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OZET

BRCAlI ve BRCA2 Genlerinde Mutasyon Saptanmayan Meme

Kanseri Tanis1 Almis Olgularda Ailesel Kanser Genlerinin Incelenmesi

Meme kanseri, kadinlarda en sik gozlenen kanser tipidir ve kanser tanisi
almis her 4 kadindan 1'inin tanis1 meme kanseridir. Meme kanseri gelisimi i¢in
yas, sigara / alkol / radyasyon maruziyeti, obezite, ireme ve adet oykisu ile
iligkili risk faktorleri bulunmasinin yani sira meme kanserine yatkinhk
olusturan genetik risk faktorleri de s6z konusudur. Meme kanseri vakalarinin
yaklasik %10-30'u kalitsal faktorlere atfedilse de, vakalarinin sadece %5-10"unda
glclii kalitsal bir bilesen tespit edilmistir. Patojenik degisimleri ailevi meme
kanseri ile en sik iligkilendirilmis genler BRCA1 ve BRCAZ2 iken gilincel bilimsel
bilgiler diger bir grup genin patojenik degisimlerinin de meme kanserine

yatkinliktan sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismamizda meme kanseri tamis1 almis ve risk faktorleri
degerlendirildiginde ailevi meme kanseri yatkinligindan sliphelenilmig, fakat
BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinde yeni nesil dizileme (YND) yontemi ile herhangi bir
patojenik degisim saptanmayan otuz sekiz olguda meme kanserine yatkinhiktan
sorumlu diger genlerde genetik incelemeler yapilmasi amac¢lanmistir. Bu amacla
YND ile rutinde ¢aligilan ailesel kanser paneli igerisinde bulunan ATM, BARD1,
BRIPI1, CDH1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN , RAD51, RAD51C,
STK11, TP53 genleri dizilenmis ve tespit edilen varyantlar kilavuzlara uygun
olarak simiflandirilarak patojenik (P), olas1 patojenik (OP) ve Kklinik 6nemi

belirsiz (KOB) olarak siiflandirilmig varyantlar degerlendirmeye alinmigtir.

Calisma sonucunda otuz sekiz olgunun 8 (%21)'inde 9 adet P / OP veya
KOB olarak simiflandirilmig varyant tespit edilmistir. Bu degigimlerin 4't ATM
geninde, 2'si BRIPI geninde, 2'si CHEK?2 geninde, 11 MRE11 geninde, 1'1 MSH6
geninde bulunmistir. Calismamiz sayesinde patojenik degisim tespit edilen
olgular ile aileleri koruyucu tedavi olanaklarina yonlendirilmis, hangi genlerde

daha sik olarak patojenik degisimler bulundugu tespit edilmis ve literatiirde



daha once bildirilmemis yeni varyantlar meme kanseri yatkinligi ile

iligkilendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Ailesel Kanser, Yeni Nesil Dizileme



SUMMARY

An Associaton Research for the Hereditary Cancer Genes in Breast

Cancer Patients with No Mutation in BRCAI and BRCA?2

Breast cancer is the most common cancer type in women and every 1 in 4
women diagnosed with cancer has breast cancer. There are several risk factors
for breast cancer development including age, cigarette / alcohol / radiation
exposure, obesity, conception and menstruation related risks, but in addition to
that, genetic factors are responsible for susceptibility to breast cancer. It is
estimated that 10-30% of breast cancer patients have hereditary risk factors but
high-risk genetic component is identified in only 5-10% of the patients.
Pathogenic variants of BRCAI and BRCA2 genes are the most frequently
identified genetic risk factors in breast cancer, but recent scientific discoveries
demonstrates that pathogenic variants of other group of genes are causing

predisposition to breast cancer.

In this study, we planned to perform genetic analyses for those other group
of genes in thirty eight breast cancer patients with the suspicion of hereditary
breast cancer syndroms who were found to carry no mutations in BRCAI and
BRCA2 genes by next generation sequencing (NGS) method. With this aim, ATM,
BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN , RAD51,
RADS51C, STK11, TP53 genes are sequenced by NGS and identified variants are
classified according to current guidelines. Variants classified as pathogenic (P),
likely pathogenic (LP) and uncertain significance (VUS) are included to the

results.

As a result 8 (21%) of the thirty eight patients were found to carry 9
variants classified as either P, LP or VUS. Among these variants, 4 were in ATM
gene, 2 were in BRIPI gene, 2 were in CHEK?2 gene,1 was in MRE11 gene, 1 was
in MSH6 gene. By this study, patients carrying pathogenic variants and their
family members are referred to preventive medicine opportunities, pathogenic
variant frequencies in related genes are identified and novel variants associated

with breast cancer are discovered.



Key Words:Breast Cancer, Hereditary Cancer, Next Generation
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1. GIRIS VE AMAC

DNA’da meydana gelen degisiklikler normal hiicrelerin kanser
hiicrelerine doniismesine neden olabilir. Kanserde yer alan genler, onkogenler
ve tumor baskilayict olmak {tizere iki temel alt gruba ayrilmaktadir.
Onkogenler, ¢ogunlukla proto-onkogen adi verilen normal hiicresel genlerin
mutant allelleridir. Kanserdeki mutasyonlari diger mutasyonlardan ayiran,
mutasyonlarin giicli bir sekilde hiicresel proliferasyon ve artmis hicresel
yagsam Oomru icin pozitif seleksiyona yol agcmasidir. Kanser hiicresi fenotipik
olarak kontrolsiiz ve asir1 proliferasyon 6zelligine sahip olup, tek bir mutant
hiicre yasami tehdit eden bir hastalik gelisimine yol agmaktadir. Meme
kanseri olugsmasinda onemli yeri olan proto-onkogenler ve tiimor baskilayici
genlerde meydana gelen degisiklikler kanserin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol

oynar (Nussbaum, McInnes, & Willard, 2015, s 312).

Meme kanseri, diinyada kadinlarda en sik goézlenen kanser tipidir.
Kanser tamist almig her 4 kadindan 1 meme kanseridir. Ulkemizde
kadinlarda meme kanseri goriilme orani 43/100000‘diir. Kadinlarin tani
anminda %44,51 50-69 yas, %40,4‘Gnde 25-49 yas araliginda oldugu
bilinmektedir. Erkeklerde meme kanseri goérilme oram ise 0.8/100000’dir

(Gultekin & Boztas, 2014).

Meme kanseri, meme hiicrelerinin anormal hale geldigi ve koétii huylu
bir tiimor olusturmak ic¢in ¢ogaldigi bir hastaliktir. Meme kanseri, en yaygin
kanser seklidir ve kadinlarda kansere bagli o6limlerin en sik goriilen ikinci
nedenidir. Meme kanseri gelisimi i¢gin hormonal, iireme ve adet 6ykiisi, yas,
egzersiz eksikligi, alkol, radyasyon, iyi huylu meme hastaligi ve obezite gibi
birgok risk faktérii vardir. Bireysel risk, meme kanseri ve erken yasta
baslayan etkilenen meme kanseri 6ykiisi bulunan bireylerde risk orantili
olarak artar. Her ne kadar meme kanseri vakalarinin yaklasik %10-30"u
kalitsal faktorlere atfedilse de, meme kanseri vakalarimin sadece %5-10"u
gucli kalitsal bir bilesenle tanimlanmaktadir. Bununla birlikte bu vakalarin
sadece kiigik bir kismi (%4-%5) otozomal baskin bir sekilde kalitilan yuksek
penetran genlerdeki mutasyonlarla aciklanmaktadir. BRCAI ve BRCAZ2

1



genleri en yaygin patojenik mutasyonlarin gézlendigi genlerdir, ancak son
yillarda kalitsal meme kanseri ile iligkili diger genlerin de etkileri ortaya
cikarilmigtir. Genomik teknolojilerdeki yeni gelismeler, ¢ok sayida genin
paralel olarak aym1 anda degerlendirilmesini saglamistir. Gunlimiizde
ozellestirilmis yeni nesil dizileme panelleri sayesinde, ylksek - orta penetran
genler de dahil olmak tizere, meme kanserine yatkinlik saglayan genlerin es

zamanl analizi gergeklestirilebilmektedir. (Apostolou & Fostira, 2013)

Calismamizda meme kanseri tanisi almig ve ailevi meme kanseri
yatkinligindan siiphelenilen, ancak BRCAI ve BRCAZ2 genlerinde herhangi bir
patojenik degisim saptanmayan olgularda ATM, BARDI1, BRIP1, CDHI,
CHEK?2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN, RAD51, RAD51C, STKI11,
TP53 genlerinin meme kanseri ile iligkisinin arastirilmasi ve mutasyon

sikliklarinin belirlenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

Gelismis tilkelerde meme kanseri, kadinlarda kansere bagli élimlerin
baslica nedenidir. Tani konulan her 4 kadindan 1’1 bu hastalik nedeniyle
hayatini kaybetmektedir. Erkeklerde meme kanseri gorilme riski %1’den
daha az iken kadinlarda yasam boyu meme kanserine yakalanma riski %50-85
oranindadir. Meme kanseri, %5-10 oraninda genetik olarak kalitilirken %904
sporadik olarak gelisen heterojen bir hastaliktir. Kalitsal meme kanserlerinin
bir cogu BRCA1 ve BRCAZ2 genlerindeki patojenik degisimlere bagl olarak
geligir. Yapilan calismalarda meme kanserli olgularin %3-6.5'inde BRCA1/2
genlerinin patojenik degisimlerine rastlanmistir (Hoang & Gilks, 2018).
BRCAI geninde herhangi bir mutasyona sahip olan bir kadinin meme
kanserine yakalanma riski %46-87 iken erkeklerde bu oran ~%1-22 BRCAZ2
genl i¢in bu risk kadinlarda %38-84, erkeklerde ~%8.9 oranindadir (Petrucelli,
Daly, & Pal, 2016). Yapilan ¢alismalarda meme kanseri gelisiminde BRCAI ve
BRCAZ2 genlerinin disinda farkli genlerin de iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Meme kanseri olusmasinda 6nemli yeri olan proto onkogenler ve timor
baskilayici genlerde meydana gelen degisiklikler kanserin ortaya ¢gikmasinda
onemli rol oynar. Proto-onkogenlerde genellikle fonksiyon kazandiran
mutasyonlar proliferasyonu stimule etme, apoptozu engelleme gibi
mekanizmalarla malign transformasyona neden olmaktadirlar (Nussbaum,
Mclnnes, & Willard, 2015, s 312). Timor baskilayic: genler hiicre siklusunu
kontrol eden ya da DNA onariminda rol oynayan proteinleri kodlayan ve hiicre
proliferasyonu tizerinde negatif etki gosteren genlerdir. DNA tamir
mekanizmasinda rol oynayan proteinleri kodlayan tiimér baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar, hiicrede ilave mutasyonlarin birikmesine ve
genomik instabiliteye neden olarak karsinogenez siirecinde rol oynamaktadir.
Bu grup genlerde meydana gelen mutasyonlar genellikle kansere yatkinliktan
sorumlu olup ailesel kanser sendromlari ile iligkilidir (Dindar, M. (Ed.).2016,

S.282-283).



2.1. Ailesel Meme Kanseri Yatkinlik Genleri

Meme kanseri genel olarak sporadik olarak gelisim gosterse de %5-10
oraninda genetik nedenlerle ortaya cikmaktadir. Kalitsal meme kanseri
gelisiminden en sik sorumlu olan genler BRCA1 ve BRCAZ2 genleri olmasina
ragmen farkli timor slipresor ve proto onkogen genlerde meydana gelen
mutasyonlar da bu hastaligin gelisme riskini artirabilmektedir.
BRCA1/BRCA2 genleri yliksek penetrant genlerdir ve patojenik varyantlarin
hastalik olusturma ihtimali oldukc¢a yiiksektir. Bu iki genin yaninda DNA
tamir mekanizmalarindan homolog rekombinasyonda onemli gorevi olan
BRCA1I ve BRCA2 genleriyle ortak ¢aligsan ve Sekil 2.1’ de oldugu gibi ATM,
CHEK?2, BARDI, BRIP1, MRE11, RAD50, NBN, RAD51 ve PALB2 genlerinin
de meme kanserinde etkili olabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

(Hoang & Gilks, 2018).
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Sekil 2.1 Ailesel Meme ve Over Kanseri icin 6nemli olan olaylarin zaman cizelgesi ve
predispozan HBOC genlerinin tanimlanmasi (Nielsen, van Overeem Hansen, & Serensen,

2016).
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Sekil 2.1’in devama.

2.1.1. BRCA1I ve BRCA2 genleri (Breast Cancer 1 ve 2)

BRCAI geni 17q21.31'de lokalize ve 24 ekzondan olusmaktadir. BRCA2
geni ise 13q31.1'de lokalizedir ve 27 ekzon igeren bir gendir. Bu iki protein
birbirleriyle homoloji gostermeyen tiimor baskilayici genlerdir. BRCA1, DNA
hasar1 algilama ve DNA hasar1 tepkisi efektorlerini birbirine baglayan cok
yonli bir proteindir. BRCA proteinleri homolog rekombinasyon (HR) tamir
yolagi tizerinden DNA c¢ift zincir kiriklarinin onariminda rol alirlar. Homolog
rekombinasyon DNA ¢ift zincir kiriklarimi hiicre dénglisiinin S ve G2
evrelerinde onarir (Roy, Chun, & Powell, 2012). BRCA1/2 genlerinin
iglevselligini kaybettigi hiicrelerde ¢ift zincirli DNA kiriklarinin tamiri
homolog olmayan ug¢ birlesmesi yoluyla gergeklesir. Hatalara yatkin olan bu
yol, genomik instabiliteler ve artmis maligniteye ilerleme riskini ortaya
cikarmaktadir. BRCA1 geni tzerinde bulunan RING ve BCRT alanlarinda

meme ve over kanserinin baskilanmasinda rol oynadigi gosterilen kalitsal



kanserlerle iligkilendirilmis ¢ok sayida mutasyon bulunmustur. BRCA2,
RAD51 rekombinazinin DNA ¢ift sarmal hasarlarinda alinmasina aracilik
eder. RAD51 alimi sadece HR icin gerekli olmamakla birlikte bu onarim
isleminin timo6r baskilayici fonksiyonundan da sorumludur (Moynahan,

Pierce, & Jasin, 2001).

