T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YENI NESIL DiZILEME YONTEMI iLE BRCA1 VE BRCA?2
GENLERINDE TESPIT EDILMIiS VARYANTLARIN
BiYOINFORMATIK YONTEMLERLE ANALIiZLERi: RETROSPEKTIF
CALISMA

Niyazi Kaya
0000-0002-5122-3824

Dr. Ogr. Uyesi Dilek PIRIM Dog. Dr. Sehime Giilsimn TEMEL
(Danigman) Uludag Universitesi
0000-0002-0522-9432 (Ikinci Danigman)

0000-0002-9802-0880

YUKSEK LISANS TEZi
MOLEKULER BIYOLOIJI VE GENETIK ANABILIM DALI

BURSA - 2019
Her Hakki Sakhdir



TEZ ONAYI

Nivazi KAYA tarafindan hazirlanan “Yeni nesil dizileme yontemi ile BRCA/ ve
BR(CAZ genlerinde tespit edilmis varyantlarin biyoinformatik yontemlerle
analizleri: Retrospektif ¢aligma” adli tez ¢aligmasi agagidaki jiiri tarafindan oy
birligi ile Bursa Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damgman : Dr. Ogr. Uyesi Dilek PIRIM

Tkinci Damisman:Dog. Dr. Sehime Giilsiin TEMEL, Bursa Uludag Universitesi

Baskan : Dr. Opr. Uyesi Dilek PIRIM !
: 0000-0002-0522-9432
Bursa Uludag Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Daly

Uye . Dr. Opr. Uyesi Elif UZ YILDIRIM Imza
0000-0002-1459-5485
Bursa Uludag Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalt

Uye :  Prof. Dr. Munis Diindar
0000-0003-0969-4611
Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Apabilim Dalt

Yukardaki m

Prof. Dr. m
Enst



U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallar a uygun olarak hazirladigim
bu tez ¢calismasinda;

tez i¢indeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde
ettigimi,

gorsel, igitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

baskalarimin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulundugumu,

atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gosterdigimi,

kullanilan verilerde herhangt bir tahrifat yapmadigimi,

ve bu tezin herhangi bir bélimiinii bu {iniversite veya bagka bir iiniversitede
bagka bir tez ¢alismas: olarak sunmadigimi

beyan ederim.

Nivazi KAYA



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YENI NESIL DiZILEME YONTEMI iLE BRCA1 VE BRCA2 GENLERINDE
TESPIT EDILMIS VARYANTLARIN BIYOINFORMATIK YONTEMLERLE
ANALIZLERI: RETROSPEKTIF CALISMA

Niyazi KAYA

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Dilek PIRIM
ikinci Damisman: Dog. Dr. Sehime Giilsiin TEMEL (Bursa Uludag Universitesi)

BRCA1 ve BRCAZ2 tiimor baskilayici genler olarak DNA hasar1 ve onariminda
onemli bir role sahiptirler. BRCAL geni 24 ekzondan olusur ve 1863 amino asit
igeren bir protein kodlar. BRCA2 geni ise 27 ekzona sahiptir ve 3418 amino asitlik
BRCAZ2 proteinini kodlar. BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki germline mutasyonlar
meme ve yumurtalik kanseri ile iliskilendirilmistir bu sebeple meme ve yumurtalik
kanseri riski, prognozu ve tanisinda BRCA1 ve BRCA2 gen taramalar1 biiyiik 6nem
tasir. Calismamizda kullanilan veriler Bursa Uludag Universitesi Tibbi Genetik
ABD’na BRCA1 ve BRCA2 gen taramasi igin bagvuran 125 kisinin yeni nesil
dizileme yontemi ile olusturulan genotip sonuglarindan elde edilmistir. Yapilan
yeni nesil dizileme sonucunda bulmus oldugumuz varyantlari ¢esitili veri tabanlari
ve in silico algoritmalar tarafindan patojenitesi, MAF degerleri, regiilator nemleri
ve post-translasyonel modifikasyonlara etkileri acisindan degerlendirilmistir.
Calismamiz sonucunda BRCAL ve BRCA2 geninde 16 tanesi daha dnce toplumsal
dizileme projelerinde (1000G, EXAC, gnomAD) rastlanmayan toplamda 96 varyant
bulunmustur. Ek olaral tespit etmis oldugumuz novel varyantlarimizdan 3 tanesi
kodlama yapan bolgede bulunurken digerleri intronik bolgede bulunmaktadir.
Calismamizda meme ve yumurtalik kanseri ile iliskili olabilecek protein
fonksiyonuna etkisi yiiksek varyantlar1 tespit ederken gen regiilasyonunda da
onemli olabilecek varyantlar da gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: BRCA1, BRCAZ2, in silico analiz, yeni nesil dizileme,

2019, viii + 78 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

BIOINFORMATICS ANALYSES OF IDENTIFIED VARIANTS IN THE
BRCA1 AND BRCA2 GENES BY NEXT GENERATION SEQUENCING:
RETROSPECTIVE STUDY

Niyazi KAYA

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Moleculer Biology and Genetics

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Dilek PIRIM
Second Supervisior: Dog. Dr. Sehime Giilsiin TEMEL (Bursa Uludag University)

The BRCA1 and BRCA2 genes play an important role in DNA damage and repair
as tumor suppressor genes. The BRCAL gene consists of 24 exons and encodes a
protein containing 1863 amino acids. The BRCA2 gene has 27 exons and encodes
a 3418 amino acid BRCA2 protein. The germline mutations in the BRCA1 and
BRCA2 genes have been associated with breast and ovarian cancer so BRCA1 and
BRCAZ2 gene scans are of great importance in the risk, prognosis and diagnosis of
breast and ovarian cancer. The data used in this study were obtained from the
genotype results of 125 individuals who applied to Bursa Uludag University,
Department of Medical Genetics created by the next generation sequencing method.
As aresult of the next generation sequencing, the variants were evaluated by various
databases and in silico tools in terms of pathogenicity, minor allele frequencies,
regulator importance and impacts on post-translational modifications. As a result
of our study, a total of 96 variants were found in the BRCAL and BRCA2 genes of
which 16 were not previously found in the sequencing projects (1000G, EXAC,
gnomAD). In addition, three of our novel variants were located in the coding region
and the others were located in the intronic region. In this study, we both show
several variants that may affect the protein functions and associated with breast and
ovarian cancer and also multiple variants were shown to potential role in gene
regulation.

Key words: BRCAL, BRCA2, in silico analyses, next generation sequencing,

2019, viii + 78 pages.
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1. GIRIS
1.1. Meme ve Yumurtahk Kanseri
1.1.1. Meme kanseri

Meme kanseri, diinyada en sik goriillen ikinci kanser tiirii olmakla beraber
kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir (Fidler ve ark. 2018). Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2018 verilerine (Globocan 2018) gére meme kanserinin diinya
genelinde goriilme sikligi Sekil 1.1'de gosterilmistir (http://gco.iarc.fr/). Bu verilere

gore Tiirkiye'de en sik goriilen kanser tiirtidiir (Sekil 1.2).

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2018, breast, all ages

ASR (World) per 100 000

269.0
51.4-69.0
39.4-51.4

26.3-39.4 I not applicable
<26.3 No data

Al ights reserved. d the ofth | publieation de nat i o
an Viorld Health Organization | Internatianal Agency for Research on Cancer concerning the legal status of an)
ies, or conceming the delimitation af ts frantiers or boundaries, Datted and dashed lines on maps represe
which there may not yet be full agreement,

Sekil 1.1. Dinya Saghk Orgiitii Verilerine Gére Meme Kanseri’nin Diinya
Uzerindeki Insidans Orani (http://gco.iarc.fr/)
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Estimated number of new cases in 2018, Asia, Turkey, all cancers, females, all ages

Breast
933 359 (22.3%)

Other cancers
1599 034 (38.2%)

Lung
396 866 (9.5%)

Cervix uteri
317 702 (7.6%)

Thyroid
270 271 (6.5%)

Liver

167 435 (4%)
Stomach Colon
248 671 (5.9%) 252 698 (6%)

Total : 4 186 036

Data source: Globocan 2018 o
Graph production: Global Cancer )

Observatery (hitp:{ /geo iare 1)

Sekil 1.2. Diinya Saglik Orgiiti Kanser Arastirma Ajansi Verilerine Gdore
Tiirkiye’de Goriilen Kanser Tiirleri ve Oranlar (http://gco.iarc.fr/)

Birgok c¢alisma meme kanserini Sekil 1.3’de goriildiigii izere 6 ana molekiiler alt

gruba ayirmaktadir (Mehrgou ve Akouchekian 2016).

Normal
Benzeri

Sekil 1.3. Meme Kanseri Molekiiler Alt Gruplar1 (Mehrgou ve Akouchekian 2016)

Mehrgou ve Akouchekian’in tanimladig: sekilde siniflandirilan alti ana molekiiler

grup asagida agiklanmistir.

Luminal A: Luminal A tiimor hiicreleri ER (0strojen reseptorii) ve PR (progesteron
reseptorii) igin pozitif olma egilimindedirler ancak HER-2 (insan epidermal
2


http://gco.iarc.fr/

bliylime faktorii reseptorii 2) icin negatiftir ve seviye 1 ve 2 olan tiimoérlerde
bulunmaktadirlar. Luminal A tiimdrleri en iyi prognoza, yiiksek sag kalim

oranlarina ve diislik tekrarlama oranlarina sahiptirler.

Luminal B: Luminal A tiimdr hiicreleri gibi ER ve PR i¢in pozitif olma
egilimindedirler ancak Luminal A’dan farkli olarak HER-2 i¢in de pozitiftirler.
Luminal A tiimorlerine kiyasla, Luminal B tiimoérlerinin kadinlarda geng yasta
saptanmasi ilgingtir ancak daha bliyiikk timoér boyutu ve lenf nodu tutulumu

nedeniyle daha kotii prognozlar: bulunmaktadir.

Uclii negatif/bazal benzeri: Uglii negatif meme kanserleri (TNBC) PR, ER ve HER-
2 icin negatiftir ve bu nedenle {i¢lii negatif olarak adlandirilmaktadirlar. Bu tip
meme kanseri tiimdriiniin birkac kategorisi vardir. Bu kategorilerden birine bazal-
benzeri denilmektedir ¢ilinkii bu tiimdr hiicre tipi goglis kanallarin1 kaplayan dis
hiicrelere (bazal hiicrelere) benzer ozelliklere sahiptirler. Meme kanserlerinin
yaklasik %15-20's1 liclii negatif veya bazal benzeridir. Bu tiimodrler daha geng ve
Afro-Amerikali kadinlarda ortaya ¢ikma egiliminde bulunmaktadirlar. Meme
kanseri gelisiminde BRCA1 geni ile iliskili meme kanserinin ¢ogunun, li¢lii negatif
ve bazal benzeridir. Uglii negatif/bazal benzeri tiimorler genellikle saldirgandir ve

kotii prognozludur.

HER-2 (+): HER-2 tipi tiimdrler ER ve PR i¢in negatif olma egilimindedir ve ayrica
lenf nodu tutulumu ve diisiik tiimor dereceleri bulunmaktadir. Meme kanserlerinin
yaklasik %10-15' bu alt grupta bulunmaktadir. HER-2 tipi tiimorler kotii prognoza
sahiptir, cabuk tekrarlamaktadir ve metastaz egilimlidir. HER-2 tipi tiimorler,
kadinlarda Luminal A veya Luminal B tiimorlerinden daha erken yasta

goriilmektedir.

Diisiik Claudin: Bu tip timor siklikla Giglii negatiftir, ancak farklari ise E-cadherin
gibi hiicre-hiicre yapisma proteinlerinin ekspresyonunun azaltilmasi ve lenfosit
infiltrasyonu siklikla goriillmektedir. Bu tip bir tiimor ayn1 zamanda mezenkimal

hiicrelerin ve kok hiicrelerin 6zelliklerine sahip bulunmaktadir.



Normal benzeri: Tiim meme kanseri vakalariin yaklasik %6-10'u normal benzeri
tiimdrler olarak siniflandirilir. Bu tiimorler genellikle kiigiiktiir ve iyi bir prognoza

sahip olma egiliminde olmaktadirlar.

1.1.2. Yumurtalik kanseri

Yumurtalik kanseri diinya genelinde kadinlarda insidans ve mortalite oran1 en
yiksek olan kanserlerden biridir (Fidler ve ark. 2018) (Sekil 1.4)
(http://gco.iarc.fr/). Diinya saglik orgiitii son verilerine gore diinya genelinde tiim
kanser tiirleri arasinda yumurtalik kanseri vakalar1 7. sirada gelmektedir. Bu agidan
hastaligin erken teshisinde ve risk dngoriisiinde etkin tarama testleri biiyiikk 6nem
arz etmektedir. Genom cap1 iliskilendirme g¢aligmalarinda yaklasik 30 varyant
yumurtalik kanseri riski ile iligkilendirilmesine ragmen kalitsal yumurtalik
kanserinin genetik epidemiyolojisinde BRCAL1 ve BRCA2 genlerindeki patojenik
varyantlarin etkisi biyliktir (Song ve ark. 2009, Phelan ve ark. 2017,
Kuchenbaecker ve ark. 2015, Kelemen ve ark. 2015, Earp ve ark. 2013, Bolton ve
ark. 2010, Yodsurang ve ark. 2018). Genetik faktorlerin yaninda ¢evresel ve yasam
bicimi farkliliklar1 da kisilerde yumurtalik kanseri riskini etkileyen Onemli
etmenlerdir. Epidemiyolojik ¢alismalarda belirlenen yumurtalik kanseri riskini
etkileyen baglica faktorler olarak hormonal ve ireme ile ilgili faktorler,
endometriozis, menars ve Menopoz yasi, parite, kisirlik, laktasyon, dogum kontrol
haplart hormon yerine koyma tedavisi, obezite, sigara ve alkol kullanimi

sayillmaktadir (Reid ve ark. 2017).
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Sekil 1.4. Dunya Saglik Orgiitii Verilerine Gére Yumurtalik Kanseri'nin Diinya
Uzerindeki Insidans Orani (http://gco.iarc.fr/)

Yumurtalik kanserleri vakalarinda BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin goriillme
frekanst %11-15 arasinda tahmin edilmektedir (Koczkowska ve ark. 2016).
Yumurtalik kanseri ¢ok cesitli genomik gesitlilige sahip farkli bir kanser alt kiimesi
olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Ornek verilecek olursa somatik TP53 mutasyonlari,
germline BRCA1/2 mutasyonlari, BRAF, CCNEL, TERC, TERT kopya sayist artist
ve RB1 ve/veya PTEN kopya sayis1 kayb1 6rnek olarak verilebilir. Yumurtalik
kanseri, patolojik ve genetik gozlemlere dayanarak alt siniflara ayrilabilmektedir.
Her bir alt simif, tedaviye cevap olarak farkli genetik degisiklikler, hastalik
patogenezi, tlimor ilerlemesi ve hayatta kalma sonuglarina sahiptirler. Her bir alt
smif sadece farkli davranmakla kalmaz, belirli alt siniflardaki heterojenlik, tedavi
secenekleri, ilag direnci ve genel klinik yamit konusunda zorluklar ortaya
¢ikarmaktadir (Hirst ve ark. 2018).

Cizelge 1.1. Yumurtalik kanseri alt tipleri (Hirst ve ark. 2018)

Alt Tip Mutasyon Gézlenen Klinik Prognoz Frekans
Genler
. - TP53, BRCAL, Genellikle ge¢ evrede teshis edilir ve kromozomal olarak 0
Vitksek dereceli ser6z | gpopa cpK12 kararsizdir. %65
- - BRAF, KRAS, NRAS, Genellikle geng hastalarda tan1 konur, daha az agresifve |
Disiik dereceli serdz ERBB2 genomik olarak stabildir. /05
- PTEN, CTNNBL, - . . .
Endometriyoid PPP2RIa Iyi prognoz gosterir ve kemoterapiye yanit verir. ~%20
Berrak hiicreli PIK3CA, KRAS, Orta dereceli prognoz gosterir ve kemoterapiye diisiik ~%5
karsinoma PTEN, ARID1A yanit verir. ’
Musindz KRA?‘. HER-2 Kemoterapiye diisiik yanit verir. ~%5
amplifikasyonu
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Yiiksek dereceli serdz timorler (YDS): Yumurtalik kanseri tanilarinin ve
Oliimlerinin biiyiikk bir kismint olusturur (Malpica ve ark. 2004, Kurman 2013).
YDS tiimérler pembe sitoplazma ile kolon hiicreleri igeren papiller, mikropapiller,
glandiiler, kalbursu ve trabekiiler yapilar1 (Burks ve ark. 1996, Seidman ve Kurman

1996) ile histolojik fenotipleri genis bir aralikta dagilim gostermektedirler.

YDS tiimoérleri genomik instabilite ile iliskilidir (Braicu ve ark.2011, Gorringe ve
ark. 2007). Ciinkii neredeyse hepsi (>%95) yiiksek dereceli ser6z kanserler somatik
TP53 mutasyonlarina sahiptir ve bunlarin yarisindan fazlasi esas olarak BRCAL,
BRCAZ2 veya ilgili proteinlerdeki hatalarla temsil edilen homolog DNA onarim
yolu eksikliklerine sahiptir (Ahmed ve ark. 2010, Cancer Genome Atlas Research
Network 2011, Turner ve ark. 2004, Jazaeri ve ark. 2002).

Diisiik Dereceli Seréz Tiimdrler (DDS): Ser6z tiimdrlerin yaklasik %10'unu
olusturmaktadir. DDS tiimorleri, yiiksek dereceli serdz tiimorlere kiyasla daha geng
hastalarda sik goriilmektedir. DDS yumurtalik kanseri daha erken evrelerde, iki
tarafli tutulumla ve invaziv potansiyel olmadan daha sik teshis edilmektedir (Vang
ve ark. 2009). Invaziv olmayan tiimorleri olan hastalar, invaziv tiimérleri olan
hastalar ile karsilastirildiginda, 7 yillik sag kalimlar1 daha yiiksek oranda (%66)
bulunmustur (Bell ve ark. 2001, Gershenson ve Silva 1990). Yiiksek dereceli serdz
ile karsilagtirildiginda, DDS tiimdrleri tipik olarak yavas biiylirler. KRAS, BRAF ve
ERBB2'de daha sik mutasyonlara gézlenmektedir ve TP53 mutasyonlarina ugrama

egilimindedirler (Singer ve ark. 2003, Singer ve ark. 2005, Hunter ve ark. 2015).

Endometriyoid Timoérler: Tim yumurtalik kanserlerinin yaklagik %10-20'sini
olusturmaktadir. CTNNB1 ve PIK3CA'da ve ayrica ARID1A'da siklikla aktive edici
mutasyonlar ortaya koymaktadir. PTEN mutasyonlar1 endometrioid tiimorlerin
~%20'sin de goriiliirken KRAS ve BRAF mutasyonlar1 daha az oranda
goriilmektedir (Obata ve ark. 1998, Coward ve ark. 2015).

Berrak hiicreli karsinoma (BHK): Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim

yumurtalik kanseri hastalarmin yaklasik %5'ini olusturmaktadir ve Asyali



kadinlarda (~%11), Afro-Amerikalilardan (~%3) veya Kafkasyalilardan (~%5)
daha sik goriilmektedir (Sugiyama ve ark. 2000, Tung ve ark. 2003, Seidman ve
ark. 2004). BHK'ler genellikle biiyiiktiir (15cm'nin iizerinde biiyiiyebilir). Berrak
sitoplazmay1 i¢eren hobnail hiicreli sadece papiller, tiibiilistik ve katt mimariler
gosteren tek tarafli tiimdrlerdir. Molekiiler mekanizmalar agisindan, BHK'ler
genomik seviyede karmasiktir ve ARID1A, PIK3CA, KRAS ve PTEN’de
mutasyonlara sahip olabilirler (Tan ve ark. 2011, Zannoni ve ark. 2014). ARID1A
hastalarin yaklasik %50’sinde mutasyona ugramaktadir ve PIK3CA ise hastalarin
yaklagik %33’linde mutasyona ugramaktadir (Campbell ve ark. 2004, Wiegand ve
ark. 2010). Buna karsin, BHK'ler genellikle yabani tiptedir ve daha diisiik BRCA1
ve BRCA2 mutasyonlari goriilmektedir (Alsop ve ark. 2012, Mabuchi ve ark. 2016).
Musindz: Musindz yumurtalik kanseri (MYK) cok biiylik olabilir (10-48 cm'ye
kadar degisebilir) ve erken evrelerde teshis edilebilirler (Riopel ve ark. 1999, Lee
ve Young 2003, Seidman ve ark. 2003). Invaziv hastalik vakalarinin %10'undan
azini olusturmaktadirlar (Seidman ve ark. 2003, Leitao ve ark. 2004). Musindz tipin
gastrointestinal sistemden kaynaklandigi diisliniilmektedir, ancak hastaligin
molekiiler mekanizmalari hala tam olarak aydinlatilamamuistir (Zaino ve ark. 2011).
Diger yumurtalik kanseri alt tiplerinde bulunan KRAS mutasyonlari (Cuatrecasas
ve ark. 1997, Vereczkey 2011, Teer ve ark. 2017) ve HER-2 amplifikasyonlari
MYK'da en sik goriilen genetik degisikliklerdir (Lin ve ark. 2011). MYK'da BRAF,
TP53 ve CDKN2A gibi diger mutasyonlar da bildirilmistir (Ryland ve ark. 2015).

