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OZET

Kalitsal Meme Kanseri Tanis1 Almis Olgularda DNA Hasar Onarimindan
Sorumlu Olan Genlerdeki Mutasyon Sikliklarmin Belirlenmesi ve Hastaligin Kotii

Prognozu ile Iligkisinin Arastirllmasi

Amag: Meme kanseri, diinya ¢apinda kadinlar arasinda kanser 6liimlerinin en yaygin ve
ikinci 6nde gelen nedenidir. BRCA1 ve BRCAZ2, kalitsal meme kanseri gelisiminde en ¢ok
etkilenen genlerdir ve bunlara ek olarak meme kanserine sebep olan bir¢ok gen
tanimlanmistir. DNA onarim genlerindeki germ hatti mutasyonlari, ailesel meme kanseri
gelisimine katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte, bu genlerdeki mutasyonlarin prevalansi
ve penetrasyonunun biiylik Ol¢lide degistigi bilinmektedir. Bu calismada, meme kanseri
tanis1 almig ve ailevi meme kanseri yatkinligindan stiphelenilen ancak BRCA1 ve BRCA2
genlerinde herhangi bir patojenik degisim saptanmayan 96 olguda DNA hasar onarimindan
sorumlu olan genlerde genetik incelemelerin yapilmast ve mutasyon sikliklarinin

belirlenmesi amacglanmustir.

Yontem: Kalitsal meme kanseri yatkinligindan sliphenilen 96 hastada DNA hasar
onarimindan sorumlu olan ATM, BARDI1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, MRE11A, MLHI,
MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, NBN, PALB2, RAD50, RAD51D, RAD51C, MUTYH,
SLX4 ve BLM genlerindeki mutasyonlarin tespiti i¢in yeni nesil dizileme yodntemi
kullanilmistir. Veri analizleri Genomize Seq yazilimi iizerinden gergeklestirilmistir. Calisma
sonucunda tespit edilen ACMG kriterlerine uygun olarak patojenik (P), muhtemel patojenik
(LP) ve klinik 6nemi bilinmeyen (VUS) olarak siniflandirilan varyantlar degerlendirilmeye

alinip varyant sikliklar1 a¢isindan analiz edilmistir.

Bulgular: Caligma sonucunda 41 (42,7%) hasta mutasyon tastyicist olarak tanimlanmistir.
Tastyicilarin 35’1 (%36,4) en az bir tane VUS olarak tanimlanan varyanta sahipken
bunlardan 2’si (%2) hem VUS hem patojenik varyant, 8’1 (%8,3) patojenik veya muhtemel
patojenik varyant tasimaktadir. Patojenik veya muhtemel patojenik bulgulardan 2’si ATM
geninde, 1’1 RADS50 geninde, 2’si MSH2 geninde ve 1’1t MUTYH geninde tespit edilmistir.



RADS1C: ¢.751G>A VUS varyant1 akraba olan 3 hastada, MUTYH: c.884C>T muhtemel

patojenik varyant 4 kiside birden saptanirken diger varyantlar birer kez tespit edilmistir.

Sonug: Bu ¢alisma kapsaminda, incelenen hastalarin % 8,3‘linlin DNA onariminda rol alan
ATM, MSH2, RAD50 ve MUTYH genlerinde patojenik veya muhtemel patojenik mutasyon
tasidiklar tespit edilmistir. Bu genlerde tanimladigimiz varyantlarin, meme ve yumurtalik
kanserine genetik yaklasimda yeni tan1 ve tedavi stratejileri i¢in anahtar rol oynayabilecegi,
hastalik i¢in aday molekiiler belirte¢ olma potansiyeli tasiyabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda, hastalarin %36,4’liniin DNA onariminda rol alan 16 gende en az 1 VUS
varyant tasidig1 tespit edilmistir. Kalitsal meme kanseri yatkinligi olan hastalarda tanimlanan
bu VUS'larin siniflandirilmasi, hastaligin erken teshisine ve taranmasina katkida bulunabilir
ve hedefe yonelik tedavilerle bakimi kisisellestirerek tedavi segeneklerini iyilestirebilir.
Tespit ettiimiz nadir varyantlarin potansiyel etkilerini belirlemek icin web tabanl
programlar ve in silico analiz kullanilmis olsa da, protein fonksiyonu {izerindeki potansiyel

etkileri dogrulamak i¢in daha detayli fonksiyonel ¢calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, DNA onarim genleri, Yeni Nesil Dizileme



ABSTRACT

Determination of Mutation Frequencies in Genes Responsible for DNA Damage
Repair in Cases Diagnosed with Hereditary Breast Cancer and Investigation of Its

Relationship with Poor Prognosis of The Disease

Objective: Breast cancer is the most common and second leading cause of cancer death
among women worldwide. BRCA1 and BRCA2 are the most affected genes in the
development of hereditary breast cancer, and in addition, many genes that cause breast
cancer have been identified. Germline mutations in DNA repair genes contribute to the
development of familial breast cancer. However, the prevalence and penetration of mutations
in these genes are known to vary greatly. In this study, it was aimed to perform genetic
analyzes and to determine the frequency of mutations in the genes responsible for DNA
damage repair in 96 patients who were diagnosed with breast cancer and suspected familial
breast cancer predisposition, but no pathogenic changes were detected in BRCA1 and

BRCAZ2 genes.

Method: Next-generation sequencing was used to detect mutations in ATM, BARDI,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, MRE11A, MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, NBN, PALB2,
RAD50,RADS1D, RADS1C, MUTYH, SLX4 ve BLM genes responsible for DNA damage
repair in 96 patients with suspected hereditary breast cancer susceptibility. Data analyzes
were performed using Genomize Seq software. As a result of the study, variants classified
as pathogenic (P), likely pathogenic (LP) and of unknown clinical significance (VUS) in
accordance with the identified ACMG criteria were evaluated and analyzed in terms of

variant frequencies.

Results: As a result of the study, 41 (42.7%) patients were identified as mutation carriers.
While 35 (36.4%) carriers have at least one variant defined as VUS, 2 (2%) of them carry
both VUS and pathogenic variant, 8 (8.3%) pathogenic or likely pathogenic variant. Of the
pathogenic or likely pathogenic findings, 2 were detected in the ATM gene, 1 in the RAD50
gene, 2 in the MSH2 gene and 1 in the MUTYH gene. RAD51C: ¢.751G>A VUS variant

vi



was detected in 3 related patients, MUTYH: ¢.884C>T likely pathogenic variant was

detected in 4 individuals, while other variants were detected once.

Conclusions: In this study, 8.3% of the patients examined were found to have pathogenic or
likely pathogenic mutations in ATM, MSH2, RAD50 and MUTYH genes, which are
involved in DNA repair. It is thought that the variants we identified in these genes may play
a key role for new diagnosis and treatment strategies in the genetic approach to breast and
ovarian cancer, and may have the potential to be a candidate molecular marker for the
disease. In our study, 36.4% of the patients were found to have at least 1 VUS variant in 16
genes involved in DNA repair. Classification of these VUSs identified in patients with
hereditary predisposition to breast cancer may contribute to early diagnosis and screening of
the disease and improve treatment options by personalizing care with targeted therapies.
Although web-based programs and in silico analysis were used to determine the potential
effects of the rare variants we detected, more detailed functional studies are needed to

confirm the potential effects on protein function.

Keywords: Breast cancer, DNA repair genes, Next Generation Sequencing
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya capinda kadinlar arasinda kanser 6liimlerinin en yaygin ve ikinci
onde gelen nedenidir. Hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde etkili olan gergek bir
halk saglig1 sorununu temsil etmektedir. Meme kanseri, yas, cinsiyet, etnik koken, iireme ve
hormonal faktorler, gegmis meme kanseri Oykiisii, iyonlastiric1 radyasyona maruz kalma,
cevresel ve yasam tarzi faktorleri, aile ykiisii ve genetik faktorler dahil olmak {izere klinik,
patolojik ve biyolojik faktorlerle iligkili karmasik ve heterojen bir hastaliktir (Brinton ve
ark., 2014; Farmer ve ark., 2010; Ferlay ve ark., 2012). Bununla birlikte, meme kanseri
gelisiminde anahtar faktor, hastaligin erken baglamasidir. Bireysel risk, meme kanserinden

etkilenen akrabalar ve erken yas ile orantili olarak artmaktadir (Lalloo ve Evans, 2012).

Meme kanseri vakalarmin yaklasik %10-30'u kalitsal faktorlere atfedilse de, bu
vakalarin sadece kiigiik bir kism1 otozomal dominant bir sekilde kalitilan yiiksek penetrans
genlerdeki mutasyonlarla agiklanmaktadir. BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme kanserinde
onemli duyarlilik genleridir. Kalitsal meme kanseri gelisiminden en sik sorumlu olan bu
genlerin yan1 sira farkli tiimor siipresor ve protoonkogen genlerinde meydana gelen
mutasyonlar da hastaligin gelisme riskini artirabilmektedir. Bu durumda meme kanseri aday
genleri olarak, BRCA1/2 dis1 genlerde hastalikla iliskili olabilecek mutasyon ve
degisimlerin belirlenmesi hastalifin patogenezi i¢in olduk¢a énemlidir (Hoang ve Gilks,
2018). Yapilan ¢alismalar, meme kanseri hastalarinda ve meme kanseri aile 6ykiisii olan
kadinlarda yiiksek seviyelerde DNA hasarinin meydana gelmesi ve DNA onarim
kapasitesinin azalmasi arasinda gii¢lii bir iligski oldugunu gostermistir (Helzlsouer ve ark.,

1996; Jyothish ve ark., 1998).

