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1. OZETLER

1.1. Tiirkce Ozet

BRCA Pozitif Bireylerde MYC Geninin Rolii
Ogrencinin Adi1 ve Soyadi: Esra ILDENiZ OZALP
Damsmani: Dr.Ogr.Uyesi Diclehan ORAL

Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

Amac: Meme ve yumurtalik kanserleri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen
kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Her iki kanser tiiriide belirgin heterojenlige
sahip karmagik hastaliklardir. Calismamizda, meme veya over kanseri On tanisiyla
incelenen ve BRCA(Breast Cancer Susceptibility) mutasyonu pozitif saptanan
bireylerde MYC(MYC proto-onkogen) geninin olast roliinii arastirmay1 amacladik.

Gerec ve Yontemler: Dicle Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim dalimiza meme
veya over kanseri On tanisi ile bagvuran hastalardan alinan kan orneklerinden
NGS(Next-Generation Sequencing) yontemi ile BRCA1/2 mutasyonu analizine
bakildi. BRCA mutasyonu pozitif saptanan olgularin DNA materyallerinden RT-
PCR (Real-Time Polymerase Chain Reaction) yontemi ile MYC gen bdlgesinde
bulunan ve potansiyel olarak islevsel iki SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)nin
rs4645943, rs2070583 gen polimorfizmi analiz edildi. Veriler arasindaki iliskiler
istatistiksel yontemlerle degerlendirildi.

Bulgular: MYC genindeki rs2070583 lokusundaki genotip dagilimlari, kontrol
grubunda %100 AA, %0 AG ve %0 GG; hasta grubunda ise %97,8 AA, %2,2 AG ve
%0 GG olarak belirlenmis olup, bu polimorfizmin BRCA geni ile anlamli bir
iligkisinin  olmadig1 gozlemlenmistir (p>0,05). Diger c¢alisilan rs4645943
polimorfizmin genotip dagilimlar ise, kontrol grubunda %15,6 CC, %84,4 CT ve %0
TT; hasta grubunda %0 CC, %100 CT ve %0 TT olarak belirlenmesi rs 4645943 tek
niikleotid polimorfizmin BRCA geni ile iliskili olabilecegini diisiindlirmektedir
(p<0,05).

Sonu¢: Calismamizda BRCA mutasyonu tasiyan bireylerde MYC genindeki
rs4645943 C> T tek niikleotid polimorfizminde (p<0,05) anlamli bir fark
saptanmigtir. Bu calisma rs4645943 C> T polimorfizmi ile BRCA arasinda bir iligki
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: BRCA1/2, NGS, Meme kanseri, Yumurtalik kanseri
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1.2. Abstract

The Role of the MYC Gene in BRCA Positive Results
Student’s Surname and Name: Esra ILDENIZ OZALP
Adyviser of Thesis: Asst prof . Diclehan ORAL

Department: Medical Biology

Aim: Breast and ovarian cancers are among the most common cancers in women
worldwide. Both are complex diseases with significant heterogeneity. In our study,
we aimed to investigate the possible role of the MYC gene in individuals who were
examined with a preliminary diagnosis of breast or ovarian cancer and were found to
have a positive BRCA mutation.

Materials and Methods: BRCA1/2 mutations were analyzed using NGS from blood
samples collected from patients presenting to our Department of Medical Biology at
Dicle University with a preliminary diagnosis of breast or ovarian cancer. DNA
samples from patients with positive BRCA mutations were analyzed using RT-PCR
for two potentially functional SNPs located in the MYC gene region, rs4645943 and
rs2070583. Correlations between the data were evaluated using statistical methods.

Result: The genotype distributions at the rs2070583 locus in the MYC gene were
determined as 100% AA, 0% AG, and 0% GG in the control group; 97.8% AA, 2.2%
AG, and 0% GG in the patient group; and this polymorphism was not observed to be
significantly associated with the BRCA gene (p>0.05). The genotype distributions of
the other studied locus, rs4645943, were determined as 15.6% CC, 84.4% CT, and
0% TT in the control group; and 0% CC, 100% CT, and 0% TT in the patient group,
suggesting that rs4645943 polymorphism may be associated with the BRCA gene

Conclusion: In our study, a significant difference was found in the rs4645943 C> T
single nucleotide polymorphism (p<0,05) in the MYC gene in individuals carrying
BRCA mutations. This study suggests that there may be a relationship between the
154645943 C> T polymorphism and BRCA.

Keywords:BRCA1/2, NGS, Breast cancer, Ovarian cancer



2. GIRIS ve AMAC

Kadinlarda meme ve over kanseri, diinya genelinde en sik goriilen malign
timorler arasinda yer almaktadir. Bu kanserlerin goriilme sikligi tiim diinyada
giderek artmakta olup, tan1 konulan yas giderek daha geng¢ yaslara inmektedir (1).
Kadinlarda goriilen tiim kanserler arasinda meme kanseri, yaklasik %25-30 oraninda
bir paya sahiptir. Meme kanserinin ortalama insidansi yiiz binde 3840 iken,
Avrupa’da bu oran yiiz binde 66—67, lilkemizde ise ortalama yiiz binde 40
civarindadir (2). Uluslararas1 Kanser Ajansi, 0zellikle meme kanserindeki artiga
dikkat cekmektedir (3). Bolgemizde ileri evre meme kanseri ve 40 yas alt1 olgularin
siklig1 onemli Ol¢iide artig gostermektedir. Meme kanseri i¢in baglica risk faktorleri
arasinda yas, cinsiyet, ailede meme kanseri Oykiisii ve genetik yatkinlik yer
almaktadir (4). Meme kanseri olusumunda birgok tiimor baskilayict gen, onkogen ve
DNA tamir mekanizmasinda gorev alan genler rol almaktadir. Ozellikle c-Myc,
EGFR, HER-2/neu, Ras ile siklin bagimli kinazlar ve bunlarin inhibitorleri, kanserde
etkili onkogenler arasinda bulunmaktadir. Tiimor baskilayici genlerden p53, ATM,
PTEN, BRCA1 ve BRCA2 gibi baz1 genlerin, meme kanseri gelisiminde rol oynadigi
belirlenmistir. Meme kanserlerinin ¢ogunlugu sporadik vakalar seklinde goriilmekle
birlikte, olgularin yaklasik %5-10’u kalitsal nedenli ailesel meme kanserini
olusturmaktadir. Yapilan arastirmalar, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline
mutasyonlarin tiim ailesel kanser olgularmin %40-50’sinden sorumlu oldugunu
gostermistir (5).

BRCA2 patojenik varyanti tasiyan bireylerde meme kanseri ile over kanseri
riskinde belirgin bir artis gézlenmektedir. Bunun yani sira, daha diisiik oranda prostat
kanseri, pankreas kanseri ve melanom gibi diger maligniteler i¢in de artmis risk s6z
konusudur. Ilgili kanserlerin gelisme riski, Ailesel Meme ve Over Kanseri (HBOC)
sendromunun BRCA1 veya BRCA2 patojenik varyantindan kaynaklanmasina bagl
olarak farklilik gostermektedir. Over kanserinin, meme kanseri gibi kadinlarda sik
goriilen ve mortalitesi yiiksek kanser tilirlerinden biri olmasi, bu alandaki bilimsel

arastirmalarin hiz kazanmasina neden olmustur (6).



Meme kanseri, genetik ve cevresel faktorlerin rol oynadigi heterojen bir
hastaliktir. Meme kanseri kok hiicreleri (MKKH), farkli tiimorlerin agresifliginde
temel rol oynamakta olup, ayn1 zamanda kanser tedavisinde karsilasilan en 6nemli
zorluklardan birini teskil eder. Bu hiicreler, mevcut tedavilere kars1 direnc¢li olmalari
nedeniyle etkili bir tedaviye ulagmanin 6niindeki en biiyiik engellerden biridir. Buna
ragmen bazi etkili prognostik yaklagimlar mevcuttur (7). Degistirilebilir risk
faktorlerinin  ortadan kaldirilmast (birincil koruma), meme kanseriyle iliskili
morbidite ve mortalitenin azaltilmasina katki saglayabilir. Tan1 testlerini (6rnegin
mamografi, ultrasonografi, manyetik rezonans goriintiileme, kendi kendine meme
muayenesi gibi yontemler) iceren ikincil koruma yaklasimlar ise, tiimorlerin veya
tiimor gelisimine yatkin lezyonlarin erken teshisinde 6nemli bir rol oynamaktadir (8).
Over kanseri, jinekolojik kanser tanisi alan kadinlarda 6nde gelen 6liim nedenidir (9).
Over kanseriyle iliskili g¢esitli risk faktorleri vardir. Cogunlukla postmenopozal
kadinlar1 etkiler; burada artan yas, artan insidans, bu hastaligin ileri evresi ve
bildirilen daha diisiik hayatta kalma oranlar ile iliskilidir (10). Over kanserinin en
giiclii risk faktorii, ailede meme veya over kanseri Oykiisiiniin pozitif olmasidir;
kisisel meme kanseri 0ykiisii de riski artirir (11). Vakalarin biiyiik ¢ogunlugunun ileri
evrede tan1 almasi, hastaligin olumsuz klinik sonuglarma yol agmaktadir. ilk tedaviyi
takiben yiiksek oranda niiks gdézlenmekte olup, tekrarlayan olgularin ¢ogu daha
simirli tedavi segeneklerine yanit verebilmekte ve tedavi basarisizliklarimin sikligi
artmaktadir. Bu nedenle, Onlem ve erken tespit stratejilerinin gelistirilmesi ile
birlikte s6z konusu kanserin molekiiler karakterizasyonunun daha 1yi anlagilmasina
dayali yeni tedavi yaklasimlarina giinlimiizde ihtiya¢ duyulmaktadir (10). Bir¢ok
epidemiyolojik ¢alisma, pozitif aile Oykiisii ile iliskili kanser riskini belirlemeye
odaklanmis ve bazi aragtirmalar ailesel kiimelenmeye isaret etmistir. BRCA1 ve
BRCA2 basta olmak iizere belirli genlerin, genetik yatkinlikta 6nemli rol oynadigi
saptanmustir (12).

Genetik yatkinlik, 6zellikle son yillarda meme kanseri etiyolojisinde 6nemli bir
faktor olarak vurgulanmaktadir. Herediter meme ve over kanseri sendromlarindan
sorumlu baslica tiimor silipresor genler BRCA1 ve BRCA2’dir. Bu genler, DNA

hasara kars1 gelisen hiicresel yanitta gérev alan proteinleri kodlamakta, hiicre



dongiisiinde negatif regiilator olarak islev gormekte ve neoplastik progresyonu aktif
bicimde inhibe etmektedirler (13).

BRCA1 ve BRCA2 genleri normal genetik yapinin bir pargasi olarak tiim
bireylerde bulunmakla birlikte, kanser riski agisindan yiiksek risk grubunda yer alan
kisilerde bu genlerde patojenik mutasyonlar mevcuttur. BRCA1 ve BRCA2
genlerindeki mutasyonlar, heterozigot tastyicilar i¢in hem meme hem de over kanseri
acisindan giiglii bir predispozan faktér olarak kabul edilmektedir. BRCA1/2
genlerinin penetranst mutasyon tipine gore oldukca degiskenlik gostermektedir.
Sporadik over kanserlerinde, BRCA1 ekspresyonunda azalma oldugu rapor
edilmistir (14).

BRCA1/2 mutasyon tastyicilari icin 70 yasina kadar over kanseri gelistirme riski
%11-40 arasinda hesaplanmustir. Borderline over tiimdrlerinde ise BRCA mutasyonu
saptanmamustir (15). Genetik temel, timor siipresor ve DNA onarim genlerindeki
mutasyonel inaktivasyon ile iligkilidir. Bu genlerdeki mutasyonlar mendelyen kalitim
paterni izler ve siklikla hedef organlar olan meme ve over i¢in belirgin bir kanser
riski olustururlar (12). Bu genlerden biri olan MYC proto-onkogen ailesi, en ¢ok
calisilan onkogenlerden biridir (16). MYC, tiim insan kanserlerinin yaklagik
%70’inde aktive olmakta ve hiicre proliferasyonunu tesvik etme ile hiicresel
farklilasmay1 engelleme gibi malign 6zellikleri diizenleyen insan genlerinin yaklagik
%10’unu kontrol etmektedir (17). MYC’nin deregiilasyonu, prostat kanseri ve meme
kanseri dahil olmak iizere cok cesitli insan kanserlerinde tespit edilmistir (18,19).
MYC’deki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP’ler), proteinin yapisinda ve
islevinde degisikliklere ve ayrica MYC ekspresyon seviyelerinde farkliliklara yol
acarak kanser duyarliligina katkida bulunmas1 muhtemeldir (19,20). Birkag¢ calisma,
kolorektal, prostat ve meme kanserinde 8924 kromozomu iizerinde ¢ok sayida
SNP’nin kanser duyarlilig1 ile iliskili oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, mevcut
literatiirde meme ve over kanseri ile MYC SNP’leri arasinda olasi iliskiler hakkinda
herhangi bir rapor bulunmamaktadir (21,22).

Calismamizin amaci, meme kanseri ve over kanseri hastalarinda BRCA pozitif
bireylerde MYC geninin roliinii aragtirmaktir. Anabilim dalimiza meme veya over
kanseri tanisiyla bagsvuran ve NGS yontemi ile BRCA pozitifligi saptanmis hastalarin

DNA o6rnekleri tizerinden, RT-PCR yontemi ile MYC bdlgesindeki potansiyel olarak



islevsel iki tek niikleotid polimorfizminin (rs4645943 C>T ve rs2070583 A>G)
iligkisi incelenmis ve elde edilen bulgular 1s1ginda literatiire katki saglanmasi

hedeflenmistir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Kanser

Kanser, diinya capinda yiiksek 6liim oranina sahip dnemli bir hastalik olup
giderek artan bir siklikta yayllmaya devam etmektedir. Durum o kadar endise verici
ki, her dort kisiden biri yasam boyu kanser riski tasimaktadir (23). Kanser, hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde c¢ogaldigi ve daha sonra da yayilim gosterdigi bir hastalik
olarak karakterize edilmektedir (24). Normal hiicrelerimizin belirli bir 6mrii vardir.
Hiicre biiylimesi, cogalmasi ve apoptozu arasinda kritik bir denge vardir. Bu denge
genetik bir kusurla bozulabilecegi gibi kanser olusumunu tetikleyen ajanlarla da
bozulabilir. Bu hiicresel bozulma sonucunda artan hiicre kitlesi, artan metabolik
ihtiyaglarin1  karsilayabilmek i¢in mevcut damarlar araciligiyla yeni damar
olusumunu tetikler. Bu olay anjiyogenez olarak tanimlanmaktadir. Anjiyogenez,
kanser progresyonu ve metastazda kritik bir rol oynar. Kanserde anjiyogenezin
molekiiler mekanizmalarinin aydimnlatilmasi, kanser tedavisi agisindan yeni
stratejilerin  gelistirilmesine olanak saglamistir (25). Bazi kanser tiirleri tedavi
edilebilmekte, bazilar1 ise hastanin yasam siiresi uzatilarak kronik bir siirece
doniistiiriilmektedir. Kanser tedavisinde c¢ogunlukla kemoterapi, radyoterapi gibi
yontemler kullanilmaktadir fakat toksisite profilleri nedeniyle siirhiliklar
oldugundan, kanserin klinik yonetimi hala zorlu bir silire¢ olmaya devam etmektedir.
Insanda goriilen kanserlerin yalnizca %7’si kalitsal iken %93’ii kalitsal olmayan
cevresel faktorlerle etkilesim sonucu ortaya ¢ikmaktadir (24,26).