Bu tez calismasinda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Bolimii’ne BRCA1 ve BRCA2 gen taramasi amaciyla bagvuran 125 kisinin gen
dizilemeleri sonucunda elde edilen dizi varyantlarinin genis kapsamli
biyoinformatik analizleri, protein fonksiyonuna etkilerinin in silico yontemlerle
belirlenmesi ve fenotiple iliskilendirilmesi amacglanmistir. Ek olarak detayh
biyoinformatik analizler sonucunda olas1 protein fonksiyonu tizerinde patojenik ve
regiilator 6neme sahip varyantlarin tespiti ile fonksiyonel 6nemlerinin in vitro

fonksiyonel ¢alismalar ile arastirilmasi i¢in 6n veri olusturmasi da amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. BRCA1 ve BRCAZ2 Genleri

BRCAL ve BRCAZ2 geni tiimdr baskilayici genler olarak DNA hasar1 ve onariminda
onemli bir role sahiptirler. BRCAL ve BRCA2'deki kalitsal mutasyonlar, yasam
boyu meme kanseri veya yumurtalik kanseri olugma riskini arttirmaktadir
(Koczkowska ve ark. 2016). Tiim meme kanseri hastasi kadinlarin yaklasik olarak
%5-10"unun pozitif aile 6ykiisii olan kadinlardan olustugu ve bu kadinlarin yaklagik
olarak %15-25'inin BRCA1 veya BRCA2 genlerindeki germline mutasyonlar
sonucu kanserden etkilendigi diisiiniilmektedir (Colombo ve ark. 2013). Ayrica bu
mutasyonlari tasiyan kisilerde yumurtalik kanseri gelisimi yasin artmasina bagli
olarak da artis gostermektedir. Bu oran 40 yasinda yaklasik %3’den az iken 50
yasinda %10’lara kadar ¢ikmaktadir (Andrews ve ark. 2017). BRCA genlerindeki
dizi varyantlarinin sadece meme ve yumurtalik kanseri degil diger kanser tiirleriyle

de iliskisi tespit edilmistir (Al-Sukhni 2008).

2.1.1. BRCA1 geni

BRCA1 (NCBI# 672) geni Miki ve arkadaslari tarafindan 1994 yilinda
tanimlanmistir. 17g21.31 sitogenetik lokasyonunda 17:43,044,294-43,125,482
(GRCh38) genomik lokasyonunda bulunmaktadir ve 24 ekzon’dan olusmaktadir.
Sekil 2.1’de BRCAL geni gosterilmektedir. BRCAL ayrica IRIS, PSCP, BRCAI,
BRCC1, FANCS, PNCA4, RNF53, BROVCAL, PPP1R53 olarak da bilinmektedir.

Bu gen, genomik kararliligin korunmasinda rol oynayan bir niikleer fosfoproteini
kodlamaktadir ve ayn1 zamanda da bir timor baskilayici gorevi gormektedir. Bu
gendeki mutasyonlar, kalitsal meme kanserlerinin yaklasik %40'immdan ve kalitsal

meme ve yumurtalik kanserlerinin %80'inden fazlasindan sorumludur.

BRCAI, cift zincirli DNA kirilmalarinda (DSB) yer alan bir tiimor baskilayicidir.
BRCAL eksikligi, farelerde embriyonik donemde o6liimlere yol acar ve BRCAL



genindeki mutasyonlar kadinlarin yumurtalik ve meme kanseri riskini artirmasina
neden olur.

BRCAL mutasyonlarinin tagiyicilarindaki meme kanserinin molekiiler bilesimi ER,
PR ve HER-2 ekspresyonu eksikligi ile karakterize edilir. Bu tip meme kanserine
TNBC denir (Hirshfield ve Ganesan 2014). BRCA1 mutasyonu meme kanserinin
ve sporadik bazal karsinomlarin immiinohistokimyasal profilleri benzerdir ve
sitokeratin (CK) 5/6 ve CK14'iin ekspresyonu ile karakterize edilmektedir. BRCA1
mutasyonlariin tasiyicilarinda kontralateral meme kanseri riski de artmaktadir
(kiimiilatif risk yaklasik %70 oranindadir). BRCA1 mutasyonlar ile iliskili
yumurtalik timorleri genellikle yliksek dereceli ser6z epitel karsinomudur (Rigakos

ve Razis 2012).

BRCA1 (MIM# 113705), OMIM veri tabani’na gore Falkoni Anemisi (MIM#
617883), Meme—Yumurtalik Kanseri, (MIM# 604370), Pankreas kanseri (MIM#
614320) ile iliskilendirilmistir.

[ 43014605 p [ 43170403 p
VATY BRCAL 4 HNGNL P29
RND2 RPL21P4 LOC110485084 = LOC110485085
LOC111589216
LOC111589215
NER2
LOC101929767

Sekil 2.1. BRCAL gen lokasyonu (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/672)

2.1.1.1. BRCAL proteini ve biyolojik fonksiyonu

Zinc fnger, C3HC4  BRCT _assoc: Serine- EIN3: Ethylene BRCT:BRCA1IC
type (RING finger) rich domain associated  jnsensitive 3 (648 - 978) Termims (BRCT)
(24 -64) with BRCT (344 - 507) domain 9?5? —\1 842)
o
o 400 800 1200 1600 185322
Sekil 2.2, BRCAY’in yapisal alanlar

(https://www.cbioportal.org/mutation_mapper)



BRCA1 geni genomik kararliligin korunmasinda rol oynayan bir niikleer
fosfoprotein kodlamaktadir ve bir timor baskilayici olarak da iglev gormektedir.
Kodlanmis protein, BRCAL ile iligkili genom denetim kompleksi (BASC) olarak
bilinen biiylik ¢ok alt {initeli bir protein kompleksi olusturmak icin diger timor
baskilayicilar, DNA hasar sensdrleri ve sinyal aktaricilari ile birlesmektedir. Bu gen
tirtinii, RNA polimeraz II ile ve C-terminal alan1 yoluyla birlesmektedir ve ayrica
histon deasetilaz kompleksleri ile etkilesime girmektedir. Bu sebeple protein,
transkripsiyon, ¢ift zincirli DNA kirilmalarimin onarimi ve rekombinasyonda rol

oynamaktadir.

BRCA1 proteininin insanlarda 5 farkli izoformu bulunmaktadir. izoform 1
(NP_009225.1) 1863 amino asit uzunlugunda, Izoform 2 (NP_009231.2) 1884
amino asit uzunlugunda, Izoform 3 (NP_009228.2 ) 1816 amino asit uzunlugunda,
izoform 4 (NP_009229.2) 759 amino asit uzunlugunda ve Izoform 35
(NP_009230.2) ise 699 amino asit uzunlugundadir.

BRCAI1 proteini iki fonksiyonel alan igermektedir. Bunlar N-Ring Domain (N-
Halka alani) alan1 ve bir BRCA1 C-Terminus (BRCA1 C-terminali, BRCT) alani.
Diger halka alanlarina benzer sekilde, BRCA1'in Halka alani, E3 ubikitin ligaz
aktivitesine sahiptir ve protein c¢ogalmasini kolaylastirmaktadir (Panier ve
Durocher 2009). BRCAL1'in BRCT alani, BRCAL'in translokasyonu ve DNA
hasarinda birikmesi i¢in gerekli olan bir fosfoprotein baglayici alandir (Manke ve
ark. 2003, Rodriguez ve ark. 2003, Yu ve ark. 2003). Her ne kadar BRCAl'deki
mutasyonlar gen boyunca dagilmis olsa da, her iki alanin da meme ve yumurtalik
kanseri olusumunu baskilamak i¢in ¢ok onemli oldugunu gosteren, BRCA1'in
Halka alan1 (Ring domain) ve BRCT alani i¢inde birgok kanser iligkili mutasyonlar
bulunmustur (Monteiro ve ark. 1996, Brzovic ve ark. 2001, Williams ve Glover
2003).

BRCALI1 proteininin halka alani, BARDI ile birleserek sentrozom proteinlerini
ozellikle de gama tiibiilini ubikutine eden ve kompleks BRCAI1/BARDI1'

olusturmak i¢in birlestiren bir amino terminalidir. BRCA 1 halka alaninin olmamasi,
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ubikinasyon aktivitesinin kaybolmasina ve meme hiicre hatlarinda sentrozom
amplifikasyonuna yol ag¢maktadir (Starita ve ark. 2004). Gamma tiibiilinin
ubiklestirilmesi, mitotik 1§ ipliginin olusumu sirasinda  mikrotiibiil
cekirdeklenmesindeki desteginin rolii i¢in 6nemlidir. M fazi sirasinda BRCAI,
AURKA fosforilasyonu yoluyla devre dis1 birakildiginda, BAP-1, gama tiibiilini ile
ayni yerde bulunmaktadir ve dagitimini yapmaktadir. Bu islem degistirilmemis
gama tiibiilinin sentrozoma toplanmasina ve normal mitotik ig organizasyonunun
korunmasina yol a¢gmaktadir. BAP-1'in ekspresyonu metastatik adenokarsinoma
meme kanseri hiicre hatlarinda azalir ve diisitk BAP-1 ekspresyonu, meme kanseri
hastalarinin diisiik sagkalim oranlar1 ve mitotik anormallikler ile iliskilendirilmistir
(Zarrizi ve ark. 2014). BRCA1'in fosforilaz CDK2 tarafindan aktivasyonu ayni
zamanda, sentrozomun amplifikasyonunu kontrol etme kabiliyetine de dahil
edilebilmektedir (Ruffner ve ark. 1999).

BRCA1, RNA polimeraz Il holoenzim kompleksi ile etkilesimi yoluyla birkag
genin transkripsiyonunu modiile edebilmektedir ve aktivatdr veya baskilayict
olarak islev gorebilmektedir. Bir aktivator olarak 6rnegin XPC, DDB2 ve GADDA45
gibi niikleotid eksizyon onariminda yer alan genlerin transkripsiyonel aktivitesini
indiiklemektedir. BRCA1'in, muhtemelen E3 ubiquitin ligaz aktivitesi ile
heterokromatin transkripsiyonunun susturulmasinda rol oynadigi da bildirilmistir

(Zhu ve ark. 2011). BRCAT1'in aracilik ettigi molekiiler islemler, Sekil 2.3'de

Ozetlenmistir.
DNA Onarimi
Homolog Rekombinasyon
DNA rezeksiyonu

Hiicre Dongiisti Kontrol Noktalar1

BRCA1 .
Sentrozom Duplikasyonu

RNA Polimeraz II ile etkilesme
Transkripsiyonel Aktivasyon

| J/

Sekil 2.3. BRCA1'in aracilik ettigi molekiiler islemler (Romagnolo ve ark. 2015)
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Tiim organizmalarda DSB'nin onarimi igin iki yol bulunmaktadir; serbest uglarin
homolog olmayan baglanmasi1 (NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HR) (Chapman
ve ark. 2012). NHEJ hiicre dongiisii siiresince aktif olarak bulunmaktadir ve DNA
kirilmalar1 oldugu zaman ortamda saglam ve uyumlu niikleotidler bulundugunda
verimli ¢aligmaktadir. Onarim eslesmemis niikleotidleri iceriyorsa, NHEJ aracili
onarim DNA kaybi ve muhtemelen kromozomal translokasyonlarla
sonug¢lanmaktadir. HR, hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlar sirasinda aktif olarak
bulunur ¢iinkii DNA onarimi yapabilmesi i¢in sablon olarak yeni sentezlenmis bir
kardes kromatid gerektirmektedir. NHEJ ve HR arasindaki hiicresel se¢im, DNA
hasart kontrol noktasi proteinleri, telomerik faktorler, ubikitinasyon ve
sumoylasyon adimlari, histon modifikasyonlari ve BRCAT1 gibi bir¢ok faktore bagl
olarak degisiklik gostermektedir.

BRCA1 fosforilasyonu, DNA hasarina yanit olarak hiicre dongiisii kontrol

noktalarini aktive etme yetenegini diizenler.

2.1.2. BRCAZ2 geni

BRCA2 (NCBI# 675) geni Wooster ve arkadaslar1 tarafindan 1995 yilinda
tammmlanmistir.  13913.1 sitogenetik lokasyonunda 13:32,315,479-32,399,671
(GRCh38) genomik lokasyonunda bulunmaktadir ve 27 ekzon’dan olusmaktadir
(Sekil 2.3). BRCA2 ayrica FAD; FACD; FAD1; GLM3; BRCC2; FANCD; PNCAZ;
FANCD1; XRCC11; BROVCA2 olarak da bilinmektedir. BRCA2 geni de BRCA1
gibi genom kararliliginin korunmasinda, 6zellikle ¢ift sarmalli DNA onarimi igin
homolog rekombinasyon yolaginda rol oynamaktadir. BRCA2 mutasyonlari olan
timorler genellikle yabanil tip alelin heterozigozite kayb1 (LOH) gosterdiginden,

bir tiimor baskilayici gen olarak kabul edilir.

BRCA2 (MIM# 600185), OMIM veri tabani’na gére Falkoni Anemisi, tamamlayici
grup D1 (MIM# 605724), Wilms timori (MIM# 194070), Meme kanseri, erkek,
duyarli ailesel (MIM# 114480), Meme—Yumurtalik Kanseri (MIM# 612555),
Glioblastoma 3 (MIM# 613029), Medulloblastoma (MIM# 155255), Pankreatik
kanser 2 (MIM# 613347), Prostat kanseri (MIM# 176807) ile iliskilendirilmistir.
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BRCAZ2'deki kalitsal mutasyonlar, meme, yumurtalik ve pankreas kanseri riskindeki
artigla iligkilidir. Ayrica BRCA2'deki bi-alelik mutasyonlar, ¢ocuklarda aplastik
aneminin yani sira l0semi ve kansere duyarliligi ile karakterize nadir bir kromozom
kararsizlik sendromu olan Falkoni Anemisi ile de baglantilidir (Fradet-Turcotte ve
ark. 2016).

[ 32024046 b [ 32542710 b
FRY-AS1 LOCLO06721785  IFITIPL ATP8RZP2
Ry N4BP2L1
ZARIL N4EP2L2
ERUAS me—

Sekil 2.4. BRCA2 gen lokasyonu (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/675)

2.1.2.1. BRCAZ2 proteini ve biyolojik fonksiyonu

Genomumuz, iyonize radyasyon, ultraviyole 151k veya sitotoksik DNA lezyonlar1
olusturabilen DNA replikasyon hatalar1 gibi DNA'ya zarar veren ajanlara siirekli
olarak maruz kalir. DNA lezyonlar1 arasinda, tek zincir kirilmalar1 (SSB'ler) ve
DSB'ler, ve deaminasyon ile oksidatif hasar bulunmaktadir (Goldstein ve Kastan
2015). Bu lezyonlar, temel hiicresel islemlere miidahale etmekte ve DNA
replikasyon hatalar1, duraklanmis transkripsiyon kompleksleri veya mitoz sirasinda
kromozomlarin yanlis ayrilmasi ile sonucglanabilmektedir. Sonu¢ olarak DNA
lezyonlarinin mutajenik potansiyeli, kanser hiicrelerinin bir 6zelligi olan genomik
diizenlemelere yol agabilmektedir. Kalict DNA hasar1 ayrica, norodejeneratif
hastaliklar, kisirlik, gelisimsel bozukluklar, immiin yetmezlik sendromlar1 ve
hizlandirilmis yaslanma gibi ¢esitli insan patolojileri ile de baglantilidir. DNA'ya
zarar veren ajanlarin yol actig1 tehdidi agsmak i¢in, hiicreler hiicre dongiisii boyunca
bu lezyonlar1 tespit eden, isaret eden ve nihayetinde onarabilen olduk¢a karmasik
ve spesifik DNA hasari tepkileri gelistirmistir (Helleday ve ark. 2014). Her bir
DNA lezyonun tiirii farkli bir yolag: aktive etmesine ragmen genom biitiinliigiinii
en list seviyeye cikarmak i¢in belirli bir ortiisme derecesi vardir. Bu baglamda,

BRCAZ2, HR ile DSB onarim1 ve Falkoni Anemisi yolu ile DNA ¢apraz bag onarimi
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dahil olmak {izere, birkag DNA onarim yolunda 6nemli bir rol oynar (Fradet-
Turcotte ve ark. 2016).

Genomik kararliligin korunmasi, normal hiicresel fizyolojiyi korumak ve kanser
dahil olmak {iizere birgok insan patolojisinin ortaya c¢ikmasini Onlemek igin
gereklidir. BRCA2, HR ile DSB onariminda yogun olarak calisilmis giiclii bir
tiimor baskilayicidir. Bununla birlikte, DNA replikasyonu, telomer homeostazi ve
hiicre dongtisii ilerlemesi de dahil olmak tizere genom kararliliginin korunmasinda

merkezi olarak sayisiz bagska siirece katilmaktadir.

BRCAZ2'de birkag 6nemli yapisal eleman tanimlanmistir. Bunlar yaklagik 35 amino
asidin sekiz korunmus motifinden olusan BRC tekrarlari (Bork ve ark. 1996,
Bignell ve ark. 1997, Wong ve ark. 1997); uzun bir heliks bolgesi (HD) ve {ig
oligoniikleotid/oligosakarit baglayic1 (OB) kivrimlarindan olusan DNA baglama
alan1 (DBD) ve son olarak C-terminali TR2 bolgesidir (Sharan ve ark. 1997, Yang
ve ark. 2002). BRCA2, agirlikli olarak niikleer bir proteindir ve hiicre alti
lokalizasyonu, iki ayr1 niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) ve bir niikleer aktarim
sinyali (NES) tarafindan kontrol edilmektedir (Yano ve ark. 2000, Jeyasekharan ve
ark. 2013).

BRCAZ2 proteini, BRC motifi olarak adlandirilan 70 amino asit motifinin birkag
kopyasini icermektedir ve bu motifler DNA onariminda islev géren RADS51’e

baglanmaya aracilik etmektedir.

BRCAZ2’nin N-terminal alani, PALB2 ve EMSY dahil olmak iizere ¢esitli protein-
protein etkilesimlerine katilmaktadir. BRCA2’de bulunan BRC tekrarlar1 ekstra
protein-protein etkilesimlerine (PDS5B/APRIN ve Poln) de dahil olmalarina
ragmen, monomerik RADS51’e baglanma ile iligkilidirler. BRCA2’nin bir DBD, bir
HD, iic OB kivrimlart ve bir Kule bolgesi (Tower) bulunmaktadir. Bu kisimlar
BRCA2’nin tek zincirli DNA’ya (ssDNA) ve Poli (ADP-Riboz)’a baglanmasini
tesvik etmektedirler. BRCA2’nin C-terminali, RADS51 ¢ekirdeklenicileriyle
etkilesime giren TR2 alanini igermektedir. Ayrica, BRCA2, birkag siklin bagiml
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(CDK, PLK1) ve DNA hasarina baglh (ATM/ATR, CHK1/2) kinazlar tarafindan
translasyon sonrast modifiye edilmektedir (Fradet-Turcotte ve ark. 2016). Sekil

2.5’de BRCA2’nin yapisal alanlar1 ve etkilesim ortaklar1 gosterilmistir.

CDKs ATM/ATR o DNA Baglayial CDKs CHK1/2
& .
\ \ s e\ |/
@ @ BRC tekratlan E _@@
.‘ T
1 2 3 4 5 6 78 T R
2
. NES NLS|
1 3418
PALB2/ monomerk RAD51 FANCD2
FANCN — - — —
PDS5B/ DMCA1 DMCH1 RAD5S1
—_ APRIN —_— — i
Sy Poly DSst filament
W ssDNA
Poly(ADP-Riboz)
BODIL

Sekil 2.5. BRCA2’nin yapisal alanlar1 ve etkilesim ortaklar1 (Fradet-Turcotte ve
ark. 2016)

BRCA1 ve PALB2’ye bagh olan BRCA2, ayn1 zamanda genom kararliligin
korumak icin kritik olan birgok biyolojik isleme katilmaktadir. ilk olarak BRCA2,
DSB’ler ve intrastrand c¢apraz baglart (ICL’ler) igeren DNA lezyonlarinin
onariminda ¢ok dnemli bir role sahip bulunmaktadir. Ustelik, BRCA2, DNA’nin
tamirinde duraklamis replikasyon catallarinda niikleolitik bozulmay1 6nlemektedir.
Bu fonksiyonlarin her ikisi de telomerlerin bakiminda dogrudan veya dolayli olarak
yer almaktadir. BRCA2, TREX-2 kompleksi ile igbirligi iginde R-halkalarinin
islenmesi i¢in gereklidir. Daha yakin zamanlarda yapilan bir aragtirmaya gore,
BRCAZ2, hasarli mitokondrinin temizlenmesinde (mitofaji) de rol oynayarak genom
kararliligin1 dolayli olarak korumaktadir (Fradet-Turcotte ve ark. 2016). Sekil

2.6’de BRCA2’nin genom kararliliginin korunmasinda islevleri gosterilmistir.
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Sekil 2.6. BRCA2’nin genom kararliliginin korunmasinda islevleri (Fradet-
Turcotte ve ark. 2016).

