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OZET

Amac: Meme kanseri kadinlar arasinda goriilen en yaygin kanserlerden biridir. Ailesel
kalitim gosteren olgularda BRCA1 ve BRCAZ2 patojenik mutasyonlar1 6ne ¢ikmaktadir.
Giicli aile 6ykiisii olmasina ragmen bazi hastalarda bu genlerde patojenik mutasyon tespit
edilememektedir. Bu calismada ailesel kanser sendromlarinda rol oynadigi disiiniilen

BRCA1 ve BRCA2 dis1 genlerdeki patojenik mutasyonlarin tespit edilmesi amaglanmustir.

Yontem: BRCA1/BRCA2 genlerinde patojenik mutasyon saptanmamis ve giiglii aile
Oykiisii olan 15 olgu calismaya dahil edilmis olup, ailesel kanser sendromlari ile
iliskilendirilen 14 genin (ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11A, MSH6, NBN,
PALB2, PTEN, RAD51, RAD51C, STK11, TP53) tiim kodlayici bolgelerinin yeni nesil
dizileme ile analizi yapilmistir. Saptanan patojenik mutasyonlar Sanger dizileme ile
dogrulanmistir. Elde edilen veriler mevcut veri tabanlari ve literatiirle karsilastirilarak

degerlendirilmistir.

Bulgular: Yapilan ¢oklu gen paneli dizilemesi sonucunda olgularin toplam %26’sinda
CHEK2 ve MSH6 genlerinden birinde patojenik mutasyon tespit edilmistir. Caligmada her
biri farkli hastada olmak tizere; CHEK2 geninde ¢.1312G>T ve ¢.470T>C yanlis anlaml
mutasyonlart ve ¢.715G>T anlamsiz mutasyonu, MSH6 geninde c.1628A>C yanlig
anlamli mutasyonu tespit edilmistir. MSH6 geninde saptanan mutasyon ilk defa bu
caligmada tespit edilmistir. Ayrica klinik 6nemi kesin olarak bilinmeyen ve meme kanseri

icin daha diisiik risk olusturdugu bilinen bazi varyantlar olgularda tespit edilmistir.

Sonug: Ailesel meme kanseri genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Olgularin genetik
yapisi ve ¢evrenin etkisi sonucunda multifaktoriyel kalitim modeli ile uyumlu olarak farkl
mekanizmalarla ortaya ¢ikabilmektedir. Elde ettigimiz bulgular Tiirk toplumunda ailesel
meme kanserinin genetik etiyolojisinin anlasilmasinda, genetik danismada ve Klinik
tanisinda onemli rol oynamaktadir. Hastaligin daha iyi anlasilmasi i¢in genis caph

popiilasyon ¢aligsmalar1 ve ileri fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: meme kanseri, ailesel kanser sendromlari, yeni nesil dizileme,

molekiiler genetik, ¢coklu gen paneli



ABSTRACT

Objective: Breast cancer is one of the most common cancers among women. In the
familial cases, the most prominent pathogenic mutations belong to BRCAL and BRCA2
genes. However, pathogenic mutations cannot be detected in some patients, in spite of the
presence of strong family history. In this study, we have aimed to detect pathogenic
mutations in non-BRCAL/2 genes which thought to be involved in familial cancer

syndromes.

Method: Fifteen eligible patients having a strong family history and not carrying any
pathogenic mutation in BRCA1/2 genes were involved in this study. All the coding regions
of 14 genes (ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11A, MSH6, NBN, PALB2,
PTEN, RAD51, RAD51C, STK11, TP53) related to familial cancer syndromes were
sequenced by next-generation sequencing and detected pathogenic mutations were
confirmed via Sanger method. The results were evaluated by comparing with current
literature and databases.

Results: As a result of multiple gene panel sequencing, pathogenic mutations were
detected in CHEK2 and MSH6 genes in about 26% of cases. In this study, ¢.1312G> T
and c.470T>C missense mutations, and ¢.715G> T nonsense mutation in CHEK2 gene,
also ¢.1628A> C missense mutation in MSH6 gene were detected in different patients. To
our knowledge, the mutation in MSH6 gene was detected for the first time in this study.
In addition, certain variant of uncertain significance and low-risk variant for breast cancer

were detected.

Conclusion: Familial breast cancer is a heterogeneous disease. It can occur in several
mechanisms depending on the genetic background of the cases and the effect of the
environment. Our findings might have a significant impact on understanding of genetic
etiology of familial breast cancer, genetic counseling and diagnosis. To understand disease

mechanism further studies large population-based and functional studies are required.

Keywords: breast cancer, familial cancer syndromes, next-generation sequencing,

molecular genetics, multi-gene panel
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1. GIRIS

Meme kanseri diinyada ve iilkemizde kadinlar arasinda yasam boyu %8-10 riskle en
yaygin goriilen malignansilerden biridir. Ailesel meme kanseri i¢in yiiksek risk olusturan
BRCAL ve BRCAZ2 genlerinin yam sira, ailesel kanser sendromlarina sebep olan bazi
genlerdeki mutasyonlar da meme kanserine sebep olabilmektedir. Molekiiler genetik
alaninda ve teknolojideki gelismeler diisiik penetransli genlerin tespitini ve hastaliga
etkisinin belirlenmesini kolaylastirmaktadir. Ancak literatiirde ailesel meme kanserlerinde

riski olusturan BRCA1/2 dis1 genlerin heniiz tiimii tam olarak tanimlanmamustir.

Yeni nesil dizileme teknolojisinin gelismesiyle birlikte ailesel meme kanserlerinde rol
oynayan genlerin belirlenmesi i¢in birgok ¢oklu gen paneli mevcuttur. Bu ¢oklu gen
panelleri ile genellikle DNA tamir mekanizmalari ve bu mekanizmalarda rol oynayan
genler hedeflenmektedir. Genel olarak 100’in {izerinde gen, farkli panellerde
kullanilmakla birlikte literatiir verilerine gore 21 tanesi 6ne ¢ikmaktadir(Easton ve ark.,
2015). ACS, NCCN, NICE gibi kurumlar yiiksek risk tasiyan bireylerin risk

degerlendirmesinde bu ¢oklu gen panellerinin kullanilmasini 6nermektedir.

Ulkemizde, toplum diizeyinde BRCAL/2 dis1 yatkinlik genlerinin belirlenmesine dair
yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda literatiire katki saglamak ve
muhtemel genlerin/varyantlarin belirlenmesi icin giiglii aile Oykiisiine sahip, BRCA1 ve
BRCA2 genlerinde patojenik mutasyona rastlanmayan ve belirli kriterleri tagiyan 15
ailesel meme kanseri hastasinda ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11A, MSHS,
NBN, PALB2, PTEN, RADS51, RAD51C, STK, TP53 genlerinin tiim kodlayic1 bolgeleri
dizilenmistir. Elde edilen sonuglar ile Tirk toplumunda patojenik varyantlarin
belirlenmesi, hastaligin genetik etiyolojisinin belirlenmesi ve genetik danigmanin daha

giivenilir olmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser hiicre proliferasyonunun kontroliiniin kaybedildigi genetik temelli bir hastaliktir.
Tek bir hastaligi tanimlamaktan ziyade, kitle ve timdr olusumuna yol agan ¢ok basamakli
bir neoplaziyi tanimlar (Nussbaum, 2007). Bu siire¢ kisinin genetik 6zellikleri ve {i¢ ana
harici ajanin etkilesimi sonucunda ortaya c¢ikar. Gen disi1 bu faktorler, fiziksel
karsinojenler (ultraviyole ve iyonize radyasyon), kimyasal karsinojenler (asbest, tiitiin ve
titiin Urtnleri, arsenik vb.) ve biyolojik karsinojenlerdir (bazi viriisler, bakteri ve
parazitler). Yaslanma ise kanser gelisiminde rol oynayan diger bir faktordiir. Genel risk
birikimi bir kisinin yaslandik¢a hiicresel tamir mekanizmalarinin daha az etkili olmasiyla
artar. Genellikle tiimor baskilayici genler, onkogenler veya bunlarla etkilesen proteinleri
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlardan veya daha biiyiik ¢apli kromozomal
yeniden diizenlenmelerden kaynaklanir. Bunlar ¢ogunlukla hiicre proliferasyonunu
etkileyen sinyal proteinleri, hiicre dongiisiit ve DNA tamir mekanizmasi ile iligkilidir
(Ponder, 2001; PDQ-Cancer-Genetics, 2002-2018). Yakin donemdeki c¢alismalar
transkripsiyonel aktivite bozukluklari, epigenetik degisimler ve miRNA defektlerinin

kanser olusumunda rol oynadigini géstermistir(Peng ve ark., 2016).

Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) gore 2018 yilinda 9.6 milyon kisinin kanser sebebiyle

6ldiigli tahmin edilmektedir. Bu kanserlerin en yayginlari;

e Akciger (2.09 milyon),

e Meme (2.09 milyon),

e Kolorektal (1.8 milyon),

e Prostat (1.28 milyon)

e Deri (1.04 milyon)

e Mide (1.03 milyon) kanseridir.

Uluslararasi1 Kanser Ajans1 (IARC, Globocan 2012) verilerine gore Tiirkiye’de kadinlarda
en sik goriilen ilk bes kanser sirasiyla; meme, tiroid, kolorektal, uterus korpusu ve akciger

kanseridir.



2.2 Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en yaygin goriilen kanser ¢esididir. Tahminlere
gore 2008 yilinda 1.38 milyon kadin meme kanseri tanis1 almistir.(Ferlay ve ark., 2010).
Meme kanseri insidansi Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’da en yiiksek seviyededir. 2010
yilinda Ingiltere’de 49,961 yeni olgunun 49,554’i kadin (%99) iken 397’si (%]1°den az)
erkektir. Kadinlarda meme kanseri insidansi yasla kuvvetli iligkilidir. 2008-2010 yillar1
arasinda Ingiltere’de meme kanseri tanis alan kadinlarin ortalama %451 65 yas ve iizeri,
ve toplamda %80’i 50 yas ve iizerindedir (NCCC, 2013 ). Bu oranlar iilkemizde de
benzerlik gostermektedir. TC Saglik Bakanligi’nin “Tiirkiye Kanser Istatistikleri” Ocak
2014 raporuna gore her 4 kadin kanserinden 1’1 meme kanseridir. Yaslara gore standart

hiz dagilimi ise Sekil 2.1°de sunulmustur.
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Sekil 2.1. Meme kanseri yasa gore standart hiz dagilimi.(Birlesik Veri Tabani, 2009, T.C. Saglik Bakanlig1)



Meme kanseri heterojen bir hastaliktir, sadece farkli biyolojik o6zelliklere degil ayni
zamanda farkli klinik 6zelliklere de sahiptir. Meme kanseri histolojik tipi ve evresine gore
biyolojik ve klinik anlamli alt gruplara ayrilmaktadir (Weigelt ve ark., 2010). Histolojik
evre timoriin farklilasma derecesini, proliferatif aktivitesini ve agresyonunu gosterir
(Elston ve ark., 1991). Histolojik tip ise tiimoriin biiyiime seklini ifade eder. En yaygin

goriilen meme kanseri tiirii ise invaziv duktal karsinomlardir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Invaziv meme kanseri tiplerinin histolojik dagilim1 (Modifiye: Tavassoli, 2003)

Histolojik tip Yiizde oram
, (%)
Invaziv duktal karsinoma 59
Mediiler karsinoma 8
Miisinodz karsinoma 7
Intrasistik karsinoma 5
Tiibiiler karsinoma 4
Invaziv lobiiler karsinoma 4
Diger 13

Meme kanseri; ¢evre, yasam sekli, hormonal ve genetik faktorlerin birlikte etkilesimde
bulundugu multifaktoriyel bir hastaliktir. Aile 6ykiisii meme kanserinde artmis risk ile
iligkilidir. Ailede meme kanseri tanist bulunan birey sayis1 artik¢a ve tani yasi azaldikca
risk artar (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast, 1996). Ancak etkilenen

kadinlarinin biiyiik bir kisminda genetik sebep bilinmemektedir.

Meme kanserinin biiyiik ¢ogunlugu ise yakin akrabalarinda aile dykiisii bulunmayan
kisilerde ortaya cikmaktadir. Aile Oykiisii olan hastalarin oran1 Ssadece %6-%19
arasindadir (Hill ve ark., 1997). Meme kanserinin yayginligi goz oniine alindiginda, aile
Oykiisli kacinilmaz olarak ortak bir nedeni isaret etmemektedir. Kalitsal meme kanseri
ailede ¢ok sayida meme veya alakali kanserlerden etkilenmis kisiler ile karakterizedir ve
tipik olarak genel popiilasyondan daha erken yasta kanser ortaya ¢ikmaktadir. Eger ailede
beklenenden daha fazla sayida meme kanseri goriiliiyorsa, bu durum genetik bir sebebe

dayaniyor olabilir.



Tiim meme kanserlerinin ancak %5-15’i BRCA1, BRCA2 ve TP53 gibi genlerin arasinda
bulundugu birtakim genlerle iligkilendirilmektedir. Bu genlerde mutasyon tasiyan kisiler
popiilasyonla kiyaslandiginda biiyiik olgiide artmis risk tasimaktadir. Meme kanserine
kalitsal yatkinlik erken tani yasi, ailede bilateral tutulum gosteren hastaliklarda yiiksek

insidans ve diger malignansiler ile karakterizedir (Petrucelli ve ark., 2010).

Sporadik meme kanseri, somatik hiicrelerde meydana gelen ve diizeltilmemis bir dizi
mutasyonun kademeli olarak birikmesiyle ve herhangi bir germline mutasyon roli
olmadan gergeklesir. Sporadik olgularda BRCA1/2 mutasyonlar1 daha nadirdir ve
genellikle MYC, CCND1 ve HER2/neu gibi onkogenlerin ve gevrenin sporadik meme
kanserlerinde rol oynadigi bilinmektedir(Kenemans ve ark., 2004).

2.3. Ailesel Kanser Sendromlari
Amerikan Kanser Cemiyeti’ne (American Cancer Society, ACS) gore ailede gozlenen
kanserler benzer ¢evre etkisinden kaynaklanabilir olmakla birlikte kalitilan germline

mutasyonlar da ailesel kanser sendromlarina sebep olmaktadir. ACS’ye gore;

e Ailede, yaygin olmayan kanserlerin birden fazla bireyde goriilmesi,

e Kanserin normalden daha erken yasta ortaya ¢ikmasi;

e Bir kiside birden fazla tip kanserin goriilmesi; ayn1 kadinda meme ve over
kanseri gibi,

e Kanserin bilateral organlarin her ikisinde de goriilmesi;

e Birden fazla ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin, kardeslerde goriilmesi;

e Erkeklerde meme kanseri gibi cinsiyete bagli nadir goriilen kanserlerin olmast;

durumlarinda ailesel kanser sendromlar aragtirilmalidir (ASCO, 2012).

