilir. Bu yontemle biiyiik delesyon ve duplikasyonlar tespit edilebildigi

gibi ¢alisma prensibine gore smirli sayida tek nokta mutasyonlart da tespit



edilebilmektedir. Yontem DNA dizi analizinden daha ucuz ve basit olmasi, gerekli
kimyasallarin kit ile birlikte saglanabilmesi, sekansa gore ilgili bolgelerin ayn1 anda
ve basit bir yontemle taranabilmesi, nedeniyle se¢ilmistir.

MLPA metodunda problarin bazi durumlarda baglanma bolgelerindeki
mutasyonlar nedeniyle hedeflerine baglanamamas: yanlis pozitif sonuglar
verebilmektedir. Bu bolgelerin DNA dizi analizi ile taranmasi testin dogrulugunu
teyit edecektir. Boyle bir metodolojik kombinasyon hassasiyeti arttiracaktir. Bu
calismada, BRCA genlerinde DNA dizi analizi ile saptanamayan biiyiikk genomik
yeniden diizenlenmelerin (LGR) (biiyiik delesyon ve duplikasyonlar gibi) MLPA
metoduyla ile taranarak ortaya c¢ikarilmasi ve DNA dizi analizi ile de MLPA
problarinin baglanma bolgelerinin yanhis pozitif sonug¢ kontroliiniin yapilarak genis
gen bolgelerinin daha hassas ve hizli bigimde mutasyon analizinin yapilmasi bu
olimciil hastaligin erken teshisinde 6nemli bir adim olacagi icin ailesel hikayesi

olan hastalara rutin test olarak ¢alisiimasim saglamak amaclanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Meme Kanseri

2.1.1 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimor olup,
kadinlarda goriillen tiim kanserlerin de yaklasitk %30’unu olusturmaktadir.
Avrupa’da yilda 180.000, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) yilda 184.000
yeni olgu saptanmaktadir. Meme kanseri sikligi diinya iizerinde iilkeden iilkeye
farklilik gostermektedir. Goriilme sikliginda en biiyiik artis Kanada, ABD, Ispanya
ve Isvec’te ortaya cikmistir (1). Son uluslararasi verilere gore 2000 yilinda 10
milyon yeni kanser vakasi, 6 milyon kanserden oliim ve toplamda 22 milyon
kanserli hasta bulunmaktadir. Bu kanserlerin dagilimina bakilacak olursa en sik

rastlanan meme kanseridir (Tablo 1) (2).

Tablo1. Diinya kanser vakalar1 dagilimi(2)

insidans x 1000 / 6lim x 1000 ERKEK KADIN
Toplam 5300/4700 4700/2700
Akciger 902/810 337/293
Meme 1050/370
Kolon, rektum 499/255 446/234
Mide 558/405 318/241
Karaciger 398/384 166/165
Prostat 543/204

Serviks uteri 471/233
Osofagus 279/227 133/111
Mesane 260/99 76/33
Non-Hodghin Lenfoma 167/93 121/68
Losemi 144/109 113/86
Oral kavite 170/81 97/47
Pankreas 116/112 101/101
Bobrek 119/57 71/34
Over 192/114




Biiyiiyen ve yaslanan diinya popiilasyonunda, kanserden etkilenen bireylerin
2020 yilinda 15 milyon yeni vaka ve 10 milyon 6liim olacagi ongoriilmektedir (2).
Meme kanseri tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kadinlar arasinda en sik
goriilen kanserler arasinda bulunmaktadir ve tiim kanserlerin % 24,1 ini olusturur

(Sekil 1) (3, 4).
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Sekil 1. Tiirkiye kanser vakalar1 dagilimi (4)

Trabzon’ da ki duruma bakacak olursak yine kadinlarda en yiiksek kanser

oraninin meme kanseri oldugu agikca goriilmektedir (Tablo 2) (5).



Tablo 2. Trabzon kanser vakalar1 dagilimi (5)

Kanser Tiirti Erkek % Kadin % Toplam %
Akciger 28,5 5,2 19,1

Deri 11,1 14,3 12,3
Meme 0,3 24,2 9,9

Mide 9,3 9,7 9,5
Mesane 10,5 1,3 6,8
Prostat 8,2 0 4,9

Troid Bezi 1,2 10,2 4,8

2.1.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Kanser tami ve tedavisindeki ¢ok onemli gelismelere karsin meme kanseri
olgularinin yaklagsik dortte biri bu hastaliktan dolay1 yitirilmektedir (6). Bu nedenle
hastaliga nelerin sebep oldugunun bilinmesi ileride bu hastaliktan Gliimlerin
azalmasim saglayabilir. Meme kanserinin etiyolojisinde ¢ok ¢esitli nedenler bulunsa
da bunlann temel olarak genetik, cevresel ve endokrin olarak ii¢ boliimde

inceleyebiliriz.

2.1.2.1.Genetik Faktorler

Son yillarda gergeklestirilen molekiiler genetik ve gen analizi calismalari
kanserin genlerin hastaligi oldugunu gostermistir (6). Hiicresel cogalma genetik
kontrol altindadir ve ¢evresel mutajenler, somatik mutasyonlar ve ailesel yatkinlik

kanser gelisimiyle baglantilidir (7).

Giiniimiize kadar kanser olusumunun genetik mekanizmasini agiklamaya
yonelik olarak gergeklestirilen molekiiler genetik c¢alismalar tiim kanserlerin
olusumunda ii¢ gen simifinin etkili oldugunu, bu genlerde meydana gelen
mutasyonlarin kanserlesmenin esasinit olusturdugunu gostermektedir. Bu genler
sirastyla protoonkogenlerin mutasyona ugramasi sonucu olusan onkogenler, timor

baskilayici genler ve DNA tamir genleridir (6).



2.1.2.1.1.0nkogenler

Protoonkogenlerdeki mutasyonlar, hiicre boliinmesinde hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasina baska bir deyisle kansere sebep olabilir (8). Yani normal hiicre
bliylimesi ve boliinmesinden sorumlu protoonkogenlerin mutasyona ugramis
sekillerine onkogen denir. Meme kanserlerinin olusumunda Her-2/neu, c-myc, c-

myb, c-jun, bcl-1, H-ras, ER gibi onkogenlerin rolii bulunmaktadir (6).

2.1.2.1.2. Tiimér Baskilayic1 Genler

Tipki onkogenler gibi tiimor baskilayici genlerde hiicre cogalmasinin
diizenlenmesine katilan molekiilleri sifreler. Tiimor baskilayici proteinlerin normal
islevi genel olarak, DNA(Deoksiribo Niikleik Asit) harabiyeti gibi bazi isaretlere
yanit olarak hiicre biiyiimesini inhibe etmektir (9). Meme kanseri olusumunda
BRCAI1, BRCA2, TP53, ATM, PTEN, LKB1, HRAS1, NAT1, GSTM1, GSTPI,
CYP1A1, CYPIBI, PR, AR, APO E gibi gen mutasyonlarinin rolii oldugu
gosterilmigtir (10).

2.1.2.1.3.DNA Tamir Genleri

DNA tamir genleri kanserlesmenin biyolojik mekanizmasinda ¢ok 6nemli
yer tutmaktadir. Ciinkil bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kendileri ile sinirh
kalmayip protoonkogen ve tiimor baskilayict genlerdeki mutasyon sikligim
artirmaktadir. Bunun sonucu olarak genomda mutator bir fenotip meydana
gelmekte ve zincirleme mutasyonlarla kiside kansere karsi genetik bir egilim
dogmaktadir. Son yillarda gerceklestirilen c¢alismalarda meme kanserinin
olusumunda en 6nemli rolii oynayan BRCA1 ve BRCA?2 tiimor baskilayic1 genlerin
ayn1 zamanda DNA’nin tamirinde de rol oynadig1 gosterilmistir (6).

Bu boliimiin iki kisminda bahsedilen ve meme kanserine genetik yatkinlikta
en onemli genler olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinden ayrintili sekilde bir boliim

olarak bahsedilecektir.



2.1.2.2. Cevresel Faktorler

2.1.2.2.1.Alkol Alim

Asirt alkol alimmnin meme kanseri riskini arttirdigi rapor edilmistir (11).
Giinliik bir veya daha fazla alkol alimimin meme kanseri riskini arttirdigi, buna
karsin fazla alkol alanlarin yiiksek folat alimiyla artan meme kanseri riskini

azaltabilecegi de gosterilmistir (12).

2.1.2.2.2.Sigara Kullanim

Sigara kullaniminin meme kanseri riskinde etkisinin az oldugu
goriilmektedir. Buna ragmen sigara kullanimindan dolayr meme sivilarinda direk
karsinojenik etki ihtimali olan mutajenler tespit edilmistir. Bununla birlikte sigara
kullanan kadinlarda diisiik idrar Ostrojen seviyeleri ve erken menopoz goriilmiistiir
(11).

Son caligmalarda ise uzun siireli sigara kullaniminin, ilk hamilelikten dnce
sigara kullamiminin ve pasif sigara kullaniminin meme kanseri riskini arttirdigi

gosterilmigtir (13).

2.1.2.2.3.Sosyoekonomik Durum

Sosyoekonomik durum meme kanseri ile baglantili bir faktor olarak ortaya
cikmistir. Meme kanseri geligmis iilkelerin ekolojik alanlarinda diisiik seviyede iken
Avrupa ve Kuzey Amerika’da daha yiiksek oranlara sahiptir. Bu oran ayn1 zamanda
popiilasyonlarinda ekonomik olarak farklilik gosteren iilkelerde de agikca

goriilmektedir (11).



2.1.2.2.4.Iyonizan Radyasyon

Epidemiyolojik caligmalarda niikleer savas veya tami ve tedavi amach
iyonize radyasyona maruz kalanlarda meme kanseri riskinin arttigi bildirilmistir.
Radyasyonun erken yasta alinmasi meme kanseri riskini daha da arttirmaktadir

(1,6).

2.1.2.2.5.Fiziksel Aktivite

Fiziksel aktivitenin meme kanseri riski iizerinde genglik ve ergenlik
zamanlarinda calisip ¢alismadigina gore farkli etkileri gozlenmistir (11). Fiziksel
aktivitenin 6nemli derecede meme kanseri riskini azaltabilecegine dair kanitlar
vardir. Atletizm yapan kizlarda meme kanseri riskinin azaldig1 gosterilmistir. Ciinkii
fiziksel aktivitenin endojen hormon seviyelerini etkileyebilecegi bilinmektedir.
Ayrica viicut agirh@ artist ile menopoz sonrast meme kanseri riskinin arttigi

bilinmektedir (1).

2.1.2.2.6.Beslenme

Sebze ve meyve tiikketimi, vitamin alimi, siit ve siit iiriinleri tiiketimi ile ilgili
calismalarin sonuclan celigkilidir. Genis serili calismalarda herhangi bir iliski
bulunmamistir. Soya ve soya iirlinlerinin kullanimi ile meme kanseri riskinin
azaldig bildirilmistir. Ancak soyada bulunan genisteinin hormon bagimli timor

hiicrelerinde ¢cogalmayi arttirdigi gosterilmistir (6).

2.1.2.3.Endokrin Nedenler

Meme kanseri, hormonlarin kontroliinde olan bir bez olan meme dokusunda
meydana geldigi i¢cin hormonlarin bu konuda etkili oldugu diisiiniilebilir. Tiirkiye’
de yapilan bir caligmada kontrollerle yapilan karsilagtirmada ilk dogum yasinin
otuzun {izerinde olmasi, en az bir y1l cocuk emzirilmemesi, menars yasinin onikinin
altinda olmasi, oral kontraseptif kullanimi ve hormon replasman tedavisi

alinmasinin meme kanseri ile baglantili oldugu ortaya konulmustur (14). Ayrica



menars yasinin diigmesi gibi menopoz yasininda yiikselmesi kadinlarda meme

kanseri gelistirme riskini arttirmaktadir (15).

2.1.2.3.1.Reprodiiktif Nedenler

Son yapilan calismalar endojen hormon seviyesi ve meme kanserine
yakalanma riski arasinda bir baglanti oldugunu gostermistir. Yasam boyunca
kadinlar menarsta, ilk gebelik doneminde, ¢ok sayidaki gebelik ve menopoz ¢agim
iceren bazi donemlerde endojen seks hormonlarina maruz kalmaktadir. Menarstan
sonraki birkac yil ¢cok yiiksek diizeydeki Ostrojen seviyesi sonucu meme epitelinin
stirekli Ostrojene maruz kalmasi ile kadinlarda meme kanserine yakalanma riski
artmaktadir (15). Meme kanseri ile menopoz yasi1 arasinda da bir iligki mevcuttur. 45
yasindan 6nce menopoza giren kadinlarda meme kanseri riski 55 yasindan sonra
menopoza giren kadimlarm yaris1 kadardir. Ilk ¢ocugunu 30 yasindan sonra yapma
20 yasindan once yapmaya gore meme kanseri riskini dort kat arttirmaktadir. Siirekli
emzirme de meme kanseri riskini diisiirmektedir. 5 yillik bir emzirme siiresinin

meme kanseri riskini % 30 oraninda azalttigi bildirilmistir (1).