DNA'nin kimyasal yapisindaki bir hasarin onarilamamasi, kanserin ilerlemesinde
onemli rol oynar (AlMutairi ve ark., 2015). DNA onarim mekanizmalar1 ile DNA hasarimin
tespiti ve onarimi, karsinogenezin onlenmesinde, genom biitiinliigiiniin korunmasinda ve
mutasyonlara kars1 korumada 6nemlidir (Shadrina ve ark., 2016). Simdiye kadar 150'den

fazla DNA onarim geni tanimlanmis ve DNA onariminin kanserdeki rolii hala yaygin olarak



arastirilmaktadir. Bilimsel ¢alismalar, bozulmus bir DNA hasar1 yanitinin meme kanseri

riskini artirabilecegini ileri siirmektedir (RD, 2005).

Meme kanseri biyomedikal arastirma toplulugu 6zellikle, son derece heterojen ve
karmasik olan bu hastaligin calisilmasinda yeni nesil dizileme (NGS) uygulanmasindan
yararlanmistir. Yiizlerce hastay1 inceleyen biiytik 6l¢ekli girisimler, meme kanseriyle iliskili
yeni genlerin kesfedilmesine, bireysel tiimorlerin heterojenitesinin incelenmesine ve ilgili
mutasyon siire¢lerinin aydinlatilmasina yol agmistir (Ding ve ark., 2014). Son yillarda, NGS
teknolojilerinin hizli gelisimi, geleneksel dizileme teknikleri kullanilarak tek gen
dizilemesine benzer bir maliyetle birden ¢ok genin eszamanli dizilenmesini saglamistir.
Caligmalar, bu tiir uygun maliyetli bir yaklasimin, yiiksek meme kanseri riski tasiyan
bireyler i¢in genetik test ve kisisellestirilmis risk degerlendirmesinde kullanilabilecegini ileri
siirmektedir. NGS, nadir genetik varyantlar i¢in daha yiiksek dogruluk ve hassasiyete
sahiptir (Hong ve ark., 2013; Su ve ark., 2014; Zhang ve ark., 2014). Bu nedenle, NGS'nin
karmagik hastaliklarin ve fenotipik 6zelliklerin genetiginin anlagilmasina dnemli Slglide
katkida bulunacagi hatta "eksik varyansi" agiklayabilecegi diistiniilmektedir (Londin ve ark.,
2013; Marian 2012; Wagner 2013). BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme kanserinde en 6nemli
duyarlilik genleridir, ancak bu iki gende yerlesimli mutasyon siklig1 az oldugu goz Oniine
alindiginda, NGS, tiim genler etrafindaki potansiyel patojenik mutasyonlar1 taramanin en

etkili yolu haline gelmektedir (Dong ve ark., 2018).

1.1. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanserinin nedeninin tek bir etkene bagli olmadigi ya da kesin olarak
bilinmedigi, genetik, hormonal, ¢evresel, psikolojik ya da biyokimyasal bir¢ok faktdriin
etkili olabilecegi diisiiniilmekte; ancak meme kanserli kadinlarin ¢ogunlugunda (%70)
bilinen bir risk faktoriiniin bulunmadigi belirtilmektedir (Akyolcu ve ark., 2018). Kadinlarda
genel saglhik taramasinda meme kanseri gelisiminin artmasiyla iligkili faktorlerin
belirlenmesi onemlidir (Doren ve ark., 2018). Meme kanseri i¢in risk faktorleri 7 genis

kategoriye ayrilabilir:

1) Yas: Yasa gore ayarlanmis meme kanseri insidansi, kadin niifusunun ilerleyen yasiyla
birlikte artmaya devam etmektedir.

2) Cinsiyet: Meme kanserinin ¢ogu kadinlarda goériilmektedir.



3) Bireysel meme kanseri oykiisii: Bir memede kanser dykiisii, diger memede ikinci bir
birincil kanser olasiligini artirmaktadir.

4) Histolojik risk faktorleri: Meme biyopsisi ile teshis edilen histolojik anormallikler,
meme kanseri risk faktdrlerinin 6nemli bir kategorisini olusturmaktadir.

5) Ailede meme kanseri OyKkiisii ve genetik risk faktorleri: Meme kanseri olan hastalarin
birinci derece akrabalarinda, hastali§a yakalanma riski 2 - 3 kat daha fazladir.

6) Ureme riski faktorleri: Bir kadinin yasam boyu dstrojen maruziyetini artiran iireme
ile ilgili faktorlerin meme kanseri riskini artirdig diisiiniilmektedir.

7) Ekzojen hormon kullanimi: Cesitli kosullar altinda terapdtik veya tamamlayict

Ostrojen ve progesteron alinmasi meme kanseri riskini artirmaktadir.

1.2. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Kanser insidansi ve 6liim oran1 diinya ¢apinda hizla artmaktadir; bu, hem yaslanmay1
hem de niifusun biiyiimesini yansitirken, bircogu sosyoekonomik gelisme ile iliskili olan
kanser icin baslica risk faktorlerinin yayginligt ve dagilimindaki degisiklikleri de

yansitmaktadir (Gersten ve Wilmoth, 2002; Omran, 1971).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gére, 2018 yilinda diinyada yeni tani konulan
hasta sayisinin 2 milyonu astig1, mortalitenin ise 627 bin oldugu belirtilmektedir. ABD’de
2019 yilinda yeni tan1 konulan meme kanseri sayisinin 271.270, meme kanserinden
kaybedilen hasta sayisinin ise 42.260 oldugu tahmin edilmektedir. Bu, kadin kanserlerinin
%24°inli, kadinlarin kanserden 6liimlerinin ise %15’ini teskil etmektedir (Siegal, Miller ve
Jemal, 2014). Gelismis iilkelerde, her 8 kadindan birinde hayati boyunca meme kanseri
gelisecegi ongoriilmekte olup, goriilme sikligindaki artisa ragmen mortalitede azalma dikkat
cekmektedir. Bunun aksine diisiik ve orta gelirli lilkelerde meme kanseri sikligindaki artis

mortalitedeki artis ile birliktedir (Dogan ve Toprak, 2014; Ozmen, 2008).

Saglik Bakanlig1 verilerine gore 2018 yili i¢in iilkemizde kadinlarda meme kanseri
siklig1 yiiz binde 45.6°dir. Ulkemizde Bati ve Dogu Anadolu Bélgeleri'nde meme kanseri
siklig1 50/100.000 ve 20/100.000 olarak bildirilmektedir. Bolgeler arasindaki bu fark, yasam
tarz1 degisikligi ile agiklanmaktadir. Ozellikle 45-54 yas araliginda meme kanseri sikliginm
daha fazla oldugu dikkat cekmektedir. Ancak meme kanserine bagli mortalite bir¢ok iilkede

giderek azalmaktadir. Bu durumun en 6nemli nedeni taramada kullanilan goriintiileme



yontemleri ile meme kanserine erken evrede tan1 konulabilmesidir. Bunun yani sira siirekli
gelistirilen medikal tedaviler de meme kanserine bagli mortaliteyi azaltmistir (Dilmac ve

ark., 2020).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Dernegi (IARC) ve WHO tarafindan yayimlanan 2020
verilerine gore, kadinlarda meme kanseri, tim kanser vakalarinin %11,7'sini temsil eden
tahmini 2,3 milyon yeni vaka ile 2020'de diinya genelinde kanser insidansinin 6nde gelen
nedeni olarak akciger kanserini gectigi bildirilmistir (Sung ve ark., 2020) (Sekil 1.1).
Kadinlar arasinda meme kanseri, 4 kanser vakasindan 1'ini ve 6 kanser 6limiinden 1'ini

olusturarak, tilkelerin biiyiikk cogunlugunda insidans ve 6liim orani agisindan ilk sirada yer

almaktadir.
Meme
2261419 (11.7%)
Akciger
2206771 (11.4%)
Diger kanserler Kolorektal

10 389 647 (53.9%) 1931590 (10%)

Prostat
1414 259 (7.3%)

Mide
1089 103 (5.6%)
Toplam: 19 milyon yeni vaka

Sekil 1. 1. 2020 yilinda Diinya genelinde her yas ve cinsiyette melanom dist deri
kanserleri hari¢ 19 milyon yeni vaka igerisinde tahmini kanser ylizdeleri (Sung ve ark.,
2020).

1.3. Meme Kanseri Siniflandirmasi

Meme kanseri smiflandirmasi, onkolojik olarak karar vermeyi kolaylastirmak igin
hastaligin dogru teshisini ve tiimor davranisinin tahminini saglamayi amaglamaktadir. Meme
kanseri degerlendirmesinin temeli, WHO tiimor siniflandirmasinda ayrintili olarak agiklanan
histolojik alt tiplerinin belirlenmesi ve derecelendirmesine ve ayni1 zamanda tiimor boyutu,
nodal durum ve uzak metastazina bakilarak kanserin evrelendirilmesine dayanmaktadir.

