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BRCA1 ve BRCA2 Mutasyonlarinin Tespitine Yonelik Yeni
Nesil Dizileme Temelli Kit Gelistirilmesi ve Rutinde

Kullanilan Yontemler ile Valide Edilmesi*

Gozde GIRGIN OZGUMUS™, Ahmet ilter GUNEY***

Oz

Amac: Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiirii olup, G6giis Kanseri Duyarlilik
gen (BRCA1ve BRCA2) mutasyonlarinin meme ve yumurtalik kanserlerinin 6nemli bir kismindan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu genlerden birinde mutasyon tasiyan bireylerde yasam boyu
meme, yumurtalik, pankreas ve diger kanserlere yakalanma riski oldukca yiikselmektedir.
BRCA1/2 gen mutasyonlarina sahip olan kisilerin belirlenmesi, genetik danisma ile tarama
sikhginin artirilmasi ve potansiyel olarak hayat kurtaran oOnleyici tedavi stratejilerinin
uygulanabilmesi i¢in biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu calismada gercek zamanlh polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) yontemi kullanilarak BRCA1/2 genlerinin yeni nesil dizi (NGS) analizi
kiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve NGS analizlerine uygun biyoinformatik is akisinin belirlenmesi

amaclanmistir.

Yontem: Rutin analizlerde yaygin olarak kullanilan Multiplicom BRCA MASTR™ Dx Kiti ile
calisilmis hastalardan alinan kan orneklerinden, DNA izolasyonu sonrasi RT-PZR ile NGS
kiitiiphanelerinin hazirlanmasi ve her bir 6rnegin 2 farkl etiket dizi ile isaretlenmesinin ardindan

NGS analizlerinin biyoinformatik is akislarinin belirlenmesi gerceklestirilmistir.
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Bulgular: Referans metoda gore test limitleri; %100 duyarlilik, %100 6zgiilliik ve %100 dogruluk
olarak belirlenmigtir. Wilson yontemi kullanilarak testin giiven araligi CI: %86-%100 olarak

hesaplanmigtir.

Sonuc¢: BRCA1 ve BRCA2 genlerinin klinik laboratuvarlar degerlendirmesine uygun verilerin
elde edildigi, patojenik mutasyon tespitini yiiksek verimlilik ve dogrulukla yapabilen uygun

maliyetli bir NGS testinin gelistirilmesi ve analitik dogrulamasi bu ¢aligma ile tamamlanmigtir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, BRCA1, BRCA2, yeni nesil dizileme, NGS kiitiiphane

olusturmasi.

Development of Next Generation Sequencing Based Kit for the Detection of BRCA1
and BRCA2 Mutations, and Validation With Routinely Used Methods

Abstract

Aim: Breast cancer is the most common type of cancer in women, and it is well known that Breast
Cancer Susceptibility gene (BRCA1 and BRCA2) mutations are responsible for a substantial
portion of the breast and ovarian cancers. Individuals carrying a mutation in one of these genes
have an increased substantially lifelong risk of breast, ovarian, pancreatic, and other types of
cancers. Identifying individuals with BRCA1/2 gene mutations is vital for increasing screening of
family members via genetic counselling, and using potentially life-saving preventive measures.
The aim of this study is preparation of next generation sequencing (NGS) libraries of BRCA1/2
genes using real time polymerase chain reaction (RT-PCR), and determination of bioinformatic

workflow suitable for NGS analysis.

Methods: Using blood samples previously analyzed with Multiplicom BRCA MASTR™ Dx kit
that is widely utilized in routine practice; DNA isolation was consequently followed by preparation
of NGS libraries with RT-PCR, marking each sample with 2 different tag sequences, and

determination of bioinformatic workflow for NGS analysis.

Results: Compared with the reference method, test limits were: 100% sensitivity, 100%
specificity, and 100% validity. The confidence interval was calculated to be between 86 and 100%

using the Wilson method.