Her iki genin de bir kopyasi mutasyona ugradig1 takdirde otozomal
dominant olarak kalitim gosteren ailevi meme kanserine yatkinlik ortaya
cikmaktadir. Ayrica bu genlerdeki mutasyonlarin over, pankreas, mide, girtlak
ve prostat kanserlerinin gelisiminde de risk artisina neden olduklar
bilinmektedir (Shattuck-Eidens vd., 1995). Benzer hastalik fenotiplerine sahip
olmalarinin yami sira her iki proteinin agirlikli olarak DNA c¢ift zincir
kiriklarinin onarim mekanizmasi olan HR’da gorevleri oldugu bilinmektedir.
Homolog rekombinasyon genomun proliferatif hiicrelerde butinligini
korumak i¢in ana  mekanizma  gibi = goriinmektedir. Homolog
rekombinasyondaki sik gorilen hata HR aracihgindaki BRCAI1-BRCA2
yolunun fonksiyonun kalitsal ve sporadik meme kanserinde timor
baskilanmasi1 i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir. BRCAI ve BRCAZ2
proteinleri arasindaki tek ortak fonksiyonel baglanti HR yoludur. Bu nedenle
HR yolunun genomu korumak igin ¢ok énemli oldugu ve bu yolun mutasyon
tasiyicilarinda ortaya cikan timorlerde bozuldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir
(Schlacher vd., 2011). Hastalik seyrinin BRCA1l gen mutasyonu tasiyan
olgularda, BRCA2 mutasyonuna sahip bireylerden daha agir oldugu
bilinmektedir. Bu klinik sonucun BRCAI’in, BRCAZ2'den farkli olarak HR'nin
yonetimi, kromatin yeniden diizenlenmesi ve hiicre dongiisiiniin kontroli
islevlerine de sahip olmasi ile iligkili oldugu diistintiilmektedir (Hoang & Gilks,
2018).

BRCA1 veya BRCA2 genlerinde mutasyon bulunmayan kalitsal meme
kanseri olgularinda DNA hasar yanmitindaki kinazlar (DDR) CHEK?2 ya da
ataksi — telenjiektazi (ATM) genlerindeki mutasyonlar meme kanseri
yatkinligimi aciklayabilmektedir (Rahman & Stratton, 1998). Bununla birlikte
BRCA1I etkilesimli protein C-terminal helikaz 1 ve BRCA (PALB2) gibi



BRCAI1-BRCA2-HR yolunun diger iiyelerinde de katilmis mutasyonlar ortaya
cikabilir. Ancak kalitsal meme kanserinde bu genlerdeki mutasyonlarin
sikliginin oldukc¢a diisiik oldugu bilinmektedir. Meme kanseri i¢cin bilinen bir
germline yatkinliginin olmadigi durumlarda, sporadik meme kanserinde
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyonlar nadir olarak goézlenmektedir.
Genomun HR tarafindan korunmasi, ATM ve ATR iligkili kinazlarin ilgili
DNA hasarim1 tanimalarini, CHEK2 ve BRCAI’in sinyal araciligin1 ve BRCA2
ve RAD51 efektorleri tarafindan onarimin baglatilmasi gibi farkh
mekanizmalar: icermektedir. Ayrica PALB2 ve BRIP1 gibi HR yolunun birkacg
kolaylastiricis1 vardir ve bu kolaylastiricilardan biri mutasyona ugradiginda
meme ve over kanseri i¢in predispozan bir faktoér olusturur. Bu da BRCA1 —

BRCAZ2 — HR yolag1 oldugunu gostermektedir. (Roy vd., 2012)

BRCA1I mutasyonuna sahip bireylerde ortaya ¢ikan meme kanserlerinin
diger meme kanserlerine kiyasla yiiksek dereceli ve TUgli negatif
(6strojen/progesteron reseptorleri ve HER2 negatif) olma olasiligi daha
yiuksektir. BRCAI mutasyonlu timorler ayrica daha sik olarak medullar
histopatoloji gosterirler ve bazal benzeri meme kanseri ile benzer 6zellikleri
vardir (Mavaddat vd., 2012). BRCA2 mutasyonlu meme kanserleri
digerlerinden histolojik olarak ayirilamasa da, luminal fenotip gosterirler. Bu
tumorlerde Ostrojen/progesteron reseptorleri pozitif iken Her2 negatif olarak
saptanir. BRCA2 mutant timorler ayrica izole duktal karsinoma in situ ve

mikrokalsifikasyon ile seyretme egilimindedir (Hoang & Gilks, 2018).

2.1.2 ATM (Ataxi Telangiectasia Mutated) geni

ATM geni ilk defa 1995 yilinda Ataksi-Telanjiektazi sendromu ile
tanmimlanmistir ve 11q22.3'te lokalizedir. Altmig ikisi 3056 amino asitlik bir
proteini kodlayan altmis alt1 ekzon icerir. ATM, DNA c¢ift zincir kopmalarinin
onarilmasinda merkezi bir rol igeren ¢ok sayida karmasik fonksiyona sahiptir.
Sekik 2.2’ de gosterildigi gibi DNA hasarina verilen yanit, zarar goérmiis
DNA’nin taninmasi, onarim proteinlerinin alimi, hiicre doéngisi kontrol
noktalarina sinyal verilmesi, transkripsiyonel diizenleme ve apoptoz

aktivasyonu gibi iglemlerde gorevlidir. Cift zincir DNA kirigina cevap olarak



ATM, yiuksek diizeyde aktif monomerlere ayrigsir. Bu iglem sirasinda ATM
otofosforilasyona maruz kalir ve TP53, BRCA1, CHEK?2 gibi meme kanseri
duyarhlhk genleri tarafindan kodlanan proteinler de dahil olmak tzere coklu
DNA hasar tepkisi ve hiicre donglisii proteinlerinin fosforilasyonu yoluyla
sinyal baslattigi DNA hasar bolgelerine alinir (Ahmed & Rahman, 2006). DNA
DSB' lerinin ardindan, MRN kompleksi, DNA onarimim algilar, baslatir ve
ATM geninin iglevini baglatir (Choi, Kipps, & Kurzrock, 2016).

Ataksi-Telanjiektazi sendromuna neden olan varyantlarin c¢ogu, Kisa
(truncated) bir protein olusmasiyla sonuc¢lanir. Patojenik ATM varyantlari
popilasyonun %1-2'sinde bulunur ve tasiyicilarda meme kanseri riskini tlige
katlar. Bu bireylerde yasam boyu meme kanseri riskinin %25'ten fazla oldugu

bildirilmistir (Jerzak, Mancuso, & Eisen, 2018).

DNA Cift Zincir Kirig:
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Sekil 2.2 Cift zincirli DNA kiriklarinin onariminda ATM iglevi. (Choi vd., 2016).



2.1.3. BARDI1 (BRCAI Associated RING Domain 1) geni

BARDI1 geni 2q35te lokalize olup timor baskilayici genlerden biridir.
On bir ekzon iceren ve 777 amino asitten olusan, BRCA1'in N-terminal bélgesi
ile etkilesime giren ve BRCA1 iligkili RING Domain-1 (BRCA1-Associated
RING Domain-1) olarak adlandirilan protein yapis1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.
BRCA2, korunmus islem alani (TD) ve BRC tekrarlar1 olarak adlandirilan 70
amino asitlik bir motifin 8 kopyasi ile BARDI veya BRCAI ile tamamen iligkili
degildir (Sekil 2.3) (Irminger-Finger, Ratajska, & Pilyugin, 2016). BARDI bir
N-terminali RING motifini ve bir C-terminali BRCT alanim paylastiklarindan,
BRCAI ile yiksek yapisal homoloji gosteren bir bagska aday meme kanseri
yatkinlik geni olarak bilinmektedir. Ayrica, BARD1 proteini BRCAI ile
heterodimer olusturmakta, bu da ubikiitinasyon aktivitesinin artmasina

neden olmaktadir (De Brakeleer vd., 2016).

BRCA1 C-terminal (BRCT) alanlari, DNA hasar yanitindaki (DDR)
entegre sinyal modilleridir. Fosfor-peptit baglanma modilleri olarak gorev
almalarimin yani sira, BRCT alanlarimin fosforilasyondan bagimsiz protein
etkilesimleri, DNA baglanmasi ve poli (ADP-riboz) (PAR) baglanmasi ile
iligkilendirilmigtir (Leung & Glover, 2011).

BRCA1 C-terminal (BRCT) tekrarlari, belirli bir korunmus tgiincil
yapiyla tanimlanir. Bircok DNA hasari onarimi ve hiicre dongusii kontrol
noktas1 proteininde tanimlanmistir (Callebaut & Mornon, 1997). Meme
kanseri 1ile iligkili protein BRCA1l'in C-terminal bélgesi, proteinin timor
baskilayici1 fonksiyonu igin gerekli olan ikili BRCA1 C-terminal (BRCT)
tekrarlarinin bir c¢iftini igerir. BRCAI'de her iki BRCT bdlgesinin kaybina
neden olan mutasyonlar kanserle iligkilidir ki bu, BRCT'lerin timor
baskilayici islevler icin gerekli oldugunun gostergesi olabilir (Glover, Williams,
& Lee, 2004). BARD1 ve BRCAL1 proteinleri, hiicre dongtlistiniin S fazi1 boyunca
sentezlenir ve niikleer noktalardaki onarim proteini olan Rad51 ile DNA hasar
bolgelerine ortak lokalize olur. BRCAI, DNA hasar1 boélgelerini BARDI'e
baglanarak kuvvetlendirir (Hoang & Gilks, 2018). Yapilan c¢alismalarda



BARD1 proteinin ailesel ya da sporadik meme kanseri olgularinda hastalik

gelisimde etkili olabilecegi gosterilmistir (Irminger-Finger vd., 2016).
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Sekil 2.3 BARD1, BRCA1 ve BRCA2'nin protein yapilar: (Irminger-Finger vd., 2016).

2.1.4. BRIP1 (BRCA1-Associated C-Terminal Helicase 1) geni

BRIPI1, 17q23.2'de lokalize yirmi ekzondan olusan bir gendir. Meme
kanserine yatkinlhik geni olarak onerilen ve DNA onariminda yer alan
genlerden biridir. BRIP1, BRCA1 genindeki BRCT alanlarina dogrudan
baglanmasi yoluyla tanimlanmistir. Homolog rekombinasyon yoluyla DNA
onarimina katkida bulundugu bilinen helikaz benzeri bir proteini
kodlamaktadir. BRIPI proteini, hiicre déonglisinin G2-M faz1 sirasinda hasarl
DNA iplik¢iklerini onarmak ig¢in hiicre c¢ekirdegindeki BRCAI proteini ile
etkilesime girer; bu nedenle BRIP1 ve BRCAI proteinleri, timor baskilayici
proteinler olarak bilinmektedir. BRCA1 ve DNA onariminda rol oynayan diger
genlerin meme ve diger kanserlere duyarliliktaki rolii géz 6niine alindiginda,
BRIPI'In germline mutasyonlarinin da meme kanserine neden olabilecegi
distinilmektedir. BRIP1 proteini, bir helikaz gibi davranir ve DNA hasari
sirasinda BRCA1'in BRCT alam ile etkilesime girer; BRIP1, c¢ift sarmal
DNA’y1 acar ve BRIP1-BRCA1 kompleksi DNA hasarini onarir. BRIP1
proteini, hiicre déngiistiniin G2-M faz1 sirasinda bozulmus DNA iplik¢iklerini
onarmak i¢in hiicre ¢ekirdegindeki BRCA1 gen proteini ile etkilesime girer; bu
nedenle BRIP1 ve BRCA1 proteinleri, tiimor baskilayici genler olarak kabul
edilmistir (Godwin vd., 1994). BRIPI'in meme kanserinin baslangicindaki
roliini arastirmak igin bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, altta yatan

molekiiler mekanizmalar halen tam olarak aydinlatilamamistir. BRIP1 gibi
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disik  penetran  genlerdeki  degisiklikler, DNA  hasari onarim
mekanizmalarinda hatalara neden olarak sporadik meme kanserine sebep
olur. Ilging bir sekilde, BRIPI 'in haplo-yetersizligi kisa fonksiyonel olmayan
bir BRIP1 proteini olusmasi ile sonuclanmaktadir. Bu durumda, DNA hasarim
onarmak icin BRCAI proteini ile etkilesime girmeyen, hiicre bliyimesini ve
cogalmasim1 uyaran BRIP1 proteini, meme kanserinin baslamasina yol
acmaktadir. Meme kanseri ile ilgili farkli popilasyonlarda yapilan
caligmalarda timor dokularinda BRIP1 geninde mutasyonlar tanimlanmigtir.
Bu calismalardan elde edilen verilerle birlikte BRIPI'in meme kanseri
gelisiminde 6nemli bir roli oldugu distinlmektedir (Ouhtit, Gupta, & Shaikh,
2016).