2.1.2.3.2. Hormonal Nedenler

Hormon replasman tedavisi ile ilgili ¢cok sayida c¢alisma mevcuttur. Ancak
kullanilan ilaglarin dozlar1 nedeniyle farkli sonuclar alinmistir. Pozitif ve negatif
sonug¢lanan caligmalara ragmen meta-analiz sonucu riskin az ama anlamli olarak
arttigl seklindedir (6). Oral kontraseptif ile meme kanseri arasindaki iliski yas ve
kullanim siiresine gore degismektedir. Bircok calismada uzun siireli oral
kontraseptif kullanimu riski arttirmaktadir. 35 yasin altinda kullanim1 meme kanseri

riskini arttirirken, 10 yil siireyle kullanimda da risk belirgin oranda artmaktadir (1).

2.1.3.Meme Kanserinde Klinik Bulgular ve Tam

Meme kanserinde mortaliteyi azaltmanin en emin yolu erken tami ve
tedavidir. Erken tanida ama¢ meme kanserinin biyolojik olarak baglamasindan sonra

klinik olarak bulgu vermeden 6nce taninmasidir.
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Meme kanseri tanisinda hastadan dikkatli bir 6ykii alinmasi ¢ok 6nemlidir.

Ciinkii aile oykiisii olanlarda kanser yas1 daha erken ve bilateral olmaya egilimlidir

(6).

2.1.3.1.Meme Kanseri inceleme Nedenleri

Meme kanseri tanist hasta-hekim-mamografi iiclemesinden birinin ya da
kombinasyonunun bulgularina bagh olarak diisiiniiliir ve tam igin ileri tetkikler

yapilir (6).

2.1.3.1.1.Kitle

Hastalarin % 70-80’inde cok kez agrisiz ve tesadiifen bulunan kitle vardir.

Yaklagik 1 cm. capa ulasmis bir kitle, eger yiizeye de yakinsa ele gelebilir (6).

2.1.3.1.2.Meme Bas1 Akintisi

Meme kanserinin % 10 olguda ilk bulgusu meme bas1 akintisidir. Meme basi
akintisimin 60 yas alti kadinlarda % 7’sinde kanser saptanirken, 60 yas

iistiindekilerde bu oran % 32’ye ¢ikmaktadir (6).

2.1.3.1.3.Meme Bas1 Degisiklikleri

Meme bas1 degisiklikleri de kanser bulgusu olabilir. Santrale yakin kitlenin

meme basinda ice cekilme yaratmasi izlenebilir (6).

2.1.3.1.4.Meme Agrisi

Meme agrisi, meme iinitelerine hastalarin en sik bagvuru sebebidir.
Menstruasyonla ilgisi aragtirnlmali ve olasi kanseri de ekarte ettirmek icin gerekli
taramalar yapilmalidir. Ge¢meyen agrida MR c¢ekilmeli ve muayeneler
tekrarlanmalidir. Menopozda olan kadinlarda ¢ok nadir olsa da bu bulgularla meme

kanseri tanis1 konmaktadir (6).
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2.1.4.Meme Kanseri Evrelendirilmesi

Meme kanserli hastalar hekime basvurduklarinda hastaliklarinin yayilimi
bakimindan birbirlerinden farklilik gosterir. Kanser evreleme, hastalar
hastaliklarinin yayilma derecesine gore gruplara ayirma islemidir. Boylece gerek
tedavi planinin yapilmasinda gerek prognoz tayininde ve gerekse tedavi icin
uygulanan cesitli yontemlerin etki farkini ortaya koymada en giivenilir yoldur.
Evreleme ya radyoloji ile birlikte klinik bulgulara gore ya da ameliyatla ¢ikarilan
dokularin histolojik durumlarma gore yapilir (1).

Giiniimiizde hemen her yerde UICC (Union International Centre Cancer) ve
AJCC (American Joint Committee Cancer) nin bicimlendirdigi TNM (T: primer

tiimor, N: bolgesel lenf bezleri, M: uzak metastazlar) sistemi kullanilmaktadir (1).
2.2. DNA Hasar1 Tamir Mekanizmalari

Genetik bilgiyi tasiyarak nesilden nesile aktarilmasimm saglayan DNA
iizerinde, siirekli olarak hasar olugsmaktadir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri
tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢cok fazla oldugu veya onarim sistemlerinin
yetersiz kaldigr durumlarda DNA iizerinde olusan hasar hiicre o©liimiine veya
mutasyona neden olur. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde yaklasik olarak
10* adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar meydana

gelmektedir (16).
2.2.1. Direk Tamir Mekanizmalari
2.2.1.1.Fotoreaktivasyon
Ultraviyole 151k ile meydana gelen mutasyonlari iceren hiicreler, mavi

spektrum (300-500 nm) iceren goriiniir 1518a maruz birakildiklarinda, geriye

doniisiim yapip diizelir. Bu olaya fotoreaktivasyon denir (17).
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2.2.1.2.0°- Metilguanin Tamiri

Ozellikle duyarli bolgelerden biri, guaninin 6. pozisyonundaki karbondur. Bu
grup bir metil grubu baglayarak cok kolayca alkillenir. Ortaya ¢ikan iiriin, O6-
metilguanin sadece iki hidrojen kopriisii olusturabildigi icin, sitozin yerine timinle
eslesir. izleyen replikasyonda, bu konumdaki sitozinin yerini timin alir (transisyon)
(18). O Metilguanin alkilleyici ajanlar varliginda olusur ve yiiksek oranda
mutajeniktir. 0°- Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’ da yanlis
metillenen bazlarin CH3 gruplarini1 kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal

guanin olusumunu saglar (17).

2.2.1.3.Basit Tek Zincir Kiriklarmin Ligasyonu

X 1511 ya da peroksitler gibi bazi ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara
neden olabilmektedir. Bir zincirde olan basit kiriklar DNA ligaz enzimi ile hemen
tamir edilmektedir. DNA ligaz enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5° fosfat grubu ve

3’ OH grubu arasindaki fosfodiester bagini olusturur (17).

2.2.2.Kesip-Cikarma (Ekzisyon) Tamirleri

Bu tip tamir 3 temel basamak icerir. Hasar taninir ve bir niikleaz tarafindan
kesilip ¢ikarilir. DNA polimeraz olusan bosluklart doldurur. DNA ligaz son bagi

kurar ve olugan bosluk tamamen kapanir (17).

2.2.2.1.Baz Eksizyon Tamiri (BER)

BER’ de gorev alan enzim DNA glikozilazdir. Spontan veya kimyasallarla
olan deaminasyon veya iyonize radyasyon ve oksidatif hasar sonucu olusan baz
degisikliklerine spesifiktir. DNA glikozilaz uygun olmayan bazi tanir. Deoksiriboz
seker ve baz arasindaki N-glikozidik bagin hidrolizi ile uzaklagtirnr. Abazik bolge
olusur ve bu bolgeyi endoniikleaz enzimleri tanityarak bu zincirde bir ¢entik acar.
Endoniikleaz enzimi fosfat ve sekeri ayirir. Olusan bosluk DNA polimeraz ile

doldurulur ve ligaz ile fosfodiester baglanti saglanir (17).
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2.2.2.2. Niikleotid Eksizyon Tamiri (NER)

DNA sarmal yapisinda genis bozulmalara neden olan DNA lezyonlart NER
sistemi ile onarilir. BER’ de bazlar kesilip cikarilirken, NER’de hasarli bazlar

oligoniikleotid pargalar1 olarak kesip ¢ikarilir (17).

2.2.2.3.Yanhs Eslesme Eksizyon Tamiri (MER)

DNA polimeraz, replikasyon sirasinda hata okuma (proofreading) yetenegine
sahiptir. Yanlis eslesme tamiri, proofreading sonrasi bile kalan yanhs eslesmeleri

tamir eden mekanizmadir (17).

2.2.3.Rekombinasyonel Tamir

DNA hasari, tamir sistemleri tarafindan tamir edilememisse, replikasyondan
sonra aktif olan mekanizmadir. Bir lezyon bulunduran DNA replike olurken, DNA
polimeraz once lezyonda duraklar. Hasarli bolgeyi de icine alacak sekilde bosluk
birakarak atlar ve senteze devam eder. Rec A proteini, rekombinasyonal bir degis
tokus islemi ile hasarsiz komplementer zincirde bulunan sekansi transfer eder.
Komplementer zincirde olusan bosluk DNA polimeraz — DNA ligaz enzimleri

sayesinde doldurulur. Halen bulunan lezyon diger tamir sistemleri ile onarilir (17).

2.2.4.S0OS Tamiri

DNA hasarinin yiiksek oranda oldugu ve diger tamir mekanizmalarinin
basarili olamadig1 durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir. DNA sentezi
sirasinda, bir lezyonun {izerinden atlamak yerine sistem, DNA polimerazin lezyon
karsisinda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Fakat replikasyonun

dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle hataya meyilli sistem de denir (17).
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2.2.5.Cift Zincir Kiriklarmin Tamiri

2.2.5.1.Serbest Uclarin Homolog Olmayan Sekilde Baglanmasi

Hizli ve hataya meyilli bir sistemdir. Ku 70-Ku 80 kompleksleri DNA kirik
uclarina baglanirlar. DNA bagimli protein kinaz aktive olarak diger proteinlerin
hasar bolgesine gelmelerini saglar. Bu protein komplekslerinin formasyonu DNA

ligaz IV-XRCC4 kompleksinin kirik uclar baglamasini saglar (17).

2.2.5.2.Homolog Rekombinasyon

RAD ve BRCA genleri tarafindan yonlendirili. MRE11-RADS0-NBS1
kompleksinin niikleaz aktivitesi ile kirik ucglari degredasyona ugrar. RAD 52
proteini 3' uclara baglanir. RAD 51-BRCA 2 kompleksi, rekombinasyon olusturmak
tizere kardes kromatid zincirin hasar bolgesine invazyonunu saglar. Bu zincir kalip

olarak kullanilarak sentez yapilir ve hasar onarilir (DNA polimeraz — DNA ligaz)
(17).

DNA hasarmin tamirinde homolog rekombinasyon yoluyla rol oynayan

genlerden ikisi de BRCA1 ve BRCA2 genleridir.

2.3.BRCA1, BRCA2 Genleri ve Proteinleri

2.3.1.BRCA1 Geni

BRCAI1 geninin, 1990 yilinda 17. kromozom (17q21) iizerindeki pozisyonu
belirlendi (8). 1994 yilinda ise Miki ve arkadaglar1 tarafindan klonlandi. (OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) numarasi: 113705) BRCAT1 geni 1863
aminoasitlik bityiik bir protein kodlayan 24 ekzon igerir (sekil 2) (19, 20).
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Sekil 2. BRCA1 geni ekzonlar1 (20)
2.3.2.BRCA2 Geni

BRCA2 geni 1994 yilinda ikinci meme kanserine yatkinlik geni olarak 13.
kromozomda (13q12) tespit edilmistir. (OMIM numaras1:600185) BRCA2 geni
3418 aminoasit kodlayan 27 ekzondan meydana gelmistir (Sekil 3) (20, 21).

121315 17 202122 2526
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Sekil 3. BRCA2 geni ekzonlar1 (20)

BRCA genleri DNA tamir mekanizmasinda rol oynadigi i¢in bu genlerdeki
herhangi bir defektten dolay1 bu genin iiriinii olan BRCA proteini hatali olusur veya
olusamaz ve tamir mekanizmasinda {istlendigi gorevi yerine getiremez. Yani
homolog rekombinasyon yoluyla onarilan DNA onarilamayacag icin cift zincir

kirig1 orada kalir ve bu hasar meme kanserine sebep olur (Sekil 4).
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Sekil 4. DNA hasar tamirinin ger¢eklesmemesi (22)
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2.3.3.BRCA1 Proteini

BRCAI1 proteini, bircok fonksiyonel bolgeye sahip ve onemli biyolojik
yollarda sayisiz karmasik proteinle etkilesen biiyiik bir proteindir (23).

ATM
FIINa BOLGESI CHKE l ‘ BRCT BOLGESI

transkr||13|y0nal aktivasyon

NES NLS
e e pes
P53 Raus | o
HMA Hellcese A
BRCAZ

Sekil 5. BRCAL proteini (24)

BRCAI1 proteini, N terminalinde yaklagik 100 aminoasitlik 6zel bir RING
bolgesi ve C terminalinde ise yaklagik 90 aminoasitlik BRCT tekrar bolgeleri
icermektedir. BRCA1’ in tiimor baskilayici 6zelliginde bu iki fonksiyonel bolgenin
onemi dikkat ¢ekicidir (25).

BRCAT’ in cekirdekte baskin olarak bulunan bir protein oldugu
tanimlanmistir. Onun c¢ekirdekten ekspresyonu ve fosforilasyonu, hiicreler hiicre
dongiisiiniin S fazina girerken artar ve mitoz esnasinda en yiiksek seviyede kalir.
Mitozdan yaklasik dort saat sonra tamamlanir ve hiicreler G1 dinlenme fazina girer
(25).