Bir kanserin evrimini etkileyebilecek ¢esitli faktorler vardir. Bunlar ¢ogunlukla
sagliksiz yasam tarzi, kotli beslenme aliskanliklari, genetik veya epigenetik kanser
icin temel risk faktorleridir. Kalitsal kanser sendromlarinin ¢ogunda genetik faktor
rol almaktadir. Kanser, birden fazla dis etkenin ve i¢ genetik degisikliklerin bir araya
gelmesiyle ortaya c¢ikabilen genetik bir hastaliktir (27). Bu kotii huylu hastaligin
hiicresel diizeyde gelisimi, DNA'da meydana gelen somatik mutasyonlarla baglar ve
ardindan kanserojen faktorlere maruz kalma siireciyle ilerler. Bu somatik
mutasyonlar, bazi genlerin yer degistirmesi (translokasyon) ve aktivitesinin artmasi
(amplifikasyon) gibi olaylar1 igerir; bu da “yeniden yapilandirilmig genler” olarak

adlandirilan genetik degisikliklerin ortaya c¢ikmasmma neden olur. Bu yeniden



yapilandirilmis genler genellikle proto-onkogenler olarak tanimlanir. Olusan genetik
hasar, hiicrelerin asir1 ¢cogalmasiyla birlikte biiyiik dl¢iide geri dondiiriilemez hale
gelir (26). Kanserin genetik olarak {i¢ ana sinifa ayrildigi, Tablo 1°de
gosterilmektedir (28,29).

Tablo 1. Kanser Tipleri, Mutasyon Kaynaklar1 ve Ozellikleri

Kanser Tipi Mutasyon Oran (%) Ozellikleri
Kaynag
Kalitsal Germline mutasyon Yaklasik 5-10 %  Erken yasta, belirli
Kanser sendromlarla iliskili, aile
gecmisi pozitif
Sporadik Somatik mutasyon = Yaklagik 90— Yasam siireci iginde
Kanser (edinseldir) 95 % gelisir, gevresel ve rastgele
faktorlerle baglantilt
Ailesel Paylasilan 9%10-15 arasinda = Genetik belirteg
(Familial) genetik/cevresel degisen olasilik  tanimlamasinin yetersiz
Kanser etkiler kaldig aile oykiileri

3.2. Meme Kanseri
3.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Diinya genelinde kadinlarda kansere bagli oliimler arasinda meme kanseri ilk
siralarda yer almaktadir. Epidemiyolojik verilere gére meme kanseri, giderek daha
erken yaslarda goriilmekte olup kanser tanisi alan her dort kadindan birinde
saptanmaktadir. Bununla birlikte, meme kanserine bagli mortalite oranlar iilkeler ve
bolgeler arasinda belirgin farkliliklar gostermektedir (30,31). Ulkemizde meme
kanseri insidans1 yiliz binde 40 olarak bildirilmektedir ve her yil yaklagik 15.000
kadin meme kanseri tanist almaktadir (32). Diger iilkelerde bu oran; Orta Afrika ve
Dogu Asya’da 100.000 kiside yaklasik 27 olarak bildirilirken, Kuzey Amerika’da bu
oran 100.000 kiside 92’ye kadar ¢ikmaktadir. Az gelismis bolgelerde kansere baglh
Oliimler arasinda meme kanseri birinci sirada yer almaktadir. Bunun baslica nedeni,
bu bolgelerde meme kanserinin tan1 ve tedavisine yonelik yeterli saglik olanaklarinin
bulunmamasidir. Oysa meme kanserinin diizenli takibi ve uygun tedavi siireci,
hastaligin seyrini olumlu yonde etkileyen kritik bir faktordiir. Diger taraftan, genetik
calismalardaki artis, bu tiir genetik hastaliklarin tedavisi agisindan umut verici

geligsmelere olanak saglamaktadir (33).



Meme kanserinin etiyolojisinde rol oynayan risk faktorlerine bakildiginda aile

Oykiisii 6n plana ¢ikmaktadir. Ailede meme kanseri Oykiisiiniin bulunmasi, 6zellikle

etkilenen birey sayisinin artmasi ve hastalik tanisinin daha geng yaslarda konulmasi

durumunda, meme kanseri riskini belirgin sekilde artirmaktadir. Ozellikle meme

kanseri basta olmak {izere bazi kalitsal kanser tiirlerinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in

molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi ve molekiiler diizeyde c¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir (34). Meme kanserinin etiyolojisinde rol oynayan risk faktorleri Tablo

2’ de gosterilmektedir (35).

Tablo 2. Meme kanseri i¢in risk faktorleri

Risk Diizeyi Meme kanseri icin risk faktorleri

Cok Yiiksek Risk  BRCA1/2 mutasyonu
Lobiiler karsinoma in situ
Herediter meme kanseri 6zellikleri tagiyan 1. dereceden aile
ferdi
Gogls bosluguna yonelik iyonize radyasyon
Multifokal atipik duktal hiperplazi / atipik lobiiler hiperplazi

Yiiksek/Artms Risk

Tleri yas
Yakin akrabada meme kanseri
Diger memede invaziv kanser veya duktal karsinoma in situ
Tek odakta atipik duktal hiperplazi / atipik lobiiler hiperplazi

Ortalama/Diisiik  Erken menars

Risk Ge¢ menopoz

35 yas iizeri ilk dogum yas1
Hormon replasman tedavisi
Nulliparite

Emzirmeme

Alkol

Sedanter yasam

Obezite

Intraduktal papillom

Siddetli epitelyal hiperplazi




3.2.2. Herediter meme kanseri

Kalitsal faktorler, meme kanseri riskinin énemli bir boliimiinii olusturmaktadir.
Kalitsal meme kanseri, ailede ¢ok sayida meme kanseri veya iliskili diger kanserlerin
goriilmesi ile karakterizedir ve genellikle genel popiilasyona kiyasla daha erken yasta
ortaya cikar. Ailede beklenenden fazla sayida meme kanseri vakasinin bulunmasi,
genetik bir etyoloji olasiligimi disiindiiriir. Bu durumda, meme kanseri ile iliskili
genlerin degerlendirilmesi 6nem tasir. S6z konusu genler BRCA1 ve BRCA2 genleri
olup meme kanserlerinin yaklasik 9%20’si bu genlerdeki patojenik varyantlardan
kaynaklanmaktadir (36). Bu patojenik varyanti tasiyan bireyler, genel popiilasyona
kiyasla daha yiiksek kanser riski altindadir. Kalitsal yatkinlik; erken tani yasi, aile
Oykiisiinde bilateral tutulumun yiiksek insidansi ve diger maligniteler ile birliktelik
gosterebilir (37). Sporadik meme kanseri ise somatik hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlarin kademeli birikimi ile olusur. BRCAI1/2 mutasyonlar1 sporadik
olgularda nadiren goriiliir; bu tiir vakalarda daha ¢ok MYC, CCND1 ve HER2/neu
gibi onkogenler rol oynamaktadir (38).

BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarinin biiyiik bir kismi kalitsal (germline)
mutasyonlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genleri tiimor baskilayici
genler olup, kodladiklar1 proteinlerin DNA tamirinde gorev aldig: bilinmektedir. Bu
sayade genomik stabilitenin korunmasina 6nemli katki saglarlar. Ayrica bu goérevleri
gerceklestirebilmek i¢in cesitli genler ve proteinlerle etkilesim halindedirler. Ancak
bu genlerde mutasyonlarin ortaya c¢ikmasi, DNA tamir mekanizmalarinin islev
kaybina yol agarak genomik instabiliteye neden olmakta ve sonug¢ olarak kanser
gelisimine yol agmaktadir. Bu tiir patojenik varyantlar tasiyan kadinlarda, yasam
boyu meme kanseri riski %80’e, over kanseri riski ise %20-40’a kadar ¢ikmaktadir
(39). Sekil 1’de Meme ve over kanseri ile iliskili ortak genler ve bu genlerin goriilme

oranlar1 verilmistir.
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Sekil 1. Kanser Tiirleri ve Genetik Mutasyonlar ile Insidans-Mortalite Oranlari .

Ucg farkli kanser tiirii ile iligkili genetik mutasyonlarn dagilimini gdsteren Venn
diyagrami incelendiginde; mavi renkli sol daire meme kanseri ile iligkili genleri
(BARDI, MREI11A, CDHI1, ATM, CHEK?2), sar1 renkli sag daire over kanseri ile
iliskili genleri (BRCA1, BRCA2, RADS51C, RADS51D), pembe renkli alt daire
endometriyal kanseri ile iliskili genleri (PTEN, MLHI1, MSH2, MSH6, PMS2)
gostermektedir. Diyagramin kesisim bolgeleri birden fazla kanser tiirii ile iligkili

genleri gdstermektedir. Ornegin, BRCA1 ve BRCA2 hem meme hem de over kanseri



riskini artiran genlerdir. Farkli kanser tiirlerinde insidans ve mortalite oranlarini
gosteren grafikte ise mavi siitunlar insidans oranlarini kirmizi siitunlarsa mortalite

oranlarin1 géstermekte olup, bu durum Sekil 1°de sunulmustur (40).
3.3. Over Kanseri

Over kanseri, diinya genelinde kadinlarda insidans agisindan sekizinci sirada,
kansere bagli 6liimler agisindan ise besinci sirada yer almakta olup, her yil yaklasik
300.000 kadini etkilemekte ve 152.000°den fazlasinin Sliimiine yol agmaktadir.
Kanser hastalarinin sayisi her gecen yil artmakta olup, bu oranlar hastaligin kadin
sagligt ve yasam siiresi lzerindeki ciddi tehdidini ortaya koymaktadir. Over
kanserinin kotli prognozunun baslica nedeni, genellikle spesifik semptomlarin ve
etkili biyobelirteclerin eksikligine bagli olarak taninin ileri evrede konulmasidir.
Kiiresel insidans %3,4 ve mortalite %4,7 olup, ge¢ tan1 bu yiiksek 6liim oranlarinin

en 6nemli belirleyicisidir (41).

3.3.1. Over kanseri epidemiyolojisi

Kiiresel epidemiyolojik raporlar, over kanserinde istikrarli bir artis oldugunu
gostermektedir. Over kanserinin goriilme siklig, tilke ve etnik kdkene gore farklilik
arz etmektedir. 2022 yilinda yaklasik 314.000 yeni vaka bildirilmis olup, bu rakam
tim kadin kanser vakalarmin yaklasik %3,4’linii olusturmaktadir. Ayn1 yil i¢inde
yaklasik 207.000 kadin over kanseri nedeniyle yasamini yitirmis ve bu durum kanser
kaynakli oliimlerin %4,4’line karsilik gelmistir. Over kanseri vakalarinin en yliksek
goriildiigi iilkeler ise Cin, Hindistan ve ABD olarak rapor edilmistir (42).
Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi tarafindan tretilen GLOBOCAN 2020
Tiirkiye verilerine gore, yasa bagli standardize insidans orani yaklasik 6,5/100.000
kadin olup, yilda ortalama 4.059 yeni over kanseri vakasi goriilmektedir. Bu veriler,
over kanserinin hem kiiresel hem de ulusal 6l¢ekte kadin saglig: i¢in 6nemli bir halk
saglig1 sorunu oldugunu ortaya koymaktadir (43).

Over kanseri vakalarinin ¢ogu menopoz sonrast donemde ortaya ¢ikmakta olup,
genellikle 55-70 yas araligindaki kadinlar etkilemektedir. En yliksek goriilme siklig1
55-59 yaslar1 arasinda kaydedilmistir (44). Over kanserinin semptomlar1 ¢gogunlukla
spesifik olmadigindan, hastaligin erken evrede tespitini saglayacak etkili bir tarama

yontemi mevcut degildir. Tedavi yaklagimi genellikle cerrahi, kemoterapi ve
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radyoterapinin tek basma veya kombine olarak uygulanmasmi icermektedir.
Gilintimiizde, over kanserinin biyolojisi, kalitsal formlarinin genetik temeli, hastaligin
evreleri ile sitorediiktif cerrahi ve kemoterapinin rolii konusunda daha kapsamli bir
bilgi birikimine sahibiz. Bu gelismeler, tan1 sonras1i 5 yillik sagkalim oranlarinin
artmasina katki saglamaktadir. Artan bilimsel kanitlar, kanser gelisiminde genetik
faktorlerin dnemli rol oynadigim gdstermektedir. Ozellikle BRCA1/2 genindeki
mutasyonlarin, over kanseri gelisme riskini anlamli 6l¢lide artirdigr bilinmektedir.
Bunun yam sira, polimorfik varyantlar gibi diger genetik degisikliklerin de hastalik

riskini artirmadaki rolleri halen arastirilmaktadir (45).

3.3.2. Over kanseri risk faktorleri

BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin tasiyicist olmak, over kanseri
acisindan en iyi bilinen risk faktorlerinden biridir. Tiim over kanserlerinin yaklasik
%10-15’1, bu genlerdeki kalitsal mutasyonlarla iligkili genetik bir temele
dayanmaktadir. BRCA1 mutasyonu tasiyan bireylerde yasam boyu over kanseri
gelistirme riski yaklagik %44 iken, BRCA2 mutasyonu tasiyanlarda bu risk yaklagik
%17 olarak bildirilmektedir (46,47). Yumurtalik kanseri i¢in bilinen diger risk
faktorleri arasinda yas, obezite, erken menars, ge¢c menapoz, lireme ge¢misi, aile
gecmisi, hormon replasman tedavisi ve sigara kullanimi yer alir (48). Over kanseri

icin risk faktorleri Sekil 2'de gdsterilmektedir.
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Sekil 2. Over Kanseri Risk Faktorleri (48)

BRCA1/2 gen mutasyonu tasiyicist olan kisilere diizenli tibbi takip ve
goriintiileme yontemleri ile izlem Onerilmektedir. Yiksek riskli ailelerin takibinde,
ilk asama olarak meme ve over kanseri gelistirme riski tasiyan bireylerin
belirlenmesi hedeflenir. Bu siiregte ayrintili bir aile Oykiisii aliir ve tibbi
gereklilikler dogrultusunda genetik testler uygulanir. Ikinci asamada ise, kalitsal
olarak yiiksek risk tasiyan kadinlara multidisipliner uzman bakimi saglanir. Bu
kapsamda, koruyucu cerrahi (profilaktik mastektomi ve salpingo-ooforektomi)
uygulanmasi, hem meme hem de over kanseri gelisme riskini anlamli &lgiide
azaltmaktadir. Genel kadin saglig1 acisindan her kadmin diizenli olarak jinekolojik
muayene yaptirmasi bilyiikk 6nem tagimaktadir. Bu kontroller, yumurtaliklar ve cevre
dokulardaki olas1 sekil ve boyut degisikliklerinin erken tespiti agisindan kritik rol
oynamaktadir (49).