Meme kanserinin rutin degerlendirmesi ayrica Ostrojen reseptdrii (ER), progesteron



reseptorlii (PR) ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyonunu
icermektedir. Ayni histolojik tipteki kanserler, ¢ok farkli biyolojik davranislar gosterebilir.
Bu yiizden bu parametrelerin degerlendirilmesi, bireysel meme kanserlerinin ¢esitli klinik
seyrini yakalayamayabilir. Kisisellestirilmis tibbin mevcut ¢aginda, daha iyi bir anlayis ve

siiflandirma gereklidir (Tsang ve Tse, 2020).

1.3.1. Histopatolojik Simiflandirma

Meme kanserlerinin histolojik smiflandirmasi, patolojik biiylime paternine
dayanmaktadir. Meme kanseri genel olarak in situ karsinoma ve invaziv karsinoma olarak
kategorize edilebilir. In situ meme karsinomu, ayrica duktal veya lobiiler olarak alt
siiflandirilir; biiylime modelleri ve sitolojik 6zellikler, iki tip arasinda ayrim yapmanin
temelini olusturmaktadir. in situ duktal karsinom (DCIS), in situ lobiiler karsinomdan
(LCIS) onemli olgiide daha yaygindir ve heterojen bir tiimoér grubunu kapsar. DCIS,
geleneksel olarak, timoriin mimari 6zelliklerine dayali olarak daha fazla alt siniflandirmaya
tabi tutulmustur ve Comedo, Cribriform, Mikropapiller, Papiller ve Kati olmak iizere iyi
tanian bes alt tipi tanimlanmistir (Connolly ve ark., 1996) (Sekil 1.2).

Meme Kanseri |

| in Sitii Karsinnm| | invaziv Karsinom ‘
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e L ( Tiibiiler) .
{ Duktal ) { Lobiiler ) e Mediiller |
= Lo Y # Duktal ™, ¥ b /_.'
{ | S ;
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Salid * N _-/finvilzi.\;'\, j— [ Miisindz |
aili =8 P B
RO Datsiik | tibiiler/ (infilre ™ N
histolojik — " “_dukfal ’ ==
Kribriform Papiller varyasyon g
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ikropapiller iy i
Diferansiye Diferansiye
Orta Derece
| Difcrnshe:

|
Bu siniflandirmanin dayanaklarn:
1. Niikleer pleomorfizm
2. Glandiiler tiibiil olusumu
3. Mitotik aktivite

Sekil 1. 2. Meme kanseri alt tiplerinin histolojik siniflandirmasi (Connolly ve
ark., 1996).



Bu smiflandirma semas1 birka¢ on yildir degerli bir ara¢ olsa da, prognostik O6nemi

kanitlanmis yeni molekiiler belirtecler kullanmadan yalnizca histolojiye dayanmaktadir.

“Meme Tiimorleri Siniflandirmast” dordiincii baskisinda WHO tarafindan tanimlanan
21'den fazla invaziv meme karsinomu alt tipi vardir (Weigelt ve ark., 2008). En yaygin
olanlari, tiim invaziv kanserlerin %70 -80'ini olusturan invaziv duktal karsinom (IDC) ve
yaklagik %10’unu olusturan invaziv lobiiler karsinomdur (ILC). Geri kalan timor tipleri
miisindz, kribriform, mikropapiller, papiller, tiibiiler, mediiller, metaplastik ve apokrin
karsinomlar gibi daha az yaygin olan histolojik tiplerdir (Sekil 1.2). Histolojik tiplere gore
simiflandirma, tiimér hiicre tipi, hiicre dis1 sekresyon, mimari &zellikler ve
immiinohistokimyasal profil dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli kriterlere dayanmaktadir (Lakhani
ve ark., 2012; Rosai, 2011). IDC ayrica niikleer pleomorfizm, glandiiler/tiibiil olusumu ve
mitotik indeks seviyelerine gore iyi farklilasmis (derece 1), orta derecede farklilagmis
(derece 2) veya zayif farklilagmis (derece 3) olarak alt siniflandirilir (Lester ve ark., 2009).
Molekiiler belirteglerin kullaniminin hala tartisildigi DCIS' nin aksine, ER, PR ve HER2'nin
kullanimi1 IDC i¢in kabul gérmiistiir ve durumlarinin tiim invaziv karsinomlarda belirlenmesi
tavsiye edilmektedir (Harris ve ark., 2007). IDC'de ER, PR ve HER2 tespitinin kullanima,
molekiiler biyobelirteglerin  klinik kararlara rehberlik etme potansiyeline Grnek

olusturmaktadir (Maughan, Lutterbie ve Ham, 2010).

Baz1 6zel meme kanseri tiirleri, karakteristik morfolojiye ek olarak spesifik genetik
imzalar ve klinik davranislarla iliskilendirilir, bu nedenle dogru histolojik siniflandirma

onemli prognostik ve ongoriicii bilgiler saglamaktadir (Weigelt ve ark., 2008).

1.3.2. Derecelendirme

Histolojik tipine bakilmaksizin tiim invaziv meme karsinomlar1 histolojik olarak
derecelendirilmektedir. Scarff-Bloom Richardson derecelendirmesinin su anda yaygin
olarak kabul goren Nottingham modifikasyonu, her bir parametreyi 1'den 3'e kadar sayisal
bir puanlama sistemi ile degerlendirmekte ve derecelendirme icin toplam puani ortaya
koymaktadir (Mook ve ark., 2009). Puanlar, tiibiil olusumu orani (3'ii zay1f tiibiil olusumunu
gosteren 1-3 skoru), niikleer pleomorfizm derecesi (3'i yiiksek derecede pleomorfizm
gosteren 1-3) ve mitotik sayim (1-3, 3 yiiksek bir mitotik sayidir, tam say1r mikroskobik
alanin boyutuna baglidir) ile belirlenmektedir. Skorlar birlestirilerek 1 (toplam skor 3 ila 5),



2 (skor 6 veya 7) veya 3 (skor 8 veya 9) derecesini verecek sekilde birlestirilir, burada derece
1 tiimorler en ¢ok farklilagirken derece 3 tiimorler en az farklilagsmaktadir. Tiimor derecesi
giiclii bir prognostik faktordiir ve “Nottingham Prognostic Index” ve “Adjuvant Online” gibi
klinik karar verme araglarinda lenf nodu durumuyla birlikte kullanilir (Ravdin ve ark., 2001;

Blamey ve ark., 2007).

Yiiksek dereceli meme kanserleri erken donemde niiks etme ve metastaz yapma
egilimindeyken, diisiik dereceli tiimorii olan hastalar genellikle ¢ok 1yi bir klinik sonuca
sahiptir ve yan etkiler ortaya ¢ikarsa, hastanin yasami nispeten son bulmaktadir (Rakha ve
ark., 2010). Ulusal Kanser Enstitlisii Siirveyans, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar
Programindan elde edilen veriler, histolojik derecenin tiimdriin boyutuna ve pozitif lenf
diiglimlerinin sayisina bakilmaksizin 6nemli bir prognostik faktor oldugunu gostermistir

(Schwartz ve ark., 2004).

1.3.3. Evreleme

Amerikan Ortak Kanser Komitesi tarafindan yaymlanan TNM smiflandirmasi,
memedeki tiimoriin boyutu (T), bolgesel lenf diiglimlerinin durumu (N) ve uzak
metastazlarin (M) hem klinik hem de patolojik bilgilerini kullanir. Evreleme, bu faktorleri
ve stratejileri hastaligi 5 asamadan birinde (0, I, II, IIT ve IV) birlestirir. Evrelemede son
giincellemeler ile meme kanserinde hormon reseptdr durumlari, HER-2 reseptoér durumu,
histolojik derecelendirme ve ¢oklu gen analizleri sonucunda alinan sistemik tedaviye yanit
ya da rekiirrens olma ihtimalleri tahmini ile TNM’yi anatomik bir siniflama sisteminden

cikararak prognostik bir siniflama sistemine sokmustur (Weiss ve ark., 2018).

1.3.4. Geleneksel Biyobelirtecler

Biyobelirteg, “normal biyolojik siire¢lerin, patojenik siireclerin veya terapotik bir
miidahaleye farmakolojik yanitlarin bir gostergesi olarak objektif olarak olgiilen ve
degerlendirilen bir 6zellik olarak tanimlanir (Biomarkers Definitions Working Group ve
ark., 2001). Potansiyel olarak ¢ok biiyiik bir biyobelirte¢ havuzu mevcut olmasina ragmen,
diinya ¢apinda rutin klinik uygulamada yalnizca ii¢li kullanilmaktadir: ER, PR ve HER2
(Rakha, Reis-Filho, ve Ellis, 2010).



ER, 1950'lerin sonlarinda Ellwood Jensen tarafindan tanimlanmistir (Jensen ve Jordan
2003) ve ER durumu, hem tiimoriin endokrin tedaviye yanitini tahmin etmek i¢in hem de
erken niiks ve uzun vadeli sonug i¢in prognostik bir faktor olarak 1970'lerin ortalarindan beri
kullanilmaktadir. Meme kanserlerinin yaklasik %80'1 ER pozitiftir (Anderson ve ark., 2002).
ER ve PR mevcut olduklarinda, hormonal tedaviye yanit verme konusunda gergek
gostergelerdir ve %1 niikleer ekspresyon esigi ile immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmektedir (Hammond ve ark., 2010). ER / PR pozitif kanserler genellikle diisiik
derecelidir ve daha az agresiftir. ER pozitif kanserlerin ¢ogu ayni zamanda PR + 'dir.
Bununla birlikte, meme kanserlerinin kiigiik bir yiizdesi, tek hormon reseptor pozitifligi
gostermektedir. Bu timorler, ER / PR-pozitif kanserlerle karsilagtirildiginda daha agresif ve
hormonal tedaviye daha az yanit verdigi bilinmektedir (Cui ve ark., 2005; Ethier ve ark.,

2018).