2.2. BRCA1 ve BRCAZ2 Genleri Dizi Varyantlar:

2.2.1. NCBI dbSNP veri tabaninda BRCAl dizi varyantlarinin

siiflandirilmasi

NCBI dbSNP veri tabaninda BRCAL geni i¢in toplam 26171 dizi varyanti
bulunmaktadir  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/ (Erisim tarihi:
11.05.2019). Bunlardan 5823 tanesi ClinVar’da taranmakta ve bunlardan 2450
tanesi patojenik ve muhtemel patojenik olarak raporlanmistir. Bu varyantlardan
2145 tanesinden ise ¢esitli yayinlarda bahsedilmektedir. Bu varyantlar 1000 Genom
Projesi’ndeki Minor Alel Frekansi’na (MAF) gore siniflandirilacak olursa 310
tanesi nadir, 165 tanesi yaygin olmayan varyant, 199 tanesi de yaygin varyanttir
5149 tane varyant ise siniflandirilamamistir. Bu varyantlar ExXAC i¢in MAF gore
siniflandirilacak olursa 79 tanesi nadir, 25 tanesi yaygin olmayan varyant, 11 tanesi
de yaygin varyanttir 4913 tane varyant ise siniflandirilamamistir. Sekil 2.7 ve Sekil
2.8’de BRCAL geni varyantlarinin NCBI dbSNP veri tabanina gore ¢esitli sekillerde

siiflandirilmalart gosterilmistir.
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Ozellesmemis (2206)

2 KB Upstream
Varyantlar

(1127)

500B Downstream
Varyantlar

3’UTR Varyantlar1 (508)

5’UTR Varyantlari
(190)

Yanlis Anlamli Varyantlar
(2199)

Anlamsiz Varyantlar
(Durma Kazanmis) (596)

Cerceve Kaymasi Varyantlari

(1780)

(95)
BRCAl Es Anlamli Varyantlar
(26171 varyant) (795)

Intronik Varyantlar
(21993)

Transkript Kodlamayan
Varyantlar

(5713)

Splice
Akseptor
Variantlari

Splice Donor
Variantlari

(84)

(79)

Sekil 2.7. BRCA1 geni dizi varyantlarinin molekiiler etkiye gore siniflandirilmasi

Tandem
Duplikasyon

(40)

Sequence
Alteration

()]

Tek Niikleotid
Degisimi
Varyantlar
(21736)

BRCA1
(26171 varyant)
Translokasyon Insersiyon
[6H) (518)
Kisa Ardisik Tekrar
Indel Varyantlari
(2993) (111)

Kopya Sayisi
Varyantlar

(364)

Delesyon
(1019)

Sekil 2.8. BRCAL geni dizi varyantlarinin varyant tiirline gore siniflandiriimasi
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2.2.2. NCBI dbSNP veri tabaninda BRCA2 dizi varyantlarinin

siniflandirilmasi

NCBI dbSNP veri tabaninda BRCAZ2 geni i¢in toplam 28515 dizi varyanti
bulunmaktadir  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/ (Erisim tarihi:
07.05.2019). Bunlardan 8388 tanesi ClinVar’da taranmakta ve 2956 tanesi
patojenik ve muhtemel patojenik olarak raporlanmistir. Bu varyantlardan 2719
tanesinden ise c¢esitli yayinlarda bahsedilmektedir. Bu varyantlar 1000 Genom
Projesi’nde ki MAF’a gore smiflandirilacak olursa 403 tanesi nadir, 228 tanesi
yaygin olmayan varyant, 187 tanesi de yaygin varyanttir 7570 tane varyant ise
siiflandirilamamigtir. Bu varyantlar ExAC i¢cin MAF’a gore smiflandirilacak
olursa 147 tanesi nadir, 47 tanesi yaygin olmayan varyant, 5 tanesi de yaygin
varyanttir 6777 tane varyant ise simiflandirilamamustir. Sekil 2.9 ve Sekil 2.10’da
BRCA2 gen varyantlarinin NCBI dbSNP veri tabanina gore cgesitli sekillerde

siiflandirilmalart gosterilmistir.
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(Durma Kazanmis)
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Ozellesmemis

Yanlis Anlamh
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Varyantlar (4432)

Stop Lost
4

2 KB Upstream
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500B Downstream Cergeve Kaymasi

Varyantlar (217) Va(rzylag;l)an
BRCA2
(28515 varyant) Es Anlaml

Varyantlar (1549)

3’UTR Varyantlar (820) Intronik V. il
ntroni aryantliar
(18423)

Transkript Kodlamayan

5’UTR Varyantlart
Varyantlar (711)

(113)

Splice
Akseptor

Splice Dondr
Variantlari

(75)

Variantlari
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Sekil 2.9. BRCAZ2 geni dizi varyantlarinin molekiiler etkiye gore siniflandirilmasi
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Sekil 2.10. BRCAZ2 geni dizi varyantlarinin varyant tiiriine gore siniflandirilmast

2.2.3. BRCA1 ve BRCAZ? dizi varyantlarinin fenotiple iliskileri

BRCAL ve BRCA2 genleri sadece meme ve yumurtalik kanseri dahil olmak tizere
bircok hastalik ve fenotip ile iliskilendirilmislerdir.

DisGeNET (A database of gene-disease associations, Gen-Hastalik iliskileri veri
tabani), farkli halka agik (licretsiz) veri tabanlarinda olan genlerin fenotiplerle
iliskilerini derleyen bir veri tabanidir (http://disgenet.org/home/). Bunun yani sira
Karsilastirmali  Toksikojenom Veri Tabam™(CTD™), UniProt/SwissProt,
Orphanet, Fare Genom Veri Tabani (MGD), PsyGeNET, Genomics Ingiltere,
ClinGen, Rat Genom Veri Taban1 (RGD) dahil olmak iizere tahmin edilen verileri
icermektedir. DisGeNET'teki varyant-hastalik iliskileri ClinVar'dan, NHGRI-EBI
GWAS (Genom wide association study, Genom boyu iligkilendirme ¢alismalari)
katalogundan ve GWAS db'den agiklamalidirlar (Pifiero ve ark.2017). DisGeNET
veri tabanina gére BRCAL ve BRCA2 genleri bir¢ok hastalik, fenotipik 6zellik ve
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hastalik grubu ile iligkilendirilmistir. DisGeNET veri tabanindan alinan sonuglara

gore BRCA1 ve BRCA2 genleri ile iligkili 118 fenotip Cizelge 2.1'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. BRCAl ve BRCA2 genlerinin iligskili oldugu fenotipler
(http://disgenet.org/home/) (Erisim tarihi:20.10.2019)
Gen Fenotip E;%EE If;
BRCAl Breast-Ovarian Cancer, Famihal, Susceptibility To, 1 C2676676
BRCAl Ovarian Cancer, Familial, Susceptibility To, 1 C2676678
BRCAl Breast Cancer, Familial, Susceptibility To, 1 C2676677
BRCAl Undifferentiated Carcinoma C0205698
BRCAl Neoplastic Cell Transformation C0007621
BRCAl Cytopenia 0010828
BRCA1 Chromosome Breaks C0333704
BRCAl Chromosome Breakage C0376628
BRCA1 Carcinomatosis C0205699
BRCAl Abnormality of The Fallopian Tube C0281842
BRCA1 Icterus C0022346
BRCAl Dyschezia C0237326
BRCA1 Decrease in Appetite C0232462
BRCA1 Chronic Fatigue C0518656
BRCA1 Carcinogenesis C0596263
BRCA1 Abdominal Discomfort C0232487
BRCA1 Nausea and Vomiting C0027498
BRCA1 Neoplasm Metastasis C0027627
BRCA1 Tumor Progression C0178874
BRCA1 Abdomen Distended C0000731
BRCA1 Pancreatic Cancer, Susceptibility To, 4 C3280442
BRCA1 Constipation C0009806
BRCA1 Weight Decreased C1262477
BRCA1 Functional Intestinal Obstruction C3639956
BRCAl Back Pain C0004604
BRCAl Gastrointestinal Pain C0687713
BRCAl Loss Of Appetite (Finding) C1971624
BRCAl Abdominal Pain C0000737
BRCAl Mammary Tumorigenesis C1512981
BRCAl Invasive Cancer C0677898
BRCA1 Depressive Symptoms C0086132
BRCAl Tumor Initiation C0598935
BRCAl Hyperactive Behavior C0424295
BRCA1 Premature Menopause C0025322
BRCAl Invasive Carcinoma C1334274
BRCA1 Precancerous Lesions C0940937
BRCA1 Cyst C0010709
BRCA1 Tumor Immunity C1519680
BRCA1 HER2 Gene Amplification C1512127
BRCA1 Colonic Polyps C0009376
BRCA1 Amenorrhea C0002453
BRCA1 Metastatic Neoplasm C2939420
BRCA1 Anoxia C0003130
BRCA1 Memory Impairment C0233794
BRCA1 Senile Plaques C0333463
BRCA1 Abnormal Behavior C0233514
BRCA1 Solid Neoplasm C0280100
BRCA1 Multiple Tumors C0260037
BRCA1 Coinfection C0275524
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Cizelge 2.1 BRCA1 ve BRCA2 genlerinin iligkili oldugu fenotipler (devam)

BRCAl Difficulty Sleeping C0235162
BRCAl Adnexal Lesion C0237053
BRCA1 Endothelial Dysfunction C0856169
BRCA1 Progressive Neoplastic Disease C0677932
BRCA1 Recurrent Tumor C0521158
BRCA1 Recurrent Carcinoma C0549379
BRCA1 Emotional Problems C0677660
BRCA2 Breast-Ovarian Cancer, Familial, Susceptibility To, 2 C2675520
BRCA2 Ovarian Cancer, Familial, Susceptibility To, 2 C2675522
BRCA2 Breast Cancer, Familial, Susceptibility To, 2 C2675521
BRCA2 Cytopenia 0010828
BRCA2 Breast Cancer, Susceptibility To C3469522
BRCA2 Abnormality Of The Fallopian Tube C0281842
BRCA2 Abdominal Pain C0000737
BRCA2 Functional Intestinal Obstruction C3639956
BRCA2 Chromosomal Breakage Induced by Crosslinking Agents C4021737
BRCA2 Decrease In Appetite C0232462
BRCA2 Abdominal Discomfort 0232487
BRCA2 Low Density Lipoprotein Cholesterol Measurement C0202117
BRCA2 Dull Intelligence C4020876
BRCA2 Mental And Motor Retardation C4020875
BRCA2 Almond-Shaped Palpebral Fissure C4024780
BRCA2 Pancreatic Cancer, Susceptibility To, 2 C3150546
BRCA2 Short Stature C0349588
BRCA2 Poor School Performance C1843367
BRCA2 Hypopigmented Skin Patch C1836735
BRCA2 Gastrointestinal Pain C0687713
BRCA2 Acquired Scoliosis C0700208
BRCA2 Serum Total Cholesterol Measurement C1445957
BRCA2 Weight Decreased C1262477
BRCA2 Bone Marrow Hypocellularity C1855710
BRCA2 Irregular Hyperpigmentation C1860236
BRCA2 Chromosome Breakage C0376628
BRCA2 Decreased Platelet Count C0392386
BRCA2 Short Palpebral Fissure C0423112
BRCA2 Glioma Susceptibility 3 C2751641
BRCA2 Low Intelligence C0423903
BRCA2 Small Head C0424688
BRCA2 Aplasia/Hypoplasia Of The Radius C2749463
BRCA2 Breast-Ovarian Cancer, Familial, Susceptibility To, 1 C2676676
BRCA2 Loss Of Appetite (Finding) C1971624
BRCA2 Cognitive Delay C1864897
BRCA2 Chronic Fatigue C0518656
BRCA2 Carcinogenesis C0596263
BRCA2 Curvature Of Spine C0037932
BRCA2 Tracheoesophageal Fistula €0040588
BRCA2 Neoplasm Metastasis C0027627
BRCA2 Thrombocytopenia C0040034
BRCA2 Back Pain C0004604
BRCA2 Icterus C0022346
BRCA2 Solid Neoplasm C0280100
BRCA2 Tumor Progression C0178874
BRCA2 Hyperactive Behavior C0424295
BRCA2 Mammary Tumorigenesis C1512981
BRCA2 Plaque, Amyloid C2936349
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Cizelge 2.1 BRCA1 ve BRCA2 genlerinin iligkili oldugu fenotipler (devam)

BRCA2 Invasive Carcinoma C1334274
BRCA2 Confusion C0009676
BRCA2 Cyanosis C0010520
BRCA2 Senile Plaques C0333463
BRCA2 Seizures C0036572
BRCA2 Multiple Tumors C0260037
BRCA2 Depressive Symptoms C0086132
BRCA2 Disorientation C0233407
BRCA2 Exanthema C0015230
BRCA2 Recurrent Tumor C0521158
BRCA2 Refractory Cancer C0677936
BRCA2 Invasive Cancer C0677898
BRCA2 Myoclonus C0027066

Cizelge 2.2. BRCAl veya BRCA2 mutasyonlar tasiyan bireylerde ortaya cikan
kanser tiirleri (Roy ve ark. 2016)

,I;i?:éer BRCAL mutasyonlar1 | BRCA2 mutasyonlar1 | Notlar
Meme ve yumurtalik kanseri BRCAL ve BRCA2
mutasyon tastyicilarinda baskin kanser yatkinhigidir.
Meme |o'/i°s7|<0780 Hayat boyu (:1(;?(0760 Hayat boyu BRCAL mutasyon tastyicilart BRCA2 mutasyon
tagtyicilarina gore daha geng yasta meme ve
yumurtalik kanseri gelistirmektedirler.
Meme ve yumurtalik kanseri BRCAL ve BRCA2
Yumurtalik | %50 Hayat boyu risk %30 Hayat boyu risk g}?g:i}l'glgitﬁisll(}t’éc;fg;ﬁiBaéggiagls;rirﬁitkmllgl
heterozigotluk kaybi her zaman bulunmaktadir.
Askenazi BRCA? mutasyon tastyicilarinin _<% 1’1 prostat
yahudilerinde bulunan ' kanserine sahiptir. Prostgt kanseri BRCAl mutasyon
Prostat mutasyonlar risk artist 20 kat artmus risk tagtyicilarinda daha.nadlr gérﬁ!mekted%r(BRCAl
ile iliskilidir mutasyonlarina sahip Askenazi Yahudi niifusu
tiyeleri harig).
Anekdot notu ve BRCA2 mutasyon tastyicilarmim <% 1’ 1 pankreas
Pankreatik sadece vaka raporlart 10 kat risk artist kanseridir. BRCA1 mutasyon tastyicilarinda goriilme
bulunmaktadir siklig1 net bir sekilde belgelenememistir.
Gastrit Bildirilmemis St raporlar Mide kiinserinirl BRCAZ mutasyonlart ile iligkili olup
olmadig1 net degildir.
Beyin, Fanconi anemi alt tipi D1 (BRCA2 mutasyonlarinin
Digerleri Bildirilmemis medulloblastom, neden oldugu) merkezi sinir sistemi kanseri ile
girtlak, CLL ve AML iligkilidir.
Fallopian ) ) Bu kanser _tipi yumurte}hk kanser_i gibidir, ancak genel
tiipil Nadir Nadir olarak nadir gérﬁle?n bir kanserdlr. ve BRCA mutasyon
tastyicilarinda nadir goriilmektedir.
2.3. Gen Dizi Varyantlarnmm Smiflandirma ve Kategorizasyonunda

Biyoinformatik Araclarin Onemi

Varyantlarin siniflandirilmasi; protein diizeyinde etkileri, amino asit degisimin

protein fonksiyonuna etkisi, popiilasyon dagilimlari, hastalarda gériilme sikliklari,

bulunduklar1 gen bdlgesinin korunmuslugu degerlendirilerek yapilmaktadir ve

regiilator onemleri, post-transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalardaki

olast rolleri degerlendirilmektedir. Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4 bu amaglarla
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kullanilan bazi veri tabanlari ve in silico tahminleme araclarin ait bilgiler

bulunmaktadir.

Cizelge 2.3. Veri tabanlart ve igerdikleri bilgiler (Richards ve ark. 2015’den
degistirilerek alinmistir)

Hastalik veri tabanlar

ClinVar
(http://www.ncbi.nim.ni | Insan varyasyonlarmin klinik nemi ve fenotip iliskisi ile ilgili veri tabani.
h.gov/clinvar)
OMIM Insan genlerinin ve hastaliklarla iligkili genetik varyantlarin temsili bir rneklemesini iceren
(http://www.omim.org) | genetik kosullarin veri tabani.

Insan Gen Mutasyonu
Veri Taban
(http://www.hgmd.org)

Literatiirde yayimlanan varyant anotasyonlarini igeren veri tabani. Igerigin goguna erismek
icin licrete dayali abonelik gerektirmektedir.

Lokus / hastalik / etnik / diger 6zel veri tabanlari

Insan Genomu

Varyasyon Toplulugu
(http://Awww.hgvs.org/db | Insan Genomu Varyasyon Toplulugu sitesi, insani varyasyonun belirli alt gruplarina
list/dblist.html) degisken agiklamalar saglayan binlerce veritabaninin bir listesini gelistirdi. Leiden Open

Leiden Ag¢ik Varyasyon | Variation Database sisteminde biiyiik miktarda veri tabani olusturulmustur.
Veri tabant
(http://www.lovd.nl)

aigb%;siﬁher sanger.a Ensembl genom tarayicty1 kullanarak genomik mikroarray verilerini fenotip ile baglayan

c.uk) klinisyenler ve arastirmacilar i¢in molekiiler bir sitogenetik veri tabani.

Populasyon veri tabanlari

Ekzon Toplama Veri Bu web sitesinde saglanan veriler, hastaliga 6zgii ve popiilasyon genetik ¢aligmalarinin bir

E?ltt)f I;l /(/grrl] gﬁ?ﬁ?&roa din | parsast olarak dizilen ilgisiz bireylerden 125.748 ekzon dizileri ve 15.708 tam genom
sti tL?teI o?g) ' dizilerini kapsamaktadir.

Ekzon Toplama
Konsorsiyumu
(http://exac.broadinstitut
e.org/)

Cesitli hastaliga 6zgii ve populasyon genetik ¢alismalarinin bir pargasi olarak dizilenen
varyantlar ve hastalik ile ilgili olmayan kisilerin ekzon sekansi sirasinda bulunan
varyantlarin veri tabani. Pediatrik hastalik hastalar ve ilgili kisiler hari¢ tutulmustur.

Ekzqn Variant Sun_ucusu Avrupa ve Afrika kokenli Amerikan kokenli bireylerin birkag bityiik kohortunun ekzon
(http://evs.gs.washingto

n.edu/EVS) sekanslamasi sirasinda bulunan varyantlarmn veri tabani.

26 popiilasyondan diisiik kapsama ve yiiksek kapsama genomik ve hedefli siralama
sirasinda bulunan varyantlarin veri tabani. Ekzon Variant Sunucusuna kiyasla daha fazla
cesitlilik saglar, ancak ayni zamanda daha diisiik kaliteli veriler igerir ve sadece bazi

1000 Genom Projesi
(http://browser.1000gen

Omes.org) kohortlar ilgili bireyleri igerir.

((j':)th/F;WWW nebi.nlm.ni Birgok kaynaktan gonderilen kisa genetik varyasyonlarin veritabani (tipik olarak <50 bg).
h gg\-/ /snp ) ' B Kaynak aragtirmanin detaylari eksik olabilir ve patojenik degiskenler icerebilir.

dbVar

(http://www.ncbi.nlm.ni | Bir¢ok kaynaktan gonderilen yapisal degiskenlik veri tabani (genellikle> 50 bg).
h.gov/dbvar)
NHLBI TOPMed TOPMed projesi, NHLBI'nin Hassas Tip I¢in Trans-Omics (TOPMed) Tiim Genom
(https://www.nhlbiwgs.o | Siralama (WGS) Projesi'nin bir pargasi olan ¢alismalara katkida bulunan tiim katilmcilarla
rg/group/project-studies) | toplanan varyasyon verilerini rapor etmektedir.