3.4. Genetik Faktorler

Son yillarda gerceklestirilen molekiiler genetik ve gen analizlerine yonelik
calismalar, kanserin temelde genetik bir hastalik oldugunu ortaya koymustur.
Hiicresel ¢ogalma, genetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmekte olup; ¢evresel

mutajenler, somatik mutasyonlar ve ailesel yatkinlik faktorleri kanser gelisimi ile
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yakindan iligkilidir. Giinlimiize kadar, kanser olusumunun genetik mekanizmalarini
aciklamaya yonelik molekiiler genetik ¢alismalar, kanser gelisiminde ii¢ temel gen
smifinin  kritik rol oynadigini ortaya koymustur. Bu genlerde meydana gelen

mutasyonlar, timor olusum siirecinin temelini olusturmaktadir (50).

3.4.1. Kanserde rol oynayan genler:

1. Onkogenler
2. Tiimor baskilayicr (supresor) genler

3. DNA tamir (onarim) genleridir (50).

3.4.1.1. Onkogenler

Proto-onkogenler, normal hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozisi
icin alinan iletileri hiicre membranindan baslayarak c¢ekirdege kadar siirdiiren bir tagima
mekanizmasindan sorumlu genlerdir. Protoonkogenlerin aktive olma asamasi
mutasyonlar aracilifi ile gergeklesir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda onkogenler olusur. Onkogenler, hiicre ¢ogalmasimnin kontrolsliz hale
gelmesine yol acarak tiimor olusumuna, dolayisiyla kansere neden olabilir. Meme
kanseri olusumunda rol oynayan cesitli onkogenler tanimlanmigtir. Bunlar arasinda
HER-2/neu, c-myc, c-myb, c-jun, bcl-1, H-ras, ER, siklin ve RAR-a gibi genler yer
almaktadir (50,51). Bu onkogenlerin aktivasyonu, kanserin daha agresif seyretmesine

ve kotii prognoza neden olabilmektedir.

3.4.1.2. Tiimor baskilayici genler

Timor baskilayic1 genler, tipki proto-onkogenler gibi hiicre ¢ogalmasinin
diizenlenmesinde rol oynayan proteinleri kodlar. Bu genlerin kodladig: proteinler,
genellikle DNA hasar1 gibi hiicresel streslere yanit olarak hiicre biiylimesini inhibe
eder, hiicre dongiisiinii durdurur veya apoptozu baglatir (50). Proto-onkogenlerin
aksine, timor baskilayici genler hiicre ¢cogalmasimi baskilayici bir iglev goriir. Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar, kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve sonug olarak
kansere neden olabilir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi, meme kanseri

olusumunda da bu tlir mutasyonlar 6énemli rol oynamaktadir. Meme kanserlerinin
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yaklasik %10-15"1 kalitsal olup, bu vakalarin biiyiik kisminda tiimor baskilayict gen
mutasyonlart saptanmaktadir (52). Kalitsal meme kanseri olan kadinlarin yaklasik
yarisinda BRCA1, iicte birinde ise BRCA?2 gen mutasyonu tespit edilmistir. BRCA1
ve BRCA2 genlerine ek olarak; TP53, PTEN, CHEK2, ATM, FHIT, nm23, pl6
(MTS1), Rbl, DCC, FOXP1 gibi tiimor baskilayict genlerdeki mutasyonlarin da
kalitsal meme kanseri gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (50,52). Ayrica,
TP53 ve Rbl gibi baz1 tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar yalnizca kalitsal
meme kanseri ile degil, sporadik (edinsel) meme kanseri ile de iligkilidir. Bununla
birlikte, HRAS1, NAT1, GSTMI1, GSTP1, CYP1A1l, CYPIBI, PR, AR ve APO E
gibi diger genetik degisimlerin de meme kanseri gelisiminde etkili olabilecegi

bildirilmektedir (50).
3.4.1.3. DNA tamir genleri

DNA tamir genleri, hiicrede meydana gelen DNA hasarlarinin onarilmasindan
sorumludur. Bu genlerde olusan mutasyonlar, DNA hasarlarinin birikmesine ve
genetik kararsizlik gelisimine yol acarak kanserlesme siirecini destekler. DNA tamir
mekanizmasinin bozulmasi, yalnizca kendi ig¢inde kalmayip, proto-onkogenler ve
timor baskilayici genler gibi diger 6nemli gen gruplarinda da mutasyon sikligini
artirtr. Bu durum, hiicre genomunda mutator fenotip olarak adlandirilan genetik bir
istikrarsizlik yaratir ve zincirleme mutasyonlar yoluyla bireyde kansere yatkinlik
gelismesine neden olur. DNA tamir genleri, kanserlesmenin biyolojik
mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir. Ozellikle son yillarda yapilan molekiiler
caligmalar, meme kanseri olusumunda 6nemli yeri olan BRCA1 ve BRCA2
genlerinin yalnizca timor baskilayict islevleriyle degil, ayni zamanda DNA
onariminda gorev alan genler olduklarini da ortaya koymustur. Ayrica BRCA1’in,
BAPI adli bir DNA tamir geni ile iliskili olduguda gosterilmistir (50,53). Kanser
gelisiminde rol oynayan genlerin temel islevlerine iliskin bilgiler Tablo 3'te

Ozetlenmistir (29).
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Tablo 3. Kanserden sorumlu genlerin 6zellikleri

Kanser Genleri

Genin tiirii  Normal Mutasyon durumunda Protein Ornek
fonksiyonu fonksiyonu cesitleri
Onkogenler Boliinmeyi Anormal boliinme hizi Biiyiime RAS,
tetikler veya normalde faktorleri BRAF,
boliinmeyen bir hiicrede MYC
boliinmenin tetiklenmesi
Tiimor Hiicre Boliinmeyi baskilamayi Kontrol P53
baskilayier  boliinmesini basaramaz noktasi
genler baskilar molekiilleri
DNA tamir DNA DNA mutasyonlar1 tamir Hatali eslesme = BRCA
genleri mutasyonlarin1 = edilemez i¢in enzimler
tamir etme veya eksizyon
onarimi

3.4.2. Tek niikleotid polimorfizmleri

Polimorfizm, bir popiilasyonda %1’den daha yiiksek siklikla gozlenen kalici
genetik degisikliklerdir. Bu degisiklikler, genin belirli bir allelinde meydana gelir ve
popiilasyonlar arasinda genetik c¢esitliligin olugsmasma katki saglar. Genetik
polimorfizmler, baglica tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ile mini ve mikrosatellit
dizisi polimorfizmleri olarak siniflandirilmaktadir. SNP, DNA diziliminde tek bir
bazin (A, T, C veya Q) varyasyonu ile karakterize edilen bir polimorfizm tiiriidiir. Bu
varyasyonlar, ya farkli bireyler arasinda ya da ayni bireyin homolog kromozomlar1
arasinda goriilebilir. Tek niikleotid polimorfizmleri, yalnizca bireyler aras1 genetik
farkliliklar1 degil, ayn1 zamanda kanser riskinde ve tedavi yanitlarinda da farkliliklar:
belirleyebilir. Bu polimorfizmler, ilaglarin tasinmasi, metabolizmasi, dokuya
dagilmi ve atilimi gibi farmakokinetik siireglerde onemli rol oynar. Ozellikle
hormon reseptorlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmler, farkli etnik gruplarda
tireme faktorlerindeki farkliliklar ve over kanseri riskinin artisi ile iliskilendirilmistir

(54). Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) 6rnegi Sekil 3° te gosterilmistir.
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Sekil 3. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) (55)

3.5. BRCA 1 ve BRCA 2 Gen Mutasyonlarinin Kanser Riskleri

BRCA1 ve BRCA2 genleri homolog rekombinasyon (HR) yoluyla ¢ift sarmalli
DNA kiriklarinin onariminda gérev alan BRCA1 ve BRCA2 proteinlerini kodlayan
tiimor baskilayict genlerdir ve genomik stabilitenin korunmasinda kritik rol oynar
(36). Fonksiyonlarin1 gergeklestirebilmek i¢in birgok gen ve proteinle etkilesim
gosterirler. BRCA1 ve BRCA2 genleri her ikisi de 80 kb’den uzun olan biiyiik
genlerdir ve kodlama boélgelerinde yiizlerce farkli mutasyon tanimlanmistir.
Mutasyonlar nedeniyle bu fonksiyonlarin kaybedilmesi kanser gelisimine yol acar.
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 tiim meme kanserlerinin yaklasik %5-15’ini
olusturur. Ayrica BRCA2 mutasyonu erkek meme kanseri ile daha sik
iliskilendirilirken, BRCA2 kaynakli meme kanserleri BRCA1’e kiyasla daha sik
Ostrojen reseptorii (ER) pozitifligi gostermektedir. Yiiksek riskli meme kanseri
genlerindeki tekli mutasyonlar, bazi ailelerde artmis kanser riskinin temel nedeni
olarak bildirilmektedir (56).

BRCAI1 ve BRCA2 disindaki genlere bagli herediter yatkinliklar, daha diisiik

siklikta gozlemlenmektedir (39). Bu nedenle genetik testlerin uygulanmasi zordur ve
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genellikle giiclii aile Oykiisii olan bireyler veya belirli etnik gruplarla simirlidir;
Ornegin, Askenazi Yahudilerinde %2-3 oraninda {i¢ spesifik mutasyon (ikisi
BRCAI, biri BRCA2’de) tanimlanmistir (56). BRCA1 veya BRCA2 genlerinde
germ hatti patojenik varyant tasiyan bireylerin biiyilk ¢ogunlugu, bu varyanti
otozomal dominant kalittim yoluyla bir ebeveynden miras almaktadir. Bu durum

Tablo 4’te gosterilmistir (39).

Tablo 4. BRCA1 ve BRCA2 Mutasyonu Tasiyan Bireylerde Kanser Riskleri

Kanser Tiiri Genel BRCAI1 Tasiyicllart  BRCA2 Tasiyicilar
Popiilasyon fcin Risk Icin Risk
Riski

Meme Kanseri %12 9%55-72 (70 yasina %45—-69

(Kadin) kadar)

Kontralateral %2 (5 yil %20-30 (10 y1l %20-30 (10 y1l

Meme Kanseri iginde) icinde); %40-50 (20 icinde); %40-50 (20

yil iginde) yil iginde)

Over Kanseri J01-2 %3944 J11-17

Meme Kanseri = %0,1 P%1-2 9%6—8

(Erkek)

Prostat Kanseri %06 (69 yasina %21 (75 yasina %27 (75 yasina
kadar) kadar); %29 (85 kadar); %60 (85

yasina kadar) yasina kadar)

Pankreas %0,5 %1-3 %3-5 (70 yasina

Kanseri kadar)

Melanom %1,6 Bilgi yok Artmis risk

(Kutanoz &

Okiiler)

3.5.1. BRCA1

BRCAT1 geninin 17. kromozomun 17q21.31 bolgesinde konumlandigi ilk olarak
1990 yilinda belirlenmistir. BRCA1 geni yaklasik 110 kb uzunlugunda olup, 22
ekzon igermektedir ve bunlarin en biiyligli ekzon 10’dur. BRCA1 geni, 1863
aminoasitten olusan biiyiilk bir protein kodlar (57,58). BRCAI proteini hiicre
dongiisti kontrol noktalariin diizenlenmesinde, DNA hasar onariminda, apoptozda,
transkripsiyonel diizenlemede ve ubikuitin ligaz aktivitesinde kritik rol
oynamaktadir. Ancak BRCAT1’in tiim mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir

(59,60). BRCA1 geninin biiyiik ve kompleks yapisi nedeniyle mutasyon olusma
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sikliginin olduke¢a yiiksek oldugu bildirilmistir (61,62). Bu mutasyonlarin yaklagik
%10’unu ¢erceve kaymasi veya anlamsiz mutasyonlar, geri kalanini ise erken dur
kodonlar1 olusturarak ¢eviri asamasinda eksik protein sentezine yol acan mutasyonlar
olusturur (61,63).

Genetik baglanti analizleri, BRCA1 geninin erken yasta ortaya c¢ikan kalitsal
meme kanserlerinin yaklasik %45’inden sorumlu oldugunu gostermistir (64).
BRCA1 mutasyonlar1 genel olarak farkli irk ve etnik gruplar arasinda belirgin
farklilik gostermekle birlikte, bazi mutasyonlarin Askenazi Yahudilerinde daha sik
goriildiigh bildirilmistir (63,65). Askenazi Yahudilerinde erken baslangicli meme
kanseri olgularinin yaklasik %8’inde ve normal popiilasyonun %1-1,5’inde 617delT
mutasyonu bildirilmistir. Izlanda toplumunda ise erken baslangicli meme kanseri
olgularinda 999del5 mutasyonunun sik goriildiigi rapor edilmistir (15). Meme
kanseri ile iligkisi, erken baslangigli meme kanseri goriilen genis aile soyagaclarinin
incelenmesi ile dogrulanmistir (66). BRCA1 mutasyonlarinin ailesel kalitimina bir

ornek Sekil 4’te sunulmaktadir.

Ebeveynl Ebeveyn2 Ebeveyn3 Ebeveyn4

RN EI
=

I BRCA1 mutasyonu

BRCA1
mutasyonu yok
Sekil 4. BRCA1 mutasyonlarinda ailesel kalitim Oriintiisiine bir 6rnek (45)

18



3.5.2. BRCA2

BRCATI geninde mutasyon tasimayan kalitsal meme kanseri sendromlu hastalar,
kalitsal meme kanserine yatkinliga neden olabilecek baska bir genin varligim
disiindiirmiistiir. Yapilan caligsmalar sonucunda bu genin BRCA2 oldugu ortaya
konmustur. 1995 yilinda klonlanan BRCA2, ikinci meme kanseri yatkinlik geni
olarak tanimlanmis ve 13. kromozomun 13ql13.1 boélgesinde lokalize oldugu
belirlenmistir. Yaklasik 84 kb uzunluga sahip olan bu gen, 27 ekzon igermekte ve
3.418 amino asitten olusan biiylik bir proteini kodlamaktadir (38,67-70). BRCA2
proteini, her biri 30—80 amino asitten olusan sekiz adet tekrar eden protein bolgesi
icermektedir. Bu bolgeler, olaganiisti uzun bir yapiya sahip olan 11. ekzon
tarafindan kodlanmaktadir. S6z konusu tekrar dizileri, BRCA2 geninin karakteristik
ozelliklerinden biri olup proteinin merkez bolgesinin yaklagik {igte birini
kapsamaktadir. Bu bolge “BRC” olarak adlandirilmaktadir (71).