HER2 durumu, immiinohistokimyasal ve DNA in situ hibridizasyon tekniklerinin bir
kombinasyonu kullanilarak test edilmektedir (Wolff ve ark.,, 2018). HER2 gen
amplifikasyonu ve asir1 protein ekspresyonunun gosterilmesi, klinik uygulamada zayif
prognozun bir gostergesi olarak ve insanlastirilmis anti-HER2'ye spesifik monoklonal
antikor (trastuzumab; Herceptin) ile sistemik tedaviye yanitin bir Ongoriiciisii olarak
kullanilmaktadir. HER2 pozitifligi invaziv meme kanserlerinin % 13-20'sinde goriiliir ve bu
tiimorlerin yarisindan fazlast hormon reseptorii negatiftir (Dandachi, Dietze, ve Hauser-
Kronberger, 2002; Slamon ve ark., 1987). HER2 pozitifliginin prognostik 6nemi, nod negatif
hastalara kiyasla nod pozitif i¢in daha fazladir (Rakha ve ark., 2010).

Ki-67, hiicre proliferasyon dongiisiinde GO fazi hari¢ diger fazlarda ¢ogalmis olan
hiicreler tarafindan eksprese edilen immunohistokimyasal olarak belirlenen bir belirtectir.
Kot prognoz ile iligkilidir. Yapilan meta analizler sonucunda Ki-67 yiiksek
ekspresyonunun, yiliksek lokal niiks ve daha diisiik yasam siiresi ile iliskili oldugu
saptanmustir (Luporsi ve ark., 2012). Ki67, proliferasyonu belirlemek ve kemosensitiviteyi
tahmin etmek icin yaygin olarak kullanilir. Bununla birlikte, Ki67 yalnizca ER-pozitif,
HER2-negatif meme kanserleri ile ilgilidir. HER2-pozitif meme kanserleri ve TNBC'ler
(baz1 istisnalar disinda) kemoterapi gerektirdiginden, Ki67 bu alt tiplerde tedaviye karar
vermede herhangi bir fayda saglamadigi bildirilmistir. Ayrica, Ki67 tespiti ne
standartlastirilmistir ne de genel olarak tavsiye edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan

limit degeri, invaziv tiimor hiicrelerinde %20 boyanmis ¢ekirdeklerdir; Yogunluk ne olursa



olsun <% 15 boyanmis ¢ekirdek bdlgeleri diisiik proliferasyon olarak kabul edilir ve >% 30
yiiksek proliferasyon olarak kabul edilmektedir (Dowsett ve ark., 2011).

Anatomik bilgilere tiimor derecesi, hormon reseptorii ve onkojen ekspresyonu (ER,
PR ve HER?2 dahil) ve multigen panel sonuglarinin eklenmesi daha dogru prognostik saglar.
Diisiik dereceli timdrler, ER-pozitif timorler ve PR-pozitif tiimorler popiilasyonlar arasinda
daha olumlu olma egiliminde olsalar da, multigen panellerden elde edilen sonuglar daha da

kisisellestirilmis prognostik bilgiler sunmaktadir (Giuliano ve ark., 2017).

1.3.5. Meme Kanseri Alt Tiplerinin Molekiiler Simiflandirmasi

Meme kanseri, gen ekspresyon profiline gore luminal A, luminal B, HER2 ile
zenginlestirilmis, bazal benzeri ve normal benzeri olmak {izere bes olasi alt tipte

siniflandirilmastir (Sekil 1.3).

Meme Kanseri

Dilgiik Klaudin
| (12-14%)

ER, Claudin-
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(20%] | |proliferation"é*
Luminal A ER"gh
(40%) Her2o

[ER. PR, HEFZ.] Bazal Benzeri

K5/14°EGFR" | | (15-20%)
 Hele Normal
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Sekil 1. 3. Meme kanserinin molekiiler siniflandirmasi (Perou ve ark., 2000; Sorlie
ve ark., 2001; Sorlie ve ark., 2003).

Bu alt tipler ¢ogunlukla hormon reseptorii ve HER2 durumu ile iliskilidir ve luminal
tiimorlerinin daha ileri smiflandirmas1 proliferasyona dayanmaktadir. Tim meme
kanserlerinin yaklasik %80'inde ER pozitif ve yaklasik %65't PR pozitiftir. Bu meme
kanserine 6zgii alt tiplerin her biri, molekiiler diizeyde temel farkliliklara ve hastaligin

ilerlemesi, prognozu ve terapdtik hedefler igin farkl risk faktorlerine sahiptir (Sotiriou ve



Pusztai, 2009; Weigelt, Bachner ve Reis-Filho, 2010; Serlie ve ark., 2003; Dai ve ark.,

2015).

1))

2)

3)

4)

Luminal A alt tipi, genellikle pozitif ER ve / veya PR, HER2-negatif ve diistik
Ki67 seviyesini ifade etmektedir. Bu alt tip en yaygin olanidir ve tiim meme
kanserlerinin yaklasik %50'sini olusturur. Genel olarak, luminal A meme
kanserleri yavas biiyliyen ve daha az agresif, diisiik dereceli, diisiik niikslii, en iyi

prognozludur ve 5 yillik sagkalim oranm1 %94'tiir (Polyak, 2007).

Luminal B alt tipi, ER-pozitif ve / veya PR-pozitif, HER2-pozitif veya negatif ve
daha yiiksek Ki-67 seviyelerini ifade etmektedir (Morris ve Carey, 2007). Bu alt
tip, tiim meme kanserlerinin %10-20'sini olusturmaktadir. Luminal A alt tipine
kiyasla daha yiiksek proliferasyon oranina, yiiksek rekiirrense ve 6nemli olgiide
daha kotii prognoza sahiptirler ve 5 yillik hayatta kalma orani ise yaklasik

%90'dur.

HER?2 ile zenginlestirilmis meme kanserleri, ER negatif, PR negatif, HER2'nin
yiiksek ekspresyonu ve proliferasyon gen kiimeleri, liiminal ve bazal kiimelerin
diisiik ekspresyonu olarak adlandirilir. Bu alt tip, tim meme kanserlerinin % 10-
20'sini olusturur ve liimen tiimdrlerinden daha hizli biliyiime ve yayilma
egilimindedir. Bunlarin yliksek dereceli lenf nodu pozitif olma olasilig1 daha
yiiksektir ve daha kotii bir prognoz tasir. HER2 ile zenginlestirilmis meme

kanserinin bes yillik sagkalim orani yaklasik %83'tiir (Polyak, 2007).

Bazal benzeri veya iiclii negatif meme kanserleri (TNBC) ER-negatif, PR-
negatif, HER2-negatiftir ve siklikla EGFR, keratinler ve proliferasyon ile iligkili
genler gibi asir1 ifade edilen bazal belirteglerdir (Perou ve ark., 2000). Klinik
olarak, bazal benzeri tiimorleri olan hasta grubunun prognozu ¢ok kotiidiir ve
halen hedefe yonelik bir tedavi bulunmamaktadir. TNBC / bazal benzeri meme
kanserlerinin spektrumu genistir ve mediiller 6zelliklere sahip karsinomlar1 ve
BRCA1 ile iligkili meme kanserlerini icerir (Rakha ve ark., 2010; Valentin ve
ark., 2012). Bes yillik bazal kanser sagkalim orani yaklasik %76'dir (Dai ve ark.,
2015).
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5) Normal benzeri meme kanserleri, ER ve / veya PR, HER2-negatif ve diisiik Ki-
67 ifade eden luminal A tipi gibidir. Normal benzeri tiimorler, lenf diigiimii
negatif kohorttaki tim meme kanserinin yaklasik %7,8'ini olusturmaktadir
(Smid, 2008). Bu alt tipin prognozu iyidir, ancak llimen A meme kanserleri ile

karsilastirildiginda daha kotiidiir.

6) Alt tiplerin belirlenmesinden sonra, klaudin-diisiikk, molekiiler apokrin ve
interferon ile ilgili gruplar dahil olmak iizere baska alt tipler tanimlanmistir.
Claudin-low kiimesi, liiminal belirteclerinin az ya da hi¢ ifadesi, epitelden
mezenkime gecis belirtecleri i¢in zenginlesme, bagisiklik tepkisi genleri ve
kanser kok hiicresi benzeri ozellikler ile karakterizedir. Claudin-low tiimorler
genellikle ticlii negatiftir ve bu grup metaplastik karsinom ve mediiller benzeri
farklilasmaya sahip tlimdrler i¢in zenginlestirilmistir. Sagkalim oranlari, luminal

ve bazal benzeri tlimdrler i¢in orta diizeydedir (Prat ve ark., 2010).