BRCAI1 ekspresyonu ubiquitinasyon yoluyla ve proteazom bagimli yikimla
azalir (25).

BRCA1’ in c¢ekirdeksel boyanma sekli, transkripsiyonel aktivasyon, hiicre
dongiisii kontrolii ve DNA tamir yolu gibi farkl tiplerdeki c¢ekirdeksel fonksiyonlar
ile olusur (25).
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2.3.3.1.RING Bolgesi

RING bolgesinin fonksiyonel 6nemi, ubiquitin-proteazom yolunda ubiquitin
ligaz olarak rol oynamasidir. Ubiquitin-proteazom yolu, hedef proteinlerin
parcalanmasindan ve bdylece hiicre ici proteinlerin uygun seviyelerde kalmasindan
sorumludur (25). BRCA1’ in RING bolgesi i¢indeki kansere yatkinlik mutasyonlari
BRCAT1’in ubiquitin ligaz fonksiyonunun yoklugu ile iliskili oldugu gosterilmistir
(26).

2.3.3.2.BRCT Baolgesi

BRCAT’ in BRCT bolgesindeki kanser baglantili mutasyonlar ve kétii huylu
polimorfizmler onun transkripsiyonel aktivasyonunu kaybetmesiyle birlikte RNA

polimeraz-2 baglama yeteneginin yok olmasina neden olmaktadir (26).
2.3.4.BRCA2 Proteini

BRCA2 proteini, kromozom 13q12.3’ te lokalize 27 ekzondan olusan
BRCAZ2 geni tarafindan kodlanir. En yiiksek meme ve timusta olmak iizere bir cok
insan dokusu bu proteini eksprese eder. Normal hiicrelerde gec-G1 / erken-S fazinda
eksprese edilen cekirdeksel bir proteindir (27). BRCA2 proteini, DNA tamirinde
homolog rekombinasyonda gerekli olan RADS1 aktivitesini diizenleyen ¢ok onemli

bir role sahiptir (28).

Transkripsivonel aktivasyon BRC TEKRARLARI
MLS
HAT
= 1

I Il I Em Il m
FCAF

BRCAZ

Fada1

Sekil 6. BRCA2 proteini (24)
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2.3.4.1.BRC Tekrarlari

Bir¢ok BRC tekrarlari, baz1 memeli tiirlerinde biyolojik fonksiyon gosteren
merkezi baglama bolgeleri icerir. Mesela BRC tekrarlar1 RADS1 proteininin
fonksiyonu, yerlesimi ve kontroliinde biiyiik rol oynar. BRCA?2 iizerinde RAD51’ i
baglayan ve muhafaza eden BRC1, BRC2, BRC3, BRC4, BRC7, BRCS8 olarak
adlandirilan alt1 tekrar bulunur. BRCS5 ve BRC6 RADSI’i baglamaz ama bu
tekrarlardaki mutasyonlarin kansere yatkinlikta rolii vardir. RADS51 DNA hasarinin
tamirinde rol oynayan ve cift zincir kiriklarinda homolog rekombinasyonu

destekleyen anahtar bir proteindir (25).

2.3.5.BRCA1 ve BRCA2 Gen Mutasyonlari

BRCA1 ve BRCA2’ ye atfedilen meme kanserinin orami farkli calismalar ve
farkli etnik gruplara gore biiyiik degisikliklere sahiptir (29). Meme ve over kanserli
ailelerde son teshislere gore BRCA geninde ki mutasyon cesitliligi artmistir (30).

BRCA1 ve BRCA2 genlerinde en sik rastlanan mutasyonlar asagidaki
tablolarda literatiirde goriilme sikligi (kayit sayisi) ile birlikte gosterilmistir

(Tablo 3 ve tablo 4).

Tablo 3. En sik goriillen BRCA1 geni mutasyonlar1 (20)

Yer Kayit sayisi

1. 185delAG 1980
2. 5382insC 1063
3. C61G 222
4. R1347G 154
5. M1008I 138
6. 4184del4 132
7. R1443X 126
8. 3875del4 121
9. R841W 114
10. exonl3ins6kb 108
11. IVS5-11T>G 100
12. E1250X 98
13. M1628T 95
14. Q563X 88
15. R496H 85



Tablo 3 devam

16.  |Q356R 82

17.  L246V 79

18.  2800delAA 72

19. 1675delA 69

20.  P1637L 67
Girilen toplam veri 12014

Tablo 4. En sik goriillen BRCA2 geni mutasyonlar1 (20)

Yer Kayit Tekrari

1. 6174delT 1087
2. K3326X 293
3. 12490T 238
4. D1420Y 191
S. E2856A 185
6. P655R 142
7. S384F 141
8. Y42C 141
9. 1505T 128
10.  R2108H 125
11.  [12944F 115
12.  |[K2950N 111
13.  A2717S 110
14. 13412V 110
15. 3036del4 105
16.  D935N 105
17. S326R 105
18.  R2034C 97
19.  6503delTT 93
20.  H2116R 88

Girilen toplam veri 11330
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3.MATERYAL VE METOD

3.1.Kullanmilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1.DNA izolasyon Kiti icerigi
(Invisorb Spin Blood Mini Kit (50) INVITEK)

Baglama tamponu A (15 mL(mililitre))
Parcalama tamponu A (25 mL)

Eliisyon tamponu D (15 mL)

Tampon EL (50 ml)

Proteinaz K (1 mL)

Yikama tamponu 1 (30 mL)

Yikama tamponu 2 (8 mL)

1,5 mL’ lik toplama ependorfu (50 adet)
2 mL’ lik toplama ependorfu (50 adet)
DNA baglayici filtre (50 adet)

3.1.2.MLPA Kiti icerigi
(MRC-Holland)

20

MLPA analizinde BRCA1 ve BRCA2 genleri icin ayr1 ayn iki kit

kullanilmustir.

YV V V V V V V

3.1.2.1. BRCA1 Kiti (P087)

Salsa MLPA tamponu

P0O87 BRCAT1 Prob Karigimi
Ligaz-65 tampon A
Ligaz-65 tampon B

Salsa Ligaz-65

Salsa PCR tamponu

Salsa FAM PCR primer
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» Salsa enzim seyreltme tamponu

» Salsa polimeraz

3.1.2.2. BRCA2 Kiti (P045)

Salsa MLPA tamponu

P045 BRCA?2 Prob Karigimi
Ligaz-65 tampon A
Ligaz-65 tampon B

Salsa Ligaz-65

Salsa PCR tamponu

Salsa FAM PCR primer

Salsa enzim seyreltme tamponu

V V. V V V V V V VY

Salsa polimeraz

3.1.3.PCR Uriinii Saflastirma Kiti
(Invisorb Spin PCRapid Kit (50)

P tamponu (20 mL)

Yikama tamponu (24 mL) (34 mL % 96 etanol eklenerek kullanilir)
Eliisyon tamponu (15 mL)

Baglayici filtre (50 adet)

2 mL toplayici ependorf (50 adet)

YV V. V V V V¥V

1,5 mL toplayici ependorf (50 adet)

3.1.4.Dizi Dongiisii Kiti icerigi
(ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit version 3.1 (Perkin-
Elmer Applied Biosystems,Foster City,CA, U.S.A)

» Hazir reaksiyon karigimi
» pGEM -3Zf(+) ¢ift zincir DNA
» 21 M13 Kontrol primeri (forward)
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3.1.5.DNA Dizi Analizi icin Kullamlan Primerler

» BRCALI 18. Ekzon
Forward: GGCTCTTTAGCTTCTTAGGAC
Reverse: CTCAGACTCAAGCATCAGC
» BRCALI 19. Ekzon
Forward: CTGTCAATCTTCCTGTGCTC
Reverse: CATTGTTAAGGAAAGTGGTGC
» BRCA2 14. Ekzon
Forward: ACCATGTAGCAAATGAGGGTGT
Reverse: GCTTTTGTCTGTTTTCCTCCAA
» BRCA2 27.Ekzon
Forward: CTGTGTGTAATATTTGCGTGCT
Reverse: GCAAGTTCTTCGTCAGCTATTG

3.1.6.Kit Dis1 Kullamilan Malzemeler

Etanol % 96’lik (LabKim)

Agaroz (Fluka)

Hidroksimetilaminometan (Merck)

Borik asit

Na,.EDTA (Carlo Erba)

Sukroz (Sigma)

Bromfenol mavisi (Sigma)

Etidyum bromiir (Merck)

NaAc

Taq polimeraz (Applied Biosystems 5 U/L)
Formamid (Applied Biosystems 25 mL.)

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tiipii (Sarsted)
Otomatik pipet takimi (Gilson)

Mubhtelif steril pipet uclar1 (Sarsted)

Kapiller (47 cm.x50um.) (Applied Biosystems)
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POP (Performans Optimize edici Polimer) 4 ) (Applied Biosystems 5 mL.)
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POP 6 (Applied Biosystems 5 mL.)

10X EDTA’l1 Tampon (Applied Biosystems 25 mL.)
EDTA’l1 tam kan tiipii (Vacuette 2 mL.)

1,5 mL’ lik ependorf

2 mL’ lik ependorf

YV V V V V

3.1.7.Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1 (Vestel)

Buz makines: (Scotsman AF-10)

Deiyonize Su Cihaz (Barnstead)

Derin Dondurucu (Thermo -86)

Genetik Analizor (Perkin Elmer, ABI Prism Model 310 Versiyon 3.4.1)
Mikrosantrifiij (Thermo)

Termal sayklir (Gene Amp PCR System 9700 Applied Biosystem)
Is1 Blogu (Eppendorf)

Vorteks (IKA M52 Mini shaker)

pH metre (Hanna Instrument 8416)

Hassas Terazi (Oertling NA 164)

Gii¢ Kaynagi (Thermo Electron Corporation EC 250-90)

Transiilliminator (Wilbert Lourmat)

V V V V V V V V V V V V V VY

Cam malzemeler

3.2.Calismanin Planlanmasi ve Numunelerin Toplanmasi

Meme kanseri teshisi alan hastalarda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
mutasyon aramak amaciyla planlanan bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali ve I¢ Hastaliklar1 Onkoloji
Anabilim Dali tarafindan yiiriitiildii. Calismada, I¢ Hastaliklar1 Onkoloji Anabilim
Dali tarafindan meme kanseri teshisi konulmus ve yine ayni birimler tarafindan
yapilacak olan bir projede kullanilmak iizere olusturulan hasta grubundan ailesinde
de meme kanseri hikayesi olanlarin kanlar1 alinarak iki giin icinde DNA izolasyonu

yapilarak — 80 °C’ de caligma giiniine kadar saklanmistir. Bu hastalarin yas
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ortalamast 48.3 + 9.2 olarak bulunmustur. MLPA ve dizi analizinde DNA kontrolii
yapmak amaciyla, yine hastanemize bagvuran goniillii erkeklerden alinan kanlardan
iki giin i¢inde DNA izolasyonu yapilarak elde edilen DNA lar -80 °C derin

dondurucuda calisma giiniine kadar saklanmustir.

3.3.DNA izolasyonu

Invitek, Invisorb DNA izolasyon kiti kullanilarak EDTA(Etilen Daimin
Tetra Asetikasit)’ I1 tam kandan, DNA izolasyonu yapildi.

3.3.1.Kit icindeki Cozeltilerin Kullamma Uygun Hale Getirilmesi

- Proteinaz K Hazirlanmas1 : Toz halde gelen proteinaz K sisesine 1 mL
distile su eklenerek coziiliir. Coziilmiis proteinaz K aligotlanarak -20 saklanir.

- Yikama Tamponu 1 Hazirlanmasi: Yikama tamponu 1 sisesine 30 mL %99
saflikta etanol eklenir.

- Yikama Tamponu 2 Hazirlanmasi: Yikama tamponu 2 sisesine 42 mL %99

saflikta etanol eklenir.

3.3.2.DNA izolasyon Protokolii

1. Numune sayis1 kadar 1.5 mL’lik ependorf numaralandirildi.

200 pL(mikrolitre) tam kan ilgili ependorfa eklendi.

200 pL pargalama tamponu ve 20 pL proteinaz K eklendi.

Vorteksledi ve 56 °C’ de 15 dakika calkalanarak inkiibasyona birakildi.

A

Bu sirada 1s1 bloguna her numune i¢in 56 oc’ ye gelmesi icin 200 pL eliisyon

tamponu D koyuldu. 2 mL’ lik ependorflara da DNA baglayic1 filtre

koyuldu.

6. Inkiibasyondan sonra ependorfa 400 uL baglama tamponu eklendi ve
karistirildi.

7. Ependorftaki tiim igerik filtre konan ependorfa dikkatlice aktarildi ve 1
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

8. 12000 rpm’ de 2 dakika santrifiij edildi.
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9. Filtre yeni bir 2 mL’ lik ependorfa alind1.