Ekzon 11 yaklasik 5000 niikleotid, ekzon 10 ise yaklasik 1000 niikleotid
uzunlugunda olup, BRCA2 proteininin yaklasik %60°1n1 kodlamaktadir. Mutasyonlar
belirli bolgelerde yogunlasmayip tiim gen boyunca dagilmis sekilde goriilmektedir
(62). BRCA genleri DNA onarim mekanizmasinda kritik rol oynadigindan, bu
genlerde meydana gelen herhangi bir defekt, BRCA proteininin  hatali
sentezlenmesine veya hi¢ olusmamasina yol a¢maktadir. Bu durumda tamir
mekanizmasi islevini yerine getiremez; homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasi
gereken DNA ¢ift zincir kiriklar1 onarillamadan kalir ve bu hasar meme kanseri
gelisimine zemin hazirlar (72). BRCA1 geninde oldugu gibi BRCA2 geninde de en
yaygin mutasyonlar, eksik protein olusumuna neden olan mutasyonlardir (61,73,74).
BRCA1 ve BRCA2 genlerinin kromozom iizerindeki lokasyonlart Sekil 5'te

gosterilmistir.
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BRCA 2

BRCA 1

Chromosome 17 Chromosome 13

Sekil 5. BRCA 1-2 bulunduklar: kromozom lokuslari

3.6. BRCA1 ve BRCA2 iliskili Molekiiler Mekanizmalar

BRCA1 ve BRCA2, tiimor baskilayict genler olarak gérev yapmaktadir. Kalitsal
meme kanserlerinin 6nemli bir kisminda bu genlerin baskilayici islevlerini yitirdigi
gosterilmistir. Ozellikle, dort veya daha fazla meme kanseri vakasmin bulundugu
ailelerde BRCA genlerinde mutasyon oranmin yiiksek oldugu bildirilmistir (75).
Genetik arastirmalar, BRCA1l ve BRCA2 genlerinin hiicre bdliinmesi, hayatta
kalmas1 ve DNA hasarina verilen yanit siireglerinde kritik roller listlendigini ortaya
koymustur. Bu genlerin kodladigi proteinlerin; hiicre proliferasyonu, gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, hiicre dongiisii kontrol noktalar1 ve homolog
rekombinasyon gibi DNA onarim siireclerinde yer alan diger proteinlerle yakin
etkilesim i¢inde oldugu belirlenmistir (76,77). BRCA1 geni, insanlarda dort ana
bolgeye ayrilmaktadir. Proteinin amino terminal (N-ucu) bolgesinde bir RING ¢inko
parmak motifi, karboksi terminal (C-ucu) bolgesinde ise iki adet BRCT tekrar
bolgesi ve bir serin acisindan zengin bolge yer almaktadir. RING ¢inko parmak
motifi, BARDI proteininin ayn1 bolgesi ile etkilesim kurarak, ubikitinasyon islemini
gerceklestiren E3 ligaz aktivitesini olusturan BRCA1/BARDI1 kompleksini meydana
getirir (78). BRCA1 C Terminal ( BRCT ) bolgesi ise RNA polimeraz II, p53 ve RB
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gibi proteinlerle etkileserek transkripsiyonel aktivasyon, kromatin yeniden
diizenlenmesi ve Ozellikle DNA hasar onarimi gibi hiicresel siireclerde gorev alir

(79).

BRCAZ2 geni ise karakteristik olarak ortasinda yer alan ve proteinin iigte birini
olusturan BRC tekrar dizileri ile tanimlanir. Bu alanlar, Rad51 proteini i¢in baglanma
bolgeleri olarak islev goriir (80). Ayrica, BRCA2 proteininin C-terminalinde yer alan
TR2 bolgesi de Rad51 ile etkilesime girerek homolog rekombinasyon yoluyla DNA
onariminda rol oynar (81,82). Diger yandan, PALB2 proteini BRCA2’nin amino
terminal bolgesi ile etkilesime gecerek BRCA2'min niikleer yapilarda stabilitesini
artirr (83). DNA hasart; replikasyon hatalari, baz deaminasyonu, metilasyon
degisiklikleri ve oksidatif stres gibi endojen nedenlerle ya da iyonizan radyasyon,
ultraviyole 1ginlari, alkilleyici ajanlar, toksik kimyasallar ve ekstrem sicaklik gibi
ekzojen etkenlerle olusabilir. Olusan bu hasarlar, 6zgiil sensor proteinler tarafindan
taninir ve uygun DNA hasar yaniti (DNA damage response; DDR) baslatilarak
spesifik onarim mekanizmalar1 devreye sokulur. DNA onarim mekanizmalari; hatali
eslesme onarimi, baz eksizyon onarimi, niikleotid eksizyon onarimi, tek ve ¢ift zincir
kirilmalarinin onarimi, zincirler arasi ¢apraz bag onarimi ve translezyon sentezi gibi
cesitli yolaklar1 igermektedir (84). BRCA1 ve BRCA2 proteinleri, 6zellikle iyonizan
radyasyon gibi dis etkenler sonucu olusan ¢ift zincir DNA kiriklarinin onariminda
gorev alir. Bu proteinler, hiicre donglisliniin anormal hizlanmasin1 engelleyerek DNA
tamiri araciligiyla genomik stabilitenin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (85).

BRCA genlerinin DNA hasarmin tamirindeki islevi Sekil 6’da gosterilmistir.

21



f\v

f_/_,./-P"’

Sekil 6. DNA hasar1 tamirinde BRCA geninin rolii (72)

BRCAI1, farkli yapisal bolgeleri sayesinde DNA hasar proteinleri, timor
baskilayicilar ve hiicre dongiisii diizenleyicileri ile etkilesime girerek homolog
rekombinasyon (HR), non-homologous end joining (NHEJ) ve single-strand
annealing (SSA) gibi DNA tamir yolaklarinda gorev alir (86). Ozellikle BRCT
motifi, DNA hasarmin taninmasi, hasarli bolgenin rezeksiyonu, replikasyon sirasinda
onarim ve hiicre dongiisiiniin G1/S, S ve G2/M fazlarindaki kontrol noktalarinda
kritik rol oynamaktadir. DNA hasarinin meydana gelmesinin hemen ardindan, ilgili
bolgenin cevresinde sensor proteinler birikir. Bu proteinler, RAP80-ABRAXASI1-
BRCA1 kompleksinin olusumunu tetikleyerek efektdr yanitlarin baglatilmasin
saglar. HR mekanizmasi, ¢ogalan hiicrelerde genom biitlinliiglinii koruyan en hassas
tamir yoludur; ¢linkii ¢ift zincir kiriklar1 delesyon ve translokasyonlara yol agma
potansiyeli yiiksek olan hasarlardir (87). Ozellikle replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan
c¢ift zincir kiriklari, en tehlikeli DNA hasar1 formlarindan biri olarak kabul edilir.
BRCA1 ve BRCA2 genlerinin bu siireglerdeki fonksiyonlari, hem genomik
biitiinliiglin saglanmasinda hem de kanser gelisiminin dnlenmesinde yagamsal dnem
tasimaktadir (86). DNA hasarinda molekiiler mekanizmasinin ¢aligma prensibi Sekil

7’de gosterilmistir.
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Sekil 7. DNA hasar yanitinin molekiiler mekanizmasi (86)

3.7. MYC Geni

MYC (c-MYC olarak da bilinir) geni, niikleer diizenleyici bir protein kodlayan
giiclii bir onkogendir ve insan kromozomu 8q24 {izerinde lokalizedir. c-myc geni ii¢
eksondan olusur. Ekson 1, iki promotodr igerir ve kodlama yapmaz. Translasyon,
genellikle ekson 2’nin 16. niikleotidinden baglar ve ekson 2 ile 3, Myc proteinini
kodlar (88). Ttranskripsiyon faktorii olarak gorev yapan bu fosfoprotein, hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve apoptozun belirli asamalarin1 kontrol etmektedir (51).
MYC, timor olusumunun giiglii bir aktivatorii olarak kabul edilmekte ve pek ¢ok
kanser tiiriinde diizensizligi ile iliskilendirilmektedir (89,90). Hiicresel onkogenler
arasinda yer alan MYC gen ailesi, ii¢ iyi tamimlanmis liyeden olusmaktadir: C-MYC,
N-MYC ve L-MYC. Bu gen ailesinde ilk kesfedilen ve en kapsamli sekilde incelenen
tiye olan ¢c-MYC, bir kus retroviriisiiniin doniistiiriicii geninin hiicresel homologu
olarak tanimlanmustir. Insan MYC geninin, Burkitt lenfomas1 olgularinda gézlenen

dengeli kromozomal translokasyonlar sonucunda siirekli olarak aktive oldugunun
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gosterilmesi, bu genin timor olusumundaki kritik roliinii ortaya koymustur. MYC ile
ilgili ¢aligmalar sonucunda myc onkogeninin, ii¢lii negatif meme kanseri (TNBC),
pankreas, yumurtalik ve prostat kanserleri dahil olmak {izere birka¢ farkli kanser
tiiriinde amplifikasyonu gdzlenmektedir (91). Ozellikle Meme kanserinde MYC
geninin amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu ilk kez 1986 yilinda bildirilmistir (92).
c-MYC geninde meydana gelen mutasyonlar malign transformasyona yol agmakta,
ayrica gen amplifikasyonu ile meme kanseri goriilme olasiligi artmaktadir (93).
Literatiirde c-MYC amplifikasyonu, meme kanserlerinin yaklasik %17-32’sinde
saptanmustir (94).

Meme kanserinde en sik goriilen genetik degisikliklerden biri ¢-MYC
amplifikasyonudur. Ancak c-MYC proteininin olduk¢a kisa yar1 6mre sahip olmasi,
bu degisikligin izlenmesini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle ¢-MYC amplifikasyonu,
hastalarin  yaklasik {icte birinde saptanmasina ragmen protein diizeyinde
gozlemlenmesi siirli kalabilmektedir (95). Bu durum, MYC geni ile ilgili daha fazla
calisma yapilmasint ve genin tiim Ozelliklerinin ayrintili olarak incelenmesini
gerektirmektedir. MYC geni, NCBI veritabaninda incelendiginde toplam 5954 SNP
icerdigi belirlenmistir. Bu varyantlarin 647°si Homo sapiens tiiriinde bulunmakta
olup, bunlarin 156’s1 kodlama bolgesinde missense, 101°1 synonymous, 42°si 3' UTR
ve 47°s1 5' UTR bolgesinde yer almaktadir. Bu gende bulunan zararli SNP’ler, bazi
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda temel bir rol oynayabilir ve 6zellikle kanser gibi

hiicre proliferasyonunun bozuldugu durumlarla iligkilendirilmektedir (89).

3.8.1. MYC geni molekiiler mekanizmasi

Transkripsiyon faktorii MYC, pek cok kanser tiirlinde timdr gelisiminde merkezi
bir unsur olarak tanimlanmaktadir. MYC yalmizca tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu degil, ayn1 zamanda timor mikrogevresi ile etkilesimleri de
yonlendirmektedir. Bu nedenle MYC, tiimor progresyonunu destekleyen ve tedaviye
karst ilag direncinin gelisiminde rol oynayan temel bir diizenleyici olarak One
cikmaktadir (96). Bu gibi durumlarda, c-MYC'yi hedeflemek insan kanserlerinde
molekiiler tedavide 6nemli bir adim haline gelmektedir. Genetik ¢alismalar, c-MYC

aktivasyonunun ve c¢ogalmasinin engellenmesiyle apoptozun indiiklenerek timor
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gerilemesine neden olabilecegini gostermistir. c-Myc ¢ok sayida insan kanserinde
asir1 ifade edilir ve ifadesi kotii prognozla iliskilidir (97).

MYC geninde gozlenen yapisal veya fonksiyonel diizensizlikler, 6zellikle meme
ve over kanserlerinin gelisiminde ve progresyonunda onemli katkilar saglamakta ve
siklikla olumsuz klinik sonuglarla iligskilendirilmektedir. Bu diizensizlikler; gen
amplifikasyonu, transkripsiyonel diizenleme bozukluklari, tiimor baskilayici genlerin
kaybi, onkojenik sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile mRNA ve protein
stabilizasyonundaki degisiklikler araciligiyla ortaya cikmaktadir. Ayrica, meme
kanserinde goriilen biyolojik heterojenlik, sz konusu mekanizmalarin daha ayrintili
bicimde arastirilmasint zorunlu kilmaktadir. Timor baskilayic1 genlerden biri olan
BRCA1, MYC’nin transkripsiyonel ve transformasyonel aktivitelerini baskilayict bir
rol oynamaktadir. BRCA1 kaybi ile birlikte MYC’nin asir1 ekspresyonu, ozellikle
bazal-benzeri meme kanseri alt tipinde, timor gelisimine ve ilerlemesine zemin
hazirlamaktadir. Buna ek olarak, MYC; o0strojen reseptorii (ER) ve epidermal
biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ailesi sinyal yolaklarinin asagi akim diizenleyicisi
olarak gorev yapmakta olup, bu 6zelligi sayesinde adjuvan tedavilere karsi direng
gelisimine katkida bulunmaktadir (93). BRCA1 genindeki germ hatti mutasyonlari,
yiiksek tiimor derecesi, yiiksek proliferasyon hizi ile karakterize belirgin bir fenotipe
sahip erken baslangicli meme kanserlerine yatkinlik olusturur. BRCAT1 eksikligi olan
hiicrelerde ¢ok asamali tiimor ilerlemesine katkida bulunan molekiiler mekanizmalar
ve igbirlik¢i onkogenler iyi tanimlanmamistir. Yapilan bazi ¢alismalarda MYC
onkogen amplifikasyonunun BRCAT1 ile iliskili meme kanserlerinde timor
ilerlemesine katkida bulundugunu gostermektedir. Dolayisiyla, BRCAL1 ile iliskili
tiimorlerin agresif histopatolojik 6zelliklerinin kismen diizensiz MYC aktivitesinden
kaynaklandig1 sonucuna varilmigtir. DNA  mikrodizi tabanli analizler, MYC'nin
BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda asir1 eksprese edildigi bulmustur. Bu goriisle
uyumlu olarak, Wang ve arkadaslari, BRCA1'in MYC'ye fiziksel olarak baglandigin
ve transkripsiyonel ve doniistiiriicii aktivitesini baskiladigini gostermistir (98).

c-Myc, BRCAL1 ile fiziksel olarak iligki kurabilir. BRCA1'in mayada, in vitro
deneylerde ve memeli hiicrelerinde c-Myc ile etkilesime girdigi gézlemlenmektedir.
Bu veriler, BRCA1'in c-Myc'nin davranisini diizenleyerek timoér baskilayici olarak

islev gorebilecegini ve BRCA1 gen iiriiniiniin bazi etkilerine molekiiler bir agiklama
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getirebilecegini gostermektedir. Li ve arkadaslarinin ¢alismasinda, Cinli BRCA
meme kanseri hastalarinda MYC amplifikasyonlarinin yayginligi incelenmis ve
MYC amplifikasyonu ile klinikopatolojik ve molekiiler 6zellikler arasindaki iliski
arastirilmistir. Calisma, MY C-amplifikasyonlu meme tiimorlerinin,
amplifikasyonsuz tiimorlere kiyasla farkli klinikopatolojik ve molekiiler 6zellikler
sergiledigini gostermistir (99,100). Yiiksek c-MYC ekspresyonu gosteren BRCA
iligkili tiimdrlerin, diisiik c-MYC ekspresyonuna sahip tiimorlere gore kemoterapiye
kars1 artmis direng gosterdigi ¢esitli caligmalarda ortaya konmustur (101). Myc
proteini ve onun aile iiyeleri, birden fazla mekanizma tarafindan siki kontrol
altindadir; ancak Myc, tiimor olusumu sirasinda siklikla diizensizlesir (102). c-Myc
tiikkenmesi, BRCA1 promotor aktivitesini azaltirken, ektopik c-Myc ifadesi promotor
aktivitesini artirmaktadir. c-Myc eksikligi nedeniyle BRCA1 ekspresyonu azalan
meme kanseri hiicrelerinde DNA onarim aktivitesi bozulmaktadir. Distal BRCAI
promotor bolgesi, c-Myec ile etkileserek genin aktivasyonuna katkida bulunur. Bu
veriler, BRCA1 ekspresyonunun c-Myc gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan
diizenlendigi bir modeli desteklemektedir. BRCA1l, MYC’ye baglanarak onun
transkripsiyonel ve doniistiiriicii aktivitesini baskilar. Ancak bu siiregte BRCAI, tek
basina degil, cesitli gen ve proteinlerle etkilesim i¢inde hareket eder. MYC ve
BRCAT’in timor olusumundaki rolleri g6z Oniline alindiginda, aralarindaki

etkilesimin meme kanseri ilerlemesindeki islevsel dnemi biiyiiktiir (103.104).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Materyal
4.1.1. Hasta ve kontrol gruplari

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na 01.01.2021—
15.08.2023 tarihleri arasinda merkezimize basvuran, meme kanseri veya over kanseri
sliphesi ya da tanis1 almis hastalar ¢calismaya dahil edildi. Caligma grubumuz, hasta
ve kontrol grubu olmak iizere toplam 90 kisiden olusmaktadir. Hasta grubumuz,
meme kanseri veya over kanseri tanisi almis 45 bireyden olusmaktadir. Bu
hastalardan periferik kan ornekleri alind1 ve elde edilen DNA oOrnekleri iizerinde
NGS yontemi ile BRCA gen paneli analizi gergeklestirildi. BRCA mutasyonu pozitif
saptanan olgular secildi ve bu hastalarin DNA ornekleri, ilgili gen bdlgelerinin
incelenmesi amaciyla RT-PCR yontemi ile analiz edildi. Kontrol grubunda ise timor
icermedigi patolojik olarak dogrulanan normal dokulara ait parafin blok 6rnekleri
kullanildi. Bu bloklardan DNA izolasyonu yapilarak elde edilen 6rnekler RT-PCR
yontemi ile analiz edildi. Elde edilen veriler, hasta grubuna ait veriler ile
karsilastirildi.