1.4. Meme Kanseri Tedavisi

Meme kanseri yonetimine multidisipliner yaklasim, meme dokusunun -cerrahi
rezeksiyonuna ve patolojik degerlendirmesine ve ardindan lokal niiks riskini azaltmak i¢in
radyasyon terapisine ve / veya uzak metastatik hastalik riskini azaltmak icin sistemik
tedaviye yol acabilen, saptama ve tarama i¢in tanisal goriintiilemeyi igermektedir. Ek olarak,
saglikli kadinlarda meme kanseri risk faktorlerinin degerlendirilmesi, artan klinik ve
radyografik izleme veya profilaktik ameliyatlar veya ila¢ uygulamasi ile meme kanserinin
Oonlenmesi yoluyla erken tanidan fayda saglayabilecek yiliksek riskli hastalari

belirlemektedir.

Meme kanseri riski yiiksek olmayan kadinlarda 40 yasindan itibaren mamografi ile
meme kanseri taramas1 dnerilmektedir. Onemli aile gecmisine veya bilinen kalitsal kanser
sendromlarina sahip olanlar gibi meme kanseri gelistirme riski yliksek olan kadinlara, daha
erken yaslarda tarama Onerilebilir ve manyetik rezonans goriintiileme gibi daha hassas
goriintiileme tekniklerinden yararlanilabilir. Meme kanseri teshisi dogrulandiktan sonra
tedavi, hastaligin evresine ve reseptér durumu ve timor derecesi gibi patolojik 6zelliklere

baglhdir. Hastalik evresi, timdr boyutu, ilgili lenf diigiimlerinin sayis1 ve konumu ve uzak
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metastatik hastaligin varlig1 veya yoklugu ile belirlenmektedir (Moulder ve Hortobagyi,
2008).

1.4.1. Ameliyat

Meme kanseri tedavisi i¢in birincil segenek genellikle biiytik tiimor kitlesini tamamen
ortadan kaldirmak amaciyla ameliyat islemini igermektedir. Meme kanseri hastalarinda
baslangi¢cta meme koruyucu ve rekonstriiksiyon ameliyatlari, lenf nodu diseksiyonlar1 veya
mastektomi yapilmaktadir (Dhankhar ve ark., 2010). Etkili bir tedavi i¢in tiimorii kii¢iiltmek
ve meme korumasini en iist diizeye ¢ikarmak igin sistemik neoadjuvan tedavilerle ameliyat
yapilabilir. Ornegin HER2 + vakalarinda neoadjuvan tedavi olarak Pertuzumab (Perjeta) ve
Trastuzumab (Herceptin) verilmektedir (Tsang ve Finn, 2012). Cerrahiyi ¢ogunlukla meme
veya lenf diigiimlerinden kagan mikrometastatik kanser hiicrelerini tamamen uzaklastirmak,
genel hasta sag kalimmi artirmak ve niiks olasiligini azaltmak i¢in radyoterapi veya

kemoterapi izlemektedir (Matsen ve Neumayer, 2013).

Birkag ¢alisma, BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlar1 olan ve olmayan meme kanserleri
arasinda farkliliklar oldugunu gostermistir. Ornegin, BRCA mutasyonlari tasiyan kadinlarin,
ayni memede veya karst memede ikincil bir kanser gelistirme olasiligi daha yiiksektir.
Caligmalar, BRCA1 / 2 mutasyon tastyicisi olan ve iki tarafli mastektomi uygulanan
kadinlarin, tek tarafli mastektomi ile tedavi edilen kadinlara gére meme kanserinden 6lme
olasiliginin daha diisiik oldugunu gosterdiginden, bu kadinlar i¢in bilateral mastektomi
onerilmektedir (Metcalfe ve ark., 2014; Rebbeck ve ark., 2004). Hasson, Menes ve
Sonnenblick (2020) tarafindan yayinlanan bir ¢alismada, diger meme kanseri ile iliskili
genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucunda cerrahi, radyasyon ve sistemik tedavi ile

ilgili klinik karar verme onerileri Tablo 1.1°de gosterilmistir.
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Tablo 1. 1. Meme kanserinde yaygin genler ve klinik oneriler (Hasson ve ark., 2020).

Gene

Ameliyat Onerileri

Radyasyon Onerileri

Sistemik Tedavi
Onerileri

BRCA1/2

iki tarafli risk azaltici

mastektomi tartisilabilir.

Endikasyon basina
lumpektomi sonrasi
radyasyon. Diger memeye
radyasyon dustndlebilir.

Metastaz varliginda
PARPi/platinyum
disundlebilir.

TP53

iki tarafli risk azaltici

mastektomi tartisilabilir.

ikincil malignite riskinin

ylksek olmasi nedeniyle

radyasyondan kaginma
disindlebilir.

Kemoterapiye sinirh
yanit. Her2 durumunu
kontrol edilebilir.
ikincil malignite riski
distndlmelidir.

CDH1

Risk azaltici mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykusi ile yonetilebilir.

Adjuvan endokrin
tedavisi tercih edilir.
AKT inhibitorleri klinik
calisma gercevesinde
disundlebilir.

PTEN

Risk azaltici mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykisu ile yonetilebilir.

PARP inhibitorleri ve
AKT inhibitorleri ile
klinlik calisma
Onerilebilir.

MSH1,

MLH1,

MSHE6,
PMS2 ve
EPCAM

Risk azalticl mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykusi ile yonetilebilir.

ikincil malignite riski
duslntlmelidir.

Metastaz varliginda
immiuinoterapi
disinlebilir.

PALB2

iki tarafl risk azaltici
mastektomi tartisilabilir.

PARPi ile klinlik
calisma onerilebilir.

CHEK2

Risk azaltici mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykisu ile yonetilebilir.

ATM

Risk azalticl mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykusi ile yonetilebilir.

Zararh ATM hatali
varyantlarinda
radyasyondan

kacinilmalidir. Risk-yarar
orani diger varyantlarda
tartisilmahdir.

BRIP1

Risk azaltici mastektomi
icin yetersiz kanit, aile
oykusi ile yonetilebilir.

PARPi ile klinlik
calisma onerilebilir.
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1.4.2. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, kanser hiicrelerini 6ldiirmek veya biiyiimelerini engellemek i¢in
yiiksek enerjili x-1s1nlar1 veya diger radyasyon tiirlerini kullanan bir kanser tedavisidir.
Radyasyon tedavisinin verilme sekli tedavi edilen kanserin tiirline ve evresine baglidir
(Board, 2021a). Radyasyon tedavisi hem terapdtik hem de palyatif ortamlarda meme
kanserinin tedavisinde degerli bir rol oynamaktadir (Bese ve ark., 2008). Hastaligin erken
evresinde, meme koruyucu cerrahi sonrast memeyi i1sinlamak mastektomiye benzer
onkolojik sonuglar sunmaktadir (Fisher ve ark., 2002; Veronesi ve ark., 2002). Memeye
yardimci radyasyon, ayni taraf memede lokal niiks riskini tigte iki oraninda azalmaktadir.
fleri evre hastalikta, gogiis duvarina ve bolgesel lenf diigiimlerine adjuvan lokorejyonel
radyasyon, hastaliga 6zgii genel sagkalim yarari ile birlikte lokorejyonel niiks riskini ve uzak
niiks riskini azaltmaktadir (Braunstein ve ark., 2017). Bu fayda, geng yas, diigiim pozitifligi,
ticlii negatif molekiiler belirtegler, lenfovaskiiler invazyon ve yliksek dereceli karsinom gibi

risk faktorlerinin varliginda daha biiytiktiir (Vrieling ve ark., 2017).

1.4.3. Hormon veya Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik veya hormon terapisi, sirasiyla hedef protein veya hormon
reseptoriiniin ekspresyonuna bagli olarak meme kanseri hastalar1 i¢in kullanilmaktadir
(Maughan ve ark., 2010). Hormon reseptorleri pozitif ekspresyonu olan meme kanseri
hastalari, bu kanserleri tetikleyebilecek hormon reseptorii sinyal yollarini engelleyen
hormonal terapilerle rutin olarak tedavi edilmektedir. Bu hastalara genellikle cerrahi
rezeksiyondan sonra veya birlikte alternatif olarak secici ER bozucular ve ER modiilatorleri,
aromataz inhibitorleri dahil olmak iizere birkag ilag sinifi verilmektedir (Puhalla, Brufsky ve

Davidson, 2009; Nasrazadani ve ark., 2018).

Kemoterapi genellikle adjuvan veya neoadjuvan tedavi olarak uygulanabilir
(Buchholz ve ark., 2003). Adjuvan tedaviler, birincil tedaviden sonra uygulanan neoadjuvan
tedaviler ise birincil tedaviden dnce verilen terapilerdir. Bu prosediir, patologlarin, agagidaki
kriterlere gore rezidiiel hastaligin yoklugunu veya varligin1 degerlendirerek etkili tedavi
hakkinda diistinmesini saglamaktadir: (i) kismi yanit, (ii) tam yanit, (iii) stabil hastalik ve

(iv) ilerleyen hastalik (Shahbandi ve ark., 2020).
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Neoadjuvan uygulama, optimal cerrahi sonuglar i¢in veya tlimoriin in vivo yanitini
degerlendirmek icin tiimoér boyutunun kiiciiltiilmesi gerekiyorsa tercih edilir. Bazi alt
tiplerde (HER2-pozitif gogiis kanserleri ve TNBC'ler) neoadjuvan uygulama, patolojik
olarak tam yanit veren hasta sonucu ile iligkili oldugundan ve adjuvan tedavi se¢imi patolojik
tam yanit durumuna bagli olarak farklilik gosterebileceginden standart bakim haline
gelmistir (Harbeck ve ark., 2019). HER2 pozitif hastalarda neoadjuvan ortamda, kemoterapi
ile birlikte trastuzumab ve pertuzumab ile ikili HER2 blokaji, patolojik yanit oranlarin
iyilestirir ve bu nedenle standart olarak kabul edilmektedir (Gianni ve ark., 2016). Uglii
negatif meme kanseri hastalar1 kotii prognozludur ve tedavisi zordur. Genellikle DNA’y1
hedefleyen platin ilaci (karboplatin) veya PARP inhibitdrleri ile birlikte standart kemoterapi
verilmektedir (Bayraktar ve Gliick 2010; Robson ve ark., 2017).