Conclusion: This study resulted in the successful development and analytic validation of a low-
cost NGS test kit capable of accurately determining pathogenic mutations of BRCA1 and BRCA2

genes.

Keywords: Breast cancer, BRCA1, BRCA2, next generation sequencing, library preparation for
NGS.
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Giris

Kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu (HBOC) tiimor baskilayici genler olarak
bilinen Gogiis Kanseri Duyarlilik genlerinde BRCA1 ve BRCA2'de bulunan mutasyonlarla
iligkilidir. Bundan dolay ailesel olarak risk altinda olan bireylerin genetik analizler ile
tespiti genis capta kabul goren bir uygulamadir. Cesitli meslek kuruluslar ve
uzmanlarinda yer aldig1 topluluklar BRCA1 ve BRCA2 mutasyon testlerinden kimlerin
fayda gorebileceginin belirlenmesi ile ilgili klinik kriterleri ve uygulama kilavuzlarimi
hazirlamiglardir'7. Genel olarak kisiye 6zel olarak belirlenen bu risk degerlendirmesi ve
BRCA1/2 testi bireysel ve/veya ailesel meme, yumurtalik, pankreas, prostat kanseri
oykiisii olan kisilere uygulanmaktadir. Cesitli kilavuzlarin 6nerdigi gibi, BRCA1 ve
BRCA2 mutasyonu tanimlanan kisilerde meme, yumurtalik, pankreas, prostat ve bazi
diger kanserler icin hayat boyu karsilasma riski, BRCA1 mutasyonu tasiyan kisilerde
genel popiilasyona gore %50-80; BRCA2 mutasyonu tasiyan bireylerde %40-70
oraninda artmistir7. BRCA1/2 mutasyonlarinin taranmasi, meme ve yumurtalik
kanserinin erken tanisi ve onlenmesi icin biiyiilk 6nem tagimaktadir®9. Bu baglamda
arttinnlmig taramalar, onleyici ila¢ tedavileri ve hatta profilaktik cerrahi secenekler

arasinda degerlendirilebilmektedir.

Amerikan Meme Cerrahlar1 Dernegi yiiksek riskli popiilasyonlardaki bireylerin rutin
taranmasini 6nermektedir. Bu 6neriye gore yiiksek risk grubu; 50 yasindan 6nce meme
kanseri tanis1 almig olanlari, birden ¢ok meme kanseri primer odag: olanlari, ailesinde
erken yasta meme kanseri oykiisii olanlari, kendisi veya ailesinde yumurtalik kanseri
Oykiisii bulunanlari, ailesinde BRCA1/2 mutasyonu tespit edilmis olanlari, 60 yasindan
once liclii negatif meme kanseri tanisi alanlari, ailede herediter meme veya yumurtalik
kanseri ile birlikte pankreas kanseri teshisi konulanlari, erkek cinsiyete veya Askenazi

irkina ait bireyleri kapsamaktadir-¢.

Sanger dizileme teknigi in-vitro DNA replikasyonu esnasinda ddNTP'ler ile zincir
sonlanmasina dayanan bir yontemdir. 3'-OH grubu olmayan ddNTP'ler, DNA polimeraz
ile katalizlenen DNA uzamasimi sonlandirirlar. PZR amplikonlar1 kapiller sistemde
yiiriirken floresan isaretine bagh olarak, niikleotidler taninir ve bu yontem birinci nesil
dizileme olarak bilinmektedir°. NGS teknolojileri ise, Sanger dizileme yontemi gibi daha