Calismamizda hasta grubunun secimi asagidaki kriterler dogrultusunda
gerceklestirilmistir:

o Aile dykiisii: Birinci veya ikinci derece akrabalik bagi olan, 40 yas ve altinda

meme ve/veya over kanseri tanisi almig olanlar.

o Ailesel risk: Ailesel kanser sendromlar1 veya giiclii aile Oykiisii bulunan
bireyler.

o Klinik o6zellikler: Bilateral meme kanseri veya hem meme hem de over
kanseri tanis1 almis olan hastalar.

Bu kriterleri karsilayan hasta gruplarinda yalnizca kadin hastalar calismaya dahil
edildi. Hasta grubunda yer alan 45 olgunun tamamima NGS analizi uygulandi ve
BRCA pozitif bulunan olgular caligma kapsaminda degerlendirmeye alindi. Kontrol
grubunda ise segilen dokularin higbirinde tiimoral olusum bulunmamasina 6zellikle
dikkat edildi. Bu yaklagimin nedeni, caligmada incelenen genlerin transkripsiyon
faktorti ile iligkili olmasi ve kontrol grubunda herhangi bir tiimoér hiicresinin
bulunmasinin sonuglari etkileme olasiligidir.

Calismanin etik uygunlugunu teyit eden Etik Kurul raporu, Dicle Universitesi

Klinik Aragtirma Etik Kurulu tarafindan 20.12.2023 tarihinde onaylanmistir ve -
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2023/21 numarast ile tescil edilmistir (Ek 1). Her iki gruptaki bireylere aragtirmanin
amaglart hakkinda bilgi verildikten sonra, ¢alismaya katilmayi kabul etmeleri i¢in
gonilli onam formu okutulmus ve imzalatilmistir. Bireylerin pedigrileri i¢in gerekli
bilgiler alindi. Pedigride bireylerin cinsiyet, yas, akraba evliligi, herhangi bir ilag
kullanip kullanmadig1 gibi faktorler degerlendirildi.

4.1.2. Orneklerin alinmasi

Calisma  grubuna  dahil edilen hastalardan, DNA  izolasyonunun
gerceklestirilmesi amactyla her biri 8 cc olmak {izere toplam 4 tiip kan Ornegi
alimmistir. DNA izolasyon islemi gerceklestirilene kadar -20° C de saklandi.
Hastalardan alinan kan orneklerinden DNA elde etmek amaciyla, uygun bir protokol
izlenerek DNA izolasyonu gergeklestirildi. izolasyon islemleri standart laboratuvar
kosullarinda uygulanmis olup, elde edilen DNA ornekleri sonraki molekiiler analizler

i¢in saklandi.

4.2. Metod
4.2.1. DNA izolasyon protokolii

Orneklerin Hazirlanmasi

Hastalardan sodyum-EDTA’li mor kapakli tiiplere almman kan Ornekleri,
izolasyon oOncesinde -20°C’de saklandi. Izolasyon islemine baslamadan &nce
ornekler dondurucudan c¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziinmeleri saglandi. DNA
izolasyonu, QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) kullanilarak, {iretici firmanin 6nerdigi
protokol dogrultusunda gergeklestirildi.

e Adim 4 i¢in kullanilacak su banyosu veya isitict blok 56°C’ye ayarlandi.

o Eliisyon icin kullanilacak Buffer AE veya distile su oda sicakligina
getirilmelidir.

o Buffer AW1, Buffer AW2 ve QIAGEN Proteaz iiretici firmanin talimatlarina
uygun sekilde hazirlanmalidir.

o Her hasta icin kullanilan 1,5 mL mikrosantrifiij tiiplerinin iizerine hasta

bilgileri (ad, tarih, numara vb.) yazilmalidir.
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izolasyon protokolii:

10.

11.

12.

13.

1,5 mL mikrosantrifiij tiipiine 20 pL Proteaz (veya proteinaz K) eklendi.

Tip igerisine 200 uL 6rnek eklendi. RNA’siz DNA istenirse 4 uL. RNaz A
eklenebilir.

Uzerine 200 uL Buffer AL eklendi, 15 saniye pulse-vorteks ile karistirildi.
Homojen ¢ozelti elde edilmesi etkin lizis i¢in kritiktir.

Tiip 56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

. Kapagin i¢ yiizeyindeki siviy1 toplamak i¢in kisa siireli santrifiij yapildi.

Ornege 200 uL %96-100 etanol eklenerek, 15 saniye pulse-vorteks ile
karistirildi ve tiip tekrar kisa siire santrifiij edilerek kapagin i¢ ylizeyindeki
damlalar uzaklastirildi.

Karisim, dikkatlice QIAamp Mini spin kolona (2 mL toplama tiipli i¢inde)

aktarildi. Kapak kapatilarak 6000 xg (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi.
Kolon yeni bir toplama tiipiine aktard1 ve filtrat atild1.

Kolon kapagi agilarak tizerine 500 pL Buffer AW1 eklendi. Kapak
kapatilarak 6000 xg (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi. Kolon yeni bir
toplama tiipline aktarilarak, filtrat atildi.

Kolon iizerine 500 pL Buffer AW2 eklendi. Kapak kapatilarak maksimum
hizda (20.000 xg; 14.000 rpm) 3 dakika santrifiijlendi.

Onerilen: Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi ve eski tiip atildi. Ardindan
maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilerek Buffer AW2 kalintisi
uzaklagstirildi.

Kolon, temiz 1,5 mL mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi. Kolon {iizerine
dikkatlice 200 pL Buffer AE eklendi. Ornekler oda sicaklifinda 5 dakika
bekletildikten sonra, 6000 x g (8000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edilerek
DNA eliisyonu elde edildi.

Izolasyon sonrasi elde edilen genomik DNA Qubit 4 Florometre analiz kiti ile
ol¢iildii.

Elde edilen DNA ornekleri, yapilacak molekiiler calismalar i¢in -20°C’de

saklanmustir.
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4.2.2. NGS analizi

Ailesel meme ve over kanserleri ile iliskili oldugu bilinen BRCA1/2 kodlayict
bolgeleri kapsayacak sekilde tasarlanan gen paneli iireticinin belirttigi protokollere
uygun olarak kullanildi. Calismada hasta materyalinden izole edilen DNA Ornekleri
NGS gen panelinde kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla, Qubit dsDNA HS
Assay Kit (Invitrogen) kullanilmistir. Olgiim protokolii, iiretici talimatlarina uygun
olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle kitin kimyasallar1 vortekslenmis ve Ornek
sayisina gore 1 pL Qubit Reagent + 199 pL Qubit Tampon karistirilarak 1:200
oraninda ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin 198 pl’si, lizerine 2
uL DNA 6megi eklenerek vortekslenmistir. Olgiim sirasinda hava kabarciklari
giderilmistir. Cihazda “dsDNA-High Sensitivity” modu secilerek DNA miktarlar
belirlenmistir.

Olgiim sonuglarma gore yeterli konsantrasyona sahip hastalarin DNA &rnekleri,
[llumina MiSeq platformu kullanilarak Mid Output Kit ile yeni nesil dizileme (Next
Generation Sequencing, NGS) yontemi araciligiyla analiz edilmistir. Analiz
kapsaminda ekzon bolgeleri ve ekzon-intron sinirlar1 (£10 baz ¢ifti) degerlendirmeye
alimmustir. Elde edilen varyantlarin patojenisite siniflamasi, American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) kilavuzlart (PMID: 25741868) temel

aliarak gerceklestirilmistir.

NGS analiz basamaklar:

1. DNA kalite ve miktar kontrolii

Elde edilen DNA o6rnekleri Qubit dsDNA HS Assay Kit kullanilarak miktar ve
kalitesi agisindan kontrol edilmeli. DNA konsantrasyonu, NGS kiitiiphane hazirlig
icin ayarlanir.

2. DNA fragmentasyonu

DNA ornekleri, hedeflenen fragment boyutuna ulasacak sekilde parcgalanir
(fragmentasyon). Fragment boyutu, kiitliphane hazirlik protokoliine ve kullanilan
dizileme platformuna uygun olarak optimize edilir.

3. Kiitiiphane hazirlig

Fragment edilmis DNA, u¢ onarimi (end-repair) ve A-tailing islemleri ile dizilemeye

hazir hale getirilir.
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Adaptor ligasyonu yapilir; bu adaptorler dizileme sirasinda DNA fragmentlerinin
taninmasini saglar. Ligasyon sonrasi, kiitiiphaneler temizlenir.

4. PCR amplifikasyonu

Kiitiiphaneler, gerekli miktarda DNA elde edilecek sekilde PCR ile ¢ogaltilir.
Amplifikasyon sonrasi kiitiiphaneler tekrar temizlenir ve kalite kontrol igin
hazirlanir.

5. Kiitiiphane kalite kontrolii

Elde edilen kiitiiphane konsantrasyonu, fluorometrik yontemlerle dogrulanir.
Istenilen konsatrasyonda kiitiiphane elde edildikten sonra yiiklenme asamasi igin
hazirliklar yapilmaya bagslanir.

6. Dizileme (Sequencing)

Hazirlanan kiitiiphane uygun dizileme platformuna yiiklenir (Illumina).

Dizileme sirasinda kiitiiphaneler, platforma 6zgii prosediirlerle analiz edilir.

7. Veri analizi

Dizileme islemi tamamlandiktan sonra elde edilen ham veriler islenmis, kalite
kontrolii yapilmis ve dizi verileri bioinformatik analiz siireclerinden gegirilmistir.
Analiz sonucunda varyantlar belirlenmis ve yorumlanmistir. Elde edilen veriler
1s1ginda, BRCA  pozitif olarak belirlenen hasta DNA’lari, sonraki asamada

gergeklestirilecek diger molekiiler ¢alismalara dahil edilmistir.

4.2.3. Real Time PCR ile TagMan genotipleme analizi

Klasik PCR yontemi, 1980°li yillarin ortasinda Kary Mullis ve c¢alisma
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmis, Mullis’e 1993 yilinda Nobel Kimya Odiilii’nii
kazandirmistir. PCR, bir niikleik asit dizisinin dongiisel bir slirecte ¢ogaltilarak
milyonlarca 6zdes kopyasinin elde edilmesine olanak tanimaktadir. Bu sayede
klonlama, genetik miihendisligi ve dizileme gibi molekiiler biyolojide pek ¢ok alanda
DNA manipiilasyonu miimkiin hale gelmistir. Ancak geleneksel PCR yodnteminde,
iiriin miktarinin baglangigtaki sablon miktariyla dogrudan iliskilendirilmesi giic
oldugundan kantifikasyon smirli kalmistir. Bu sorun, 1992 yilinda Higuchi ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilen ger¢ek zamanli PCR (real-time PCR, qPCR)
yontemiyle asilmistir. qPCR’de, amplifikasyon siirecinde olusan {iriin miktar

floresan boyalar veya problar yardimiyla es zamanli olarak izlenebilmekte, belirli
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DNA miktarina ulagsmak i¢in gerekli dongii sayisi kaydedilmektedir. Bu sayede,
baslangigtaki DNA  molekiill sayis1 yliksek dogruluk ve hassasiyetle
hesaplanabilmektedir (105).

Bir PCR dongiisti ii¢ temel adimdan olusur: denatiirasyon, baglanma ve uzama.

e Denatiirasyon adimi sirasinda, c¢ift zincirli DNA c¢oziilerek 94-95 °C’ye
wsitilir ve iki zincir birbirinden ayrilir.

o Baglanma adiminda, oligoniikleotid primerleri tek zincirli DNA {izerindeki
tamamlayici dizilerine baglanir. Bu agama genellikle primerlerin uzunlugu ve
G/C igerigine bagl olarak 50—60 °C arasinda gerceklestirilir.

e Uzama adiminda ise 72 °C’de DNA polimeraz, sablon ipligini okur ve uygun
niikleotidleri ekleyerek yeni iplik sentezler. Boylece her dongiide orijinal

DNA’nin tamamlayici kopyalari olusur.

Yapilan bu islem 30-40 dongii tekrarlanarak uygulandiginda, ideal kosullarda
hedef DNA dizisinin miktar1 her dongiide yaklasik iki kat artar. PCR sonunda,
spesifik DNA dizisinin milyonlarca kopyas1 elde edilir. Geleneksel PCR’de
cogaltilan iriinler jel elektroforezi veya hibridizasyon teknikleri ile tespit
edilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR (qPCR) cihazi ise termo dongii siirecini floresan
sinyal Olgiimiiyle birlestirerek, her amplifikasyon dongilisiinden sonra floresan
miktarm1 kaydeder. Bu yontem, iiriin miktarin1 ger¢gek zamanl olarak izlemede
onemli avantajlar saglar (106).

Gergek zamanli PCR ’nin en 6nemli avantajlari; genis dinamik aralik, yiiksek
hassasiyet, dizi 6zgilliigli, minimal amplifikasyon sonrasi islem gereksinimi ve
yiiksek drnek verimliligi nedeniyle 6zellikle gen ekspresyon analizinde yaygin olarak
tercih edilmektedir. Bununla birlikte, yontemin giivenilirligi primer ve problarin
tasarimina ve reaksiyon kosullarinin optimizasyonuna baglidir (107). Gergek zamanl
PCR’de iiriinlerin floresan ile izlenmesi, iirlinlerin tespitinde en sik kullanilan iki
yaklasim TagMan ve SYBR Green tabanli qPCR yontemleridir (108,109). Bu

yontemler Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. SYBR Green ve TagMan problarinin ger¢ek zamanli PCR’de ¢alisma prensibi.