1.4.4. Meme kanserinde DDR yolunu hedefleyen yeni terapotik yaklasimlar

Kanserde hiicre metabolizmasinin oynadigi role ek olarak, metabolik siirecin
diizenlenmesindeki anormallik daha yiiksek seviyelerde genomik dengesizlige, artan
mutasyon oranina ve gelismis tiimor i¢i heterojeniteye yol agmasindan dolayt DNA hasar
onarim yolaklarinin kanser ilerlemesinde 6nemli oldugu 1yi bilinmektedir (Burrell ve ark.,
2013; Chae ve ark., 2016; Gavande ve ark., 2016; Lord ve Ashworth, 2016). Halihazirda,
hiicrenin metabolik durumundaki degisikliklerin DNA hasar1 onarim yollar1 iizerinde bir
etkiye sahip oldugu diisiiniilen {i¢ ana mekanizma vardir: kromatin yeniden modelleme, ¢ift
sarmall1 kirik (DSB) onarimi ve redoks homeostazi. Kanser biyolojisinin bu 6nemli yonleri
arasindaki yeni baglantilarin ortaya ¢ikarilmasi, DNA onarimi eksik kanserlerde yeni hedefe
yonelik tedavilerin gelistirilmesine ve hatta PARP inhibitorleri, antrasiklinler ve platin
tuzlar1 gibi mevcut tedavilerin etkinliginin iyilestirilmesine yol agabilmektedir (Turgeon,

Perry ve Poulogiannis, 2018).

Meme kanserli hastalarin prognozunu ve sagkalimini iyilestirmek i¢in yeni ve etkili
tedavi stratejileri arastirilmaktadir.  Onceki  calismalar, DNA hasar1  onarim
mekanizmalarinin meme kanserinin olusumu, gelisimi ve tedavi etkinliginde 6nemli rol
oynadigini gostermistir. Son yillarda, bazi klinik ve klinik oncesi ¢alismalar, DDR yolagi
inhibitorlerinin ilerlemesiz sagkalimi veya genel sagkalimi uzatabilecegini kanitlamstir.
DDR inhibitorleri, bozulmus DNA onarimina katilan veya onarim proteinleriyle etkilesime

giren molekiilleri hedeflemek i¢in kullanilmaktadir. Olaparib ve talazoparib gibi ¢esitli
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ajanlar klinik tedavi icin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Bazi
umut vaat eden inhibitorler ayrica klinik veya klinik dncesi ¢alismalara da maruz kalmistir

(Nur Husna ve ark., 2018).

1.4.4.1. PARP inhibitorleri

Poli (ADP-riboz) polimerazlar (PARP), DNA hasar onarim mekanizmalarinda 6nemli
enzimlerdir. Genel olarak, PARP aktivasyonu, DNA hasar tepkisinin baslaticilar:
araciligiyla (PARP1-PARP3) DNA hasar1 tarafindan desteklenmektedir. PARP, hasar
bolgelerinde DNA onarim komplekslerinin birlesimini ¢eken bir polimeri (ADP-riboz
polimeri) sentezlemektedir (Livraghi ve Garber, 2015). PARP inhibitorleri, kromozomal
istikrarsizlik, hiicre dongiisii durmasi ve ardindan apoptoz ile sonuglanan DNA hasarmin
onarimint bloke ederek normalde homolog rekombinasyonla tamir edilen DNA

lezyonlarmin kaliciligina yol agmaktadir.

Tiimdrlerde bir DNA onarim yolu kusurlu oldugunda, diger onarim yollarinin
inhibisyonu sentetik letaliteye yol acabilmektedir (Faraoni ve Graziani, 2018; Amir ve ark.,
2010). Sentetik letalite teorisinde, DDR yolaklarinda yer alan iki spesifik genden biri islevsiz
olsa bile hiicreler hayatta kalabilir. Bununla birlikte, bu genlerin her ikisi de ayni anda

baskilandiginda hiicre 6liimii indiiklenebilmektedir (Sunada, Nakanishi ve Miki, 2018).

PARP ailesinin en ¢ok ifade edilen iiyesi ve niikleer lokalizasyona sahip olan PARPI,
tek iplik kiriklar1 (SSB) ile birleserek ve X-1sin1 tamiri ¢apraz tamamlayici protein 1
(XRCC1) gibi 6nemli onarim proteinleri ile birleserek Baz ekzisyon onariminda (BER)
onemli bir rol oynar. PARP1 inhibisyonunun, BRCA1 veya BRCA2 genlerinde mutasyon
tagtyan tlimorlerin tedavisinde etkili oldugu bulunmustur. Bu tiimorlerde, PARPI
inhibitdrleri ile tedavi lizerine SSB'lerin birikmesi, replikasyon gatallarinin durmasina ve
fonksiyonel BRCA1 ve / veya BRCA2 proteinlerinin yoklugunda tamir edilemeyen
DSB'lerin olusumuna yol agmakta, bu da nihayetinde yiiksek diizeyde genomik dengesizlige
ve sonunda hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Bu nedenle, sentetik letalite kavramindan
yararlanarak PARP1 inhibitorleri, homolog rekombinasyon (HR) eksikligi olan kétii huylu
hiicreleri secici olarak oldiirmektedir (Sekil 1.4). Yetersiz BRCA1 ve/ veya BRCA2'ye sahip
hiicreler DNA lezyonlarini onaramaz ve apoptoza ugrayamaz. Bu nedenle, BRCA1 / 2
mutasyonlarii barindiran meme kanseri hastalari, PARP-1 inhibitorleri ile tedavilerden

fayda gormektedirler (Amir ve ark., 2010).
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Potansiyel olarak yiiksek verimli ve daha az toksik ilaglarin bir sinifi olarak PARP
inhibitorii, BRCA1 / BRCA2 germ hatti mutasyonu ile iliskili meme kanserleri igin
perspektif ve hedefli bir tedavi saglar ve diger gen mutasyonlariyla meme kanseri i¢in yeni
bir terapotik strateji sunabilmektedir. BRCA1 ve BRCA2'min yani sira PARPI
inhibitorlerine duyarlilik, RAD51, RAD54, DSS1, RPA1, NBS1, ATR, ATM, CHKI,
CHK2, FANCD2, FANCA ve FANCC dahil olmak iizere diger HR genlerinin eksikligi i¢in
de in vitro olarak gozlenmistir. Bu bulgu, BRCA ile iliskili kanserlerin anormal HR
nedeniyle PARPI1 inhibitorlerine yanit verdigi fikrini desteklemekte ve bu tedavinin
"BRCAness" oOzelliklerini gosteren tiim tiimdrler ig¢in olast bir tedavi oldugunu
gostermektedir (McCaba ve ark., 2006).
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Sekil 1. 4. PARP yoluna genel bakis. (Keung, Wu ve Vadgama,2019).

1.5. Ailesel Meme Kanseri

Meme kanserine yatkinligin kalitsal ge¢misle iligkili oldugu gosterilmis olup, kalitsal
ve genetik faktorlerin meme kanseri vakalarinin %?27'sine katkida bulundugu tahmin
edilmektedir (Paradiso ve Formenti, 2011; Peto ve Mack, 2000). Ozellikle birinci dereceden
bir akrabada aile dykiisii olan kadinlar meme kanserine yakalanma riski altindadir; birden

fazla birinci derece akrabada meme kanseri gelismisse bu risk daha yiiksektir. Aile oykiist
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olmayan kadinlarla karsilastirildiginda, meme kanseri riski birinci derece etkilenmis kadin
akrabasi olanda 1,8 kat, iki akrabasi olanlarda yaklasik 3 kat ve ii¢ veya daha fazla akrabasi
etkilenen kadinlarda ise yaklasik 4 kat daha yiiksektir (Collaborative Group on Hormonal
Factors in Breast Cancer, 2001). Etkilenen akrabaya geng yasta teshis konuldugunda bu risk
daha da artis gostermektedir.