Kullandigimiz in silico tahminleme algoritmalart disinda birgok in silico
tahminleme algoritmas1 mevcuttur. Ornegin, The American College of Medical
Genetics and Genomics (Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji, ACMG)’nin
onerdigi bir¢ok farkli algoritma bulunmaktadir. Bu algoritmalar, kullanim amaglari

ve web adresleri Cizelge 2.4’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. In silico tahminleme araglar1 ve igerdikleri bilgiler (Richards ve ark.

2015)
ConSurf http://consurftest.tau.ac.il
FATHMM http://fathmm.biocompute.org.uk
MutationAssessor http://mutationassessor.org
Evrimsel koruma
PANTHER http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp
PhD-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html
SIFT http://sift.jcvi.org
. . - Protein yapisi ve
SNPs&GO http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go fonksiyonu
Align GVGD http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php
MAPP http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/MAPP/index.html
Protein yapis,
MutationTaster http://www.mutationtaster.org fonksiyonu ve
Yanlig evrimsel koruma
Anlamh MutPred http://mutpred.mutdb.org
Va?gztlar PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
Varyant dizisi
arasindaki
PROVEAN http://provean.jcvi.org/index.php benzerlik ve
protein dizilimi
benzerligi
Coklu dizi
nsSNPAnalyzer http://snpanalyzer.uthsc.edu hlzalgmm ve
protein yapi
analizi
SIFT, PolyPhen-
. 2ve
Condel http://bg.upf.edu/fannsdb/ MutationAssesso
r’ Ui birlestirir
Simiile
varyantlart ile
CADD http://cadd.gs.washington.edu insanlarda sabit /
neredeyse sabit
tiiretilmis aleller
; . : Markov
GeneSplicer http://www.cbch.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml modelleri
Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/ :g::lsqyona bagh
. . Maximum
- MaxEntScan http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html entropi prensibi
esim
noktasinda NetGene2 http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2 Noral aglar
bulunan - . . - .. -
varyantlar igin NNSplice http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html Noral aglar
Agirlik matriks
FSPLICE modeline
dayanan ek

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fsplice&group=programs&subgroup=
gfind

yerleri igin
tiirlere 6zgii
Ongorii

Niikleotid
korunmusluk
tahmini

GERP http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/index.html

Genomik
evrimsel oran
profili

PhastCons http://compgen.bsch.cornell.edu/phast/

Koruma
puanlamasi ve
korunan
unsurlarin
belirlenmesi
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Ornek Materyaller

Calismamiz i¢in Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim
Dali’na ¢esitli sebeplerle Mart 2018-Eyliil 2018 tarihleri arasinda basvuran 125
kisinin BRCA1 ve BRCA2 gen dizilemesi sonucunda elde edilen veriler
kullanilmistir. Bu tez calismasi Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi klinik
arastirmalar etik kurulundan (Karar no: 2018-21/6) onaylanmistir. Orneklerden
alman periferik kandan (2ml) QIAGEN DNA izolasyon kiti ile DNA izole
edilmistir. DNA konsantrasyonlar1 Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific)
cihazinda Ol¢iildiikten sonra BRCA2 (56 amplikon) ve BRCAL (35 amplikon)
genlerinin tim ekzonlar1 ve ekzon-intron baglanti bolgeleri BRCA MASTR Plus
Dx Assay (Multiplicom) kiti kullanilarak ¢ogaltilip, Illumina Miseq yeni nesil
dizileme cihazi kullanilarak dizi analizi yapilmistir.

Cizelge 3.1. BRCA1 ve BRCA2 gen taramas: yapilan Orneklerin karakteristik
ozellikleri (n=125)

Cinsiyet 122 Kadin, 3 Erkek
Yas ortalamasi 46
Aile Oykiisii 7
Diger Kanser Oykiisii 3 (Tiroid, Mide, Jejenum)
Meme Kanseri 101
. Kiside baska kanser 6ykiisii 1
e  Kiside meme ve/veya yumurtalik kanseri aile dykiisii 17
e Ailede meme ve/veya yumurtalik ve diger kanser dykiisii 4
Yumurtalik Kanseri 14
e  Kiside meme/yumurtalik ve/veya yumurtalik kanseri aile oykiisii 1

3.2. Varyantlarin Tespit Edilmesi ve Analizi

[llumina Miseq cihazindan alinan .fastq dosyalar1 Sophia DDM veri analiz
platformuna yiiklenerek Sophia Genetics’in MOKA yazilimi ile ham veri dosyalari
islenilmis ve bu islenilmis olan .vcf genotip dosyalari .xIsl formatinda indirilmistir.
Biyoinformatik analizler Oncesi data olusturma asamalar1 Sekil 3.1.°de

gosterilmistir.
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DNA izolasyonu

PCR asamalart

BRCA1/BRCA2 MASTR Dx
Assay (Multiplicom) kiti
kullanilarak Illumina MiSeq
sistemine uyumlu reaktif kitlerle
yiiklenilmesi

Barkodlama ve
kiitiiphanenin
olusturulmasi

Illumina Miseq Sistemine
yiiklenilmesi

QIAGEN kan izolasyonu kiti kullanimi

Ham verinin Sophia

Sophia DDM veri analiz platformonunda islenen ham datanin indirilmesi

DDM veri analiz
platformuna
yiiklenmesi

Sekil 3.1. Biyoinformatik analizler 6ncesi data olusturma agamalari

Bu asamalardan sonra varyantlarin anotasyonu ve patojenite siniflandirilmalari i¢in

bir¢ok in silico tahminleme algoritmasi kullandik (Sekil 3.2).

Tespit Edilen
BRCAL ve BRCA2
Varyantlar

Minér Alel
frekanslarinin
hesaplanmasi

(Haploview

Analizi)
Populasyon alel

frekanslariin
belirlenmesi

(1000G, ExAC,
gnomAD)

Klinik bilgi ile
yorumlama
(ACMG, ENIGMA,
Clinvar, HGMD)

— SIFT
B VEP
In silico patojenite
tahminleme B Provean
algoritmalar:
—  Polyphen-2

Post-translasyonel
modifikasyonlarin
etkileri (PTM)

— AWESOME

Regiilator
Onemleri

MutationTaster

RegulomeDB

PolymiRTS

Sekil 3.2. Calismada kullanilan veri tabanlar1 ve in silico tahminleme araglari
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Tespit edilen tim varyantlarmm klinik ile iligkili bilgilerine ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), HGMD Professional 2019.3 (http:
/lwww.hgmd.cf.ac.uk/), ACMG/AMP Kkriterlerini kullanarak dizi degiskenlerinin
klinik 6nemini yorumlayan InterVar (http://quanli.tk/winterVar/)(Li ve Wang
2015) ve ENIGMA kullanilarak ulasilmistir. Buna ek olarak g¢alismamizda
varyantlarin popiilasyonlarda goriilme siklig1, biiyiik 6lgekli dizileme projelerinin
verilerini toplayan ti¢ kaynaktan elde edilmistir (L000G, EXAC ve gnomAD).

Calismamizda varyantlari siniflandirmak igin Kullandigimiz veri tabani ve in silico

araglardan bahsedecek olursak;

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT): Ng PC ve Henikoff tarafindan 2003
yilinda olusturulmustur. SNP ¢alismalar1 ve rastgele mutagenez projeleri, protein
kodlama bolgelerinde amino asit degisimlerini tanimlamak tizere olusturulmus bir
algoritmadir (https://sift.bii.a-star.edu.sg/). Bilindigi iizere her bir amino asit
degisimi protein fonksiyonunu etkileme potansiyeline sahiptir. SIFT, bir amino asit
degisiminin protein fonksiyonunu etkileyip etkilememesini Ongdren bir
programdir. SIFT’nin mutajenez c¢alismalarinda ve insan polimorfizmlerinde
fonksiyonel olarak notr ve zararli amino asit degisiklikleri arasindaki farki ayirt
edebilecegini gosterilmistir (Ng PC ve Henikoff 2003).

SIFT’in verdigi sonuglara gore; Tolerated: Amino asit degisiminin etkisi tolere
edilebilir diizeyde oldugunu gostermektedir. Damaging: Amino asit degisiminin

etkisi hasar verici diizeyde oldugunu gistermektedir.

PROVEAN: Choi Y. ve arkadaglari tarafindan 2012 yilinda olusturulmustur. Bir
amino asit degisiminin veya indel’in, bir proteinin biyolojik fonksiyonu iizerinde
bir etkisi olup olmadigin1 dngdren bir yazilim aracidir (http://provean.jcvi.org).

PROVEAN, islevsel olmayan, 6nemli oldugu tahmin edilen ve indel degiskenleri
tanimlamak i¢in kullanighdir. PROVEAN’mn verdigi sonuglara gore; Neutral:
Proteinin etkisi notr oldugunu gostermektedir. Deleterious: Proteinin etkisi hasar

verici diizeyde oldugunu gostermektedir.
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Variant Effect Predictor (Varyant Etkisi Tahminleyicisi, VEP): McLaren ve
arkadaslar tarafindan 2016 yilinda olusturulmustur
(http://www.ensembl.org/Tools/VEP). Kodlama ve kodlama yapmayan bolgelerde
genom varyantlarinin analizi, ek agiklama ve onceliklendirme i¢in giiglii bir arag
setidir. Farkli gereksinimlere uyacak cesitli arabirimlere ve analizi yapilandirmak
ve genisletmek icin basit segeneklere sahip genis bir genomik agiklama
koleksiyonuna erigim saglar. Ac¢ik kaynaktir, kullanimi ticretsizdir ve sonuglarin
tam olarak tretilebilirligini destekler. VEP, ¢ok c¢esitli ¢alisma tasarimlarinda
degisken yorumlamay: basitlestirebilir ve hizlandirabilir. Human Genome
Variation Society (Insan Genomu Varyasyon Dernegi, HGVS) isimlendirmesini
kullanan degisken raporlama da transkriptlere veya proteinlere dayanir. VEP’in
verdigi sonuglara gore; High: Varyantin, protein iizerinde yiiksek (yikici) bir etkiye
sahip oldugu ve muhtemelen protein kesilmesine, fonksiyon kaybina veya anlamsiz
degisim kaynakli bozulmaya neden oldugu varsayilmaktadir. Low: Cogunlukla
zararsiz veya proteinin etkisini degistirmeyen varyant. Moderate: Protein
etkinligini degistirebilecek yikict olmayan bir varyant. Modifier: Genellikle,
kodlamayan degiskenler veya kodlama yapmayan genleri etkileyen, tahminlerin zor

oldugu veya etki kanitt bulunmayan degiskenlerdir.

POLYPHEN-2: Adzhubei ve arkadaslar tarafindan 2010 yilinda olusturulmustur.
Bir amino asit yerini tanimlayan vahsi tip alel 6zelliklerinin ve mutant (tiiretilmis,
hastaliga neden olan) alel Ozelliklerinin  karsilagtirilmasimi  igerir
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml).  Bilgilendirici  dzelliklerin
cogu, iki insan alelinin, homolog proteinlerin ¢oklu dizilimi dizisindeki amino asit
degistirmelerinin modeline ne kadar iyi uydugunu, insan vahsi tip alelden ilk
sapmay1 barindiran proteinin, insan proteininden ne kadar uzak oldugunu belirler.
Hizalama hatti, bir kiimeleme algoritmas1 kullanarak analiz i¢in homolog sekans

setini secer ve daha sonra ¢oklu hizalamalarini olusturur ve gelistirir.

PP2 verdigi sonuglara gore; Benign: Amino asit degisimi proteinin etkisini

degistirmez. Possibly damaging: Amino asit degisimi proteinin etkisinde hasar
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verebilir. Probably damaging: Amino asit degisimi proteinin etkisinde muhtemelen

hasar verir.

MutationTaster: Schwarz ve arkadaslari tarafindan 2014 yilinda olusturulmustur
(http://www.mutationtaster.org). Yalnizca amino asit degisimlerinin degil ayni
zamanda intronik ve es anlamli degisikliklerin, kisa ekleme ve/veya silme (indel)
mutasyonlarimin ve intron-ekzon simirlarim1 kapsayan varyantlarin fonksiyonel
sonuglarin1 tahmin etmek i¢in tasarlanmistir. 1000G’de veya HapMap’te
homozigot durumda dort defadan fazla bulunan degisiklikler otomatik olarak notr
olarak kabul edilir. ClinVar’da patojenik olarak isaretlenmis varyantlarin otomatik
olarak hastaliga neden oldugu tahmin edilir ve hastalik fenotipi goriintiilenir.
ENCODE projesi ve Database of Transcription Factor Binding Profiles
(transkripsiyon faktor baglama profilleri veri bankasi, JASPAR)’dan gelen veriler
de dahil olmak iizere diizenleyici 6zellikler i¢in entegre testler yapmiglar ve DNA
varyantlar1 etrafindaki evrimsel korumayir puanlamiglardir. MutationTaster’in
verdigi sonuglara gore; Disease causing: Muhtemelen zararli varyant. Disease
causing automatic: Zararli oldugu bilinen varyant (varyant detaylari i¢in dbSNP/
TGP/ClinVar/HGMD veri bankalarina erisim saglamaktadir). Polymorphism:
Muhtemelen zararsiz. Polymorphism automatic: Zararsiz oldugu bilinen varyant
(varyant detaylari i¢in dbSNP/ TGP/ClinVar/HGMD veri bankalarina erisim

saglamaktadir).

RegulomeDB: Boyle ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda olusturulmustur
(http://www.regulomedb.org/). Insan genomunun kodlama yapmayan bélgelerinde
bilinen ve 6n goriilen tek niikleotid degisimlerinin diizenleyici elemanlarla iliskisini
skorlama sistemi ile analiz eden bir veri tabanidir. Bu veri tabaninda iliski kurulan
genom bdlgeleri DNaz asirt duyarlilik bolgelerini, transkripsiyon faktorlerinin
baglayici1 bolgelerini ve diizenleme transkripsiyonuyla biyokimyasal olarak
karakterize edilmis promotor bolgeleri igerir. Bu verilerin kaynagt GWAS’1n halka
acik veri kiimelerini, ENCODE projesini ve yaymlanmis literatiirii igermektedir.

RegulomeDB’nin verdigi sonuglardan boliim 3.5’de bahsedilecektir.
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PolymiRTS: MikroRNA'lardaki (miRNA'lardaki) ve bunlarin hedef bolgelerindeki
(PolymiRTS) polimorfizmlerin miRNA fonksiyonunu bozdugu, hastalik
gelismesine ve fizyolojik ve davranigsal fenotiplerde varyasyona yol agtigi
bilinmektedir. Genomik teknolojilerdeki son gelismeler, miRNA-mRNA baglanma
sahalarmin CLASH (capraz baglanma, ligasyon ve hibrit sekanslama) gibi
dogrudan haritalama deneylerinden tanimlanmasint miimkiin kilmistir. Daha
eksiksiz ve dogru miRNA-mRNA etkilesimleri saglamak i¢in PolymiRTS veri
tabaninda CLASH deneylerinden veriler entegre edilmistir. PolymiRTS'in tarama
ve arama sayfalari, kullanicilarin PolymiRTS'ler ve gen ekspresyon ozellikleri,
fizyolojik ve davranigsal fenotipler, insan hastaliklar1 ve biyolojik yollar arasindaki

iliskileri kesfetmelerini saglamaktadir (Bhattacharya ve ark. 2014).

A Website Exhibits SNP On Modification Even (AWESOME): Fosforilasyon,
cogaltma, metilasyon, asetilasyon, glikozilasyon ve digerleri de dahil olmak iizere
post-translasyonel modifikasyonlar (PTM'ler) ¢ok 6nemli biyolojik proseslerdir.
Yanlis anlamli  SNP'lerin islevsel mekanizmalarindan biri, PTM'leri
etkileyebilmeleri ve bir protein iglev bozukluguna ve bunun asagi yondeki sinyal
yolu bozukluguna yol acabilmeleridir. Burada, SNP'lerin hemen hemen her tiirlii
PTM iizerindeki mevcut 20 aragtan olusan SNP'lerin roliinii sistematik olarak
degerlendiren etkilesimli bir web tabanli analiz aract olan AWESOME adli bir veri

tabani adl1 bir veri taban1 yapmiglardir (Yang ve ark. 2019).

Evidence-based Network for the Interpretation of Germline Mutant Alleles (
ENIGMA): Spurdle ve arkadagslari tarafindan 2012 yilinda olusturulmustur. On
dokuz iilkeden 100’den fazla arastirmacinin katilimi ile olusturulmus bir
konsorsiyumdur (https://brcaexchange.org). Meme kanseri genlerindeki dizi
varyantlarmin klinik 6nemini belirlemeye odaklanan uluslararasi bir arastirmaci
konsorsiyumudur. BRCA1 ve BRCA2 gen varyantlarinin siniflandirilmasi igin 5
smif sistemi tanimlayan kurallar baglangicta ENIGMA Yonlendirme komitesi
tiyeleri tarafindan tasarlandi ve belgelendirildi ve ENIGMA ortaklarindan gelen
girdilerle revize edilmistir. Bu ENIGMA kriterleri, yaymlanan kilavuzlara gore

genetik danigma alanindaki hasta ve aile yonetimiyle baglantili olabilecek BRCA1/2
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gen sekanst varyasyonunun standart klinik siniflandirmasi i¢in bir temel
saglamaktadir. Su anda, onerilen siiflandirma kriterlerinin, germline yiiksek risk
varyantlarmi (bilinen veya tahmin edilen klasik patojenik varyantlara esdeger
kanser riski ile iligkili), diisiik veya risksiz varyantlardan erken bir sonlandirma
kodonunu kodlayan (yani anlamsiz veya cerceve degisimini) ayirt etmesi

amaglanmstir.

Human Gene Mutation Database (HGMD): Stenson ve arkadaslari tarafindan
2017 yilinda olusturulmustur (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/introduction.php).
Insan kalitsal hiicre cekirdeklerinde olusan ve insan kaliim hastaliklarina ve
sakatliklarina sebep olan veya bunlarla yakin iligkisi olan mutasyonlar1 kapsayan
detayli bir derlemedir. Bu veri tabani baglangicta insan genlerinde olusan
mutasyonlarin mekanizmalarini incelemek tizere gelistirilmis olsa da, giiniimiizde
kalitsal insan gen hastaliklar1 hakkindaki giincel bilgileri de igerdigi i¢in daha genis
bir uygulama kapsamina ulagsmigtir. HGMD’nin iki farkli versiyonu mevcuttur. Bu
versiyonlar ise HGMD Public ve HGMD Professional’dir. Bu iki versiyon arasinda
ki fark ise HGMD Professional’in iicretli olas1t ve her 3 ay da bir veri tabanini
giincellemesidir. HGMD biitlin yayinlanan kalitsal hastaliklara sebep olan
mutasyonlart ve de hastaliklar veya fonksiyonla baglantili polimorfizmleri kapsar
ve bu bilgileri kolayca ulasilabilecek bir sekilde, ister akademik, ister kliniksel ve
isterse ticari amagla olsun, biitiin ilgilenenlere sunar. Buradaki veriler, gen
kodlarinda tek baz-¢ifti degisikliklerini (yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlar
gibi), insan hiicre ¢ekirdek genlerinin regiilasyon ve ekleme i¢in 6nemli kisimlarini,
mikrodelesyonlar1 ve mikroinsersiyonlari, indel polimorfizmlerini, niikleotid tekrar
biiylimelerini ve de biiyiik gen hatalarini (delesyonlar, insersiyonlar, duplikasyonlar
gibi) ve komplike gen diizenlemelerini icermektedir. Bu calismada kullanilan

HGMD Professional stirimi 2019.3 tiir.

Clinvar: Insanlarda gozlenen varyantlar ve fenotipler arasindaki iliskileri
destekleyici kanitlarla sunan tcretsiz halka acik bir veri tabanmdir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). ClinVar, hasta orneklerinde bulunan

varyantlari, hastalarin klinik bilgilerini ve bunlar1 bildiren kisilerle ilgili verileri
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isler. Bildirim yapildiktan sonra aciklanan aleller referans diziler ile eslestirilip
HGVS standartlarina gore rapor edilir. ClinVar, tibbi genetik toplulugunun
ihtiyaclarimi verimli ve etkili bir sekilde karsilamak i¢in kuruluslar ile isbirligi

i¢erisinde calismaktadir.

ACMG/AMP Kkriterleri: Bu uluslararasi kriterler bir varyantin klinik olarak
onemini hakkinda siniflandirma yapar (Richards ve ark. 2015). Bu smiflandirma
genel olarak patojen-muhtemel patojen ve iyi huylu-muhtemel iyi huylu olarak
sunulur. Her patojenik kriter, ¢cok gii¢lii (PVS1), giiglii (PS1-4), orta (PM1-6) ve
destekleyici (PP1-5) olarak ayrilirken her iyi huylu kriter, tek basina (BA1), giicli
(BS1-4) veya destekleyici (BP1-6) olarak tanimlandirilir.