10. Uzerine 500 pL yikama tamponu A eklendi ve 1 dakika 12000 rpm’ de
santrifiij edildi.

11. Filtrat atildi filtre tekrar ayn1 ependorfa geri kondu.

12. 800 pL yikama tamponu B eklendi ve 12000 rpm’ de 1 dakika santrifiij
edildi.

13. Filtrat tekrar atildi ve filtrede kalan yikama tamponunu tamamen
uzaklagtirmak i¢in ependorf bos olarak 4 dakika 13500 rpm’ de santrifiij
edildi.

14. Filtreler 1,5 mL’ lik ependorflara alindi ve tizerine 56 °C’ deki eliisyon
tamponu D’ den 200 uL eklenerek 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi.

15. 10000 rpm’ de 1 dakika santrifiijlendi ve filtreler atildu.

3.4.MLPA Analiz Teknigi

MLPA (Multiple Ligation-dependent Probe Amplification), tek bir reaksiyonla
bir¢ok niikleik asit dizisini saptayan yeni, hassas, ekonomik ve basit bir metodtur.
Prensibi, standart denatiire genomik DNA izolasyonundan sonra standardize prob
karisimiyla hibridize edilir. Her bir MLPA probu iki oligoniikleotid icerir. Bu
probun iki boliimii bitisik olan hedef diziye hibridize olur ve 1siya direngli ligaz
tarafindan birlestirilir. Tiim prob ligasyon iiriinleri, tek bir primerle PCR yapilarak
cogaltilir. Kapiller elektroforezle de birbirinden ayrilir. Her probun amplifikasyon
giriinleri farkli uzunlukta oldugu icin elektroforez sirasinda ayrilabilirler. Prob
amplifikasyon iiriinlerinin miktari, hedef dizilerin miktarim yansitir (Sekil 7-11) (31,

32).

Analiz yapilan DNA’ nin hedef dizisinde bir sorun varsa prob
baglanamayacag1 i¢cin PCR gerceklesmez ve ilgili ekzon ¢alisma sonucu tespit
edilemedigi icin delesyon olarak saptanir veya hedef diziden iki tane varsa prob iki
hedefe baglanip cogalacag: icin normalin iki kati1 sinyal verip duplikasyon olarak

saptanir.
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A2

A1 a4 B2
C1 Cc2
D1 D2
z1 . - z2
UNIVERSAL PCR . GENE 0ZGO DOLGU DiZisi UNIVERSAL
PRIMERI Y HIBRIDIZASYON DiZisi PCR PRIMERI X

Sekil 7. MLPA Prob Dizayni: Universal PCR primeri Y, ilgili gende istenen ekzona
ozel olarak 20 baz uzunlugunda hedef bolge hibridizasyon dizisi, dolgu dizisi,
universal PCR primeri X iceren iki kisimdan olusan her ekzon icin bir veya daha
fazla sayida 6zel problar dizayn edilir (32).

)4
X
Y Y
Al A2 B1 B2

HEDEF A HEDEF B

HEDEF A HEDEF B

Sekil 8. MLPA Hibridizasyon: Hazirlanan prob protokolde anlatildigi gibi hedef
DNA’ ya hibridize olur (32).

NG !
3' HEDEF 5‘

Sekil 9. MLPA Ligasyon: Eger probumuzun iki kismida hedef DNA’ ya hibridize
olmusgsa aradaki bosluk ligaz tarafindan doldurulur ve tek parga bir prob elde edilir

(32).
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I

-

Sekil 10. MLPA PCR: Ligasyonu gerceklesen prob uclarinda bulunan primerler
sayesinde PCR yapilarak cogaltilir. Bu PCR probun iki kismi birlestirilmis yani
ligaz reaksiyonu gerceklesmisse meydana gelir aksi taktirde olusmaz (32).

N

BRIl

RN A. 5 A AN RS A,
e [ WX LT

I

Sekil 11. MLPA Fragment Analizi: PCR sonucu olusan iiriinler kapiller elektroforez
vasitasiyla birbirinden ayrilirlar (32).

BRCA1 gen mutasyonlarinin % 10-15" ini biiyilk genomik yeniden
diizenlenmelerin olusturdugu tespit edilmistir. Yaklasik 90 tane BRCA yeniden
diizenlenmesi rapor edilmistir (Tablo 5) (33).



Tablo 5. BRCAI1 Biiyiik genomik yeniden diizenlenmeler (33)

BRCA1 Calisilan Ulke Yeniden Mutasyon
Ekzon Diizenlenme Biiyiikliigii
1 | Promotor Amerika Delesyon 13.8 kbp
2 | Int2 BRCAI- | Fransa, Ingiltere Delesyon 36.9 kbp
Italya, Almanya
3 | Ekzon 1-2 Italya, Almanya Delesyon Tespit edilemedi
Amerika/Avrupali
Amerika
4 | Ekzon 1-2 Amerika/Almanyali | Delesyon 36.934 kbp
5 | Ekzon 1-3 Amerika/Norvegli | Delesyon 23.395 kbp
6 | Ekzon 1a-12 | Amerika/irlandali | Delesyon 88.55 kbp
7 | Ekzon la-15 | Amerika/Almanyali | Delesyon >169.639 kbp
8 | Ekzon 1-17 Ingiltere Delesyon Tespit edilemedi
9 | Ekzon 1-22 Fransa Delesyon 161 kbp
10 | Ekzon 1-23 Amerika/Irlandali | Delesyon 86.853 kbp
11 | Ekzon 1-24 Ispanya Delesyon Tespit edilemedi
12 | Ekzon 3 Avustralya/NZ Delesyon Tespit edilemedi
13 | Ekzon 3 Amerika Delesyon ve 1.029 kbp
Ters Duplikasyon
14 | Ekzon 3 Amerika/Ingiltereli | Delesyon 1.042 kbp
Insersiyon
15 | Ekzon 3-5 Ingiltere Duplikasyon Tespit edilemedi
16 | Ekzon 3-7 Ingiltere Delesyon Tespit edilemedi
17 | Ekzon 3-8 Fransa Duplikasyon 17.2 kbp
18 | Ekzon 3-16 Danimarka Delesyon Tespit edilemedi
19 | Ekzon 5 Avustralya/NZ Delesyon Tespit edilemedi
20 | Ekzon 5 Almanya Delesyon 0.244 kbp
21 | Ekzon 5 Italya Delesyon Tespit edilemedi
22 | Ekzon 5-7 Almanya Delesyon 5 kbp
23 | Ekzon 5-7 Italya Delesyon Tespit edilemedi
24 | Ekzon 5-8 Italya Delesyon Tespit edilemedi
25 | Ekzon 8 Hollanda Delesyon 1.458 kbp
26 | Ekzon 8-9 Amerika/Afrikal Delesyon 3.936 kbp
27 | Ekzon 8-9 Amerika/ Delesyon 7.1 kbp
Kuzey Avrupali
28 | Ekzon 8-13 Fransa Delesyon 23.8 kbp
Ingiltere Tespit edilemedi
Ispanya 23.76 kbp
29 | Ekzon 8-24 Amerika/Almanyali | Delesyon 65.520 kbp
30 | Ekzon 9-12 Ingiltere Delesyon Tespit edilemedi
31 | Ekzon 9-19 Italya Delesyon 36.381 kbp
32 | Ekzon 11-15 | Portekiz Delesyon Tespit edilemedi

Ispanya
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33 | Ekzon 13 Amerika, Avustralya | Duplikasyon 6 kbp
Belcika, Kanada
Ingiltere, Almanya
Hollanda, isveg
34 | Ekzon 13 Hollanda, Amerika Delesyon 3.835 kbp
35 | Ekzon 13 Singapur/Cinli Duplikasyon 8.46 kbp
36 | Ekzon 13 Singapur/Cinli Duplikasyon Tespit edilemedi
37 | Ekzon 13-15 | Danimarka, Amerika/ | Delesyon 11.604 kbp
Fransali-Almanyali
38 | Ekzon 13-15 | Singapur/Hindistanl1 | Delesyon 10.411 kbp
39 | Ekzon 13-16 | Hollanda Delesyon 14 kbp
40 | Ekzon 14 Ispanya Delesyon 4.95 kbp
41 | Ekzon 14-19 | Italya Delesyon 19.886 kbp
42 | Ekzon 14-20 | Amerika Delesyon 26 kbp
43 | Ekzon 15 Fransa Delesyon 3 kbp
44 | Ekzon 15-16 | Fransa Delesyon 6 kbp
45 | Ekzon 16-20 | italya Delesyon 8.342 kbp
46 | Ekzon 17 Fransa Delesyon 1 kbp
Amerika/Almanyali
47 | Ekzon 17 Amerika/Almanyali | Delesyon 2.68 kbp
48 | Ekzon 17 Italya, Amerika Delesyon 3 kbp
Almanya
49 | Ekzon 17 Almanya Delesyon 5.105 kbp
50 | Ekzon 17-19 | Amerika/Avrupali Delesyon Tespit edilemedi
51 | Ekzon 17-19 | Hollanda Triplikasyon 8.352 kbp
52 | Ekzon Amerika/Anglo Sax. | Delesyon, Insersiyon | 11.5 kbp
53 | Ekzon 17-23 | Hollanda Delesyon 22 kbp
54 | Ekzon 18 Fransa Delesyon Del 6 bp
Duplikasyon Ins 12 bp
55 | Ekzon 18-19 | Italya Delesyon 4.826 kbp
56 | Ekzon 18-19 | Ingiltere Duplikasyon Tespit edilemedi
57 | Ekzon 18-19 | Amerika/Afrikali Duplikasyon 5.923 kbp
58 | Ekzon 18-20 | Fransa Duplikasyon 8.6 kbp
59 | Ekzon 19-20 | Ispanya Duplikasyon Tespit edilemedi
60 | Ekzon 20 Amerika/Fransiz Delesyon 3.985 kbp
61 | Ekzon 20 Kanada Delesyon 4 kbp
62 | Ekzon 20 Italya Delesyon 4.328 kbp
63 | Ekzon 20 Yunanistan Delesyon 3.2 kbp
64 | Ekzon 20 Ingiltere Delesyon Tespit edilemedi
65 | Ekzon 20 Ispanya Duplikasyon Tespit edilemedi
66 | Ekzon 20 Italya Duplikasyon 8.706 kbp
67 | Ekzon 20-22 | Amerika/Ingiliz Delesyon 11.357 kbp
68 | Ekzon 20-22 | Hollanda Delesyon 11.395 kbp
69 | Ekzon 21-22 | Amerika/Irlandali Delesyon 3.432 kbp
70 | Ekzon 21-22 | Ispanya Amplikasyon Tespit edilemedi
71 | Ekzon 21-23 | Hollanda Duplikasyon 7.654 kbp
72 | Ekzon 21-23 | Avustralya/NZ Delesyon Tespit edilemedi
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73 | Ekzon 21-24 | Amerika/Irlandali | Delesyon | 19.245 kbp
74 | Ekzon 21-24 | Ingiltere Delesyon | Tespit edilemedi
75 | Ekzon 22 Hollanda,Almanya, | Delesyon | 510 bp

Amerika
76 | Ekzon 23-24 | Ispanya Delesyon | Tespit edilemedi
77 | Ekzon 23-24 | Italya Delesyon | Tespit edilemedi

Tablo 6. BRCAZ2 Biiyiik genomik yeniden diizenlenmeler (33)

BRCA2 Calisilan Ulke Yeniden Mutasyon
Ekzon Diizenlenme Biiyiiklugii
1 | Ekzon 1-2 Fransa Duplikasyon Tespit edilemedi
2 | Ekzon 1-2 Ingiltere Delesyon Tespit edilemedi
3 | Ekzon 1-2 Avustralya/NZ Delesyon Tespit edilemedi
4 | Ekzon 1-2 Amerika/Ingiliz Delesyon 2.340 kbp
5 | Ekzon 3 Isveg Delesyon 5.068 kbp
6 | Ekzon 4-11a | Singapur/Cinli Duplikasyon 16.189 kbp
7 | Ekzon 8-11a | italya Delesyon 4.322 kbp
8 | Ekzon 12-13 | lsrail Delesyon 6.2 kbp
9 | Ekzon 12-13 | Fransa Delesyon 7.947 kbp
10 | Ekzon 14-16 | Avustralya/NZ Delesyon Tespit edilemedi
11 | Ekzon 17-18 | Italya Delesyon 10.838 kbp
12 | Ekzon 19-20 | Amerika/Hollandali | Duplikasyon 9.7 kbp
Alman
13 | Ekzon 20 Italya Delesyon 4.953 kbp
14 | Ekzon 21 Amerika/Macar Delesyon 1.518 kbp
15 | Tim Gen Fransa Delesyon 298 kbp
Yukanidaki tablolarda goriillen mutasyonlar disinda, prob baglanma

bolgelerinde tek nokta mutasyonlart ve polimorfizmleri varsa bunlar probun

baglanmasina engel olur ve MLPA analizi sonras1 delesyon gibi sonug verir. Prob

baglanma bolgelerinde bulunan tespit edilmis tek nokta mutasyonlar1 (SNP)

asagidaki tablolarda verilmistir.
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Tablo 7. BRCAZ2 geni 7. Ekzon A/G polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2, 7. Ekzon rs 28897703 numarali A/G tek niikleotid polimorfizmi (34)

tctttcecctecccagggtegtcagacaccaaalh/Geatatttctgaaagtctaggage
tgaggtg

MLPA, BRCA2, 7. Ekzon probu

ACCAAA(a/g)CAT-ATTTCTGAAA

Tablo 8. BRCA2 geni 10. Ekzon C/T polimorfizmi ve MLPA probu

BRCA2 10. Ekzon rs 41293475 numarali C/T tek niikleotid polimorfizmi (35)

agccctttgagagtggaagtgacaaaatctC/Tcaaggaagttgtaccgtetttgg
cctgtga

MLPA, BRCAZ2, 10. Ekzon Probu

AGTGACAAAA-TCT(c/t) CAAGGA

Tablo 9. BRCAZ2 geni 11. Ekzon C/G polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2 11. Ekzon rs 28897712 numarali C/G tek niikleotid polimorfizmi (36)

aaagctgttcacagaatgattctgaagaacaacC/Gtttgtccttaactagetcett
ttgggac

MLPA, BRCA2, 11. Ekzon 1. Probu

TGAAGAACCA-A(c/g)TTTGTCCT
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Tablo 10. BRCA2 geni 14. Ekzon G/C polimorfizmi ve MLPA probu