2.1.5. CDH1 (Cadherin 1) geni

CDH1 geni, 16q22.1.1 bolgesinde bulunan, E-kadherini kodlayan bir
tumor baskilayici gendir. E-kadherin, kalsiyum bagimli adezyon molekiilleri
kadherin ailesinin bir tyesidir. E-kadherin proteini epitel hicrelerinde
bulunur ve insan gelisiminin erken asamalarinda ifade edilir. Bu protein,
hiicresel adezyonda kilit bir rol oynar ve hiicre polaritesini, farklilagsmasini,
bliyimesini ve gocini dizenlemek icin aktin hiicre iskeleti ile etkilesime
girer. Gastrik, kolorektal, meme ve yumurtalik kanseri dahil olmak tizere
bircok kanserde E-kadherin kayb1 ve epitel hiicre adezyonu ve hareketliliginde
degisiklikler saptanmigtir. CDHI'in bulundugu kromozom bdélgesinde
(16922.1.1), heterozigozite kaybi insan meme kanserinde timor baskilayici
fonksiyon kaybi ile iligkilidir. Sekil 2.4’te anlatildigr gibi, CDH1 ekspresyonu,
primer timor bolgesinde kaybolmasindan (EMT), meme kanseri ilerlemesi
sirasinda ikincil metastazlarda yeniden eksprese edilmesine (MET) kadar
EMTmin gerceklesmesi igin, ZEB2 ekspresyon seviyesinin, dengeyi CDH1
represyonuna cevirmek i¢cin KLF4" i asmas1 gerekir. Diger yandan, ikincil
metastazlarda, hipoksi gibi fiziksel timoér ortami ve Grhl3 ve HNF4a gibi
arttiricilar arasindaki igbirliginin ikincil bolgelerde metastaz yapan timor
kolonizasyonu i¢in CDHI yeniden ekspresyonunun uyarilmasinda yardimci

olur (Wong, Fang, Chuah, Leong, & Ngai, 2018). CDH1 geni mutasyon
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tasiyicilarinda yasam boyu meme kanserine yakalanma riski %40 ile %50
arasindadir. E-kaderin, glicli bir meme tiimoéri baskilayicis1i olarak islev
gorir. E-kadherin’in down regililasyonu veya fonksiyon kaybi, farkli histolojik
ve molekiiler alt tipe sahip meme kanserli hastalarda koti prognoz ile

iligskilendirilmistir (McVeigh, Choi, Miller, Green, & Kerin, 2014).
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Sekil 2.4 Dinamik E-kadherinin bir 6rnegi ve CDHI ekspresyonu (Wong vd., 2018).

2.1.6. CHEK?2 (Checkpoint Kinase 2) geni

CHEK?2, 22q12.1°de lokalize olup on alt1 ekzon igeren tiimér baskilayici
genlerden biridir. CHEKZ2'deki mutasyonlarin, aktivasyon veya inaktivasyon
nedeniyle kanser gelisimine yol acabilecegi gosterilmigtir. Cift zincir DNA
hasarina hiicre cevabinda temel ara molekuldir. Bu nikleer fosfoprotein, DNA
onariminin sinyal yolunun yani sira DNAmin stabilitesinde ve butinlugiinin
korunmasinda rol oynar. CHEK?2 geninin hiicresel hasara cevaben
aktivasyonu, hiicre donglisiiniin mitoza ilerlemesini 6nler ve G1 fazinda hiicre
dongiistiniin durmasina neden olur. Coklu kinaz aktivitesi sayesinde CHEK2,
hiicre dongiisiiniin, apoptozun ve DNA onariminin dizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynar. Cift zincirli DNA zarar gérdiigiinde, CHEK?2 fosforile edilir; bu
sirada P53, P21, meme kanseri geni (BRCA) ve hiicre b6linme dongiisii 25A
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(CDC25A) gibi down regulasyon faktorlerini fosforile eder. Bu faktorler hasarh
DNA'y1 onarmak i¢in hiicre donglisiiniin durmasina neden olur. Bununla
birlikte, meme kanserindeki CHEK? alanlarindaki mutasyon, hiicre dongiisi
kontrol mekanizmalarini bozarak, Sekil 2.5’teki gibi meme tiimo6r hiicrelerinin
apoptoza ve bu hiicrelerin viicudun diger bolgelerine metastazina yol agmasina
neden olur (Ansari, Shahrabi, Khosravi, Shirzad, & Rezaeean, 2019).
CHEKZ2nin hiicre dénglisiindeki bu 6nemli gorevleri diisinildiginde, CHEK?2
disfonksiyonunun meme  kanseri olusumundaki etkisinin  gézardi
edilemeyecegi asikardir. Yapilan calismalarda da CHEKZ2'deki mutasyonlarin,
hiicre dongiisii ve apoptoz gibi hayati hiicresel silireclerdeki dolayli roli

nedeniyle yliksek 6nemde oldugu gosterilmistir (Ansari vd., 2019).
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Sekil 2.5 CHEKZ2'deki mutasyonlar ve bunlarin meme kanserinin proliferasyon ve metastazi
uzerindeki etkileri (Ansari vd., 2019).

2.1.7. MRE11 (Meiotic Recombination 11 Homolog) geni

MREI11 geni 11g21'de lokalize olup yirmi ekzondan olusur. NBSI,
RAD50 ve MREI1 (MRN) protein kompleksi, DNA c¢ift zincir kiriklarinin
algilanmasinda ve hasarin tamir edilmesinde 6nemli bir rol oynar, bdylece
genomik butinligi korur. Bu protein kompleksi, DNA onariminmi, ATM,
BRCAI ve CHEK?2 proteinleri lizerinden kontrol noktas1 sinyali ile entegre
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eder. NBS1, RAD50 ve MREI11 genlerindeki germline mutasyonlar, disik
frekanslarda gorilmesine ve popililasyona spesifik olmasina ragmen, meme
kanseri yatkinlig1 icin yeni adaylar olarak nitelendirilebilir (Apostolou &

Fostira, 2013).

MRN kompleks genleri arasinda, MRE11 spesifik proteinleri kodlar ve
telomer uzunlugu, DSBR yolu ve homolog rekombinasyonun korunmasinda rol
oynamaktadir. MRN kompleksinin, 6zellikle MRE11'in niikleaz aktivitesinin,
durdurulmus replikasyon catallarina cevap olarak Chkl'n aktivasyonunda
onemli bir rol oynadigr bildirilmistir (Thomson, Gillespie, & Blow, 2010).
Bircok c¢alismada RAD50 ve MREI11 tek nikleotid polimorfizmlerin (SNP)
meme kanseri gelisiminde etkili oldugu bildirilmesine ragmen popiilasyonlar
arasinda farkliliklar oldugu bilinmektedir. Khan ve arkadaslarinin yaptig:
calismada MREI1I''n SNP'lerinin DNA hasarindaki roli nedeniyle meme
kanseri gelisiminde risk faktori olabilecegi distniilmektedir (Khan, Siddique,

Shahid, Khokher, & Fatima, 2018).
2.1.8. MSH6 (MutS Homolog 6) geni

MSHG6, 2p16.3’te lokalize olan ve 10 ekzon igeren, DNA yanlis eslesme
mekanizmasinda (MMR) gorevli bir gendir. DNA MMR, niikleotidlerin yanhs
yerlestirilmesini, silinmesini algiladign ve onardigi i¢cin baz-baz
uyumsuzluklarin1i dizeltir. Yapilan c¢alismalar MMR‘in meme kanserinde
onemli bir yeri oldugunu ancak MSH6'daki mutasyonlarin, meme veya
yumurtalik kanseri i¢in yasam boyu riskini 6nemli 6l¢iide artirmadigini

bildirmistir (Nielsen, van Overeem Hansen, & Serensen, 2016).

MSH3 ve MSH6 genlerinin, DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen
hatalar1 tespit ederek postreplikatif uyumsuzluklarin diizeltmesinde rol
oynadigi,, MMR yolu sensorleri gibi davrandigi bilinmektedir. MMR (mutL

homologu 1 (MLH1), mutS homologu 2 (MSH2), MSH6 ve PMS?2) genlerindeki
patojenik degisimler Lynch sendromuna neden olmaktadir (Conde vd., 2009).
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Meme kanseri ile Lynch sendromu arasindaki iligki ve meme kanserinin
Lynch sendromu ile iligkili malignite spektrumunun ayrilmaz bir parcasi
olarak degerlendirilmesi gerektigi, celigkili olsa da wuzun siiredir

tartisilmaktadir (Win, Lindor, & Jenkins, 2013).
2.1.9. NBN/NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrome 1) geni

NBN geni, 8q21'de lokalize olup DNA tamir proteini olan nibrini kodlar.
NBN genindeki mutasyonlar, mikrosefali, biiyime geriligi, immin yetmezlik
ve Ozellikle kansere yatkinlik ile sonuclanabilecek otozomal resesif kalitilan ve
radyasyona duyarlh bir bozukluk olan Nijemen kirilma sendromu (NBS)na yol
acmaktadir. NBN geni lizerinde yapilan ¢alismalar, polimorfik varyantlarin ve
bu gende meydana gelen mutasyonlarin DNA cift zincir kiriklari onarim
mekanizmasindaki defektler nedeniyle meme kanseri riskini arttirdigim

gostermektedir (Uzunoglu vd., 2016).

MRE11A-RAD50-NBN genlerinin  olusturdugu yapi, c¢ift zincir
kiriklarinin tespiti ve erken islenmesi i¢cin 6nemli olan evrimsel olarak
korunan bir protein kompleksidir (MRN kompleksi) (Sekil 2.5). Heterozigot
NBN mutasyonlarimin tasiyicilari, 3.1 tahmini bir oranla, meme kanseri
riskinde 6nemli bir artiga sahip oldugu bildirilmistir (Wendt & Margolin,
2019).

Sekil 2.6 NBN geninin MRN Kompleksine Katilmasi. NBN geni DNA ¢ift sarmal kiriklarinda
MRN (MRE11, RAD50, NBN) Kompleksi’ ne katilarak kiriklarin erken tespiti i¢in énemli bir
protein kompleksini meydana getirir (Wendt & Margolin, 2019).
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2.1.10. PALB?2 (Partner And Localizer Of BRCA2) Geni

PALB2 proteini, kromozom on altinin kisa kolunda bulunan (16p12.2)
on Ui¢ ekzondan olusan bir gendir. PALB2, amino-terminal bolgesinde (CC; sar1
kutu) korunmus bir kivrilmig-bobin motifini igeren 1186 amino asit kalinta
proteinidir. PALB2 ayrica iki DNA baglanma bdélgesini (turuncu c¢ubuklar),
merkez kismindaki niikleozom yapilarina (ChAM  yesil renkte)
baglanmasindan sorumlu korunmus bir motif ve karboksi terminal bolgesinde
bir WD40 alanin1 (kirmizi) igeren sekil 2.7’de gosterilmigtir. Turuncu c¢izgiler
PALB2' nin DNA baglanma bélgelerini gosterir. PALB2 (BRCA2'nin ortag: ve
lokalizatoriu) baslangicta, temel BRCA2 genomu bekei fonksiyonlar: i¢in ¢ok
onemli olan bir BRCAZ2 etkilesimli protein olarak tanimlanmis ve daha sonra
BRCAI ile etkilesime girdigi de gosterilmistir (Nepomuceno vd., 2017).
PALBZ2'deki biallelik germline iglev kaybi mutasyonlari Fanconi Anemisi'ne
neden olurken, monoallelik iglev kayb1 mutasyonlari, artan meme kanseri ve
pankreas kanseri gelisme riski ile iligkili bulunmustur. PALBZ2'deki iglev kaybi
mutasyonlari ile 1ligkili olarak mutasyon dis1 tasiyicilar arasindaki riskin 2 ile

4 kati ytiikseklikte risk tahminleri vermistir (Antoniou vd., 2014).

PALB2 ayrica BRCAI ile etkilesime girer ve BRCAI'in 5 3’ yonlnde
iglev gortur. Ayrica PALB2, RAD51 ve RAD51C'nin yam sira BRCA2 dahil
olmak tizere HR'min diger énemli efektérleri ile etkilegime girer. Onemli HR
proteinleri ile etkilesimiyle uyumlu olarak, PALB2 eksik hiicreler iyonize
radyasyona, mitomisin C ve cisplatin gibi DNA zincirler arasi ¢apraz baglama
maddelerine karsi asir1 duyarlidir. Mekanik olarak, BRCA2 ve RAD51
rekombinazin DNA hasar boélgelerine alinmasina aracilik eder ve HR’un
efektif bir sekilde calismasi i¢cin PALB2 gereklidir. PALB2nin heterozigot
germline mutasyonlarinin, gégiis ve pankreas kanserine karsi artan bir

yatkinliga neden olabilecegi bildirilmigtir (Hanenberg & Andreassen, 2018).
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Sekil 2.7 PALBZ2 geni ve truni. (Nepomuceno vd., 2017).

2.1.11. PTEN (Phosphatase And Tensin Homolog) geni

PTEN 10g23.31°de lokalize olan ve 9 ekzondan olusan timoér baskilayici
bir gendir. PIBK-AKT-mTOR yolunu diizenleyen bir fosfataz olan PTEN'deki
patojenik varyantlar, makrosefali, cilt hamartomlari, gastrointestinal polipler
ve artan tiroid, endometrial, bobrek ve meme kanseri riski ile karakterize olan
Cowden sendromu ile iligkilidir (Nielsen vd., 2016) PTEN'in ana islevi Sekil
2.8'de oldugu gibi PISK / Akt / mTOR'un diizenlenmesinden ibarettir. Hiicre
dis1 uyaricilara cevap olarak (6rnegin, insilinin varligi, biiyime faktorleri,
kemokinler), PI3K, tirozin kinaz reseptorleri veya G-protein-bagh reseptorler
tarafindan aktive edilir ve Pt2'yi fosforilatlar ve aktive eder; PTEN, PIP2'yi
uretmek tzere PIP3'u fosforilasyonla PISK' nin etkisini antagonize eden ve
P13K sinyallesmeyi bloke eden bir lipit fosfatazdir (Molinari & Frattini, 2014).