Patojenik kriterler yakindan incelenecek olursa;

1) Cok Giiclii Patojenite Kaniti
PVSI1: Fonksiyon kaybinin bilinen bir hastalik sebebi oldugu durumlarda anlamsiz,
cerceve kaymasi mutasyonlari, baslama kodonu ya da bircok ekzonun

delesyonudur.

2) Patojenik Etkinin Gii¢lii Kanitlari

PS1: Patojenik 6zellik gosteren amino asite doniigtim.

PS2: Aile hikayesi olmadan hastaligin de nova goriilmesi.
PS3: Zararl etkisi in vivo ve in vitro desteklenen gen tiriinii.

PS4: Etkilenen bireylerde varyant prevelansinin anlamli derecede artmasi.

3) Patojenik Etkinin Orta Dereceli Kanitlar

PM1: Hot-spot (Mutasyonlarin fazla gergeklestigi) noktalar ve kritik fonksiyonel
alanlarda degisim.

PM2: Ekzon Sekans Projesi, 1000 Genom veya ExAC gibi biiyilk projelerde
goriilmeme.

PM3: Resesif bozukluklar icin trans olarak tespit edilen patojenik bir varyant.

PM4: Protein uzunlugunun gerceve ici delesyon ya da insersiyonla kisalmasi.
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PMS5: Farkli bir amino asit kalintisinda tespit edilen degisimin patojen olarak tespit
edilmesi.

PM6: Aile hikayesi 6grenilmeden de nova olarak kabul edilmesi.

4) Patojeniteyi Destekleyen Kanitlar

PP1: Hastaliga yol actig1 bilinen bir genden etkilenen aile bireylerinden kdken
alma.

PP2: Diisiik huylu bir kotii huylu varyasyon varyasyonuna sahip olan ve bir koti
huylu varyantlarin ortak bir hastalik mekanizmasi oldugu bir gende yanlis
varyasyon.

PP3: In silico analizlerle hesaplamanma.

PP4: Hastanin fenotipi ve aile dykiisii.

PP5: Varyant yakin zamanda patojenik olarak bildirilmistir fakat kanitlar

laboratuvar denemeleri i¢in uygun degildir.

Iyi huylu kriterleri yakindan incelenecek olursa;

1) Iyi Huylu Etkinin Bagimsiz Kanit:
BA1: Ekzon Sekans Projesi, 1000 Genom veya EXAC projelerinde minér alel

frekanst %5’°in Uzerindedir.

2) lyi Huylu Etkinin Giiglii Kanit:

BS1: Alel siklig1 beklenenden daha yiiksek.

BS2: Saglikli bir eriskin bireyde resesif (homozigot), dominant (heterozigot) veya
X’e bagl (hemizigot) bir hastalik gbzlenmistir ve erken yasta tam penetrasyon
beklenmektedir.

BS3: In vivo ve in vitro ¢alismalarla zararl etkisinin gdzlemlenememesi.

BS4: Ailenin etkilenen bireylerinde segregasyon eksikligi.

Not: Yaygin gozlenen fenotipler (6rnegin; kanser, epilepsi, vb.) icin etkilenen
bireylerde segregasyon eksikligini taklit edilenilir. Ayrica ek olarak, ailelerin
otozomal dominant bozukluga katkida bulunan birden fazla patojenik varyanti

olabilir ve bu da belirgin bir segregasyon eksikligi olugturabilmektedir.
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3) Iyi Huylu Etkiyi Destekleyen Kanitlar

BP1: Oncelikle kesilen varyantlarin hastaliga yol actig1 bilinen bir gende yanlis
anlamli varyant.

BP2: Tamamen niifuz eden bir baskin gen/hastalik i¢in patojenik bir varyant ile
trans’da gozlendi veya herhangi bir kalitim paterninde patojenik varyant Cis’te
gozlenmesi.

BP3: Bilinen bir islevi olmayan, yinelenen bir bolgedeki ¢ergeve i¢i silme/ekleme
islemleri.

BP4: Cok sayida in silico hesaplama kanitinin, gen veya gen {irliinii lizerinde bir
etkisi olmadigini gostermesi (koruma, evrimsel, ek etki vb.).

Not: In silico algoritmalarinin ¢ogu, tahminleri i¢in ayni veya ¢ok benzer girdi
kullandigindan, her bir algoritma bagimsiz bir kriter olarak sayilmaz. BP4, bir
varyantin degerlendirilmesinde yalnizca bir kez kullanilabilmektedir.

BP5: Varyantin, hastalik icin alternatif bir molekiiler temele sahip bir vakada
bulunmasi.

BP6: Varyant son zamanlarda iyi huylu olarak degisken bildirilmistir, ancak
kanitlar bagimsiz bir degerlendirme yapmak i¢in laboratuvara uygun olmamasidir.
BP7: Splicing tahminleme algoritmalarinin hicbir etki 6ngérmedigi ve niikleotidi

cok fazla korunmayan es anlamli varyant.

3.3. Haploview analizi

Haploview, ¢ok cesitli veri kiimesi boyutlar i¢in haplotip analizi i¢in kapsamli bir
arag¢ paketi saglamak tizere tasarlanmistir. Haploview kolay bir bi¢imde degisken
kalite istatistikleri, LD (linkage disequilibrium, baglanti dengesizligi) bilgileri,
haplotip bloklari, niifus haplotip frekanslar1 ve tek degiskenli iliskilendirme

istatistiklerini iiretir (Barrett ve ark. 2005).

Calismamizda Haploview (4.2) programi kullanarak tespit edilen varyantlarin MAF
degerleri hesaplandi. MAF degerlerine gore sonucumuz; 0.05’e biiyiik veya esit
varyant yaygin, sonucumuz 0.05’den kiiciik ve 0.01’e¢ esit veya biiyiik ise
varyantimiz yaygin olmayan, eger sonucumuz 0.01’°den kiiciik ise varyantimiz nadir

varyant olarak siniflandirilmistir. Calismamizda kullanilan 125 kiside gozlenen
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varyantlarin MAF degerleri ile varyantlarin diger caligmalarda tespit edilen

frekanslarini karsilasgtirma sansimiz oldu.

3.4. BRCA1 ve BRCA2 varyantlarin protein fonksiyonuna etkisinin analizi

Varyantlar1 siniflandirmak igin farkli in silico tahmin araglari kullanilarak
varyantlarin protein fonksiyonuna etkisi degerlendirilmistir. Calismaya dahil edilen
in silico araglarin belirli hesaplama algoritmalari bulunmaktadir. Bu ¢alismada
kodlama yapan gen bolgelerindeki varyantlarin fonksiyonel sonuglarini
degerlendirmek icin temel olarak kullanilan tahmin algoritmalari; SIFT, MT, PP2,
Provean ve VEP’dir. PP2, ilgili varyant i¢in analiz edilmesi icin spesifik protein
tanimlayict gerektirir ve PP2’ deki sekans varyantlarini analiz etmek igin
UniProtKB veri tabanindan P38398 ve P51587 alinmistir, ancak SIFT, PP2 ve
Provean tahminleri sadece yanlis anlamli varyantlar1 kapsamaktadir. MT ayni
zamanda indelleri de ele alabilmektedir. Fosforilasyon, ¢ogaltma, metilasyon,
asetilasyon, glikozilasyon ve digerleri de dahil olmak {izere post-translasyonel
modifikasyonlar (PTM'ler) ¢cok onemli biyolojik proseslerdir. Yanlis anlamli
SNP'lerin islevsel mekanizmalarindan biri, PTM'leri etkileyebilmeleri ve bir
protein islev bozukluguna ve bunun asagi yondeki sinyal yolu bozukluguna yol

acabilmeleridir. Bu kisimda AWESOME veri tabani kullanilmistir.

3.5. BRCAl1 ve BRCA2 varyantlarinin gen regiilasyonundaki potansiyel

etkilerinin degerlendirilmesi

Varyantlarin diizenleyici etkilerinin degerlendirilmesi i¢in RegulomeDB (Boyle ve
ark. 2012) veri tabani kullanildi. Cizelge 3.2°’de RegulomeDB’ye ait skorlar ve

acgiklamalar1 bulunmaktadir.

Cizelge 3.2. RegulomeDB Skorlar1 ve agiklamalari

RegulomeDB Skoru Ac¢iklama

la eQTL + TF binding + matched TF motif + matched DNase Footprint + DNase peak
1b eQTL + TF binding + any motif + DNase Footprint + DNase peak

1c eQTL + TF binding + matched TF motif + DNase peak

1d eQTL + TF binding + any motif + DNase peak

le eQTL + TF binding + matched TF motif

1f eQTL + TF binding / DNase peak

2a TF binding + matched TF motif + matched DNase Footprint + DNase peak
2b TF binding + any motif + DNase Footprint + DNase peak

2c TF binding + matched TF motif + DNase peak

3a TF binding + any motif + DNase peak

3b TF binding + matched TF motif
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Cizelge 3.2. RegulomeDB Skorlar1 ve agiklamalar1 (devam)
4

TF binding + DNase peak

5 TF binding or DNase peak

6 Diger
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4. BULGULAR

Calismamiza toplam 125 kisinin genotip verisi dahil edildi. Orneklerimizin
ozellikleri ise; %98’1 kadin, %6°s1 aile 6ykiisli bulunan, %11°1 yumurtalik kanserine
sahip, %81°’1 meme kanserine sahip ve %?2’sinde ise diger kanser tiirleri

bulunmaktadir.

Calismamiz sonucunda bulmus oldugumuz varyantlarin %87’si SNV, %131 ise
indel varyanttir. BRCAL1 geninde 37 varyant, BRCA2 geninde 59 varyant olmak
lizere toplamda 96 varyant saptanmistir. BRCAL geninde toplam 23 tane kodlama
yapan bolgede varyantimiz bulunmaktadir. Bu varyantlardan 2 tanesi ¢erceve
kaymas1 varyant1 olmak {izere 4 tane es anlamli varyantimiz ve de 15 adet yanlis
anlamli varyantimiz bulunmaktadir. Ek olarak 2 tane varyantimiz ise 5’UTR
bolgesine  denk gelmektedir. Ayricana 5° UTR da bulunan c.-
63delCinsGATATATATATGT varyantimiz novel varyanttir.

BRCA2 geninde toplam 40 tane kodlama yapan bélgelerde bulunan varyantimiz
bulunmaktadir. Bu varyantlardan 5 tanesi ¢cergeve kaymasi varyanti olmak tizere 11
adet es anlamli varyantimiz, 19 tane yanlis anlamli varyantimiz ve 3 tane de
anlamsiz varyantimiz bulunmaktadir. Ek olarak 1 tane varyantimiz ise 5’UTR
bolgesine, 1 tane varyantimiz da 3’UTR bdlgesine denk gelmektedir. BRCAL
geninde saptamis oldugumuz varyantlarin 3 tanesi novel varyant olmakla beraber

BRCAZ2 geninde saptamis oldugumuz varyantlarin 5 tanesi novel varyanttir.

Bunlara ek olarak bulunan varyantlarin genlerin bolgeleri iizerindeki dagilimlar
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 gosterilmistir.

37



13

14

3

0‘

1

111
0|||000|0000000000

2 2 2

18
L1°]

1

|oo

12

10

2

2
11
00000000000|||0|00

d1ne
yz uoxg
£ uonuj
£2 uoxg
2z uonuj
gz uox3
T¢ uonu]
Tz uox3
02 uonu|
0z uox3
6T uoau|
6T UOX3
8T uonu|
8T Uox3
LT uonuj
LT UoX3
9T uoa|
9T uox3
ST uonu|
GT uox3
¥T uonu|
yT uox3
€T uonu|
£T Uox3
2T uonuj
2T uox3
TT uonuj
1T Uox3
0T uonuj
0T uox3
6 uonuj
6 uoxa
g uonuj
g uox3

£ uonuj
1 uox3
9 uonu|
9 uox3
S uonuj
G uox3
 uonuj
¥ uox3
€ uonu|
£ uoxa

2 uonuj
Zuox3
T uonuj
T uox3

2
o
=
)
in

2

0

Sekil 4.1. BRCAL varyantlarinin gen bolgeleri lizerindeki dagilimlari

Sekil 4.1°de goriildigii tizere BRCAL geninde en fazla varyantimiz ekzon 10’da

gozlemlenmistir. Ekzon 10 NCBI veri tabanina gore 3,425 baz uzunlugunda olup

BRCAlgeni i¢in en uzun ekzondur. Mehta ve arkadaslarinin 2018 yilinda Kuzey

Hindistan’da meme ve yumurtalik kanseri lizerine yaptig1 ¢alismaya gore BRCA1

geninde en fazla varyant ekzon 10’da saptamiglardir (Mehta ve ark. 2018)
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Sekil 4.2°de gorildigl tizere BRCAZ2 geninde en fazla varyantimiz exon 11°de
gozlemlenmistir. Ekzon 11 NCBI veri tabanina gore 4,931 baz uzunlugunda olup
BRCAZ geni i¢in en uzun ekzondur. Yine ayni sekilde Mehta ve arkadaslarinin 2018
yilinda yaptig1 calismaya gére BRCA2 geninde saptanmis olan mutasyonlarin yarisi

ekzon 11’de bulunmaktadir (Mehta ve ark. 2018).
4.1. Minor Alel Frekans1 Hesaplanmasi

Yapilan Haploview analizi sonucunda nadir, yaygin olmayan ve yaygin varyantlara
rastlanilmistir. Sekil 4.3’de de gosterildigi tizere BRCAL ve BRCA2 genlerinde
toplam 35 yaygin (MAF>0.05) varyant, 8 yaygin olmayan 0.01<MAF<0.05 varyant
ve 53 nadir (MAF<0.01) varyant belirlenmistir. BRCA1 ve BRCA2 geninde tespit
etmis oldugumuz 8 novel varyantimizin ise dogal olarak MAF degerleri 0.01’den

kiictktiir.

MAF<0.0] —
0.01=MAF<0.05

MAF>0.05

MAF<0.01 —
0.01<MAF<0.05

MAF>0.05

BRCA2

BRCA1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

BRCA1 BRCA2
MAF>0.05 0.01<MAF<0.05 MAF<0.01 MAF>0.05 0.01<MAF<0.05 MAF<0.01

Total 17 3 17 18 5 36
m Novel 0 0 3 0 0 5

Sekil 4.3. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde gozlemlenen varyantlar ve MAF
siniflandirilmasi

Ayrica, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen varyantlarin MAF degerleri
1000G, ExAC, gnomAD veri tabanlari ile karsilastinnlmistir ve ¢izelge 4.1'de

sunulmustur.

Veri tabanlari ile Haploview sonucumuzun benzerligi sonuglarimizi
desteklemektedir. Fakat novel varyant olmamasina ragmen BRCA1 geninde ¢.4358-
3A>G (rs1567779966) BRCA2 geninde <¢.10078A>G  veri tabanlarinda
gbzlenmemislerdir. Ayn1 sekilde BRCA2 geninde ise ¢.67+1G>A, ¢.2765dupT,
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C.4563A>G, .6468_6469delTC, ¢.6513G>C, ¢.7436-1G>C, .7618-53T>C

varyantlart da veri tabanlarinda gézlenmemistir.
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Cizelge 4.1. Tespit edilen varyantlarin ¢calisma 6rneklerinde (n=125) ve diger popiilasyon veri tabanlarinda goriilme sikliklar

Gen Lokasyon | RefSNP ID c.DNA Amino Asit Degisimi | MAF ExAC gnomAD 1000G
BRCA1 41276318 | Novel €.-63delCinsGATATATATATGT 0.004 NA NA NA
BRCA1 41276247 | rs3765640 c.-134T>C 0.392 NA 0.3169 NA
BRCA1 41251973 | Novel C.442-76T>C 0.004 NA NA NA
BRCA1 41251931 |rs799923 C.442-34C>T 0.204 0.1738 0.1711 0.0986
BRCAl | 41251803 |rs56187033 ¢.536A>G p.Tyrl79Cys 0.004 0.0002718 | 0.0002545 0.0002
BRCA1 41249364 | rs8176144 ¢.548-58del T 0.176 NA 0.3005 0.3349
BRCA1 41248009 | Novel €.594-70C>T 0.004 NA NA NA
BRCA1 | 41247973 |rs147314539 |c.594-34T>C 0.004 0.0004272 | 0.0003021 0.0006
BRCA1 | 41246483 |rs41286292 ¢.1065G>A p.Lys355Lys 0.004 0.0001895 | 0.0001274 0.0002
BRCALl | 41246481 |rs1799950 ¢.1067A>G p.GIn356Arg 0.064 0.04407 0.04712 0.0218
BRCAl | 41246092 |rs55906931 €.1456T>C p.Phe486Leu 0.004 0.0002966 | 0.0002724 0.0002
BRCAL1 | 41245900 |rs56012641 c.1648A>C p.Asn550His 0.004 0.0002727 | 0.0002551 0.0002
BRCA1 | 41245601 |rs397508920 |c.1938 1947delCAGTGAAGAG p.Ser646Argfs*2 0.004 0.008243 NA NA
BRCA1 | 41245471 | rs4986850 ¢.2077G>A p.Asp693Asn 0.08 0.05681 0.05800 0.0335
BRCAL | 41245466 |rs1799949 €.2082C>T p.Ser694Ser 0.38 0.3483 0.3486 0.3365
BRCALl | 41245237 |rs16940 €.2311T>C p.Leu771Leu 0.392 0.342 0.3422 0.3353
BRCA1 41244936 | rs799917 C.2612C>T p.Pro871Leu 0.38 0.41 0.4127 0.3628
BRCA1 | 41244664 |rs80356955 €.2884G>A p.Glu962Lys 0.004 0.008244 0.00001769 | NA
BRCA1 | 41244435 |rs16941 ¢.3113A>G p.Glu1038Gly 0.396 0.3429 0.3430 0.3357
BRCA1 41244000 |rs16942 ¢.3548A>G p.Lys1183Arg 0.388 0.349 0.3486 0.3526
BRCA1 41243509 | rs28897689 ¢.4039A>G p.Argl347Gly 0.004 0.00398 0.003869 0.0006
BRCA1 |41243190 |rs799916 €.4097-141A>C 0.388 NA 0.4490 0.3648
BRCA1 |41234470 |rs1060915 ¢.4308T>C p.Ser1436Ser 0.392 0.3431 0.3433 0.3363
BRCA1 41234399 | rs1407411387 | c.4357+22C>T 0.004 NA 0.000003985 | NA
BRCA1 41228634 | rs1567779966 | c.4358-3A>G 0.004 NA NA NA
BRCA1 41226601 |rs273900734 | c.4485-63C>G 0.388 NA 0.3164 NA
BRCA1 41226488 | rs1800744 ¢.4535G>T p.Serl512lle 0.004 0.002151 0.002366 0.0006
BRCA1 |41226387 |rs28897691 c.4636G>A p.Asp1546Asn 0.004 0.0001318 | 0.0001344 NA
BRCA1 | 41223094 |rs1799966 c.4837A>G p.Ser1613Gly 0.396 0.3496 0.3500 NA
BRCA1 41223048 | rs4986854 €.4883T>C p.-Met1628Thr 0.016 0.001524 0.001425 NA
BRCA1 41222975 | rs1799967 C.4956G>A p.-Met16521le 0.024 0.01762 0.01818 0.0112
BRCA1 41219804 | rs8176233 €.4987-92A>G 0.392 NA 0.3128 NA
BRCA1 41219780 |rs8176234 ¢.4987-68A>G 0.388 NA 0.3148 NA
BRCA1 41216021 | rs8176258 ¢.5075-53C>T 0.012 NA 0.01825 NA
BRCA1 41215940 | rs80357608 €.5102 5103delTG p.Leul701GInfsTerl4 | 0.004 0.000008 0.000003979 | NA
BRCA1 41215825 | rs3092994 ¢.5152+66G>A 0.396 NA 0.3139 NA
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Cizelge 4.1. Tespit edilen varyantlarin ¢alisma 6rneklerinde (n=125) ve diger popiilasyon veri tabanlarinda goriilme sikliklar

(devam)

BRCAL | 41209010 [rs572766355 | c.5277+48_5277+59dupGTATTCCACTCC 0.004 NA 0.001974 NA

BRCA2 | 32890572 |rs1799943 | c.-26G>A 0.272 0.2465 0.2427 0.2093
BRCA2 | 32890665 | rs81002796 | c.67+1G>A 0.008 NA NA NA

BRCA2 | 32893271 |rs4987046 | c.125A>G p.Tyr42Cys 0.004 0.001696 | 0.001627 0.0008
BRCA2 | 32893590 | Novel c.316+127dupT 0.004 NA NA NA