Bu sendromlardan en yayginlari; Li-Fraumeni sendromu, Lynch Sendromu ve Kalitsal
Meme ve Over Kanseri Sendromu’dur. Her sendrom karakteristik 6zellikler tasir ve bazi

bilinen genlerle iligkilidir. Heniiz kesfedilmemis bir¢ok gen de bulunmaktadir.



2.3.1 Kalitsal Meme ve Over Kanseri

Kalitsal Meme ve Over Kanseri (ing. Hereditary Breast and Over Cancer, HBOC,
KMOK); BRCA1 ve BRCA2 genleriyle iliskilidir. KMOK kadin ve erkekler i¢in artmis
meme kanseri riski, over kanseri (fallop tiipleri ve peritonel kanserler dahil) ve daha az
oranda diger kanserlerle (prostat, pankreatik kanseri vb.) karakterizedir. Germline
patojenik varyantlar otozomal dominant olarak kalitilir. BRCA1 ve BRCA2 tiimor
baskilayic1 genlerdir, proteinleri, DNA tamirinde goérev alir. Boylelikle genomik
stabilitenin korunmasinda rol oynar. Ayrica bu gorevleri gergeklestirebilmek i¢in diger
birgok gen ve proteinle etkilesime girer. Mutasyonlar nedeni ile bu islevin kaybedilmesi
kanser gelisimine yol agmaktadir. Kanser riski BRCA1 ve BRCA2 patojenik varyantlarina
gore degigsmektedir. BRCAL ve BRCA2 mutasyonlari tiim meme kanserlerinin %5-15’ini
olusturur. Mutasyon tasiyan kadinlarin hayat boyu meme kanseri riskleri %80’e, over

kanseri riski %20-40’a yiikselmektedir (Petrucelli ve ark., 1993-2019).

Erkeklerde ise BRCA1/2 patojenik mutasyonlari prostat kanseri ve meme kanseri riskini
artirmaktadir. ABD’de 1,939 aile (87 ailede en az 1 meme kanseri erkek ve toplamda 97
meme kanseri erkek) ile yapilan bir calismada BRCA1/2 patojenik mutasyonlari tagiyan
erkeklerin meme kanseri i¢in genel popiilasyona kiyasla artmis risk icerdigi gosterilmistir.
Meme kanseri kiimiilatif riskinin BRCA1 patojenik varyantlar1 i¢in 70’li yaslarda %1.2,
BRCAZ2 patojenik varyantlar1 i¢in ise %6.8 olarak hesaplanmistir, bu oran BRCA1/2
genlerinde mutasyon tagimayan erkekler i¢in %1’in altindadir. BRCA2 mutasyonlari igin
30’lu yaslarda riskin yaklasik 22 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Tai ve ark., 2007).
Yaglar1 36 ile 86 arasinda degisen 913 prostat kanseri ile yapilan baska bir ¢alismada
BRCAL germline patojenik varyantlarin prostat kanseri riskini 65 yasina kadar 3.7 kat
arttirdig gosterilmistir (Leongamornlert ve ark., 2012). ingiltere’de yapilan bir calismada
BRCAZ2 patojenik mutasyonu tastyicilarinin prostat kanseri i¢in 65 yasmna kadar 8.6 kat
artmus risk tasidigr gosterilmistir (Kote-Jarai ve ark., 2011).



BRCA1 ve BRCA?Z iliskili KMOK sendromu, NCCN (National Comprehensive Cancer

Network) gore, kiside veya aile 6ykiisiinde bazi karakteristik 6zellikler bulunur. Bunlar;

e 50 yasindan 6nce meme kanseri tanis,

e Herhangi bir yasta over kanseri,

e Bir veya iki memede birden fazla primer meme kanseri,

e Erkeklerde meme kansert,

e 60 yasindan once tiglii-negatif meme kanseri (0strojen negatif, progesteron negatif
ve HER2/Neu negatif)

e Pankreatik kanser ve/veya prostat kanseri ile meme kanseri ve/veya over kanseri

kombinasyonlari

e Askenazi Yahudilerinde herhangi bir yasta saptanmis meme kanseri,

e 50 yas alt1 meme kanseri tanist olan 2 veya daha fazla akraba,

e Ailede 3 veya daha fazla kiside herhangi bir yasta meme kanseri,

e Ailede daha 6nceden tanimlanmis BRCA1/BRCA2 patojenik mutasyonlaridir.

Tablo 2.2. BRCA1 ve BRCA2 patojenik varyantlarin malignansi riski. (Modifiye:Petrucelli ve ark., 2010)

Kanser Tipi

Meme

ikincil meme

Over
Erkek meme

Prostat

Pankreatik

Melanoma

Genel Popiilasyon Riski

%12

%2 | 5’y1l iginde

%1-%2
%0.1

%06 | 69 yasa kadar

%0.50

%1.6

Malignansi riski

BRCA1
%46-%87

%21.1| 10 yil iginde
%83 | 70 yasa kadar

%39-%63
%1.2

%8.6 | 65 yasa kadar

%1-%3

BRCA2
%38 - %84

%10.8 | 10 y1l i¢inde
%62 | 70 yasa kadar

%16.5-%27
%38.9’a kadar

%15 | 65 yasa kadar
%20 | hayat boyu

%2-%7

Artmus risk



BRCAL ve BRCA2 patojenik varyantina sahip bireylerde en yaygin malignansi meme
kanseridir ve hayat boyu riskleri %46 ile %87 arasindadir (Tablo 2.2).

BRCAL/2 kalitsal mutasyonunu tasiyan bireylerin toplumdaki sikligi ve bu bireylerin
hesaplanan riskleri incelenen popiilasyona bagh olarak degismektedir.BRCAL patojenik
varyantlarina dayanan meme kanserinde yapilan ilk caligmada 33 ailede 70 yasina kadar
%87 risk oldugu gosterilmistir (Ford ve ark., 1994). Yine ayni grup tarafindan baska bir
arastirmada ise BRCAZ2 i¢in meme kanseri riski 70 yasina kadar %84 olarak hesaplanmistir
(Ford ve ark., 1998). Sonraki ¢alismalar ise daha disiik risk oldugunu gostermektedir.
ABD’de 676 Askenazi ailesi ve 1272 diger etnik kokenli ailelerle yapilan ¢alismada, 70
yasina kadar riski %46 olarak hesaplamistir (Chen ve ark., 2006). Birlesik Krallikta 978
BRCA1 ve 909 BRCAZ2 patojenik varyantli birey ile yapilan arastirmada ortalama
kiimiilatif meme kanseri riski 70 yasina kadar BRCAL heterozigotlarda %60, BRCA2
heterozigotlar ise %55 olarak hesaplanmigtir (Mavaddat ve ark., 2013). KMOK tim
popiilasyonlarda goriilmekle birlikte, ABD’de yapilan bir ¢alismada BRCA1/2 patojenik
mutasyonlarinin genel popiilasyonda (Askenazi kokenliler dahil edilmeden) orani 1/400 -
1/500 olarak hesaplanmistir (Anglian-Breast-Cancer-Study-Group, 2000; Whittemore ve
ark., 2004). Askenazi Yahudilerinde ise BRCAL c.68_69delAG, BRCA1 ¢.5266dupC ve
BRCA2 ¢.5946delT mutasyonlariin kurucu (founder) etkisi sebebiyle goriilme sikligi
1/40°dir (King ve ark., 2003).

BRCAL/2 patojenik mutasyon tasiyicilarinda meme kanserlerinin patojenik ozelliklerini
belirlemek amaciyla 6,189 olguda yapilan bir ¢calismada, olgularin biiylik bir kisminda
timorlerin duktal karsionomlar oldugu goriilmistiir. BRCAL patojenik mutasyonlari
tasiyanlarin %78’ inde ER (Ostrojen reseptor) negatif, %79 unda PR (progesteron reseptor)
negatif, %90’ inda HER2 negatif ve %69 unun TN (triple-negatif, {iglii negatif) oldugu
gosterilmistir. BRCA2 patojenik mutasyon tasiyicilarinda ise bu oranlar %23 ER-negatif,
%36 PR-negatif, %87 HER2-negatif ve %16’sinin ig¢li negatif oldugu gosterilmistir.
BRCALl-iliskili meme kanserleri siklikla dstrojen-reseptdr (ER) negatif iken BRCA2-
iligskili meme kanserleri sporadik tiplerle benzer dagilim (genellikle ER pozitif) gosterir.
BRCA1/2 patojenik mutasyonlari tagiyanlarda ER bakimindan tiimér dereceleri arasinda

istatiksel olarak anlamli farklar bulunmustur. BRCAL1 ve BRCA2 patojenik mutasyonlari



icin 3.derece tiimorlerin ER pozitif olma olasiliginin 1. dereceden daha diisiik oldugu

gozlenmistir. (Mavaddat ve ark., 2012).

2.3.2 Li-Fraumeni Sendromu

Li-Fraumeni Sendromu (LFS) gen¢ yaslarda ve c¢ocuklukta malignant tiimorlerin
goriilmesi ile karakterizedir. Bu malignansiler arasinda menopoz dncesi meme kanseri,
yumusak doku sarkomalari, beyin tiimdrleri ve lenfomalar, renal ve adrenokortikal
karsinomalar ve 16semi bulunmaktadir (Sekil 2.2). Ayrica birgok tiimoriin (melanomalar,
kolon ve pankreatik kanser) olusma riskini artirdigi bilinmektedir (Schneider ve ark.,
1993; Olivier ve ark., 2003). Kanser riski 30’Iu yaslarda %50, 60’11 yaslarda %90 olarak
hesaplanmistir (Lustbader ve ark., 1992). LFS’ye sebep oldugu bilinen tek gen TP53’tiir.
LFS goriilen ailelerin %80’inde TP53’ilin patojenik varyantlarina rastlanmistir. Herhangi
bir patojenik TP53 mutasyonu saptanamayan ancak LFS’nin klinik &zelliklerini tasiyan

ailelerin farkli kalitsal kanser sendromuna sahip olmasi olasidir (Malkin, 2011).

TP53 germline mutasyonlari ile iligkili timérler (N =2095)
IARC TP53 Database, Agustos 2018
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Sekil 2.2. TP53 germline mutasyonlart ile iliskili kanserler.(Modifiye; IARC,2018)



LFS’li kadinlarda menopoz 6ncesi meme kanseri goriilme riski yiiksektir ve ortalama tani
yas1 yaklasik 33°diir (Olivier ve ark., 2003). Bir arastirmaya gore 21 ailede LFS iliskili
meme Kanseri olugsma sans1 30 yasindan dnce %32 olarak hesaplanirken, neredeyse tim
ailelerde (%97) 50 yasindan 6nce malignansiye rastlanmistir (Birch ve ark., 1994). Son
donemdeki  caligmalar ~ LFS-iliskili meme  kanserlerinin  agirlikli  olarak
immiinohistokimyasal ve FISH ile hormon reseptorlerine pozitif sonu¢ verdigini
gostermistir (Wilson ve ark., 2010). Bir ¢alismaya gore LFS-iliskili meme tiimorlerinin
%84’ Ostrojen ve/veya progesteron hormon belirtegleri pozitif, invaziv meme
kanserlerinin %63’ ve in situ meme kanserlerinin %73’ HER2/Neu pozitif olarak
saptanmistir (Masciari ve ark., 2012). Ayrica, memedeki malign filloides tiimorlerinin de
LFS ile iligkili oldugu bildirilmistir (Birch ve ark., 2001).

2.3.3 Lynch Sendromu

Lynch Sendromu (LS) veya Kalitsal Non-Polipozis Kolon Kanseri (HNPCC), artmis
kolon kanseri riski ve endometriyal, over, mide, ince bagirsak, hepatobiliyer kanal, tiriner
kanal, beyin ve deri kanserleri ile karakterizedir. Yanlis eslesme tamir mekanizmasi
genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ve EPCAM geninde meydana gelen germline
patojenik mutasyonlardan olusur (Vasen ve ark., 2007). LS’li bireylerde yasam boyu
kanser goriilme riski; kolorektal kanserleri igin %52-82, endometriyal kanserleri i¢in
%25-61, mide kanseri i¢in %6-13 ve over kanseri i¢in %4-12°dir. Diger tip kanserler

nadiren goriiliir (Kohlmann ve ark., 1993).

MLH1 ve MSH?2 deki germline mutasyonlar1 LS’nin yaklasik %90’1n1 olusturur, MSH6
geni mutasyonlar1 ise %7-10 arasindadir. MSH6 mutasyonlar1 orta derece artmis kolon
kanseri riski ile iliskiliyken; heterozigotlar, MLH1 ve MSH2 i¢in belirtilen %44 seviyesine
kadar ylikselmis endometriyal kanser riski tagimaktadir. Kolorektal kanser ve
endometriyal kanserin birlikte goriildiigi LS’li kadmlarin  yaklasik %51’inde
endometriyal veya over kanserlerinin 6nce ortaya ¢iktigi gézlenmistir (Lu ve ark., 2005).
Kolon kanserine yakalanan LS’li kadinlarin, on yil i¢cinde endometriyal kanser riski
gelistirme riskinin %26 oldugu ve LS’li olmayanlara kiyasla, endometriyal kansere

yakalanma ihtimalinin 6 kat arttig1 tahmin edilmektedir (Obermair ve ark., 2010).
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Over kanseri riski ise MLH1 ve MSH2 patojenik varyantlart icin %4-%20 olarak
bulunmustur. LS ile iligkili over kanseri i¢in ortalama tan1 yasi 43-45 oldugu ve hastalarin
%30’unun 35 yasindan 6nce tani aldig1 6nceki ¢aligmalar da rapor edilmistir (Watson ve
ark., 2008). Patolojik tiplere goére dagilim sporadik over kanseriyle benzerlik
gostermektedir ve sinir over tiimorleri LS ile iliskili goriinmemektedir (Watson ve ark.,

2001).

Meme kanseri ve LS arasindaki iligski hentiz ¢oziilebilmis degildir. Popiilasyondaki yiiksek
meme kanseri siklig1 ve sporadik meme kanserlerinin varligi LS ile iliskinin analizini
zorlastirmaktadir (Kohlmann ve ark., 1993). Sistematik bir ¢alismada 21 ¢alisma
degerlendirilmis, 13’{inde artmis risk gosterilememis iken 8 ¢alismada genel popiilasyona

kiyasla 2 ile 18 kat aras1 artmis meme kanseri riski saptanmistir (Win ve ark., 2013).