PTEN, erken embriyogenez sirasinda erken donemde ve yetigkinlik
doneminde butin hiicrelerden eksprese edilmektedir. Bu genin fonksiyon
kaybi mutasyonlar1 hem hiicresel diizeyde hem organizma diizeyinde
homeostazda ¢arpici sonucglara neden olabilir. PTEN mutasyonlar: somatik ve

kalitsal timoér sendromlarinda karsimiza c¢ikmaktadir. Germline PTEN
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mutasyonlari,, PTEN Hamartoma Tumorleri sendromlari olarak bilinen
norogelisimsel bozukluklarin eslik ettigi bir dizi timér yatkinlik sendromu ile
baglantilidir. Endometrial, meme, prostat kanseri ve glioblastoma gibi somatik
kanserlerde, PTEN inaktivasyonu, nokta mutasyonlari, genomik lokusun
mono veya bi-allelik delesyonu, promoter metilasyonu ve onkogenik
mikroRNAlar tarafindan hedeflenen boélgelerdeki bir dizi mutasyonu kapsar.
PTEN'de fonksiyon kaybina neden olan genomik degisikliklerin meme bezi,
prostat, tiroid ve adrenal bezler dahil olmak lizere ¢ok sayida epitelyal dokuda
timorogeneze yol actig1 yapilan calismalarda gosterilmistir (Papa & Pandolfi,

2019).

Buiyiume Faktoru

Tirozin Kinaz
Reseptori

YOLAK Hiicre Sa_g' Kalim
Apoptoz Inhibisyonu

Sekil 2.8 PISBK-PTEN-Akt yolu (Molinari & Frattini, 2014).

2.1.12. RAD51 (RADS51 Recombinase) ve RAD51C (RAD51 Paralog C)

genleri

RAD51 15q15.1, RAD5IC ise 17q22'de lokazile olan ve birbirleriyle
parolog olarak calisan genlerdir. Rolii tam bilinmemesine ragmen RADS51
niikleoprotein filament olugsumu i¢in énemli oldugu distinilmektedir. RAD51
ayrica kardes kromatitte hasarli DNA ile homolog dizinin bulunmasi ve
referans dizi olarak kullanilmasinda gorev alir (Hoang & Gilks, 2018). RADS51
paraloglarimin (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 ve XRCC3) mekanik

rolleri tam olarak anlasilmasa da RAD51 niikleoprotein filament olusumu i¢in
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onemli oldugu distiniilmektedir. Paraloglar, RAD51 ve birbirleriyle %20-30
dizi homolojisi sergilerler, ancak RAD51'in aksine, bir niikleoprotein filamenti

olusturamazlar (Nielsen vd., 2016).

RAD51C, Fanconi Anemisi (FA) / BRCA yolunun ayrilmaz bir
bilesenidir. Homolog rekombinasyon yoluyla DSB onariminda 6nemli bir rol
oynar. RAD51C homozigot mutasyonlari, FA fenotipiyle iligkilendirilirken,
heterozigot mutasyonlari, meme ve yumurtalik kanseri tanisi olan ailelerde

tanimlanmistir (Economopoulou, Dimitriadis, & Psyrri, 2015).

Yapilan ¢alismalar RAD51 geninde meydana gelen degisikliklerin DNA
dengesizligine ve kromozomal eksiklige yol acabilecegini, genetik
degisikliklerin birikmesiyle birlikte ise maligniteye neden olabilecegini
gostermiglerdir (Korak vd., 2017). Ayrica, RAD51 gen varyasyonlari, degisen
RADS51 protein ekspresyonu nedeniyle meme kanseri icin bir risk faktori
olarak kabul edilmistir. Diger yandan, bir calisma RAD51 ve BRCAI
proteinlerinin meme kanseri hiicre serileri ve meme kanseri hiicrelerinde
disik seviyelerde eksprese edildigini gostermistir. Benzer sekilde, meme
kanseri hastalarinin %30'unun RADS51 protein seviyesinde diiglis oldugu ayni
calismada gozlenmistir (Sassi, Popielarski, Synowiec, Morawiec, & Wozniak,
2013). Sonug¢ olarak, RAD51 geninin meme kanseri tlimorogenezinde rol

oynayabilecegi diigtiniilmektedir (Economopoulou vd., 2015).

2.1.13. STK11 (Serine/Threonine Kinase 11) Geni

STK11 (serin / treonin kinaz 11, ayrica LKBI olarak bilinen) timor
baskilayici gen 19p13.3'de lokalizedir ve 10 ekzondan olusur. Genom
stabilitesinin korunmasinda rol oynayan 6nemli bir kinazdir. Ayrica, hiicre
metabolizmasinin kontroliinde, hiicresel bliylimenin diizenlenmesinde ve
kanser invazyonu ve metastazinin inhibisyonunda rol oynadig1 gosterilmistir.
STK11'in kanser lizerindeki etkisini gosteren ilk veri, 1998 yilinda Hemminki
ve arkadaslarinin c¢alismasidir (Hemminki vd., 1998). STKI1 germline
patojenik mutasyonlarin Peutz — Jeghers (PSJ) sendromunun gelisimine
neden oldugunu tespit etmiglerdir. Sendrom, nadir goriilen, otozomal

dominant olarak kalitilan kansere yatkinlikla karakterizedir. Mide-bagirsak
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kanalinda hamartom poliplerinin olugsmasi, dudaklarda ve bukkal mukozada
melanin lekeleri sendromun ana bulgular: arasinda yer alir. PJS hastalarinin,
gastrointestinal timorler (%38-93), meme (%32-54), pankreas (%11-36), over
(%13-18) gibi cesitli kanserlerin gelisimine yatkin oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir (Antov vd., 2017).

2.1.14. TP53 (Tumor Protein P53) geni

TP53 (Li—Fraumeni sendromu) 17pl3.1'de lokalize olan ve hicre
bliyimesinin diizenlenmesinde o6nemli rol oynayan bir tiimér baskilayici
gendir. Tumor baskilayict TP53 geninin mutasyonlar: ¢ogu insan kanserinde
siklikla saptanmir. TP53, DNA hasar:1 gibi potansiyel onkogenik hiicresel strese
cevap olarak DNA onarimini, terminal farklilagsmayi, hiicre biylimesini
durdurmay1 ve apoptozu indikleyebilir. Bu nedenle, TP53 fonksiyon kaybi
mutasyonlari, hiicre blylimesini durdurup apoptozu inhibe ederek
kanserogenezin baslamasina neden olur. Meme kanseri ile ilgili daha once
yapilmig bir¢ok calisma, TP53in fonksiyon kaybinin meme kanseri ile iligkili
oldugunu bildirmistir. Germline TP53 mutasyonlar: ailesel meme kanserinin

yani sira Li-Fraumeni sendromuna da neden olur (Kim vd., 2016).

TP53'Un transkripsiyonel aktivitesi, genotoksik strese cevap olarak
ATM kinaz tarafindan uyarildigi Sekil 2.9'da gosterilmigtir. Sinyal
kuvvetlendirici bir agsamada, ATM, ayrica dogrudan 7TP53"u fosforile eden ve
TP53u aktive eden CHEKZ2"y1 fosforile eder. ATM ayrica BRCA1 ve PALB2
proteinlerini de fosforile eder ve béylece, HR veya DNA hasari kontrol noktas:
kontroliindeki iglevlerini uygun sekilde uyarir. (Nielsen vd., 2016). Iyonize
radyasyon, kemoterapi ve reaktif oksijen tiirlerine bagh olusan genomik stres
DNA hasar kontrol noktalar1 yolagini aktive eder ve bu da ATM ile
CHEK2Min aktivasyonu ile p53'liin stabilizasyonuna yol acar. Stabilize olmus
p53 DNA hasar1 orta diizeyde ise hiicre siklusunun durmasini ve DNA
tamirini indikler, DNA hasar1 agir dizeyde ise de apoptozisin aktivasyonuna

yol acar (Nii, Marumoto, & Tani, 2012).

Meme kanseri, kadin TP53 mutasyon tasiyicilar1 arasinda en sik
gorilen malignitedir. Li-Fraumeni sendromu meme kanseri vakalarinin kiicik
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bir kismimi (~%0,1) olustururken, 7TP53 mutasyonu tasiyicilari, genel
popilasyona kiyasla erken baslayan meme kanseri icin (45 yasindan once

teshis edilen) 18 ila 60 kat artmis riske sahiptir (Apostolou & Fostira, 2013).
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Sekil 2.9 TP53'tin DNA hasarina yamittaki fonksiyonlari. (Nii vd., 2012).
2.2 Analiz Yontemleri Genel Bilgisi

2.5.1 Ion Torrent yeni nesil dizileme

Yeni nesil dizileme (YND), 2010'da ortaya ¢ikmasindan bu yana tibbi
genetik laboratuvarlar: icin énemli bir gelisme olmustur. Tiim ekzom ve tim
genom sekanslamada oldugu gibi, multigen paneller yoluyla YND, cok sayida
bireyde 6nemli sayida genin sekanslanmasini mimkiin kilar. Multigene panel
testi genetik heterojenligi olan hastaliklarin teshisinde ve oOngoériicii tipta
hastalik riski tahminlerinde yararhdir. Kanser genetigi ve o6zellikle meme

kanseri yatkinligi alaninda, panel testleri panel testleri akademik ve ticari
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laboratuvarlara genis ve hizli bir sekilde yayilmigtir (Colas, Golmard, de

Pauw, Caputo, & Stoppa-Lyonnet, 2019).

Sanger dizileme yontemi altin standart olarak kabul edilse de YND
yontemi tim genomun dizilenmesinde hem hiz hem de maliyet olarak daha
avantajli duruma gelmigtir. Bu platformda Roche454 genome analyzer,
Illumina Genome Analyzer, Applied BioSystem SOLiD, Complete Genomics,

Helios, Pacific Biosciences gibi farkli YND araglar: bulunmaktadir.

Ion Torrent yeni nesil dizileme sistemi iyon tespitine dayanan bir
dizilem yontemidir. Sekanslama islemi sirasinda aciga c¢ikan hidrojen
iyonunun saptanmasina dayanir. Ozellikle, Ion Torrent, bir dizi mikro kuyu
iceren bir ¢ip kullanir ve her birinin birka¢ aynmi parcaya sahip bir boncugu
vardir. Her niikleotidin boncuk ig¢indeki bir fragmanla dahil edilmesiyle
¢ozeltinin pH'i1 degistiren bir hidrojen iyonu salinir. Bu degisiklik, mikro
kuyucugun tabanina tutturulmus ve dahil edilen niikleotid sayisi ile orantili
bir voltaj sinyaline déntstiirilmius bir sensor tarafindan tespit edilir (Kchouk,

Gibrat, & Elloumi, 2017).
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3. GERECLER VE YONTEM

3.1. Arastirma Grubu

Ailesel Meme Kanseri tanisi almis olgulardan BRCA1 ve BRCAZ2
genlerinin yeni nesil dizileme yontemi ile tiim ekzonlar1 ve ekzon-intron
kavsaklarinin dizilenmesi sonucu bu genlerde herhangi bir patojenik

mutasyonun saptanmadigl otuz sekiz proband ¢calismamiza dahil edilmigtir.

Calismamiz Eskigehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik seksiyonunda gerceklestirilmigtir.
BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir patojenik mutasyon saptanmayan
olgularda ATM, BARD1,BRIP1,CDH1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB?2,
PTEN, RAD51, RAD51C, STK11, TP53 genleri yeni nesil dizileme yontemi ile

analiz edilmistir.
3.2. Gerecler
3.2.1. Kullanilan aletler

e DNA izolasyon cihaz1 (Magpurix)

e Santrifiy

e Vorteks

e Pipet Seti (Ependorf)

¢ Ependorf Tupi (0,5 ve 1,5 ml’ lik)

e PZR cihazi (Applied Biosystems)

e Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

e Buzdolab:

e PZR tupleri

e Jon Chef Cihaz1 (Thermofisher Scientific)

¢ Jon S5 Cihazi (Thermofisher Scientific)

e MicroAmp 96 well Optical Reaction Plate (Thermofisher Scientific)
e MicroAmp® Clear Adhesive Film (Thermofisher Scientific)
e Jon 530™ Chip Kit (Thermofisher Scientific)
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3.2.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

e DNA izolasyon kitleri (MagPurix)

e Jon Apmliseq Library v2.0 Kit (Thermofisher Scientific)

e Agencourt Ampure XP (Beckmen — Coulter)

e JTon 520™/530™ Kit-Chef (Thermofisher Scientific)

e Jon Express™ Barcode Adaptors 1-16 Kit (Thermofisher Scientific)
e Jon Express™ Barcode Adaptors 17-32 Kit (Thermofisher Scientific)
e Jon Express™ Barcode Adaptors 33-48 Kit (Thermofisher Scientific)
e Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermofisher Scinetific)

e Ethanol

3.3. Yontem

3.3.1. Materyal alimi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’'na bagvuran ‘Ailesel Meme ve Over Kanseri’ tanisindan siiphelenilen,
ailede kanser tanisi almis bagska bireylerin de bulundugu olgulardan rutin
analiz oncesi genetik danisma esnasinda onam formunu imzalayan ve bilimsel

calismalarda kullanilmasina izin veren bireyler dahil edilmigtir.
3.3.2. Periferik kandan DNA elde edilmesi

e Hastalardan EDTA’] tiipler igerisinde periferik kan alinmistair.

e DNA izolasyonu igin MagPruix robotik sistem kullanilmistir.

e Izolasyon cihazi icin proteinaz K, yikama soliisyonlari, manyetik
boncuklar ve pipetaj i¢cin bos kuyucuklar1 iceren kartus sistemi
bulunmaktadir.

e Pipet ucglari, kartus, ornekler ve ellisyon tiipleri konulduktan sonra
DNA izolasyon basamaklar: otomatik olarak yapilmigstir.

e Toplam 400 ul periferik kan 6rneginden 100 ul (ul ‘sinde 30-100 ng)
DNA elde edilmistir.

e Izole edilen DNA 6rnekleri -20°C’de saklanmigtir.
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3.3.3.