BRCA2 | 32899388 |rs11571610 | c.425+67A>C 0.08 NA 0.03064 0.0743
BRCA2 | 32900149 [rs3783265 | c.426-89T>C 0.084 NA 0.03061 0.0743
BRCA2 | 32900933 [rs3752451 | c.631+183T>A 0.404 NA 0.3374 0.3482
BRCA2 | 32903685 |rs2126042 | c.681+56C>T 0.132 NA 0.2163 0.1859
BRCA2 | 32906480 | rs766173 C.865A>C p.Asn289His 0.084 0.05178 [ 0.04959 0.0737
BRCA2 | 32906558 | rs79483201 | c.943T>A p.Cys315Ser 0.004 0.000374 [ 0.0003936 | 0.0016
BRCA2 | 32906729 |rs144848 c.1114A>C p.Asn372His 0.244 0.2779 0.2733 0.2494
BRCA2 | 32906766 |rs41293475 |c.1151C>T p.Ser384Phe 0.004 0.0006789 [ 0.0007280 | NA

BRCA2 | 32906980 [rs1801439 | c.1365A>G p.Ser455Ser 0.084 0.05178 | 0.04986 0.0737
BRCA2 | 32910721 [rs1801499 | c.2229T>C p.His743His 0.08 0.05158 [ 0.05026 0.0735
BRCA2 | 32911254 |rs397507639 | c.2765dupT p.Lys923GInfs*13 | 0.004 NA NA NA

BRCA2 |32911411 |rs45525041 | c.2919G>A p.Ser973Ser 0.004 0.0004481 [0.0003211 | 0.0004
BRCA2 | 32911463 |rs1799944 | c.2971A>G p.Asn991Asp 0.08 005341 | 0.05221 0.0801
BRCA2 | 32911565 |rs80358550 | c.3073A>G p.Lys1025Glu 0.004 0.04156 [ 0.00004799 | 0.0002
BRCA2 | 32911810 |rs1298550035 | ¢.3318C>G p.Ser1106Arg 0.004 NA 0.000004195 [ NA

BRCA2 | 32911888 |rs1801406 | c.3396A>G p.Lys1132Lys 0.324 0.2945 0.2950 0.2668
BRCA2 [ 32911889 | Novel ¢.3396dupA p.Pro1133Thrfs*11 | 0.004 NA NA NA

BRCA2 | 32912036 |rs80359388 | c.3545_3546delTT p.Phe1182*fs*1 0.004 0.03299 NA NA

BRCA2 | 32912299 | rs543304 €.3807T>C p.Val1269Val 0.22 0.1898 0.1754 0.1681
BRCA2 | 32913055 | rs206075 C.4563A>G p.Leul521Leu 0.004 0.9931 0.9927 0.999
BRCA2 |32913691 |rs28897734 |c.5199C>T p.Ser1733Ser 0.004 0.004504 | 0.004865 0.0016
BRCA2 | 32914126 |rs80358784 | c.5634C>T p.Asn1878Asn 0.004 0.00008295 [ 0.00007239 | NA

BRCA2 | 32914236 |rs4987117 | c.5744C>T p.Thr1915Met 0.016 0.0179 0.01790 0.0086
BRCA2 | 32914502 | Novel €.6010G>T p.Glu2004Ter 0.004 NA NA NA

BRCA2 | 32914779 [rs587781396 | c.6287C>G p.Pro2096Arg 0.004 NA 0.00003185 | NA

BRCA2 | 32914815 |rs35029074 | c.6323G>T p.Arg2108Leu 0.004 0.001277 [ 0.000 NA

BRCA2 | 32914954 [rs80359596 | c.6468_6469delTC p.GIn21571lefs*18 | 0.004 NA NA NA

BRCA2 | 32915005 | rs206076 c.6513G>C p.Val2171Val 0.024 0.9930 0.9925 0.999
BRCA2 | 32915411 |rs276174881 | c.6841+80_6841+83delTTAA 0.108 NA NA 0.2658
BRCA2 | 32929232 [rs1799955 | c.7242A>G p.Ser2414Ser 0.268 0.2244 0.2257 0.2326
BRCA2 | 32929387 |rs169547 c.7397T>C p.Val2466Ala 0.008 0.9937 0.9934 0.9758
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Cizelge 4.1. Tespit edilen varyantlarin ¢alisma 6rneklerinde (n=125) ve diger popiilasyon veri tabanlarinda goriilme sikliklar

(devam)

BRCA2 [32929478 [rs11147489 | c.7435+53C>T 0.084 NA 0.03010 0.0725
BRCA2 | 32930564 |rs886040939 | c.7436-1G>C 0.004 NA NA NA
BRCA2 | 32930673 |rs28897744 | c.7544C>T p.Thr2515lle 0.012 0.0007531 [0.0005978 | NA
BRCA2 | 32930725 | rs748631472 | c.7596C>T p.Pro2532Pro 0.004 NA 0.00003189 | NA
BRCA2 | 32931826 | rs1227981644 | ¢.7618-53T>C 0.004 NA NA NA
BRCA2 | 32931961 | Novel c.7700A>G p.Tyr2567Cys 0.004 NA NA NA
BRCA2 | 32936646 |rs9534262 | c.7806-14T>C 0.496 0.5208 0.5255 0.5316
BRCA2 | 32936865 | rs181176701 |c.7976+35C>A 0.004 0.0002236 | 0.0001846 | 0.0002
BRCA2 | 32953388 [rs4942486 | c.8755-66T>C 05 NA 0.5257 0.5116
BRCA2 | 32953604 |rs59004709 | c.8905G>A p.Val2969Met 0.004 0.0004069 [ 0.0002955 | 0.0006
BRCA2 | 32953971 |rs28897755 | c.9038C>T p.Thr3013lle 0.004 0.0002326 [0.0002448 | NA
BRCA2 | 32954023 [rs397507419 | c.9097dupA p.Thr3033AsnfsTerl1 | 0.004 001711  [0.00003185 |NA
BRCA2 | 32968743 |rs9595456 | ¢.9257-83G>A 0.004 NA 0.04116 0.0505
BRCA2 | 32968810 [rs11571818 | c.9257-16T>C 0.016 0.007647 | 0.006459 0.0044
BRCA2 | 32969074 |rs81002848 | c.9501+4A>G 0.004 0.008256 | 0.00001195 | NA
BRCA2 | 32971042 [rs80359224 | c.9509A>G p.Asp3170Gly 0.004 0.008243 [ 0.000003979 | NA
BRCA2 [ 32971265 |rs81002832 | c.9648+84G>A 0.008 NA 0.0007962 [ 0.0004
BRCA2 | 32972217 | Novel .9649-82A>G 0.004 NA NA NA
BRCA2 [ 32972280 [rs11571830 | c.9649-19G>A 0.008 0.001354 | 0.001254 0.0038
BRCA2 | 32972626 |rs11571833 | c.9976A>T p.Lys3326Ter 0.016 0.007017 [ 0.006468 0.0044
BRCA2 | 32972728 |NA c.10078A>G p.Lys3360GIu 0.004 NA NA NA
BRCA2 [ 32972872 [rs80358402 | c.10222A>T p.Lys3408Ter 0.004 0.008328 [ 0.000007082 | NA
BRCA2 | 32972884 [rs1801426 | c.10234A>G p.lle3412Val 0.004 0.02266 | 0.02482 0.0449
BRCA2 32973012 |rs15869 c.*105A>C 0.228 NA 0.1563 0.1607

(MAF, Minor Allele Frequency; 1000G, 1000 Genome Project; EXAC, The Exome Aggregation Consortium; gnomAD, Genome Aggregation Database; NA, Not Available)
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4.2. Varyantlarin Veri Tabanlar1 Kullanilarak Kategorize Edilmesi

Bulunan varyantlar ve onlarin ¢esitli veri tabanlari (Enigma, ClinVar, HGMD,
ACMG/AMP) ile gesitli in silico tahminleme proramlarinin (VEP, SIFT, PP2,
Provean, MT, RegulomeDB) verdigi sonuglar Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.3’de
verilmigtir. Bu sonuglara ek olarak varyantlarin buldugumuz minér alel frekansi da

cizelgelerde bulunmaktadir.

42.1 BRCAl1 ve BRCA2 varyantlarimin protein fonksiyonuna ve post-
translasyonel modifikasyonlara etkileri

BRCAL ve BRCAZ2 genleri igin tespit etmis oldugumuz kodlama yapan varyantlar,
gesitli in silico araglarin (SIFT, MT, PP2, AWESOME) sonuglar1 ve varyantlarin

goriilmiis oldugu kisilerin profilleri Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

44



Cizelge 4.2. BRCAL geninde bulunmus olan varyantlar ve gesitli veri bankalari ile in silico programlarina gére sonuglari

Lokasyon |[RefSNPID [.DNA Ekzon/Intron g?g'i’;?m/?s't MAF |ACMG [ENIGMA |VEP  [Clinvar |HGMD [Provean SIFT  PP2 |MT |RDB
C‘-
41276318 |Novel 63deICinsGATAT [Ekzon 1-5°utr 0.004 MUS NA Mo NA NA NA NA NA NA NA
ATATATGT
411276247 53765640  [c.-134T>C Ekzon 1-5"utr 0392 B BLCS Mo B NA NA NA NA NA [f
41251973 |Novel C.442-76T>C intron 6 0.004 MUS NA Mo NA NA NA NA NA_NA NA
41251031 |s799923  [.442-34C>T __ |intron 6 0204 B BLCS Mo B R NA NA NA NA ff
41251803 [s56187033  [c.536A>G Ekzon 7 Tyri79Cys 0.004 LB BLCS M B DM D D PD_DC b
411249364 |s8176144  |c.548-58delT Intron 7 0176 B BLCS Mo B NA NA NA NA _ NA
41248009 |Novel .594-70C>T __|intron 8 0.004 MUS  NA Mo NA NA NA NA NA NA NA
41247973 [s147314539 |c.594-34T>C intron 8 0.004 LB GG Mo LB DM? _ NA NA NA _NA NA
411246483 541286292 [c.1065G>A Ekzon 10 b.Lys355Lys 0.004 |LB LB L LB NA N T NA NA [
41246481 |s1799950  |c.1067A>G Ekzon 10 .GIN356Arg 0.064 B BLCS M B DP D D PO PL It
41246092 [s55906931  |c.1456T>C Ekzon 10 Phe4g6Leu 0.004 LB BLCS M B DM N T B PL NA
41245000 [rs56012641  [c.1648A>C Ekzon 10 b.Asn550His 0.004 |LB BLCS M B DM? D B) PO PL b
41245601 15397508920 g#sgi—Algfge'CA Ekzon 10 0.Ser646Argfs*2  0.004 P p H p NA  NA NA  NA NA b
41245471 54986850 [c.2077G>A Ekzon 10 _Asp693Asn 008 B BLCS M B DP N D) B PLA bb
41245466 [s1799949  [c.2082C>T Ekzon 10 Ser694Ser 038 B BLCS L B R N T NA _NA Qf
41245237 516940 £.2311T>C Ekzon 10 b.Leu771Leu 0392 B BLCS L B R N T NA NA ff
411244936 Fs799917  c.2612C>T Ekzon 10 Prog71Leu 038 B BLCS M B DFF N T B PLA I
411244664 [s80356955  [c.2884G>A Ekzon 10 b.Glug62Lys 0.004 |LB GG M BVUS  NA N T PSD PL 5
411244435 s16941 C.3113AG Ekzon 10 ‘GIu1038Gly 03% B BLCS M B DP D B) PSD_PLA
41244000 Fs16942 C.3548AG Ekzon 10 .Lys1183Arg 0388 B BLCS M B DP N T B PLA b
41243509 528897689 |c.4039A>G Ekzon 10 Arg1347Gly 0.004 LB BLCS M B DM? N T B PL b
41243190 5799916 c.4097-141A>C__ |intron 10 0388 B BLCS Mo B NA NA NA NA _ NA
41234470 [s1060915  c.4308T>C Ekzon 12 b.Ser1436Ser 0392 B BLCS L B R N T NA NA Qf
41234399 51407411387 [c.4357+22C>T __ |intron 12 0.004 MUS |GG Mo NA DM? _ NA NA NA_ NA 5
11228634 [rs1567779966 [c.4358-3A>G ___intron 12 0.004 MUS |GG L VUS NA NA NA NA NA NA
41226601 5273900734 |c.4485-63C>G___|intron 13 0388 B BLCS Mo B NA NA NA NA_NA 5
41226488 [s1800744  [c.4535G>T Ekzon 14 Ser15121le 0.004 LB BLCS M B DM? N B) B NA NA
411226387 528897691  [c.4636G>A Ekzon 14 b.ASp1546Asn 0.004 |LB BLCS M B DM? N T PSD PL NA
41223094 |s1799966  |c.4837A>G Ekzon 15 Ser1613Gly 03% B BLCS M B R N B) B PLA b
41223048 54986854  [c.4883T>C Ekzon 15 b Met1628Thr 0016 |LB BLCS M B DM? N T B PL b
41222975 |s1799967  [c.4956G>A Ekzon 15 Met1652lle 0.024 LB BLCS M B DM? N T B PL b5
41219804 |s8176233  [c.4987-92A>G __|intron 15 0392 B BLCS Mo B NA NA NA NA NA
41219780 |s8176234  [c.4987-68A>G __ |intron 15 0388 B BLCS Mo B NA NA NA NA NA NA
41216021 |s8176258  [c.507553C>T __|intron 16 0012 MUS _ BLCS Mo B NA NA NA NA_ NA 5
41215040 [s80357608  [£.5102_5103delTG [Ekzon 17 g'Le“”OlG'”fSTerl 0.004 P 3 H 3 DM NA NA  NA |NA NA
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Cizelge 4.2. BRCA1 geninde bulunmus olan varyantlar ve ¢esitli veri bankalari ile in silico programlarina gore sonuglari (devam)

41215825  |rs3092994 €.5152+66G>A |Intron 17 0396 B BLCS Mo B DM? NA NA NA NA b
c.5277+48 5277+5

41209010 |rs572766355 [QdupGTATTCCA |Intron 19 0.004 MUS GG Mo LB DM? NA NA NA NA NA
ICTCC

(P, Pathogenic; B, Benign; LB, Likely Benign; VUS, Verdict of Uncertain Significance; GG, Not Yet Reviewed; BLCS, Benign/Little Clinical Significance; H, High; L, Low; M, Moderate; Mo, Modifier; T, Tolerated; D,
Damaging; N, Neutral; PP2, Polyphen2; PD, Probably Damaging; PSD, Possibly Damaging; PL, Polymorphism; PLA, Polymorphism automatic; DC, Disease causing; DCA, Disease causing automatic; RDB, RegulomeDB;
MAF, Minér Allele Frequency; NA, Not Available)

Cizelge 4.3. BRCA2 geninde bulunmus olan varyantlar ve gesitli veri bankalari ile in silico programlarina gére sonuglari

Lokasyon |[RefSNPID  [c.DNA Ekzon/Intron ﬁing'i;om'?s't MAF |ACMG [Emgma |VEP  [Clinvar |HGMD Provean [SIFT  |PP2 [MT |[RDB
32890572  |rs1799943 c.-26G>A Ekzon 2,5'utr 0.272 B BLCS Mo B DFP NA NA NA INA |5
32890665 |rs81002796  [c.67+1G>A Intron2 0.008 [P GG H P DM NA NA NA IDC 5
32893271  |rs4987046 c.125A>G Ekzon 3 p.Tyrd2Cys 0.004 |LB BLCS M B DM? N T B DC [NA
32893590  [Novel c.316+127dupT Intron3 0.004 |VUS NA Mo NA NA NA NA NA INA INA
32899388 [rs11571610 c.425+67A>C Intron4 0.08 IVUS |BLCS Mo B NA NA NA NA |INA |NA
32900149  |rs3783265 c.426-89T>C Intron4 0.084 |VUS |BLCS Mo B NA NA NA NA |INA |6
32900933  |rs3752451 c.631+183T>A Intron7 0.404 |B BLCS Mo B NA NA NA NA NA 6
32903685 [rs2126042 c.681+56C>T Intron8 0.132 B BLCS Mo B NA NA NA NA |INA |NA
32906480 |rs766173 c.865A>C Ekzon 10 p.Asn289His 0.084 B BLCS M B DP N D B PLA [NA
32906558  [rs79483201 c.943T>A Ekzon 10 p.Cys315Ser 0.004 |LB GG M B/LB DM? N T B PL 5
32906729  |rs144848 c.1114A>C Ekzon 10 p.Asn372His 0.244 B BLCS M B DFP N L B PLA |5
32906766  |rs41293475 c.1151C>T Ekzon 10 p.Ser384Phe 0.004 |LB BLCS M B DM? N D PD |PL 5
32906980 [rs1801439 c.1365A>G Ekzon 10 p.Ser455Ser 0.084 B BLCS L B NA N T NA INA |5
32910721 |rs1801499 .2229T>C Ekzon 11 p.His743His 0.08 B BLCS L B NA N T NA INA NA
32911254  |rs397507639  |c.2765dupT Ekzon 11 p.Lys923GInfs*13 0.004 [P P H P DM NA NA NA INA |NA
32911411  |rs45525041 c.2919G>A Ekzon 11 p.Ser973Ser 0.004 |LB BLCS L B NA N L NA INA INA
32911463  |rs1799944 c.2971A>G Ekzon 11 p.Asn991Asp 0.08 B BLCS M B R N i B PLA |6
32911565 [rs80358550 c.3073A>G Ekzon 11 p.Lys1025Glu 0.004 |LB GG M B/LB/VUS [NA D D PSD PL |6
32911810 |rs1298550035 |c.3318C>G Ekzon 11 p.Ser1106Arg 0.004 |VUS |GG M \VUS DM D D PD |DC |NA
32911888 |rs1801406 c.3396A>G Ekzon 11 p.Lys1132Lys 0.324 |LB BLCS L B NA N T PSD [NA [5
32911889  [Novel c.3396dupA Ekzon 11 p.Pro1133Thrfs*11 |0.004 |P NA H NA NA NA NA NA INA 5
32912036  |rs80359388  [c.3545_3546delTT |Ekzon 11 p.Phe1182*fs*1 0.004 P P H P DM NA NA NA INA |NA
32912299  |rs543304 c.3807T>C Ekzon 11 p.Vall1269Val 022 B BLCS L B NA N T NA INA 6
32913055 |rs206075 c.4563A>G Ekzon 11 p.Leul521Leu 0.004 B BLCS L B NA N T NA INA |NA
32913691 [rs28897734 c.5199C>T Ekzon 11 p.Ser1733Ser 0.004 |LB BLCS L B DM? N T NA |INA |NA
32914126  |rs80358784 c.5634C>T Ekzon 11 p.Asn1878Asn 0.004 |LB LB L LB NA N T NA INA 6
32914236  [rs4987117 c.5744C>T Ekzon 11 p.Thr1915Met 0.016 |LB BLCS M B DP N T B PL |6
32914502  |Novel c.6010G>T Ekzon 11 p.Glu2004Ter 0.004 P NA H NA NA NA NA NA |DCA [NA
32914779  [rs587781396 [c.6287C>G Ekzon 11 p.Pro2096Arg 0.004 VUS |GG M VUS DM? N D PSD |PL [NA
32914815  |rs35029074 .6323G>T Ekzon 11 p.Arg2108Leu 0.004 |LB GG M LB/VUS NA N T B PL 6
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Cizelge 4.3. BRCA2 geninde bulunmus olan varyantlar ve ¢esitli veri bankalari ile in silico programlarina gore sonuglari (devam