2.3.4 Meme Kanseriyle iliskili Diger Sendrom ve Genler

Calismalarin gosterdigi lizere, meme kanseri biiyilkk oranda BRCA1 ve BRCA2’den
kaynaklansa da benzer yolaklarda gorev yapan genlerle ve iligkili sendromlarla birlikte
goriilebilir. Bunlardan en sik goriilenleri LFS (TP53), LS (MSH6), KMOK
(BRCAL/BRCA?2) iken digerleri ise Cowden Sendromu (PTEN), Kalitsal Mide Kanseri
(CDH1), Peutz-Jeghers Sendromu (STK11), Bloom Sendromu (BLM), Werner Sendromu
(WRN), Ataxia-Telangiectasia (ATM) ile CHEK2, PALB2, RAD51, RAD51C, BARD1,
BRIP1, NBN, MRE11A genleridir. (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Kansere yatkinlik sendromlar1 ve genleri

Gen Kahtim | Hayat boyunca kanser riski ve diger Diger ayirt edici 6zellik
Modeli iliskili kanserler
Meme kanseri < %79
Sarkoma, Osteosarkoma Kanser genellikle geng yasta goriiliir
TP53 oD Beyin Timorii . .
Adrenokortikal Karsinom ve ¢oklu kanserler i¢in artmus risk.
Losemi
l\/!eme Kanserl %25-50, veya < %685 Coklu hamartomalar, makrosefali,
Tiroid kanseri trichilemmomas, papillomatous
PTEN oD Renal Hiicreli Karsinom oapules '
Endometriyal Karsinom llikle 2071 vaslarda ebriili
Kolorektal Kanser Genellikle 1 ya§laraa gorulur.
CDH1 oD Meme.Kanseri %39-52 (Lobiiler meme K"ar.l.S?I' ¢ogunlukla 40 yastan 6nce
kanseri) gortliir.
MLH1 Over kanseri, non-polipozis kolorektal C e
MSH2 oD kanser, endometriyal kanser, diger Meme kanseri ile iliskisi
MSH6 kanserier. ' bilinmemektedir.
PMS2
Meme kanseri riskinde
artig,Sarkoma,Melonama, Genellikle 20°li yaglarda ortaya
WRN OR L . .
Tiroid Kanseri, Hematolojik cikar
malignansiler
Prenatal/Postnatal biiyiime
Meme kanseri risk artisi, bozukluklari,
BLM OR Epitelyal karsinomlar, Seyrek deri alt1 yag dokusu, kisa
Lenfoma, Losemi ve diger kanserler boy, Giines hassasiyeti, Yiizde
eritematoz lezyonlari
Meme kanseri %32-%54
Gastrointensiyel malignansiler, Over, Gastrointensiyel polipozis,
STK11 oD Servikal ve uterus kanserleri, pankreatik | mucokutonoz pigmentasyon,
kanser, Sertoli hiicreli testis kanseri, Parmaklarda hiperpigment macules
Akciger Kanseri
RAD51C | - Over kanseri Meme kanseri riski bilinmiyor
Meme kanseri < 58
PALB2 oD Erkek Meme Kanseri
Pankreatik Kanser
ATM oD MemE kanseri %17-52
ve Diger kanserler
Meme Kanseri %25-39
Prostat Kanseri
CHEK2 | OD Mide Kanseri,
Sarkoma,
Bobrek Kanseri

OD; Otozomal Dominant, OR; Otozomal Resesif.

(Modifiye:Petrucelli ve ark., 2010)
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2.4. Molekiiler Mekanizmalar

Meme kanseri i¢in en biiyiik risk faktorleri arasinda BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari
bulunmakla birlikte ayn1 yolakta veya iliskili diger yolaklarda rol oynayan genler de meme
kanserine sebep olabilmektedir ve olduk¢a karmasik bir iliski i¢erisindedirler (NCCC,
2013 ). Bu genlerin proteinlerinin birbiri ile iligkisi Sekil 2.3’te sematize edilmistir.
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Sekil 2.3. BRCA1 ve BRCA?Z ile diger genlerin kodladig1 proteinlerin etkilesimi. (http://string-db.org)
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2.4.1 BRCA1 ve BRCA2 Iliskili Molekiiler Mekanizmalar

BRCA1 ve BRCA2 tiiméor baskilayic1 genlerdir. Bir kopyadaki germline mutasyonlari
otozomal dominant kalitim gésteren KMOK sendromu ile sonuglanir. Her iki proteinin de
agirhikli  olarak ¢ift zincir kiriklarimin tamirini  gergeklestirmek igin homolog
rekombinasyonda (HR) rol oynadigi bilinmektedir. HR ¢ogalan hiicrelerde genom
biitiinligliniin korunmas1 i¢in ana mekanizmadir, ¢iinkli ¢ift zincir kiriklart (CZK)
delesyon ve translokasyonlar i¢in hataya olduk¢a agiktir (Schlacher ve ark., 2011).
BRCAL/2 de hi¢bir mutasyon bulunmayan ailesel sendromlarda, DNA hasar yanit kinazi
CHEK?2 veya ATM mutasyonlar1 kanser yatkinligini agiklayabilir (Rahman ve ark., 1998;
Futreal ve ark., 2004). BRCA1-BRCA2-HR yolaginda BRIP1, PALB2 mutasyonlarinin
diisiik dahi olsa meme kanserine katkisi oldugu bilinmektedir (Roy ve ark., 2011).

Genomik biitiinliigiin korunmasinda genotoksik strese karsi tetiklenen DNA hasar yaniti
sinyallesmesi (DHY) rol oynar. Cift zincir kiriklarinda sensor, diizenleyici ve efektor
olarak gorev alan birtakim aracit molekiil kompleksleri mevcuttur (Sekil 2.4). DHY eger
DNA’da bir hasar varsa bunun tamir edilmesini, ayni zamanda hiicre boliinmesinde
hiicrenin kontrol noktasindan gegisini geciktirerek (G1/S, G2/M) saglar. CZK her iKi
zincirde biitiinligi bozdugundan en tehlikeli DNA hasari seklidir. Genom 6zellikle
replikasyon sirasinda DNA hasarina agiktir. Memelilerde CZK; HR veya homolog

olmayan ug birlestirme (NHEJ) ile tamir edilmektedir.

Sekil 2.4’te gosterilen BRCALl-abraxas-RAP80 kompleksi DNA hasari bolgelerinin
yakininda ubikitinlenmis histonlarla birlesir. Bu da H2AX’in fosforilasyonuna, MDC1 ve
RNF8’e baghdir. BRCA1-CtBP-interaksiyon protein (CtIP) kompleksi ise MRN
kompleksi (MRE11,RAD50, NBN) ile birlikte par¢a kesme isleminde diizenleyici olarak
gorev yapar. BRCA1-kompleksinin partnerleri ve “BRCAZ2 lokalizorii (PALB2)-BRCA2”
kompleksi ise RADS51-bagimli homolog rekombinasyon icin onemlidir. BRCA1’in
CHEK2-bagimli S998 pozisyonundan fosforillenmesi, RAD51-bagimli HR i¢in BRCA1-
PALB2-BRCA2 efektor kompleksinde gerekli goriilmektedir. BRCA1- BRIP1-TOPBD1
komplesi ise replikasyon sirasinda DNA tamiri ile iligkilidir, ayrica ATR-CHK1
sinyallesmesinin diizenlenmesine yardim ettigi bilinmektedir ancak tam fonksiyonu kesin

olarak bilinmemektedir. DNA hasar1 ayn1 zamanda BRCAL iliskili proteinler ve p53’i
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fosforilleyen ATM ve ATR kinazlar tarafindan da taninmaktadir (Roy ve ark., 2011). Cift

zincir kiriklari, homolog rekombinasyon ile hiicrenin S ve G2 fazinda kardes kromatidler

intakt ve fiziksel olarak yakin haldeyken tamir edilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. DNA hasar yanitinin molekiiler mekanizmasi. (Modifiye:Roy ve ark., 2011)
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Sekil 2.5. Hiicre dongiisiinde DNA tamiri. (Modifiye:You ve ark., 2010)
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2.4.1.1 BRCA1 ve BRCA2 Fonksiyonel Bolgeleri ve Baglanma Partnerleri

BRCAL DNA hasarimin tespitinde ve DHY efektorii olarak ¢ok yonlii isleve sahip olan bir
proteindir. BRCAL tiimér baskilayicilarla, DNA tamir proteinleriyle ve hiicre dongiisii
diizenleyicileri ile fonksiyonel bolgeleri araciligiyla etkilesime girer (Sekil 2.6 a). Cogu
kalitsal kanser mutasyonlarinin RING ve BRCT bolgeleriyle iliskili olmasi, bu iki
bolgenin tiimor baskilanmasi ile iligkili oldugunu gostermektedir (Friedman ve ark.,
1994). RING bolgesi BARDL1 ve gekirdek lokalizasyon sekansi ile iligkilidir. Orta bolge
CHK2 fosforilasyon (S988) kismini igerir. Karboksil ucunda ¢ift kivrimli (coiled-coil)
bolge PALB2 ile iliskili ve SQ/TQ kiime bdlgesinde (SCD) yaklasik 10 tane ATM
fosforilasyon bolgesi bulunur. Orta bolge ATM tarafindan fosforillenir ve bu
fosforilasyon G2/M, S fazi kontrol noktas: aktivasyonu i¢in dnemlidir. S1387, S1423 ve
S1524 bolgelerindeki mutasyonlarin hiicre hattinda kontrol noktasi aktivasyonunda
bozukluklara ve iyonize radyasyona hipersensiviteye sebep oldugu gosterilmistir (Xu ve
ark., 2002). BRCT bolgesine Abraxas, CtIP, BRIP1, p53, RNA polimeraz Il, BACH1 ve
birgok protein baglanir. Ayrica diger birgok DNA tamir yolaginda bulunan proteinde de
BRCT bolgesi bulunmustur (Narod ve ark., 2004).

BRCAZ2, 3.418 amino asit ile BRCA1’den ¢ok daha biiyiiktiir ancak sadece iki tane bilinen
fonksiyonel bolge igerir (Sekil 2.6 b). Sekiz tane BRC tekrar bolgesi bulundurur ki bu
bolgeler RADS1 baglanmasi i¢cin ve DNA tamiri i¢in gerekli bolgedir. BRCA2 nin tamir
aktivasyonu kiigiik asidik bir protein olan DSS1 tarafindan kofaktor olarak diizenlenir.

Ayrica niikleer lokalizasyon igin niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) bolgesi icerir (Narod
ve ark., 2004).

BRCA1’in DNA tamir mekanizmasimin kontroliinde, hiicre dongiisii ilerlemesinde,

ubikitinasyon ve transkripsiyonel regiilasyonda 6nemli rolleri vardir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6. a)BRCAL, b) BRCA2 fonksiyonel bolgeleri (Modifiye:Narod ve ark., 2004).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada Akdeniz Universitesi, Tip fakiiltesi, Onkoloji boliimiinden Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezi’ne yonlendirilen ve hasta se¢im kriterlerine uyan hastalar Yeni
Nesil Dizileme (YND) yontemi ile 14 genin (ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2,
MRE11A, MSH6, NBN, PALB2, PTEN, RAD51, RAD51C, STK, TP53) tiim kodlayici
bolgeleri dizilenmek iizere degerlendirildi. Projemiz 10.05.2017 tarih 283 karar no ile Tip

Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmaistir.

Caligmaya goniilliiliik esasina gore dahil edilen hastalar proje hakkinda bilgilendirildi ve
aydinlatilmis onam formu (Ek 1) kendilerine agiklanarak imzalatildi. Calismaya ailesel
kanser sendromlari kriterlerine uyan toplam 15 hasta dahil edildi. Hastalarin aile 6ykiisii

alindi, soy agaglarn c¢izildi. Calismada izlenen is akis1 Sekil 3.1°de sematize edilmistir.

Hastalarn Proje bilgilendirmesi §INeTSe w-. sDNA
secimi ve onam formu

izolasyonu

Analiz
&

Yeni Nesil Ion Torrent Germline Veri tabanlar
Dizileme Varyantlarm

Ion Reporter Literatiir

tespiti Yorumlama

Sekil 3.1. Calismada izlenen is akig semasi.
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3.1 Hastalarin Secimi

BRCA1 ve BRCA2 genlerinde patojenik mutasyon saptanmamig olan meme kanseri

olgular arasindan asagida belirtilen kriterlerin en az birine uyan ve ¢alismaya katilmayi

kabul eden hastalar projeye dahil edildi. Hastalarin se¢iminde ACS ve diger literatiir

kriterleri gozetilerek degerlendirme yapildi. Projeye dahil edilen hasta 6rneklerinde ¢oklu

gen paneli ¢alismasi gergeklestirildi.

Ailede birinci veya ikinci derece akrabalardan 40 yas ve altinda meme ve/veya
over kanseri tanisi olan.

Ailesel kanser sendromlar1 veya kuvvetli aile dykiisii bulunan.

Bilateral meme veya hem meme hem de over kanseri tanisi1 almis kisiler.

Erkeklerde meme kanseri

3.2 Genomik DNA izolasyonu

Hastalarin genomik DNA’larin1 elde etmek amaciyla periferik kandan DNA izolasyonu
yapildi. Bu islem i¢in QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, ABD, 51306) {iretici firmanin

protokoliine uygun olarak kullanildi.

1.

o B~ w N

20 ul QIAGEN Proteaz 1.5 ml santrifiij tiipiine eklendi. Uzerine 200 ul kan
ornegi eklendi.

200 pl Buffer AL eklenerek vortekslendi.

56°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

200 pl etanol (%96-100) eklendi ve 15 sn vortekslendi.

Ornekler spin-kolona aktarildi ve 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi.
Toplama tiiplerine gegen lizat atildi ve kolonlar yeni toplama tiiplerine
aktarildi.

Uzerine 500 ul AW1 tamponu eklendi. 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlendi.
Kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarilir ve ¢6ken kisim atildu.

Ornekler iizerine 500 ul AW2 tamponu eklendi ve 14.000 rpm’de 3 dakika
santrifiijlendi. Toplama tiiplerinde biriken kisim dokiildii ve 14.000 rpm’de

tekrar santrifiijlendi.
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8. Kolonlar yeni tiiplere aktarilip tizerine 200 pul AE tamponu eklendi. 1 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. 1 dakika 8.000 rpm’de santrifiijlendi. Tiipe
biriken kisim izole DNA’y1 igermektedir. Uygun sekilde etiketlenerek yeni
tiiplere aktarildi.

3.3 DNA Kalitesinin ve Miktarmmin Belirlenmesi
izolasyon sonrasi elde edilen genomik DNA nanodrop (V.3.7) cihazinda 1 pl 6rnek
kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Cikan sonuglar not edilip uygun miktarda

seyreltme yapildi.

3.4 Yeni Nesil Dizileme
Ailesel meme kanserleri ile iliskili oldugu bilinen 14 geni iceren tiim kodlayic1 bolgeleri
kapsayacak sekilde tasarlanan gen paneli (Thermo Fisher Scientific, ABD) (Tablo 3.1)

iireticinin belirttigi protokollere uygun olarak kullanildi.

Tablo 3.1. Panelde bulunan genler ve amplikon sayilar.