YND i¢in izole edilmis DNA oOrneklerinin konsantrasyonlari
spektrofotometre ve Qubit® dsDNA HS Assay Kit dlgilmiustir.

Olgiim sonucu yogunluklar1 bilinen DNA 6rnekleri 10 ng/ul olacak
sekilde distile su ile dilue edilmistir.

Yeni nesil dizileme yontemi

Yeni nesil dizileme yonteminde °‘Ailesel Kanser Paneli’ igerisinde

bulunan ATM, BARDI, BRIP1, CDHI1, CHEK?2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2,
PTEN,RAD51,RAD51C,STK11,TP53 genlerinin dizilenmesi ve biyoinformatik

analizleri yapilmistir. Calisma ‘Ton Torrent’ platformunda gerceklestirilmigstir.

3.3.3.1. Kiitiiphane olusturulmast

Belirtilen genleri iceren ‘Ailesel Kanser Paneli’ 386 amplikon icermekte

olup, Thermofisher Scientific tarafindan 2 pool olarak optimize edilmistir.

PZR i¢in gerekli olan kimyasal maddeler Ion Ampliseq Library v2.0 Kit ile

saglanmastir.

5X TonAmpliseqHifiMix * 2ul

2X TonAmpliseqPrimerPool * 5ul

gDNA 1ul

Distile su * 2ul

PZR sartlar1 asagidaki gibi uygulanmistir:

99°C — 2dk

99°C —> 15 sn

60°C —> 4 dk 19 siklus

+4°C — Hold

PZR {irtinleri primerlerin belirli bolgelerinden kesilmek tizere ‘Enzim
Kesim’ asamasina gecilmistir. PZR driinlerine 2 pl FuPA enzimi

eklenerek asagidaki PZR sartlari uygulanmistir.
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50°C —>10 dk

55°C —> 10 dk

60°C —> 20 dk

+4°C —> Hold

Her bir DNA 6rneginin birbirinden ayrilmasi i¢in farkli oligoniikleotid
dizisine sahip barkodlarin kesimi yapilmis PZR 6rneklerine baglanmasi
icin ligasyon asamasina gecilmistir. Bu asamada Ion Library v2.0 Kit
icerisindeki kimyasallar ve Ion Express Barcode Adaptors 1-16, 17-32,
33-48 ve 49-64 kitleri kullanmigtir. Her bir 6rnek i¢in farkli barkod
kullanilmigtir.

PZR tirtinleri tizerine kimyasallar asagidaki gibi eklenmistir.

Switch Solution : 4pl

Dilue edilmis BarcodeAdapter Mix (1-64) : 2 ul

DNA Ligase : 2 pl

Ornekler agagidaki kogsullarda termal dongii cihazina konulmustur.

22°C — 30 dk

72°C —>10 dk

10°C — Hold

Bu asamadan sonra 6rnekler uzun streli olarak -20°C de saklanmastar.
Elde edilen PZR trtnlerinin saflastirilmasi icin Ampure XP manyetik
boncuklar1 ile ¢oktiirme yontemi Kkitin protokoliine uygun olarak
yapilmistir.

Saflagtirma sonucu elde edilen her bir 6rnege ait kiitiiphane tirtinlerinin
Qubit® dsDNA HS Assay Kit ile 6l¢timleri yapilmistir. Orneklerin 15-25
ng/ml olacak gekilde dilusyonlar1 yapilmis ve her 6rnekten esit hacimde

(10ul) alinarak tek bir tip igerisinde toplanmistar.
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e Tek bir tipte toplanan 6rneklerden 25 pl alinarak Ion Chef cihazina

yuklenmigtir.
3.3.3.2 Template olusturma, zenginlestirme, ¢ipe yiikleme

e Bu asama Ion Chef <cihaz1 tarafindan otomatik olarak
gerceklestirilmistir.

e Jon 520™ /530™ Kkitleri, kartuslar ve ¢ipler cihaza yerlestirilmigtir.

e Jon Torrent Suit Software ile plan hazirlanmistir. Planda hasta isimleri,
barkod numaralari, kit bilgileri, ¢ip tipi ve uygun referans dizisi
tanimlanmigstir.

e Bu asama on bir saatte gerceklesmekte olup, reaksiyon sonunda

sekanslamaya hazir sekilde cipler cihazdan alinmigtir.
3.3.3.3 Dizileme reaksiyonu

¢ Dizileme reaksiyonu asamasi Ion S5 cihazinda yapilmistir.

e (ip yiuklemeden oOnce yikama soliisyonlar1 ve dANTP kartus ile
cihazin pH seviyesi diizenlenmis ve gerekli dl¢iimler yapilip cihaz
hazir konuma geldiginde ¢ip yiiklemesi yapilmistir.

e Bir ¢ip i¢in dizileme siiresi yaklasik 3 saattir.

e Jon S5 in sisteminin ¢alisma prensibinde her bir ANTP sirayla ¢ipe
gonderilir. Uygun baz geldiginde zincirin uzamasi esnada ortaya
citkan H+ atomu ile pH degisikligi meydana gelir. Yikama isleminden
sonra ¢ipe tekrar dNTP gonderilir. Her dNTP gonderimi sonrasi

yikama yapilarak zincirin bu gekilde uzamasi saglanir.
3.3.3.4 Dizileme sonuc¢larinin analizi

Biyoinformatik analiz kapsaminda yeni nesil dizileme platformundan
elde edilen 240bp ‘single-end dizi’ ham verileri (*.fastq veya UBAM)
kullanilmigtir. DNA dizi verilerinin 5 ve 3 uglari, daha oOnce sistemde
belirlenen kalite parametleri géz 6nline alinarak belli uzunluklarda (primer,
A adaptor, P1 adaptor ve Barkod adaptor ile) kesilmis (sequence trimming) ve

elde edilen dizi okuma sonuglari, Torrent Suite v5.12.1 yazilim1 aracihigiyla
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referans insan genom (hgl9/GRCh37.p13) dizisine goére hizalanmigtir.
Hizalama iglemi sonrasinda varyantlarin belirlenmesi, TorrentVariantCaller
(TVC) ile gergeklestirilmistir. Sekans Duplikasyonlarin uzaklastirilmasindan
sonra, hedeflenmis ekzon bdélgelerinin okuma derinligi “Coverage Analysis
plug-in” yamas1 kullanilarak hesaplanmis, insersiyon ve delesyon bodlgeleri
(INDELlerin) civarindaki, lokal hizalamalar, yeniden eglestirme iglemi “The
Genome Analysis Toolkit 3.6-0 (GATK) IndelRealigner” kullanilarak
yapilmigtir. Tek niikleotid degisimleri ve kiigik indellerin lokasyon
belirlemesi, amino asit degisimleri, fenotip etkenleri gibi mutasyon tarama
i¢in eslestirilmis dizi okumalari, IonReporter ve IGV programlar: kullanilarak
yapilmistir. Bu amacgla DNA dizilerinin kalite skor degerleri rekalibre edilmis,
diizenlenmis, dizilerdeki varyasyonlar icin parametre optimizasyonlar:
yapilmigtir. Elde edilen varyasyon listesi i¢in annotasyon islemi tamamlanmig
ve “Tespit edilen varyasyon yuzdesine gore guvenilir olmayan (<%30)
varyasyonlar" ve "tespit edilen varyasyonlarin okunma derinligine gore
glivenilir olmayan (<20x) varyasyonlar" elenerek analiz edilmistir. Kalite
skoru 50nin altinda olan varyantlar elenmis, tespit edilen varyasyonlarin
daha 6nce tanimlanip tanimlanmadigr “dbSNP”, “HGMD”, “5000 Exomes” ve

“1000 genomes” gibi SNP/mutasyon veritabanlari araciligiyla arastirilmistir.

Belirlenen varyasyonlar, IonReporter programi kullanarak
incelenmigtir. SIFT, PolyPhen ve mutation tester, human splicing finder gibi
in silico araclar kullanilarak patojenite skorlari belirlenmistir. Korunmusg
bolgelerdeki (conserved regions) varyantlari bulunmus, varyantin bolgesel
tekrar (segmental duplications) kisimlarinda yer alip almadig1 belirlenmis ve
global minor allele frequency (GMAF) degerleri tespit edilmistir. Annotasyon
asamasindan sonra bireylerdeki varyasyonlar filtrelenerek genomun bolgesel
tekrar (segmental duplications) kisimlarinda yer alan varyantlar elenmistir,
korunmus bolgelerde (conserved regions) yer alan ve protein lizerindeki etkisi
stop gain, stop lost, splicing variant, frameshift INDEL veya non-synonymous

olarak annote edilen varyantlar belirlenmisgtir.
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Analizde agagida verilen veritabanlari ve in silico araglar kullanilmistir:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

http://www.ensembl.org/index.html

https://varsome.com/

http://www.mutationtaster.org/

http://sift.jcvi.org/

http://www.umd.be/HSF3/

https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalr'na bagvuran meme kanseri tanisi almis ve risk faktorler:
degerlendirildiginde ailevi meme kanseri yatkinligindan siiphelenilmis fakat
BRCA1I ve BRCA2 genlerinde yeni nesil sekanslama ile herhangi bir patojenik
degisim tespit edilmeyen toplam otuz sekiz probandda ATM, BARDI1, BRIPI,
CDHI1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN, RAD51, RAD5IC,
STK11, TP53 genleri tim gen YND ile dizilenmistir. Saptanan mutasyonlar
olgularin klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmistir. Bu mutasyonlarin
meme kanserinde goriilme oranlari belirlenmis ve fenotip tizerindeki etkileri

incelenmistir.
4.1. Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismamiza dahil edilen olgularin otuz sekizi kadin 1’si erkektir.
Olgularin simdiki yas ortalamasi1 28—-65 iken tani yas1 ortalamasi 25-60 olarak
saptanmistir. Meme kanseri tanisi ile Tibbi Genetik Anabilim Dali'na
bagvuran olgularin anamnezleri alinmig, alinan bilgiler dogrultusunda
pedigrileri ¢izilmis ve aile Oykiileri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda
olgularin aile tyelerinde farkli kanserlerle iligkili (kolon, akciger, tiroid,

prostat kanseri vb.) hastalik gelisimleri oldugu saptanmagtir.
4.2 Yeni Nesil Dizileme (YND) Bulgular:

Toplamda otuz sekiz proband yeni nesil sekanslama c¢alismasina dahil
edilmigtir. Otuz sekiz hastanin 7’sinde ACMG kriterlerine gore patojenik (P),
olas1 patojenik (OP) ve klinik 6nemi belirsiz (KOB) olarak simiflandirilan sekiz
farkli varyant saptanmistir. MAF (Minor allel frequency) degerleri gnomAD
(The Genome Aggregation Database)den alinmistir. In silico tahminler,

Polyphen, SIFT, Mutation Tester, HSF kullanilarak yapilmigtir.
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4.2.1 ATM genine ait bulgular

Olgularimizdan dort tanesinde ATM geninde, biri yeni taniml ve biri

"In frame delesyon" olmak lizere dort ekzonik varyant saptanmis ve Tablo

4.1’de bu varyantlara yonelik bilgiler 6zetlenmistir.

Tablo 4.1 Olgularda saptanan ATM geni varyantlar:

Hasta cDNA Protein In MAF Baslangig Aile | Siiflama
No s ID slico o Yas1 Oykiisii
Olgu | c.8428A>G p.Lys2810Glu | PD/D | < 0.01 28 KOB
Al rs730881325 DC
Olgu | c.6027C>G p.Tyr2009Ter NA 49 + P
A2 | 151555113567
Olgu | c¢.5882A>G p.Tyr1961Cys | PD/D | <0.01 34 + KOB
A3 /DC

rsb6399311
Olgu c.6527delT p.Leu2176fs NA 65 + P
A4

Tablolarda kullanilan kisaltmalar; PD: Probably Damaging, Del: Deleterious,

DC: Disease Causing, Tol: Tolareted, Poly: Polymorphism, B; Bening.

Olgu Al:

Olgumuz 32 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanisi

almistir. Babasinda mesane kanseri tanis1 olmakla birlikte ailede baska

kanser Oyklisii bulunmamaktadir. Olguda 58. ekzonda saptanan c.8428A>G

varyant1 2810. pozisyonda “Lys”in “Glu” ile degisimiyle sonu¢lanmaktadir. Bu

varyant ATM geninde mutasyonlarin yogun olarak gozlendigi bolgede

(hotspot) lokalizedir. Ayrica bu varyantin allel frekansi %0.00319'dur. En az ¢

farkli in silico aragta patojenik oldugu ongérilmistir. ACMG kriterleri ile
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degerlendirildiginde bu varyant klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak

siniflandirilmistir. Olguya ait YND gortintlisii Resim 4.1’de verilmisgtir.

