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BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin kendi ¢aligmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar tiim
asamalarda etik dis1 higbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢cinde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlar i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve

yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Merve TECER
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SIMGE VE KISALTMALAR

ATM Ataksia Telengiectasia Geni

BAP1 BRCA1-Associated Protein 1

BASC BRCA1 associated genom survelliance complex
b¢ Baz cifti

BRCA Meme ve Yumurtalik Kanseri Yatkinlik Genleri
BRCAl Meme ve Yumurtalik Kanseri Yatkinlik Geni 1
BRCAZ2 Meme ve Yumurtalik Kanseri Yatkinlik Geni 2
CHEK2 Hiicre Dongiisii Kontrol Noktas1 Kinaz 2
C-Terminal Karboksil ucu

Co Santigrat

dak Dakika

del Delesyon

dH,O Distile Su

DNA Deoksiribontikleikasit

dNTP Deoksiribontikleosit trifosfat

EtBr Etidiyum Bromid

FOXM1 Fork-head Box M1

FOXP1 Fork-head Box P1

g Gram

HBOC Kalitsal Meme-Yumurtalik Kanseri Sendromu
HNKKS Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser Sendromu
ins Insersiyon

kb Kilo Baz

kDa Kilo Dalton

M Mutant

MgCl, Magnezyum klortir

mi Mililitre

mM Milimolar



ng Nanogram

NIH Ulusal Saglik Enstitiisii

NLS Niikleer lokalizasyon sinyal bolgesi
N-Terminal Amino ucu

pmol Pikomol

PTEN Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten
PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RB1 Retinoblastoma 1

Sn saniye

TAE Trisasetik asit

TBG Tiimdr Baskilayic1 Gen

TP53 Tlimor protein 53

uv Mor Otesi Isinlar

XRCC1 X-ray repair cross complementing protein 1
Wt Yabanil Tip
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pmol Mikromol
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Arastirma Projesi No : TBG/1082012
BAPKO Karar No : 2013-01-04



1. OZET

BRCA genleri, bakici tipi tiimor baskilayict genlerdir. DNA sentezinde
transkripsiyonel diizenlenmeyi saglayan multiprotein komplekslerinin sentezi ve 6zellikle
cift sarmal kiriklar1 gibi, bazi DNA hasarlarmin fark edilmesi ve diizeltilmesi ile
ilgilidirler. BRCA geninin fonksiyonel eksikliginde, DNA onarimi bozulur ve p53 bagimh
DNA yikim noktast aktive olarak hiicre dongiisii sirasinda apoptozun durmasina neden
olur.

BRCA genlerindeki islevsel eksiklikler, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline
mutasyonlarla iligkilidir. DNA onarim genlerindeki mutasyonlar, DNA sentezinde
bozulmalarla sonu¢lanmaktadir. Bunlarin % 80-%90°n1 ¢ergeve kaymasi ya da anlamsiz
mutasyonlardir, ¢ogunlukla nokta mutasyonlar1 ya da kiiciik delesyonlar/insersiyonlar
sonucunda ortaya ¢ikarlar.

BRCA mutasyonlari, meme ve yumurtalik kanseri risk artisi ile iliskilidir. Bunun
disinda erkekte prostat ve meme kanseri ile iligkili oldugu da saptanmistir. Meme
kanserlerinin % 5-%10’u, BRCA1, BRCA2 ya da her ikisindeki mutasyonlar nedeni ile
yatkinlig1 olan kadinlarda ortaya ¢ikan kalitsal formdur. Bu mutasyonlar kadinlarda sadece
meme kanseri degil ayni zamanda yumurtalik kanser riskini de artirmaktadir. Meme
kanseri olan olgularda, BRCA1 ya da BRCA2 mutasyonu varlig1 yumurtalik kanseri riskini
10 kat artirmaktadir. Erkeklerde ise, prostat ve meme kanseri riskini biiytik dlctide artirdigy
bilinmektedir.

Bu tez projesi ile ililkemizde ve yakin cografyadaki meme ve yumurtalik kanserli
vakalarda sik saptanan toplam 4 BRCA mutasyonu multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yontemi ile tek adimda c¢alisilabilir hale getirilmistir. Béylece bu 4 mutasyonun

varlig1 hizli bigimde saptanabilen bir tarama testi prototipi elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: BRCA1, BRCA2, Mutasyon, Multipleks PZR.



2. SUMMARY

BRCA genes are the tumor suppressor genes which involved in multiprotein
complexes, some of which to be held transcriptional synthesis of DNA and DNA damage
recognition and repair of fractures especially in double helixes. In the absence of the
function of the BRCA genes, DNA repair is disrupted and p53 dependent DNA
degradation point is activated which causes to stop the apoptosis.

The loss of the function of BRCA genes is related to BRCA1 and BRCA2 germline
mutations. Mutations in DNA repair genes, resulting in defects in DNA synthesis. Of
these, 80%-90% of the frame shift nonsense mutations, mostly point mutations or small
deletions/insertions appear as a results.

BRCA mutations associate with increase of the breast and ovarian cancer risc.
Neighter of those, it was detected that it has relation between prostate and breast cancer in
men. Five %-10% of breast cancers, BRCA1, BRCA2 or both due to mutations that ocur in
women predisposed herediter form. These mutations are not only risk factors for the breast
cancer but also increases the risk of ovarian cancer. In the case of breast cancer, instiction
of eighter BRCA1 mutation or BRCA2 mutation increase the risc factor of ovarian cancer
at ten times. They also greatly increases the risk of breast and prostate cancers in men.

With this thesis project in our country and in its hinterland frequently identified a
total of 4 BRCA mutations multiplex PCR method with a single step can be worked will be
made. Thus the presence of these four mutation can be determined quickly screening test

prototype was obtained.

Key Words: BRCA1, BRCA2, Mutation, Multiplex PCR



3. GIRIS VE AMAC

BRCA1 (OMIM:113705), 1994°de tanimlanmis ve 17.kromozoma lokalize (17qg21)
olarak bulunmus, 5.6 kilobaz (kb) uzunlugunda, 1863 aminoasitlik bir proteini kodlayan
timor baskilayict bir gendir. BRCA2 geni (OMIM:600185) ise, 10.2 kb uzunlugunda,
3418 aminoasitten olusan bir proteini kodlayan ve 13. kromozomun uzun kolunda yer alan
(13q12), 1995’te Wooster ve ark. tarafindan tanimlanmis bir tiimor baskilayici gendir (1).
Her iki gen bolgesi de diger gen bolgeleri ile karsilastirildiginda biiylik olarak
tanimlanabilir. Bakici tipi tiimor baskilayici genler olan BRCA genleri, DNA sentezinde
transkripsiyonel diizenlenmeyi saglayan multiprotein komplekslerinin sentezi ve bazt DNA
hasarlarinin 6zellikle ¢ift sarmal kiriklarinin fark edilmesi ve diizeltilmesi ile ilgilidirler.
Normal allelin kaybi sonucu kanser gelisebilmektedir. BRCA genlerinin islevsel
eksikliklerinde DNA onarimi bozulur ve p53 bagimli DNA yikim noktasi aktive olarak
hiicre dongiisti sirasinda apoptozun durmasina neden olur. BRCA genlerindeki islevsel
eksiklikler, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline mutasyonlarla iligkilidir. DNA tamir
genleri olan bu genlerdeki mutasyonlar, DNA sentezinde bozulmalarla sonu¢lanmaktadir.
Islevsiz BRCA proteinlerinin olusumuna neden olan bu mutasyonlarin yaklasik %80-
%090’1n1 ¢ergeve kaymasi ya da anlamsiz mutasyonlar olusturmaktadir. Cogunlukla nokta
mutasyonlar1 ya da kiiciik delesyonlar/insersiyonlarin sonucunda olusurlar.

Giliniimilize kadar BRCAT1 geni i¢in 850°den fazla, BRCA2 icin ise 750’den fazla
mutasyon saptanmistir (2). BRCA1 mutasyonlari, meme kanserinin kalitsal formu igin
karakteristiktir. Sporadik meme kanserine karsilik kalitsal formun 6zellikleri daha erken
yasta tani, hastaligin bilateral halinde daha fazla goriilme orani ve erkeklerde goriilme
sikliginin daha fazla olmasidir. Meme kanserlerinin %5-%10’u, BRCA1, BRCA2 ya da her
ikisindeki mutasyonlar nedeni ile ortaya c¢ikan kalitsal formdur. Bu mutasyonlar kadinlarda
meme kanseri ile birlikte yumurtalik kanseri riskini de artirmaktadir. Meme kanseri olan
olgularda, BRCA1 ya da BRCA2 mutasyonu varligi yumurtalik kanseri riskini 10 kat
artirmaktadir. Erkeklerde ise prostat ve meme kanseri riskini biiyiik 6l¢iide artirir.

Kanser ile iliskilendirilmis ylizlerce BRCA1/BRCA2 mutasyonu bulunmakla
birlikte, Ashkenazi Yahudi kadinlarda meme ve yumurtalik kanserinin ailesel formuna
neden oldugu kanitlanmis {i¢ mutasyon bildirilmistir. Aile agacinda Ashkenazi Yahudi

olan kimse bulunmayan bazi kanserli olgularda da bu mutasyonlar saptanmis olmakla



birlikte, bu durum nadirdir. Bu s6z edilen {ic mutasyon 185delAG, 5382insC ve
6174delT’dir (3). BRCA1 185delAG mutasyonu tasiyicis1 olan bir kadin i¢in meme
kanseri riski %15-%81, yumurtalik kanseri riski %4-%54 artar. Erkeklerde saglikli bir veri
olmamakla beraber, meme ve prostat kanseri riskinin arttigi belirtilmektedir. BRCAL1
5382insC mutasyonu tasiyicist olan bir kadin icin meme kanseri riski %13-%8]1,
yumurtalik kanseri riski %3-%54 artar. BRCA2 6174delT mutasyonu tastyicist olan bir
kadin i¢in meme kanseri riski %15-%85, yumurtalik kanseri riski %2-% 23 artar (4). Ayni
mutasyon ile erkeklerde de meme kanseri riski artmaktadir. Ashkenazi Yahudilerinde bu 3
mutasyonun sik goriilmesinin en olas1 nedeni kurucu etkidir (4). Giliniimiizde Ashkenazi
Yahudiler diger niifustan cografi ve dini olarak izole olduklar1 i¢in ‘kuruculari’ koklerine
dogru geri yonde izlenebilmektedir. Sadece bir ya da birka¢ kurucu bireyde bulunan
mutasyonlar nesiller boyunca yayilarak giiniimiiz populasyonunda yaygin hale gelmistir.
Irk ya da atasal durum ne olursa olsun, bu {i¢ mutasyonun yoklugunda kanserin ailesel
formunun olmadigini séylemek imkansizdir.

Genel populasyonda 800 kisiden biri BRCA1 mutasyonu tagimaktadir (Bu oran
Ashkenazi Yahudilerinde her 40 kiside 1°dir). BRCA2 i¢in bu oran bilinmemektedir.
Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) destekli bir ¢alismada erkekler i¢in bu 3
mutasyondan birini tasimanin 50 yasindan once bir risk olusturmadigi, fakat 70 yasinda
kiimiilatif riskin % 3,8’den % 16’ya yiikseldigi bildirilmistir. Erkeklerde meme kanseri
kadinlara nazaran ¢ok daha az goriilmektedir, ancak ABD’de her yil 2.000 erkek BRCA2
mutasyonu sebebiyle meme kanseri tanist almaktadir (5).

Yumurtalik kanseri, kanser 6liimleri arasinda kadinlarda 5. siray1 almakla birlikte,
en Oliimctil seyirli jinekolojik kanserdir. Genellikle ileri evrelerde, intraperitoneal yayilim
sonrast tani almaktadir ve bu yiizden agresif kemoterapi ve cerrahiye karsin 5 yillik sag
kalim oranlar1 ancak %30 civarinda kalmaktadir (6). Epiteliyal yumurtalik kanserlerinin %
90’1 sporadik olarak ortaya c¢ikmaktadir, ancak 9%10’u ailesel oOzelliktedir. Ailesel
yumurtalik kanseri tanisi i¢in en az ii¢ kusagi iceren aile soyagaci ¢ikarilmalidir. Ailevi
yumurtalik kanserlerinin bir kisminda ailesel genetik bozukluk belirlenebilmektedir.
Ailesel ozellikteki yumurtalik kanseri, otozomal dominant gecis 6zelligi gostermektedir.
Birden fazla kusakta, pek cok aile liyesi yumurtalik kanserine yakalanmaktadir. Ailevi
yumurtalik kanseri, ailede iki ve daha fazla yumurtalik kanseri birey olmasi olarak

tanimlanabilir (Birinci derece veya birinci ve ikinci derece akrabalar arasinda). Yumurtalik



kanser riski normal popiilasyonda % 1.4 (1:70) olarak hesaplanirken, ailesinde yumurtalik
kanserine sahip birey bulunanlarda %5-%7 olarak ongoriilmektedir. Yumurtalik kanseri
riski, birinci derece yakininda yumurtalik kanseri olanlarda 3.6 kat, ikinci derece yakininda
yumurtalik kanseri olan olgularda 2.9 kat, annesinde yumurtalik kanseri olan olgularda 4.3
kat artmaktadir (7).

Bu proje ile meme ve yumurtalik kanser riskini biiylik 6l¢iide artiran, tilkemizde ve
yakin cografyada sik saptanan 4 BRCA mutasyonu multipleks PZR yontemi ile tek adimda
calisilabilir hale getirilmistir.

Giiniimiizde BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin analizi bu iki genin
tamaminin dizilenmesi stratejisine dayanmaktadir. Bu tezin sonucunda genel populasyonda
da goriilme siklig1 yiiksek olan BRCA1 185delAG ve 5382insC ile BRCA2 6174delT ve
bunlara ek olarak {ilkemizdeki hastalarin taranmasi sonucunda yeni saptanan
(yayinlanmamis veri) ve sik oldugu 6ngoriilen V2466A mutasyonunun kisa siirede tespiti
miimkiin kilmmistir. DNA Dizileme yontemine alternatif olarak tarama amagli bu
multipleks PZR yaklagimi uygulanabilir. Kullanicilar bu 4 mutasyonun saptanmadigi
durumda, 6nceki gibi DNA Dizileme yontemi ile analize devam edebilirler. Mutasyon
saptanmasi halinde, tiim genin DNA Dizileme yontemi ile incelenmesi se¢imine kiyasla
analiz siiresi yaklasitk 90 gilinden 2 saate inmektedir. Boylece bahsi edilen bolgelerde
kanser riskinin biiyiik Olgiide artmasindan sorumlu olan ve sik saptanan BRCA
mutasyonlar1 taranmis olacaktir.