Gen Lokasyon RefSeq Amplikon
Sayisi (386)

ATM 11922.3 NM_000051.3 105
BARD1 2035 NM_000465.3 23

BRIP1 17q923.2 NM_032043.2 33

CDH1 16g22.1 NM_004360.4 24
CHEK?2 22912.1 NM_007194.3 17
MRE11A 11921 NM_005591.3 26

MSH6 2p16.3 NM_000179.2 27

NBN 8021.3 NM_002485.4 23

PALB2 16q12.2 NM_024675.3 26

PTEN 10g23.31 NM_000314.6 19

RAD51 15q15.1 NM_133487.3 11
RAD51C 17922 NM_058216.2 14

STK11 19p13.3 NM_000455.4 14

TP53 17p13.1 NM_000546.5 24
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3.4.1 DNA’larin QUBIT ile Olciimii

DNA’larin YND gen panelinde kullanilmak i¢in uygunlugunu kontrol etmek amaciyla
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, ABD, Q33230) iireticinin 6nerdigi protokol
uygulanarak kullanildi. Ol¢iim 6ncesi kimyasallar vortekslendi, calisilacak drnek sayist
kat1 kadar 1 pl Qubit Reagent + 199 ul Qubit Tampon (buffer) ile 1:200 oraninda galigma
soliisyonu (Working Solution) hazirlandi. 198 pl ¢alisma tamponuna 2 pul DNA eklenerek
vortekslendi. Cihaz 6l¢limiinden 6nce hava kabarciklar1 giderilmis tiiplerin alt1 temiz bir
bez yardimiyla silindi ve “dsDNA-High Sensivitiy” modu secilerek ornekler 6l¢iildii.
Cikan sonuclara gore DNA’lar 10 ng/ ul olacak sekilde niikleaz igcermeyen suyla
seyreltildi.

3.4.2 Kiitiiphane Hazirhk

Kiitiiphane hazirhigi i¢in “lonAmpliseq Library Kit 2.0” (Thermo Fisher Scientific, ABD,
4480441) kullanildi. Ailesel kanser paneli 386 amplikon ve 2 havuzdan (pool)
olugmaktadir. Her havuz i¢in 6rnekler ayr1 ayri ¢alisildi. Bir hasta i¢in, 5X Ton AmpliSeq
Hifi Mix’den 2 ul, 2X Ton AmpliSeq Primer Pool’dan 5 ul, 1 pul gDNA(10ng/ pul), 2 pl
niikleaz icermeyen su ve 5 pl primer kullanildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
protokolii 99°C’de 2 dakika, 99°C’de 15 sn, 60°C’de 4dk 18 dongii olacak sekilde PZR
cihazina konuldu. PZR bittikten sonra ayni hastaya ait 6rnekler 96-kuyucuklu plakada
(96KP) ayn1 kuyucukta birlestirildi.

3.4.3 Parcalama

Pargalama asamasi buz iizerinde ¢alisildi. Orneklerin birlestirilip 96KP’ye aktarildig,
PZR iiriinlerinin iizerine 2 ul FuPa Reagent eklendi. 96KP vortekslenerek karistirildi ve
¢oktiirme (spin-down) yapildi. Ardindan 50°C’de 10 dakika, 55°C’de 10 dakika, 60°C’de
20 dakika ve 4°C en fazla 1 saat olacak sekilde PZR cihazina konuldu.

3.4.4 Barkodlarin hazirlanmasi

lonXpress Barcode Adapters Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilarak ligasyon
asamasinda kullanilacak barkodlar hazirlandi. Bunun i¢in 2 pl Ion P1 Adapter, 2 pl
IonXpressBarcode X(degisken), 4 pl niikleaz icermeyen su toplam hacim 8 pl olacak
sekilde hazirlandi.
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3.4.5 Ligasyon

Bu asamada hazirlanan barkodlarin PZR iiriinlerine ligasyonu saglandi. Buz {izerinde

caligilarak kit igeresindeki kimyasallar 6rneklere tek tek eklendi. Her bir 6rnek icin 4 pl

Switch Solusyon, 2 ul Barkod Adapter Mix, 2 ul DNA Ligaz pargalanmis 6rneklerin
tizerine 96KP’e eklendi. 96KP vortekslendi ve kisa ¢oktiirme yapildi. 22°C’de 30 dakika,
72°C’de 10 dakika, 10°C’de bekleme olacak sekilde PZR cihazina yiiklendi.

3.4.6 Piirifikasyon
Bu asamada orneklerin saflastirilmasi igin Agencourt AMPure XP Reagent (Beckman
Coulter, ABD) ve DynaMAG 96KP kullanildi. Piirifikasyon islem basamaklari asagida

ayrintili olarak verilmistir.

10.

11.

Oda sicakligina getirilen AMPure XP vortekslendi ve boncuklar(bead) homojen
hale gelene kadar pipetaj yapilarak kullanildu.

ION Library kit i¢ersinde bulunan PCR SUPER MIX ve Amplification Primer mix
-20°C’den alinarak buz iizerinde erimeye birakildi.

%70 Etanol taze olarak hazirlandi. (Her 6rnek i¢in 230 pl %99 saf etanol tizerine
100 pl niikleaz igermeyen su.)

Her kuyucuk iizerine 45 ul AMPure XP eklendi ve 96KP’in iizeri strip bant ile
kapatildi.

1500 rpm’de 10-20 sn 96KP vortekslendi ve 5 sn hizli spin ile ¢oktiiriildii.

96KP 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

96KP magnetik stant iizerine alindi ve karigim tamamen temizlenene kadar
beklendi.

Magnetik stant tarafindan olusturulan pellete zarar vermeden, siipernatant kismi
pipet yardimu ile uzaklastirildi.

100 pl taze etanol boncuklarin tizeri kapanacak sekilde eklendi.

Yikama islemi i¢in well 96KP magnetik stant tizerinde yan siituna alinip yaklasik
15 sn boncuklar toplanana kadar beklendi. Bu basamak en az 3 kere tekrar edildi.
Son yikama isleminden sonra 96KP, magnetik stant tizerinde ilk konumuna
getirildi ve boncuklar kuyucuk ¢eperine toplandiktan sonra pelleti bozmadan

stipernatant kismi1 uzaklastirildi.
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12. 9-11. islemler tekrar edildi.
13. Pipet yardimiyla kalan alkol uzaklastirildi. 96KP oda sicakliginda agzi acik sekilde
3-4 dk magnetik stant iizerinde bekletildi.

3.4.7 Kiitiiphanenin Cogaltilmasi
Ion Ampliseq Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Calisilan 6rnek

sayisindan bir fazla olarak, her hasta igin;

“Platinum PCR Super Mix Hi-Fi” 45 ul
“Amplification Primer Mix” 1.8 ul | karisim buz iizerinde hazirlandi.

Buz iizerine alinan 96KP’ye 45’er pl hazirlanan karisimdan kuyucuklara dagitildi. 96KP
vortekslendi, ¢oktiirme yapildiktan sonra tekrar magnetik standa alindi ve 2-3 dakika
temizlenene kadar bekletildi. 45 ul siipernatant, pellet dagitilmadan 96KP tizerindeki bos
kuyucuklara aktarildi. Ardindan PZR cihazina amplifiye olmalari i¢in yiiklendi.

98°C 2 dk

98°C 15sn } o
6 Dongii

64°C 1dk

10°C Bekleme

3.4.8 Kiitiiphane Piirifikasyonu
DynaMAG 96KP ve AMPure XP kullanilarak 2 agamali piirifikasyon yapildi. Bir 6nceki
piirifikasyonda hazirlanan AMPure XP ve boncuklar kullanild1 ancak %70’lik etanol taze

hazirlandi.

1. Asama

1. Kuyucuklarin tizerine 22,5 ul AMPure (0.5X) eklendi.

2. 96KP vortekslendi ve 5 sn hizli ¢oktiirme yapildi. 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakild1.

3. 96KP magnetik stant tizerine alindi1 ve karigim tamamen temizlenene kadar
beklendi.
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4. Pellet dagitilmadan siipernatant yeni kuyucuklara aktarildi. Istenilen kiitiiphane

slipernatant i¢cinde bulunmaktadir.
2. Asama

1. Her kuyucugun iizerine 54 ul AMPure XP eklendi (6rnek hacminin 1.2 kat1).

2. 1500 rpm’de 10-20 sn 96KP vortekslendi ve Ssn hizli spin ile ¢oktiiriildii.

3. 96KP 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

4. 96KP magnetik stant tlizerine alindi ve karisim tamamen temizlenene kadar
beklendi.

5. Magnetik stant tarafindan olusturulan pellete zarar vermeden, siipernatant kismi
pipet yardimi ile uzaklastirildi. (Amplikonlar bu agamada boncuklar tizerindedir.)

6. 100 pl taze etanol kuyucuklara eklendi.

7. Yikama islemi i¢in 96KP magnetik stant iizerinde bir yan siituna alinip yaklasik
15 sn boncuklar toplanana kadar beklendi. Bu basamak en az 3 kere tekrar edildi.

8. Son yikama isleminden sonra 96KP, magnetik stant {izerinde ilk konumuna
getirildi ve boncuklar kuyucuk ceperine toplandiktan sonra pelleti bozmadan
stipernatant kism1 uzaklastirildi.

9. 6-8. islemler tekrar edildi.

10. Pipet yardimiyla kalan alkol uzaklastirildi. 96KP oda sicakliginda agz1 agik sekilde
3-4 dk magnetik stant tizerinde bekletildi. Bu asamada ¢ok fazla kurumamasina
dikkat edildi.

11. Magnet tlizerindeki 96KP’e kuyucuklara 50 ul Low TE eklendi.

12. 96KP vortekslendi ve kisa ¢oktiirme yapildi.

13. 96KP magnetik stant tizerinde 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

14. Siipernatantlarin tamami 0.2°lik eppendorf tiiplere aktarildi.
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3.4.9 Kiitiiphanenin Qubit ile Ol¢iimii ve Seyreltilmesi

Kiitiiphane {iriinlerini 3.5.1 DNA’larin Qubit ile Olciimii bashiginda belirtigi sekilde
hazirlanan soliisyonlarla ve programla 10 ul DNA kullanarak 6rneklerin 6l¢timii yapildi.
Bu asamada Qubit sonuglarmin 300-1000 ng/ml arasinda olmas1 beklenir. Ol¢iim sonrasi
ornekler 10 ng/ml olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile sulandirildi. Orneklerden 10’ar

ul alinarak tek bir tiipte birlestirildi.

3.4.10 Ion Chef’e Cipin Yiiklenmesi ve Dizilenmesi

15 6rnegin tamami i¢in 1 adet 520 model ¢ip kullanildi. Calismaya baslamadan 45 dakika
once “lon PGM Hi-Q Chef Reagents Cartidge” -20°C’den ¢ikartildi oda 1sisinda
¢oziilmeye birakildi. 4°C’de saklanan ¢ip 20 dakika Onceden ¢ikarilip oda isisinda
¢oziilmeye birakildi. “Hi-Q Chef Supplies Kit” icinde bulunan tip kartusu, bos tip raki,
PZR 96KP’i, 96KP seal’i ve Ion Chef soliisyonlar1 cihaz tizerindeki ilgili yerlere
yerlestirildi. Santriflij tiipleri ve kapaklari, zenginlestirme soliisyonu takildi. Tim
soliisyon ve gereclerin dogru yerlestirildigi kontrol edilip 520 model ¢ip ilgili yere
yerlestirildi. Cip yliklenmesi Ion Chef robotuyla yapildiktan sonra Ion Torrent S5 cihazina
yiiklendi. Uygun programlarda dizileme islemi baglatildi.

3.5 Varyantlarin Analizi

Varyantlarin belirlenmesi i¢in Torrent Suite Software (v 5.6) “variant caller” uygulamasi
kullanilarak VCF (Variant Call Format) dosyalar1 olusturuldu. BAM dosyalar1 da lon
reporter’a (Thermo Fisher Scientific, ABD)’ yiiklenerek herhangi bir varyant1 gézden
kagirmamak adina, olusturulan is akis (workflow)’ta VCF dosyalar ile birlikte analiz

edildi. Gen panelinde 14 gen ve 386 amplikon bulunmaktadir.

Oncelikle tiim 6rnekler igin kapsam (coverage) dosyalar1 kontrol edilip, amplikonlar
kontrol edildi. Yatay kapsamda en az %99, dikey kapsamda okunan herbir baz i¢in en az
20X kapsamda %100 okuma hedeflendi. Panelde bulunan 14 gen ig¢in; ATM geni 26.
ekzon, 1249-1254. aminoasitler arasi hari¢ olmak tiizere tiim kodlayic1 bdlgeler
dizilenmistir. Analizler sirasinda Ion reporter tarafindan tespit edilen ve VCF
dosyalarindaki varyantlar Integrative Genomics Viewer (IGV, V 2.4.19) programinda
“Genome Reference Consortium Human Build 37” (GRCh37/hg19) referans genomuna
gore kontrol edildi.
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3.5.1 Varyantlarin yorumlanmasinda kullamlan veri tabanlari

Varyantlarin yorumlanmasinda NCBI (The National Center for Biotechnology
Information, ABD) biinyesinde bulunan ClinVar ve dbSNP, Exome Aggregation
Consortium (ExXAC), Exome Variant Server (EVS, Washington) ve Emsembl
veritabanlar1 kullanildi (Tablo3.2).

Tablo 3.2. Varyantlarin yorumlanmasinda kullanilan veri tabanlari.

Veri Tabam Adresi
Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

Exome Aggregation

) http://exac.broadinstitute.org/
Consortium (ExXAC)

Exome Variant Server (EVS) | http://evs.gs.washington.edu/EVS/

Ensembl https://www.ensembl.org

INSIGHT https://www.insight-group.org/variants/databases/

3.5.2 Varyantlarin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

YND ile tespit edilen patojenik varyantlarin dogrulanmasi i¢in Sanger dizileme kullanildi.
Kullanilan primerler Tablo 3.3 ve PZR kosullar1 Tablo 3.4’de verilmistir. PZR iirlinlerinin
goriintiilenmesi ig¢in %2’lik agaroz jel 1X TBE tamponuyla etidyum bromiir kullanarak
hazirlandi. 1ul PZR {riinii yiikkleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi ve
elektroforez cihazinda (Bio-Rad, ABD) 120 Volt 15 dk yiriitiildi. Transilliiminator
(Syngene, ABD) ile goriintiilendi. Elde edilen PZR iiriinlerinin temizlenmesi igin 2 pl
GML ExoSAP-IT, 5ul PZR firiinii {izerine eklenerek 37°C’de 30 dk, 80°C’de 15 dakika
olacak sekilde PZR cihazina (SimpliAmp™ Thermal Cycler, Applied Biosystems, ABD)
yerlestirildi. PZR iiriinlerinin temizlenmesinden sonra dizileme reaksiyonu i¢in BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, ABD) kullanildi. 2ul temizlenmis PZR iiriinii
kullanilarak Tablo 3.5’te belirtilen sekilde reaksiyonlar hazirlandi. Dizileme
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reaksiyonundan elde edilen iiriinlerin saflastirilmasi igin sephadex (GML, Isvigre)
kullanild1. 1 gram sephadex 14 ml distile su ile 30 dk ¢alkalanarak hazirlandi. Hazr filtreli
kolonlu tiiplere 700ul sephadex eklenerek 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Toplama
tiiptine gegen kisim atildi ve kolonlar tizerine 10 pl dizileme reaksiyon iirtinii eklendi.
4500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipiine gegen kisim 96KP’ye
aktarilarak DNA dizi analizi i¢in 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD)
otomatik kapiller cihazina yiiklendi. Yiriitmenin sonunda ham datanin analizi i¢in Seq
Analysis v3.1 (Applied Biosystems, ABD) programi kullanildi. Elektroforogram

goriintiileri icin Chromas Lite v.2.6.5 yazilim1 kullanildi.