BRCA?2 14. Ekzon rs 45574331 numarali G/C tek niikleotid polimorfizmi (37)

tatattttctccccattgcagcacaactaaG/Cgaacgtcaagagatacagaatcce
aaatttt

MLPA, BRCAZ2, 14. Ekzon Probu

CACAACTAA(g/c)-GAACGTCAAG

Tablo 11. BRCA2 geni 14. Ekzon C/T polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2 14. Ekzon rs 41293505 numarali C/T tek niikleotid polimorfizmi (38)

TtttctcccecattgcagcacaactaaggaaC/Tgtcaagagatacagaatccaaat
tttaccg

MLPA BRCA2, 14. Ekzon Probu

CACAACTAAG-GAA(c/t)GTCAAG

Tablo 12. BRCA2 geni 15. Ekzon C/T polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2 15. Ekzon rs 28897744 numarali C/T tek niikleotid polimorfizmi (39)

cacagccaggcagtctgtatcttgcaaaaaC/Tatccactctgectcgaatctete
tgaaagc

MLPA, BRCAZ2, 15. Ekzon Probu

GTCTGTATCT-TGCAAAAA(c/H)A
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Tablo 13. BRCA2 geni 18. Ekzon A/G polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2 18. Ekzon rs 41293515 numarali A/G tek niikleotid polimorfizmi (40)

taaagaatggcagactgacagttggtcagaA/Ggattattcttcatggagcagaac
tggtggg

MLPA, BRCAZ2, 18. Ekzon Probu

AGA(a/g)GATTAT-TCTTCATGGAG

Tablo 14. BRCA2 geni 19. Ekzon T/C polimorfizmi ve MLPA probu

BRCAZ2 19. Ekzon rs 28897751 numarali T/C tek niikleotid polimorfizmi (41)

gtactcggcctgcectcecgectggtataccaaacT/Ctggattctttectgaccctagac
cttttcc

MLPA, BRCA2, 19. Ekzon Probu

ATACCAAAC(t/c)-TGGATTCTTT

Tablo 15. BRCA2 geni 20. Ekzon A/C polimorfizmi ve MLPA probu

BRCA?2 20. Ekzon rs 11571747 numarali A/C tek niikleotid polimorfizmi (42)

aggaagaaaaggaagcagcaaaatatgtgghA/Cggcccaacaaaagagactagaag
ccttatt

MLPA, BRCA2, 20 Ekzon probu

GCAGCAAAAT-ATGTGG(a/c)GGC
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Calismada, tablo 16 ve tablo 17° de gosterilen problari iceren BRCAT i¢in

(PO87 BRCA1 MLPA) , BRCA?2 icin ise (P0O45 BRCA2 MLPA) kitleri kullanildi.

Tablo 16. BRCAT1 Prob Baglanma Dizileri

Uzunluk

(niikleotid) Ekzon Probun Ekzonda Baglandig1 Dizi
148 Ekzonl TGCGCACTCG-TAGTTCCACC
436 Ekzon 1 TGGCAACGGA-AAAGCGCGGG
166 Ekzon 2 TGGGACACTC-TAAGATTTTC
175 Ekzon 3 TTACTTGCAA-AATATGTGGT
346 Ekzon 5 CAAATTATAT-ACCTTTTGGT
208 Ekzon 6 CTTTTCAGCT-TGACACAGGT
217 Ekzon 7 AGCCCATACT-TTGGATGATA
226 Ekzon 8 TCTTTACCAT-ACTGTTTAGC
235 Ekzon 9 AAGGTTCTCT-TTGACTCACC
355 Ekzon 10 CAGAATCCAA-ACTGATTTCA
277 Ekzon 11 TACAACTCAT-GGAAGGTAAA
286 Ekzon 12 TTAAAATGTC-ACTCTGAGAG
244 Ekzon 13 TGGCTGAACT-AGAAGCTGTG
295 Ekzon 13 GTGACTCTTC-TGCCCTTGAG
265 Ekzon 14 TGATGTTTCT-TACCTTTCCA
328 Ekzon 15 ACAGCTGGAA-GAGTCTGGGC
337 Ekzon 16 AGAGTCAGCT-CGTGTTGGCA
406 Ekzon 17 TAAAGGTTCT-TGGTATACCT
184 Ekzon 18 AAAATGGGTA-GTTAGCTATT
364 Ekzon 19 AAAAGAGCAC-GTTCTTCTGC
388 Ekzon 20 TTCTCTTATCC-TGATGGGTTG
397 Ekzon 21 TTTGTCTTAC-ATAGTGGAGT
199 Ekzon 22 GCTTTCATCA-TTCACCCTTG
415 Ekzon 23 GCATGTACCT-GTGCTATATG
14 Ekzon 24 AATGGAAGGA-GAGTGCTTGG




Tablo 17. BRCA2 Prob Baglanma Dizileri

Uzunluk
Ekzon Probun Ekzonda Baglandig Dizi
(niikleotid)
139 Exon 1 GCGCGGGCTT-GTGGCGCGAG
148 Exon 1 GTAGTGGGTT-GGGACGAGCG
166 Exon 2 CGTGTCTTAA-AAATTTCAAA
175 Exon 3 TAATATTCAA-AGAGCAAGGG
193 Exon 4 TAGTAGACAT-AAAAGTCTTC
346 Exon 6 AAACTTTGGT-GTATGAAACA
202 Exon 7 ACCAAAACAT-ATTTCTGAAA
220 Exon 8 TGACTTTCCA-ACTCATTGTG
229 Exon 9 CACAAATCAA-AGAGAAGCTG
247 Exon 10 AGTGACAAAA-TCTCCAAGGA
256 Exon 11 TGAAGAACCA-ACTTTGTCCT
274 Exon 11 TCTTTTTACA-TGTCCCGAAA
283 Exon 12 ACAGAACAAA-AATGTAATTG
301 Exon 13 ACACAGGTAA-TCGGCTCTAA
310 Exon 14 CACAACTAAG-GAACGTCAAG
328 Exon 15 GTCTGTATCT-TGCAAAAACA
337 Exon 16 AGTTGGCTGA-TGGTGGATGG
355 Exon 17 AGGCATCTAT-TAGCAAATTC
364 Exon 18 AGAAGATTAT-TCTTCATGGAG
382 Exon 19 ATACCAAACT-TGGATTCTTT
391 Exon 20 GCAGCAAAAT-ATGTGGAGGC
409 Exon 21 AAGACAGCAA-GTTCGTGCTT
418 Exon 22 CTGAACAAAA-GGAACAAGGT
436 Exon 24 CAGCAAATTT-TTAGATCCAG
445 Exon 25 GCTGGAGATT-TTTCTGTGTT
463 Exon 26 CTGCATGCAA-ATGATCCCAA
472 Exon 27 TTTGTACATT-TGTTTCTCCG




YV V VYV V

3.4.1. MLPA Analiz Protokolii

3.4.1.1.Denatiirasyon ve Hibridizasyon

36

Her PCR tiipiine 5 uL. DNA alinir. 98 OC ¢ de 5 dakika tutuldu (PCR cihazi

hacmi 8 puL.’ ye ayarlandi).
Bu arada 1. karisim hazirlandi.
o Hastasayisi:n 1.5 pL SALSA prob karisimi . n
o 1.5 uL MLPA tamponu . n
o lyice pipetajlanarak karistirildi.

25°C’ ye soguyunca cihazda durduruldu.

Hazirlanan 1. karistmdan her per tiipiine 3 pL iyice pipetajlanarak eklendi

programa devam edildi.
95°C’ de 1 dakika inkiibe edildi.
60 °C’ de 16 saat inkiibasyona birakildi.

3.4.1.2.Ligasyon Reaksiyonu

16 saat tamamlanmadan yarim saat 6nce 2. mix buz iizerinde hazirlandi.
o Hastasayisi:n 25uLsu.n
e 3 uL Ligaz 65 tampon A . n
e 3uL Ligaz 65 tampon B . n
e 1 uLLigaz65.n
o lyice pipetajlanarak karisim hazirlandu.
Sicaklik 54 °C’ ye diisiince her per tiipiine 32 pL 2. karisimdan eklendi.
15 dakika 54 °C” de inkiibe edildi.
5 dakika 98 °C’ de inkiibe edildi.
Bu arada 3. karisim buz iizerinde hazirlandi.
o Hastasayisi:n 26 uLsu.n
e 4ulL 10x SALSA PCR tampon . n
e lyice pipetajlanarak karistm hazirlandi.

4. karisimda buz iizerinde hazirlandi.
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o Hasta sayis1 : n
e 55uLsu.n
e 2 uL SALSA pcr primer . n
e 2 uL SALSA enzim seyreltme tamponu . n
e (0.5 uL SALSA polimeraz . n

e lyice pipetajlanarak karistm hazirlandi.

3.4.1.3.PCR Reaksiyonu

Hasta sayis1 kadar yeni per tiipii hazirlandi.

Her per tiipiine 30 pL 3. karisimdan dagitildi.

30 puL 3. kansimdan dagitilan tiiplerin iizerine 10 pL ligasyon {iriinleri
eklendi.

Ligasyon {iriinleri -20’ de islem sonuna kadar saklandi.

Tiiplerin 60 oc’ ye gelince ; 10 uL 4. mixten eklendi.

PCR programi baglatildi.

(35 siklus: 30 saniye 95 °C ;30 saniye 60 °C ; 60 saniye 72 °C)

72 °C 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Pcr iiriinleri islem sonuna kadar — 20’ de saklandi.

3.4.1.4.MLPA PCR Sonrasi Cihaza Yiikleme

Denatiirasyon karigim1 hazirlandi.
= Hasta sayisi : n
= 12 pL formamid . n
= (.5 uL LIZ size standart . n
Hasta sayis1 kadar cihaza yiikleme tiipii ¢ikarilarak numaralandirildi ve
karisimdan 12,5 pL her tiipe dagitildi.
Mgili tiipe 1 uL per iiriinii ilave edildi.
94 °C * de 3 dakika denatiire edildi.
Cihaza yiiklendi.
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3.4.1.5.Sonuclarin Degerlendirilmesi

» Cihazda analiz ettikten sonra olusan size standart piklerinin uygunlugu
kontrol edildi.

» Numune pikleri kontrol edildi.

» Numune i¢in ilk 4 kiigiik pik DQ pikleridir. Ondan sonraki 3 biiyiik pik ise
DD pikleridir. DD pikleri daima DQ piklerinden yiiksek olmalidir (Sekil 12).

» DD piklerinden ortada olan ligasyon kontrol pikidir. DQ piklerinden
biiyiikse DNA yeterli demektir.

» Ligasyon pikinin sagindaki ve solundaki pikler ise denatiirasyon kontrol
pikleridir ve ligasyon pikine esit olmalidir. Daha diisiikse denatiirasyon
olmamis demektir.

» Bu kontrollerden sonra sonuglar windows ortamina baska bir bilgisayara
alind1.

> llgili islemler yapilarak Coffalayser (versiyon 3) degerlendirme programi
kullanilarak hastalarimiz kontrol DNA’larina gore degerlendirildi ve

program sayesinde tiim ekzonlara ait taranan bilgiler tablo seklinde alindi.