Calismamizin amaci; BRCA1 185delAG ve 5382insC mutasyonlar1 ile BRCA2
6174delT ve V2466A mutasyonlarinin analizini, uzun zaman alan mevcut {iriin ve
yontemlere oranla ¢cok daha kisa siirede ve basit uygulanabilirlikle gerceklestirecek bir

iirlin prototipinin gelistirilmesini saglamaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. KANSER GENETIGIi

Kanser, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir. Kontrolsiiz ¢ogalma en
onemli ozellik olmakla beraber, kanser hiicresinin diger biyolojik 6zellikleri arasinda;
hiicre kiiltiirinde kontakt inhibisyondan kagabilme, bdliinebilmek icin dig uyaranlara
gereksinim duymama, ¢ogalmayr baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozisten
kacabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir. ilk etapta ‘normal’
bir hiicrenin, yer aldig1 organizmanin 6limiine sebep olabilecek bu olumsuz o6zellikleri
sonradan nasil kazandigi, diger bir ifadeyle ‘onkogenez’ ya da ‘karsinogenez’ olarak
isimlendirilen bu siirecte hangi mekanizmalarin rol oynadig1 ancak yakin zamanlarda ve
kismen anlagilabilmistir. Buna gore onkogenez, genetik degisiklikler; yani mutasyonlar
aracilif1 ile gelisen bir siirectir. Son yillarda, hiicrenin malign 6zellik kazanmasinda

epigenetik degisikliklerin de 6nemli rol oynadig1 anlasilmistir (8).

4.1.1 Kanser Gelisimi

Hiicrenin kanserlesmesi i¢in, bazi1 6zel genlerin mutasyona ugramasi gereklidir. Bu
genlerin islevleri bakimindan, bir proto-onkogen ya da bir tiimor baskilayict gen oldugu
tespit edilmistir. Hiicre boliinmesini, farklilagsmasini, DNA tamirini ve apoptozu kontrol
altinda tutan bu genlerde olusan mutasyonlar kansere yol acabilmektedir (9). Ozellikle
kolon kanserin de yapilan arastirmalar onkogenez i¢in yalnizca ‘genetik olay’in yeterli
olmadigimi, tiimor baskilayict genler ve protoonkogenlerde bir dizi mutasyonun varliginin
gerektigini gostermistir. Bu verilere dayanarak onkogenez, genetik bakimdan birden ¢ok
asamal1 bir silire¢ olarak ifade edilmektedir. Bu siiregte olusan mutasyonlar kendi kendine
ya da radyasyon gibi mutajenik etkenlerle baglantili olarak olusabilir (10).

Normal hiicrelerde DNA’da olusan hasarlarin, DNA tamir enzimleriyle onarimi
yapilmakta, onarilamadig1 takdirde tiimor baskilayic1 genler ve apoptotik genlerin ortak

faaliyetleri ile hiicre apoptoza yonlendirilmektedir. Bu durumlarda mutant timor



potansiyeli olan hiicrelerin yasayabilme kapasitelerinin yetersiz olmasi nedeni ile
organizma kanserli hiicrelerden arindirilir. Fakat genetik yatkinliklar ile beraber mutant
hiicrelerin yagamin1 devam ettirme potansiyeli kazanmalari, hiicre sinyal sistemlerinin
siirekli etkin kalmast sonucu timor hiicreleri dokular arasinda yayilmakta ve

kanserlesmektedir (11).

4.1.1.1. Tumoér Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayic1 genler, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarin1 diizenleyen genler
olmalarinin yani sira apoptoz siirecini de baslatan genlerdir. Tiimor baskilayic1 genler
tarafindan kodlanan proteinler normal hiicrelerde DNA hasarina veya dis g¢evreden
kaynaklanan biiylimeyi inhibe edici sinyallere yanit olarak hiicre dongiisiiniin tutulumunu
gerceklestirebilmektedir. Proliferasyonu direkt olarak baskilayan tiimor baskilayict genlere
‘bekei’ tipi genler ismi verilmistir. Bekgi genler, hiicre ¢evrimini kontrol altinda tutarlar.
Hiicreyi apoptoza sevk eden genler de bu gruptadir (12). Tiimor baskilayict genlerde
rastlanan iglev yitirici mutasyonlar hiicreye ¢ogalma bakimindan bir Gstiinliik saglar. Hiicre
cogalmasini direkt baskilayan bekgi tipi tlimor baskilayict genlere ek olarak, dolayli olarak
etkisini gosterenler de vardir. Bu genlere de ‘bakici’ tipi tiimor baskilayic1 genler adi
verilmistir. Bakict genler, genomun biitiinliiglintin korunmasinda gorevli olan DNA tamir
genleridir ve mutasyon olusumunu engellerler. Bu genlerde islev kaybina yol agan bir
mutasyon olustugunda, genom boyunca mutasyonlar ortaya ¢ikmaya baglar ve genomik
kararsizlik gelisir. Genomik kararsizlik, bekgi tipi tiimor baskilayici genlerin ve proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasi sonucu olusabilir (13). Tiimor baskilayict genlerin
etkisini kaybetmesi i¢in her iki allelinin de fonksiyonunu yitirmesi gerekir. Tuimor
baskilayic1 bir genin her iki allelinin de aktivitesini kaybetmesi sonucunda, hiicrenin
biiylimesi ve boliinmesi siirekli devam eder ve hiicre kanserlesmeye baglar (12).

Bazi germline tiimdr baskilayict gen mutasyonlar1 kalitsal kanserlerle baglantilidir.

Bu genlerin sporadik kanserlerde de mutasyon tasidigi tespit edilmistir (Tablo 1).



Timor Baskilayici

Genin Tipi Kalitsal Kanser Sporadik Kanser
(TBG)
RB1 Retinoblastoma Bir¢ok sporadik kanser
Bobrek timori, merkezi
VHL Von Hippel Lindau hastalgi sinir sistemi
Hiicre béliinmesi hemaniyoblastomasi
ko.nt.rc?lu NF1 Norofibromatozis tip 1 Malin per‘{fer.!k‘:¢,|n|r kalfi
( Bekgi tipi TBG ) timora
NF2 Norofibromatozis tip 2 Meningiom
APC Familyal a.den.omatoz Kolorektal kanser
polipozis
MLH1,
MSH2 Herediter non-polopozis Kolon, mide,
DNA Tamir genleri | MHSHS6, kolon kanseri endometriyum kanseri
( bakici tipi TBG ) PMS2
BRCA1, Ailesel meme/yumurtalik Yumurtalik ve meme
BRCA2 kanseri kanseri
. TP53 Li - Fraumeni sendromu Bir ¢cok sporadik kanser
Apoptoz genleri " - -
TP16 Ailesel melanoma Bir ¢cok sporadik kanser

Tablo 1: Cesitli Kalitsal ve Sporadik Kanserlerde Inaktif Olan Tiimér Baskilayici
Genler (13) TBG: Timoér Baskilayict Gen

4.1.1.2. Onkogenler

Protoonkogenler, hiicrenin normal dongiisiinii kontrol altinda tutan sinyal
yolaklarinda, hiicre ¢ogalmasinin ve canlilifinin devam ettirilmesinde denetleme gorevini
yaparlar (12,14). Onkogenler ise, protoonkogenlerin mutant formlaridir. Mutasyonlara
bagli olarak ortaya ¢ikan islev degisimleri ile hiicre bdliinmesi ve proliferasyonun anormal
artisgtna sebep olurlar. Onkogenler hiicresel etki alani olarak baskindir. Bu genlerin
yalnizca tek bir allelindeki mutasyon, hiicre fenotip degisimlerini tetikleyebilir. Hiicre

boliinmesini uyararak, tiimor olusumunu baslatirlar (15,16).

4.1.2. Kalitsal ve Sporadik Kanserlerin Genetik Farkhliklari

Kanser, temel olarak genetik ve ¢evresel bircok etkenin etkilesimiyle ortaya ¢ikan

birden c¢ok faktore bagli olarak gelisen bir hastaliktir. Bu sebepten dolayr ailesel



baglantilara rastlansa bile mendel kalitim paterni (otozomal dominant, otozomal resesif
gibi) cogu kez saptanmaz. Fakat tiim kanser olgularinin yaklasik %5-%10 kadarinin

kalitsal oldugu tespit edilmistir. Bunlar, biiylik ¢ogunlugu otozomal dominant gegisli ve
tiimor baskilayic1 gen ya da protoonkogen mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan

kanserlerdir.

Kalitsal kanserlerin ayirt edici 6zellikleri soyle siralanabilir :

Erken tan1 yasi.

Ailede bircok kisinin ayni tip kansere yakalanmis olmasi

Degisik tipte, ancak spesifik bir patern olusturan kanser tiplerinin goriilmesi.
Bir organda bilateral, ya da ¢ok odakli tiimor gelisimi.

Cinsiyetle uyumsuz timor.

© o k~ w e

Belirli bir sendrom diisiindiiren kanser dis1 ek bulgularin saptanmasi (17).

4.2. MEME KANSERI

Meme kanseri, cinsiyet gézetmeksizin, akciger kanserinden sonra diinyada ikinci en
sik tani alan kanser tipidir. Yapilan arastirmalara gore meme kanseri, 20-59 yas arasi
kadinlarda kanser kaynakli dliimlerin birinci nedeni ve tiim kadinlarda kanser nedenli
6liimlerin ikinci nedeni olarak belirtilmektedir (18).

Uluslararas1 Kanser Aragtirmalart Dernegi (International Agency for Research on
Cancer) GLOBOCAN projesinin verilerine gére 2008 yilinda diinya genelinde yaklasik
12.7 milyon kanser tanis1 koyulmus ve 7.6 milyon kiside kanser nedenli 6lim meydana
gelmistir. En sik karsilagilan kanserler, yaklasik 1.35 milyon ile akciger, 1.15 milyon ile
meme ve 1 milyon ile kolorektal kanserlerdir (18). Kanser kayitcilig1 yapan 184 tilke ve 28
kanser tipi i¢in kanser tahminlerinin degerlendirildigi GLOBOCAN 2012 verilerine gore
ise, 2012 yilinda diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis ve 8,2 milyon
kansere bagli 6lim olmustur. Diinya’da en ¢ok tan1 konulan kanserler akciger (%13,0),
meme (%11,9) ve kolon (%9,7) iken, kanserden Oliimlerin ise en c¢ok akciger (%19,4),

karaciger (%9,1) ve mideden (%8,8) gerceklestigi bildirilmistir. Uluslararas1 Kanser



Ajansmin verilerinde 6zellikle meme kanserindeki artis dikkat ¢cekmektedir. Kadinlarda
meme kanser sikliginin bir 6nceki tahminlere gore %20, meme kanserinden dliimlerin ise
%14 arttig1 belirtilmistir. Meme kanseri kadinlar arasinda en ¢ok goriilen ve en fazla 6liime
neden olan kanserdir. Diinyada kanser olan her 4 kadindan biri meme kanseridir. Meme
kanserinin Ozellikle yasam kosullarindaki degisiminden kaynaklandigi ifade edilmistir.
Meme kanseri insidanst gelismis iilkelerde gelismekte olan {iilkelere gore daha yliksek,
meme kanserinden Oliim ise gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere gore daha
diisiiktiir. Bu durumun az gelismis iilkelerde yasayan kadinlarin meme kanseri teshis,
tarama ve tedavi hizmetlerine ulasmaktaki sikintidan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu
nedenle, 6zellikle az gelismis tlilkelerde meme kanserinin erken teshis, tarama ve tedavisine
yonelik ¢abalarin arttirilmasi gerekliligi ifade edilmistir (19). Boyle ve ark, 40 Avrupa
ilkesinde kanser sikligi ve mortalitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, kadinlardaki
meme kanseri sikligiin %12.8’lik bir oranla akciger ve kolorektal kanserden sonra tigiincii
sirada oldugunu gostermislerdir. Meme kanseri kadinlarda diinya genelinde en sik tan1 alan

kanser tipidir (18,20).

%3.4

B Meme
%3.6 W Diger

H Kolorektum
M Serviks

B Korpus Uteri
H Tiroid

m Akciger

B Yumurtalik
= Mide

H Cilt Melanom

Sekil 1: Oniimiizdeki 5 yilda kadinlarda kanserlerin éngériilen dagilimi (19)
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Meme kanseri siklig1 ciddi bir cografi farklilik gostermektedir. Gelismis olan iilkeler
en sik, Asya ve Afrika’daki az gelismis lilkeler en az meme kanseri goriilen iilkelerdir.
Yasa gore standardize edildiginde, Kuzey Amerika’daki oran 99.4/100.000 iken, Orta
Afrika’da bu oran 16.5/100.000 kadardir. Bununla birlikte orta ve alt gelir diizeyindeki
iilkelerde meme kanseri sikliginda belirgin artiglar goriilmektedir. Diinya’daki meme
kanseri siklig1, 1990 yilindan itibaren her yil % 0.5’lik artig gostermektedir. Cin’deki yillik
artig orani ise, %3-%#4 civarindadir. Hindistan’da 15 yil 6nce serviks kanseri en sik kanser
iken, bugiin meme kanseri en sik goriilen kadin kanseri olmustur (21).

Ulkemizde heniiz diizenli bir meme kanseri kayit programi olmamakla birlikte,
mevcut verilere goére dogu bolgelerimizde 20/100.000, bati bolgelerimizde ise 40-
50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Bu siklik farkinin,
Tiirkiye’nin batisindaki yasamin Avrupa’dakine benzerliginden kaynaklanmasi sebebiyle
oldugu ifade edilmektedir (21). Beyaz kadinlarda meme kanseri goriilme siklig1 zenci
kadinlara oranla %20 daha fazla olmasina ragmen, 6liim oranlarinin zenci kadinlarda daha
yiiksek olmasi da etnik farkliliklarin biiyiik oranda yasam tarzi ve sosyoekonomik
durumdan kaynaklandigini diisiindiirmektedir (22).

Tiirkiye’de 1999 yilinda meme kanserli kadin sayis1 8.879 iken, bu oran 2003 yilinda
12.772ye yiikselmistir. Meme kanserinin iilkemizde tiim kanserlerin yaklasik %24,1’ini

olusturdugu belirtilmektedir (23).

4.2.1. Meme Kanserinde Etkili Risk Faktorleri

Meme kanserinin gelisiminde etkili olan risk faktorleri genel olarak su sekilde

siniflandirilmaktadir (24).

1. Demografik ozellikler

Kadin cinsiyeti meme kanseri gelisiminde en biiylik risk faktoriidiir ve 100 kat artan
riski ifade etmektedir. Yasin ilerlemesi de cinsiyetin kadin olmasi kadar 6nemli bir risk
faktoriidiir. Giiniimiizde bir kadinin yasami boyunca invazif olmayan meme kanseri olma
riski 6’da 1, invazif meme kanseri olma riski ise 8’de 1°dir. Bu riskin biiylik boliimii

kisinin yasinin ilerlemesi ile ortaya ¢ikmaktadir.
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Yasam tarzi ve sosyoekonomik durumdan kaynaklandigi disiintilen etnik
farkliliklarin  meme kanseri gelisiminde etkili oldugu distiniilmektedir. Saglik
Bakanligi’nin verileri ve Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu’nun veri tabanindaki
olgular incelendiginde de iilkemizin batisinda meme kanseri sikliginin dogusuna oranla

yaklasik 2 kat fazla oldugu goriilmektedir (25).