Tablo 3.3. Kullanilan primerler

Gen Ekzon Primer Dizisi 5'>3' TM derecesi PZR Kosulu
CHEK2 4 F- ACT GGT TTG GGA GGG ACA AAA 70°C Kosul 1
R- CAA TGC AAC TAG GAC GGC AAA
CHEK2 6 F- TGC TGG GCT CAG AAA TGG AA 60°C Kosul 2
R- GCA GGG GGT TAT TCC TGAGTT
CHEK2 12 F- GCT GGG ATT ACA AGC CTA AGG 67°C Kosul 3
R- GAA GAA ACT CCC ACC ACAGC
MSH6 4 F-GCATTT GGC CGT TAT TCAGA 60°C Kosul 2
R- TGT ACT GGG GGA TAG TGT G

Tablo 3.4. PZR kosullari

Kosul 1 Kosul 2 Kosul 3

95°C 10dk 95°C 10dk 95°C 10dk

95°C 40sn7) 20 dongii 95°C 40sn7] 20 dongii 95°C 30sn

70°C 1dk Kademeli diisiis 60°C 1dk Kademeli diisiis 67°C 30sn 35 dongii
72°C 50sn_] her dongiide 1°C 72°C 50sn_] her dongiide 0.5°C 72°C 1dk

95°C 20sn o 95°C 20sn 20 déneii 72°C 7dk

55°C 30sn [ 20 dongi 55°C 30sn ongu 4°C  Sonsuz

72°C 25sn 72°C 25sn

72°C 7dk 72°C 7dk

4°C  Sonsuz 4°C  Sonsuz
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Tablo 3.5. PZR ve Sekans Reaksiyonu

PZR Reaksiyonu (1x) Sekans Reaksiyonu (1x)
GML PCR Mix 7.5 upl | BigDye™ Terminator
GML Taq Polimeraz 0.2 pl | 5X Buffer
GML Enhancing Buffer 2 ul | Primer F yada R (1 pmol/ul)
Primer F ( 10 pmol/ul) 1 pl | PZR iiriind
Primer R (10 pmol/pul) 1 pl | dH0
DNA (10 ng/ul) 2 pul | Toplam
dH20 1,5 pl
Toplam 15.2 nl

2 ul
2 ul
2 ul
2 ul
2 ul
10 pl

3.5.3 ACMG Standartlari ve Kurallarinin Uygulanmasi

Veri tabanlarinda yer almayan varyantlarin yorumlanmasinda in silico (MutationTaster,

PolyPhen, SIFT v.b) tahmin programlar1 ve American College of Medical Genetics
(ACMG) Standartlart ve Kurallart kullanildi (Richards ve ark., 2015). Tespit edilen
varyantlar bu kurallara gore siniflandirildi (Tablo 3.6 ve Tablo 3.7).

Tablo 3.6. ACMG siniflandirma kriterleri. (Modifiye:Richards ve ark., 2015)

Patojenik i Cok gii¢lii ve PVS1

() >1 Giiglii ya da PS1-PS4
(b) >2 Orta ya da PM1-PM6
(c) 1 Orta ve 1 destekleyici ya da PM1-PM6 ve PP1-PP5
(d) > 2 destekleyici PP1-PP5

ii. >2 Giliclii ya da PS1-PS4

iii. 1 Giiglii ve PS1-PS4
(a) >3 Ortayada PM1-PS4
(b) 2 Orta ve >2 destekleyici PM1-PM6

(c) 1 Orta ve >4 destekleyici
Cok giiclii ve 1 orta ya da

1 Giiglii ve 1-2 orta ya da

1 Giiglii >2 destekleyici ya da

>2 Orta ve >2 destekleyici
1 Orta ve >4 destekleyici

1 Tek-Bagina (BA1) ya da

1 Giiglii ve 1 destekleyici ya da

Olasilikla i
Patojenik ii.

iii.

iv. >3 Orta

V.

Vi.
Benign i

i, >2 Giiglii
Olasilikla i
Benign ii. >2 Destekleyici
Onemi i. Diger kriterler
Bilinmeyen ii.

Benign ve Patojenik kriterleri
celigkili

PM1-PM6 ve PP1-PP5

PVS1 ve PM1-PM6
PS1-PS4 ve PM1-PM6
PS1-PS4 ve PP1-PP5
PM1-PM6

PM1-PM6 ve PP1-PP5
PM1-PM6 ve PP1-PP5

BA1l
BS1-BS4

BS1-BS4 ve BP1-BP7
BP1-BP7
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Tablo 3.7. ACMG kamt kodlar1 ve agiklamalari. (Modifiye:Richards ve ark., 2015)

Patojenik
Etki
Cok Giiclii

Gigli

Orta

Destekleyici

Benign
Tek-basina

Gicli

Destekleyici

Kanit
Kodu
PVS1
PS1

PS2
PS3

PS4
PM1
PM2
PM3
PM4
PM5
PM6
PP1
PP2
PP3
PP4

PP5

BA1l

BS1
BS2

BS3
BS4
BP1
BP2
BP3
BP4
BP5

BP6
BP7

Aciklama

Sifir varyant (anlamsiz, gergeve kaymasi, kesim bolgesi, baslangi¢c kodonu,
LOF (fonksiyon kayb1) oldugu bilinen bir gende ekzon kaybi.

Patojenik oldugu bilinen varyantta farkli niikleotid ama ayni amino asit
degisimi.

Aile 6ykiisii olmadan hastada saptanan de novo (dogrulanmis) mutasyonlar
In vitro veya in vivo ‘da iyi ¢aligilmig gen veya gen iiriiniinde zararl etkisi
fonksiyonel olarak gdsterilmis mutasyonlar.

Hasta bireylerde kontrolle kiyaslandiginda artnus prevelans.

Benign varyasyonlarin olmadigi fonksiyonel bélgeler (hot-spot bolge)
Popiilasyon veri tabanlarinda diisiik frekans (1000genom, EXAC, MAF vb.)
Resesif hastaliklarda patojenik mutasyonlar ile trans halde bulunmasi.
Protein boyunu etkileyen mutasyonlar (¢ergeve i¢i Delesyon/insersiyon vb.).
Daha once patojenik mutasyon tanimlanan aminoasitte yanlis anlamli novel
mutasyonlar.

Ailede dogrulanmamig de novo mutasyonlar.

Hastaliga sebep oldugu kesin olarak bilinen gende, hasta aile bireylerinde
saptanan mutasyonlar.

Yanlig anlamli benign varyantlarin az goriildigii bir gende bulunan yanlis
anlamli mutasyon.

Birden fazla 6zellik igin biyoinformatik programlarla patojenik olarak tahmin
edilen mutasyon.

Hasta fenotipi veya aile Oykiisiiniin tek bir genetik etiyolojiye sahip hastalik
i¢in oldukga spesifik olmasi.

Giivenilir kaynaklardan patojenik olarak siniflandirilmis varyantlar.

Allel frekansinin >%5 olmasi (MAF, ExAC, 1000genom).

Allel frekansinin hastalik i¢in beklenenden yiiksek olmasi.

Saglikli yetiskinlerde resesif, dominant veya X-iliskili erken yagta ortaya
¢ikan hastalik varyantlarinin gériilmesi.

In vivo ve in vitro olarak iyi ¢aligilmis fonksiyonel ¢alismalarin protein veya
kesim bolgesinde zararsiz olarak siniflandirdig1 varyantlar.

Varyantin diger hasta aile bireylerde goziikkmemesi.

Giidiik protein varyantlarinin sebep oldugu bilinen hastalikta yanlig anlamh
varyantlar.

Degisimin herhangi bir kalittm modelinde patojenik varyantlar ile cis veya
dominant kalitimda patojenik varyantlarla trans pozisyonda gozlenmesi.
Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bolgelerindeki gergeve igi
delesyonlar/insersiyonlar.

Birden fazla 6zellik i¢gin biyoinformatik programlarla zararsiz olarak tahmin
edilen mutasyon.

Alternatif bir molekiiler temele sahip olan hastaliklardaki varyantlar.
Giivenilir kaynaklardan benign olarak siniflandirilmis varyantlar.
Alternatif kesim veya yeni kesim bolgesi olusturmayan sessiz mutasyonlar.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 15 ailesel meme kanseri hastasinin, tan1 yas ortalamasi 41 olarak
hesaplanmistir. Olgularin soy agaclar1 Sekil 4.7- Sekil 4.21 arasinda verilmistir. Coklu
gen paneli galismasi sonucunda 4 olguda (~%26) CHEK2 ve MSH6 genlerinde patojenik
mutasyonlar tespit edilmistir (Tablo 4.1). Tablo 4.1°de gosterilen varyantlarin IGV ve
sekans goriintiileri Sekil 4.1 — Sekil 4.4’te verilmistir. Dokuz numarali olguda MSH6

geninde yanlis anlamli ¢.1628 A>C mutasyonu ilk defa bu ¢alismada tespit edilmistir.

Tespit edilen klinik 6nemi bilinmeyen dort mutasyon ve bir ila¢ yanitt mutasyon Tablo
4.2°de gosterilmistir. Calismada saptanan ve ClinVar veri tabanina gére benign ve/veya
olasilikla benign olarak siniflandirilan varyantlar Tablo 4.3’te gosterilmistir. Literatiirde
klinik 6nemi hakkinda veri bulunmayan varyantlar ACMG 2015’¢ gore siniflandirilmig
ve Tablo 4.4’te gosterilmistir. Calismada toplamda 155 wvaryant saptanip,
degerlendirilmistir. Tespit edilen tiim varyantlarin 6zet grafigi ve genlere gore ylizde

oranla dagilimlar Sekil 4.5 ve Sekil 4.6'da gésterilmistir.
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Tablo 4.1. Calismada saptanan patojenik, olasilikla patojenik ve patojenisitesi celiskili varyantlar.

. . Klinik
cDNA Aminoasit Mutasyon - . Referans Olgu No
Gen Ekzon Pozisyonu Degisimi Etkisi Opeml (dbSNP) MAF | BxAC (Heterozigot)
(ClinVar)
CHEK2 | 12 | c1312G>T | p.AspassTyr |  ranbs | Patojenisitest | onpn0000a | | 00003 10
anlaml Celiskili
CHEK2 6 C.715G>T p.Glu239Ter Anlamsiz Patojenik | rs121908702 - 0.00008 6
Yanli Patojenik/
CHEK2 4 c.470T>C p.1lel57Thr 3 Olasilikla rs17879961 | 0.001 | 0.0041 11
anlamli L
Patojenik
Yanlis Olasilikla Yeni
MSH6 4 c.1628A>C | p.Lys543Thr anlaml Patojenik* (Novel) - - 9

*Olasilikla Patojenik: ilgili mutasyon bu ¢alismada tespit edilmistir. in silico analizlere ve ACMG 2015’e gore olasilikla patojenik olarak siniflandirilmigtir
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CHEKZ

chr22:29.091.173

Total count: 261
1129 (49%, 74+, 55-)
1130 (50%, 61+, 69-)
+100%, 1+, 0-)

:100%, 1+, 0-)

CHEK?2 ¢.1312G>T

Sekil 4.1. CHEK2 ¢.1312G>T mutasyonunun IGV ve Sanger goriintiisii. a) IGV goriintiisii b)R(geri)
yonli sekans goriintiisii ¢) F(ileri) yonlii sekans goriintisii.

CHERZ

chr22:29.107.574

Total count: 1290
A 846 (50%, 210+, 436- )
C: 641 (50%, 214+, 427-)
G:2 (0%, 1+, 1-)
T:1 (0%, 0+, 1-)

CHEK2 c.715G>T [ o
R e T
C 130 200

- u u - [ ] [ ] L]
T T T T H 4 T

E-Y |
E-Y |
20 |

- [ ] - - u
2] 4 4 T T

=1
= |
E- |
5] |
2l |

—

Sekil 4.2. CHEK2 ¢.715G>T mutasyonunun IGV ve Sanger goriintiisii. a) IGV goriintiisii b) R (geri)
yonlii sekans goriintiisii. ¢)F(ileri) yonlii sekans goriintiisii
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CHEKZ
a. 1T A T G T A T G € A A T G T A A G A G T T T T T i
chr22:29.121.087

Total count: 175

A B5(49%, 24+, 61-)
C:0

G:90(51%, 28+, 682-)

T:0
CHEK2 c.470T>C Mo oo
b 218 220
8 ¢ T ¢ T T & ¢ A v T & &t a T moc oam T & &

|
WA A

Sekil 4.3. CHEK2 ¢.470T>C mutasyonunun IGV ve Sanger goriintiisii. a) IGV gériintiisti b) R (geri) yonli
sekans goriintiisii.

LN

LWL e

M SHG
a I T T A G C C T C L L.} L G L. A A L A G LY G G A LY G 4

chr2:48.026.750

Total count: 3880
A: 2048 (533, 1078+, 970- )

C: 1831 (47%, 974+, 857-)
G:1(0%, 0+, 1-)

MSH6 ¢.1628A>C
b. ] ] ] ] ] ] ] ] 22“ | | n | | [ | | | | | | | | | | | 21“ | | | | [ | | | 1
C T T 1] G [H C T n H 1] G A 1] A n 1] G 1] G G A i
C | | | | | | | | | | | | 13“ | | | | | § - | | | | - | | - 13-‘] | | | | | | | |
T 4 T T T T T 4 T K T G A G G [H T A n G A
P

Sekil 4.4. MSH6 ¢.1628 A>C mutasyonunun IGV ve Sanger goriintiisi. a) IGV goriintiisii b)F(llerl) yonlii
sekans goriintiisii ¢) R (geri) yonlii sekans goriintiisii
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Tablo 4.2. Caligmada saptanan 6nemi bilinmeyen varyantlar (VUS) ve ilag yamit1 varyantlar.

. . Klinik
Gen Ekzon c[_)NA Amlvr)qas!t Mutas_y_on Onemi Referans MAE EXAC Olgu l\_lo
Pozisyonu Degisimi Etkisi . (dbSNP) (Heterozigot)
(ClinVar)
Vanly Onemi
CHEK2 | 10 c.1037G>A p.Arg346His 3 Bilinmeyen rs730881688 - 0.00002 | 6
anlamh f
Varyant
Vanly Onemi
CHEK2 |4 €.494G>A p.Gly165Asp 3 Bilinmeyen rs876660846 - - 4
anlamli f
Varyant
€.3647- - Onemi
MSH6 | - 65_3647- (intron varyant) | """ | gilinmeyen | 31995 0.00108 3
61delGTTTT y Varyant!
Yanli Onemi
ATM 25 €.3590T>C p.Vall197Ala ¥ Bilinmeyen - - - 12
Anlaml1 1
Varyant
Homozigot (3, 6,
Yanlis . 2 7,11,12, 13, 15)
TP53 4 €.215C>G p.Pro72Arg Anlamli Ilag Yanit1 rs1042522 0.457 0.34 Heterozigot(L, 2,

4,5,8,9 10)

! Onemi Bilinmeyen Varyant ing. a Variant of Uncertain Significance (VUS)

2 Tlag Yamit1 ing. Drug Response




Tablo 4.3. Caligmada saptanan ClinVar’a gére Benign/Olasilikla Benign varyantlar.