eski yaklagimlar ile karsilastinldiginda; cok daha hizli, ¢ok yiiksek verimlilikle biiyiik
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verilerin elde edildigi ve diislik maliyetli yontemlerdiro, Gilintimiizde pek ¢ok genetik
laboratuvarinda BRCA1/2 genlerindeki mutasyonlarin tanisal testi i¢cin bir NGS
yaklagimi veya BRCA1 ve BRCA2 genlerini iceren ¢ok genli paneller uygulanmaktadir.
Tamamen bagimsiz ve kor degerlendirmeleri iceren NGS metodolojilerinin Sanger
dizileme ile karsilastirma calismalarini yapan arastirmacilarin elde ettigi sonuclar NGS
teknolojileriyle elde edilen verilerin cok yiiksek dogruluk ve duyarliliga sahip oldugunu
gostermektedir'©®.  Bununla  birlikte, numune hazirlama tekniklerindeki
standardizasyon eksiklikleri, farkli platformlar ve farkl veri analiz yontemleriyle elde
edilen varyant simiflandirmalar1 arasindaki farkliliklar, NGS platformunun klinik
uygulamada kullanimina iligkin zorluklar arasinda yer almaktadir¢-7. Bundan dolay1
optimize edilmis ve dogrulanmis, analitik duyarlilik ve 6zgiilliigli maksimize edilmis bir
NGS test tasarimi klinik karar vermeyi kolaylastirmasi bakimindan O6nem

kazanmaktadir.

Bu calismanin amac1 BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin mevcut testlere gore
daha diisiik maliyetle tespit edilebilmesine olanak saglayan, NGS temelli, analitik
duyarhihig: ve ozgiilliigii yiiksek, uluslararasi standartlarda bir NGS kiitiiphane hazirlama
kitinin gelistirilmesi, rutinde kullanilan testler ile dogrulanmasi ve elde edilen
sonuclarinin yorumlanmasini kolaylastiracak bir biyoinformatik analiz is akisinin

belirlenmesidir.
Gerec ve Yontem
Calisma Grubunun Belirlenmesi

Calismada kullanilan 48 hasta ornegine ait DNA’lar yastan bagimsiz olarak, Marmara
Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda daha 6nce Illumina Miseq platformu
kullanilarak Yeni Nesil Dizi Analizi yontemiyle BRCA1/2 genlerine yonelik mutasyon
analizi yapilmig hastalar arasindan secilmistir. Calismanin etik acidan uygunlugu,
Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Klinik Arastirmalar On Degerlendirme
Komisyonu'nun 03.02.2017 tarihli Etik Komisyonunda incelenmis ve 09.2017.119

numarali dosya oy birligiyle onaylanmistir.
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Kandan Genomik DNA izolasyonu

Tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu hizli spin kolon yontemiyle gerceklestirildi® ve
elde edilen DNA ornekleri calisilincaya kadar -45 °C’de saklandi1. DNA 6rneklerinin saflik
ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in nano spektrofotometre Nanodrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) kullanilarak o6l¢iim yapildi. DNA
konsantrasyonu (ug/mL) = OD260 x 100 (diliisyon faktorii) x 50 pg/mL ile hesaplandi®.
Genomik DNA orneklerinin beklenen boyutta olup olmadig: ve degredasyonu agaroz jel
elektroforezi yontemi ile test edildi (Sekil 1). Referans olarak en biiyiik band1 1,5 kb
boyutunda olan DNA marker kullanilarak yapilan agaroz jel goriintiisiinde secilen 3 adet

genomik DNA’nin boyutlar1 goriilmektedir.

Sekil 1: 3 Farkli Genomik DNA Orneginin Agaroz Jel Goriintiisii

Marker Orn1 Orn2 Orn3

g e Sl — Genomik DNA

1,5kb (—

Konnektor-Hedef Bolge Dizilerinin Tasarlanmasi1 ve Multipleks PZR

Optimizasyonlar:

BRCA1 ve BRCA2 genlerinin biitiin ekzonlar1 ve ekzon-intron siirlarinin cogaltilmasi
icin kullanilacak olan hedef bolgeye 6zgii primer dizileri tasarlandi. chr17:43,044,295-
43,125,370 konumunda bulunan 81.076 baz cifti (b¢) uzunlugunda, toplam 23 ekzondan
olusan BRCA1 geni (NCBI Reference Sequence: NM_007294.2) ve chr13:32,315,480-
32,399,668 konumunda yer alan 84.189 b¢ uzunlugunda 27 ekzondan olusan BRCA2
geni (NCBI Reference Sequence: NM_000059.3) referans dizileri kullamilarak tiim
ekzon ve ekzon-intron sinirlarinin ¢ogaltilmasi icin ortalama uzunluklar yaklasik 300-