2. Endojen Hormonal Faktorler (menars yasi, dogum yapma ve sayisi, ilk dogum

yasi, menapoz yasl, laktasyon, infertilite, diisiik yapma)

Ostrojen hormonuna maruz kalinan siirede artis olmasi, meme kanseri gelisme
riskinde artisla iligkilidir (Erken menars; 12 yasindan Once, ge¢ menapoz; 55 yasindan
sonra); Ostrojene maruz kalinan siirenin azalmasinin ise koruyucu oldugu diigiiniilmektedir
(26,27,28). Tam donem gebelikle iliskili olan meme epitelinin terminal farklililagsmasi da
koruyucudur. Dolayisiyla ilk canli dogumun daha ileri yasta yapilmasi ve hi¢ dogum
yapmamis olmak meme kanseri riskinde artisla iliskilidir (29).

Infertilitenin meme kanseri riskini azalttigi yoOniindeki veriler ve infertilite
tedavisinin meme kanseri riskini ne yonde etkiledigi ile geliskilidir (30,31). indiiklenmis
veya spontan diisiik yapmanin, meme kanseri ile bir iligkisi gosterilememistir (32,33).

Emzirmenin meme kanserine karsi koruyucu bir etkisi oldugu ve meme kanseri
riskini azalttig1 bildirilmistir (34). Uzun suren emzirme doneminin toplam ovulatuar

donem sayisini azaltarak koruyucu bir etki yaptig1 diisliniilmektedir (35).

3. Ailesel/Genetik Faktorler

Pozitif aile 6ykiisii meme kanseri acisindan Onemli bir risk faktoriidiir. Bir adet
birinci derece akrabast meme kanseri olan bir kisinin, meme kanserine yakalanma riskinin
1.8 kat, iki adet birinci derece akraba varliginda ise bu riskin 2.9 kat arttig1 belirtilmektedir.
Meme kanserine yakalanmis olan akraba 30 yasindan 6nce tani almis ise risk 2.9 kat, 60

yasindan sonra tan1 konmus ise risk 1.5 kat artmaktadir (36).
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4. Yasam Tarzi ve Cevresel Faktorler

Alkol kullanan kadinlarda meme kanserine yakalanma riskinin nispeten arttig1 ifade
edilmektedir (37,38). Asirt alkol tiikketimi sonucu dstrodioliin serumdaki seviyesinin arttigi
dolayisiyla Ostrojen miktarinin da artarak meme kanseri gelisimine katkida bulundugu
ifade edilmektedir (39). Agir alkol aliminin hi¢ igmemeye gére meme kanseri riskini 1,46
oraninda artirdig1 gosterilmistir (40).

Sigaranin anti-Ostrojenik etkiye sahip oldugu ve meme dokusunun g¢ogalmasini
azaltarak, meme dansitesini diisiirdiigli ve meme kanseri gelisim riskini azalttig1
diisiiniilmekle birlikte (41), 53 calismanin degerlendirildigi bir meta-analize gére; meme
kanseri gelisimi ile sigara kullanimi arasinda anlamli bir iliski bulunamadigi ifade
edilmektedir (40).

Sosyoekonomik diizey farkliliklar1 saglik hizmetlerine erisim ve alinan hizmetin
kalitesini etkilemektedir. Sosyoekonomik diizeyi diislik kadinlarda ileri evre meme kanseri
goriilme sikligr yiiksek iken, yiiksek sosyoekonomik diizeyi olan kadinlarla, beyazlarda
erken evre meme kanseri daha sik goriilmektedir. Bes yillik sag kalim  oranlarn
incelendiginde siyah kadinlarda beyazlara oranla sag kalimin daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (siyahlarda %70, beyazlarda %86 ). Her evrede, siyah kadinlarda sag kalim
orani, beyaz kadinlara oranla daha diistik bulunmustur (42).

Diizenli egzersiz yapmanin anovulatuvar sikluslarin sayisini artirarak meme kanseri
riskini azalttig1 belirtilmektedir. Fiziksel aktivitede artis, Ozellikle premenopozal
kadinlarda meme kanseri riskinde azalma ile iligkilidir (43). Fiziksel olarak aktif
kadinlarda meme kanseri riskinin %20-%40 oraninda azaldig1 belirtilmektedir (44).

Viicut kitle indeksi 24kg/m?’nin iistiinde olan postmenapozal kadinlarda siklik orani
artmistir (45). Yag dokulari, androjenleri Ostrojenlere metabolize ettiklerinden dolayz,
viicut yag dokusu arttikca endojen Ostrojen saliimini artmaktadir. Ek olarak, obeziteye
bagli steroid hormon baglayan globulin diizeylerindeki azalma, serbest 0strojen seviyesini
artirarak, meme kanseri gelisim riskini artirmaktadir (46).

2010 yilinda iilkemizde meme kanseri taramasi icin ilgili saglik kurumlarma
bagvuran toplam 5000 kadin olgunun risk diizeylerinin tespit edilerek, risk faktorlerinin
erken taniya katkisinin arastirildigi calismada, alt1 risk faktoriine gore en yliksek ortalama

risk puanlari; yasa gore 189.49 (orta risk) ile 60 yas ve {izeri olgular, kalitsal meme kanseri
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Oykiistine gore 280.48 (orta risk) ile anne ve kiz kardesinde meme kanseri varligi olan
olgular, kisisel meme kanseri dykiisiine gore 461.33 (en yliksek risk) ile kendisinde meme

kanseri olan olgular olarak siralanmistir (47).

4.2.2. Meme Kanserinde Genetik Faktorler

Yapilan caligmalarda bircok onkogen, tiimor baskilayict gen ve DNA tamir
genlerinde meydana gelen genetik degisikliklerin, meme kanseri gelisiminde rolii oldugu
gosterilmistir. Bu genlerde meydana gelen genetik degisiklikler arasinda, nokta
mutasyonlari, delesyonlar, insersiyonlar, epigenetik degisiklikler ve kromozomal yeniden
diizenlenmeler yer almaktadir (48).

Kalitsal meme kanserli kadinlarin ortalama olarak yarisinda BRCAI1 geninde,
1/3’iinde de BRCA2 geninde mutasyon goriilmektedir (50). Ayrica TP53 (Tiimdr protein
53), PTEN (Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), BAPI
(BRCAI1-Associated Protein 1), RB1 (Retinoblastoma 1), CHEK2 (Hiicre Dongiisii
Kontrol Noktast Kinaz 2), ATM (Ataksia Telengiectasia geni), FOXP1 (Fork-head Box
P1) gibi baz1 genlerdeki mutasyonlarin da kalitsal meme kanserine yol agtiklart
gosterilmistir (49).

Yapilan molekiiler genetik ¢aligmalarda meme kanserinin olusumunda 6nemli rol
oynayan BRCA1 ve BRCA2 tiimor baskilayici genlerin ayni1 zamanda DNA’nin tamirinde
de rol oynadig1 gosterilmistir (51).

4.2.3. Kalitsal ve Sporadik Meme Kanseri

Daha once de belirtildigi lizere meme kanserinin biiyiik cogunlugu sporadik vakalar
olmakla birlikte, yaklasik %35-%10 kadar1 kalitsal meme kanseri seklinde ortaya
cikmaktadir. Kalitsal meme kanseri, meme kanserine hassas olma durumu olarak da
tanimlanabilir. Sporadik meme kanserleri ise, tim meme kanserlerinin %70-%80’ini
olusturmaktadir. Sporadik meme kanserleri vakalarinda, mutasyon bireyin somatik
hiicrelerinde meydana gelmektedir. Sporadik meme kanserlerindeki risk faktorlerinin
cogunlukla hormonal oldugu ve kadinlarda goriilen sporadik meme kanserinin bilinen

baglica risk faktorlerinin, Ostrojen seviyesindeki artis ya da Ostrojene uzun siire maruz
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kalma ile iliskili oldugu belirtilmektedir (52). Buna ek olarak, yiiksek penetransh kanser
yatkinlik genlerindeki mutasyonlarin etkili oldugu kalitsal meme kanserinin aksine,
sporadik meme kanseri gelisiminde diisiik penetransli kanser yatkinlik genlerindeki
mutasyonlar ve yasamsal risk faktorlerinin de etkili oldugu gozlenmektedir. Diisiik
penetranshi kanser yatkinlik genlerinin sebep oldugu meme kanserinin ayni ailede birden
fazla kiside goriilmesi durumunda ailesel meme kanseri adi verilen {i¢iincii bir siniftan
bahsedilebilecegi ifade edilmektedir (Sekil 2). Bu durumun goézlendigi ailelerde meme
kanserinin, ayn1 ¢evresel ve kimyasal ajanlara maruz kalma sonucu ya da sans eseri olarak

da gelismis olabilecegi belirtilmektedir (52,53).

AILESEL
MEME
KANSERI

s

%015-%20

BRCA1l
ve
BRCA2

N 9%05-%10
Diger Genler KALITSAL M'EME
KANSERI

Sekil 2: Meme kanserinin siniflandirilmasi ve gériilme sikliklari (54)

Kalitsal meme kanserinde, yiiksek penetransa sahip meme kanserine yatkinlik genleri
olarak, genom devamliliginin saglanmasinda ve DNA tamir mekanizmalarinda gorevli
proteinleri kodlayan, BRCA1 ve BRCA2 genleri belirtilmektedir. Bu genlerdeki germ
hiicre soyu mutasyonlarini igeren olgularin yasamlarinin bir ddoneminde meme kanserine
yakalanma riskinin %50-%80 arasinda degistigi belirtilmektedir. Bu iki kansere yatkinlik
genlerinin germ hiicrelerindeki mutasyonlar1 yumurtalik kanserlerinde %10, meme

kanserlerinde %7 oraninda dominant olarak kalitim gostermektedir. Ailesel meme kanseri
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icin en siddetli etkiye sahip mutasyonlar1 tagiyan bu iki gen, meme kanseri risk tespitinde
mutasyon analizlerinin yapilmasinda 6n sirada yer almaktadir (55).

Pozitif aile dykiisiine sahip olmayan sporadik meme kanserli olgularda da BRCA1 ve
BRCA2 mutasyonlar1 saptanmistir. Yapilan analizlerde BRCA1 ve BRCA2’nin oldugu
alleldeki somatik mutasyonlar ile birlikte normal allellin kaybi (heterozigozite kaybri)
gbzlenmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, 6zelikle BRCA1 geninin sporadik meme
kanseri vakalarinda inaktif oldugu ve BRCA1 genindeki mutasyonlarin sporadik meme
kanseri olusumunda rolii oldugu gosterilmistir (56).

2005 yilinda Siileyman Demirel Universitesinde, meme kanserli 82 olguda BRCA1
ve BRCA2 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak tespitinin yapildigi bir
calismada, sporadik meme kanserli olgularda da BRCA ekspresyon kayiplarinin varligi
gosterilmis ve BRCA protein ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak tespiti ile
kalitsal ve sporadik meme kanserlerinin birbirlerinden ayirt edilemeyecegi 6n goriilmiistiir

(57).

4.3. YUMURTALIK KANSERI

Yumurtalik kanseri kadinlarda kansere bagl 6liimlerde akciger, meme, kolon-rektum
ve pankreas kanserinden sonra besinci sirada, jinekolojik malignitelerin igerisinde ise %50
goriilme oraniyla mortalitesi en yiiksek kanserdir. Yumurtalik kanseri nedeniyle, diger tiim
jinekolojik malignitelerin toplamindan daha fazla hasta kaybedilmektedir. Bir kadinin
dogdugu andan itibaren hayatinin herhangi bir zamaninda yumurtalik kanserine yakalanma
riski yaklasik %1.4 olmakla birlikte, yumurtalik kanserinden 6lme riski yaklasik %1
civarindadir (58).

Yumurtalik kanserinin yasa 6zgii siklik hiz1 yasla birlikte artmaktadir. 20’11 yaslarda
2/100.000, 40-44°1i yaslarda 15,7/100.000; en yiiksek degere ise 75-79’lu yaslarda
54/100.000’e ulagsmaktadir (59).

Giivenilir tarama araclarinin eksikligi ve hastaligin erken evrelerinde hastaliga 6zgii
semptomlarin  yoklugu nedeniyle yumurtalik kanserlerinin yaklagik 9%68’1 tani
konuldugunda ileri evrededir. Prognozlar1 hastaya, tiimor biyolojisine ve uygulanan
tedavilere bagl olmakla beraber, giiniimiizde istenilen diizeyde degildir. Oliimciil bir

kanser olup genel 5 yillik sag kalim oran1 %31-%353 arasinda degismektedir (60).
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Yumurtalik kanseri siklig1 en fazla iskandinav iilkelerinde (14.9/100.000) ve ABD de
(13.3/100.000) iken en diisiik Japonya’dadir (2.7/100.000). Amerika’da yumurtalik kanseri
oranlar1 en yiiksek beyaz irk kadinlarinda olup (15/100.000), Afrika kokenli Amerikali
kadinlarda (10.2/100.000) orta ve kizilderili kokenli Amerikali kadinlarda en diisiik
diizeydedir (61).

4.3.1. Yumurtahk Kanserinde Etkili Risk Faktorleri

Yumurtalik kanseri hi¢ dogum yapmamis kadinlarda, kuzey Amerika ve Avrupa
dogumlu olan, daha once kolon, endometrium ve meme kanseri olan ve ailesinde
yumurtalik kanseri gegmisi olan kadinlarda daha sik goriilmektedir. Ailede hastaligin daha
onceden goriilme durumu, bu risk faktorleri arasindaki en Onemli parametredir. Aile
Oykiisiinde daha o6nceden yumurtalik kanseri olmayan kadinlarda hastaligin yasam boyu
gelisme riski %1.4’diir. Birinci derece akrabalarinda yumurtalik kanseri olan olgularda bu
risk %5’e, iki veya daha fazla akrabasi hasta olan olgularda ise bu risk %7’ye
yiikselmektedir (62).

Dogurganligin yumurtalik kanserine kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu, infertilite
ve disiik paritenin yumurtalik kanseri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. En az bir ¢gocuk
sahibi olma durumu hastalik agisindan koruyucu olmakla birlikte yumurtalik kanseri
gelisim riskini % 0.3 - 0.4 oraninda azalttig1 ifade edilmektedir (63).