Resim 4.1 Olgu Al’de saptanan ATM geni c¢.8428A>G varyantimin YND
goruntusu

Olgu A2:

Olgumuz 49 yasinda meme kanseri tanis1 almig bir kadindir. Annesi ise
79 yasinda meme kanseri nedeniyle ex olmustur. Olguda 42. ekzonda
saptanan ¢.6027C>G varyant1 erken dur kodonu olusturarak 1048 aminoasit
eksik protein kodlanmasina sebep olmaktadir. Saptanan bu varyant
mutasyonlarin yogun olarak gozlendigi bolgede lokalizedir ve saglikli kontrol
veritabanlarinda bu degisime rastlanilmamigtir. Ayn1 zamanda bu degisimin
en az Uc¢ farkli in silico degerlendirme araci tarafindan patojenik oldugu
ongorulmustir. Varyant ClinVar veritabaninda ‘Ailesel Kansere Yatkinlik
Sendromu’ ile ilgili patojenik bir degisim olarak bildirilmistir. ACMG kriterleri
ile degerlendirildiginde patojenik degisim olarak siniflandirilmistir (Resim

4.2).
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pil1.12 qil qi2.1 qiz2.3 qis2 ql3.4 qis> qil4.1 qida2 qi4a.3

41 bp
108.186.570 bp
1

ATM

Resim 4.2 Olgu A2de saptanan ATM geni ¢.6027C>G varyantinin YND
goruntisu

Olgu A3:
Olgumuz 37 yasinda kadin olup 34 yasinda meme kanseri tanisi

almigtir. Ailede sarkom, kolon kanseri, mesane kanseri ve prostat kanseri
Ooykiisii bulunmaktadir. Olguda 39. ekzonda saptanan c.5882A>G varyanti
1961. pozisyonda “Tyr”'nin "Cys" ile degisimine neden olmaktadir. Degisim
ATM geninin 6nemli diizenleyici fonksiyonlar: olan FAT bolgesinde lokalizedir.
Saghkl toplum veritabanlarina bakildiginda bu varyantin minor allel siklig
%0.00398 oldugu gozlenmektedir. Ayrica farkli in silico degerlendirme
araglarinca patojenik oldugu Ongorilmustir. ACMG  kriterleri ile
degerlendirildiginde klinik 6nemi bilinmeyen degisim olarak siniflandirilmigtir

(Resim 4.3).
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41 bp

108.181.000 bp 108.181.010 bp
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Resim 4.3 Olgu A3te saptanan ATM geni c¢.5882A>G varyantinin YND

goruntisu

Olgu A4:

Olgumuz 66 yasinda kadin olup 65 yasinda meme kanseri tanisi
almigtir. Kiz kardesinde de meme kanseri tanis1 mevcuttur. Olguda saptanan
c.6527delT delesyonu ilk defa ¢alismamizda tanmimlanmistir. Saptanan bu
delesyon gerceve kaymasina neden olarak erken dur kodonu olusturmaktadir.
Olgu A3'te saptanan degisim gibi bu varyant da FAT bolgesinde lokalizedir.
Bu bilgiler 1siginda bu varyant ACMG kriterleriyle patojenik olarak
degerlendirilmigstir. (Resim 4.4).
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Resim 4.4 Olgu A4’te saptanan ATM geni c.6527delT varyantinin YND

goruntisu

4.2.2 BRIP1 genine ait bulgular

Olgularimizdan bir tanesinde BRIP1 geninde “ekzonik degisim”

saptanmistir. Tablo 4.2’de bu degisimlere yonelik bilgiler 6zetlenmistir.

Tablo 4.2 Olgularda saptanan BRIP1 geni varyantlar:

Hasta cDNA Protein In MAF Baslangig Aile | Simiflama
No Siliko Yas1 Oykiisii
rs ID %
B1 c.736A>G p.lle246Val | PD/D | <0.01 35 + op
rs376893571 / DC
Olgu B1:

37 yasindaki kadin hasta 35 yasinda meme kanseri tanisi almistir.
Olgunun aile 6ykiisii degerlendirildiginde 64 yasindaki babasinda da meme ve
kolon kanserleri tanilari oldugu 6grenilmistir. Olguda saptanan c¢.736A>G
mutasyonu 7. ekzonda 246. pozisyonda olmasi1 gereken “Ile” aminoasitinin

"Val" olarak kodlanmasina sebep olmaktadir. Bu varyant genin Helikaz ATP
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binding bdlgesinde lokalizedir. Saptanan mutasyon in slico analizlerde
patojenik bir degisim olarak Ongorilmistir. Degisimin patojenitesini
arastirmak amaciyla yapilan segregasyon analizinde olgunun daha énce meme
ve kolon kanseri tanis1 almig babasinda da aynm varyant tespit edilmistir. Bu
varyant HGMD veritabaninda bulunmamakla birlikte daha énce meme ve
over kanseri tanisi almig bir olguda bildirilmigtir. Saghkli toplum
veritabanlarinda MAF1  %0.0155'tir. Degisim ACMG  kriterleriyle
degerlendirildiginde KOB olarak simiflandirilmistir (Resim 4.5).

ql2 q21.1 q21.31 qQ21.32 q21l.3

41 bp

59.886.010 bp
1 1 1

v 1 K

BRIP1

=

Resim 4.5 Olgu Bl’de saptanan BRIPI geni c¢.736A>G varyantinin YND

goruntusu
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4.2.3 CHEK? genine ait bulgular

Olgularimizdan iki tanesinde CHEK?2 geninde "ekzonik degisim"

saptanmig ve Tablo 4.3’te bu degisimlere yonelik bilgiler 6zetlenmistir.

Tablo 4.3 Olgularda saptanan CHEK?2 geni varyantlari

Hasta cDNA Protein In Slico MAF | Baslangig Aile | Simiflama

No s ID % Yas1 Oykiisii

C1 c.917G>C p.Gly306Ala | PD/D/ | <0.01 40 + op
rsH87780192 DC

C2 c.1111C>T p.His371Tyr | PD/D/ | <0.01 28 - op
rsb531398630 DC

Olgu C1:

40 yasinda kadin hasta meme kanseri tanisi almis ve 49 yasinda ex
olmustur. Kiz kardesinde de meme kanseri tanis1 mevcuttur. Olguda saptanan
¢.917G>C mutasyonu 9. ekzonda 306. pozisyondaki “Gly” aminoasitinin "Ala"
ile degisimine neden olmaktadir. Bu varyant genin protein kinaz bélgesinde
yer almakta ve farkli in silico analizlerde patojenik olarak ongorilmektedir.
Ayn1 zamanda bu degisim ClinVar veritabaninda meme kanseri ile iligkili
olas1 patojenik ve klinik 6nemi belirsiz varyant olmak tizere farkli tahminlerle
bildirilmigtir. Ancak bununla birlikte bu varyantin maya temelli analizlerde
DNA hasarina cevap aktivitesinde azalmaya yol a¢tig1 tespit edilmistir (Roeb,
Higgins, & King, 2012). Bu bulgular egliginde ACMG kriterleriyle
degerlendirildiginde varyant olas1 patojenik olarak degerlendirilmistir (Resim

4.6).
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Resim 4.6 Olgu Cl'de saptanan CHEKZ?2 geni ¢.917G>C varyantimin YND

goruntusu

Olgu C2:

Olgumuz 30 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanisi
almigtir. Herhangi bir aile Oykiisii bulunmamaktadir. Olguda saptanan
c.1111C>T varyant1 10. ekzonda 371. poziyondaki “His™'in "Tyr" ile degisimine
neden olmaktadir. Bu varyant CHEK?2 geninin mutasyonlarin yogun olarak
gozlendigi bolgesinde bulunmaktadir. Ayrica farkli in silico veritabanlari
tarafindan patojenik oldugu ongoéralmistiir. MAF"1 %0,0477 olmasina ragmen
literatiirde bu varyant meme kanseri tanis1 almig vakalarda bildirilmistir (Liu
vd., 2011). Bu mutasyon ClinVar veritabaninda meme kanseri ile iligkili olasi
patojenik bir mutasyon olarak tanimlanmaktadir. ACMG kriterleriyle
degerlendirildiginde  varyant olas1 patojenik  bir degisim olarak

siiflandirilmistir Ayni zamanda farkli in silico araglar tarafindan patojenik
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oldugu tahmin edilmistir (Resim 4.7). Olguda ayni1 zamanda MSH6 geninde ek

bir degisim saptanmis olup ilgili bolimde agiklanacaktir.

11.21 qQql1i.22 q].l.Z; qQl2.1 ql2.2

41 bp

= H

Resim 4.7 Olgu C2'de saptanan CHEKZ2 geni c.1111C>T varyantinin YND

goruntisu

4.2.4 MRE11 genine ait bulgular

Olgularimizdan bir tanesinde MREII geninde

saptanmig ve Tablo 4.4’te bu degisime yonelik bilgiler 6zetlenmigtir.

Tablo 4.4 Olgularda saptanan MRE11 geni varyantlari

"ekzonik degisim"

Hasta cDNA Protein In MAF Baslangig Aile | Simiflama
Silik A
No s ID 1o o Yagi Oykiist
M1 c.1726C>T p.Args76Ter | DC <0.01 44 + P
rs774277300




Olgu M1:

Olgumuz 45 yasinda kadin olup 44 yasinda meme kanseri tanisi
almigtir. Kiz kardesinde de meme kanseri tanis1 mecvuttur. Olguda saptanan
c.1726C>T mutasyonu 15. ekzonda erken dur kodonu olusturarak giidiuk
protein olugsuma neden olmaktadir. Farkl in silico veritabanlarinda patojenik
olarak ongorulmustir. MAF1 %0,00279'dur. Literatiirde meme ve over
kanseriyle iligkili bir degisim olarak bildirilmis bu varyant ACMG kriterleriyle
yeniden degerlendrilmis ve patojenik olarak simiflandirilmistir (Resim 4.8).

N 2 e
2 pll2 plli2 qll ql2.1 ql23 ql3.2 ql34 qi135 ql4.1

41 bp

94.180.440 bp

MRE11

>
(g}
o
-
(g}
-
-
o
@
>
(g}
(g}
-]
(g}

Resim 4.8 Olgu M1'de saptanan MREI11 geni ¢.1726C>T varyantinin YND

goruntisu



4.2.5 MSH6 genine ait bulgular
Olgularimizdan bir tanesinde MSH6 geninde "ekzonik degisim"

saptanmig ve Tablo 4.5’ te bu degisime yonelik bilgiler 6zetlenmigtir.

Tablo 4.5 Olgularda saptanan MSHG6 geni varyantlar

Hasta cDNA Protein In MAF Baslangig Aile | Simiflama

No s ID Siliko o Yas1 Oykiisii

MS1 |¢.2092C>G | p.GIn698Glu | B/Tol | < 0.01 28 - KOB
rs63750832 /DC

Olgu MS1:

Olgumuz 30 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanisi
almistir. Olguda saptanan ¢.2092C>G varyant1 4. ekzonda kodlanan “Gln”
aminoasiti yerine "Glu" aminoasitinin protein sentezine katilmasi ile
sonu¢lanmaktadir. Saptanan varyant in silico programlarca patojenik olarak
ongorulmistir. Bu degisim MSH6 geninin mutasyonlarinin yogun goézlendigi
bélgesinde yer almaktadir. MAF" ise %0,000798'dir. Degisim ACMG kriterleri
ile degerlendirilip klinik 6nemi belirsiz varyant olarak smiflandirilmigtir

(Resim 4.9).
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3 ql2.1 qls qlda.2 Q21l.1 qQ22.1 q22.3 q§3.3

Resim 4.9 Olgu MS1'de saptanan MSH6 geni ¢.2092C>G varyantinin YND

goruntusu
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5. TARTISMA

Meme kanseri, diinyadaki kadinlarda en sik goriilen malignitedir.
Meme kanseri insidansi ve mortalitesi ile ilgili bilgiler saglik énlemlerinin
planlanmas i¢in esastir (Ghoncheh, Pournamdar, & Salehiniya, 2016). Meme
kanserlerinin yaklasik %10'u, bir ailede gecen tek gen mutasyonlarinin
olusumunda geligir. Bilinen bir gen mutasyonuna sahip bir birey i¢in meme
kanseri gelisme riski, gen penetransina baghdir. Gen penetransi, bir
mutasyonun (genotip) etkisinin (fenotip) klinik olarak belirgin hale gelme
olasiligr olarak tamimlanmaktadir. Kalitsal meme kanseri vakalarinin ve
ozellikle kalitimsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu (HBOC)
vakalarinin ¢ogu, BRCAI ve BRCAZ2'deki mutasyonlara atfedilebilir. (Graffeo
vd., 2016)

Molekiiler genetik alanindaki ilerlemeler, meme ve / veya yumurtalik
kanserlerine (6rnegin, BRCAI / 2, TP53, CDH]1) kalitsal duyarlilig: ile iligkili
bir dizi gen tanimlamig ve belirli bireylerde ve ailelerde bulunan spesifik gen
mutasyonunu veya mutasyonlarimi karakterize etmek 1icin bir arac
saglamigtir. Son zamanlarda kalitsal kanser formlari i¢in multigen testinin
yapilmasi, riskli hastalar: ve ailelerini test etme konusundaki klinik yaklagimi
hizla degistirmistir. Multigen testleri, klinik olarak uygulanabilir oldugu
bilinen bir mutasyonu tanimlamaya odaklanmalidir. NCCN Genetik / Ailesel
Yiksek Risk Degerlendirmesi: Meme ve Yumurtalik Kilavuzunda, panel
oncelikle bilinen yiliksek penetran genlerdeki mutasyonlarin (yani, BRCAI / 2,
TP53, PTEN) degerlendirilmesi ve genetik test, danismanlik ve yonetim
Oonerileri tlizerine odaklanmaktadir. Bu genlerde mutasyon saptanmayan
olgularda orta veya diisiik penetran genler icinde bulunan ATM, BRIPI,
CDHI1, CHEK?2, NBN, PALB2, RAD51C, RAD51D ve STK11 gibi panel genleri
de mutasyon ac¢isindan degerlendirilmelidir (Daly vd., 2017).