DO DD

AL UUUUUUUUMUU U

Sekil 12. DQ ve DD piklerinin gosterimi
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3.5.DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, ilgili PCR islemleri yapildiktan sonra otomatize genetik

analizor kullanilarak yapildi.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlan bir bilgisayar ve buna bagh calisan bir
kapiller elektrofez sistemidir. DNA floresan bir boya ile ¢esitli islemlerle isaretlenir
ve elektroforeze tabi tutulur. Elektroforez sistemine entegre lazer bir 151k bulunur.
Floresan boya ile isaretli niikleotidler elektroforezle yiiriitiiliirler ve boyutlarina gére
ayrimlart saglanir. Bu boyutlarina gore ayrimda lazer 1518in Oniinden gecen
niikleotidlerdeki floresan boya uyarilir ve hangi renk ile isaretlenmisse o dalga
boyundaki 15181 yansitir. Niikleotid tarafindan yansitilan bu 151k dedektor tarafindan

algilanir, kaydedilir, degerlendirilir ve sonug olarak ekranda goriiliir.

3.5.1.DNA Dizi Analizi Protokolii

3.5.1.1. Hedef Bélgelerin PCR ile Cogaltilmasi

Dizi analizi yapmak istedigimiz, BRCAI i¢in 18. ve 19. ekzonlar, BRCA2

icin 14. ve 27. ekzonlarda bulunan 6zel bolgeleri iceren kisimlar PCR ile ¢ogaltildi.

1X tampon

2 mM MgCl,

0,2 mM dNTP

0,4 pmol Forward Primer

0,4 pmol Reverse Primer

1,25 U Ampli Taq Enzim (Applied Biosystems)
50 ul lik hacimde hazirlandi .

Bu karisima 10 uL DNA eklendi.

VvV V.V V V V V V
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95 °C de 5 dk On denatiirasyon

95 °C de 45 sn.
50°C - 63°C 45 sn. 30 Tekrar
72 °C de 45 sn.

72 °C de 7 dk.

4 °c saklama sicakligi
» Yukaridaki sartlarda PCR yapildi.
3.5.1.2. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi yapilarak kontrol edildi.
TBE (Tris Borik asit EDTA) Tamponu (pH:8) : 13,75 g. Borik asit, 27 g.(gram) Tris
ve 10 mL 0,5 M Na,.EDTA 200 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve pH 8 olacak sekilde
ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra deiyonize su ile 250 mL’ ye tamamlandi. 10X
TBE hazirlanmis oldu. Calisma sirasinda 1X TBE olacak sekilde seyreltilerek
kullanildi.
Etidyum Bromiir: 100 mL deiyonize suya 1 mg. etidyum bromiir eklenerek
karistirildi. 10 pg/mL’ lik stok hazirlanmis oldu. Her 100 mL jel hazirlama da 5 pL
stoktan eklendi.
Yiikleme Tamponu: % 0,1 Bromfenol mavisi, % 50 sukroz, 50 mM Na,.EDTA
olacak sekilde karistirilarak 10 mL yiikleme tamponu stok hazirlandi.

1X olacak sekilde seyreltilen 100 mL TBE i¢ine 2 g. agaroz karistirildi ve
kaynatilarak ¢6ziinmesi, homojenize olmasi saglandi. Tam sogumadan tizerine 5 pL
etidyum bromiir eklendi ve kaliba dokiilerek ilgili taraklar yerlestirilerek donmasi
saglandi. Jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi. 5 uLL PCR f{iriinil ile
1 puL yiikkleme tamponu karigtirilarak jele yiiklendi. 200 watt’ ta 15 dakika yiiriitiildii

ve transilliimiitorde bakildi, goriinen iiriinlere gore ¢alismaya devam edildi.
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3.5.1.3. Saflastirma

Hazir saflastirma kiti ile PCR iiriinleri saflastirildi.

. PCR iiriinlerinin iizerine 130 pL P tamponu eklendi ve kolona yiiklendi. Oda

sicakliginda 1 dakika iinkiibe edildi.

10000 rpm’ de 30 saniye santrifiijlendi.
Kolonlar temiz ependorflara alindi.

700 puL yikama tamponu eklendi.

10000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildi.
Filtrat atild1 ve kolonlar yeni ependorflara aktarilarak 30 saniye 13500 rpm’
de santrifiij edildi.

Kolonlar steril 1,5 mL’ lik ependorfa alindi.
30 uL eliisyon tamponundan eklendi.

Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.
10000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

. Filtrat alindi.

3.5.1.4.Saflastirlmus Uriinlerin Elektroforezi

Boliim 3.5.1.2° de anlatilan elektrofez aym sekilde saflastirilmis iiriinlere de

uygulanip iiriin kontrolii yapildi.

3.5.1.5.Dizi Dongiisii

Dizi dongiisii kitte bulunan hazir reaksiyon karigimi ile yapildi.
» Hazir reaksiyon karigimi 8 uL

» Primer (forward veya reverse)

» Saflastirilmis tiriin 2-6 uL

» Deiyonize su 20 uL’ ye tamamlayacak kadar.
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Bu karigim hazirlandiktan sonra PCR cihazina agagidaki kosullarda yiiklendi.

96 °C 10 sn.

50°C 5 sn. 25 tekrar
60 °C 4 dk.

4°C Saklama

3.5.1.5.Dizi Dongiisii Sonras1 Saflastirma

1. Dizi dongiisii iriiniiniin lizerine 2 yL 3 mM pH: 4,6 olan NaAc
(sodyumasetat) eklendi.

Uzerine 50 pL % 95 etanol eklendi.

Karisim 1,5 mL’ lik ependorfa alinarak karistirildi.

Buz tizerinde 15 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

AN i

Ust sivi atildi ve iizerine 250 pL % 70’lik etanol eklendi ve hafifce
karistirildi.

7. 13000 rpm’ de 5 dakika sanrifiij edildi.

8. Ust s1vi tamamen atild1 ve oda 1s1sinda kurumaya birakildi.

9. Kuruyan orneklere 20 uL formamid eklenerek karistirildi.
3.5.1.6.Numunelerin Cihaza Yiiklenmesi
1. Ornekler 95 °C’ de 5 dakika inkiibe edilerek buz iizerinde 1-2 dakika

bekletildi.
2. Cihazda ilgili ayarlar yapildiktan sonra yiiklendi.
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4.BULGULAR

Tablo 18’ de 24. numunenin BRCA1 geni MLPA analizi sonras1 Coffalayser
degerlendirme programi sonucu goriilmektedir ve tabloda gosterilen mavi siitun
BRCAT1 geni icin bu hastada herhangi bir delesyon veya duplikasyonun olmadigim
gostermektedir. Tablo 19’ da ise 25. numunenin BRCA2 geni MLPA analizi sonrasi
Coffalayser degerlendirme programi sonucu goriilmekte olup aym sekilde mavi
siitun bu hasta icin BRCA2 geninde herhangi bir delesyon ve duplikasyonun
olmadigim gostermektedir. Sekil 13, 20 numarali 6rnegin BRCA1 geni MLPA
analizi sonucunu gostermekte olup 3. pik (pik alan1:24880) sekil 14’ teki DNA
kontrol 6rneginin ilgili piki (pik alani: 38723) ile karsilastirildiginda bu hasta icin 1.
ekzonun delesyonunu isaret etmektedir. Tablo 20’ ye bakildiginda 20. numunenin
BRCA1 geni MLPA analizi sonras1 Coffalayser degerlendirme programi sonucu
goriilmekte ve kirmizi ile isaretli kistm bu numunenin BRCA1 geni 1. ekzonunun
delesyonunu gostermektedir. Sekil 15, 25 numarali 6rnegin BRCA1 geni MLPA
analizi sonucunu gostermekte olup kirmizi isaretli 7. pik (pik alani: 20427) ve 26.
pik (pik alani:11404) sekil 16’ daki DNA kontrol 6rneginin ilgili pikleri (7. pik: pik
alani: 45582) ve 26. pik: pik alani: 23557) ile karsilastirildiginda bu ornekte 18. ve
19. ekzonlarin delesyonu goriilmektedir. Tablo 21, 25. numunenin BRCA1 geni
MLPA analizi sonras1 Coffalayser degerlendirme programi sonucudur. Grafikteki
kirmiz1 nokta ile isaretlenen kisimlar 18. ve 19. ekzonlarda delesyon oldugunu
gostermektedir. Sekil 17, 25. numunenin BRCAT1 geni 18. ekzon dizi analizi sonucu
olup sekil 18° deki DNA kontrol numunesinin BRCA1 geni 18. ekzon dizi analizi ile
karsilastirildiginda timin bazinin tek niikleotid delesyonu tespit edilmigstir. Sekil 19,
yine ayni numunenin BRCA1 geni 19. ekzon dizi analizini gostermekte ve sekil 20’
deki DNA kontrol Orneginin BRCA1 geni 19. ekzon dizi analizi ile
karsilastirlldiginda herhangi bir fark tespit edilememektedir. Sekil 21° de 29.
numunenin BRCA1 geni MLPA analiz sonucu goriilmekte olup kirmizi nokta ile
isaretlenen pik (pik alani: 8497) 22. sekildeki DNA kontrol ornegine ait BRCA1
geni MLPA analizi sonucu ile karsilastirildiginda (ilgili pik alani: 14509) bu 6rnekte

21. ekzonun delesyonunu gostermektedir. Tablo 22 ise 29 numaral1 6rnegin BRCA1
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geni MLPA analizi Coffalayser degerlendirme programi sonucudur ve grafikteki
kirmiz1 nokta ile gosterilen kistm 21. ekzonun delesyonunu isaret etmektedir. 15.
numunenin BRCA2 geni MLPA analiz sonucu sekil 23’ te gosterilmekte olup 21.
pik (pik alani: 14259) sekil 24’ teki DNA kontrol numunesinin 21. piki (pik alani:
29436) ile karsilastirildiginda bu numunenin BRCA2 geni 14. ekzonunun delesyonu
goriilmektedir. Tablo 23’ te 15 numarali 6rnegin BRCA2 geni MLPA analizi
Coffalayser degerlendirme programi sonucudur ve grafikteki kirmizi nokta ile
gosterilen kisim 14. ekzonun delesyonunu gostermektedir. 25. sekil 15. numunenin
BRCA2 geninin 14. ekzon dizi analizini gosterirken kirmizi nokta ile isaretli
niikleotidte G/T tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Sekil 26’ da 20
numarali 6rnegin BRCA2 geni MLPA analizi sonucu verilirken kirmizi nokta ile
isaretlenen pik (pik alani: 39660) 27. sekildeki DNA kontrol 6rnegine ait BRCA2
geni MLPA analizi sonucu ile karsilastirildiginda (pik alani: 28980) bu 6rnekte 11.
ekzonun bir bolgesinin duplikasyonunu gostermektedir. Tablo 24, 20 numaral
ornegin BRCA2 geni MLPA analizi Coffalayser degerlendirme programi sonucudur
ve grafikte kirmizi nokta ile isaretlenen kistm 11. ekzonun duplikasyonunu
gostermektedir. 28. sekilde 22. numunenin BRCA2 geni MLPA analizinde 39. pik
(pik alani: 22842) 29. sekilde verilen DNA kontrol numunesinin BRCA2 geni
MLPA analizi 39. piki (pik alani: 16247) ile karsilastirildiginda 22. numune i¢in
BRCA?2 geninde 27. ekzonun duplikasyonu saptanmistir. Tablo 25’te 22 numarali
ormegin BRCA2 geni MLPA analizi Coffalayser degerlendirme programi sonucu
goriiliirken grafikte kirmizi nokta ile isretlenen kisim 27. ekzonun duplikasyonunu
gostermektedir. 30. ve 31. sekillerde sirasiyla 22 numarali 6rnegin ve kontrol
orneginin 27. ekzonlarimin dizi analizi sonuglar verilerek aralinda herhangi bir

farkin olmadig tespit edilmistir.
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Numune BRCA1 geni MLPA analizi

24.

degerlendirme programi sonucu
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Sekil 13. 20 numarali 6rnegin BRCA1 geni MLPA analizi sonucu . Kirmizi
nokta ile isaretlenen pik (pik alani: 24880) DNA kontrol ile karsilastirildiginda
1.ekzondaki delesyonu gostermektedir.

_,_AJLLLJUUKJLJLUUJULL DU UGN

Sekil 14. DNA kontrol numunesinin BRCA1 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi
nokta ile igaretlenen pik normal 1.ekzon (pik alani: 38723) pikidir.
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Tablo 20. 20. Numune BRCA1 geni MLPA analizi Coffalayser
degerlendirme programi sonucu
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Sekil 15. 25 numaral 6rnegin BRCA1 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi nokta ile
isaretlenen pikler DNA kontrol ile karsilastirildiginda 18. (pik alani: 20427) ve 19.
(pik alani: 11404) ekzonlardaki delesyonu gostermektedir.

UL

Sekil 16. DNA kontrol 6rneginin BRCA1 geni MLPA analizi sonucu. Kirmiz1 nokta

ile isaretlenen pikler normal 18. (pik alani: 45582) ve 19. (pik alani: 23557) ekzon
pikleridir.