Gen Klinik Onemi cDNA Referans MAF Olgu

(dbSNP) Sayis1
MSH6 Benign c.116G>A rs1042821 0.201 3
MSH6 Benign c.186C>A rs1042820 0.069 3
MSH6 Benign €.260+22C>G rs55927047 0.069 2
MSH6 Benign €.261-36A>G rs1800931 0.022 2
MSH6 Benign C.276A>G rs1800932 0.087 3
MSH6 Benign C.457+52T>A rs3136282 0.185 7
MSH6 Benign .540T>C rs1800935 0.135 6
MSH6 Benign .642C>T rs1800937 0.029 4
MSH6 Benign €.2633T>C rs2020912 0.004 1
MSH6 Benign €.3438+14A>T rs2020911 0.401 8
MSH6 Benign c.3646+28ACTAT>A rs2234731 0.238 11
MSH6 Benign €.3646+91T>C rs3136359 0.184 11
MSH6 Benign €.3802-45C>CT rs397897614 | 0.03 4
MSH6 Benign €.3802-40C>G rs3136367 0.191 11
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.2212A>G rs61754118 0.006 1
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.1972C>T rs3738888 0.005 1
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.1568+14C>T rs5031011 0.352 2
BARD1 Olasilikla benign ¢.1518 1519delTGinsCA | rs386654966 1
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.1518T>C rs2070094 0.229 13
BARD1 Benign .1315-19G>A rs6704780 0.365 2
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.1134G>C rs2229571 0.459 12
BARD1 Benign .1075_1095del21 rs28997575 0.045 1
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.1053G>C rs2070096 0.19 8
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | ¢.609A>C rs28997574 0.009 1
BARD1 | Benign/Olasilikla benign | c.70C>T rs1048108 0.331 4
NBN Benign c.2016A>G rs1061302 0.353 10
NBN Benign .2071-30A>T rs3736639 0.379 10
NBN Benign .1915-7A>G rs2308962 0.379 10
NBN Benign c.1197T>C rs709816 0.391 10
NBN Benign €.1124+18C>T rs2234744 0.353 10
NBN Olasilikla benign €.703-108T>C rs77265692 0.003 1
NBN Benign ¢.553G>C rs1805794 0.357 10
NBN Benign c.102G>A rs1063045 0.379 10
PTEN Benign/Olasilikla benign | c.-1027C>A rs587781128 | 0.001 1
PTEN Benign c.-903G>A rs1044322 0.011 2
PTEN Benign/Olasilikla benign | ¢.-9C>G rs11202592 0.011 1
PTEN Benign €.1026+32T>G rs555895 0.432 8
MRE11A Benign €.1225+19T>C rs641936 0.389 9
MRE11A Benign .1098+17T>C rs1805365 0.054 1
MRE11A Benign .403-6G>A rs535801 0.313 9
MRE11A Benign c.20+28G>A rs497763 0.457 12
ATM Benign c.-570C>T rs189037 0.476 13
ATM Benign/Olasilikla benign | ¢.1744T>C rs2235006 0.003 1
ATM Benign c.3161C>G rs1800057 0.009 3
ATM Benign €.2572T>C rs1800056 0.005 2
ATM Benign/Olasilikla benign | ¢.3285-11CT>C rs1799757 0.067 4
ATM Benign/Olasilikla benign | ¢.3403-15T>A rs79701258 0.035 14
ATM Benign €.4110-100T>G rs548790023 1
ATM Benign/Olasilikla benign | ¢.5557G>A rs1801516 0.067 4
ATM Benign €.5948A>G rs659243 0.0 14

w
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Tablo 4.3 devam. Calismada saptanan ClinVar’a gore Benign/Olasilikla Benign varyantlar.

Gen Klinik Onemi cDNA Referans MAF Olgu

(dbSNP) Sayisi
PALB2 Benign/Olasilikla benign | ¢.3300T>G rs45516100 0.018 3
PALB2 Olasilikla benign €.3114-51T>A rs249936 0.003 15
PALB2 Benign/Olasilikla benign | ¢.2993G>A rs45551636 0.009 2
PALB2 Olasilikla benign €.2514+8C>T rs1060504706 | 0.0002 1
PALB2 Benign/Olasilikla benign | ¢.2014G>C rs45532440 0.014 3
PALB2 Benign/Olasilikla benign | €.1676A>G rs152451 0.151 4
PALB2 Benign €.212-58A>C rs80291632 0.014 3
CDH1 Benign c.48+6C>T rs3743674 0.237 14
CDH1 Benign/Olasilikla benign | ¢.531+10G>C rs33963999 0.018 1
CDH1 Benign c.1896C>T rs33969373 0.023 3
CDH1 Benign €.1937-13T>C rs2276330 0.058 1
CDH1 Benign .2076T>C rs1801552 0.281 14
CDH1 Benign €.2253C>T rs33964119 0.055 2
CDH1 Benign/Olasilikla benign | ¢.2440-6C>G rs139757930 | 0.001 1
CDH1 Benign/Olasilikla benign | €.2634C>T rs2229044 0.018 3
TP53 Benign €.673-36G>C rs17880604 0.005 1
TP53 Benign C.672+62A>G rs1625895 0.166 15
TP53 Benign/Olasilikla benign | ¢.639A>G rs1800372 0.005 1
RADS51C Olasilikla benign c.-26C>T rs12946397 0.158 2
BRIP1 Benign/Olasilikla benign | ¢.3411T>C rs4986763 0.379 14
BRIP1 Benign/Olasilikla benign | ¢.2755T>C rs4986764 0.372 14
BRIP1 Benign/Olasilikla benign | ¢.2637A>G rs4986765 0.185 14
BRIP1 Benign €.1795-47G>C rs4988351 0.21 14
BRIP1 Benign €.508-31C>G rs4988344 0.216 4
STK11 Benign €.290+36G>T rs3764640 0.353 9
STK11 Benign €.374+24G>T rs2075604 0.27 5
STK11 Benign €.375-49G>A rs34928889 0.47 2
STK11 Benign/Olasilikla benign | ¢.816C>T rs9282859 0.024 1
STK11 Benign €.920+7G>C rs2075607 0.171 4
STK11 Olastilikla benign €.920+29G>A rs191273506 0.0 1
STK11 Benign €.1062C>G rs59912467 0.011 1

Olgu sayisi: ilgili mutasyonun kag olguda saptandigin belirtir.
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Tablo 4.4 Caligmada saptanan ACMG’ye gore benign/olasilikla benign olarak simiflandirilan varyantlar.

Gen cDNA pozisyonu dbSNP MAF | Olgu
Sayisi

MSH6 €.1542T7>C 1
MSH6 €.3647-70_3647-54del17 rs1400404621 0.001 |4
MSH6 €.4001+39C>G rs201482798 0.002 |1
MSH6 €.3646+39T>C 1
BARD1 | c.2001+66A>C rs75237746 0.05 4
BARD1 | c.1568+111A>C rs5031005 0046 |1
BARD1 | c.1568+81A>G rs5031007 0.3662 | 1
BARD1 | c.1568+82AAT>T rs5031008 0.14 2
BARD1 | c.1568+81A>G rs5031007 0.1396 | 5
BARD1 | c.1568+51A>G rs5031009 0.366 | 2
BARD1 | c.1568+42T>C rs5031010 0044 |1
BARD1 | ¢.527A>C 1
BARD1 | c.215+132A>G rs10498022 0053 |1
BARD1 | ¢.215+105C>G rs11891694 0.075 |2
BARD1 | c.215+75A>G rs10498023 0.075 |2
BARD1 | ¢.215+68delT rs71579844 0053 |1
BARD1 | ¢.159-70T>G rs34377639 0052 |1
BARD1 | c.158+46A>C rs35933323 0.255 |11
NBN €.2234+88C>G rs13312970 0.077 |3
NBN €.2071-61A>T rs3736640 0.057 |3
NBN €.1397+47AG>G rs13312924 0.063 |3
NBN €.703-29C>T rs104895034 0.007 |1
PTEN €.80-96A>G rs1903858 0418 | 8
MRE11A | c.1868-85_1868-84delGA rs13447714 0.09 6
MRE11A | ¢.1783+160C>G rs13447696 0002 |1
MRE11A | ¢.1783+119A>C rs13447695 0031 |2
MRE11A | c.846-60T>A rs610611 0.276 | 15
MRE11A | c.314+56AT>T rs572848562 0001 |1
MRE11A | ¢.21-100T>A rs104895020 0001 |1
MRE11A | ¢.21-143G>C rs1009455 0036 |1
ATM €.-31+625G>A rs3092847 0005 |1
ATM C.72+36TAA>T rs2066734 0.381 | 12
ATM €.1608-157T>A rs961192403 1
ATM €.1899-55T>G rs4987951 0.015 |3
ATM €.2125-68T>C rs2235008 0013 |1
ATM c.3078-77C>T rs664677 0.347 | 13
ATM €.3403-34T>A rs148368017 0.008 |2
ATM €.3994-193T>C rs609261 0.488 | 14
ATM €.332-30G>GT 1
ATM €.4237-54T>C rs191210833 0004 |1
ATM €.6199-61C>G rs17107917 0.015 |3
ATM €.6348-49C>CT 1
ATM €.8010+67A>AT 1
ATM €.8787-55C>T rs664982 0.465 | 14
ATM €.8850+60A>G rs664143 0372 | 14
RAD51 €.347-2881T>G rs45457497 0354 |7
RAD51 €.347-36T>G rs45455000 0.108 |3
CDH1 c.48+57 48+58insAGCCCCGTGCC rs45625236 0311 |14
CDH1 ¢.48+58A>AGCCCCGTGCCCCAGCCCTGC | rs552723559 0.066 |1
CDH1 €.1321-59A>G rs561438737 0.0002 | 1
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Tablo 4.4 devam Calismada saptanan ACMG’ye gore benign/olasilikla benign olarak siniflandirilan

varyantlar
Gen cDNA pozisyonu dbSNP MAF | Olgu
Sayisi
CDH1 €.1937-150A>AG 1
CDH1 €.1937-140CA>C rs986274194 12
CDH1 €.1937-25C>A rs201760019 0.001 |1
TP53 €.993+352C>T rs77697176 0016 |1
TP53 €.376-91G>A rs2909430 0.157 | 15
RADSI1C | ¢.904+34T>C rs28363318 0205 |9
STK11 €.290+78C>T rs3764641 0163 |5
STK11 €.465-62AAG>A 1
STK11 €.465-51T>C rs2075606 0.36 8
CHEK2 €.319+91G>A rs1033667 0273 |5
CHEK2 €.319+44C>AC rs3841692 0.23 5
Tablo 4.5 Olgularin YND kapsam raporlar1 6zeti
Olgu | Haritalanan | Hedefte olan | Okuma Uniformite
No | Okuma (on target) Derinligi
1 362,533 %96.55 752.8 %92.71
2 331,444 %97.80 856.3 %95.75
3 340,014 %98.35 885.9 %96.10
4 419,586 %97.31 1,075 %95.40
5 402,526 %97.42 1,024 %95.71
6 425,155 %97.94 1,080 %95.26
7 300,728 %97.86 766.5 %95.73
8 386,062 %98.02 994.2 %95.67
9 439,221 %97.35 1,127 %95.55
10 389,285 %97.70 1,001 %95.18
11 446,168 %97.82 1,124 %94.56
12 414,705 %97.49 1,060 %94.56
13 215,354 %96.99 566.9 % 94.24
14 400,262 %98.03 1,042 %95.25
15 435,486 %98.09 1,123 %94.73
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Sekil 4.5. Calismada tespit edilen tiim varyantlarin 6zet grafigi.
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5. TARTISMA

Kalitsal meme kanserlerinin biiyiik bir kismi, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir
patojenik mutasyon bulunmayan fakat genetik agidan yatkin kadinlarda ortaya
¢ikmaktadir (Peto ve ark., 2000; Ponder, 2001; Pharoah ve ark., 2004). Meme kanseriyle
iliskili oldugu bilinen genlerdeki yiiksek riskli mutasyonlar ile agiklanamayan ailesel
meme kanserleri, genellikle diistik riskler iceren ¢ok sayida diisiik penetransli genin ayri
ayri1 risklerinin toplamiyla ve poligenik bir model ile agiklanabilmektedir (Pharoah ve ark.,
2002). Baz1 olgularda saptanan degisimler aileye 0zgii veya ¢ok diisiik frekansta
oldugundan baska caligmalarda gdsterilememesine karsin ilgili mutasyonun tespit edildigi
ailelerde hastalig1 agiklamak igin yeterli kanit olusturabilmektedir. (loannidis ve ark.,
2001; Lohmueller ve ark., 2003; Breast Cancer Association, 2006). Meme kanseri ile ilgili
ortak haplotipleri tespit etmek igin bir¢ok tiim genom g¢alismasi yapilmistir ancak diisiik
penetransli (MAF < %10) allelleri tespit etmek oldukea giigtiir (Johnson ve ark., 2007).
Bir¢ok calismada ise ailesel meme kanseri sendromlarinda olasi genleri ve varyantlari
tespit etmek i¢in gen panelleri kullanilmistir (Castera ve ark., 2014; Kurian ve ark., 2014;
Maxwell ve ark., 2015; Minion ve ark., 2015; Tung ve ark., 2016). Bu tez ¢aligmasinda
literatiirdeki ¢caligsmalarla benzer sekilde ailesel meme kanseri hastalarinda hastaliga sebep
olan varyantlari belirlemek amaciyla BRCA1 ve BRCA2 patojenik mutasyonu tagimayan

15 hasta da 14 gen dizilenmistir.

Caligmada tespit edilen 3 tane patojenik varyant ve 1 tane patojenisitesi ¢eligkili varyant
bulunmaktadir. Bunlardan 3 tanesi CHEK2 geninde, digeri MSH6 genindedir. Alti
numarali hastanin CHEK2 geninde heterozigot olarak saptanan ¢.715G>T mutasyonu
6.ekzonda p.Glu239Ter ile sonuglanir. Kinaz fonksiyonel bolgesinde meydana gelen bu
mutasyon giidiik protein olusumuna sebep olmaktadir. CHEK2 proteinin kinaz
aktivasyonunun bozulmasinin akciger, meme ve prostat kanserine yol actigi onceki
calismalarda gosterilmistir (Matsuoka ve ark., 2001; Dong ve ark., 2003; Consortium,
2004). Bizim ¢alismamizda ¢.715G>T mutasyonunun tespit edildigi 6 numarali olguda 29
yasinda primer ve 39 yasinda niiks meme kanseri goriilmiistiir. Olgunun 39 yasinda meme
kanseri tanist alan bir kiz kardesi ve 60 yasinda prostat kanseri tanist alan babasi
bulunmaktadir (Sekil 4.12). Ayrica benign olarak siniflandirilan ancak meme kanseri
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riskini arttirdig1 rapor edilen ATM geni p.Phe858Leu ve p.Pro1054Arg mutasyonlar: da
ayni olguda (6 numarali) saptanmistir. Bu SNP’ler tartismanin ilerleyen kisimlarinda
detaylica agiklanmistir. Aile bireylerinin bu varyantlar agisindan genotiplenmesi miimkiin

olmamustir.