Yumurtalik kanseri riskini arttiran faktorler temel olarak yas, parite ve pozitif aile
hikayesinin olmasina dayanmaktadir. Kadinlarda yumurtalik kanseri vakalarinin biiyiik bir
kismi sporadik olarak herhangi bir risk faktorii olmaksizin ortaya ¢ikmaktadir. Yumurtalik
kanseri gelisiminde etkili risk faktorleri relatif risk degerleriyle birlikte Tablo 2’de
gosterilmistir (64,65,66).
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Yumurtalik kanseri icin risk faktorleri Relatif Risk

Birinci veya ikinci derece akrabada over yumurtalik kanseri

olmasi 5-7
BRCA 1 veya BRCA 2 mutasyonu tasiyicilig 5-35
Lynch Il / HNKKS 6-7
Nulliparite 15-2
infertilite ve / veya fertaite ilaci kullanimi 1,5-2
Kuzey Avrupa / Kuzey Amerika irki 1,5
Beyaz irk 1,5
Postmenapozal hormon replasman tedavisi kullanimi 1,15
Ge¢ menapoz 1,5-2
Erken menars 1-1,5
Artmis Ca 125 seviyesi 1.5
Sigara kullanimi 1,5

Tablo 2: Yumurtalik kanserinde risk faktorleri ve relatif risk degerleri

4.3.2. Ailesel Yumurtalik Kanseri

Yumurtalik kanserlerinin %90°1 sporadik, %10’u ise ailesel olarak gelismektedir.
Ailesel yumurtalik kanseri, ailede birinci veya ikinci derece akrabalar arasinda iki veya
daha fazla sayida yumurtalik kanseri goriilmesi olarak tanimlanabilir. Yumurtalik kanseri
riski, bir birinci derece akrabasinda yumurtalik kanseri olan kadinlarda 3.6 kat, bir ikinci
derece akrabasinda yumurtalik kanseri olan kadinlarda 2.9 kat artmaktadir. Annesinde
yumurtalik kanseri olan bir olguda ise bu riskin 4.3 kat arttig1 belirtilmistir (67).

Yumurtalik kanserlerinin yaklasik %5-%10’u aile Oykiisinde meme kanseri,
yumurtalik kanseri veya diger adenokarsinomlar olan hastalarda goriilmektedir (68). Bu
hastalarin ¢ogunda kanser riski otozomal dominant seklinde gecis gostermektedir. Pozitif
aile Oykiisii olan hastalarda meme ve yumurtalik kanserinin daha sik goriilmesi, bazi
ailelerde otozomal dominant kalittma uyacak sekilde birden fazla meme ve/veya
yumurtalik malignitesi izlenmesi, bu iki hastaligin temelinde ortak genetik mekanizmalarin
etkili oldugu diisiincesini de birlikte getirmistir. Bu diisiinceye dayali olarak yiiriitiilen
caligmalarda ailesel kanser yatkinlifindan sorumlu, yiiksek penetrasyon gosteren birkag
mutant gen tespit edilmistir. Genel toplumda bu mutant genler tiim meme ve yumurtalik
kanserlerinin = %5-%10’dan  sorumludur. Ailesel meme yumurtalik kanseri ile

iligkilendirilmis en 6nemli genler sirasiyla; BRCA1l, BRCA2, TP53 ve PTEN olarak
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belirtilmektedir. Bu genler arasinda BRCA1 gen mutasyonlarmin ailesel yumurtalik
kanseri gelisimindeki katkis1 %60 olarak belirtilmistir. ABD’de BRCA1 mutasyonu
tagtyicilarinin  genel goriilme sikligi ortalama 800 kadinda birdir. Bu oran Askenazi
Yahudilerinde ve Izlandali kadinlarda 40 kadinda 1 goriilme oraniyla daha fazladir (69).

Tiumor baskilayict genler olan BRCA genlerindeki mutasyonlar, ailesel yumurtalik
kanserlerinin  %90’1indan, tiim yumurtalik kanserlerinin ise yaklasik % 10’undan
sorumludurlar. Epiteliyal yumurtalik kanserlerini inceleyen 6 ¢alismada yumurtalik
kanserlerinin  %5.7’sinin  (70/1236) BRCA1 gen mutasyonlari ile iliskili oldugu
saptanmigtir. Epiteliyal yumurtalik kanserleri lizerinde yapilan benzer 4 calismada ise,
yumurtalik kanserlerinin %3.8.inin (28/738) BRCAZ2 ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Bu da yumurtalik kanserlerinin yaklasik %9.5 oraninda BRCA gen mutasyonlar ile
baglantilt oldugu sonucunu dogurmaktadir (70). Bu genlerdeki mutasyonlar meme kanseri
riskini de biiyiik Olclide artirmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar,
heterozigot tasiyicilar i¢cin meme ve yumurtalik kanseri acisindan kuvvetli predispozan
faktordiirler. Penetranslart olduk¢a fazla degiskenlik gosterir. Sporadik yumurtalik
kanserlerinde ise azalmis BRCA1 ekspresyonu rapor edilmistir (71).

Ailesel yumurtalik kanseri, li¢ sendrom adi altinda toplanmistir. Bu sendromlar,
kalitsal meme-yumurtalik kanseri sendromu (HBOC), bolgeye ozgii ailesel yumurtalik
kanseri sendromu ve Lynch II sendromu olarak isimlendirilmistir.

HBOC, goriilme siklig1 en yiiksek ailesel sendrom olup, ¢cogunlukla birinci ve ikinci
derece akrabalarinda pozitif aile Oykiisiine sahip kadinlarda goriilmektedir. Bu sendrom
daha genc yaslarda ortaya c¢ikmakla birlikte, BRCA1 ve/veya BRCA2 mutasyonu
tasimayan hastalara gore yaklasik 10 yil daha erken olarak hastalarda goriiliir (66). Kalitsal
meme-yumurtalik sendromu tiim ailesel yumurtalik kanserlerinin yaklasik %65-%75’ini
olusturmaktadir ve ¢cogunlugu BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline mutasyonlar ile
iliskilidir.

Bolge 6zglin yumurtalik kanseri, ailesel yumurtalik kanserlerinin %10-%15’ni
olusturmakta ve bu sendrom yalnizca erken baslangicli yumurtalik kanserlerinde artis
olarak tanimlanmaktadir (65). Ailesel yumurtalik kanserlerinin yaklasik %90’nin bolge
0zglin yumurtalik kanseri ve meme-yumurtalik kanseri sendromunun bir pargast olarak

BRCA gen mutasyonlart ile baglantili oldugu ifade edilmektedir (70).

19



Herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu (HNKKS) veya Lynch tip II
olarak adlandirilan ve multiple adenokarsinomlar ile karakterize olan sendrom ise, yiiksek
oranda yumurtalik, endometrial ve meme kanseri, ailesel kolon kanseri, gastrointestinal
sistem ve genitoliriner sisteme ait malignansilerden olusur (72). HNKKS’nun ailesel
yumurtalik kanserleri i¢cindeki payimnin %10-%15 oraninda oldugu belirtilmektedir (65). Bu
sendromun DNA yanlis eslesme tamir enzimlerindeki ((MSH-2, hMLH1, hPMS1, hPMS2
ve GTBP) mutasyonlar ile iligkili oldugu bilinmektedir (66). Bu sendromlar acisindan
pozitif aile Oykiisiine sahip bir kadinda yasam boyu yumurtalik kanseri gelisme riski
yaklasik %12’°dir ve genel populasyona oranla 3 kat daha fazla riski ifade etmektedir (72).

Ailesel yumurtalik kanseri adi altinda tanimlanan bu ii¢c sendrom, hem maternal hem
de paternal olarak otozomal dominant seklinde kalitilmaktadir. Bu nedenle etkilenmis bir
ebeveynin ¢ocugunda bu genetik anormalligin % 50 oraninda goriilme riski mevcuttur.

Meme Kanseri Baglanti Konsordiyumunun raporuna gore BRCA1 mutasyonu
tasiyan kadinlarda 70 yasinda kiimiilatif yumurtalik kanseri gelismesi riski %44-%63 iken,
BRCA2 mutasyonu kadinlarda 70 yasinda kiimiilatif yumurtalik kanseri geligsmesi riski %
27 olarak belirtilmektedir (73).

Ailesel yumurtalik kanseri sendromuna neden olan gen mutasyonlar1 Sekil 3’te

sunulmustur.

%1% 19

3%

H BRCA1 ( HBOC)

B BRCA2 ( HBOC)

B MLH1, MSH2, MSH6 ( HNKKS )
B STK11 ( Peuth - Jeghers))

B PTEN ( Cowden Hast. )

B PCT ( Gorlin Send. )

Sekil 3: Ailesel yumurtalik kanser gelisimine neden olan gen mutasyonlari (65,66,72)
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4.4, BRCA GENLERI ve MUTASYONLARI

BRCA genleri, DNA sentezinde transkripsiyonel diizenlenmeden sorumlu
multiprotein komplekslerinin sentezi ve DNA’da meydana gelen, Ozellikle ¢ift sarmal
kiriklar1 ile bazt DNA hasarlarinin fark edilmesi ve tamir edilmesinde gorevli bakic tipi
tiimdr baskilayici genlerdir. BRCA genlerinin islevlerini kaybetmesi, hiicrede DNA onarim
mekanizmasinin bozulmasma ve p53 bagimli DNA yikim noktasinin aktive olarak
hiicrenin apopitozisinin durmasina neden olmaktadir. BRCA mutasyonlarinin aktariminda
kalitsal ve gevresel etkenlerin rol oynadigi kabul edilmektedir.

BRCA genlerindeki islevsel eksiklikler, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline
mutasyonlarla iligkilidir. DNA tamirinde gorevli olan BRCA genlerindeki mutasyonlar,
DNA sentezinde bozukluklarla sonuglanmaktadir. Islevsiz BRCA proteinleri ile
sonuglanan bu mutasyonlarin, %80-%90’1m1 anlamsiz ya da ¢ergeve kaymasi mutasyonlari
olusturmaktadir (74).

Kromozom 17q21’e yerlesik BRCAT1 geni 1863 amino asitlik, kromozom 13q12° de
lokalize BRCA2 geni ise 3418 aminoasitlik bir proteini kodlar. BRCA1 ve BRCA2
proteinlerinin transkripsiyonun diizenlenmesinde rol alan proteinler ile hiicre dongiisiiniin
kontrol noktalarindaki 6nemli proteinler ve DNA rekombinasyonunda is goren proteinlerle
yakin iligkileri gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2’deki mutasyonlar BRCA proteinlerinin
inaktivasyonu ile birlikte diger genom koruyucu rolii olan proteinlerinde inaktivasyonuna
neden olarak hiicreyi tiimdr olusumuna gétiirmektedirler (75,76).

Hiicresel metabolizma sonucu olusan reaktif oksijen tiirevleri ve replikasyon
hatalarina ek olarak, mor 6tesi 1sinlar (UV) , iyonize radyasyon ve genotoksik kimyasallar
gibi ¢evresel mutajenler DNA’da hasarlara neden olmaktadirlar (77,78). DNA hasarlari,
kontrol noktalarinda bulunan DNA hasarlarmi algilayict sensor proteinler tarafindan
algilanarak, DNA hasarina iliskin sinyal, araci proteinler ile iletim proteinlerine aktarilir.
Iletim proteinlerinden, efektdr proteinlere aktarilan DNA hasar sinyali hiicrede bir dizi
biyokimyasal isleme neden olur. Bu islemler sonucunda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi,

DNA tamiri veya apopitozis gerceklesir (Sekil 4) (79).
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DNA cift iplik kingi Alkilleyici ajaniar Replikasyon stresi

DNA-hasari <
sensori
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DNA-hasan 4
sinyalinin
iletimi

i g \)'
\ aslan

' g
sinyali

effektorler
DNA tamiri Apopitozis ~ Apopitozis GT'de SveG2de G2de
durduruima durdurulma  durdurulma

-

Sekil 4: DNA hasar1 kontrol noktasi yolaginin sematik gosterimi (79)

CHEK?2 proteini bir serin/treonin kinaz olup DNA hasar1 kontrol noktas1 yolaginda
bulunan bir iletim proteinidir (78). CHEK2 proteinin, BRCA1 proteininin serin 988 (S988)
aminoasitini fosforile etmesi sonucu DNA tamiri baglar (Sekil 4). CHEK2 proteini ayn1
zamanda bir transkripsiyon faktorii olan FOXM1 (forkhead box M1)’i fosforile ederek,
stabilitesini artirir. FOXMI1 transkripsiyon faktorii ise, homolog rekombinasyon DNA
tamir mekanizmasinda gorevli olan BRCA2 ve baz (kesip-¢ikarma) tamir mekanizmasinda
gorev alan XRCCIl (X-ray repair cross complementing protein 1) genlerinin
ekspresyonlarini artirir (80,81).

Otozomal dominant seklinde kalitilarak ailesel meme-yumurtalik kanserine neden
olan BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin bunun yani sira kolon kanseri riskini,

erkekte prostat kanser riskini artirdigi tespit edilmistir. BRCA2 genindeki mutasyonlarin
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BRCAT1’den farkli olarak pankreas kanser gelistirme riskine (82) ve erkekte erken donem
meme kanseri gelistirme riskine sahip oldugu da belirtilmistir (83).

Tiim meme kanseri vakalarinin %3-%5’inde BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu
saptandig1 halde, bu oran 40 yas altinda meme kanseri tanisi alan olgularda %10, ailesel
meme kanseri vakalarinda ise %75’tir. BRCA1 mutasyonu yasam boyunca %85 oraninda
meme kanseri gelistirme potansiyeline sahiptir. Bu risk, 40 yasindan sonra %20, 50
yasindan sonra %51, 70 yasindan sonra ise % 85 olarak belirtilmektedir. Yumurtalik
kanserinde BRCA1 mutasyonu i¢in ise bu oran 70 yasindan sonra %40-%50 arasindadir.
BRCA2 mutasyonu ise daha ge¢ yasta da olsa yagam boyu % 85 meme kanseri gelistirme
riskine sahiptir. BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda, 50 yasindan sonra %35, 70 yasindan
sonra %84 oraninda meme kanseri, 50 yasindan sonra %0.4, 70 yasindan sonra ise %27

oranlarinda yumurtalik kanseri gelisimi bildirilmistir (84).

Mutant Gen Bolge Kanser Riski

Yumurtahk % 16-44 ( 70 yas )
% 56 -87 (70vyas)
% 33-50(50vyas)
BRCA 1 % 64 ( 70 yas )
Kontrolateral M
ontrofateral vieme % 25 ( 5 yil icerisinde )

Meme

Kolon 3.3 kat risk artigi
Prostat 3 kat risk artisl
Yumurtahk % 27 (70 yas)
o _
Meme % 56 - 87 ( 70 yas )
% 33 -50(50vyas)
% 64 ( 70 yas )
BRCA 2 Kontrolateral Meme
% 25 ( 5 yil icerisinde )
Prostat 3 kat risk artisi
Erkek Meme % 6
Pankreas Artmis

Tablo 3: BRCA mutasyon tasiyicilarinda belirli yaslarda kanser riski 6ngoriileri (85)

23



Bugiine kadar BRCA1 geni i¢in 850, BRCA2 geni i¢in ise 750’den fazla mutasyon
tanimlanmistir. Mutasyonlardaki pleomorfizm nedeniyle, belirli bir mutasyon kalib1 icin
risk hesaplamalar1 oldukga giictiir (70). Cesitli mutasyon tiplerine ragmen bu genlerdeki
germ soyu mutasyonlarin ¢ogunlugu tek tiptir ve bazi mutasyonlarin topluma ve etnik
kokene 6zgii oldugu da gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2’nin giiglii bir atasal mutasyon
etkisine sahip toplumlarda, ayni tip mutant alleller daha yiiksek siklikta tayin edilmistir.
Ashkenazi Yahudilerinde, BRCA1 geninde 185delAG ile 5382insC ve BRCA2 geninde

6174delT olmak tiizere ii¢ ortak atasal mutasyon saptanmistir (86).