Meme kanseri gelisiminin anahtar faktorii, hastali§in erken baglamasidir. Bireysel risk,
meme kanseri olan etkilenen akrabalar ve hastaligin erken yasta baslamasi ile orantili olarak
artmaktadir (Lalloo ve Evans, 2012). Meme kanseri vakalarmin yaklasik %10-30"a kalitsal
faktorlere atfedilse de, bu vakalarin sadece kiigiik bir kismi1 (% 4-5) otozomal dominant bir
sekilde iletilen yiiksek penetran genlerdeki mutasyonlarla agiklanirken sadece % 5-10'u
giiclii bir kalitsal bilesenle tanimlanmaktadir (Claus, Risch ve Thompson, 1991; Newman ve
ark., 1988; Hall ve ark., 1990; Miki ve ark., 1994). Mutasyonlarin meme kanserine yatkinlig
artirdig1 baslica yiiksek penetransli genler BRCA1 ve BRCA2'dir. BRCA1 ve BRCA2 germ
hatt1 mutasyonlari, kalitsal meme kanserinin en yaygin nedenidir (Wooster ve Weber, 2003).
Popiilasyonda ¢ok nadir olmasina ragmen BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari, meme
kanserinin ailesel kiimelenmesinin yaklasik %20'sini agiklamaktadir (Stratton ve Rahman,
2008). Bu mutasyonlara sahip kadinlarda meme kanseri riskine iligkin tahminler degiskenlik
gostermektedir; 70 yasina gelindiginde, BRCA1 mutasyonlari olan kadinlarin % 44 - 78'1 ve
BRCAZ2 mutasyonlar1 olan kadinlarin %31-56's1 meme kanseri gelistirmesi beklenmektedir

(Antoniou ve ark., 2003; Chen ve Parmigiani, 2007).

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarindan daha az yaygin olan, farkli penetrasyon ve
goriilme sikligina sahip diger gen mutasyonlart da kalitsal meme kanseri sendromlari ile
iliskili bulunmustur. Genel olarak, bu genlerin ¢ogu genomik biitiinliigiin ve DNA onarim
mekanizmalarinin korunmasinda rol oynamaktadir ve bir¢ogu, Li-Fraumeni sendromu
(TP53), Cowden sendromu (PTEN) ve Peutz-Jeghers sendromu (STK11) gibi ¢oklu kanser
sendromlari ile iliskilidir (Vargas, Reis-Filho ve Lakhani, 2011). Bu genlerin yan1 sira DNA
tamir mekanizmalarindan homolog rekombinasyonda onemli gorevi olan BRCA1 ve
BRCAZ2 genleriyle ortak calisan ATM, CHEK2, BARDI, BRIP1, MRE11, RAD50, NBN,
RADS51 ve PALB2 genlerinin de meme kanserinde etkili olabilecegi yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (Hoang ve Gilks, 2018). Tanimlanan meme kanserine yatkinlik genleri,

kromozomal konumlari ile birlikte ve fenotipik 6zellikler Tablo 1.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. 2. Meme kanserine yatkinlik genleri (Apostolou ve Fostira, 2013).

Sendrom Gen veya Lokus Neoplazma Omiir
(Kromozomal Lokasyon) Boyu
Risk
Yiiksek Penetransli mutasyonlara sahip genler
BRCAL1 (17q12-21) Kadin meme, yumurtalik kanseri % 40-80
Kalitsal
/ talik
meme yu rurtat Erkek ve kadin meme,
kanseri sendromu
BRCA2 (13q12-13) yumurtalik, prostat ve pankreas % 20-85
kanseri
Li-Fraumeni TPS3 (17p13.1) Me@e kanseri, sarkomlarT 16semi, o, sc 00
sendromu beyin tiimorii, adrenokortikal
karsinom, akciger kanseri
Meme, tiroid, endometriyal
PTEN (10g23.3
Cowden sendromu (10g23.3) kanser % 25-50
Meme, yumurtalik, servikal,
Peutz-Jeghers STK11 (19p13.3) uterin, testis, ince bagirsak ve % 32-54
sendromu 4
kolon karsinomu
Kalitsal mide Kalitsal yaygin mide, lobiiler
DH1 (16q22.1 9 -
kanseri c (169 ) meme, kolorektal kanser 70 60
Orta Penetrans Mutasyonlara Sahip Genler
ATM ile ilisgkili ATM (11g22,3) Meme ve yumurtalik kanserleri
% 15-20
CHEK2 ile iliskﬂi CHEK2 (22q12. 1) Meme, kolorektal, yumurtahk’ % 25-37
mesane kanserleri
PALB?2 ile iligkili PALB2 (16p12.1) Meme, pankreas, yumurtalik % 20-40
kanseri, erkek meme kanserleri
BARDI1 (2q34-q35),
BRIP1 (17q22-q24),
ta riskli MREI1A (11g21), NBN . .
Orta riskli meme / (11q21) Meme ve yumurtalik kanserleri degisken

yumurtalik kanseri

(8g21), Rad50 (531),
RADSIC (17q25.1),
XRCC2 (7q36.1),
RADSID (17ql1),
ABRAXAS ( 4q21.23)




Dizileme teknolojilerinin evrimi, birden fazla genin paralel test edilmesini saglayarak,
yilksek veya orta penetrasyon gosteren meme kanseri yatkinlik genlerinin eszamanl
analizine yol agmistir. Meme kanseri kalitsal sendromlarinin belirlenmesi, etkilenen
bireylere genetik danigma, test, tarama ve dnleme stratejileri sunulabilmesi i¢in biiyiik Gnem

tagimaktadir (Economopoulou, Dimitriadis ve Psyrri, 2015).

1.6. Sporadik Meme Kanseri

Kanser vakalarinin sadece % 5-10"unu olusturan kalitsal meme kanserinin aksine,
meme kanserinin ¢ogunu sporadik alt tip olusturmaktadir (Higgins ve Baselga, 2011; Walsh
ve ark., 2006; Prat ve Perou, 2011). Bu alt tip, germ hatti1 mutasyonlar1 olmaksizin somatik
genlerde, tamir edilmemis edinilmis mutasyonlarin artan birikimi ile gelismistir. Sporadik
meme kanseri i¢in risk faktorleri genellikle hormonaldir (Clemons ve Goss, 2001). Sporadik
meme tiimorlerinin gelisimi, genellikle onkojenlerin mutasyonel aktivasyonu ve timor
baskilayici genlerin mutasyonel olmayan inaktivasyonu ile baslatilir. Bunu diger genlerde
dort veya bes bagimsiz mutasyon izler ve bu mutasyonlarin sirasi tiimor gelisiminde ¢ok

onemli degildir (Gonzalez-Angulo ve ark., 2011; Guler ve ark., 2011).

Ailesel calismalarda tanimlanan germ hatt1 degisikliklerine ek olarak, diger bir¢ok
DNA hasar1 yanit genindeki nokta mutasyonlari, kopya sayis1 degisiklikleri ve kromozomal
yeniden diizenlemeler, birden fazla kanser genomunun dizilenmesi yoluyla meme kanseri
ile iligkilendirilmistir. Sporadik kanserlerin %10 kadarinin DNA hasar yanit1 genleri olan
ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2, PTEN and TP53 germ hatti nokta varyantlarini i¢erdigi

bulunmustur, ancak, bu varyantlarin islevsel olarak ilgisi heniiz net degildir.

Ote yandan, ayn1 ¢alismada kromozomal yeniden diizenlemelerin analizi ile bazi
tiimorlerde DNA hasar tepkisindeki fonksiyonel degisiklikler vurgulanmistir. Ornegin,
bircok T{¢lii negatif meme kanseri, yeniden diizenlenmis bolgelerde ardisik kopyalar
sergilerken, BRCA1 /2 eksikligi olan tiimorler bu tiimorlerde alternatif kromozomal yeniden

diizenleme mekanizmalarinin var oldugunu diisindiirmektedir (Ali ve ark., 2017).
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1.7. Meme Kanseri Yatkinhik Genleri

Cesitli yaklasimlar, genel olarak sikliklarina ve kazandiklari riske bagl olarak fi¢
gruba ayrilan risk allellerine sahip meme kanserine yatkinlik genlerinin tanimlanmasina yol
agmustir. Insan Genomu Varyasyon Toplulugu (HGVS), mutasyon yerine ndtr varyant terimi

kullanilmasini 6neren uluslararasi kabul gérmiis bir isimlendirme gelistirmistir.

Risk varyantlari, yliksek penetrasyonlu ¢ok nadir olan varyantlardan %50'ye kadar alel
frekansi olan yaygin diisiik riskli tek niikleotid varyantlarina kadar ¢ogunlukla ters orantili

bir etki gostermektedir:

e Yiiksek riskli varyantlar: Mindr allel frekansi <0.005 ile popiilasyonda ¢ok
nadirdir. Goreceli meme kanseri riski 4'in lizerindedir.

e Orta riskli varyantlar: Minor allel frekansi 0,005-0,01 arasinda olup nadirdir.
Patojenik varyantlar 2-4 goreceli risk verir.

e Diisiik riskli varyantlar: Mindr alel frekansi> 0.05 ve 1.5 kattan daha az meme

kanseri riski vermektedir (Mavaddat ve ark., 2010; Sekil 1.5).