Caligmada tespit edilen diger patojenik CHEK2 mutasyonu yanlis anlamli ¢.470T>C
(p.11e157Thr) mutasyonudur. 1157T mutasyonu 1000delC ile birlikte en ¢ok calisilan
mutasyonlardandir. 1157T mutasyonu CHEK2 geninde FHA bdélgesinde (ing.Forkhead-
associated domain, Catal-bas iligkili bolge) bulunur ve bu 157. pozisyondaki izoldsin
memeliler arasinda evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus bir aminoasittir. Treonin
amino asit doniisiimii proteinin yapisinda konformasyonel bir degisiklige sebep olmaz
ancak proteinin hidrofobikligini 6nemli derecede etkiler (Han ve ark., 2013). Kilpivaara
ve ark. (2004) yaptig1 fonksiyonel ¢alismada 1157T mutasyonunun 1000delC mutasyonu
kadar yiiksek frekansta olmasa da meme kanseri igin risk olusturdugunu gostermistir. Yine
ayni grubun 2006’daki c¢alismasinda da 1157T mutasyonunun ailesel ve sporadik
kolorektal kanserlerle iligkili oldugu bildirilmistir(Kilpivaara ve ark., 2006). Liu ve
ark.’nin (2012) yaptig1 meta-analiz ¢aligmasinda 1157T mutasyonunun ozellikle lobiiler
meme kanserinde One ¢iktigi gbézlenmistir. Bizim calismamizda 11 numarali olguda
heterozigot 1157T mutasyonu tespit edilmistir. Olgunun tani yasi 43 olup aile dykiisiinde
32 yasinda meme kanseri tanis1 almis kiz kardes, 69 yasinda pankreas kanseri tanist almis

baba ve 70 yasinda kolon kanseri tanis1 almig amca bulunmaktadir (Sekil 4.17).

Literatiirde bulunmayan ve ilk defa bu ¢alismada tespit edilen patojenik mutasyon ise
MSH6 geninde bulunmaktadir. MSH6 geninde yanlis anlamli ¢.1628A>C (p.Lys543Thr)
mutasyonu 9 numarali hastada saptanmistir. Bu varyant in silico programlara gore;
Mutationtaster patojenik (Phylop 2.376, PhastCons 1), PolyPhen-2 olasilikla hasar verici
(skor 0.771, hassasiyet 0.85, 6zgiilliikk 0.92, v2.2.2r398), FATHMM -2.06 (Cancer)/ -2.32
(zarar verici), Provean nétral (-1.05) ve SIFT 0.62 tolere edilebilir olarak
smiflandirilmaktadir. Yanlis eslesme tamir mekanizmasi (YETM/ing.MMR) DNA’da tek
baz, kii¢iik insersiyon ve delesyonlarin diizeltilmesinde rol alir (Marinus, 2012). Patojenik
varyantlar DNA onariminda hatalara yol acarak hiicrelerde mutasyon birikimine neden
olmaktadir (Lynch ve ark., 2015). MSH6 geni YETM’de gorev alan bir proteini kodlar.
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Bu protein MSH2 proteini ile heterodimer (MutSa) olusturup yanlis eslesmis tek bazlarin
diizeltildigi yolakta rol oynar (Warren ve ark., 2007). K543T mutasyonu MutS konektor
stiperailesi bolgesinde (536-732. aa) bulunur. Mutasyonun meydana geldigi pozisyon
(543. aa) primatlardan nematodlara (C.elegans) kadar uzanan evrimsel siiregte tamamen
korunmus bir aminoasittir. Bu bolge evrimsel olarak olduk¢a korunmus oldugundan
meydana gelen mutasyonlar protein fonksiyonunu dogrudan etki edebilecegi tahmin
edilmektedir. Roberts ve ark. (2018)’nin LS’li ailede 423 meme kanserli kadinla yaptigi
caligmada tespit edilen patojenik mutasyonlarin %33.1°1 (140/423) MSH6 geninde oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismaya gore MSH6 ve PMS2 gen iliskili meme kanseri riskini diger
YETM genlerinden (MSH1, MSH2) daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Roberts ve
ark., 2018). Tiim bu verilerin 1s18inda ACMG 2015 standartlarina gore 2 orta (PM1, PM2)
ve >2 destekleyici kanit (PP2, PP3) (Tablo 3.7) ile bu mutasyonu olasilikla patojenik
olarak siniflandirabiliriz. Ancak patojenisitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek icin
fonksiyonel c¢alismalar ve ilgili mutasyonun ailede etkilenmis diger bireylerde

gosterilmesi gerekmektedir.

ClinVar’a gore patojenisitesi ¢eliskili CHEK2 ¢.1312G>T mutasyonu ise 10 numaral
olguda tespit edilmistir. CHEK2 geni 12. ekzonda p.Asp438Tyr ile sonuglanmaktadir. Bu
mutasyon proteinin Kkatalitik bolgesinde bulunmaktadir. Bell ve ark. (2007) yaptigi
calismada D438Y mutasyonunun, CHEK2 nun yabanil tipiyle karsilastirildiginda %70’e
kadar aktivitesinin diistigii g6zlenmis ancak fonksiyon kaybina dair herhangi bir veri elde
edilememistir. Seppala ve ark. (2003) 120 kalitsal prostat kanseri ailede yaptigi ¢aligmada,
1 ailede bu mutasyonu saptamistir. Tung ve ark (2016) yaptigi ¢alismada ise 2,158 meme
kanserli hastada sadece 1 olguda bu mutasyon saptanabilmistir.Le Calvez-Kelm vs ark.
(2011) 1,303 meme kanseri ve 1,109 saglikli kontrolde yaptig1 ¢alismada ¢.1312G>T
mutasyonunu 2 hasta ve 2 kontrolde saptamistir. Baska bir meta-analizde ise bu
mutasyonun meme kanseri riski i¢in anlamli bir fark olusturmadigi belirtilmistir (Southey
ve ark., 2016). Diisiik frekansta olsa dahi saglikli kontrol grubunda da rastlanilmasi
patojenik etkisi tizerinde ¢eliski olusturmaktadir. Olduk¢a diisiik frekansta (EXAC=
0.0003) goriilen bu mutasyonun patojenisitesi hakkinda daha ayrmtili fonksiyonel

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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TP53 geninde bulunan ve kodon 72 polimorfizmi olarak bilinen ¢.215C>G, p.Pro72Arg
mutasyonu bir olgu hari¢ (14 numarali) tiim olgularda (n=7 homozigot, n=7 heterozigot)
saptanmistir. Bu mutasyon prolin-zengin boélgede lokalizedir ve bu bolgedeki arjinin
degisimi SH3 baglanma bolgesi yapisini degistirmektedir. Yapilan fonksiyonel ¢calismalar
72. kodonda  arjinin bulunmasinin apopitoz mekanizmasini artirirken, prolin
bulunmasinin ise G1/S arasini uzattigr ve DNA tamirini artirdigin1 géstermistir (Bojesen
ve ark., 2008). Bu sebeple farmakogenetik c¢alismalar bu polimorfizmin kemoterapik
ilaglarin etkinligi tizerinde degisikliklere sebep oldugunu gostermektedir. Homozigot ve
heterozigot allel tastyicilarinin yabanil tiple (CC) kiyaslandiginda, kemoterapik ilaglara
kars1 artmis toksisite riski ve diisiik ilag yanitina neden oldugu bildirilmektedir
(Henriquez-Hernandez ve ark., 2010). Roshani ve ark.’nin (2017) 2426 kanser ve 2928
kontrol grubuyla yaptigi ¢alismada Pro72Arg degisiminin kanser goriilme riski agisindan
anlamli bir fark gdzlenmemistir. Saadatian ve ark. (2014) Iran popiilasyonunda yaptig1 bir

calismada benzer sonuglart bildirmistir.

Calismada 3 numarali olguda heterozigot olarak saptanan, MSH6 c¢.3647-65_3647-
61delGTTTT mutasyonu ClinVar’a gére Lynch sendromunda VUS olarak tanimlanmistir.
dbSNP veri tabanma gore bolgede benzer degisimler ve daha biiyiik
delesyon/insersiyonlar da mevcuttur. Bu mutasyon InSiGHT veri tabanina gére de VUS
olarak siniflandirtlmigtir. Ayrica 3, 5, 6 ve 8 numarali olgularda ¢.3647-70_3647-54del17
mutasyonu ayni lokasyonda diger allelde saptanmistir. 3 numarali olgunun aile 6ykiisiinde
herhangi bir kolorektal kansere rastlanilmamistir. Parc ve ark. (2000) yaptigi ¢alismada
bu introndaki diger varyantlarin RNA kirpilmasini etkileyebilecegi 6ne siiriilmiis ancak
yapilan fonksiyonel calismalar ekspresyonun normal oldugunu goéstermistir. Yapilan
literatiir taramasinda ise bizim c¢alismamizda bulunan varyant ile ilgili herhangi bir

fonksiyonel ¢caligmaya rastlanmamistir.

On iki numarali olguda heterozigot olarak saptanan ATM ¢.3590T>C (p.Val1197Ala)
mutasyonu ClinVar’a gére VUS olarak siniflandirilmistir. In silico tahmin programlari;
Polphen-2 skoru 0.997 ile muhtemelen hasar verici, SIFT skoru 0.01 ile hasar verici,
mutationtaster ise polimorfizim olarak tanimlamaktadir. Bu SNP ilk olarak Tung ve ark.

(2016) yaptig1 calismada saptanmis ancak literatiirde herhangi bir fonksiyonel ¢alisma
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bulunmamaktadir. Literatiirde fonksiyonel ¢aligma bulunmadigindan in silico analizler tek

basina patojenisitesi hakkinda yorum yapmaya yeterli degildir.

Calismamizda CHEK2 geninde c¢.1037G>A (p.Arg346His) varyanti, c.715G>T
(p.Glu239Ter) patojenik mutasyonu ile birlikte 6 numarali olguda goriilmiistiir. Ayn1 gen
tizerinde saptanan bu iki mutasyonun cis/trans durumlariin belirlenmesi bu ¢alismada
mimkiin olmamistir. Ancak, CHEK2 geninde saptanan c¢.1037G>A (p.Arg346His)
mutasyonu literatiirde Le Calvez-Kelm ve ark. (2011) tarafindan 1,313 hasta ve 1,123
kontrol grubunda yapilan ¢alismada tespit edilmistir. Calismada kontrol grubunda bu
mutasyona rastlanmazken, 1 olguda yine c.715. pozisyonda ancak farkli allel tasiyan

€.715G>A (VUS) mutasyonu ile birlikte saptanmustir.

Dort numarali olguda saptanan CHEK?2 4.ekzonda ¢.494G>A yanlis anlamli mutasyonu
ClinVar’a gore VUS olarak tanimlanmig ancak literatiirde bu mutasyona dair herhangi bir
yayina rastlanilmamuistir. In silico analizlere gore mutationtaster hastalik yapici (PhyloP

2.582, PhastCons 1, Gratham 94), SIFT tolere edilebilir 0.23 olarak degerlendirmektedir.

Caligmada saptanan ve ayr1 ayr1 degerlendirildifinde veri tabanlarima gore
benign/olasilikla benign olarak siiflandirilan bazi varyantlar, literatiirde artmis kanser
riskiyle iligkilendirilebilmektedir. Akciger kanseri i¢in risk olusturdugu diisiiniilen iki
intronik varyant (ATM geninde ¢.3078-77C>T ve ¢.8850+60A>G) 14 numarali olgu harig
olgularin tamaminda saptanmistir (n=14). Yakin zamanda yapilan bir meta-analiz
calismasina gore akciger kanseri i¢in artmis risk olusturdugu ( ¢.8850 +60 A>G i¢in OR
=1.50; 95% Cl, 1.16-1.93 ve ¢.3078-77C>T igin OR=1.31; 95% CI, 1.09-1.57) istatiksel
olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Ancak bu varyantlarin fonksiyonuna dair bir calisma

bulunmamaktadir (Xu ve ark., 2017).

Johnson ve ark. (2007) 2463 kontrol ve 473 meme kanseri olgusunda 1037 tane SNP’nin
etkisini arastirdig1 ¢calismada, meme kanseri riskini artirdigr gosterilen toplamda 25 tane
SNP tanimlanmistir. Bu SNP’ler BRCAL, BRCA2, ATM, TP53 ve CHEK2 genlerinde
bulunmaktadir. BRIP1 ve PALB2 genlerinde ise meme kanseri riskiyle iligkili SNP tespit
edilememistir. Bizim c¢alismamizda bu SNP’lerden 3 tanesi heterozigot olarak
saptanmistir. Bunlar ATM genindeki F858L, P1054R ve CHEK2’da bulunan I1157T
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mutasyonlaridir. ATM varyantlarinin arastirildigr bir ¢alismada yaklasik 26,000 meme
kanseri ve 30,000 kontrol grubunda yapilan bir meta-analize gore; F858L ve P1054R
varyant tasiyicilarinda meme kanseri i¢in artmus risk gozlenmistir, heterozigotlar i¢in
olasilik orani (odds ratio) 1.05, homozigotlarda 1.50 olarak hesaplanmistir (Fletcher ve
ark., 2010). Bu varyantlar tek tek ele alindiginda oldukga diisiik risk igeriyor olsa da risk
olusturan varyantlarin ayni kiside birden fazla sayida bulunmasi kiimiilatif riski
artirmaktadir. Bizim ¢alismamizda F858L mutasyonu 6 ve 13 numarali olgularda, P1054R
mutasyonu 6, 10 ve 13 numarali olgularda saptanmistir. Alt1 ve 10 numarali hastalar
yukarida tartisildigi lizere patojenik veya patojenitesi ¢eligkili varyantlar tagiyorken, 13
numarali hastada riski artirdigi bilinen varyantlardan baska herhangi bir patojenik

varyanta rastlanilmamustir.