SUUUUSAUUUUA UL
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Tablo 21. 25 numarali o6rnegin BRCA1l geni MLPA analizi Coffalayser
degerlendirme programi sonucu. Grafikteki kirmizi nokta ile isaretlenen kisimlar 18.
ve 19. ekzonlarda delesyon oldugunu gostermektedir.
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Sekil 17. 25 numarali 6rnegin BRCA1 geni 18. ekzon dizi analizi sonucu. Prob
baglanma bolgesinin son bazi olan Timin’in heterozigot delesyonu sonucu prob
baglanamamistir. Bu bazdan sonraki bazlar delesyondan dolay1 ¢ergeve kaymasina
ugramigtir.




i

Sekil 18. DNA kontrol 6rnegi BRCA1 geni 18. ekzon dizi analizi sonucu. Prob
baglanma bolgesinde herhangi bir sorun goriinmemektedir.

| “0 [‘J il

Sekil 19. 25 numarali 6rnegin BRCA1 geni 19. ekzon dizi analizi sonucu. Prob
baglanma bolgesinde herhangi bir sorun goriinmemektedir.
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Sekil 20. DNA kontrol 6rnegi BRCA1 geni 19. ekzon dizi analizi sonucu.

UL

Sekil 21. 29 numaral1 6rnegin BRCA1 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi nokta ile
isaretlenen pik (pik alani: 8497) 21. ekzonun delesyonunu gostermektedir.
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Sekil 22. DNA kontrol 6rnegine ait BRCA1 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi

nokta ile isaretlenen pik (pik alani: 14509) normal 21. ekzon pikidir.

Tablo 22. 29 numarali Ornegin BRCA1l geni MLPA analizi
degerlendirme programi sonucu. Grafikteki kirmizi nokta ile gosterilen kisim 21.

ekzonun delesyonunu gostermektedir.
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Sekil 23. 15 numaral 6rnegin BRCA?2 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi nokta ile
isaretlenen pik DNA kontrol ile karsilastirildiginda (pik alani: 14259) 14. ekzon
delesyonu goriilmektedir.

U

UL

Sekil 24. DNA kontrol 6rneginin BRCA2 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi nokta
ile isaretlenen pik (pik alani: 29436)




Tablo 23.
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15 numarali 6rneg8in BRCA2 geni MLPA analizi Coffalayser
degerlendirme programi sonucu. Grafikteki kirmizi nokta ile gosterilen kisim 14.
ekzonun delesyonunu gostermektedir.
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Sekil 25. 15 numarali 6rnegin BRCA2 geni 14. ekzon dizi analizi. Kirmiz1 nokta ile
gosterilen niikleotidte G/T tek niikleotid polimorfizmi goriilmektedir.
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Sekil 26. 20 numarali 6rnegin BRCA?2 geni MLPA analizi sonucu. Kirmiz1 nokta ile
isaretlenen pik (pik alani: 39660) 11. ekzonun bir bolgesinin duplikasyonunu
gostermektedir.

JUUMUUULUUUULU

Sekil 27. DNA kontrol 6regine ait BRCA2 geni MLPA analizi sonucu. Kirmizi
nokta ile isaretlenen pik (pik alani: 28980) normal 11. ekzon pikidir.
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Tablo 24. 20 numarali o6rnegin BRCA2 geni MLPA analizi Coffalayser
degerlendirme programi sonucu. Grafikte kirmizi nokta ile isaretlenen kisim 11.
ekzonun duplikasyonunu gostermektedir.
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Sekil 28. 22 numarali 6rnegin BRCA?2 geni MLPA analizi sonucu. Kirmiz1 nokta ile
isaretlenen pik (pik alani: 22842) 27. ekzonun duplikasyonunu gostermektedir.
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Sekil 29. DNA kontrol drnegine ait BRCA2 geni MLPA sonucu. Kirmizi nokta ile
isretlenen pik (pik alani: 16247) normal 27. ekzon pikidir.

Tablo 25. 22 numarali o6rnegin BRCA2 geni MLPA analizi Coffalayser
degerlendirme programi sonucu. Grafikte kirmizi nokta ile isretlenen kisim 27.
ekzonun duplikasyonunu gostermektedir.
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Sekil 30. 22 nolu 6rnek BRCA?2 geni 27. ekzon dizi analizi

Mty

Sekil 31.DNA kontrol 6rnegi BRCA2 geni 27. ekzon dizi analizi
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S.TARTISMA

5.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi:

Calisma grubumuz Ocak 2007 - Aralik 2007 tarihleri arasinda Karadeniz
Teknik iiniversitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Dahiliye Anabilim dali Onkoloji
boliimiine basvuran meme kanseri teshisi konmus, aile hikayesi pozitif olan 30
kadin hastadan olusturulmustur. Aile hikayesi pozitif hastalarin secilmesiyle kalitsal
gecisli BRCA gen mutasyonlarin1 yakalama sansini arttirmak ve biiyiik delesyon ve
duplikasyonlar disindaki kiiciik varyasyonlarin da mevcut oldugu vakalarda MLPA
analizinin nasil sonug¢ verdigini saptamak amaglanmistir. DNA dizi analizi yontemi
ile kiigiikk varyasyonlarin taramasi yapilarak MLPA metodunun mutasyonlari

belirleme yetenegi ortaya cikarildi.

5. 2. BRCA1 ve BRCA 2 Gen Mutasyonlarimin Tespiti

Meme kanseri, genetik ve cevresel faktorlerin kompleks bir kombinasyonu
sonucu ortaya ¢ikan yaygin bir hastaliktir. Bu kanserin olusumunda BRCAI ve
BRCA?2 genlerinin rolii biiyiik olmakla beraber ATM, CHEK?2, PTEN, TP53 gibi
diger genlerin de etkili oldugu bilinmektedir (43). BRCA genlerinin tiimor
baskilayici gen olmalar1 nedeniyle bu genler iizerindeki olusan defektlerin etkileri
daha yikic1 olabilmektedir Bununla beraber meme kanseriyle iliskisi heniiz tam
olarak aydinlatilmamis diger genetik faktorlerle ilgili calismalar siirdiiriilmektedir.
BRCA 1 ve BRCA2 genlerinin etkisinin, hastaligin insidansinda yaklasik % 5°lik bir
orana sahip oldugu ifade edilmektedir. Kalitsal kokenli meme kanserinin tiim meme
kanserleri vakalarinin %10’ nu teskil ettigi diisiiniildiigiinde bu iki genin hastaliktaki
rolii daha iyi anlasilmaktadir. Bununla birlikte BRCA1 ve BRCA2’ye atfedilen
meme kanseri oram farkli calismalara ve farkli etnik gruplara gore biiyiik
degisiklikler gostermektedir (29). Meme ve over kanserli ailelerde son bulgulara

gore BRCA geninde ki mutasyon cesitliligi artmistir (30).
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BRCA 1 ve BRCA 2 genleri ¢ok sayida ekzon igceren biiyiik genlerdir
(sirasiyla 24 ve 27 ekzon). Her iki gende de biitiin ekzonlarda ¢cok sayida mutasyona
rastlanmstir.

BRCA1 ve BRCA2 genlerinde en sik rastlanan mutasyonlar literatiirde
goriilme sikligi (kayit sayis1) ile birlikte tablo 3 ve tablo 4’ te gosterilmistir.
Arastirmacilar BRCA1 geninde 600 den fazla mutasyon tespit etmislerdir. Bu
mutasyonlarin meme kanseri ile iliskisi tamamen ortaya konmus degildir. Literatiir
verilerinde iizerinde calisilan mutasyonlarin biiyiikk cogunlugunun meme kanseri
acisindan klinik 6neme sahip oldugu gosterilmistir. Bununla beraber bir kisminin da
hastalikla iligkisi heniiz aydinlatilamamaistir (20).

BRCA1 gen mutasyonlarinin % 10-15’1ik kismin1 biiyiik genomik yeniden
diizenlenmelerin (Large Genomic Rearrangement, LRG) olusturdugu goriilmiistiir.
Yaklagik 90 tane BRCA yeniden diizenlenmesi rapor edilmistir (tablo 5,6)(33).
LGR’ler kalitsal meme ve over kanserli ailelerde tanimlanmis BRCA gen
varyasyonlarmin temel 6zelligidir (45). Meme kanserine duyarli oldugu bilinen
genler iizerindeki mutasyonlart tespit edebilen pek cok metod mevcut olup (Tablo
26) bu tespit yontemleri icinde BRCA genlerindeki yeniden diizenlenmeleri (genis
duplikasyonlar, delesyonlar ya da diger LGR’ler) belirleyebilen metodlar sinirlidir.
Bu mutasyonlar1 tespite yonelik tek bir mikemmel metodun olmadigi

diistiniilmektedir (25,45).

Tablo 26. Mutasyon Belirleme Metodlar

Konformasyonel polimorfizm tespit metodlari

SSCP Tek Iplik Konformasyonel Polimorfizm

CE-SSCP | Kapiller Elektroforez SSCP

Heterodupleks Metodlar

DGGE Denatiire Gradiyent Jel Elektroforezi

TDGS Iki Boyutlu Gen Tarama

TTGE Temporal Sicaklik Gradiyent Elektroforezi

TGCE Sicaklik Gradiyent Kapiller Elektroforezi

CSGE Konformasyona Duyarli Kapiller Elektroforez

HA Heterodupleks Analiz

F-MD Floresans Mutasyon Tespiti

DHPLC Denatiire Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi

CCM Kimyasal Kesim Metodu




62

Tablo 26 devam

FAMA Floresans Destekli Uyum Analizi

HRM veya MCA | Yiiksek Coziiniirliikli Erime Egrisi Analizi

RNA’nin Proteine Translasyonu Yoluyla
Mutasyon Tespiti

PTT | Protein Trunkasyon Testi

Dizi Analizi Metodlari

Maxam and Gilbert Dizi Analizi

Sanger Dizi Analizi

Radyoaktif Dongii Dizileme

Dye-Terminator Dizileme

Dye-Primer Dizileme

SBH Hibridizasyon yoluyla Dizi Analizi

APEX Primer Biiyiitme Dizisi

Biiyiik Gen Diizenlenmelerini Tespit

Southern Blot

QMPSF Kisa Floresan Fragmentlerinin Kantitatif Multipleks
PCR’1
MLPA Multipleks Ligasyon Bagimli Prob Cogaltilmasi

1990’larda, konformasyonel polimorfizmleri tespit eden SSCP (Single strand
conformation polymorphism) ve bu metodun tiirevleri ucuz olmasinin yani sira
teknik olarak ta acgik olmalar1 nedeniyle oldukca popiilerdi. Ancak bu metotlarin
hassasiyeti, tek bir niikleotidin yer degistirmesinin her zaman konformasyonel bir
degisiklige sebep olmamasi yiiziinden oldukc¢a sinirliydi (25). Bunun yaninda SSCP
mutasyon tipi ve bolgeleri hakkinda da bilgi vermemektedir ( 45).

Ikinci olarak, bazi gruplar BRCA 1 ve BRCA 2’nin 11. ekzonunu
goriintiileyen protein trunkasyon testini (PTT) kullanmaya devam etmektedir, ancak
PTT missense degisimleri (substitions) tespit etmede maalesef yetersiz kalmaktadir.
Bu genlerde olan zararli missense degisimleri belirlemeye yonelik ilgi arttikca
yontem 6nemini kaybedebilir (25).

Heterodupleks metodlar ¢ok iyi hassasiyete sahip olmakla beraber son birkac
yilda FMD, TGCE ve MCA/HRM gibi hassasiyeti oldukga iyi, islem hacmi yiiksek
ve pahali olmayan metotlarin gelisimini saglamislardir (tablo 26). Bu teknikleri
hassasiyet, ozgiillik ve ekonomi yoniinden kiyaslamanin olduk¢a zor oldugu ifade
edilmektedir (25).

Yukarida adi gecen tiim metodlar mutasyon hakkinda kalitatif olarak bilgi
vermekle beraber hedef bolgede bilinmeyen diger muhtemel mutasyonlarin varligi,

tipi ya da miktar1 (kantitatif) hakkinda belirleyici olmayabilir. Bu nedenle
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cogunlukla mutasyon tarama testlerini takiben dizi analizi islemi yapilmalidir.
Ciinkii bulunan sekans varyantlarimin aydmlatilmast ve simiflandirilmasi
gerekmektedir. Sekanslamanin diger Ol¢iim tekniklerine gore altin standart oldugu
ifade edilse de tek iplikcik dizi analizlerinde kromatogramda diziye spesifik pik
yiiksekligi varyasyonlar1 yalanci negatif sonuglar verebildiginden double-stranded
(iki iplikli) dye-primer sekanslama isleminin altin standart oldugunu sdylemek daha
dogru olacaktir (25).

Etkili olmasina ragmen southern blot teknikleri mutasyonlar1 bulmada
olduk¢a zahmetli yontemlerdir.