4.4.1. BRCAL Geni

BRCAL1 geni (OMIM: 113705; GDB: 126611; Genbank: U14680), 17g21’e yerlesik
ve 24 ekzondan olusan (22 kodlama ekzonu, alternatif 5S’UTR ekzonlari, 1a ve 1b) bir
tiimor baskilayici gendir. Ik olarak 1994 yilinda Miki ve ark. tarafindan kalitsal meme
kanserlerinden sorumlu gen olarak tanimlanmistir (87).

BRCAL1 geni, DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrol noktalari, protein ubikitinasyonu
ve kromatin olusumunda gorev alan 1863 aminoasitlik multifonksiyonel bir proteini
kodlar. Yirmi dort ekzonlu bu gen, tiimdr olusumunun baskilanmasinda ve DNA tamirinde
gorevli olmakla birlikte, genomik DNA’nin 100kb’lik boliimiinii olusturur. BRCAI
geninin ekzon 11°1 (3.4 kb), 1863 aminoasitlik proteinin % 61’ini kodlar (88).

4.4.1.1. BRCAL Proteini

BRCAI1 geninin iriinii olan 220 kilodalton’luk (kDa) BRCAI1 proteini, hiicrenin
niikleusunda fosforile durumda bulunmaktadir (87). BRCA1 proteininin ekspresyonu ve
fosforilasyonu, hiicre dongiisiiniin S fazina girerken artar ve mitoz sirasinda en yiiksek
seviyeye ulasir. BRCA1 ekspresyonu ubikitinasyon yoluyla ve proteazoma bagli yikimla
azalir.

BRCALI proteini, N terminalinde yaklasik 100 aminoasitlik 6zel bir RING bdlgesi ve
C terminalinde yaklagik 90 aminoasitlik BRCT tekrar bolgesi icermektedir (Sekil 5).
BRCAI1 proteinin N terminal ve C terminalinde bulunan bu iki fonksiyonel bdlge, tiimor

baskilayict 6zellige sahip olmalar1 sebebiyle olduk¢a 6neme sahiplerdir (89).
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RiING BOLGESI BRCT BOLGELERI

K ﬁ 1863 2a

Sekil 5: BRCA1 Proteini (90)

BRCAI1 proteinin N terminal bolgesinde bulunan RING bdlgesi, sistein ve histidin
rezidiileri iceren ¢inko parmak (zinc finger) dizisinden olusur. Bu bolgenin DNA ile
etkilesimde oldugu ve heterokromatin korunmasi, spermatogenez ile ilgili islevlere sahip
oldugunu gosteren caligsmalar yapilmistir (91).

BRCA1 proteininin C terminaline bitisik bulunan BRCT bolgesi, DNA hasar
cevabinda integral sinyal modiiliidiir. BRCT bolgesinin fosfopeptid baglanma bdlgesi
olmasinin yani sira fosforilasyondan bagimsiz olarak protein etkilesimleri, poli (ADP
riboz) baglanma ve DNA baglanma gorevleri mevcuttur (92).

BRCAT’in BRCT bélgesindeki mutasyonlar ve polimorfizmler, transkripsiyonel
aktivasyonun yitirilerek RNA polimeraz II baglama yeteneginin kaybedilmesine neden

olmaktadir (92,93).
4.4.1.2. BRCA1 Gen Lokusu

BRCATI lokusu, bir psédo-BRCAT1 geni ve iki ayr1 geni (NBR1 ve NBR2) olusturan
parsiyel duplikasyonlar icermektedir (Sekil 6) (94). BRCA1 ve NBR2 genleri 200 baz
ciftlik bir farkla birbirlerinden ayrilirlar. Bu bdlge, majér meme-spesifik transkripsiyon
baslama boélgesi i¢in promotdrdiir ve BRCA1’in 1A ekzonunun ic¢inde yer alir (95). Bazi
caligmalar BRCA1 ve NBR2 genlerinin resiprokal olarak diizenlendigini ve bazi hiicre
serilerinde NBR2’nin ekpresyon seviyesinin yiiksekliginin, BRCAT1 seviyesinin diistikliigi
ile birlikte gozlendigini belirtmislerdir. Bu durumun, bu iki promotoriin RNA polimeraz II
icin yaris halinde olmasindan kaynaklandigr ve NBR2’nin aktivasyonunun, diisiik BRCA1
ekspresyonuna neden oldugu ifade edilmektedir. (94).
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NBR1 psddo-BRCA1 NBR2 BRCAl
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Sekil 6: BRCA1 Geni Lokusu (94)

BRCA1 promotorunde baslangic noktasinin 200 baz cifti yukarisinda olast bir
‘upstream baskilayici element’ ve bir pozitif element tespit edilmistir (Sekil 7) (96). Bu
bolgenin hem BRCA1 hem de NBR2 yoniinde direkt ekspresyon yapabilme yetenegine
sahip oldugu ve ¢ift tarafli transkripsiyon elementi gibi islev gosterdigi belirtilmistir (97).

“ -
—
——

-500 -400 -300 -200 -100 +1 +100

Sekil 7: BRCA1 Promotor Bolgesi (96)

4.4.1.3. BRCAL’in Islevi

BRCA1 proteini, embriyonik gelisme ve ergenlik gelisim doneminde gelisen
organlarin farklilagan epitel hiicrelerinde yapilmaktadir. Birgok islevsel bolgeye sahip olan
BRCAL1 proteini, ¢esitli dokularda hiicre biiylimesinin kontroliinde ve niikleer
fonksiyonlarda gorevlidir (90).

BRCAI1 proteini, DNA’da X-ray 1sinlar1 ve iyonize radyasyon gibi cevresel
mutajenler sonucu meydana gelebilen ¢ift zincir kiriklarinin homolog tamirinde ve

genotoksik homolog olmayan son birlesme (Non-Homologous End-Joining, NHEJ) tamir
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yolaginda rol alir. DNA’daki ¢ift zincir kiriklari, dogal radyasyon ve diger birgok
mutajenik ajana bagli olarak ortaya c¢ikabilmekle birlikte, kromozomlarda homolog
rekombinasyon gibi genetik materyal degisimlerinin oldugu siireclerde de ortaya ¢ikabilir.

Rekombinasyonel tamir, hasarli DNA’nin hasarsiz bir molekiile rekombinasyonu ile
gergeklesir. Bu yontem, DNA replikasyonu sirasinda karsilasilan ve normal replikatif DNA
polimerazlar ile kopyalanamayarak bir replikasyon catalinin ilerlemesini bloke eden, timin
dimerlerinin veya c¢ift DNA kirikliklarinin bulundugu hasarlarin onariminda siklikla
kullanilir. BRCA1 proteini, diger tiimor baskilayic1 6zellikteki proteinler, DNA hasarinin
tespitinde gorev alan sensorler ve sinyal doniistiiriiciilerle etkileserek BASC (BRCALI
associated genom survelliance complex) adi verilen BRCA1 iligkili genom gozetim
kompleksini olugturur. DNA hasar1 meydana geldiginde BASC kompleksi, BRCAI
proteinin C terminaline bitisik sekilde bulunan BRCT bdlgesine baglanir ve DNA tamir
edici diger protein ve enzimler i¢in liman gorevi goriir. DNA tamir islemi gerceklestikten
sonra BASC kompleksi BRCT bolgesinden ayrilir (92,93). BRCA1 proteinine bagh
homolog tamir islevinin eksikliginde kromozomlarda duplikasyonlar, delesyonlar,
insersiyonlar ve translokasyonlar meydana gelmektedir (90).

Kalitsal meme ve yumurtalik kanserinden sorumlu olan BRCA1 ve BRCA2
genlerinin kodladig1 proteinlerin, homolog rekombinasyon tamir yontemi ile ¢ift iplik
kiriklarin onariminda gorevli olmalari, bu genlerde meydana gelen mutasyonlarin DNA
onarimindaki bozukluga sebep olmasi sonucu, kadinlarda en yaygin goriilen meme ve
yumurtalik kanserlerinden birinin gelisimine yol agtigin1 gdstermektedir (90,98).

BRCA1 genom biitiinliigiiniin korunmas: i¢in gerekli olmasi nedeniyle ‘bakici tipi’
tiimor baskilayic1 gen olarak smiflandirilmistir. Aminoasit dizisinin C terminali (BRCT)
transkripsiyonu aktive edebilir ve DNA hasarindan sonra hiicre dongiisiiniin durmasinda
gorevli genlerin transkripsiyonunu diizenler (99). BRCAI1’in bilinen diger bazi
fonksiyonlar1 arasinda transkripsiyon, hiicre dongiisii kontrolii, protein ubikitinasyonu ve
kromatin yeniden diizenlenmesindeki rolleri yer almaktadir (100,101).

BRCA 1 geni biiyiik bir gen oldugu i¢cin mutasyon olugma siklig1 olduke¢a yiiksek bir
gendir (39,102). Bu gen iizerinde klinik olarak 6énemli birka¢c mutasyon bulunmustur. Bu
mutasyonlarin yaklasik %80-%90°nim1 ¢er¢eve kaymasi ya da anlamsiz mutasyonlar
olustururken (102) geri kalan1 stop kodonunda degisiklik sonucu meydana gelen

mutasyonlardir (39,102,103).
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4.4.2 BRCA 2 Geni

BRCA2 geni, (OMIM: 600185; GDB: 387848; Genbank: U43746), 1994 yilinda
Wooster ve ark. tarafindan, 13. kromozomun uzun koluna lokalize (13q12.3) olarak
bulunmus DNA tamirinde gorevli bir tiimor baskilayici gendir. BRCA2 genini igeren
13q12.3 bolgesi ayn1 zamanda retinoblastoma genine yakin bir bélgedir. BRCA2 geni 27
ekzona sahip 10.2 kb’lik bir gen olup, genin {iirlini olan BRCA2 proteini 3418
aminoasitten olusan bir proteindir. Ug ekzonunun transkripsiyon faktorleriyle benzerlik
gostermesi, bu yonde bir fonksiyonu olabilecegini gostermektedir (104,105). DNA zincir
kirilmalarinin  onarimi, traskripsiyon diizenlenmesi, hiicre dongiisiinlin kontrolii gibi
islevlere sahiptir (106).

BRCA2 geni de, BRCAI gibi biiyiik bir 11.ekzona sahiptir ve bu ekzon BRCA2
geninin yaklasik %58’ini olusturmaktadir (107). BRCA2 genindeki ekzon 11, BRCA2
proteinindeki sekiz ‘BRC’ tekrarindan olusan yapisal bir motifi kodlamaktadir. BRC
tekrarlar1 olarak adlandirilan bu motifinde, DNA tamir yolaginda rol oynayan bir

rekombinaz enzim olan RADS1 fonksiyonunu kontrol ettigi bilinmektedir (108).

4.4.2.1. BRCA2 Proteini ve Islevi

BRCAZ2 proteini iki islevsel domain igeren, 3418 aminoasitten olusan (Sekil 8) 350-
380 kDa’lik bir proteindir. BRCA2’nin karboksi terminal ucu iki niikleer lokalizasyon
domenini (NLS) igerir (101).

BRCA2 proteini, normal hiicrelerde 6zellikle hiicre dongiisiiniin ge¢-G1/erken-S
fazinda eksprese edilen niikleer bir protein (109) olmakla birlikte, yiiksek oranda meme ve
timusta olmak {izere genis bir dizi insan dokusunda, daha az oranda ise akciger, dalak ve

yumurtalikta bulunmaktadir (105).
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Transkripsiyonel Niikleer

aktivasyon domeni lokalizasyon
BRC Tekrarlari domeni
| [ 1
OCCR1 OCCR2
(3059-4075) (6503-6629)
I—

RAD51 baglanma
bolgesi

Sekil 8: BRCA2 Proteini Kapsamindaki Ozellesmis Bélgeler (110)

BRCA proteinlerinin  kendileri ¢ok kompleks olmaktan ziyade fonksiyonlari
karmasik olarak bilinmektedir. BRCA2’nin en 1iyi bilinen islevi, homolog
rekombinasyondaki gorevidir (101).

BRCAT1 ve BRCA2 genlerinin {iriinil olan proteinler, DNA hasarini takiben RADS51
ile beraber S fazinda subniikleer fokusta birlikte bulunurlar. RADS1, ¢ift sarmal DNA
kiriklarinin tamirinde ve homolog rekombinasyonunda yer alan BRCA?2 ile interaksiyon

halinde olan anahtar bir proteindir (111).
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RAD51
BRCA2 Oligomer

@ BRCA2, BRC Tekrarlari ile RAD51’in oligomer
yapisini bozar.

Serin 3291 aa’ni iceren TR2 bdlgesi

}’@ Cift iplik DNA Kirik Olusumu
v BRCA2 Ser 3291 aa’tinin
defosforilasyonu

BRC Tekrarlan

T e RADS1 ve TR2 etkilesimi ile
IO "oleoprotein filaman olusumu

Kalip DNA
®i
® Homolog Rekombinasyon ile DNA Tamiri
‘ f,) BRCA2 Ser3291 aa’nin fosforilasyonu

BRC Tekrarlari RAD51 niikleoprotein
filaman vabisini bozar.

Sekil 9: BRCA2 geninin DNA tamirindeki islevi (112)

BRCA2 gen mutasyonlar1t BRCA1 geninde goriilen mutasyonlara benzer sekilde
meme ve yumurtalik kanseri riskini artirirlar. Ancak BRCA2 genindeki mutasyonlar,
BRCAT1’e gore yumurtalik kanseri gelisiminde daha diisiik riske sahiptir. Erkek olgularda
goriilen meme kanserlerinde BRCA?2 gen mutasyonlarinin rolii oldugu gosterilmistir (113).

BRCA2 gen mutasyonlar1 yagam boyunca % 85 meme kanseri gelistirme riskine
sahiptir. BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda, 50 yasindan sonra % 28, 70 yasindan sonra %
84 oraninda meme kanseri, 50 yasindan sonra % 0.4, 70 yasindan sonra ise % 27
oranlarinda yumurtalik kanser gelisimi bildirilmistir (84). Bu gende germline mutasyon
tastyanlarda meme kanseri, yumurtalik kanseri riskinden daha fazla olmakla birlikte
sporadik meme ve yumurtalik kanserli hastalarda %30-40 oraninda heterozigotluk kayb1

gorilmektedir (103).
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4.4.3. Gelistirilen Uriin Prototipi Kapsaminda Taranacak Mutasyonlar

4.4.3.1. BRCA1 185delAG Mutasyonu

185delAG mutasyonu (rs80357713) (c.66 67delAG), BRCA1 geninin ekzon 2
bolgesi 185. pozisyonundaki adenin guanin (AG) dizisindeki delesyonlar1 ifade eder. AG
dizisindeki mutasyonlarin ¢ok fazla goriilmesi bu bolgenin ‘Hotspot’ bdolge olarak
adlandirilmasina neden olmustur. Tiim kadinlarda germline mutasyon arastirmalarinda
185delAG tasiyicilarinda 40 yasindan once meme kanseri goriilme sikligt %20 olarak
bulunmustur (39).