400 bc olan gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi amaciyla BRCA1 icin 38; BRCA2 i¢in ise 51 ¢ift
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primer tasarlandi. Tasarimlarin ardindan BRCA1 ve BRCA2 genlerinin multipleks 12
farkli reaksiyonda calisabilen bir sistemi kuruldu ve multipleks gercek zamanlh PZR
caligmalari icin toplam reaksiyon hacmi 25 pl olarak belirlendi. Bu sekilde 96 kuyucuklu
bir PZR plakasinda 7 farkli 6rnek ve bir negatif kontrol reaksiyonu tek seferde ¢alsilabilir

hale getirildi ve PZR reaksiyonlar1 erime egrisi analizine uygun sekilde gerceklestirildi.

NGS Kiitiiphanelerin Olusturulmasi, Mutasyonlarin Belirlenmesi ve
Analizleri

Dizileme sonucu elde edilen veriler, varyasyonlar1 ve mutasyonlar1 degerlendirmek
amaciyla NCBI (National Center for Biotechnology Information) ve ExAc (Exome
Aggregation Consortium) veritabanlarinda kontrol edildi. Bu calismaya dahil edilen 48
hasta ornegi Multiplicom BRCA MASTR™ Dx Kiti kullamilarak Illumina Miseq
Platformunda dizilenip SOPHIA veri analiz programiyla BRCA1/BRCA2 genlerinde
mutasyon analizi yapildi. Gene bu ayn1 48 hasta Ornegi bu calisma kapsaminda
geligtirilen multipleks kiitiiphane olusturma yontemiyle hazirlamip Illumina Miseq
platformunda dizi analizi gerceklestirildi ve mutasyon analizleri Galaxy yazilim tabanh

bir biyoinformatik araci ile tamamland.
Biyoinformatik Akis Semasi

Mutasyon analizleri i¢in su akis semasi olusturuldu ve kullanildi; Ham sekans dosyasi
Glaxy~de yer alan “FASTQ Groomer” araci kullanilarak “fastq” dosyasina cevrildi.
Cevrilen fastq dosyalarinin kalite skoru “FastQC” araci kullanilarak belirlendi. “Map with
BWA-MEM?” araci kullanilarak haritalama yapildi ve “SortSam” araci ile dosyalar “SAM”
dosyasina cevrildi. Elde edilen SAM dosyalar1 “Filter SAM” araci ile filtrelenerek “BAM”
dosyasina doniistiirmeye hazirlandi. “Mpileup” araci kullanilarak dosyalar “BAM”
dosyasina cevrildi ve VCF dosyasi olarak kaydedildi. “SnpEFF” veya PROVEAN (Protein
Variation Effect Analyzer) Human Genome Variants” araci ile VCF dosyalarinda
listelenmis olan varyantlarin anlamlandirilmas1 ve klinik agidan yorumlanmasi

gerceklestirildi.
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Bulgular
BRCA1 ve BRCA2 Dizi Analizi Sonuclar