Bildigimiz kadariyla Tiirk toplumunda meme kanseri olgularinda BRCA1 ve BRCA2 dis1
diisiik penetransli genlerin belirlenmesi i¢in heniiz genis ¢apli coklu gen paneli ¢alismasi
bulunmamaktadir. Mevcut literatiirdeki caligmalar baz1 risk genlerini veya varyantlari ayri
ayrt ele almaktadir. Tiirk popiilasyonunda PALB2 mutasyonlarinin arastirildigi bir
arastirmada (n=223), 18 farkli varyant tespit edilmistir (Cecener ve ark., 2016). Bu
varyantlardan ¢.3114-51T>A (olasilikla benign) ilgili ¢alismada sadece 1 hastada tespit
edilmisken bizim ¢alismamizda hastalarin tiimiinde homozigot olarak saptanmistir. Bizim
calismamizda da saptanan diger varyantlar ise €.2993G>A, ¢.2014G>C , c.212-
58A>C’dir. Literatiirde benign olarak degerlendirilen bu varyantlarin goriilme orani ilgili

calisma ile benzerlik gostermektedir.

Tiirk popiilasyonunda 101 meme kanseri (16’si aile dykiisiine sahip) ve 115 saglikh
kontrol grubunda NBN geninde (924 T>C, 8360 G>C ve 30537 G>C) degisimleri
incelenmistir ve 924. pozisyondaki T>C degisiminin meme kanseri ile iligkili olabilecegi
bildirilmistir (Uzunoglu ve ark., 2016). Bizim c¢alismamizda bu degisimlere
rastlanilmamistir. Bagka bir ¢alismada (AKkisik ve ark., 2011) RAD51 genindeki G135C
varyantinin meme kanseri i¢in riski artirdigr bildirilmistir ancak bizim ¢alismamizda bu
varyanta da rastlanilmamistir. Bu farklarin sebebi yukaridaki ¢aligmalarin olgu se¢im

kriterlerinin, yontemlerinin ve drnek sayisinin farkli olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

53



BRCAL/2 dis1 bazi yatkinlik genlerinin (CHEK2, PTEN, TP53) arastirildig1 12 Tiirk meme
kanserli olgu ile yapilan bir ¢aligmada, olgularin tiimiinde ilag yanit varyanti olusturan
TP53 kodon 72 polimorfizmi ve bir olguda bizim ¢alismamizda bulunan CHEK?2 1157T
mutasyonu saptanmistir (Moballegh, 2016). BRCA1 ve BRCA2 dis1 genlerin incelendigi
bu iki calisma birlikte degerlendirildiginde CHEK2 gen mutasyonlarinin Tiirk toplumunda

meme kanserine kalitsal yatkinlik agisindan 6nce ¢ikmasi dikkati ¢cekmektedir.

Couch ve ark. (2017)’1n ABD’de 65,000 meme kanseri olgusuyla yaptig1 ¢oklu gen paneli
(21 gen) sonucunda BRCA1,BRCA2, CDH1, PTEN ve TP53 gibi sendromik kanser genleri
cikarildiktan sonra orta ve yiiksek risk genlerinin ATM, BARD1, CHEK2, PALB2 ve
RADS51D oldugu belirtilmistir. BRIP1, RAD51C, RAD50, NBN, MLH1 ve PMS2
mutasyonlar1 ile meme kanseri riski arasinda artmis risk tespit edilememistir. ABD’de
35,000 meme kanseri olgusuyla yapilan bir diger ¢coklu gen paneli testinde (25 gen),
patojenik mutasyon saptanan olgular %9.3 (n=3.305) olarak, BRCA1/2 dis1 genlerde
saptanan patojenik varyasyonlarin (tiim patojenik varyasyonlara) orani toplamda yaklasik
%4 olarak hesaplanmis ve bu genlerin ATM, CHEK2 ve PALB2 oldugu belirtilmistir
(Buys ve ark., 2017). Bizim ¢alismamizda ise MSH6 ve CHEK2 genlerinde olasilikla
patojenik mutasyonlar ve ATM geninde meme kanseri riskini artiran varyantlar tespit
edilmistir. Mevcut literatiir bilgisi BRCA1/2 dist meme kanseri igin risk olusturan
varyantlarin daha diisiik frekansta oldugunu belirtmektedir. Bu sebeple diger iki biiyiik
calismada saptanan ve bizim arastirdiimiz genler arasinda bulunan ATM ve PALB2
genlerinde herhangi bir patojenik mutasyona rastlamamamiz olagan olmakla birlikte,
popiilasyon kaynakli varyant frekanslarinin farkliligi ve/veya ornek sayimmizin kisith

olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismaya dahil edilen 15 yiiksek risk grubu hastanin 11’inde herhangi bir patojenik
varyant saptanmamistir. Ancak, bazi olgularda klinik 6nemi heniiz tam olarak bilinmeyen
(VUS) varyantlar saptanmistir. Bu varyantlarin klinik 6neminin daha i1yi anlasilmasi igin
daha ileri c¢aligmalara gereksinim vardir. Saptanan mutasyonlarin ailedeki
segregasyonunun degerlendirilmesi, daha genis olgu serilerinde ve normal saglikli
bireylerde allel frekansinin belirlenmesi ve fonksiyonel c¢aligmalardan elde edilecek

veriler VUS grubu mutasyonlarin daha iyi anlasilmasia imkan saglayabilir. Ayrica,
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calismada kullandigimiz yontemin bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Yeni nesil dizileme
ile gergeklestirdigimiz c¢oklu gen paneli caligmasi ile biiyilkk capli kromozomal
diizenlenmelerin (insersiyon/delesyon) ve epigenetik modifikasyonlarin tespit edilmesi
miimkiin degildir. Ancak, mevcut literatiir bilgisini géz oniine aldigimizda incelenen
genlerde bazi ailelerde biiylik boyutlu genomik diizenlenmeler bulunmasi oldukga olasidir
(Krepischi ve ark., 2012; Villacis ve ark., 2016; Jeong ve ark., 2017). Bu nedenle, bu tiir
degisimlerin saptanabilmesi i¢in YND’de ayrica delesyon duplikasyon analizlerinin
uygulanmasi ya da MLPA gibi yontemlerle ilgili genlerin arastirilmasi gerekmektedir. Ek
olarak kullandigimiz gen paneli kapsami genlerin &zellikle kodlayici bolgelerini hedef
almaktadir. Ancak, genlerin kodlayict olmayan bolgelerindeki olasi mutasyonlarin da
hastalik riskini arttirici etkisinin bulunmasi olasidir. Ayrica, daha ¢ok sayida gen igeren
panellerin kullanimi da daha fazla ailede kalitsal kanser sendromunun sebebinin
aydinlatilmasi ile sonuglanabilir. Son olarak, bu ¢alismaya 15 olgunun dahil edilmis
olmas1, diisiik penetrans gosteren genlerin tespitini zorlastirmaktadir. Ozellikle
toplumumuzda bu genlerin belirlenmesi icin yapilacak biiyiikk katilimli ve daha fazla

sayida geni igeren ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir

Bu tez ¢alismasi BRCA1/2 disinda meme kanseri risk genlerinin belirlenmesi agisindan
onemlidir. Tiirk toplumunda yapilan ¢alismalar goz oniine alindiginda literatiirde bu risk
genlerinin arastirilmasina dair yapilan caligmalar olduk¢a az sayidadir. Bildigimiz
kadariyla, bu calisma Tiirk toplumunda yapilanlar meme kanseri ile iligkili oldugu
diisiiniilen en fazla sayida genin tarandigi ilk ¢calismadir. Elde edilen sonuglar toplumumuz
acisindan hangi genlerin ve varyantlarin yaygin oldugunun gosterilmesi agisindan
onemlidir. Ilk defa bu calismada tanimlanan MSH6 mutasyonu literatiire katki
saglayacaktir. CHEK2 geninde tespit ettigimiz patojenik mutasyonlarin diger genlerdeki
mutasyonlardan fazla olmasi, bu gendeki degisimlerin toplumumuz agisindan 6nemli

oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismaya dahil edilen 15 olgunun 4 tanesinde patojenik/olasilikla patojenik ve
patojenisitesi ¢eliskili mutasyonlar tespit edilmistir. CHEK2 ve MSH6 genlerinde tespit
edilen bu mutasyonlardan, MSH6 da saptanan literatiirde daha 6nce bulunmayan ilk defa
bu ¢aligmada tespit edilen varyanttir. Ayrica CHEK2, MSH6, ATM genlerinde bulunan ve
klinik 6nemi kesin olarak bilinmeyen 4 varyant ve TP53 geninde bulunan ilag¢ yanit
varyanti tespit edilmistir. Calismada meme kanseri ile iliskilendirilen 14 gende (ATM,
BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11A, MSH6, NBN, PALB2, PTEN, RADS51,
RAD51C, STK11, TP53) toplamda 155 farkli varyant saptanip degerlendirmistir.

CHEK2 geninde saptanan c¢.715G>T pGlu239Ter anlamsiz patojenik mutasyonu,
c.1312G>T p.Asp438Tyr yanlis anlamli ve patojenisitesi ¢eligkili mutasyonu, ¢.470T>C
p.Ile157Thr yanlis anlaml1 olasilikla patojenik mutasyonu sirastyla 6, 10 ve 11 numaralt
olgularda tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin klinik etkisi ClinVar veri tabanina ve
literatlir ¢aligmalarina gore degerlendirilmistir. MSH6 geninde 9 numarali olguda
saptanan c.1628 A>C p.Lys543Thr yanlis anlamli mutasyonu ilk defa bu ¢aligmada tespit
edilmis olan novel mutasyon olup, in silico tahmin programlari ve ACMG 2015

standartlarina gore degerlendirilip olasilikla patojenik olarak siiflandirilmistir.

Klinik 6nemi kesin olarak bilinmeyen; ¢.1037G>A ve ¢.494G>A mutasyonlar1 CHEK2
geninde sirasiyla 6 ve 4 numarali olguda, MSH6 €.3647-65_3647-61delGTTTT 3
numarali olguda ve son olarak ATM geninde ¢.3590T>C mutasyonu 12 numarali olguda
tespit edilmistir. Ayrica 14 numarali olgu hari¢ tiim olgularda ilag yanit1 varyanti olan

TP53 ¢.215C>G kodon 72 polimorfizmi tespit edilmistir.

Caligsmaya dahil edilen olgu sayisinin az olmasi ve arastirilan genlerin meme kanseri igin
diisiik penetransli olmasina ragmen, patojenik varyantlar bu ¢aligmada gosterilebilmistir.
Hastaliga etkisinin kesin olarak gosterilmesi i¢in mutasyonlarin segregasyon analizlerinin
yapilmasi ve fonksiyonel ¢aligmalar gereklidir. Bu ¢alismanin ailesel meme kanseri
olgulart i¢in risk genlerinin belirlenmesinde, genetik danigmada ve hastaligin molekiiler

temellerinin daha iyi anlagilmasi i¢in 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Tiirk toplumunda ailesel meme kanseri risk genlerinin belirlenmesi i¢in daha fazla sayida
geni kapsayan popiilasyon capinda biiyiik calismalar ve fonksiyonel ¢alismalarin
yapilmasi hastaligin anlagilmasinda ve mevcut sonuclarin degerlendirilmesinde 6nemli rol

oynayacaktir.
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EK1

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimci / Gontilliiniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla ilgili Bilgiler:

a.

Arastirmanin Adi:

Ailesel meme kanseri olgularinda BRCAL ve BRCA2 dis1 yatkinlik genlerin yeni
nesil dizileme ile analizi.

Arastirmanin I¢erigi:

Arastirma kapsaminda meme kanseri ile iliskili BRCAL ve BRCA2 genlerinde
mutasyon saptanamamis hastalarin yeni nesil dizileme ile farkli genlerinin
taranmasi hedeflenmistir.

Arastirmanin Amaci:

Yiiksek risk grubu olgularda, ailesel kanser sendromlariyla iliskili 14 genin
taranmasi ile hastaligin etiyolojisine katki saglanmasi, verilerin referans diziler ile
kiyaslanarak siipheli bolgelerin belirlenmesi hedeflenmistir. Hastaliga sebep olan
gen mutasyonlarin Tiirk popiilasyonunda bilinmesi ve literatiire katki saglanmast
amaclanmustir.

Arastirmanin Nedeni:

( ) Bilimsel arastirma
( X)) Tez galigmasi

Arastirmanin Ongoériilen Siiresi: Satin alma isleminden itibaren
1 yil.

Arastirmaya Katilmas1 Beklenen Katihmcey/Goniillii Sayisi: 15
Arastirmada izlenecek Deneysel islemler:

-Orneklerden DNA izolasyonu
-Ilgili genlerin yeni nesil dizileme ile taranmasi
-Elde edilen verilerin referans diziler ile analizi

2. Goniilliiniin/Katihmemnin Uygulama Sirasinda Karsilasabilecegi Riskler ve
Rahatsizliklar:

Yukarida agiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida belirtilen

riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:
Diger kan alma islemlerinde oldugu gibi kan alinan yerde kizarma, sisme ve agr1 olusabilir.

Bunun diginda herhangi bir girisimsel islem yapilmayacagindan risk veya zarar
bulunmamaktadir.
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3. Goniilliiler/Katihmeilar I¢cin Arastirmadan Beklenen Yarar:

Ailesel meme ve over kanseri goriilen olgularda hastaligin genetik etiyolojisinin belirlenmesi.
Hastaliga sebep olan mutasyonlarin belirlenmesi, genetik danisma ve risk degerlendirilmesinde
kullanilmas1 hedeflenmistir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

Aragtirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim
konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli

olacaktir.
Dog. Dr. Ayse Esra MANGUOGLU Telefon: 249 69 77
Hakan Akkurt Telefon: 249 69 76

5. Zararlarin Karsilanmasi:

Bu ¢alismaya katildigim i¢in zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu
arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagli olarak gelisebilecek her tiir
hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars1 giivencede oldugum, masraflarimin
............................ tarafindan karsilanacagi bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler i¢in benden ya da bagl bulundugum sosyal giivenlik
kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Cahismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,
Calismadan Cikarilma:

a. Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak
katiliyorum.

b. Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana
bildirildi.
c. Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekce

gostermeksizin istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin
bilincindeyim.

8. Cahsmanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen
kurulus, cahisma programimin gereklerini yerine getirmedeki
ihmalim nedeniyle ya da arastirma prosediiriine bagh olarak
onayimi almadan beni calisma kapsamindan ¢ikarabilir.
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9. Gizlilik:

Caligsma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,
..................................................... firmasi ve yoneticilerine ulastirilacaktir. Bu ¢alismadan
elde edilen bilgiler, verilere gereksinimi olan &teki iilkelerin hiikkiimetlerine ve ilgili
birimlerine iletilebilir. Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayimnlarda
sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayu:

Yukarida yer alan ve aragtirmadan once goniillitye / katilimciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da
bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak
aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu
cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda,
hi¢bir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu aragtirmaya
hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi kabul ediyorum.

Bu metnin imzali1 bir kopyasini aldim.

Goniilliiniin / katihmcinin Adi- Soyada:
Yas ve Cinsiyeti:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyada:
Imzas:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):
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Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin

Adi- Soyadr: Adi-Soyada:
imzas:: imzasi:
Tarih: Tarih:

Onam alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin

Adi- Soyada:
imzas::

Gorevi:

Tarih:

Adi- Soyada:
imzas:

Gorevi:

Tarih:
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