Altin standart olan Sanger dizileme yontemine gore gelisen yeni nesil
sekanslama teknolojisi meme kanseri ile iligkili olabilecek genlerin bir panelde
calisilmasina olanak vermektedir. Bu baglamda ¢alismamizda; meme kanseri

tanmis1 almig fakat yiksek penetran olan BRCAI ve BRCA2 genlerinde
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herhangi bir degisiklik saptanmayan 38 olguda yeni nesil dizileme yontemi ile
ATM, BARDI, BRIPI1, CDH1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN ,
RAD51, RAD51C, STK11, TP53 genleri dizilenmistir. Meme kanseri ile iligki
olabilecegi bildirilen ve panelde bulunan 14 gen i¢in dizileme sonucunda elde
edilen sonuclarin biyoinformatik analizleri yapilmistir. Degisim saptanan
olgularin  klinik  o6zellikler1 ve saptanan degisimler literatir 1ile

karsilastirilmigtir.

5.1 Varyant Tespit Edilen Genlerdeki YND Verilerinin

Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmasi
5.1.1 ATM geni varyantlari

Germ-line ATM heterozigotlugu popilasyonun yaklasik %1'inde ve
kanser yatkinhgimi arttirdigr goriilmektedir. Heterozigot oldugu bilinen aile
uyelerindeki yapilan calismalarda, ATM gen mutasyonlarinin kadinlarda
meme kanseri riskini yaklagik 5-9 kat arttirdig1 belirtilmistir. Ozellikle, 50
yasindan kii¢iik kadinlarda da meme kanseri riskini géreceli olarak arttirdig:

bildirilmistir (Ahmed & Rahman, 2006).

ATM, DNA c¢ift zincir kiriklarinin onarilmasinda merkezi bir rol de
dahil olmak tzere ¢oklu karmasik iglevlere sahip oldugu bilinmektedir. ATM
heterozigot mutasyonlarina sahip bireyler, genel popiilasyon ile
kiyaslandiginda meme kanseri riskinin 2 kat daha yliksek oldugu
gorulmistiir. Elli yasinin altindaki kadinlarda belirtilen riskin 5 kat daha
arttigr belirtilmistir. Ayrica genin penetransi yaklagik %15 olmasina ragmen,
bu mutasyona sahip bireylerden kimde meme kanseri gelisecegine dair kesin

bir tahminin s6z konusu olmadig1 goriilmistiir (Apostolou & Fostira, 2013).

Otozomal resesif kalitim kalibina sahip ATM geninin, 2 hatali kopya
oldugu durumda noérodejeneratif bir hastalik olan AT sendromunu etkiledigi
bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki belirtilen durumun gérilme
sikligi 88.000 canli dogumda ~ 1/7 olarak belirtilmistir. Buna karsilik,
patojenik bir ATM varyant1 i¢in 1ilgili gendeki heterozigotluk yetigkin
popllasyonunun %1-2'sinde mevcut oldugu bildirilmistir. Bu bireyler fenotipik
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olarak normal olmasina ragmen, meme Kkanseri igin riskleri genel
popllasyondaki riskten daha yliksek oldugu belirtilmistir. Patojenik ATM
varyantlarinin, %45-80'inin yasam boyu meme kanseri riskine neden olan
patojenik BRCA varyantlarina kiyasla penetransi orta olarak kabul edilir

(Jerzak vd., 2018).

Crawford ve ark.1in farkli etnik gruplarda yapilan panel ¢alismasinda
doksanyedi yliksek riskli meme kanseri olgusunda ATM geninde bir patojenik
(1/97) varyant tespit edilmistir. Bunun yanisira meme kanseri tanis1 almig ve
over kanserinin de eglik ettigi ytizdoért olguda ATM geninde farkh bir patojenik
(1/104) varyant tespit edildigi bildirilmistir (Crawford vd., 2017).

Marabelli ve ark.in on dokuz farkli ¢alismay: kapsayan meta analiz
calismasinda ATM mutasyon tasiyicilarinda meme kanserinin kumilatif
riskinin 50 yasinda %6.02 (%95 glvenilir aralik:%4.58-7.42) ve 80 yasinda
%32.83 (%95 guvenilir aralik:%24.55-40.43) oldugu bildirilmisdir (Marabelli,
Cheng, & Parmigiani, 2016).

Calismamizda ATM geninde i1ki patojenik varyant saptanmakla birlikte
KOB olarak simflandirilan iki varyant tespit edilmistir. TIlgili ATM
mutasyonlar1 meme kanseri tanisi almis olgularin %10unda (4/38) tespit
edilmistir. ATM geninde saptanan mutasyonlardan ¢.6527delT delesyonu ilk
kez calismamizda tespit edilmistir. Ilgili mutasyonun cerceve kaymasi
mutasyonu olarak, erken dur kodonu olusmasina sebep oldugu bilinmektedir.
Tespit edilen ¢.6027C>G varyanti1 ClinVar veritabaninda rs1555113567
numarasi ile bildirilmis ve ACMG kriterlerine gore de patojenik olarak

degerlendirilmigtir.

Erken stop kodonu olusturarak giidiik protein olusmasina neden olan bu
varyant ‘Ailesel kanser sendromlarr’ ile iligkilendirilmig ve ¢alismamizda bir
olguda tespit edilmigstir. Tespit edilen ¢.8428A>G ve ¢.5882A>G varyantlarinin
ise klinik olarak o©6nemi ile 1ilgili herhangi bir veri sunulmamistir. Bu

dogrultuda in slico analizlerden yola ¢ikilarak bizim ¢alismamizda KOB olarak
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skorlandirilmig olmasina ragmen patojenitesi hakkinda yorum yapmak i¢in in

slico analizlerin tek basina yeterli olmadig: belirlenmistir.
5.1.2 BRIPI1 geni varyantlar:

Meme kanserine yatkinligin, ¢cok cesitli hastalik riski ile iligkili olarak
cok sayida genetik varyasyonun aracilik ettigi bilinmektedir. Orta risk
kategorisindeki bilinen genler, DNA onariminda yer alan proteinleri kodlar.
Meme kanserine yatkinlik geni olarak onerilen DNA onariminda yer alan
genlerden biri BRIPI'dir. BRIPI disik penetransli bir meme kanseri
predispozan gen olarak kabul edilmistir (De Nicolo vd., 2008). BRIP1'in meme
kanserinin baslangicindaki roliinii arastirmak i¢in birgok calisma yapilmig

olmasina ragmen, bu yonde yapilan ¢alismalar halen devam etmektedir.

Rahman ve ark.’lar, bir Ingiliz ailevi meme kanseri vakasi ve kontrol
grubundaki butiin  BRIP1I gen sekansinin mutasyonel taramasini
gerceklestirerek, bir meme kanserine duyarhlik geni olarak BRIPI geninin
kanitini sunan ilk kisilerdi (Rahman vd., 2007). BRIP1 gibi disiik penetranslh
genlerdeki degisiklikler, DNA hasar1 onarim mekanizmalarinda kusurlara
neden olarak sporadik meme kanserine neden olabilecegini bildirmislerdir

(Ouhtit vd., 2016).

Easton ve ark.larimin yaptigi bir ¢alismada ise BRIPI genindeki
varyantlar ile meme kanseri riski arasinda bir iligki olduguna dair net bir
kamit olmadigr sonucuna varmiglardir. BRIP1 taramasi yumurtalik kanseri
risk tahmini i¢in yararli olabilirken, diger risk faktorleri ile birlikte, bu
varyantlar meme kanseri risk tahmini i¢in kullanilmamasi gerektigi yoniinde

bir 6neri de bulunmuglardir (Easton vd., 2016).

Sato ve ark.larinin Japonya’ da yapmis oldugu bir ¢aligmada 100 olguda
RADS51C, PALB2 ve BRIPI1 genleri dizilenmis ve BRIPI geninde c¢.736A>G
varyanti bir olguda saptanmistir. Yapilan c¢alisma sonucu varyantin
muhtemelen protein fonksiyonlarini etkiledigi ve fonksiyonel olarak zararh

olabilecegi yoniinde bir sonuca ulasildigi bildirilmistir (Sato vd., 2017).

46



Bizim c¢alismamizda da BRIPI geninde c¢.736A>G varyanti meme
kanseri tanisi almig bir olguda tespit edilmistir. Saptanan varyant yapmaig
oldugumuz in slico analizlerde ‘olasi patojenik’ bir varyant olarak
simflandirilmis ve ACMG kriterleriyle degerlendirilmesi sonucu KOB olarak

skorlandirilmigstir.

Bu calismalar goéz online alindiginda BRIPI geninin meme kanseri
uzerindeki etkisi kesin olarak bilinmemekle beraber calismamizda tespit

edilen varyantin yapilan bir ¢alismayla uyumlu oldugu goérilmiistir.
5.1.3 CHEK? geni varyantlart

CHEK?2, tumor baskilayici gen olarak islev goéren bir kinazdir.
CHEK?2'deki mutasyonlari, meme kanserine ve diger kanserlerde yatkinhiga
neden olur. CHEK?2 ¢.1100delC igin heterozigot olan kadinlar arasinda meme
kanseri riski 2 kat artar. Meme kanseri hastalarinda goézlenen kalitsal CHEK2
varyantlarindan CHEK?2 ¢.1100delC ve diger birka¢ varyant agikca islev
kaybina yol acar. CHEK?2 aracili DNA hasar yaniti analizindeki sonuclar ile
meme kanseri riskinin epidemiyolojik degerlendirmesi arasindaki uyum, vaka
kontrol calismalar: yapilmis olan CHEK? varyantlar: icin yiksektir. Ozellikle,
CHEK?2 p.1157T ve CHEK?2 p.S428F ile iligkili meme kanseri riskleri 2 kat
olarak bildirilmigtir (Roeb vd., 2012).

Roeb ve ark.larinin mayalar uzerindeki c¢alismasinda ¢.917G>C
varyantinin fonksiyon kaybina neden olabilecegi g6z 6niinde bulundurularak

DNA hasarina cevap aktivitesinde azalmaya neden oldugu goésterilmistir.

Calismamizda da bir olguda (1/38) saptadigimiz ¢.917G>C varyanti
meme kanseri ile iligkili olas1 patojenik bir varyant olarak bildirilmis ve
ACMG kriterlerine gore degerlendirildiginde de olasi patojenik bir varyant
olarak  degerlendirilmigtir. Saptanan varyantin patojenitesi maya
calismasinda desteklenmis olsa da meme kanseri tizerindeki etkisinin uygun

olgu gruplarinda ¢alismasi uygun olacaktir.
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Liu ve ark.’larinin Cin’de yaptigi bir ¢alismada c¢.1111C>T varyanti
bulunan CHEK?2 geninin otofosforilasyon ve transfosforilasyon aktivitesinin,
mutasyon bulunmayan CHEK?2 genine kiyasla yaklasik %50 azaldigi
gorulmistiir. Bu varyant nedeniyle proteinde tamamen fonksiyon kaybi
meydana gelmemektedir. 1228 saglikli kontrol, 909 meme kanseri vakasinin
16'sinda ve 1228 kontroliin 9'unda ¢.1111C>T varyant: saptanmistir. Ailesel ve
sporadik meme kanseri hastalarinda ve kontrollerinde ¢.1111C>T sikliklar
%4.24, %1.76 ve %0.73 olarak tespit edilmistir.  Kontrollerle
karsilastirildiginda, ¢.1111C>T varyant1 tasiyan ailesel meme kanseri
vakalarinin meme kanseri gelisimi i¢in yaklasik alti kat goreceli bir risk
oldugu gozlenmistir. Ayrica, ¢.1111C>T varyant: tasiyan sporadik olgularda
meme kanseri riskinde anlamli bir artis goézlendigi yapilan bu c¢alismada
bildirilmistir. Cinli kadinlarda meme kanseri riskini hafifce arttiran bu
mutasyon diger etnik gruplarda mevcut olabileceginden, bu mutasyonun diger
popiilasyonlarda incelenmesinin fayda saglayacagi ongorulmustir (Liu vd.,

2011).

Baloch ve ark.’larinin yapmis oldugu c¢alismada ise ¢.1111C>T
varyantinin CHEK?2 fonksiyonunu degistirebilecegi ve kismi iglev kaybi

sonucu timér olusumuna neden olabilecegi bildirilmistir (Baloch vd., 2014).

Calismamizda bir olguda (1/38) tespit edilen ¢.1111C>T varyanti
literatiirde ve in slico analizlerde patojenik olarak skorlandirilmis ve ACMG
kriterlerine gore olas1 patojenik bir varyant olarak siiflandirilmigtir.

Saptanan varyant literatiirle uyumlu bulunmustur.
5.1.4 MRE11 geni varyantlart

Bir hiicrenin maruz kalabilecegi farkli hasarlar arasinda, DNA c¢ift
zincir kirilmasi (DSB) en zararli olanidir. Hiicreler DSB'leri homolog
rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan birlestirme (NHEJ) olmak tizere iki
onarim yolu ile onarir. MRE11, DSB onarim yollar1 olan HR ve NHEJ’de rol
oynar. MRE11, tek iplikli endoniikleaz aktivitesine ve DNA son iglem igin

!

gerekli olan 3' — 5 ' eksoniikleaz aktivitesine sahiptir. Son zamanlarda
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MREII''n meme kanserinde asir1 eksprese edildigi ve ylksek MREII
ekspresyonunun meme kanserinde daha kot huylu bir davranigla iliskili
oldugu gosterilmigstir. Ayrica, MRE11 geninin germ hatti mutasyonlari, meme
ve / veya yumurtalik kanserine karsi kalitsal duyarlilik taramasinda yakin

zamanda tespit edilmistir (Mateos, Headrick, Romero, Kuehn, & Ray, 2019).