Elde edilen ham verilerin kalite kontrolii sonucunda dizilerin ortalama kalitesi 39,1
olarak belirlendi. Analiz sonuglar tiim ekzonlarin en az 30X kapsayicilik ve 48 6rnegin
ortalama %89’luk gibi yiiksek bir eslesme orani ile haritalandigini1 gostermektedir.
Tasarlanan NGS analiz yazilim paketi ile yiiriitiilen analiz sonucunda SnpEff ile yapilan
anotasyon degerlendirmesinden sonra 6rnek dizi verisinden elde edilen toplam 1210
(545 BRCA1 varyasyonu, 665 BRCA2 varyasyonu) varyasyonun, 379 tanesi homozigot,
831 tanesi heterozigot degisimler olarak belirlendi (Tablo 1). Tespit edilen BRCA1
mutasyonlarinin 67 tanesi 3’ cevrilmeyen bolgesinde (3° UTR), 13 tanesi 5’ cevrilmeyen
bolgesinde (5 UTR) ve 142 tanesi ekzonlara yakin intron bolgesinde goriildii. Bunlarin
disinda yiiksek etkili olarak kabul edilen; 56 cerceve kaymas1 mutasyonu (frameshift), 15
cerceve ici delesyonu (in-frame deletion), 1 ¢erceve ici insersiyonu (in-frame insersion),
12 u¢ birlestirme alic1 bolge mutasyonu (splicing acceptor side), 7 u¢ birlestirme verici
bolge mutasyonu (splice donor side), 53 ug birlestirme bolge mutasyonu (splice region),
4 baslama kodonu kaybi, 20 sonlanma kodonu eklenmesi, 1 sonlanma kodonu kaybi ve
154 anlamsiz mutasyon (missense) bulundu. Tespit edilen BRCA2 mutasyonlarinin 10
tanesi 3° UTR bolgesinde, 10 tanesi 5° UTR bolgesinde ve 215 tanesi ekzonlara yakin
intron bolgesinde goriildii. Bunlarin disinda yiiksek etkili olarak kabul edilen; 98 cergeve
kaymas1 mutasyonu, 30 tane cerceve ici delesyonu, 4 cerceve ici insersiyonu, 4 uc
birlestirme alici bolge mutasyonu, 6 uc¢ birlestirme verici bolge mutasyonu, 49 ug
birlestirme bélge mutasyonu, 3 baslama kodonu kaybi, 33 sonlanma kodonu eklenmesi

ve 203 anlamsiz mutasyonu bulundu (Tablo 1).
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Tablo 1: BRCA1 ve BRCA2'de tespit edilen mutasyonlarinin dagilimi

Mutasyon Cesitleri BRCA1 | BRCA2
3'UTR 67 10
5'UTR 13 10
Ekzon-Intron Baglantilarinda 142 215
Cerceve Kaymasi 56 98
Cerceve Ici Delesyon 15 30
Cerceve Ici Insersiyon 1 4
Anlamsiz Mutasyon 154 203
Uc birlestirme Alic1 Bolge 12 4
Uc birlestirme Verici Bolge 7 6
Uc birlestirme Bolge 53 49
Baglama Kodonu Kaybi 4 3
Sonlanma Kodonu Eklenmesi 20 33
Sonlanma Kodonu Kaybi 1 0]
Toplam 545 605

32 tanesi BRCA1 ve 37 tanesi BRCA2 geni ile iligkili olan 69 farkl varyasyondan, ClinVar
veri tabaninda kayitli olan ve meme/over kanseri ile iligkisi bulunan 66 tanesi tespit
edildi. Calisilan 48 oOrnekten 43 tanesinde BRCA1 polimorfizm ve mutasyonu
saptanirken; 48 ornegin tamaminda BRCA2 polimorfizm ve mutasyonlarina rastlandi.

Tespit edilen 1210 varyasyonun 1093 tanesi polimorfizm; 117 tanesi mutasyon olarak
kaydedildi.

Galaxy tabanlh yazihm ile degerlendirilen 48 hasta 6rnegi icin yaklasik olarak %20 daha
fazla Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism; SNP) tespit edildi.
Sekil 2’de verilen Sophia ve Galaxy tabanlh yazilim analiz sonuc tablosuna gore Galaxy

tabanli yazilhimin kapsayiciigi Sophia’dan daha yiiksek olarak tespit edildi.