Cesitli floresan raporlayict boyalar kullanilmaktadir:

e SYBR Green en basit ve ekonomik secenek olup, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanarak floresan yayar. Ancak ozgiilliigii distiktiir; primer-dimerler veya

spesifik olmayan iirlinlere de baglandigindan sinyalin oldugundan yiiksek

tahmin edilmesine neden olabilmektedir (110,111).

o TagMan problan (cift etiketli problar veya 5'-niikleaz problar1), bir haberci

(reporter) boya ve bir sondiiriicii (quencher) boya iceren dogrusal problardir.

e PCR’nin uzama asamasinda prob hedefe hibridize olur. DNA polimerazin 5'-

ekzoniikleaz aktivitesi probu keserek habercinin sondiiriiciiden ayrilmasina

neden olur. Boylece haberci floresansi serbestlesir ve sinyal yogunlugu artar.

Bu nedenle, yalnizca 6zgiil PCR {iriinleri TagMan temelli PCR’de floresan

sinyali tiretir (106).
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4.2.3.1. TagMan genotipleme analizi

TagMan SNP genotipleme analizi, saflastirilmis genomik DNA orneklerinde
spesifik polimorfizmleri ¢cogaltmak ve tespit etmek amaciyla 5 -niikleaz temelli bir
yontem kullanir. Bu analiz, bireylerin tek niikleotid polimorfizmi (SNP) agisindan
genotiplenmesini miimkiin kilmakta ve elde edilen veriler biyoinformatik tabanl
yontemlerle dogrulanmaktadir. Bu yontem, hedef diziyi ¢cogaltmak i¢in diziye 6zgiil
ileri ve geri primerler, ayrica iki adet TagMan mindr oluk baglayici (MGB) probu ve
floresan icermeyen sondiiriiciiler (NFQ) icermektedir.

TagMan MGB problari, hedefe 06zgii oligoniikleotidlerden olusur ve su

ozellikleri igerir: Probun 5" ucunda raporlayici bir boya bulunur:

o VIC boyast: Alel 1 probu igin,
o FAM boyast: Alel 2 probu igin.

Probun 3’ ucunda floresan icermeyen bir sondiiriicii (NFQ) boya yer alir. Ayrica,
3" ucunda mindr oluk baglayict (MGB) bulunur. Bu yapi: Prob uzunlugunu
artirmadan erime sicakligini (Tm) ytikseltir. Daha kisa problarin tasarlanmasina
olanak saglar.

MGB problarinin mindr oluga baglanma 6zelligi, prob-sablon kompleksinin
stabilitesini artirarak daha kisa problarin kullanilmasia olanak tanir. Bu durum,
alellik ayrim giiciinii artirmakta, sinyal oranini iyilestirmekte ve testin zgilliigiini
yiikseltmektedir. Floresan sinyaller ile genotip arasindaki iliski Tablo 5’te

gosterilmistir
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Tablo 5. Floresan sinyalleri ile 6rnek genotipi arasindaki korelasyon.

Floresan sinyali(leri) Ornek genotipi

Yalnizca VIC sinyali Alel 1 i¢in homozigotluk

Yalnizca FAM sinyali Alel 2 i¢cin homozigotluk
Hem VIC hem FAM sinyali Heterozigotluk (Alel 1/ Alel 2)

TagMan Genotipleme Master mixi igerisinde; AmpliTaq Gold DNA polimeraz,
Ultra saf (UP) su, Deoksiriboniikleotit trifosfatlar (dntp’ ler), ROXTM Pasif referansi

ve tampon bilesenler (Buffer) bulunmaktadir.

5’ Niikleaz reaksiyonunun temelleri su sekildedir:

e PCR amplifikasyonu i¢in genomik DNA, master mix, ileri ve geri primerler
ile iki adet TagMan probu i¢eren reaksiyon karisimina eklenir.

e PCR sirasinda, ileri ve geri primerler, denatiire olmus cDNA sablon
zincirlerindeki tamamlayici dizilere baglanir.

e TagMan probu, ileri ve geri primer bolgeleri arasinda bulunan tamamlayici
bir diziye 6zgii olarak baglanir. Prob saglam kaldig: siirece, raporlayici boya ile
karartic1 boya arasindaki yakinlik, esas olarak Forster tipi enerji transferi (FRET)
mekanizmasi yoluyla raporlayici floresansin baskilanmasina neden olur.

e Polimerizasyon sirasinda AmpliTaq Gold DNA polimeraz, yalnizca hedef
diziye baglanan probu keser. Bu kesilme, raporlayict boyay1 probdan ayirir ve
raporlayict boyanin karartic1 boyadan ayrilmasi, floresansin artmasina yol agar.

e Floresan sinyalindeki artis, yalnizca hedef DNA dizisi prob ile tamamlayici
oldugunda ve PCR siireci sirasinda amplifiye edildiginde gézlemlenmektedir. Bu
nedenle, 6zgiil olmayan cogaltmalar tespit edilmez ve elde edilen floresans
sinyali 0rnekte hangi allellerin bulundugunu gosterir. Sekil 9’da sematik olarak

gosterilmistir.
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1. Assay Components and DNA Template
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Sekil 9. Tagman Caligsma Prensibi

PCR reaksiyonunda kullanilan karigim (mix) bilesenlerinin miktarlar1 Tablo 6’da

sunulmustur.

Tablo 6. PCR reaksiyon mix orani

Reaksiyon Karisimi Bilesenleri Miktar
2X TaqMan Master Mix 12,50 uL
40X Assay Calisma Probu 0,625 puL
Niikleaz icermeyen Su 9,875 uL
DNA 2 uL
Toplam Hacim 25,0 uL

Analizde kullanilan PCR cihazina ait sicaklik dongii kosullar1 Tablo 7'de

sunulmustur.
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Tablo 7. PCR reaksiyon sicaklik dereceleri ve siireleri

Adim Sicakhik®°C Siire Dongii Sayisi
Polimeraz 95°C 10 dakika 1

aktivasyonu

Denatiirasyon 95°C 10 saniye 40
Baglanma / Uzama  60°C 1 dakika

Calismamizda kullanilan boyalar, cihaz tarafindan Sekil 10’daki ideogramda

gosterildigi tizere, Green (FAM) ve Yellow (VIC) floresans sinyallerini tespit

etmektedir.

Dye Channel Selection Chart

470nm |510nm | FAM-, SYBR Green 1%, Fluorescein, EvaGreen ", Alexa Fluor 438
Yellow |530nm |555nm  [JOE™, VICY, HEX, TET™, CAL Fluor Gold 540, Yakima Yellow"
Drenge |535nm (8100 |ROX, CAL Fluor Red 810, y3 57, Texas Red, Alexs Fluor 5687

625nm (860nm  |Cy57, Quasar 670", Alexa Fluor 633"

880nm |710hp  |Quasar705", Alexa Fluor 630"

480nm (510nm  |SYTO 9", EvaGreen"

Sekil 10. PCR da kullanilan boyalarin idiyogrami

4.2.3.2. TagMan genotipleme analiz verileri

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarima ait SNP genotipleme analizleri

gerceklestirilmistir. Bu kapsamda her iki grup i¢in rs2070583 ve rs4645943 SNP’leri

incelenmistir. Incelenen varyantlardan rs4645943 C>T, MYC geninin 5' UTR

bolgesine veya transkripsiyon baslama noktasina yaklasik 2 kb upstream (yukarida)

kalan promotdr bolgesine yakin bir konumda yer almaktadir. Bu bolge, gen
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ekspresyonunun transkripsiyonel diizeyde diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir.
Rs4645943 C>T polimorfizminin prostat kanseri riskiyle iligkili oldugu bildirilmistir.
Diger bir bolgemiz olan rs2070583 A>G ise 3' UTR (3’ untranslated region)
bolgesinde yer almaktadir. Genin bu bdlgesi, translasyon sonrasi regiilasyon
stireclerinde 6nemli rol oynayan bir alandir. her iki SNP’de gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde kritik neme sahiptir.

» 152070583 i¢in context sequence (VIC/FAM prob dizileri)

Caligmada kullanilan tek niikleotid polimorfizmine (SNP) ait Assay ID,
C 15867473 10’dur.

TCTAACAGAAATGTCCTGAGCAATCIA/G]JCCTATGAACTTGTTTCA
AATGCATG
sekansinda, varyant lokusunda adeninden (A) guanine (G) doniisim olup

olmadig1 arastirilmistir.

» 154645943 i¢in context sequence (VIC/FAM prob dizileri)

» Calismada kullanilan tek niikleotid polimorfizmine (SNP) ait Assay ID,
C_ 31798222 10°dur.
GCAGGCAACCTCCCTCTCGCCCTAGIC/TICCAGCTCTGGAACAGGC
AGACACAT
sekansinda, varyant lokusunda sitozinden (C) timine (T) doniisim olup

olmadig: arastirilmistir.
Calismamizda niikleotid degisimlerinin analizi, RT-PCR cihaz1 kullanilarak

gerceklestirilmis ve sonuclar; wild-type, homozigot mutant ve heterozigot alleller

seklinde degerlendirilmistir.
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Sekil 11. RT-PCR SNP analizinde degerlendirme profili (A.Wild type, B.Heterozigot).
Bu calismada, genotiplendirme sonuclarina iliskin FAM ve VIC floresan

sinyalleri, Sekil 12’de gdsterilen genotiplerin (Wild Type, Heterozygous, Mutant)

reaksiyon kanallarina gore dagilimi temel alinarak degerlendirilmistir.
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[ &8 Genotyping ———)

Genotype Reacting Channels Reacting Channels j
Wild Type Cycling & Yellow

Heterozygous Cycling &.Green Cycling &.Yellow

Mutant Cycling &.Green

Cancel Help | f

(

Sekil 12. RT-PCR cihazinda SNP genotipleme i¢in yapilan cihaz ayarlari.

4.2.3.2.1. Hasta ve kontrol grubunun rs2070583 SNP analizi

Yapilan ¢alismada kullanilan VIC ve FAM boyalar1, prob iizerinde farkli alelleri
tanimak i¢in isaretlenmistir. Her sinyal farkli bir genotipi temsil eder: floresan
boyamalara gore, VIC boyasi (yellow) ile sinyal veren bireyler AA (wild-type)
genotipi gostermektedir. Her iki allel de normal (referans) aleldir. FAM sinyali
yoktur. Yalmizca FAM boyas1 (green) ile sinyal veren bireyler GG (homozigot
mutant) genotipi tasimaktadir. Her iki allel de degismis (varyant) aleldir. VIC sinyali
yoktur. Hem VIC hem FAM boyasi ile sinyal veren bireylerde ise AG (heterozigot)
genotipi gozlenmistir. Bir alel referans, diger alel varyanttir. Calismamizda elde
edilen  veriler, yukarida belirtilen floresan  sinyalleri  dogrultusunda
degerlendirilmistir. Kontrol ve hasta gruplarina ait SNP verileri, ger¢ek zamanli PCR

yontemi kullanilarak elde edilmistir (Sekil 13 ve Sekil 14°te gosterilmektedir).
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Sekil 13. rs2070583 Hasta Grubu SNP genotipleme sonuglari (A. wild type, B. heterozigot,
C. korelasyon)
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Sekil 14. rs2070583 Kontrol Grubu SNP genotipleme sonuglart (A. wild type, B.
korelasyon)

4.2.3.2.2. Hasta ve kontrol grubunun rs4645943 SNP analizi

Diger bir grubumuzda kullanilan VIC ve FAM boyalari, prob iizerinde farkli
alelleri tanimak i¢in isaretlenmistir. Her sinyal farkli bir genotipi temsil eder:
floresan boyamalara gore, VIC boyas1 (yellow) ile sinyal veren bireyler CC (wild-

type) genotipi gostermektedir. Her iki allel de normal (referans) aleldir. FAM sinyali
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yoktur. Yalmizca FAM boyasi (green) ile sinyal veren bireyler TT (homozigot
mutant) genotipi tasimaktadir. Her iki allel de degismis (varyant) aleldir. VIC sinyali
yoktur. Hem VIC hem FAM boyasi ile sinyal veren bireylerde ise CT (heterozigot)
genotipi gozlenmistir. Bir alel referans, diger alel varyanttir. Calismamizda elde
edilen  veriler, yukarida belirtilen floresan  sinyalleri  dogrultusunda
degerlendirilmistir. Sekil 15 ve Sekil 16’da, kontrol ve hasta gruplarina ait SNP
verileri, gercek zamanli PCR (RT-PCR) yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar
dogrultusunda gosterilmektedir.

[Creieg & Grewr - s Wabers
 Cyeing & vetow - Crces

e o

Sekil 15. rs4645943 Hasta grubu (A. heterozigot, B. korelasyon)
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Sekil 16. rs4645943 Kontrol grubu (A. wild type, B. korelasyon)

4.3. Istatistiksel Analiz

BRCA pozitif vakalart ile saglikli kontroller arasindaki alel ve genotiplerin
frekans dagilimlarindaki farkliliklar1 degerlendirmek i¢in x2 testi uygulandi.
Frekanslarin hesaplanmasinda Hardy-Weinberg dengesinden (HWE) sapma, uyum
1yiligi %2 testi ile degerlendirildi. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS for
Windows, Version 21.0 (IBM Corp. Armonk, NY, USA) programi ile yapilmistir.
MYC geni ile iligkili polimorfizmler ile BRCA duyarliligi arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi, olasilik oranlar1 (OR) ve %95 giiven araliklar1 (GA) hesaplanarak
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yapildi. Tanimlayici istatistikler 6l¢iimsel degiskenler i¢in ortalama =+ standart sapma
(SD), kategorik degiskenler icin say1 ve yiizde (%) olarak verilmistir. Normal
dagilim gosteren verilerin karsilastirilmasinda bagimsiz gruplar t-testi, normal
dagilima uymayanlarda ise Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Kategorik
degiskenlerin karsilagtirmalarinda Ki-kare testi ve uygun durumlarda Fisher’s exact
testi kullanilmigtir. Degiskenler arasindaki iligkiler Spearman korelasyon analizi ile
degerlendirilmis olup, korelasyon katsayis1 (r) degiskenler arasindaki yon ve
biiyiikliigii belirlemek icin kullanilmistir. Tiim hipotez testlerinde P degerleri <0,05

oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmektedir.
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5. BULGULAR

Calismamizda, meme ve over kanseri tanisi almis hastalardan alinan kan
orneklerinden elde edilen DNA’lar kullanilarak, NGS yontemi ile BRCA geninde
patojenik veya olas1 patojenik varyantlar tespit edilmistir. Bu analiz sonucunda
BRCA mutasyonu pozitif olarak belirlenen hastalar ile ¢alismaya devam edilmistir.
Secilen bu hastalarda, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi ile MYC genine
ait iki farkli polimorfizm (6rnegin rs2070583 ve rs4645943) incelenmis ve ardindan

degerlendirme asamasina gecilmistir.