BRCA1l geninde en sik gorilen mutasyonlar, 185delAG ve 5382insC
mutasyonlaridir. Bu iki mutasyon BRCA1 geninde goriilen tiim mutasyonlarin %10’ nunu
olusturmaktadir. Bu mutasyonlar Ashkenazi ve Ashkenazi olmayan yahudilerde yaklasik
% 10 siklikta gortilmektedir. Bu mutasyonlarin ayn1 gruptaki tasiyicilik orani ise %1 dir.
185delAG ve 5382insC mutasyonlarinin Fasli ve Yahudi olmayan ailelerde de bulundugu
gosterilmistir (39).

Misirda meme kanserli kadinlarda yapilan bir ¢alismada, BRCA1 185delAG
mutasyonunun frekansi, hastalar arasinda %10 olarak saptanmustir. 40 yas altindaki erken
baslangi¢c gosteren hastalarin % 8’1 ve 40 yas lizerindeki hastalarin %13,5’u mutasyon
bakimindan heterozigottur. Tek tarafli meme kanserli hastalarin %3’1, ¢ift tarafli meme
kanserli hastalarin %40’1 ve ailesel meme/yumurtalik kanserli hastalarin %50’sinin
mutasyonu tasidigr belirtilmistir. Elde edilen sonuglar 1s18inda, ailesel meme/yumurtalik
kanserli ve cift tarafli meme kanserli hastalarin, tek tarafli meme kanserli hastalara gore
BRCAT 185delAG mutasyonu bulundurmaya daha yatkin olduklar1 6n goriilmiistiir (114).

Amerika’daki Ispanyol kokenli kadlarda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon
taramasinin yapildigt bir ¢alismada, 14’liniin kalitsal meme kanseri oldugu ve toplam
vakalarin %181 olan 78 kadinda mutasyon saptanmistir. Bu mutasyonlar arasinda en sik
goriilen mutasyon 4 farkl ailede goriilme penetransiyla BRCA1 genindeki 185delAG
mutasyonu olarak ifade edilmistir (115).

Kuzey Kaliforniya da John ve arkadaslarinin 393 meme kanserli ispanyol kadin ile

yaptig1 bir bagka calismada, 65 yas oOncesi 21 kadinda (%5.3), BRCA1 mutasyonu
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bulundugu saptanmistir. 21 vakanin 5’inde goriilen BRCA1 mutasyonunun 185delAG
oldugu belirtilmistir (116).

Wietzel ve arkadaglari, Los Angeles' da 34’{i mutasyon tastyici olan 110 Latin kadin
ile calismiglardir. 34’ mutasyon tasiyici kadinlarin 18’inin Meksika kokenli oldugu ve bu
Meksika kokenli kadinlarda 4 mutasyonun birden ¢ok goriildiigii tespit edilmistir. BRCA1
185delAG ( 4 kez ), BRCA1 R1443X ( 3 kez ), 2552delC ( 2 kez ), 3492insT ( 2 kez )
saptanmis ve bu 4 mutasyon daha sonra Meksika kokenli mutasyonlar olarak rapor

edilmistir (117).

4.4.3.2. BRCA1 5382insC Mutasyonu

BRCA1 5382insC mutasyonu (rs80357906) ( ¢.5263 5264insC ), diinyada en sik
rastlanan mutasyon olup, Askhenazi miisevilerinde ve Slav kokenli bayanlarda
bulunmaktadir. Haplotip analizleri de bu mutasyonun yaygin Avrupa kokenli bir mutasyon
oldugunu onaylamaktadir (118).

Tiirkiye’nin batisindaki populasyonda, kuvvetli aile Oykiisii olan olgularda BRCA1
ve BRCA2 germline mutasyonlarini saptamaya yonelik yapilan bir calismada, BRCAL1
5382insC mutasyonunun Tiirk hasta populasyonu i¢in dominant bir penetrans gosterdigi
belirtilmistir (119). 2000 yilinda Tirkiye’de meme ve yumurtalik kanserli hastalarda
BRCAT1 ve BRCA2 mutasyonlarinin arastirildigi bir ¢alismada, 5382insC mutasyonunun
Tiirk toplumu i¢in kurucu mutasyon olarak degerlendirilebilecegi ifade edilmistir (120).

Brezilya popiilasyonunda birbirinden bagimsiz 402 meme kanserli hastada BRCAL1
ve BRCA2 mutasyon taramasi yapilan ¢alismada, 6’s1 BRCA1 geninde ve 3’ii BRCA2
geninde olmak {izere toplam 9 mutasyon, %2.3 oraninda saptanmistir. BRCA1 5382insC
mutasyonunun populasyonda en sik goriilen mutasyon oldugu ve saptanan tiim

mutasyonlarin %56’sin1 olusturdugu ifade edilmistir (118).

4.4.3.3. BRCA2 6174delT Mutasyonu

Yiiksek riskli aile agaclarinda, BRCA mutasyonlarin1 bulunduran kadinlar hayatlar
boyunca %80-90 meme kanseri ve %40-%50 yumurtalik kanseri riski tasimaktadir (121).

Meme kanseri ve yumurtalik kanseri vakalarini barindiran bir ka¢ Askhanezi Yahudi ailede
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BRCA1 185delAG c¢erceve kaymasi mutasyonun bulunmasini takiben, bu mutasyonun
frekansinin %0.9 oldugu bulunmustur (122). BRCA2 6174delT mutasyonu (rs80359550)
(c.5946delT) ise, Askanezi Yahudilerinde %1 sikliga sahiptir (123).

Antoniou ve arkadaslarinin 22 popiilasyonu baz alarak BRCA1 185delAG, 5382insC
ve BRCA2 6174delT mutasyon tasiyiciliginin, meme ve yumurtalik kanseri gelisim riskine
etkisini degerlendirdikleri sonuclar Tablo 5’te gosterilmistir. Bu c¢alismada BRCAI
185delAG, 5382insC ve BRCA2 6174delT mutasyon tastyiciliginin 70 yasinda 6n goriilen
meme kanseri gelisim risk oranlart sirasiyla; %64 (34-80) , %67 ( 36-83) , %43 ( 14-62)
olarak ifade edilirken, bu oranlar yumurtalik kanseri icin sirastyla %14 ( 2- 24) , %33 ( 8-
50) ve %20 ( 2-35) olarak belirtilmektedir (124).

185delAG 5382insC 6174delT
Meme Yumurtahk Meme Yumurtahk Meme Yumurtahk
Yas Kanseri Kanseri Kanseri Kanseri Kanseri Kanseri
40 | % 10(3-18) % 3(0-7) % 14 (5-23) %2(0-5) %7 (0-14) 0
50 | % 27 (13-38) | % 11(2-19) | % 46 (29-59) | % 17 (4-28) % 8(0-16) %2(0-7)
60 | % 47 (26-62) | % 14 (2-24)| %57 (35-72) | %32(8-50) | % 16(1-28) % 15 (1-28)
70 | % 64 (34-80) | % 14 (2-24)| %67 (36-83) | %33 (8-50) | %43 (14-62)| % 20(2-35)

Tablo 5: 185delAG, 5382insC ve 6174delT mutasyon tastyicilarinin yas araliklarina gore

on goriilen meme ve yumurtalik kanseri kiimiilatif risk degerleri (124)

4.4.4. Gelistirilen Uriin Prototipi Kapsamindaki Yenilikler

Glinlimiizde meme ve yumurtalik kanser riskini biiyiikk Olclide artirdigi bilinen
BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin analizi, ¢ogunlukla bu iki genin tamaminin
dizilenmesi stratejisine dayanmaktadir. Ulkemizde hastaneler ve &zel laboratuarlarda,
meme ve yumurtalik kanseri taramalarinda oncelikle BRCA1 ve BRCA2 genleri olmak
tizere beraberinde PTEN, CHEK, PALB2, BRIP1, BARDI1, CDHI, ATM, RADS5O0,
MREI11A, NBN, RADS1C, TP53, STK11 gen analizleri de yapilmaktadir. Bu kapsamda
0zel hastaneler ve laboratuarlarda tiim gen analiz hizmetleri 2-4 ay arasi bir siire zarfinda
gerceklestirilmektedir.

Uriin prototipinin gelistirilmesi ile hastalar disinda genel popiilasyonda da goriilme

siklig1 yiiksek olan BRCA1 185delAG ve 5382insC ile BRCA2 6174delT ve iilkemizdeki
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hastalarin taranmasi sonucunda sik oldugu bildirilen V2466A mutasyonunun kisa siirede
tespiti miimkiin kilimmistir. Bu prototipten olusacak {iriin, tarama amacli kullanilabilir.
Kullanicilar bu 4 mutasyonun saptanmadigi durumda, 6nceki gibi DNA Dizileme yontemi
ile analize devam edebilirler. Mutasyon saptanmasi halinde, tiim genin DNA Dizileme
yontemi ile incelenmesi yontemine kiyasla analiz siiresi yaklasik 90 giinden 2 saate
inmektedir. Boylece bahsi edilen bdlgelerde meme ve yumurtalik kanser riskinin biiyiik

Olciide artmasindan sorumlu olan ve sik saptanan BRCA mutasyonlar1 taranmig olacaktir.
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5. MATERYAL ve YONTEM

5.1. KONTROL GRUBU

Bu ¢alismada, BRCA1 185delAG ve 5382insC mutasyonlar1 ile BRCA2 6174delT
ve V2466A mutasyonlarinin pozitif kontrolleri olarak yabanil tip ve mutant alleller i¢in
homozigot genotipe sahip sentetik DNA’lar tasarlandi. Bu amagla, belirtilen mutasyonlara
ait primerler tasarlanarak, bu primerlerin olusturdugu PZR iiriinleri NCBI veri tabanindan
kontrol edildi. Mutasyonlara 6zgii ileri ve geri primerlerin nonspesifik amplifikasyon
olusturmadigi NCBI veri tabanindan kontrol edildikten sonra, mutasyonlar i¢in homozigot
genotipteki 8 adet sentetik DNA’y1 iceren plazmidler, GENEWIZ, Inc firmasimna siparis
edilerek temin edildi.

Calismada kullanilacak, her mutasyona 0zgii heterozigot genotipteki DNA’lar,
yabanil tip ve mutant alleller i¢in tasarlanan homozigot genotipteki sentetik DNA’larin 1/1

oraninda karistirilmasiyla elde edildi.

5.2. YONTEM

5.2.1. Primerlerin Tasarimi

BRCA1 185delAG ve 5382insC mutasyonlar1 ile BRCA2 6174delT ve V2466A
mutasyonlaria 6zgii ileri ve geri primerler gerekli literatiir taramalar1 yapildiktan sonra
Primer Express2.0 programi kullanilarak tasarlandi. Her bir mutasyon i¢in yabanil tip ve
mutant allele 6zgii olmak iizere toplamda 12 primer hazirlandu.

Liyofilize halde ve 0.04 umol (mikromol) sentez skalasinda ticari olarak satin alinan
primerler (TAG Copenhagen A/S) 100 pmol (pikomol) /ul hacimde olacak sekilde
konsantrasyon miktarlarina gére, PZR i¢in uygun safliktaki steril bidistile su eklenerek
coziildii. Elde edilen stok primerlerden 10pmol olacak sekilde primerler tekrar

sulandirilarak, - 20 °C’ de PZR uygulanincaya dek muhafaza edildi.
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BRCAL1 ekzon 2 185delAG ve ekzon 20 5382insC mutasyonlar1 ile BRCA2 ekzon
11 6174delT ve ekzon 14 V2466A mutasyonlar1 i¢in kullanilan primerler Tablo 6 ‘da

gosterilmistir.
COGALTILAN
PRiIMER PRIMER DiZziSi GEN PRIMERIN
ADI BOLGESININ BAZ SAYISI
UZUNLUGU (bg)
185delAG
Ileri Primeri 5’-GAT TTA TCT GCT 80/80bg 18
(GENEL) | CTT CC-3
185delAG
Yabanil Tip 5’- CAG ATG GGA CAC 80bc 15
Geri Primeri | TCA-3’
185delAG
Mutant Geri 5-CAG ATG GGA CAC 80bc 15
Primeri TAT-3’
5382insC
Yabanil Tip 5-GCG AGC AAG AGA 430b¢ 18
fleri Primeri | ATG GCT-3’
5382insC
Mutant ileri 5’- GCG AGC AAG AGA 430b¢ 19
Primeri ATC AGC T-3°
5382insC
Geri Primeri 5’-CCA TGG AGT GAG 430/430bg 18
(GENEL) | ACT CCC-3’
6174delT
Yabanil Tip 5’- TGG GAT TTT TAG 200bg 22

fleri Primeri

CAC AGC GGG A-3’
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6174delT

Geri Primeri 5- TTT GGG ATA TTA 200/200 bg 26
(GENEL) | AAT GTT CTG GAG A-3°
V2466A

Yabanil Tip 5’- AAA ACA ACT CCA 245 bg 22

fleri Primeri | ATC AAG GCG A-3’

V2466A
Mutant Ileri 5’- AAA ACA AGT CCA 245 bg 22
Primeri ATC AAG GCG G-3°

V2466A
Geri Primeri 5’- CTG CTG CTT TCA 245 /245 bg 21
(GENEL) | GAG AGA TTG-3’

Tablo 6: Multipleks PZR’da Kullanilan Primerler

5.2.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Multipleks PZR)

Mutasyonlara 6zgii pozitif kontrol olarak tasarlanan homozigot genotipteki sentetik
DNA’larin belirtilen oranlarda karistirllmasiyla elde edilen heterozigot genotipteki
DNA’larin, yabanil tip ve mutant alleller i¢in farkli PZR tiiplerinde olmak {izere, tasarlanan
tiim primerlerle bir arada olacak sekilde GeneAmp" PCR System 9700 (ABI, Applied
Biosystems, ABD) cihazinda multipleks PZR’1 gerceklestirildi.

5.2.2.1. PZR Bilesenleri

Homozigot ve heterozigot DNA’larin tlimiiniin ayr1 ayr1 kalip olarak kullanildigi,
yabanil tip ve mutant allellere 6zgli primerleri ayr1 ayr1 igeren standart 20ul’lik PZR
karisimlari, 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde Tablo 7 ‘de belirtildigi gibi hazirlandi. PZR
bilesenlerinin optimal miktarlar1 ¢esitli denemeler sonucunda elde edildi.

Bu calismada PZR reaksiyonunda belirtilen konsantrasyonlarda 0.25U/ul Taq
polimeraz, 2X PCR Buffer, 0.4 milimolar (mM) dNTPs (Deoksiriboniikleosid trifosfat),
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3.2mM MgCl, (Magnezyum Kloriir) ve %0.02 bromofenol mavisi iceren Hibrigen 2X Taq
Master Mix (Istanbul, Tiirkiye) kullanilmstir.