“rs80358842” nolu patojenik varyant Galaxy tabanl is akisi ile tespit edilip Sophia analiz

yazilimi ile tespit edilmedi. Bu durumun analiz yazihhmlarinin tespit hassasiyetinden mi

G. GIRGIN 0ZGUMTUS, A. I. GUNEY



IGUSABDER, 13 (2021): 1-15

yoksa  hazirlanan  kiitiiphanelerin  kapsayiciigindan m1  kaynaklandiginin
netlestirilebilmesi icin belirtilen rs numarasinin bulundugu genin ekzonuna yonelik bir
okuma primeri tasarlanarak hem Multiplicom BRCA MASTR™ Dx kiti hem de ¢alisma
kapsaminda gelistirilen yontemle ilgili ekzonun c¢ogaltihp Sanger dizi analizi
gerceklestirildi (Sekil 3). Sanger dizi analizi sonucuna gore BRCA2 geni ekzon 11’deki
rs80358842 bolgesi her iki DNA Kiitiiphanesi icerisinde de yer almaktadir. Bu da
gelistirilen analiz yazilim programinin yiiksek tespit giicii sayesinde Sophia yazilim ile
tespit edilememis bir rs varyantini1 yakalamasini saglamistir. Bu durumu dogrulamak
icin Sophia yazilimi ile degerlendirilen ve Multiplicom BRCA MASTR™ Dx Kit ile
hazirlanan kiitiiphanelerden elde edilen ham veriler bir kez de gelistirilen analiz yazilimi
ile degerlendirildi ve sonugta ayn1 DNA kiitiiphanesinden kapsayiciligi farkli SNP verileri
elde edildigi goriildii. Galaxy (mavi) ve Sophia (turuncu) yazilimlari ile yapilan analizler
sonucu elde edilen varyant sayilarinin karsilagtirma grafiginde; bu ¢calisma kapsaminda
is akisi belirlenen Galaxy tabanh yazilimin tespit ettigi varyant sayilarinin Sophia

yazilimina gore daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 2).

Sekil 2: Galaxy ve Sophia yazilimi karsilastirmali varyant sayilar

33

30 30 |y 30 30
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=

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47
ORNEK NUMARASI

“rs80358842” numarali NM_000058.3(BRCA2): ¢.6058G>T (p.Glu2o20Ter) patojenik degisimi her iki
DNA kiitiiphanesi icerisinde de yer almaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3: BRCA2 geni ekzon11 rs80358842 bolgesi Sanger dizileme sonucu

3
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Giliven seviyesi %95, Tiirkiye’deki kadin popiilasyon biiyiikligii 41.439.462 olarak
alindiginda, Wilson (1927) yontemi2° kullanilarak testin giiven aralig1 %86-%100 olarak

hesaplandi.

Referans ve calisma kapsaminda gelistirilen yontemler arasinda uyumsuz olarak 11 adet
meme kanseri ile iligkili oldugu veri tabaninda belirtilen rs numarasina sahip mutasyon
tespit edildi ve Sanger dizileme yontemiyle dogrulandi. Sanger dizileme ile de
dogrulamasi yapilan 1 adet patojenik varyasyon tespit edildi. Sonucta validasyon
caligmasi yapilan test ile referans metotlara gore yanlis pozitif sonug elde edilmedigi
gosterildi. Karsilastirmasi yapilan 2 referans metoda gore elde edilen sonuclarla %100

duyarhilik, %100 6zgiilliik ve %100 dogrulukla testin limitleri belirlendi.
Tartisma

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin goriilen kanser tiiri olup BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarinin meme ve over kanserlerinin onemli bir kismindan sorumlu oldugu
bilinmektedir. BRCA1/2 gen mutasyonu tasiyiciliginin erken tespit edilmesinin genetik

danigsma alma, daha sik araliklarla taramalara girme ve potansiyel olarak hayat kurtaran

10
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onleyici stratejilerden faydalanabilme gibi 6nemli avantajlar sagladig: ile ilgili kanitlar

giinlimiizde yapilan caligmalar ile artmaktadirso.:.