5.1. NGS Yontemi Sonuclar:

Hedeflenen genler BRCA1 (NM_007294.4) ve BRCA2 (NM_000059.3) olup,
analizlerde  referans genom olarak hgl9  kullamilmistir.  Varyantlarin
yorumlanmasinda ClinVar, Franklin ve Varsome veri tabanlarindan yararlanilmistir.
Calismaya BRCA pozitif ¢ikan 45 hastayla devam edilmistir. Bu kapsamda

hastalarda en ¢ok saptanan varyantlara iligkin bulgular Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8. Hastalarda saptanan BRCA1 ve BRCA2 gen varyantlarinin NGS analizi sonucu

Gen,Transkript HGVSce, ACMG  Genotip Tiskili Genlerdeki
Degisim = Smfi Hastahklar  Patojenik

Varyantlara

Bagh BRCA1&

BRCA2iliskili

Kahitsal Meme
ve Yumurtahk
Kanseri Oram

BRCAINM_007  Splice Patojenik | Heterozigot Meme- BRCA1 = %66
294.4 Regionc.1 (PVSI, VAF%48( | yumurtalik
35-1G>A  PP5,PM2 C:208)(T:1  kanseri,
93) familia,
Fanconi
anemisi,
Pankreas
kanseri
BRCA2NM_000 Missense = Klinik Heterozigot Medulloblast A BRCA2 = %34
059.3 Variantc. = Onemi VAF%50(  oma
9518G>A Bilinmeye G:422|A: Pankreas
p.Cys317 n 429) kanseri,
3Tyr Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
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BRCA2NM_000
059.3

BRCA2NM_000
059.3

BRCA2NM_000
059.3

BRCA2NM_000
059.3

BRCA2NM_000
059.3

BRCAINM_007
2944

BRCAINM_007
294.4

BRCA2NM_000
059.3

BRCA2NM_000
059.3

Frameshif
tc.9027de
1p.H3010I
fs*18

Missense
Variantc.
230C>Ap
.T77N

Missense
Variantc.
1118A>G
p-Q373R

Missense
Variantc.
3814A>G
p-M1272
\%
Missense
Variantc.
1592A>C
p.K531T

Nonsense
Variantc.
5444G>A
p-WI1815

Missense
Variantc.
3877G>C
p.-A1293P

Missense
Variantc.
7205C>G
p.P2402R

Missense
Variantc.
2798C>A
p-T933K

Patojenik

VUS

VUS

VUS

VUS

Patojenik

VUS

VUS

VUS

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT

HETEROZ
IGOT
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hastaliklar,
Prostat
kanseri,
Wilms
timort
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar
Meme-
yumurtalik
kanseri,
ailevi
hastaliklar

BRCA2

BRCA2

BRCA2

BRCA2

BRCA2

BRCAI1

BRCAI

BRCA2

BRCA2

= %34

= %34

= %34

= %34

= %34

= %66

= %66

= %34

= %34



BRCA2NM_000 @ Frameshif Patojenik nHETEROZ @ Meme- BRCA2 = %34
059.3 t IGOT yumurtalik

Variantc. kanseri,

5574 557 ailevi

7delAAT hastaliklar

Tp.11859

Kfs
BRCAINM_007  Frameshif Patojenik HETEROZ  Meme- BRCA1 = %66
294.4 t IGOT yumurtalik

Variantc. kanseri,

1881 188 ailevi

4delCAG hastaliklar

Tp.S628E

fs
BRCAINM_007  Inframe Patojenik = HETEROZ | Meme- BRCA1 = %66
294.4 Deletionc. iIGOT yumurtalik

3005delp. kanseri,

N1002Tfs ailevi

hastaliklar

BRCAINM_007  Stop Patojenik = HETEROZ Meme- BRCA1 = %66
294.4 Gainedc.4 iIGOT yumurtalik

70 _471de kanseri,

ICTp.S15 ailevi

7 hastaliklar
BRCAINM_007 Nonsense @ Patojenik =HETEROZ Meme- BRCA1 = %66
294.4 Variantc. IGOT yumurtalik

1444 144 kanseri,

7delATT ailevi

Ap.1482 hastaliklar

5.2. MYC rs2070583 Polimorfizminin Real-Time PCR Tabanh Analizi

Calismada kontrol grubunu temsil eden 45 birey ile hasta grubunu temsil eden 45

hasta degerlendirilmistir. Hasta grubunda yer alan 45 bireyin 44’4 (%97,8)
152070583 (A/G) polimorfizmi acisindan AA genotipine (wild type) sahipken,
kontrol grubundaki 45 saglikli bireyin tamaminda (%100) AA genotipi
belirlenmistir. Hasta grubunda yalnizca 1 bireyde (%2,2) AG genotipi (heterozigot)
saptanmis, kontrol grubunda ise AG genotipi gozlenmemistir. Her iki grupta da GG
genotipi (homozigot mutant) tespit edilmemistir. Genotip dagilimlart agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir (p > 0,05).
Allel frekanslar1 degerlendirildiginde, hasta grubunda G alleli frekans1 1 (%1,1)
ve A alleli frekanst 89 (%98,9) olarak saptanmistir. Kontrol grubunda ise G alleline
rastlanmamis (%0), tim bireylerde A alleli (%100) belirlenmistir. Allel frekanslar

acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p >
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0,05, X? = 1,006). Kontrol grubunda G allelinin hi¢ gézlenmemesi nedeniyle odds
orant (OR) hesaplanamamistir ve teorik olarak sonsuz kabul edilmektedir. Bu
calisma sonucunda rs2070583 polimorfizminin alallerinin BRCA pozitif geniyle
anlaml bir iligkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinda MYC
genindeki rs2070583 polimorfizmine ait genotip ve allel frekanslar1 Tablo 9’da

sunulmustur.

Tablo 9. MY C rs2070583 A>G polimorfizmi genotip ve allel dagilimlar ile hasta ve kontrol
gruplariin karsilastirilmasi

A/G Pol. | Hasta N=45 Kontrol N=45 p X2 Odds = %95
Genotipi n (%) n (%) Ratio @ CI
AA 44(97,8) 45 (100)

AG 1(2,2) 0(0) 0,3146 1,011 - -
GG 0 (0) 0 (0) - = - -
Allel (F)

A 89 (98,9) 90(100) 0,3160 1,006 -

G 1(1,1) 0 (0) 0,3160 1,006 - -

Not: GG genotipi gozlenmediginden OR hesaplanamamustir.

5.3. MYC rs4645943 Polimorfizminin Real-Time PCR Tabanh Analizi

Calismada hasta grubundaki 45 bireyin higbiri rs4645943 (C/T) polimorfizmi
acisindan CC genotipine (wild type) sahip bulunmamistir. Kontrol grubundaki 45
saglikl bireyin ise 7’sinde (%15,6) CC genotipi belirlenmistir. Hasta grubundaki tiim
bireylerde (n=45, %100) CT genotipi (heterozigot mutant) gdzlenirken, kontrol
grubunda 38 bireyin (%84,4) CT genotipine sahip oldugu saptanmustir. Iki grup
arasinda genotip dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(p < 0,05, X>=15,577). Bu ¢alisma sonucunda, CT genotipinin BRCA pozitif geni ile
iligkili oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte, her iki grupta da TT genotipi
(homozigot mutant) tespit edilmemis olup, bu acidan gruplar arasinda anlamli bir
fark gbzlenmemistir (p > 0,05, X? =0).

Allel frekanslart incelendiginde, hasta grubunda C alleli frekans1 45 (9%50,0) ve
T alleli frekans1 45 (%50,0) olarak saptanmistir. Kontrol grubunda ise C alleli
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frekans1 52 (%57,8) ve T alleli frekans1 38 (%42,2) olarak belirlenmistir. Iki grup
arasinda allel frekanslar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p > 0,05, X* = 1,096; OR = 1,368, %95 CI. (0,760-2,464). Kontrol ve hasta
gruplarinda MYC genindeki rs4645943 polimorfizmine ait genotip ve allel

frekanslar1 Tablo 10°da sunulmustur.

Tablo 10. MYC rs4645943 C>T polimorfizmi genotip ve allel dagilimlari ile hasta ve
kontrol gruplarinin karsilastirilmasi

C/T Pol. Hasta Kontrol p X2 Odds %95 CI
Genotipi N=45 N=45 Ratio
n (%) n (%)
CC 0(0) 7 (15,6)
CT 45 (100) 38(84,4)  0,0182 5,577 - -
TT 0 (0) 0 (0) - - - -
Allel (F)
C 45 (50)  52(57,8)  0,2953 1,096 0,731 (0,406, 1,316)
T 45 (50) 38(42,2) 0,2953 1,096 1,368 (0,760, 2,464)

Not: CC genotipi hasta grubunda gozlenmediginden OR hesaplanamamistir.

50



6. TARTISMA

Kanser, ¢ok sayida genetik olayin ve kanserin temel 6zelliklerinin kazanilmasini
gerektiren karmagsik bir siirectir (112). Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen
malignitedir ve her yil tam1 alan yeni kanser vakalarmmin %10’undan fazlasini
olusturmaktadir (113). Meme kanseri 6ziinde heterojen bir hastalik olup, ailesel
meme kanseri oykiisii (kalitsal meme kanseri) de dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerin
etkilesimleri sonucu ortaya c¢iktig1 diisliniilmektedir (114). Buna karsilik, over
kanseri gelisme riski, erken adet gorme, ge¢ menopoz ve infertilite ile
iligkilendirilmistir. Ancak, over kanseri i¢in en gii¢lii risk faktorii, ailede meme
ve/veya over kanseri Oykiisiidiir. Birinci derece akrabasinda bu kanserlerden biri
bulunan bireylerde over kanseri gelisme riski 2 ila 6 kat artmaktadir. Bir
poptilasyondaki over kanseri gelisme riskinin genetik belirleyicileri incelendiginde,
genel popiilasyonda BRCA tastyicilarinin sikligi, risk faktorlerinin tahmin edilmesini
saglamaktadir. Ayrica, over kanseri hastalarinda germ hatti BRCA1/2
mutasyonlarin sikligi ve bu mutasyonlarin dagilimi popiilasyona bagli olarak
degisiklik gosterebilmektedir. Bu farkliligin kesin nedeni heniiz bilinmemektedir.
Ancak etnik acidan farkli popiilasyonlarda kurucu mutasyonlarin varlig1 ve yayilima,
germ hattt BRCA1/2 mutasyon oranlarini etkilemis oldugu diistiniilmektedir.
Tartismalar devam etmekle birlikte, over kanseri riskinde hem etnik kokene hem de
BRCA mutasyon tipine bagl farkliliklar oldugu goriilmektedir (115).

Genetik yatkinlik, meme ve over kanseri gelisiminde 6nemli bir rol oynamakta
ve kalitsallik gdsteren bazi genler bu siireci tetikleyebilmektedir. Ornegin BRCA ve
MYC genleri bu baglamda 6ne ¢ikmaktadir (114). BRCA1 ve BRCA2 genleri,
genom biitiinliigiiniin korunmasinda kritik roller iistlenmektedir. Bu genlerde ¢ok
sayida mutasyon tanimlanmistir bu patojenik germ hatti mutasyonlari, fonksiyon
kaybmma yol acarak genom instabilitesini artirmakta ve bireyleri meme, over,
pankreas ve prostat gibi ¢esitli kanser tiirlerine yatkin hale getirmektedir (116).

BRCA1/2 baz1 mutasyonlar birbiriyle akrabalik iligkisi bulunmayan birden fazla
ailede saptanmistir. Ornegin, Askenaz Yahudilerinde BRCA1 genine ait 187delAG
mutasyonu ile BRCA2 genine ait 6174delT mutasyonu yaygin olarak rapor
edilmistir. Ayrica, belirlenen bu mutasyonlarin diger popiilasyonlarda da

tanimlandigi bildirilmistir (115).
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Uluslararas1 diizeyde yiiriitiilen ¢alismalarda, BRCA1/2 mutasyonlarinin meme
kanseri iizerindeki yayginhigina dair énemli farkliliklar rapor edilmistir. Ornegin,
BRCA1/2 mutasyon prevalansi sporadik meme kanserinde %1,8 (Ispanya) ile %36,9
(ABD) arasinda degismektedir. Aile Oykiisii, etnik koken, cinsiyet veya yas
gozetilmeksizin gergeklestirilen iki genis Olcekli ¢aligmada, germ hattt BRCA
(gBRCA) mutasyon prevalansi iilkeler arasinda farkli olarak bulunmustur (117).

Yapilan baska bir calismada Kuchenbaecker ve arkadaslari, 3886 BRCA
mutasyon tasiyicisi lizerinde gergeklestirilen prospektif bir analizde, 70 yasina kadar
kiimtlatif meme kanseri insidansint BRCAT1 i¢in %66, BRCA2 igin ise %61 olarak
bildirmistir. BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda risk ozellikle 30-50 yas arasinda
artarken, BRCA2 mutasyonu tasiyan kadinlarda en yiiksek risk 40—-60 yas araliginda
gbzlenmistir. Bu caligsma, etnik agidan ¢esitli bir popiilasyonu kapsamasi bakimindan
Onem arz etmektedir. Bu ¢aligmada farkli varyantlar tespit edilmistir; ancak mevcut
literatiir géz Ontine alindiginda, siirekli kalitilan belirli bir varyanttan s6z etmek
dogru degildir. Bizim ¢alismamizda da farkli yas gruplarinda kadin hastalarda farkli
varyantlar tespit edilmistir (118).

Brodie ve Deng tarafindan yapilan bir ¢alismada, BRCA1 eksikligi bulunan
farelerde, bazi tiimdr baskilayic1 genlerde heterozigotluk kaybi ve onkogenleri iceren
genomik bolgelerde amplifikasyon gelistigi gosterilmistir. Bu bulgular, BRCA1 ve
BRCA2 mutasyonlariin genomik instabiliteyi artirarak onkogen asir1 ekspresyonu,
hiicre dongiisii kontroliiniin kayb1 ve dolayisiyla kanser gelisimi ile sonug¢landiginm

ortaya koymaktadir (113).

BRCALI, histon deasetilaz kompleksleri ile etkilesime girmekte, DNA polimeraz
IT holoenzimi ile iliskili olmakta ve ayrica RNA helikaz A, c-Myc ve p53 gibi kritik
molekiillerle dogrudan etkilesim gostermektedir. Ozellikle c-Myc, tipik olarak bir
transkripsiyonel aktivator olarak gorev yaparken, BRCA1 bu aktiviteyi baskilayarak
timor gelisiminin engellenmesine katki saglar. Myc amplifikasyonlari, BRCAI
mutasyonu tasiyan tiimorlerde daha sik gozlenmektedir; ancak tiim BRCA1-mutant
timdrlerde bu durum ortaya c¢ikmadigi icin BRCA1 mutasyonunun tipi ile Myc
amplifikasyonu arasinda olas1 bir iligki olabilecegini disiindiirmektedir. MYC

amplifikasyonu, 6zellikle Myc baglanma bdlgelerinin {istiinde veya iginde yer alan
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BRCA1 mutasyonlu tiimorlerde ve daha nadiren bu boélgelerin asagi akisinda
mutasyon tasityan olgularda goriilmektedir. Bu durum, asagi akistaki bolgelerin
BRCA1-MYC etkilesimini dolayli olarak etkileyebilecegini veya mutasyon sonucu
olusan kesilmis (truncated) BRCAI1 proteininin Myc ile etkili bir etkilesim

kuramayacak kadar kararsiz hale gelebilecegini diisiindiirmektedir (113).