Ozellikle heterozigot vakalarda dogal tip alleller amplifikasyonda kullanilan
primerler ile uygunluk gostererek cogaldigindan klasik PCR metodlarina dayanan
mutasyon tarama yontemleri yanlis negatif sonuglar verebilmektedir (33). Bu hatal
sonuglara tek iplik¢ik dizi analizleri gibi gelismis mutasyon tarama yontemlerinde
rastlanabilmektedir. Ustelik klasik PCR metodlarinda her bir hedef bolge icin
genellikle ayr1 PCR protokolii veya islemi yapmak gerekmektedir. Mutasyon tespit
yontemlerindeki bu olumsuzluklar verimli ve hassas bir sekilde bu mutasyonlari
tespiti edebilen kantitatif multipleks PCR ve MLPA tekniginin gelistirilmesi ile
giderilmistir (25). MLPA teknigi ile hem bu yalanci negatiflik ortadan kaldirilmakta
hem de ayn1 anda ¢ok sayida bolge taranabilmektedir. Ornegin BRCA1 geni igin 24
ekzon BRCA2 geni igin ise 27 ekzon aymi anda taranabilmektedir. Zaman ve
maliyet acisindan bakildiginda MLPA tekniginin olduk¢a iistiin oldugu
goriilmektedir (25). Bununla beraber bu yontemin en énemli sorunu prob baglanma
bolgesinde tek niikleotid degisimlerinin varliginda bile probun hedef bolgeye
baglanamamasi sonucu yalanci pozitif sonug¢larin goriilmesidir. Bu olumsuz durumu
ortadan kaldirmak icin prob baglanma bolgelerinde genetik bir bozukluk olup

olmadig tespit edilip daha sonra MLPA analizi uygulanmas1 uygun olabilir.
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25. numune BRCAI geni 18. ekzon delesyonu: MLPA analizi yapilan bu
ornekte BRCAT1 geni 18. ekzonunda delesyon tespit edildi. Daha sonra ayn1 6rnege
18. ekzonun MLPA probu baglanma bolgesini igeren DNA dizi analizi uyguland.
Burada alman sonug, 20 bazlik MLPA probunun son bazi olan timinin delesyon
sonucu kaybolmasi sebebiyle probun hedef bolgeye baglanamadigi ve bu sebepten
delesyon gosterdigi tespit edildi. Bu durum MLPA’nin zayif bir noktasidir. Bu
nedenle MLPA bulgularinin pozitif gosterdigi hedef bolgelerinin ilgili prob
baglanma yerlerinin nokta mutasyon analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir.

25. numune BRCAI geni 19. ekzon delesyonu: MLPA analiz sonrasi bu
ornegin 19. ekzonunda da delesyon tespit edildi ve DNA dizi analizine karar verildi.
Dizi analizinden alinan sonuca gore probun baglandigi 19. ekzonun ilgili bolgesinde
herhangi bir mutasyona rastlanmadi. Bu durumun iki agiklamasi olabilir. Birincisi,
DNA dizi analizi ile saptamaya calisigimiz bolgede kullandigimiz forward ve
reverse primerleri de iceren, dolayisiyla ¢ogalttigimiz bolgeyi kapsayan biiyiik bir
delesyonun bu genin herhangi bir alelelinde mevcut olmasidir. Yani anneden ve
babadan gelen allellerin herhangi birinde BRCA1 geni i¢in 19. ekzonun tamamen
silinmis olmas1 miimkiindiir. Bunun sonucu olarak sadece mevcut olan allelin ilgili
bolgesi dizi analizi olacagi icin sorunsuz bir DNA dizi analizi sonucu goriiliir. Eger
iki allelde de 19. ekzonda bir delesyon goriilseydi dizi analizi hig
gerceklesemeyecegi gibi MLPA analizinde de bu ekzonla ilgili herhangi bir sinyal
alinamayacagi icin tam delesyon goriilecekti. Ikincisi ise iki kere ¢alisilmis bir 6rnek
icin diisiik bir ihtimal olarak MLPA probunun herhangi bir sebeple ¢alisma sirasinda
hedef diziye baglanamamasidir. Bu oOrnek igin daha ileri tekniklerle tarama
yapilmasi olusan meraklan giderebilecektir.

15. numune BRCA2 geni 14. ekzon delesyonu: MLPA analizi sonrasi bu
ornekte 14. ekzonda delesyona raslandi ve bu ekzonun dizi analizi yapildi. MLPA
prob baglanma bolgesini iceren bu dizi analizinde G/T tek niikleotid
polimorfizminin prob baglanma bolgesinde mevcut oldugu tespit edildi. Yani bu tek
niikleotid degisimi probumuzun bir kolunun hedef diziye baglanamamasina sebep
oldugu i¢cin PCR gerceklesememis ve isaretli prob ¢ogaltilamamistir ve bu yiizden

de MLPA analizi bize delesyon sonucu vermistir.
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22. numune BRCA2 geni 27. ekzon duplikasyonu: MLPA analizi yapilan bu
ornekte ise 27. ekzonda duplikasyona rastlandi. Dizi analizi yapilan bu Ornekte
beklendigi gibi prob baglanma bdlgesinde herhangi bir mutasyona rastlanmadi.
Ciinkii hedef bolge mevcuttu veya herhangi bir hata icermedigi i¢cin MLPA probu
baglanip analiz yapabilmisti. DNA dizi analizinde de hedef bolgeden iki veya daha
fazla olmasi, olusacak pikleri cakistiracagi icin dizi analizi mevcut duplikasyonu
tespit edemedi. Bu noktada MLPA dizi analizine gore daha hassas davranarak
duplikasyonu tespit etmistir.

20. numune BRCAI geni 1. ekzon delesyonu: MLPA sonug¢ tablosuna
bakildiginda bu hasta icin BRCA1 geninin birinci ekzonunun bir kisminda MLPA
probu baglanamadi icin delesyon gibi sonug¢ verdigi goriilmektedir. Ayni drnegin
BRCAZ2 geni MLPA analizinde ise 11. ekzon duplikasyonu oldugu tespit edildi. Bu
sonuglarla imkanlar dahilinde DNA dizi analizi ile analiz edilemedigi i¢in probun
nicin baglanamadig1 veya birden fazla baglandigi konusunda fikir sahibi olunamadi.
lleriki calismalarda bu oOrneklerin teyidi igin ileri caligmalar yapilmasi
planlanmaktadir.

BRCA genlerindeki defektleri tespite yonelik pek ¢ok yodntem mevcut
olmakla beraber elde edilen veriler ve yapilan literatiir caligmalar1 sonucunda tek bir
yontemle giivenilir sonuglarin elde edilmeyecegine karar verildi. Bununla birlikte
MLPA ve DNA dizi analizinin kombinasyonunun bu mutasyonlarin belirlenmesinde
diger yontemlere gore daha avantajli oldugu goriildii.

Bugiine kadar BRCA genlerinde tespit edilmis LGR’ler i¢cinde Tiirkiye’ye ait
veri yoktur (Tablo 5) Yaptigimiz ¢alisma bu konuda iilkemizde yapilacak diger
calismalara Onciiliik edecektirr BRCA genlerinin biiyilk olmasi ve ¢ok sayida
mutasyon icermesi nedeniyle olusturulacak calisma gruplarinin ve ¢alisilacak hedef
gen bolgelerinin genis tutulmasi gerekmektedir. Bu nedenle MLPA teknigi icerdigi

avantajlar nedeniyle tercih edilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuclar

1- BRCA1 ve BRCA 2 genlerinde MLPA ve DNA dizi analizi teknikleri
kullanilarak mutasyon taramasi yapildi.

2- MLPA analiziyle toplamda 5 ekzon delesyonu ve 2 ekzon duplikasyonu
tespit edildi. Bu sonuglara gore yapilan DNA dizi analizinde ise MLPA prob
baglanma bolgelerinde bir ekzonda tek niikleotid delesyonu, bir ekzonda tek
niikleotid polimorfizmi ve iki ekzonda da normal dizi analizi sonucu elde edildi.

3- BRCA genlerinin mutasyon analizinde ne MLPA’nin ne de DNA dizi
analizinin tek basina yeterli olamayacagina karar verildi.

4- Bir 6rnegin BRCAT1 geninin 19. ekzonunda LGR tespit edilmistir.

6.2. Oneriler

1- Bu caligmada aile hikayesi pozitif olan meme kanserli hastalar calisildi. Aile
hikayesi pozitif olmayanlarin da dahil oldugu daha biiyiik bir ¢alisma yapilmasi
Tiirk popiilasyonuna yonelik LGR tespiti i¢in 6nemli olacaktir.

2- BRCA genlerindeki mutasyonlari tespit etmeye yonelik tek bir miikemmel
metod yoktur. Tek basina MLPA teknigi BRCA geni mutasyonlarimi biiyiik bir
giivenirlilikle saptayamayabilir. DNA dizi analizi ile kombine olarak calisilabilirse
daha verimli olacag diisiiniilmektedir.

3- Yukarida sozii edilen 19. ekzon delesyonunun tiim ekzonu kapsayan bir LGR
olmas1 muhtemel olup daha ileri tekniklerle bu 6rnegin tekrar calisilmasi ve ilgili

LGR’ nin dogrulanarak literatiire kazandirilmasi yerinde bir yaklasim olacaktir.
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7.0ZET

MLPA TEKNIiGI ILE MEME KANSERLi HASTALARDA,
BRCA1 VE BRCA2 GENLERINDE
DELESYON VE DUPLIKASYONLARIN BELIRLENMESI

iBRAHIM TURAN

Meme kanseri iilkemizde ve bati toplumlarinda, kadinlarda goriillen en
yaygin kanser tipidir ve gelisiminde pek cok genetik ve cevresel faktor rol
oynamaktadir. Kalitsal meme kanserleri tiim kanser vakalarimin yaklasik %
10’nu olusturmaktadir. Kanser genetiginde BRCA1 ve BRCA2 genlerinin rolii
biyiiktiir. Cok sayida ekzon iceren bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin
cogu meme kanserine yol agmaktadir. BRCA genleri mutasyonlarinin % 10-
15’ini biiyiikk genomik yeniden diizenlenmeler (Large Genomic Rearrangement,
LGR) olusturmaktadir. Bu c¢alismada LGR’lerin tespiti i¢in yeni bir metod olan
MLPA teknigi ile DNA dizi analizi kombinasyonu kullanildi.

Calisma grubu meme kanseri teshisi konmus ve aile hikayesi pozitif olan 30
kadin hastadan olusturulmustur. Bu hastalarda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) ve DNA dizi
analizi ile mutasyon analizi yapildi.

MLPA analizi ile 2 hastanin BRCA1 geninde farkli ekzonlarda delesyon
tespit edildi. 2 hastanin BRCA2 geninde farkli ekzonlarda delesyon ve
duplikasyonlar tespit edildi. 1 hastada ise MLPA analizi sonras1 BRCA1 geninde
delesyon BRCA2 geninde ise duplikasyon tespit edildi. Bu sonuclar DNA dizi
analizi ile kontrol edildi ve BRCA1 geninde 18. ekzonda bir adet tek niikleotid
delesyonu bulundu. 19. ekzonda ise herhangi bir mutasyona rastlanmadi.
BRCAZ2 geninde 14. ekzonda bir adet tek niikleotid polimorfizmi bulundu. 27.
ekzonun dizi analizinde ise herhangi bir mutasyona rastlanmadi.

Biitlin bu verilere dayanarak BRCA genlerinde ki LGR’lerin tespitinde
MLPA tekniginin tek basina kullanilmasi yeterli goriilmemektedir. MLPA’ daki
pozitif sonuglarin DNA dizi analizi ile teyit edilerek bu sonuglarin LGR’lerden
mi yoksa kiicik mutasyonlardan m1 kaynaklandiginin = gdsterilmesi

gerekmektedir.
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8.SUMMARY
DETERMINATION OF BRCA1 AND BRCA2 MUTATIONS FOR PATIENTS WITH
BREAST CANCER
BY MLPA (MULTIPLEX LIGATION DEPENT PROBE AMPLIFICATION) TECHNIQUE

iBRAHIM TURAN

Breast cancer is one of the most seen cancers in women in western society
and also in our country. Many genetic and environmental factors act in its progress.
Hereditary breast cancer is consist of 10 % of whole breast cancer cases. BRCAI1
and BRCA2 genes play a major role in cancer genetics. Mutations in these genes
which have a lot of exons cause breast cancer. The 10-15% of mutations in BRCA
genes are constituted of large genomic rearrangements. In this study DNA sequence
analysis combined with MLPA technique, a new method for determination of
LGR’s, was used.

The patients were women with breast cancer diagnosis and have positive
family history. The mutations in BRCA1 and BRCA2 genes were investigated with
Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) combined DNA
sequence analysis.

Deletion was detected in different exons of BRCA1 genes of two patients
with MLPA. Deletions and duplications were obtained in different exons of two
individuals. A deletion in BRCA1 and a duplication in BRCA2 gene were
determined in one subject with MLPA analysis. These results were controlled with
DNA sequence analysis and a nucleotide deletion was found in the 18™ exon of the
BRCAI1. No duplication was in the 19" exon of the gene. A single nucleotide
polymorphism was detected in the 14™ exon of BRCA2 gene. Any mutation was not
obtained in sequence analaysis of the 27 * exon.

It was concluded that MLPA is not efficient enough to determine the
mutations in BRCA genes. The positive results obtained with MLPA should be
confirmed by DNA sequence analysis if those are arised from LGRs or other small

mutations.
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