NGS teknolojisi, BRCA1 ve BRCA2 analizi de dahil olmak iizere teshis alaninda giderek
daha fazla uygulanmaktadir. Son yillarda yapilan yayinlar kahtsal kanser risk belirleme
gen panellerinin hastalar arasindaki mutasyon prevalansinin belirlenmesi igin
kullanimin arttigin1 gostermektedir2-2s. Yaptigimiz calismadan elde edilen yiiksek
duyarhlik ve ozgiilliik sonuglar1 daha 6nce yapilan benzer ¢alisma sonuglari ile uyumlu
sonuclar vermistir'214-16. Bununla beraber yaptigimiz calisma sonucunda elde edilen
yanlis pozitif oranlar1 daha 6nce yapilan benzer calisma oranlarindan diisiik olarak
belirlenmistir ve giiniimiizde yapilan pek ¢ok calisma ile NGS sonuglarinin Sanger dizi

analizi sonuclariyla esdeger sonuclar verdigi belirlenmistir:3.26-29,

Calismanin bazi sinirlayier noktalar1 bulunmaktadir. ilk olarak tiim calisma tam kan
numunelerinden elde edilen niikleik asit kullanilarak calisildi. Bu durum testin
uygulanmasinda kullanilabilecek 6rnek tipini simirlamaktadir. Ayrica derin intronik
sekans degisimleri gibi nadir varyasyonlar ve genomik inversiyon gibi biiyiik yeniden
diizenlenmelerin primer baglanma bolgelerine denk gelme durumunda, PZR tabanh

amplikon zenginlestirme yaklagimu ile tespit edilemeyebilir.

Calisma kapsaminda gelistirilen NGS verilerinin analiz yazilimi piyasada sikca kullanilan
ve diinya genelinde yaygin kullanilan bir yazihma gore valide edildi. Is akislar1 son
kullaniciya degerlendirme asamasinda kolaylik saglayacak sekilde, kullanici dostu bir ara
ylize sahip olmasi ile biyoinformatik araglara kendisini yabanci hisseden kullanicilara
bile kullanim kolayhigi saglamasi amaclandi. Bu sayede NGS calismalarinin
yayginlasmas1 ve gelecek yillarda elde edilen verilerin ¢ogalmasi ile hastahk iligkili
popiilasyon verilerinin artarak veri tabanlarimin olusturulmasina katki saglamasi

amaclandi.

Calisma kapsaminda 48 hasta ornegi kullanilarak elde edilen ham verilerle yapilan
analizler sonucunda her iki yazilim karsilastirildiginda gelistirilen ve BioGalVCF olarak
adlandirilan yazilimin ayni 6rnek amplikon kiitiiphaneleri tizerinde SOPHIA yazilimina
gore daha kapsayici sonuclar verdigi gozlemlendi. BioGalVCF hem zaman acisindan hem

de bilgisayar ara yiiz kullanimi ac¢isindan da daha avantajli oldugu degerlendirildi.
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Sonugc

Erken tam agisindan; hizli, ucuz ve dogru bir sekilde test edilebilmesi biiyiik 6nem
tasiyan BRCA1 ve BRCA 2 genlerinin klinik laboratuvar degerlendirmesine uygun
verilerin elde edildigi, patojenik mutasyon tespitini yiiksek verimlilik ve dogrulukla
yapabilen, uygun maliyetli bir NGS testinin gelistirilmesi ve analitik dogrulamasi bu
calisma ile tamamlanmistir. Gelistirilen NGS temelli, uluslararasi standartlarda kit ile
elde edilen sonuclarin degerlendirilmesini kolaylastiran bir analiz yazihm is akis1 da
calismamiz kapsaminda gelistirilmis ve dogrulanmistir. Boylece diisiik maliyet, yiiksek
okuma dogrulugu, kolay uygulanabilirlik, hizli ve giivenilir sonuclar, tekrarlanabilirlik ve
anlasilir, uygulanabilir biyoinformatik analiz yazilim is akis1 semasi ortaya koyulmustur.
Bu caligsma kapsaminda gelistirilen testin klinik laboratuvarlar icin gerekli olan kalite

standartlarini ve daha 6nce ortaya konmus olan kriterleri karsiladig1 gorilmiistiirse.
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