Literatiirde, MYC gen amplifikasyonunun meme kanseri progresyonunda énemli
bir rol oynadig1 cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Bu amplifikasyon, BRCA1
germ hatti mutasyon tastyicilart ve BRCA1 promotor hipermetilasyonu ile inaktive
olmus sporadik tiimorlerde sik gozlenmektedir. Arastirmalar, BRCA1 mutasyonlu
timorlerin  %53’linde, sporadik tiimorlerin ise %23’tinde MYC amplifikasyonu
oldugunu gostermistir. Bu bulgular, BRCA1’in MYC kaynakli meme hiicresi
doniistimiini 6nlemedeki kritik tiimor baskilayici roliinii ortaya koymaktadir. MYC
ve BRCAI, tiimér olusumuna onemli katkida bulunan iki protein olarak One
c¢tkmakta olup meme ve over tiimorii ilerlemesinde MYC-BRCA1 etkilesiminin
islevsel sonuclart halen biiytlik ilgi gormektedir (119). Bu bilgiler dogrultusunda
calismamizda BRCA mutasyonu olan hastalarda incelenen iki farkli MYC
polimorfizimlerinden rs4645943’iin istatistiksel olarak anlamli  bulunmasi,
rs2070583’lin ise anlamlilik gostermemesi, BRCA ile MYC iligkisinin farkl
etkenlerede bagli olabilecegini diisiindlirmektedir. Bu durumun daha iyi
anlagilabilmesi i¢in MYC geniyle ilgili daha kapsamli bilgilere sahip olunmasi
gerekmektedir. MYC siiper ailesi transkripsiyon faktorii veya yardimer diizenleyici
proteinler olarak iglev gordiigii diisliniilen ve insan kanserlerinde ¢ok yaygin olarak
aktive olan birden fazla proteini kodlayan genleri de igerir (120). MYC’nin asir1
ekspresyonu veya hiperaktivasyonu, insan kanserlerinin en yaygin nedenlerinden
biridir. Bu aktivasyon, toplam RNA ve protein iiretimini artirarak kanser hiicrelerine
timor olusumunu destekleyen o6zellikler kazandirirken, ayni zamanda hiicrelerin bu
makromolekiilleri isleme kapasitesinde ek yiik olusturur. MYC aktivasyonu tek
basina genellikle malign olmayan hiicrelerin neoplaztik doniisiimiinii baglatmak icin
yeterli degildir. Gergekte, onkojenik MYC'nin tiimorijenik fonksiyonlar: hiicre
dongiisii durmasina, apoptoza veya hiicresel yaslanmaya neden olan birgok fizyolojik
mekanizma tarafindan kisitlanir. MYC, DNA replikasyonu iizerindeki spesifik

etkileriyle hiicresel sagkalim programlarini aktive eder (121,122).
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Kanser riski ile iligkili bir diger 6nemli etken ise tek niikleotid polimorfizmleridir
(SNP’ler). SNP’ler, genomdaki genetik ¢esitliligin en yaygin kaynaklarini olusturur
ve siklikla potansiyel olarak hastalik yatkinligina, 6zellikle de kanser gelisimine
katki saglayabilecek genetik varyantlar olarak degerlendirilir. Literatiirde, MYC
geninde yer alan polimorfizmler ile mide kanseri, kolorektal kanser, meme kanseri,
akciger kanseri, 6zofagus kanseri, Wilms timori (WT) ve bobrek kanseri dahil
olmak tizere ¢esitli maligniteler arasindaki olasi iligkiler, farkli etnik gruplar tizerinde
gerceklestirilen cok sayida calismada arastirilmistir. MYC genindeki tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP’ler), proteinin yapisi, fonksiyonu ve gen ekspresyon
diizeyleri {lizerinde degisikliklere neden olabilecegi; bu durumun ise kanser
duyarliligimmi artirabilecegi, elde edilen bulgular dogrultusunda 6ne siiriilmektedir.
(123). Literatiir incelemeleri yapildiginda SNP’lerimizin bir¢ok kanser tiiriinde
iligkili olabilecegi gozlendi. Yapilan ¢alismalarda c-MYC proteini, yakin zamanda

kardiyovaskiiler hastalik (KVD) ile iligkili bulunmustur (124).

Lee ve arkadaglari, c-MYC rs4645943 polimorfizminin, kalp kapagi replasman
geciren hastalarda varfarin doz gereksinimi ile baglantili oldugunu bildirmistir.
Ayrica, ¢-MYC 152070583 polimorfizmi, Afrikali Amerikalilarda koroner kalp
hastalig1 ile anlamli bir iliski gostermektedir (125). Calismamizda yer alan hasta
grubunda kalp rahatsizligina dair herhangi bir beyan bulunmamaktadir. Ancak
1s4645943 polimorfizmi tasiyan bireylerde kalp hastaliklar ile iliskili risklerin olup

olmadiginin belirlenebilmesi i¢in ileri diizey arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yapilan baska bir calismada, ayn1 iki SNP kullanilarak Cinli ¢ocuklarda MYC
gen polimorfizmleri ile néroblastoma duyarliligr arasindaki iligki arastirilmis, ancak
anlamli bir iliski saptanmamistir (123). Benzer sekilde, ayn1 SNP’ler kullanilarak
Wilms tiimorlii hastalarda gerceklestirilen bir baska ¢alismada da istatistiksel olarak
anlamli bir sonug¢ elde edilememistir. Bununla birlikte, s6z konusu bdlgelerin bu
kanserlerin gelisiminde rol oynayabilecek diger genleri etkiledigi gosterilmistir

(126).

54



Wu ve arkadaslari, c-MYC proteininin inaktivasyonunun tiimor yaslanmasini
destekledigini rapor etmistir. Olbromski ve ekibi, Polonya’daki yumurtalik kanseri
hastalarinda ¢-MYC ekspresyon ve protein diizeyinde kontrol grubuna kiyasla
azalma oldugunu bulmustur. Gen ekspresyon analizleri, c-MYC’nin over kanseri
riskiyle iligkili olabilecegini gostermektedir. Polimorfizm c¢aligmalar1 ise, MYC
geninin rs4645943 ve rs2070583 varyantlarinin néroblastoma {izerinde zayif etkisi
olabilecegini ancak hepatoseliiler karsinom riskiyle iliskili olmadigin1 ortaya

koymustur (97).

Calismamizda, secilen MYC polimorfizmleri rs4645943 (C>T) ve rs2070583
(A>QG) varyantlarinin, BRCA geni ile iligkili kanser riskiyle baglantis1 genel analiz
ve tabakalama analizleri araciligiyla incelenmis ve anlamlilik diizeyleri
degerlendirilmistir. Bu SNP’lerin alel frekanslarinin farkli popiilasyonlardaki prostat
kanseri vakalar1 ile kontroller arasinda degiskenlik gdsterdigi daha oOnce rapor
edilmistir (127). Mevcut literatiir bilgileri 1518inda, MYC geninde analiz edilen
polimorfizmler ile BRCA pozitif meme ve over kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen
ilk arastirma niteligindedir. Daha once yapilan ¢ok sayida c¢alisma, MYC
diizensizliginin meme ve akciger kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser ile
iligkili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, MYC genindeki bazt SNP’lerin MYC
ekspresyonunu bozarak kanser duyarliligini etkileyebilecegi bildirilmistir. Bu

nedenle ¢alismamizda MY C geninin belirli SNP’leri iizerinde odaklanilmistir (124).

1s4645943 C>T polimorfizminin daha oOnce prostat kanseri riski ile iliskili
oldugu bildirilmis olmasina karsin, BRCA pozitif meme ve over kanseri ile iliskisi
simdiye kadar arastirllmamistir. Ote yandan, rs2070583 A>G ile kanser duyarlilig
arasindaki iligkiye dair herhangi bir bulgu literatiirde mevcut degildir (126).
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Hasta grubumuz, meme ve over kanseri olgularindan olusmaktadir.
Calismamizda rs4645943 polimorfizminin anlamli bulunmasi ve literatiirde bu
varyantin prostat kanseri ile de iliskili oldugunun bildirilmis olmasi, rs4645943
polimorfizminin iireme organlarinda gelisen kanserlerle iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu giincel vaka-kontrol ¢alismasinda, MYC geninin diizenleyici
bolgelerindeki se¢ilmis SNP’ler ile MYC-BRCA etkilesimi arasindaki iligki
degerlendirilmistir. Bulgularimiza gore, rs2070583 A>G polimorfizmi hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik géstermemistir (p>0,05). Buna karsilik,
rs4645943 C>T polimorfizmi acgisindan gruplar arasinda anlamli  farklilik
saptanmustir (p<0,05).

Sonu¢ olarak, secilen iki polimorfizm MYC gen ekspresyonu ve islevini
dogrudan etkilemeyebilir. Bununla birlikte, onceki c¢alismalar MYC genindeki
SNP’lerin gen ifadesi ve fonksiyonunu etkileyerek kanser duyarliligima katkida

bulunabilecegini desteklemektedir.
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7. SONUC ve ONERILER

Calismamizda, transkripsiyon faktorii olan MYC polimorfizmlerinin BRCA1/2
ile iliskili kanser duyarlilig1 lizerindeki etkisi arastirilmistir. Tek lokus ve birlesik
analizler sonucunda, incelenen MYC genindeki iki polimorfizmden yalnizca
rs4645943 C>T varyanti, BRCA pozitif meme ve over kanseri hastalarinda anlamli
bulunmustur. Diger polimorfizm olan rs2070583 A>G igin ise herhangi bir iligki
saptanmamuistir.

Bu g¢alismanin bazi smurhiliklart  bulunmaktadir.  Oncelikle, 6rneklem
biiyiikliigiiniin sinirli olmasr istatistiksel giicii azaltabilmektedir. Ikinci olarak, MYC
geninde yalnizca iki polimorfizm incelenmis olup, potansiyel olarak islevsel
olabilecek diger varyantlar degerlendirilmemistir. Literatiirde mevcut sinirli sayidaki
calisma ile bulgularimiz arasindaki farkliliklarin, bolgesel varyasyonlardan veya
calismamizda degerlendirilen popiilasyonun kisitli olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Belirtilen siirliliklarin gelecekteki calismalarda giderilmesi, elde
edilecek sonuglarin bilimsel giivenilirligini ve klinik uygulanabilirligini artiracak;
daha giiclii ve yonlendirici verilerin elde edilmesine olanak saglayacaktir
Sonug olarak, ¢alismamiz, rs4645943 C>T polimorfizminin BRCA ile iligskili meme
kanseri riskinde rol oynayabilecegini diisiindliirmektedir. Ancak bu bulgularin
dogrulanmas: i¢in, daha genis Orneklem biiyiikliiklerine sahip, i1yi tasarlanmis

prospektif calismalara ihtiyag¢ vardir.
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Ek-2 Goniillii Hasta Onam Formu

Sizi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
tarafindan yiriitilen “BRCA Pozitif Bireylerde MYC Geninin Rolii” baglikli
arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden
Once, arastirmanin neden ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle
bu formun okunup anlasilmasi biiylik dnem tagimaktadir. Eger anlayamadiginiz ve
sizin i¢in agik olmayan seyler varsa ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz.

Genetik analiz sonucu BRCA pozitif ¢ikan hastalarin MYC geninde bulunan iki
SNP bolgesine bakilarak BRCA ile olan etkisini saptayarak elde edilecek verilerin
incelenmesi ve derlenmesi ile toplanacak bilgilerin bilimsel caligsmalara katkisi
amactyla sizlerin verecegi kan 6rnekleri bu arastirmaya biiyiik bir etki saglayacaktir.

Bagislayacaginiz kan oOrnegiyle, calismalarin sonuglarindan herhangi bir ticari
kazang beklememeyi de taahhiit ediyorsunuz. Bu ¢aligmaya katilmak i¢in herhangi
bir iicret 6demeniz de gerekmemektedir.

Bu c¢alismay1 yapabilmek icin kolunuzdan 10 ml (1 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Kol damarmizdan kan alinmasi sirasinda igne batmasina bagli
olarak biraz aci duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa, igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi, igne batan yerde gecici bir morluk gelismesi ya da ¢ok daha
nadir olarak enfeksiyon riski bulunmaktadir.

Dr.Ogr.Uyesi Diclehan ORAL ve Sorumlu Arastirict Doktora 6grencisi Esra
ILDENIZ OZALP tarafindan Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik Boliimii laboratuarlarinda ortak olarak yiiriitiilecek bu genetik arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilimer” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam genetik¢i ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanim1 sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep goOstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Bu durumda
genetik malzememle ilgili ¢alisma aragtirmanin en yakin asamasi tamamlandiginda
sonlandirilacaktir.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana bir dédeme de yapilmayacaktir. Istediginiz anda c¢aligmadan
¢ikabilirsiniz ve size ait veriler izniniz olmadan bilimsel amaghh dahi
kullanilmayacaktir.

Bu caligmaya katilmak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya
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katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda c¢alismadan ¢ikma hakkina
sahipsiniz. Caligmay1 yanitlamaniz, arastirmaya katilim i¢in onay verdiginiz
biciminde yorumlanacaktir. Size verilen formlardaki sorular1 yanitlarken kimsenin
baskis1 veya telkini altinda olmayin. Bu formlardan elde edilecek bilgiler tamamen
arastirma amaci ile kullanilacaktir. Sizden alinacak kan 6rnegi sadece calismada
belirtilen amag i¢in kullanilacaktir. ilave bir inceleme yapilmayacaktir.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramsla karsilasmis degilim. Istedigim anda
calismadan ¢ikabilecegim ve bana ait verilerin iznim olmadan bilimsel amagli dahi
kullanilmayacagini biliyorum. Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis
bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu
arastirma projesinde “katilimc1” olarak yer alma kararini1 aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

GONULLU OLUR FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla
s0z konusu arastirmaya genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla
hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr ve kan ornegi vermeyi kabul
ediyorum.

Gondilliiniin

Adi-Soyadi:  Imzast:

Vesayet altinda bulunanlar i¢in vasisinin:
Anne

Adi-Soyadi:  Imzasi:

Baba

Adi-Soyadi:  Imzast:

Aciklamalar1 yapan/6rnegi alan aragtirmacinin:
Adi-Soyadi:  Imzast:

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin
Adi-Soyadi:  Imzasi:

Tarih: ...../...... [oeien.
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Abstract

Objective:

In this study, we aimed to investigate the effects of SRY and SOX9 genes on changes that occwr after
bipotential gonad development (n patients with disorders of sex development encountered tn our region and
1o examine the relationship between mutations in these genes and testicular and ovarian development.

Method:

Blood samples were collected from 600 patients who were admitted to the Medical Biology and Generics
Department of Dicle University's Medical Faculty with suspicion of sexual development disorder. Karyotype
and RT-PCR analysts of SRY and SOXY genes were performed on blood samples of the participant pattents

Results:

Molecular analyses revealed that f of 44 individuals with a 46, XY 47, XXY karyonype lacked the SRY
gene, while 3 of 16 individuals with a 46, XX karvonype had the SRY gene. However, the SOX9 gene was
positive in all individuals.

Conclusion:

The results of the present study, no significant relationship was found between the SRY and SOXY gene
regions, and move detailed sudies are needed to clanify the relationship berween these genes and sexual
development.
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