YABANIL TiP (wt) TUP | MUTANT (M) TUP PZR
PZR BILESENLERI PZR KARISIMLARI KARISIMLARI
2X Taq Master Mix 10ul 10ul
185delAG ileri Primer
(Genel) 2 ul 2 ul
185delAG Geri Primer
wt/M 0.4 pul 2ul
5382insC Ileri Primer
wt/M 0.12 pul 0.12 pul
5382insC Geri Primer
(Genel) 0.12 ul 0.12 ul
6174delT Ileri Primer
wt/M 0.24 ul 0.31 ul
6174delT Geri Primer
(Genel) 0.31 pul 0.31 pul
V2466A Ileri Primer
wt/M 0.31 ul 0.31 pul
V2466A Geri Primer
(Genel) 0.31 pul 0.31 pul
Kalip DNA 1 ul (50ng/ pul) 1 ul (50ng/ ul)
Steril bidistile su 52ul 3.52 ul
TOPLAM HACIM 20 pl 20 pl

Tablo 7: Yabanil tip ve Mutant tiiplere 6zgii PZR bilesenleri.

38



5.2.2.2. PZR Kosullar1

Orneklerimiz i¢in uygun amplifikasyon kosullarmin saptanmasi cesitli denemelerle
belirlendi. Her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutularak, optimal
amplifikasyon kosullar1 saglanana kadar, PZR programinin farkli 1s1 dongiileri ve dongii
sayilar1 denendi.

Optimizasyonun saglanmasiyla birlikte, BRCA1 geninin ekzon 2 bdlgesindeki
185delAG ve ekzon 20 bolgesindeki 5382insC mutasyonlari ile BRCA 2 geninin ekzon
11°’ndeki 6174delT ve ekzon 14’teki V2466A mutasyonlarini gostermek amaciyla
uygulanan PZR programi Tablo 8 ¢ de belirtilmektedir.

PROGRAM DERECE SURE DONGU SAYISI
TURU
ilk Denatiirasyon 94 °C 4dak 3
Denatiirasyon 94 °C 15sn
59°C 15sn 34
Baglanma
72 °C 30sn
Uzatma
Son Uzatma 72°C 10dk B

Tablo 8: PZR kosullar
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5.2.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Gériintiilenmesi

PZR islemi sonrasi iiriinlerin goriintilenmesi amaciyla %2,5’luk agaroz jel
hazirlandi. 2 gram (g) agaroz (Hibrigen/istanbul, Tiirkiye), 50X ana stoktan 1/50 oraninda
sulandirilmig, 80 mililitre (ml) 1X TAE (Trisasetik asit) (Hibrigen) elektroforez yliriitme
tamponu igerisinde kaynatilarak ¢oziindiiriildii ve elle tutulabilecek sicakliga geldiginde
icerisine 2ul etidyum bromid (EtBr) (10mg/ml) eklenerek iyice karistirildi. Kuyucuklar
olusturacak taraklar kasete yerlestirildi ve sivi haldeki jel, kasete dokiilerek donmaya
birakildi. Donma isleminin ardindan taraklar ¢ikarildi. Tiim 6rnekler 8 pl olacak sekilde
jele ytiklendi. Jele yiiklenen 6rnekler, 1X TAE tamponu igerisinde 90V’da 45 dakika
yiritiildiikten sonra jel, UV 15181 altinda jel goriintiileme sistemi (Uvitec/BTS-20.MS ve
DOC-PRINT.VX2) ile incelenmis ve BRCAI1/BRCA2 genlerinin belirtilen ekzon
bolgelerinde mutasyon igeren noktalarda DNA biriminin beklenen iiriin boylarinda ¢ogalip
cogalmadigina bakildi. PZR firiinlerinin biiyiikliikleri 100b¢ molekiiler agirlik standarti
(Hibrigen/Istanbul, Tiirkiye) ile karsilastirilarak belirlendi.
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6. BULGULAR

6.1. SENTETIK DNA URUNLERININ KONTROLU

Calismamizda, BRCA1 185delAG ve 5382insC mutasyonlart ile BRCA2 6174delT
ve V2466A mutasyonlarinin pozitif kontrolleri olarak kullanilmak iizere tasarlanan
homozigot genotipteki plazmid DNA’larinin kontrolii, agaroz jel elektroforeziyle
gerceklestririldi. Firmadan temin edilen her bir mutasyona 6zgii Sul plazmid DNA,
yaklasik 2ul yiikleme tamponu (Hibrigen) ile karigtirilarak hazirlanan %2.5’luk agaroz
jelde 90V gerilimde 20 dak. yiiriitiildii. Pozitif kontrol amagl tasarlanan plazmid DNA

iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde kontrolii saglandi.

6.2.MULTIPLEKS PZR URUNLERININ AGAROZ JEL
ELEKTROFOREZ ANALIZi

Calismamizda, BRCA1 185delAG ve 5382insC mutasyonlart ile BRCA2 6174delT
ve V2466A mutasyonlarini1 yabanil tip ve mutant alleller i¢in ¢alismak iizere, homozigot ve
heterozigot genotipteki DNA’larin ayr1 ayr1 kalip olarak kullanildig: yabanil tip ve mutant
tip PZR karisimlart hazirlanarak gergeklestirilen multipleks PZR islemi, optimal
amplifikasyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla toplamda 3 kez tekrarlandi. Her
denemede farkli dongii sayilar1 ve baglanma sicakliliklar1 denenerek multipleks PZR i¢in
optimal kosullar belirlendi. Optimal PZR kosullarinin belirlenmesinde yapilan multipleks
PZR’lar sonucu elde edilen iirlinlerin kalitatif tayinleri agaroz jel elektroforezi ile
gerceklestirildi. Her iki allelde de mutasyonlara 6zgii pozitif 6rnekler, BRCA1 185delAG
mutasyonu i¢in 80b¢, BRCA1 5382insC mutasyonu i¢in 430bg, BRCA2 6174delT
mutasyonu i¢in 200b¢ ve BRCA2 V2466A mutasyonu icin 245b¢ uzunlugunda PZR

tirlinleri olusturmaktadir.
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6.2.1. Optimal PZR Kosullarinin Tayininde 1.Deneme

Baglanma sicakliginin 56°C ve dongii sayisinin 37 olarak belirlendigi PZR kosullar
ile gerceklestirilen ilk multipleks PZR isleminin ardindan PZR f{iriinlerinin analizi agaroz
jel elektroforezi ile yapildi. Yabanil tip ve mutant allelere 6zgii primerleri iceren PZR
karisimlart i¢in yalnizca heterozigot genotipteki kontrol DNA’lan ile gergeklestirilen
multipleks PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi analiz goriintiileri sirasiyla Sekil 10 ve
Sekil 11°de gosterilmektedir.

Multipleks PZR sonucu, mutasyonlara 6zgii beklenen iiriin boylar1 100b¢ molekiiler

agirlik standardi kullanilarak karsilastirildi.

Sekil 10: Mutasyonlar i¢in heterozigot genotipteki kontrol DNA’lar1 kullanilarak yabanil

tip allele 6zgii primerleri igeren karigimlar ile gerceklestirilen multipleks PZR {iriinlerinin
%2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu: 100bg¢’lik molekiiler agirlik
standardi. 2.Kuyu: BRCA1 185delAG mutasyonu igin pozitif 6rnegi igeren PZR {iriinii.
3.Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi igeren PZR iiriinii. 4.Kuyu:
BRCA2 6174delT mutasyonu ig¢in pozitif drnegi igeren PZR iiriinii. 5.Kuyu: BRCA2

V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR {irtinii.
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Yabanil tip allele 6zgii primerleri i¢ceren karisimlar i¢in uygulanan multipleks PZR
kosullarinin, BRCAT1 185delAG, BRCA2 6174delT ve BRCA2 V2466A mutasyonlari i¢in

beklenen firiinlerin diginda nonspesifik iirlinler olusturdugu tespit edildi (Sekil 10).

Sekil 11: Mutasyonlar i¢in heterozigot genotipteki kontrol DNA’lar1 kullanilarak mutant

allele 6zgii primerleri igeren karigimlar ile gerceklestirilen multipleks PZR {iriinlerinin
%2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu: 100b¢’lik molekiiler agirlik
standardi. 2.Kuyu: BRCA1 185delAG mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi igeren PZR {irlinii.
3. Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu i¢in pozitif drnegi igeren PZR iiriinii. 4.Kuyu:
BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi igeren PZR iiriinii. 5.Kuyu: BRCA2

V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi igeren PZR iiriinii.
Mutant allele 6zgii primerleri igeren karisimlar ile gerceklestirilen multipleks PZR

sonucu, BRCA1 185delAG, 5382insC ve BRCA2 6174delT ile V2466A mutasyonlari igin
beklenen liriinlerin disinda nonspesifik iiriinler olustugu tespit edildi (Sekil 11).
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6.2.2. Optimal PZR Kosullarinin Tayininde 2.Deneme

Baglanma sicakliginin 56°C ve dongii sayisinin 37 olarak belirlendigi PZR kosullar
ile gerceklestirilen ilk multipleks PZR denemesi sonucu elde edilen PZR iirlinlerindeki
nonspesifik olusumlarin giderilmesi amaciyla, diger tiim parametreler sabit kalacak sekilde
ikinci bir PZR protokolii olusturuldu. Bu protokolde, baglanma sicakligi 57.5 °C ve dongii
sayis1 36 olarak belirlendi. Bu kapsamda multipleks PZR islemi, yabanil tip ve mutant
allele 6zgli primerleri igeren karisimlar i¢in 1.denemede de oldugu gibi yalnizca
heterozigot genotipteki DNA’lar icin uygulandi. ikinci PZR protokolii kapsaminda

gerceklestirilen multipleks PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez analizleri Sekil 12 ve

Sekil 13’te gosterilmektedir.

Sekil 12: Olusturulan ikinci PZR protokolii kapsaminda yabanil tip allele 6zgli primerleri
iceren karigimlar i¢in heterozigot genotipteki kontrol DNA’lar ile gergeklestirilen
multipleks PZR f{irlinlerinin %?2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu:
100bg plus molekiiler agirlik standarti. 2.Kuyu: BRCA1 185delAG mutasyonu i¢in pozitif
ornegi iceren PZR iirtinii. 3.Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu igin pozitif 6rnegi iceren
PZR {iriinii. 4. Kuyu: BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR iiriinii.
5.Kuyu: BRCA2 V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi i¢ceren PZR iiriinii.
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Sekil 13: Olusturulan ikinci PZR protokolii kapsaminda mutant allele 6zgii primerleri

iceren karigimlar igin heterozigot genotipteki kontrol DNA’lart ile gergeklestirilen
multipleks PZR iiriinlerinin %2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu:
100b¢ molekiiler agirlik standarti. 2.Kuyu: BRCA1l 185delAG mutasyonu i¢in pozitif
ornegi iceren PZR iiriinii. 3.Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu i¢in pozitif érnegi igeren
PZR iirlinii. 4.Kuyu: BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR {iriinii.
5.Kuyu: BRCA2 V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR iiriindi.

Ikinci PZR protokolii kapsaminda gerceklestirilen multipleks PZR sonucu elde edilen
tirlinlerin agaroz jel elektroforez analizlerinde, var olan nonspesifik iiriinlerin miktarlarinda
ve parlakliklarinda azalma tespit edildi. Yabanil tip allele 6zgli primerleri igeren karigimlar
ile yapilan PZR’da BRCA1 185delAG mutasyonu i¢in c¢alisilan Ornekteki (Sekill2,
2 kuyu) nonspesifik olusumlar giderildi. Mutant allele 6zgii primerleri igeren karigimlar ile
gerceklestirilen PZR’da ise 185delAG mutasyonu i¢in calisilan ornekteki (Sekil 13,
2.kuyu) nonspesifik iirtinlerin ¢ogunlugu giderildi. Yabanil tip ve mutant alleller icin
BRCA2 V2466A mutasyonuna 6zgii pozitif kontroliin ¢alisildigi 6rneklerdeki (Sekil 12,
5.Kuyu) (Sekil 13, 5.Kuyu) nonspesifik olusumlarda da beklenen azalma kaydedildi.
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6.2.3. Optimal PZR Kosullarimin Tayininde 3.Deneme

Ikinci PZR protokolii kapsaminda gergeklestirilen multipleks PZR fiiriinlerindeki
non-spesifik olusumlarin tamamen giderilmesi amaciyla, tglincli bir PZR protokolii
olusturuldu. Bu kapsamda, ikinci protokolde belirlenen baglanma sicakligi 59 °C ‘ye
cikarilarak dongii sayis1 34’e indirildi. Buna ek olarak {iriin miktarin1 artirmak amaciyla
BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in mutant allele 6zgii kullanilan ileri ve geri primerlerin
ornek basma miktar1 0.24 pul’den 0.31ul’ye ¢ikarildi. Olusturulan yeni PZR protokolii,
diger uygulamalarda da oldugu gibi ilk olarak heterozigot genotipteki Ornekler igin
denendi. Ugiincii PZR protokolii ile uygulanan multipleks PZR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforez analizleri yabanil tip ve mutant tiip karigimlart i¢in sirastyla Sekil 14 ve Sekil

15°te gosterilmektedir.
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Sekil 14: Uciincii PZR protokolii kapsaminda yabanil tip allele 6zgii primerleri igeren

karisimlar ile heterozigot genotipteki kontrol DNA’lar1 kullanilarak gerceklestirilen
multipleks PZR firlinlerinin %2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu:
100b¢ molekiiler agirlik standardi. 2.Kuyu: BRCA1 185delAG mutasyonu i¢in pozitif
ornegi iceren PZR iirlinii. 3.Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu igin pozitif 6rnegi igeren
PZR firiinii. 4.Kuyu: BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR {iriinii.
5.Kuyu: BRCA2 V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR fiiriinii.
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Sekil 15: Ucgiincii PZR protokolii kapsaminda mutant allele 6zgii primerleri igeren

karisimlar ile heterozigot genotipteki kontrol DNA’lar1 kullanilarak gerceklestirilen
multipleks PZR firlinlerinin %?2.5’luk agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu:
100b¢ molekiiler agirlik standarti. 2.Kuyu: BRCA1l 185delAG mutasyonu i¢in pozitif
ornegi iceren PZR iirlinii. 3.Kuyu: BRCA1 5382insC mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi igeren
PZR firiinii. 4.Kuyu: BRCA2 6174delT mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi iceren PZR {iriinii.
5.Kuyu: BRCA2 V2466A mutasyonu i¢in pozitif 6rnegi i¢ceren PZR iiriinii.

Sekil 14 ve Sekil 15°de, olusturulan son PZR protokolii ile agaroz jel elektroforez
goriintlileri goriilen multipleks PZR {iriinlerinde, daha dnceden tespit edilen nonspesifik
irlin olusumlarinin tamamen giderildigi gosterilmektedir. Mutant allele 6zgli primerleri
iceren PZR karisimi ile BRCA2 6174delT mutasyonuna 6zgii pozitif drnegin calisildigy
ornekteki (Sekil 14, 4. Kuyu) non-spesifik olusumlar tamamen giderilmekle birlikte, primer
miktarinda yapilan degisiklik beklenen {iriiniin miktarini artirmay saglamigtir. Gorsellerde
yer alan Ornekler, yabanil tip ve mutant allele 6zgii hazirlanan PZR karigimlari i¢in her bir
mutasyonu ayri ayri tasiyan heterozigot mutant genotipteki 4 farkli sentetik DNA
Orneginin analiz gorlintlistinii temsil etmektedir. Bu kapsamda homozigot mutant genotipe
sahip sentetik DNA ornekleri i¢in 6n goriilen agaroz jel elektroforezi goriintiileri Sekil 16

‘da gosterilmektedir.
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Her mutasyon i¢in homozigot mutant genotipte olan 4 ayr1 sentetik DNA 6rneginin
agaroz jel elektroforez analizlerinde, beklenildigi lizere yabanil tip allele 6zgii primerleri
iceren karisimlar ile yapilan multipleks PZR islemi sonucu amplifikasyon gézlenmemistir.
Mutant allele 6zgii primerleri iceren karisim ile yapilan multipleks PZR islemi sonucu ise,

her mutasyon i¢in beklenen {irtinler tek bir bant seklinde goriintiilenmistir (Sekil 16).