Chubb ve ark.larinin calismasinda ¢.1726C>T varyant1 kolorektal
kanser i¢cin aday varyantlar icinde degerlendirilmis fakat meme kanseri ile

iligkisine dair herhangi bir veri bildirilmemistir (Chubb vd., 2016).

Calismamizda bir olguda (1/40) saptanan ¢.1726C>T varyanti erken stop
kodonu olugsmasi sonucu giidiik protein olusmasina neden olmaktadir. In slico
analizlerde ve ACMG kriterlerine goére patojenik bir varyant olarak

degerlendirilmigtir.
5.1.5 MSH6 geni varyantlart

DNA yanlis eslesme mekanizmasi (MMR) yolu, DNA polimeraz kiiciik
tekrarlama dizilerini cogaltmaya calistiginda meydana gelen tek baz cifti
uyumsuzluklarini ve kiigiik insersiyon veya delesyonlari onarmaktan
sorumludur. Bu mekanizmada rol oynayan genlerde meydana gelen patojenik
varyantlar, DNA onariminda hatalara yol agarak MMR eksikligi olan
hiicrelerde artan mutasyon yiikiine yol acar. Bunun sonucunda Lynch
sendromu ortaya ¢ikar. Lynch sendromu (LS) olan kadinlarda meme kanseri
riskini degerlendiren klinik ¢alismalar g¢eligkilidir, bazilar1 dort katina kadar
artan meme kanseri riskini gosterirken, digerleri risk artisi olmadigim

bildirmistir (Roberts vd., 2018).

Kurian ve ark.larinin yaptig1 calismaya gore Lynch sendromu genleri
MSH6 ve PMS2de varyantlari olan bireyler arasinda meme kanseri
insidansinin arttigim bildirmiglerdir. 95.561 olguda yapilan 25 gen bulunan
panel calismasinda MHS6 geni icin meme kanseri olgularinda tespit edilen
mutasyon oraninin over kanserine gore daha disik olarak saptandigi ve
MSH6 geninin over kanserinde artmis riskle iligkili olabilecegi bildirilmistir

(Kurian vd., 2017).
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Calismamizda bir olguda (1/38) tespit edilen ¢.2092C>G varyantini in
slico analizlerde patojenik olarak skorlandirilmigtir. ACMG kriterlerine gore

KOB olarak simiflandirilmigtar.
5.2 Varyant Tespit Edilmeyen Genler

Yapmis oldugumuz ¢alismada panele dahil edilen bes gende patojenik,
olas1 patojenik ya da klinitk o6nemi bilinmeyen olarak smiflandirilmig
varyantlar tespit edilmistir. Panelde bulunan dokuz gende bu siniflandirmaya

uyan herhangi bir varyant tespit edilmemistir.

Meme veya yumurtalik kanseri yatkinligi, bir dizi yiiksek ve orta ila
disiik penetran duyarhilik genilerine baglanmigtir. Yeni nesil dizilemenin

(YND) ortaya ¢ikmasiyla, bu genlerin eszamanli testi miimkiin hale gelmistir.

Kraus ve ark.’lar1 14 meme ve/veya yumurtalik kanserine duyarlilik
genlerini igeren panele (BRCAI, BRCA2, RAD51C, RAD51D, CHEK?2, PALB2,
ATM, NBN, CDH1, TP53, MLHI1, MSH2, MSH6, MSH6 ve PMS2) Alman
populasyonunda 581 birey calisilmaya dahil edilmistir. Sonu¢ olarak 10 farkl
gende 105 (%18) hastada 106 zararli mutasyon tespit edilmigtir. Calismanin
sonucunda; genetik kanser riski hakkinda daha dogru bilgi almak i¢in panel

testinin yapilmasi gerekliligini vurgulamiglardir (Kraus vd., 2017).

Kurian ve ark.’larinin yaptigi genis panel ¢calismasinda dahil edilen 25
gen i¢in yaklagik 100.000 kadin arasinda %7'si bir veya daha fazla kansere
bagli gende patojenik mutasyon tasidigi bildirilmistir. Sekiz gen (ATM,
BARDI1, BRCAI, BRCA2, CHEK?2, PALB2, PTEN ve TP53) iki kat (ATM: OR,
1.74;% 95 CI, 1.46 - 2.07) ila alt1 kat oraninda (BRCAI: OR, 5.91;% 95 CI, 5.25
ila 6.67) meme kanserine yatkinlik ile iligkili oldugu gosterilmistir (Kurian

vd., 2017).

Couch ve ark.larinin meme kanseri olan 65057 hastanin multigen
panelleri ile kanser yatkinlik genlerinin arastirilmasi1 amac¢lanmistir. Panelde
bulunan PALB2, ATM, CHEK2, BARDI1 ve RAD5ID genleri i¢cin bu test
populasyonunda PALBZ2, yliksek riskli bir meme kanseri geni (OR, 7.46;% 95
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CI, 5.12-11.19) olarak onaylanmis ve aile segregasyon calismalarindan yola
cikarak meme kanseri i¢in %58'e kadar kiimiuilatif 6mir riski ile tutarl oldugu
bildirilmistir. BARDI ve RAD51D'deki patojenik varyantlarin orta derecede
artmis meme kanseri riskleri ile iligkili oldugunu tespit edilmis fakat kesin
iligskisinin aciklanabilmesi i¢cin daha genis kontrol grubuyla calisilmas:

onerilmistir (Couch vd., 2017).

Uzunoglu ve ark.larmin Tirk popiilasyonunda yaptigi calismaya 101
meme kanseri ve 115 saglhkli, yas ortalamasinin ise 56 oldugu kadin kontrol
grubuna 216 birey dahil edilmistir. Meme kanseri etiyolojisinde orta derecede
risk olusturan NBN geni calisilmig ve bazi1 popiilasyonlar i¢in istatistiksel
olarak anlamh olarak tanimlanmistir. NBN proteini, DSB'lerin onariminda rol
oynayan kilit proteinlerden biridir. NBN geninin meme kanseri riski
uzerindeki etkili varyantlari acikliga kavusturulmamistir. Aymi zamanda,
calismalar NBN heterozigot tasiyicilarinin hiicrelerinde artan bir spontan
kromozomal instabilite oldugunu ortaya koymustur. Tirk popiilasyonunda
yapilan bu retrospektif vaka kontrol ¢calismasinda ilk defa, NBN gen ¢.924T>
C varyantinin calisilan Turk popiilasyonunda meme kanseri i¢in genetik bir
risk faktori oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, bu NBN varyantinin 6zellikle
gen¢ kadinlarda meme kanserine katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir

(Uzunoglu vd., 2016).

Rusak ve ark.larimin Polonya’da yaptigi bir ¢alismaya meme kanseri
tanisiyla 4964 kadin (ailesel vakalar), kontrol grubuna ise kanser tanisi
olmayan 6152 birey dahil edilmigtir. Bu c¢alismada, bir patojenik alelin
penetransinin ayni genin baska bir yerindeki bir allelin genotipine bagli olup
olmadigin1 ve kalitsal bir kanser sendromuna neden olup olmadigim
incelemeyi hedeflemiglerdir. Bu ¢alisma sonunda NBN kalitsal meme kanseri
duyarliligi i¢cin baskin bir kanser duyarlilik geni olarak bildirilmistir (Rusak
vd., 2019).

NBN SNP'ler, mutasyonunun protein fonksiyonu ve yapisi lizerindeki
etkisini kontrol etmek i¢in biyoinformatik SNP tahmin araclar1 kullanmilarak

analiz edilen calismada fenilalaninin 266 pozisyonda lésine (S93L) mutasyona
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ugradigr rs769420 gibi kodlama bdlgelerinde doért SNP'nin olduk¢a hasar
gordiigi tahmin edilmistir. Mikrosefali normal zeka ve bagisiklik yetmezligine
ve kalitsal kanser yatkinlik sendromuna (clinvar) yol ac¢tigr ve rs13312858
(K105N) degisimi ic¢in ise hastalik ile iliskisi dogrulanmadigi bildirilmistir
(Nithya & ChandraSekar, 2019).

CDH1 geni, hiicreden hiicreye yapismadan sorumlu bir proteini kodlar
ve bir hiicre 1istila baskilayic1 olarak islev gorir. E-kadherin germline
mutasyonlar1 kalitsal diffiz mide kanserinden (HDGC) sorumludur. CDH1I
genl mutasyon tasiyicilariy, geng yasta ¢ok yiiksek bir yaygin gastrik karsinoma
riski altindadir ve ek olarak meme kanseri gelismesi (cogunlukla lobiler
meme kanseri) tahmini goreceli bir risktir. Son ¢alismalar, HDGC'nin ilk
belirtisi olarak lobiiler meme kanserinin olabilecegi bildirilmistir. Bilateral
lobiler meme kanserli kadinlarda zararli CDHI mutasyonlari tespit edilmistir

(Wendt & Margolin, 2019).

Membran baglanmasi ve apoptozda rol oynayan tiimor baskilayici bir
gen olarak tanimlanan STKI1I genindeki germline mutasyonlar1 Peutz-
Jeghers sendromunun (PJS) nedenidir. Etkilenen bireylerin kolorektal, meme,
ince bagirsak, pankreas, mide ve yumurtalik kanseri i¢gin yiiksek risk altinda

oldugu bildirilmigtir (Economopoulou vd., 2015).

TP53, mutasyona ugramis aleller nedeniyle BRCAI'deki mutasyonlarin
neden oldugu orana neredeyse esit bir oranda orta yashh kadinlarda meme
kanseri ortaya c¢ikarmanin o6nemini elinde tutan bir timoér baskilayic
proteindir (Sheikh vd., 2015). TP53 ayrica, bireyde genin tek bir fonksiyonel
kopyasinin varligindan kaynaklanabilecek Li-Fraumeni Sendromu gibi diger
sendromlarla da iligkilidir Li-Fraumeni Sendromu ile iligkili bireylerde
TP53Un ancak daha az birlikte bildirildikleri durumlarda, erken dénemde

ciddi meme kanseri ile sonuglandigi bildirilmistir (Varley, 2003).

TP53 mutasyonlarinin meme kanserlerinin %20-40'mnin gelisiminde
biiylk rol oynadigi bildirilmistir (Manié vd., 2009). TP53"in ekzon 10 kodonu
337'de CGC'den CAC'ye tek bir niikleotit germ hatti mutasyonel degisimi,
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argininden histidine (R337H) bir amino asit degisikligine yol agar. Bu kayip
mutasyonun erken baslangich meme kanseri ile baglantili oldugunu

bildirilmistir (Sheikh vd., 2015).

NCCN Meme ve Over Kanseri igin 2017 yilinda yayinlanan kilavuzunda
TP53, PTEN genleri yuksek riskli, ATM, CDH1, CHEK2, NBN, PALB?2 ve
STK11 genleri orta riskli genler olarak bildirilmistir (Daly vd., 2017).

Calismamizda otuz sekiz olguda degerlendirdigimiz YND panelinde
bulunan CDHI1, NBN, PALB2, TP53, PTEN ve STKI11 genlerinde herhangi bir
mutasyon tespit edilmemistir. Duistiik riskli genler olarak tanimlanan BRIPI,
RADS51, RAD51C ve MSH6 genlerinin iki tanesinde varyant saptanmistir.
BRIPI geninde saptanan varyant olasi patojenik bir varyant olarak
simiflandiriirken  MSH6  geninde saptanan varyant KOB  olarak

smiflandirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya dahil edilen meme kanseri tanisi almig otuz sekiz olgunun 9
tanesinde patojenik, olas1 patojenik ve klinik 6nemi bilinmeyen varyant tespit
edilmigtir. Calismada meme kanseri ile daha once iligkilendirilmis on dért gen
(ATM, BARDI, BRIP1, CDHI1, CHEK2, MRE11, MSH6, NBN, PALB2, PTEN,
RAD51, RAD51C, STK11, TP53) YND yontemi ile calisilmistir. ATM, CHEK?2,
MSH6 ve MRE11 genlerinde saptanan varyantlardan, ATM geninde saptanan
c.6527delT varyanti daha once literatiirde bulunmayan ve ilk defa bu

calismada saptanan varyanttir.

ATM geninde saptanan diger u¢ varyant, BRIPI, CHEK2, MSH6 ve
MREI11 genlerinde saptanan varyantlar klinik etkileri literatiir verileri,
ClinVar veritabani, in slico tahmin programlari ve ACMG kriterleri géz 6niine

alinarak degerlendirilmis ve siniflandirilmastir.

ATM geninde %10,5 (4/38), CHEK?2 geninde %5 (2/38), BRIP1, MSH6 ve
MRE11 genlerinde %2 (1/38) oraninda varyant tespit edilmistir.

Calismamiza dahil edilen olgu sayisinin az olmasina ragmen meme
kanseri 1ile iligkili olabilecek genlerde varyantlar saptanmistir. Saptanan
varyantlarin hastaliga etkisinin kesin olarak gosterilebilmesi i¢in segragasyon
analizlerinin de yapilmas1 gereklidir. Yaptigimiz calismada ailesel meme
kanserine yatklinliga neden olabilecek genlerin Tirk popililasyonundaki
sikliginin  belirlenmesi i¢cin daha fazla gen iceren ve daha genis olgu
gruplarinda ¢aligsilmas1 hem hastaligin anlagsilmasinda hem de genetik olarak

elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde 6nemli olacaktir.
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