32914954  [rs80359596 .6468 6469delTC |[Ekzon 11 p.GIn21571lefs*18 [0.004 [P P H P DM NA NA NA |INA |6
32915005  [rs206076 c.6513G>C Ekzon 11 p.Val2171Val 0.024 B BLCS L B DM? N T NA INA 6
32915411 [rs276174881 gf{gflr%rfg_684l+8 Intron11 0.108 B BLCS Mo B NA NA NA NA |NA 6
32929232 [rs1799955 c.7242A>G Ekzon 14 p.Ser2414Ser 0.268 |B BLCS L B NA N T NA INA 6
32929387  |rs169547 c.7397T>C Ekzon 14 p.Val2466Ala 0.008 B GG M B DM? N T PSD |PLA [NA
32929478  [rs11147489  [c.7435+53C>T Intron14 0.084 |LB BLCS Mo B NA NA NA NA INA 6
32930564  [rs886040939 [c.7436-1G>C Intron14 0.004 P GG H P NA NA NA NA |DC |NA
32930673  [rs28897744  [c.7544C>T Ekzon 15 p.Thr2515lle 0.012 LB BLCS M B DM? N T PSD PL 5
32930725  |rs748631472 [c.7596C>T Ekzon 15 p.Pro2532Pro 0.004 |LB LB L LB NA N T NA INA NA
32931826 |rs1227981644 |c.7618-53T>C Intron15 0.004 VUS |NA Mo NA NA NA NA NA |INA |NA
32931961  |Novel c.7700A>G Ekzon 16 p.Tyr2567Cys 0.004 |VUS |NA M NA NA N i PSD |DC |NA
32936646  [rs9534262 c.7806-14T>C Intron16 0496 B BLCS Mo B FP NA NA NA |INA |NA
32936865 |rs181176701 |c.7976+35C>A Intronl7 0.004 |LB GG Mo LB NA NA NA NA INA 4
32953388  |rs4942486 c.8755-66T>C Intron21 0.5 B BLCS Mo B NA NA NA NA INA |5
32953604  [rs59004709 c.8905G>A Ekzon 22 p.Val2969Met 0.004 |LB BLCS M B DM? N D PSD [DC [5
32953971  |rs28897755 c.9038C>T Ekzon 23 p.Thr3013lle 0.004 |LB GG M B/LB/VUS |DM? N D PSD PL 5
32054023  [[s307507419  [¢.9097dupA Ekzon 23 p-Thr3033AsnfsTerl o oos  p p H p DM [NA NA  NA NA b
32968743  [rs9595456 c.9257-83G>A Intron24 0.004 |VUS |BLCS Mo B NA NA NA NA INA 6
32968810 [rs11571818 c.9257-16T>C Intron24 0.016 |LB BLCS Mo B NA NA NA NA |INA |6
32969074  |rs81002848 c.9501+4A>G Intron25 0.004 |VUS |GG L LB/VUS NA NA NA NA INA |5
32971042  [rs80359224 c.9509A>G Ekzon 26 p.Asp3170Gly 0.004 |LB BLCS M B NA N T B PL |6
32971265 |rs81002832 c.9648+84G>A Intron26 0.008 |VUS |GG Mo B/LB NA NA NA NA INA 6
32972217  |Novel c.9649-82A>G Intron26 0.004 VUS |NA Mo NA NA NA NA NA INA |NA
32972280 [rs11571830 c.9649-19G>A Intron26 0.008 |LB BLCS Mo B NA NA NA NA |INA |6
32972626  |rs11571833 c.9976 A>T Ekzon 27 p.Lys3326Ter 0.016 |VUS |BLCS H B DFP NA NA NA |DC 6
32972728 |NA c.10078A>G Ekzon 27 p.Lys3360Glu 0.004 |LB GG M NA NA N D B PL [NA
32972872  |rs80358402  [c.10222A>T Ekzon 27 p.Lys3408Ter 0.004 |LP GG H LB/VUS NA NA NA NA [DC 6
32972884  [rs1801426 c.10234A>G Ekzon 27 p.lle3412Val 0.004 |LB BLCS M B DM? N T B PL |6
32973012  |rs15869 c.*105A>C Ekzon 27,3'utr 0.228 |B BLCS Mo B NA NA NA NA INA 6

(P, Pathogenic; B, Benign; LB, Likely Benign; VUS, Verdict of Uncertain Significance; GG, Not Yet Reviewed; BLCS, Benign/Little Clinical Significance; H, High; L, Low; M, Moderate; Mo, Modifier; T, Tolerated; D,
Damaging; N, Neutral; PP2, Polyphen2; PD, Probably Damaging; PSD, Possibly Damaging; PL, Polymorphism; PLA, Polymorphism automatic; DC, Disease causing; DCA, Disease causing automatic; RDB, RegulomeDB;
MATF, Minér Allele Frequency; NA, Not Available)
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Cizelge 4.4. BRCAL ve BRCA2 genlerinde tespit edilen kodlama yapan varyantlar, ¢esitli in silico algoritmalar sonuglar1 ve kisilerin
profilleri

# Aile HAile HAile

Amino Asit #Meme  (Oykillii ¢Yumurtalik Oykili  #Diger  Oykiilii Z‘?I‘Zdece

Gen Lokasyon Ref SNP ID [Lokasyon Degisimi MAF §SIFT MT  |PP2 |[Awesome Kfir]serll Meme ) K:clr)serll Yumurtal_n Kfir]serll Diger  |Oykiilii

Kisiler K?rjserll Kisiler k !<.anserll Kisiler Ktalrjserll Kisiler

Kisiler Kisiler Kisiler

BRCA1 41251803 s56187033 [Ekzon 7 p.Tyrl79Cys 0.004 D DC PD PTM il 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41246483 rs41286292 |[Ekzon 10 p.Lys355Lys 0.004 [T NA NA NA i 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41246481 rs1799950  [Ekzon 10 p.GIn356Arg 0.064 D PL PD |INA ) il il 0 0 0 P
BRCA1 41246092 $55906931 [Ekzon 10 p.Phe486Leu 0.004 [T PL B NA i 0 0 0 0 0 0
BRCA1 41245900 s56012641 [Ekzon 10 p.Asn550His 0.004 D PL PD PTM i 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41245601 rs397508920 [Ekzon 10 p.Ser646Argfs*2 0.004 NA NA NA NA 0 0 1 0 0 0 0
BRCA1 ©41245471 rs4986850  [Ekzon 10 p.Asp693Asn 008 D PLA B PTM 12 il B il 0 0 i
BRCA1 ©41245466 s1799949  [Ekzon 10 p.Ser694Ser 038 [T NA NA NA 50 6 10 i P 0 3]
BRCA1 41245237 516940 Ekzon 10 p.Leu771Leu 0392 [T NA NA NA 52 6 10 i P 0 3]
BRCA1 ©41244936 rs799917 Ekzon 10 p.Pro871Leu 038 [T PLA B NA b2 6 10 il P 0 b
BRCA1 ©41244664 rs80356955 |[Ekzon 10 p.Glu962Lys 0.004 [T PL PSD PTM il 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41244435 516941 Ekzon 10 p.Glu1038Gly 0396 D PLA  PSD NA 52 6 10 i P 0 3]
BRCA1 41244000 516942 Ekzon 10 p.Lys1183Arg 0.388 [T PLA B PTM b1 6 10 i P 0 3]
BRCA1 1243509 rs28897689 [Ekzon 10 p.Argl347Gly  0.004 [T PL B NA 0 0 0 0 0 0 il
BRCA1 ©41234470 rs1060915  [Ekzon 12 p.Ser1436Ser 0392 [T NA NA NA b1l 6 10 il P 0 b
BRCA1 41226488 rs1800744  [Ekzon 14 p.Ser1512lle 0.004 D Na B PTM i 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41226387 rs28897691 [Ekzon 14 p.Aspl546Asn  0.004 [T PL PSD PTM i 0 0 0 0 0 0
BRCA1 ©41223094 s1799966  [Ekzon 15 p.Serl613Gly 0396 D PLA B PTM 52 6 10 il P 0 b
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Cizelge 4.4. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen kodlama yapan varyantlar, gesitli in silico algoritmalar sonuglari ve kisilerin
profilleri (devam)

BRCAL 11223048 54986854 [Ekzon15  p.Meti628Thr o6 T PL B PT™ n D D 0 0 0 0
BRCAL 1222075 51799967 [Ekzon15  pMetiesalle  p.o2da [T PL B NA 5 0 0 0 0 0 1
BRCAL [41215040  s80357608 |Ekzon 17 g'l—j“”mc'“”m 0004 NA NA NA NA 1 0 0 0 0 0 0
BRCA2 (32893271 rs4987046  [Ekzon 3 p.Tyrd2Cys 0.004 [T DC B PTM 0 1 0 0 0 0 0
BRCA2 132906480 5766173  [Ekzon10  p.Asn289His 084 D PLA B PTM 18 0 g 0 0 0 0
BRCA2 132906558 579483201 [Ekzon10  p.Cys3isser  poo4 [T PL B PTM T 0 0 0 0 0 0
BRCA2 B2906720 5144848  [Ekzon10  pAsnaroHis 0244 [T PLA B PTM 36 1 7 0 1 1 A
BRCA2 [B2906766 541293475 [Ekzon10  p.Ser3s4he 0004 D PL _PD PTM 1 0 0 0 0 0 0
BRCA2 (32906980  [s1801439 [Ekzon10  p.Serdssser D082 [T NA NA NA 18 0 g 0 0 0 0
BRCA2 [2910721  |s1801499 [Ekzon11  p.His743His P08 [T NA NA NA 17 0 g 0 0 0 0
BRCA2 (2911254  [s397507639 [Ekzon 11 g"‘y5923G'”f5*1 0004 NA NA NA [NA 0 0 0 i 0 0 0
BRCA2 B2911411 545525041 [Ekzon1l  pSerd7aser D004 [T NA NA NA 0 1 0 0 0 0 0
BRCA2 (32911463 rs1799944  [Ekzon 11 p.Asn991Asp 008 [T PLA B PTM 18 0 B 0 0 0 0
BRCA2 132911565 580358550 [Ekzon 11 p.Lys1025Glu 004 D PL _ PPSD PT™ T 0 0 0 0 0 0
BRCA2 [2911810  Fs1298550035Ekzon 11 p.Serii06Arg D004 P DC  PD NA T 0 0 0 0 0 0
BRCA2 2911888 51801406 [Ekzon1l  plysiizolys 0324 [T NA  PSD PTM 6 b 3 1 b 0 n
BRCA2 32911889  Novel Ekzon 11 E'Pm“%Th”S*lo.om NA  NA NA NA 0 0 0 0 0 0 0
BRCA2 B2912036 580350388 [Ekzon11  pPhellszs*1 004 NA NA NA NA 0 1 0 0 0 0 0
BRCA2 B2912299 5543304  [Ekzon1l  pvalizeoval P22 [T NA NA NA 35 3 n 0 1 1 b
BRCA2 [2913055 5206075  Ekzon11  p.leui52ileu D004 [T NA NA NA 89 2 13 T b 1 7
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Cizelge 4.4. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen kodlama yapan varyantlar, gesitli in silico algoritmalar sonuglari ve kisilerin
profilleri (devam)

BRCA? B2013691  [s28897734 [Ekzon1l  pSeri7asser D004 [T NA NA NA 1 b b b b b b
BRCA2 B2014126  [s80358784 [Ekzon1l  p.Asni878Asn D004 [T NA NA PTM [t b b 0 0 b b
BRCA2 B2014236  [s4987117 [Ekzon1l  pThriolsMet Dol T PL B PTM B b 1 0 0 b b
BRCA? B2014502  [Novel Ekzon1l  p.Glu2004Ter 0004 NA DCA NA NA b b i 0 0 b b
BRCA? [2014779  [s567781396 Ekzon11  p.Pro20%Arg D004 D PL  PSD NA 1 0 0 0 0 b b
BRCA2 (32914815 rs35029074 |[Ekzon 11 p.Arg2108Leu  [0.004 [T PL B PTM 0 0 0 0 0 0 i
BRCA2 32014954 580359506 Ekzon1l  BOMZITNEN™oo0s A NA NA NA 1 0 0 0 0 0 0
BRCA2 B2015005  [s206076  [Ekzon1l  pval2i7ival D024 [T NA NA NA B6 12 13 T b 1 7
BRCA? [2020232  [s1799955 [Ekzon14  pSer2dldSer 268 [T NA NA NA 38 5 5 1 b b n
BRCA? (32020387  [s169547  [Ekzon14  p.val2466Ala D008 T PLA PSD NA B8 12 13 1 b 1 7
BRCA2 [32030673  [s28807744 [Ekzon15  pThr25isle o012 T PL  PSDPTM P b 1 0 0 b b
BRCA2 (32930725 rs748631472 [Ekzon 15 p.Pro2532Pro 0.004 [T NA NA NA 0 0 0 i 0 0 0
BRCA? [2031961  [Novel Ekzon 16 p.Tyr2567Cys 0002 T DC PSDNA i b b 0 0 b b
BRCA2 [B2953604  [s50004709 [Ekzon22  p.val29%69Met 004 P PC _ PSDNA 1 0 0 0 0 b 0
BRCA2 B2053971  [s28897755 [Ekzon23  p.Thr3oi3lle 004 P PL  PSDPTM b b 0 0 1 b
BRCA2 32054023  s307507419 Ekzon23  PIMS033AMSTioo0, A A NA NA 1 0 0 0 0 0 0
BRCA2 [2071042  [s80359224 [Ekzon26  pAsp3l70Gly D004 [T pPL B NA b b 1 0 0 b b
BRCA? 132072626  [s11571833 [Ekzon27  pLys3s26Ter P06 NA pC  NA NA r b b 0 0 b b
BRCA? B2072728  NA Ekzon27  pLys3360Glu D002 b PL B NA b 1 b 0 0 b b
BRCA2 [2072872  [s80358402 [Ekzon27  pLys3408Ter D004 NA pC  NA NA b i b 0 0 b b
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Cizelge 4.4. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen kodlama yapan varyantlar, ¢esitli in silico algoritmalar sonuglari ve kisilerin
profilleri (devam)

BRCA2 (32972884 s1801426  [Ekzon 27 p.lle3412Val 0.004 [T PL B NA 0 0 i 0 0 0 0

(T, Tolerated; D, Damaging; S, SIFT; PP2, Polyphen2; PD, Probably Damaging; PSD, Possibly Damaging; PL, Polymorphism; PLA, Polymorphism automatic; DC, Disease causing; DCA, Disease causing automatic; Min6r
Allele Frequency; NA, Not Available; PTM, Post-translational modification)
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BRCA1 ve BRCA2 genlerinde es anlamli olmayan (yanlis anlamli, anlamsiz ve
cergeve kaymasi) 44 varyant tanimlanmistir. Bunlardan 7 tanesi SIFT, PP2 ve MT
tahmin araclariyla puanlanmayan cerceve kaymasi varyantlariydi. Bunlardan
rs56187033 ve rs56012641'in PTM bolgelerinde bulundugu tespit edilmistir.
AWESOME veri tabanmin verdigi sonu¢ varyantin sadece post-translasyonel
etkilerin yaninda o varyantla ilgili bir¢ok bilgiyi icermekteydi. Fakat bize sadece

post-translasyonel etkileri gerektigi i¢in PTM verileri kullanilmustir.

Bu varyantlardan 3 tanesinin (rs41293475, rs28897755 ve rs80358550)
AWESOME veri tabanina gore birden fazla post-translasyonel bdlgeyi etkiledigi
belirlenmistir. rs41293475  ve  rs28897755; Fosforilasyon, O-N-
Asetilgalaktozamin, O-N-Asetilglukozamin bolgelerinde degisiklige sebep
olabilecek  iken  rs80358550  Ubikitinasyon,  Metilasyon,  bolgelerini
degistirebilecegini gostermistir. SIFT ve PP2 tahmin araclarinda ¢er¢eve kaymasi
ve anlamsiz varyantlar i¢in bir sonu¢ bulunmamasina ragmen BRCA2
varyantlarindan ¢.3396dupA ve ¢.6010G>T igin MT tahmin aracina ve ACMG
kriterlerine gore patojenik olduklart goriilmistiir. Bununla birlikte BRCA2
€.7700A>G’in, protein islevi iizerinde PP2 ve MT tarafindan zararli etkisinin

oldugu ve ACMG kriterlerine gére VUS olarak siniflandirildigr goriilmiistiir.

AWESOME veri tabanindan aldigimiz sonuglar Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6’da
gosterilmistir (Modifikasyon bolgesi kaybi veya kazanci olmayan varyantlar
cizelgeye dahil edilmemistir). Sonu¢ pozitif ise o bodlgede varyantimiz
modifikasyon bolgesini kaybetmistir, sonu¢ negatif ise o bdlgede varyantimiz

modifikasyon bolgesi kazanmistir.
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Cizelge 4.5. BRCAL geninde buldugumuz varyantlar igcin AWESOME veri taban1 sonucu

Lokasyon RefSNP 1D Amino Asit. Degisimi Phos. |Ubi. Meth. [SUMO. [O-GalNAc. |[O-GIcNAc. |N-Gly. |K-Ace. |N-t-Ace. |Exp Skor
17:41226387-41226387 rs28897691 D/N 0 0 0 0 0 0 -0.7931 |0 0 0
17:41226488-41226488 rs1800744 S/ 0.796 |0 0 0 0.845 0.4894 0 0 0 0
17:41244664-41244664 rs80356955 E/K 0 -0.513 |0 0 0 0 0 0 0 0
17:41245900-41245900 rs56012641 N/H 0 0 0 0 0 0 0.5336 |0 0 0
17:41251803-41251803 rs56187033 Y/C 2.145 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
17:41223048-41223048 rs4986854 M/T -1.399 |0 0 0 0 -0.3131 0 0 0 0
17:41245471-41245471 rs4986850 D/N 0 0 0 0 0 0 -0.6968 |0 0 0
17:41244000-41244000 1516942 K/R 0 1.79 0.834 |0 0 0 0 0.43 0 0
17:41223094-41223094 rs1799966 SIG 2.753 |0 0 0 0.9902 0.4484 0 0 0 0

(Phos, Fosforilizasyon; Ubi, Ubikitinasyon; Meth, Metilasyon, SUMO, Kiigiik Ubikitin Benzeri Degistiriciler; O-GalNAc, O-N-Asetilgalaktozamin; O-GIcNAc, O-N-Asetilglukozamin; N-Gly, N-Glikozilasyon; K-Ace, Lizin
Asetilasyon; N-t-Ace, N-Terminal Asetilasyon; Exp Skor, Deneysel Veri Tabanlarindan Gelen Sonug; A, Alanin; R, Arjinin; N, Asparjin; D, Aspartik Asit; C, Sistein; E, Glutamik Asit; Q, Glutamin; G, Glisin; H, Histidin; I,
izolosin; L, Losin; K, Lizin; M, Metiyonin; F, Fenilalanin; P, Prolin; S, Serin; T, Treonin; Y, Tirozin; V, Valin; Pozitif skor SNP’in modifikasyon bolgesi kaybettigi, negatif skor ise SNP’in modifikasyon bolgesi kazandigini ifade
etmektedir.)

Cizelge 4.6. BRCA2 geninde buldugumuz varyantlar igin AWESOME veri tabani sonucu

Lokasyon RefSNP 1D Amino Asit. Degisimi Phos. |Ubi. Meth. [SUMO. |O-GalNAc. |O-GIcNAc. [N-Gly. |K-Ace. [N-t-Ace. |Exp Skor
13:32906766-32906766  [rs41293475 SIF 3.006 [0 0 0 0.3896 0.2622 0 0 0 1
13:32906558-32906558  |rs79483201 C/s -0.711 |0 0 0 0 -0.2167 0 0 0 0
13:32911565-32911565  [rs80358550 K/E 0 0.513 0.768 |0 0 0 0 0 0 0
13:32914126-32914126  [rs80358784 N/K 0 0 0 0 0 0 0.5932 |0 0 0
13:32914815-32914815  [rs35029074 R/L 0 0 0.768 |0 0 0 0 0 0 0
13:32953971-32953971 (528897755 T/I 1.956 [0 0 0 0.1336 0.3274 0 0 0 0
13:32893271-32893271  |rs4987046 YIC 2753 |0 0 0 0 0 0 0 0 0
13:32930673-32930673  [rs28897744 T/I 0.737_|0 0 0 0.6536 0.5107 0 0 0 0
13:32914236-32914236  [rs4987117 TIM 0.05 |0 0 0 0.5408 0.4117 0 0 0 0
13:32911463-32911463  [rs1799944 N/D 0 0 0 0 0 0 0.5369 |0 0 0
13:32906480-32906480  [rs766173 N/H 0 0 0 0 0 0 0.7609 |0 0 0
13:32906729-32906729  [rs144848 N/H 0 0 0 0 0 0 01011 |0 0 0
13:32911888-32911888  |rs1801406 K/N 0 0.513 0.834 |0 0 0 -0.5614 |0 0 0

(Phos, Fosforilizasyon; Ubi, Ubikitinasyon; Meth, Metilasyon; SUMO, Kiigiik Ubikitin Benzeri Degistiriciler; O-GalNAc, O-N-Asetilgalaktozamin; O-GIcNAc, O-N-Asetilglukozamin; N-Gly, N-Glikozilasyon; K-Ace, Lizin
Asetilasyon; N-t-Ace, N-Terminal Asetilasyon; Exp Skor, Deneysel Veri Tabanlarindan Gelen Sonug; A, Alanin; R, Arjinin; N, Asparjin; D, Aspartik Asit; C, Sistein; E, Glutamik Asit; Q, Glutamin; G, Glisin; H, Histidin; I,
izol6sin; L, Losin; K, Lizin; M, Metiyonin; F, Fenilalanin; P, Prolin; S, Serin; T, Treonin; Y, Tirozin; V, Valin; Pozitif skor SNP’in modifikasyon bolgesi kaybettigi, negatif skor ise SNP’in modifikasyon bolgesi kazandigini ifade
etmektedir.)
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4.2.2. BRCAl ve BRCA2 gen varyantlarinin potansiyel regiilator etkileri

BRCA1 geninde 14, BRCA2 geninde 19 olmak iizere toplam 33 intronik varyant
tamimlanmistir. BRCAL genindeki 26 varyantimiza bir RegulomeDB skor atamistir
ve bu varyantlardan 18 tanesi kodlama yapan bolgede bulunmaktadir. BRCA1 geni
varyantlari i¢in almis oldugumuz RegulomeDB skorlarindan bahsedecek olursak; 5
varyantimiz transkripsiyon faktori (TF) baglanmasini etkileyen ve gen hedefi
expresyonu ile iligkili oldugunu gosteren (eQTL) 1flik bir RegulomeDB skoruna,
yanlig anlamli rs4986850 varyantimiz TF baglanmasini etkileyen ve zayif DNase
ile iliskilendirilen 2b’lik skora sahipti. Bunun disinda RegulomeDB skoru 4 olan 3
varyant (1 es anlamli), skoru 5 olan 7 varyant (4 yanlis anlamli) ve skoru 6 olan 10

varyant (5 yanlis anlamli, 1 ¢ergeve kaymasi) bulunmustur.