Sekil 16: 1,2,3,4. Kuyular: 4 mutasyon agisindan da homozigot mutant genotipte oldugu

bilinen 4 farkli sentetik DNA 6rneginin yabanil tip allele 6zgili primerler ile gergeklestirilen
multipleks PZR fiirlinleri. 5.Kuyu: 100b¢ molekiiler agirlik standardi. 6,7,8,9. Kuyular:
Mutant primerler ile gergeklestirilmis miiltipleks PZR iirlinleri. Dort 6rnegin hepsi bu 4
mutasyonu homozigot mutant formda tasidigi icin, beklenildigi bigimde 1-4 numarali
kuyularda (yabanil tip) amplifikasyon gozlenmez iken, 6-9 numarali kuyularin (M)

hepsinde beklenen iirlin boyutlarinda amplifikasyon gozlenmistir.
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Mutant allele 6zgli primerler ile hazirlanan PZR karisimlarinda BRCA1 185delAG
ile 5382insC ve BRCA2 6174delT ile V2466A mutasyonlarii ikili kombinasyonlar
halinde tagiyan sentetik DNA karigimlart ile gelistirilen {iriin prototipi kapsaminda yapilan

multipleks PZR sonucu gergeklestirilen agaroz jel elektroforez analizleri Sekil 17°de

gosterilmektedir.

Sekil 17: Mutant allele 6zgii primerleri iceren karisimlarda belirtilen 4 mutasyonu ikili
kombinasyonlar halinde tasiyan sentetik DNA’lar ile gergeklestirilen multipleks PZR nin
agaroz jel elektroforez analiz goriintiileri. 1.Kuyu: 100b¢ molekiiler agirlik standarti.
2.Kuyu: 185delAG (80bg) ve 5382insC (430bg), 3.Kuyu: 185delAG (80bg) ve 6174delT
(200bg), 4.Kuyu: 185delAG (80bg) ve V2466A (245bg), 5.Kuyu: 5382insC (430bg) ve
6174delT (200bg), 6.Kuyu: 5382insC (430bg¢) ve V2466A (245bg), 7.Kuyu: 6174delT
(200bg) ve V2466A (245b¢) mutasyonlarini tasiyan ornekler.
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Hedeflenen mutasyonlar1 heterozigot formda tasiyan sentetik DNA 6rneginin agaroz

jel elektroforez analiz goriintiisii Sekil 18’de gosterilmektedir.

Sekil 18: Belirtilen 4 mutasyonu da heterozigot formda tasima ihtimali olan bir birey

diisiiniilerek sentetik DNA karisimi ile gergeklestirilen multipleks PZR isleminin ardindan
yapilan agaroz jel elektroforezi analiz goriintiisii. 1.Kuyu: Yabanil tip allele 6zgii primerler
kullanilarak cogaltilmis multipleks PZR {iriinleri. Asagidan yukar1 dogru siras1 ile 80bg,
200bg, 245bg, 430bg. 2.Kuyu: 100bp molekiiler agirlik standardi. 3.Kuyu: Mutant allellere
0zgl primerler kullanilarak ¢ogaltilmis miiltipleks PZR iiriinleri. Asagidan yukar1 dogru
sirast ile 80bg, 200bg, 245b¢, 430bg.
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7. TARTISMA

Diinya genelinde meme kanseri, akciger kanserinden sonra en sik tani koyulan
kanser tipi olmakla beraber, kansere bagli liimlerin ikinci nedeni olarak belirtilmektedir
(18). Meme kanseri sikligi, ciddi bir cografi farklilik gostermekle birlikte, diinya’daki
meme kanseri siklig1, 1990 yilindan itibaren her y1l ortalama %0.5’1lik artis gdstermektedir.
ABD’de her yil yaklasik 200.000 yeni meme kanseri teshisi koyulmakta ve yaklasik
40.000 kisi meme kanseri nedeniyle yasami yitirmektedir (125). Ulkemizde ise, Saglik
Bakanlig1 tarafindan en son 2008 yilinda yayimlanan kanser verilerine gore, meme kanseri
kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriiniin i¢inde birinci sirada yer almaktadir. 2008
yilinda kadinlarda meme kanseri sikliginin yasa gore standardize hizi 100.000’de 40.7
olarak belirtilirken, 2011 yilinda kadinlardaki meme kanseri sikligi bu veri iizerinden
tahmini olarak 45.1 olarak hesaplanmistir 2008 yilindaki verilerde erkeklerdeki meme
kanseri siklig1 ise 0.8 olarak belirtilmistir (126).

Yumurtalik kanseri ise, kadinlarda kansere bagli oliimlerde akciger, meme, kolon-
rektum ve pankreas kanserinden sonra besinci sirada, jinekolojik malignitelerin icerisinde
ise %50 goriilme orantyla mortalitesi en yiiksek kanser olarak yer almaktadir (65).
Amerikada yilda yaklasik 22.000 yeni teshis koyulmakta, yaklasik 15.000 kisi bu nedenle
hayatin1 kaybetmektedir (125). Ulkemizde ise 2008 yili kanser verilerine gore kadimlarda
yumurtalik kanseri sikliginin yasa gore standardize hizi 100.000°’de 6.9 iken, 2011 yili
raporlarina gore bu oran 7.5 olarak belirtilmistir (126).

Meme kanserinin %3-%5 ve yumurtalik kanserinin %10 kadar1t BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki kalitsal mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bunun disinda BRCA
mutasyonlarinin erkekte prostat kanseri ile iliskili oldugu saptanmistir. BRCA genleri,
bakici tipi tiimor baskilayic1 genlerdir. Kalitsal meme ve yumurtalik kanserinden sorumlu
olan BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kodladig: proteinlerin, homolog rekombinasyon tamir
yontemi ile ¢ift iplik DNA kiriklarin onariminda goérevli olmalari, bu genlerde meydana
gelen mutasyonlarin DNA onarimindaki bozukluga sebep olmasi sonucu, kadinlarda en
yaygin goriilen meme ve yumurtalik kanserlerinden birinin gelisimine yol actigim
gostermektedir (90,98). BRCA1/BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda yasam boyu meme
kanseri gelisme riski %85 olarak ifade edilirken, yumurtalik kanserinde bu oran, BRCAI
mutasyon tasiyicilart i¢in %40, BRCA2 mutasyon tasiyicilart i¢in %20 olarak
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belirtilmektedir. Bu genlerdeki mutasyonlarin yaklasik %80-%90’1n1 anlamsiz ya da
cerceve kaymasit mutasyonlar1 olusturmaktadir ve ¢ogunlukla nokta mutasyonlar1 ya da
kiigiik  delesyonlar/insersiyonlar ~ sonucunda  ortaya  c¢iktiklart  belirtilmektedir.
Mutasyonlardaki pleomorfizm nedeniyle, belirli bir mutasyon kalibi i¢in risk hesaplamalari
oldukca giictiir (70). Cesitli mutasyon tiplerine ragmen bu genlerdeki germ soyu
mutasyonlarin ¢ogunlugu tek tiptir ve baz1 mutasyonlarin topluma ve etnik kokene 6zgii
oldugu da gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2’nin giiclii bir atasal mutasyon etkisine sahip
toplumlarda, ayni1 tip mutant alleller daha yiiksek siklikta tayin edilmistir. Ashkenazi
Yahudilerinde, BRCA1 geninde 185delAG ile 5382insC ve BRCA2 geninde 6174delT
olmak iizere ii¢ ortak atasal mutasyon saptanmistir (86).

BRCA1 geninde en sik gorilen mutasyonlar, 185delAG ve 5382insC
mutasyonlaridir. Bu iki mutasyon BRCA1 geninde goriilen tiim mutasyonlarin %10’ nunu
olusturmaktadir (39). BRCA1 5382insC mutasyonu, bu gen i¢in diinyada en sik rastlanan
mutasyon olup, Askhenazi musevilerinde ve Slav kokenli kadinlarda bulunmaktadir.
Haplotip analizleri de bu mutasyonun yaygin Avrupa kokenli bir mutasyon oldugunu
desteklemektedir (118). Tiirkiye nin batisinda kuvvetli aile 6ykiisii olan olgularda BRCA1
ve BRCA2 germline mutasyonlarini saptamaya yonelik yapilan bir calismada, BRCA1
5382insC mutasyonunun Tiirk hasta populasyonu i¢in dominant bir penetrans gosterdigi
belirtilmistir (119). 2003 yilinda meme ve yumurtalik kanseri bir grup Tiirk hastada
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin arastirildigi ¢alismanin sonucunda ise, yiiksek risk
tastyan Tirk bireyler i¢in BRCA1/BRCA2 tiim gen analizleri yapilmadan 6nce, ilk olarak
BRCA1 5382insC varliginin arastirilmast  gerektigi  bildirilmistir  (127). Tiirk
populasyonunda BRCAT1 185delAG, BRCA2 6174delT mutasyonlari ile BRCA2 V2466A
mutasyonu da genetik merkezlerinde yiiksek saptanma oranina sahiptir. 2012 yilinda
BRCA1 185delAG mutasyonunun dogu Avrupalilar dahil bir¢ok popiilasyonda en sik
goriilen mutasyon oldugu ifade edilerek, bu mutasyonun kolaylikla tespitini saglayacak
allel-spesifik PZR temelli bir {iriin gelistirilmistir (128).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyon taramalarinda intro-ekzonik DNA dizileme yontemi
iilkemizde ve diinyada siklikla tercih edilen yontemdir. Bunun disinda cesitli elektroforetik
temelli ¢ok sayida yontem vardir. Bunlar arasinda PTT olarak adlandirilan protein
trunkusyon testi, tek zincir konformasyon polimorfizmi yontemi (SSCP), iki boyutlu gen

tarama sistemi (TDGS) ve yapiya duyarli jel elektroforez (CSBE) sistemleri sayilabilir
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(129,130). Elektroforetik temelli yontemlere benzer olarak yiiksek performansli denatiire
edici sivi  kromotografisi (DHPLC) yontemi de normal ve mutant DNA
heterodublekslerinin tespitinde kullanilan son derece hassas bir yontemdir. Bunlarin
disinda DNA mikroarray ve reverse transkriptaz PZR gibi yiiksek verimli ve multipleks
mutasyon spesifik tarama yontemleri de mevcuttur. BRCA1/2 mutasyon saptama
yontemleri ile ilgili son yapilan ¢alismalarda, mevcut yontemlerin ¢ogunun 6zgiinliigliniin
%100 oldugu, ancak duyarliliklarinin 6nemli 6l¢iide degiskenlik gosterdikleri belirtilmistir.
Bahsedilen elektroforetik temelli yontemlerin duyarliliklarinin = %50-%100 arasinda
degiskenlik gosterdigi ifade edilirken, BRCA1/2 mutasyon taramalarinda DHLPC
yonteminin %100 duyarhilikla en giivenilir metod oldugu bildirilmistir (129). Ancak
tilkemizde ve diinyada BRCA1/2 mutasyon taramalarinda siklilikla tercih edilen DNA
dizileme, DHPLC ve DNA Mikroarray gibi yontemlerin maliyetleri ¢ok yiiksek olmakla
birlikte, bu yontemler beraberinde 6zel ve pahali ekipmanlarda gerektirmektedir. BRCA1/2
mutasyon taramalarinda altin standart olarak ifade edilen DNA dizileme yoOnteminin,
BRCA1/2 genlerindeki mutasyon sayisinin fazlaliligi, uzun zaman almasi, pahali ve her
laboratuarda uygulanabilirligi saglanamayacak kadar cesitli ekipmanlar gerektirmesi
nedeniyle rutinde ekonomik ve kolay uygulanabilir alternatif yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir (129,130).

BRCA1 185delAG ve 5382insC ile BRCA2 6174delT ve iilkemizde rutin tarama
panellerinde yeni saptanan V2466A mutasyonlarinin multipleks PZR ile tek adimda
belirlenmesini saglamak {izere gelistirdigimiz iirlin prototipi ile lilkemizde ve yakin
cografyada sik saptanan ve kalitsal meme ve yumurtalik kanseri gelisiminde rolii biiyiik
olan bu mutasyonlarin analizleri, rutin taramalarda siklikla kullanilan DNA Dizileme
yontemine kiyasla ¢ok kisa siirede tespit edilebileceklerdir. Bu 4 mutasyonun saptanmadigi
durumlarda, eskisi gibi hastalarin DNA dizileme yontemi ile tiim gen dizi analizleri
yapilabilir. Mutasyon saptanmasi halinde ise, tiim genin DNA dizileme yontemi ile
incelenmesi yontemine kiyasla, analiz siiresi yaklasitk 90 giinden yaklagik 2 saate
inmektedir. Boylece 2 saat igerisinde bahsi edilen bolgelerde meme ve yumurtalik kanser
riskinin biiylik Ol¢lide artmasindan sorumlu olan ve sik saptanan BRCA mutasyonlari

taranmis olacaktir.
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8. SONUC

Sonug olarak, ¢alismamiz ile BRCA1 185delAG, 5382insC mutasyonlar1 ile BRCA2
6174delT ve V2466A mutasyonlarmin multipleks PZR ile tek adimda belirlenmesini
saglayan bir drlinlin prototipi gelistirilmis, kalitsal meme ve yumurtalik kanseri
gelisiminde biliyiilk 6neme sahip bu mutasyonlarin ¢ok kisa siirede ve diisiik maliyet ile
tespiti miimkiin kilinmistir. Gelistirilen iirlin prototipinin, mutasyon saptama duyarliligi
pozitif kontrollerle saglanmistir ve optimizasyonu gerceklestirilmistir. Calismamiz
sonucunda ortaya ¢ikan {iriin prototipi ile iilkemizde ve yakin cografyada sik saptanan
185delAG, 5382insC ve 6174delT ve yeni tanimli V2466 A mutasyonlarinin 6n analizinin
gerceklestirilmesi, 6zellikle BRCA gen mutasyonlarinin tanisinda ¢ogunlukla kullanilan
DNA dizileme yontemi icin gerekli zaman ve maliyetin minimuma indirgenmesi
saglanmustir.

Bu protitipe, iki tlipte taranan 4 mutasyona ek olarak B-aktin genine ait bir internal
kontrol bolgesi de eklenmesi, hastalara ait genomik DNA’lar ile deneylerin tekrarlanmast

ve bir dis validasyon siirecinden gegerek kullanima hazir hale getirilmesi planlanmaktadir.
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