BRCA2 geni i¢in RegulomeDB 37 varyanta skor atamistir ve bu varyantlardan 25
tanesi kodlama yapan bolgede bulunmaktadir. Fakat BRCA2’de bulunan
varyantlarimiz i¢in RegulomeDB 6nemli bir skorunu atamamistir. RegulomeDB
skorlarina gore 1 intronik varyant 4 skorunu almis olup 14 varyant 5 skorunu ve 22

varyant 6 skorunu almistir.

BRCAL ve BRCA2 geni varyantlar1 ve aldiklart RegulomeDB skorlar1 Cizelge
4.7°de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.7. BRCAL ve BRCAZ2 gen varyantlarinin RegulomeDB sonuglari

Gen Lokasyon RefSNP ID Ekzon/Intron RegulomeDB MAF
BRCAl 41276247 rs3765640 E 1-5'UTR 1f 0.392
BRCA1 41251931 5799923 16 1f 0.204
BRCAl 41251803 rs56187033 E7 6 0.004
BRCA1 41249364 rs8176144 17 6 0.176
BRCAl 41246483 1541286292 E 10 4 0.004
BRCA1 41246481 rs1799950 E 10 4 0.064
BRCA1 41245900 rs56012641 E 10 6 0.004
BRCAl 41245601 rs397508920 E 10 6 0.004
BRCA1 41245471 rs4986850 E 10 2b 0.08
BRCAl 41245466 rs1799949 E 10 1f 0.38
BRCA1 41245237 rs16940 E 10 1f 0.392
BRCA1 41244936 rs799917 E 10 4 0.38
BRCAl 41244664 580356955 E 10 5 0.004
BRCA1 41244435 rs16941 E 10 6 0.396
BRCAl 41244000 1516942 E 10 6 0.388
BRCA1 41243509 rs28897689 E 10 5 0.004
BRCAl 41243190 rs799916 110 6 0.388
BRCA1 41234470 rs1060915 E 12 1f 0.392
BRCA1 41234399 rs1407411387 112 5 0.004
BRCA1 41226601 rs273900734 113 5 0.388
BRCA1 41223094 rs1799966 E 15 6 0.396
BRCA1 41223048 rs4986854 E 15 5 0.016
BRCAl 41222975 rs1799967 E 15 5 0.024
BRCAl 41219804 rs8176233 115 6 0.392
BRCA1 41216021 rs8176258 116 5 0.012
BRCAl 41215825 rs3092994 117 6 0.396
BRCA2 32890572 51799943 E 2,5'UTR 5 0.272
BRCA2 32890665 1581002796 12 5 0.008
BRCA2 32900149 rs3783265 14 6 0.084
BRCA2 32900933 rs3752451 17 6 0.404
BRCA2 32906558 rs79483201 E 10 5 0.004
BRCA2 32906729 15144848 E 10 5 0.244
BRCA2 32906766 rs41293475 E 10 5 0.004
BRCA2 32906980 rs1801439 E 10 5 0.084
BRCA2 32911463 rs1799944 E11 6 0.08
BRCA2 32911565 rs80358550 E11 6 0.004
BRCA2 32911888 rs1801406 E11 5 0.324
BRCA2 32911889 Novel E 11 5 0.004
BRCA2 32912299 rs543304 E11 6 0.22
BRCA2 32914126 rs80358784 E11 6 0.004
BRCA2 32914236 rs4987117 E 11 6 0.016
BRCA2 32914815 rs35029074 E11 6 0.004
BRCA2 32914954 1580359596 E11 6 0.004
BRCA2 32915005 rs206076 E11 6 0.024
BRCA2 32915411 rs11571661 111 6 0.108
BRCA2 32929232 rs1799955 E 14 6 0.268
BRCA2 32929478 rs11147489 114 6 0.084
BRCA2 32930673 rs28897744 E 15 5 0.012
BRCA2 32936865 rs181176701 117 4 0.004
BRCA2 32953388 154942486 121 5 0.5
BRCA2 32953604 rs59004709 E 22 5 0.004
BRCA2 32953971 1528897755 E 23 5 0.004
BRCA2 32954023 397507419 E 23 5 0.004
BRCA2 32968743 59595456 124 6 0.004
BRCA2 32968810 rs11571818 124 6 0.016
BRCA2 32969074 rs81002848 125 5 0.004
BRCA2 32971042 rs80359224 E 26 6 0.004
BRCA2 32971265 rs81002832 126 6 0.008
BRCA2 32972280 rs11571830 126 6 0.008
BRCA2 32972626 rs11571833 E 27 6 0.016
BRCA2 32972872 rs80358402 E 27 6 0.004
BRCA2 32972884 rs1801426 E 27 6 0.004
BRCA2 32973012 rs15869 E 27,3'UTR 6 0.228

(MAF, Minér Allele Frequency)
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4.2.3. miRNA baglanma boélgelerinin analizi

PolymiRTS veri tabanina gore sadece bir varyant (rs15869) tanimlanmistir. Bu
varyant BRCA2 geninde 3’UTR bolgesinde bulunmaktadir. PolymiRTS sonucuna
gore rs15869A>C miRNA'larin (hsa-miR-627-3p, hsa-miR-6758-3, hsa-miR-1178-
3p, hsa-miR-6844, hsa-miR-6847-3p) baglanma bolgelerinde bulunmaktadir.
Cizelge 4.8’de rs15869A>C’de sonuglar gosterilmistir.

Cizelge 4.8. rs15869A>C'nin miRNA hedef bolgeleri tizerindeki olas1 etkileri

Alel miRNA ID Fonksiyonu Kaynak + skor degisimi*
A hsa-miR-627-3p Hedef miRNA bolgesini bozar |-0.18

A hsa-miR-6758-3p Hedef miRNA bolgesini bozar |-0.084

C hsa-miR-1178-3p Yeni miRNA bolgesi olusturur  [-0.161

C hsa-miR-6844 Yeni miRNA bolgesi olusturur  [-0.083

C hsa-miR-6847-3p Yeni miRNA bolgesi olusturur  |-0.146

* Varsayilan miRNA hedef sitelerindeki her SNP veya INDEL igin referans ve tiiretilmis aleller
arasindaki TargetScan veri tabaninin puanlarindaki farkliliklar

4.3. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen yeni varyantlar

Calismamizda BRCA1 geninde 3, BRCA2 geninde de 5 varyant olmak tizere
toplamda 8 novel varyant saptadik.

BRCAL genindeki novel varyantlarimizdan kodlama yapan bolgede varyantimiz
bulunmamakta iken 2 tanesi intronik bolgede, kalan 1 varyant ise 5’UTR
bolgesinde bulunmaktadir. Bu varyantlar ACMG kriterlerine gore klinik onemi

bilinmeyen varyant olup ENIGMA veri tabaninda bulunmamaktadir.

BRCAZ2 geninde ki novel varyantlarmizdan ise 3 tanesi kodlama yapan bolgede iken
2 tanesi intronik bolgede bulunmaktadir. Bu varyantlar da ENIGMA veri tabaninda
bulunmamaktadir. Kodlama yapan varyantlarimizdan 2 tanesi ACMG kriterlerine
gore Patojenik olup 1 varyantimiz da Kklinik 6nemi bilinmeyen varyant sinifina

girmistir. Kodlama yapan varyantlarimizdan sadece 2 tanesine in silico programlar
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sonug¢ vermistir. Sonuglarin kombine edilmis sonucu ise klinik 6nemi bilinmeyen
varyant seklindedir. Bu varyantlar hakkindaki bilgiler ve veri tabanlari ile in silico

algoritmalardan alinan sonuglar Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Buna ek olarak BRCA2 geninde saptanan 3 ekzonik varyanttan (1 ¢er¢eve kaymasi,
1 yanlis anlamli ve 1 anlamsiz) 2 tanesi Sanger Sekanslama ile konfirmasyona
gonderilmis olup kalan 1 ekzonik varyant (yanlis anlamli varyant) BRCAL ve
BRCAZ2 yeni nesil gen dizilemesi i¢in basgvuran kisiye ulagilamamasi sebebiyle
Sanger Sekanslama ile konfirme edilememistir. Sanger sekanslama yonteminden

elde edilen sekiller Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Sekil 4.4. BRCA2/c.6010G>T ve BRCA2/c.3396dupA varyantlarinin Sanger
Sekanslama Gériintiileri
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Cizelge 4.9. Novel varyantlar ve ¢esitli veri tabanlari ile in silico programlara gore sonuglari

Gen  |Lokasyon .DNA Ekzon/Intron ﬁzng'i;‘iom'?s't MAF JACMG ENIGMA |VEP [ClinVar HGMD [Provean SIFT |PP2 [MT RRDB
c.63delCinsGA

BRCAL1276318 [TATATATAT [Ekzon 1-5°UTR 0.004 MUS [NA Mo NA  |NA NA  NA NA NA NA
GT

BRCAL1251973 [.442-76T>C _|intron 6 0.004 VUS |NA Mo NA  NA  NA  NA  NA NA NA

BRCAL 41248009 [.594-70C>T |intron 8 0.004 VUS |NA Mo NA  NA  NA  NA  NA NA NA

BRCA2[32893590 [.316+127dupT |Intron3 0.004 VUS |NA Mo INA  NA  NA  NA NA NA NA

*

BRCA2[2911889 [.3396dupA  [Ekzon 11 gfmmﬂhrfs D.004 P NA H NA NA NA  NA INA NA B

BRCA2[32914502 [.6010G>T __ [Ekzon 11 ‘GIu2004Ter  [0.004 P NA H NA |NA |NA |NA |NA DCANA

BRCA2[32931961 £.7700A>G __ [Ekzon 16 Tyr2567Cys  .004 MUS |NA M NA  NA N T pSD pC NA

BRCAZ2 32972217 £.9649-82A>G |Intron26 0.004 VUS |NA Mo INA ___NA __NA __ NA NA NA NA

(BRCA1 NM_007294; BRCA2 NM_000059; P, Pathogenic; VUS, Verdict of Uncertain Significance; H, High; L, Low; M, Moderate; Mo, Modifier; T, Tolerated; PP2, Polyphen2; PSD, Possibly
Damaging; DC, Disease causing; DCA, Disease causing automatic; RDB, RegulomeDB; MAF, Minor Allele Frequency; NA, Not Available
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizin amaci yeni nesil dizileme ydntemi Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Boliimiine meme ve yumurtalik kanser tanisi ya da aile
hikayesi ile bagvuran 125 kiside BRCA1l ve BRCA2 genlerinde tespit edilmis
varyantlarin biyoinformatik yontemlerle analizleri ve fenotiple
iliskilendirilmesidir. BRCAL ve BRCA2 geni tiimér baskilayici genler olarak DNA
hasar1 ve onariminda 6nemli bir role sahip olmalarmin yani sira bu genlerdeki
patojenik germline mutasyonlar ayni zamanda meme ve yumurtalik kanseri

gelisimine sebep olmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi sonucunda 96 varyant saptanmistir. Bu varyantlar ACMG
kriterlerine gore siniflandirilacak olursa toplamda 10 adet patojenik varyant, 1 adet
muhtemel patojenik varyant, 19 adet klinik 6nemi bilinmeyen varyant, 32 adet
muhtemel 1iyi huylu varyant, 34 adet iyi huylu varyant olmak iizere

smiflandirilmaktadirlar.

Bulunan varyantlar ENIGMA veri bankasina gore siniflandirilacak olursa 6 adet
patojenik varyant, 3 adet muhtemel iyi huylu varyant, 59 adet iyi huylu/az klinik
anlamli varyanttir. ENIGMA ayn1 zamanda kalan varyantlarin 19 tanesine gozden
gecirilmemis sonucu vermekte ve 9 tane varyanta da sonug¢ verememektedir.
Bakilacak olursa ENIGMA’nin patojenik sonu¢ verdigi tiim varyantlar ACMG
kriterlerine gore de patojeniktir. Fakat ACMG’nin patojenik sonu¢ verdigi tim
varyantlara ENIGMA sonug¢ verememistir. Clinkiit ACMG kriterlerinin patojenik
sonug verdigi varyantlardan bazilar1 novel varyanttir. Ayni sekilde tam tersi sonug
olarak ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi bilinmeyen varyantlardan bazilar

ENIGMAya gore 1yi huylu/az klinik anlaml1 olarak siniflandirilmistir.

Minér alel frekansi bakimindan veri tabanlart Haploview sonucumuz arasinda
birkag varyantta frekans farkliligi gozlemledik. Bu varyantlardan BRCAL geninde
€.4358-3A>G veri tabanlarinda gozlenmemistir. Ayni sekilde BRCA2 geninde ise
C.67+1G>A, ¢.2765dupT, c.4563A>G, c.6468_6469delTC, c.6513G>C, c.7436-
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1G>C, ¢.7618-53T>C varyantlar1 da veri tabanlarinda gozlenmemistir. BRCA1
geninde bulunan ¢.4358-3A>G varyant1 GeneKor MSA tarafindan 2018 yilinda
bulunmustur. GeneKor MSA, Yunanistan da bulunan bir laboratuvardir. Bunun
disinda BRCA2 geninde gozlemlemis oldugumuz frekanslar1 farkli olan
varyantlardan c¢.67+1G>A, ¢.2765dupT, c.6468 6469delTC, c.7436-1G>C,
€.7618-53T>C bizim Orneklerimiz icersinde nadir olarak gozlemlenmisken veri
tabanlarinda goriilmemistir. Orneklerimizde iyi huylu veya muhtemel iyi huylu
varyantlarin frekansi yiiksek olarak gozlemlenirken Diinya genelinde de frekansi
yiisek olarak belirtilmistir. Ek olarak ¢.6513G>C, ¢.4563A>G ise 6rneklerimizde
nadir olarak gézlemlenirken veri tabanlarinda yaygin olarak gozlemlenmislerdir.

Bu ¢alisma sonucunda ACMG kriterlerine gore siniflandirdigimiz 10 adet patojenik
varyant ve 1 adet muhtemel patojenik varyanttan 2 tanesi novel varyant olmakla
birlikte Haploview sonucumuza gore hepsi nadir varyanttir. Ek olarak bu

varyantlardan 6 tanesi EXAC, gnomAD veya 1000G da gozlenmemistir.

Calisgmamiz sonucunda ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi bilinmeyen 19 adet
varyantimizdan 2 tanesi yaygin varyant, 1 adet yaygin olmayan varyant ve 16 adet
nadir varyant gézlemlenmistir. Nadir varyantlardan 8 tanesi EXAC, gnomAD veya
1000G da gozlenmemistir. Bu varyantlardan sadece 4 tanesi in silico algoritmalarda
sonug vermislerdir. Dolayisiyla bu 4 varyant hastalik bakimindan 6nemli yere sahip

olabilir.

ACMG kriterlerine gore muhtemel iyi huylu olarak bulmus oldugumuz 32
varyanttan sadece 1 tanesi hari¢ bulmus oldugumuz mindr alel frekansi ile veri
bankalarinin vermis oldugu sonug benzerdir. O varyant ise novel oldugu i¢in veri

bankalarinda gozlemlenmemistir.
Tespit etmis oldugumuz ACMG kriterlerine gore iyi huylu olan 34 varyantimizi

mindr alel frekasina gore kiyaslayacak olursak 3 tanesi hari¢ sonug¢larimiz veri

tabanlarina benzerdir.
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Ek olarak, novel varyantlarimizin 1 tanesinde RegulomeDB sonucu alabildik. Bu
varyant ekzonik varyanttir. Ayrica ACMG kriterlerine gore patojenik olup
RegulomeDB sonucu 5°tir. Bu da bize aslinda bu varyantin aslinda 6nemli

oldugunu gostermektedir.

RegulomeDB’den 63 varyant igin sonug alabildik. En yiiksek sonug olan 6’y1 32
varyant i¢in aldik. Bu varyantlart ACMG Kkriterlerine gore siiflandiracak olursak
14 tanesi iyi huylu, 11 tanesi muhtemel iyi huylu, 1 tanesi muhtemel patojenik, 2
tanesi patojenik ve 4 tanesi klinik 6nemi bilinmeyen varyanttir. En diisiik aldigimiz
sonucumuz (regiilatér 6nemi en fazla) olan 1fyi almis oldugumuz varyantlar ise
ACMG kriterlerine gore iyi huylu varyantlardi. Fakat bu varyantlar Boliim 4.2.2°de
de anlatildig1 tizere transkripsiyon faktorii baglanmasini etkileyen ve gen hedefi

expresyonu ile iliskili olan varyantlardir.

AWESOME veri tabani sonuglarindan da bahsedecek olursak; BRCAL geninde
rs28897689, rs55906931, rs56187033, rs1799967, rs1799950, rs799917, rs16941
varyantlarinda, BRCA2 geninde de rs59004709, rs80359224, rs1801426, rs169547
varyantlarinda in silico programlar veya deneysel olarak yapilmig bir sonug
verememistir. Bu varyantlarin AWESOME veri tabaninda tanimlanmigti fakat veri
tabanina goére post-translasyonel modifikasyonla iliskilendirilmedigi ve higbir

sonug vermedigi i¢in ¢izelgelere dahil edilmediler.

Bunun disinda bu tez ¢alismasinda kodlamayan ¢esitli varyantlarin miRNA hedef
bolgeleri dahil olmak iizere onemli regiilator bolgelerde bulundugunu belirledik.
Calisgmamizda gen regiilasyonunda o6nemli Olclide diizenleyice rolii dngdriilen
BRCA1/rs799923 ve BRCA2/rs15869 (3’UTR) varyantlar1 daha 6nce meme kanseri
riski ile de iliskilendirilmisti (Han ve ark. 2017, Cao ve ark. 2016).

Tespit edilen dizi varyantlarinin BRCA1 ve BRCA2 proteinlerinin fonksiyonel
kisimlarinda dagilimlarint inceledigimizde BRCA1 Zing finger bdlgesinde ve
BRCA2 Oligoniikleotid/Oligosakkarit baglayict bolge 1 ile BRCA2 Tower
bolgelerinde ekzonik varyant saptanmadigi gozlenmistir. BRCAL1 Zing finger

61



bolgesi ER-a, ATF1 ve BARDI1'in proteinlerinin dogrudan baglanmasinda iglev
yaptig1 bilinmektedir (Fan ve ark. 2001, Hashizume ve ark. 2001, Houvras ve ark.
2000). BRCAZ2 Oligoniikleotid/Oligosakkarit baglayici bolge 1 ile Tower bolgeleri
ise Boliim 2.1.2.1°de anlatildig1 izere BRCA2’nin ssDNA ve Poli (ADP-Riboz) a

baglanmasini tegvik etmektedirler.

Bisgin ve ark. (2019) tarafindan yayinlanan ¢alismada 129 kadin 6rnege (aileden
bagimsiz) yeni nesil dizileme ile BRCA1 ve BRCA2 geni taramasi yapilmistir.
Calismanin sonucuna goére 18 adet patojenik varyant tespit etmislerdir. Bu
varyantlardan 7 tanesi BRCA1 geninde 11 tanesi ise BRCA2 geninde bulunmaktadir.
Calismanin sonuclarini bizim sonuglarimizla karsilastiracak olursak bizim 6rnek
sayimiz daha az ve igerisinde aile bireyleri de bulunmaktadir. Bunun yani sira bizim
bulmus oldugumuz novel varyantlar bulunmaktadir. Fakat patojenik varyant
sayimiz daha azdir. Genel olarak iki ¢alismanin da ortak noktasi patojenik

varyantlarin daha ¢gok BRCA2 geninde bulunmasi sayilabilir.

Diger iilkelerde yapilan son iki ¢alismaya gore sadece BRCAL ve BRCA2 genini
yeni nesil dizilemekle kalmayip bu genler yaninda farkli genlerde iceren paneller

ile galismalar1 yapmaktadirlar (Seeber ve ark. 2019, Lima ve ark. 2019).

Bu ¢alisma, BRCA ile iliskili kanserli 125 Tiirk kiside kodlama yapan ve kodlama
yapmayan BRCA1 ve BRCA2 varyantlarmi ortaya koymaktadir ve fonksiyonel
Onemini biyoinformatik araclar kullanarak arastirilmistir. Sonucglarimiz ise
potansiyel patojenik olan yeni kodlama yapan BRCA1 ve BRCA2 varyantlarini
bunlara ek olarak kodlama yapmayan fakat regiilasyon tizerinde etkileri olan birkag
varyanti ortaya ¢ikarmistir ve tespit etmis oldugumuz ekzonik novel varyantlarin
patojenitesinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in fonksiyonel calisma yapilmasi

gerekmektedir.
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