A
Yaygin varyantlar

P (distik

c penetranas)

©
-

()]

b

LL . )
— Nadir varyantlar Nadir varyantlar
K (orta penetrans) (yuksek
E penetrans)

P
1 2 5 =10

Goreceli Risk (RR)

Sekil 1. 5. Kanser riskinin genetik yapis1 (Board, 2021b).
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1.7.1. Yiiksek Penetrans Genler

BRCAT1 ve BRCA2 gibi yiiksek riskli sendromlarin altinda yatan genler, esas olarak
baglant1 analizi ve konumsal klonlama yoluyla tanimlanmistir. Mary-Claire King ve ekibi
BRCAL1'l belirleme calismalarima basladiginda, epidemiyolojik arastirmalar, etkilenen
kadinlarin birinci derece akrabalarinda, 6zellikle de baslangi¢ yasi erken ise ve / veya iki
tarafli hastaligt varsa, meme kanseri riskinin arttifini gostermistir (Anderson, 1972).
Poligenetik etkiler ve / veya g¢evresel faktorler gibi mekanizmalar muhtemelen meme
kanserinin ailesel kiimelenmesini agiklayabilir. Bununla birlikte, genis bir aile 6rnekleminde
yapilan bir segregasyon analizi, meme kanserinin ailesel kiimelenmesinin, ailelerin % 4'tinde
yiiksek oranda penetran otozomal dominant duyarlilik geni ile agiklanabilecegine dair kanit
saglamistir (Newman ve ark., 1988). 1990'larda yapilan baglanti caligmalari, tiimor
baskilayici genler olan BRCA1 ve BRCA2'deki mutasyonlarin yiiksek meme kanseri riskine
neden oldugunun kesfedilmesine yol agmistir (Easton ve ark., 1993; Hall ve ark., 1990;
Wooster ve ark., 1994). BRCA1 ve BRCA2'ye ek olarak, diger bes gen, iyi bilinen meme
kanserine yatkinlik genleri olarak kabul edilebilir. Bunlar BRCA1, BRCA2, TP53, STK11,
CD1 ve PTEN genleridir ve ailesel riskin yaklasik %20'sini olusturmaktadir (Wendt ve
Margolin, 2019).

Tiimor baskilayici STK11 (serin / treonin kinaz 11), hiicre dongiisii diizenlemesi ve
apoptoz araciligl i¢in 6nemli bir gen iirliniine sahip diger yliksek penetrans gendir. Zararl
mutasyonlar, intestinal hamartomoz polipler ve mukokutan pigmentasyon ile karakterize
Peutz-Jeghers sendromuna (PJS) neden olur (Tomlinson ve Houlston, 1997). Bu
mutasyonlar, meme karsinomlart i¢in yaklagik %?20'lik bir riskle baglantilidir. Mevcut
kanitlar, PJS'li hastalarin saglikli bireylere kiyasla %54 oraninda meme kanseri gelistirme
riski oldugunu gostermektedir (Zhuang ve ark., 2006). STK11 mutasyonlarinin, duyarh
kisilerde meme kanserine neden olabilecek Gstrojen reseptor pozitifligi ile iliskili oldugu

tespit edilmistir (Launonen, 2005).

TP53 genindeki germ hattit mutasyonlarinin Li-Fraumeni sendromunun nedeni oldugu
belirtilmistir (Malkin ve ark., 1990). Meme kanseri, bu sendromun bir 6zelligi olarak ortaya
cikmaktadir  ve TP53 mutasyonlarinin tagiyicilar, erken  baglangigh  meme  kanseri
gelistirme acisindan yiiksek risk altindadir (Garber ve ark., 1991). Bununla

birlikte, TP53 mutasyonlar1 ile agiklanan genel popiilasyonda erken baslangi¢cli meme
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kanserinin orani, mutasyonlar ¢ok nadir oldugu i¢in kiigiiktiir (Borresen ve ark., 1992;

Sidransky ve ark., 1992; Lalloo ve ark., 2003).

Diger yliksek penetransli gen, bir fosfatidilinositol-3-kinaz1 kodlayan PTEN'dir.
Anormal PTEN ekspresyonu, artan proliferasyona yol acan, degismis hiicre dongiisii
durmasi1 ve apoptoz ile sonuglanir. PTEN'deki germline mutasyonlar1 tiim meme
kanserlerinin % 1'inden daha azini olusturur ancak bu erken baslangi¢h tiimor etkisi artmis
olan bir mutasyon tasiyicisinda yasam boyu meme kanseri riski % 25-50 olmas1 bakimindan

onemlidir (Tan ve ark., 2012).

Yiiksek meme kanseri riski, kalitsal yaygin mide kanseri sendromunun nedeni olan
CDHLI ile de iligkilidir. Kesik varyantlarin tastyicilari, gen¢ yasta yaygin mide karsinomu
acisindan ¢ok yiiksek bir risk altindadir ve buna ek olarak, tahmini 6,6'lik goreceli meme

kanseri riski (cogunlukla lobiiler meme kanseri) altindadir (Pharoah ve ark., 2001).

1.7.1.1. BRCA1 ve BRCA2

BRCAT1 geni, 17q kromozomu iizerinde bulunan 22 kodlayici eksondan olusan biiyiik
kodlama dizilerine sahiptir (Hall ve ark., 1990; Miki ve ark., 1994). BRCA2 geni, kromozom
13q tizerinde bulunur ve 26 kodlayici eksondan olusur ( Ramus ve Gayther, 2009). Diinya
capinda her iki genin ¢ok sayida mutasyonu karakterize edilmistir. Bu genlerdeki yanlis
anlam mutasyonlari, intronik degisiklikler, delesyonlar, biiyiik yeniden diizenlemeler ve
kiiciik ¢erceve ici eklemeler gibi farkli mutasyonlar yumurtalik veya meme kanseri riskine
neden olabilmektedir (Couch, Nathanson ve Offit, 2014; Tung ve Garber, 2018). BRCAI
ile iligkili kanserler, farkli patolojik 6zelliklere sahiptir ve genellikle HER2, ER ve PR’nin
ekspresyonunun eksikligi (liclii negatif meme kanseri) ile karakterizedir (Fostira ve ark.,
2012). BRCA?2 ile iliskili timdorler ise genellikle ER ve PR eksprese eder ve BRCAI1
ile iliskili kanserlerin aksine sporadik meme kanserlerine benzer 6zelliklere sahip olma

egilimindedir (Foulkes, 2006; Lakhani ve ark., 1998; Narod ve Foulkes, 2004).

BRCA genleri, DNA sentezinde transkripsiyonel diizenlenmeden sorumlu
multiprotein komplekslerinin sentezi ve DNA’da meydana gelen 6zellikle DSB’ler ile bazi
DNA hasarlariin fark edilmesi ve tamir edilmesinde gorevli bakici tipi tiimdr baskilayici
genlerdir. BRCA genlerinin islevlerini kaybetmesi, hiicrede DNA onarim mekanizmasinin

bozulmasma ve p53 bagimli DNA yikim noktasinin aktive olarak hiicrenin apoptoza
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ugramasini durmasina neden olmaktadir. BRCA mutasyonlarinin aktariminda kalitsal ve
cevresel etkenlerin rol oynadigi kabul edilmektedir (Phelan ve ark., 1996). Bu genlerde
mutasyon tagiyicilarinin meme kanseri ile karsilagma riski, BRCA mutasyonlar1 olmayanlara

gore 10-20 kat daha yiiksektir (Seal ve ark., 2006).

BRCA1 ve BRCA2, kalitsal meme kanseri gelisiminde en ¢ok etkilenen genlerdir.
Yiiksek penetrasyon duyarliligina sahip bu 2 gen, meme / yumurtalik kanserine genetik
yatkinlikta 6nemli bir rol oynamaktadir. BRCA1 / 2 genlerindeki germline mutasyonlarin,
kalitsal meme kanserine yatkinligindan sorumlu oldugu ve 70 yasina kadar meme kanseri
geligimi i¢in kiimiilatif riskin ortalama %60 oraninda oldugu bildirilmistir (Henouda ve ark.,
2016). Son on yilda BRCA1 / 2 mutasyonlari, bireysel genetik risk faktdrlerini karakterize
etmek ve meme kanserine yatkinligi belirlemek i¢in kullanilan ana molekiiler belirteclerdi
(Rinella ve ark., 2013). Genomik teknolojideki gelismeler, diisiik ve orta penetransh p53,
PTEN, ATM, BRIP1, PALB2 ve CHEK2 dahil olmak iizere hastalarin germ hatt1 genetik
testi icin meme kanserine duyarlilik gen panellerinin gelistirilmesine izin vermistir (Zaridze,

2008).

1.7.2. Orta Derece Penetrans Genler

Yiiksek penetransli genlerin kesfedilmesinin ardindan, aday genlerin arastirilmasi,
meme kanseri riskini orta derecede artiran kalitsal mutasyonlara neden olan genlerin
kesfedilmesine yol a¢gmistir. Bu genler, orta derecede penetran genler olarak kabul
edilmektedir. DNA hasar onarnmindaki ATM, PALB2, CHEK2, BRIP1, RADSIC,
RADS1D, BARDI, MRE11, NBN, RAD50, and FANCM genlerinde meydana gelen belirli
mutasyonlarin heterozigot tasiyicilarinin hepsinde meme kanseri riskinin orta derecede
artisina neden oldugu bildirilmistir (Economopoulou ve ark., 2015; Stephens ve ark., 2009).
Meme kanseri ile iligkili bu genetik varyant gruplarinin minér alel frekansi (MAF):0,005-
0,01 ve RR:2-4 kat olup, kanser riski iizerinde orta derecede etkiye sahiptir. Bu mutasyonlar
tamamen niifuz edici olmadigindan kansere yatkinlik mutasyonunu miras alan bazi aile

tiyeleri yagsamlar1 boyunca kansere yakalanmayabilirler (Swift ve ark., 1987).

1.7.2.1. ATM Geni

11. kromozomun 22 ve 23. pozisyonlarinda bulunan ATM geni, hiicrelerin DNA

hasarina tepkisinde dnemli bir fonksiyonel rol oynamaktadir (Savitsky ve ark., 1995). DNA
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hasar-yanit yolagindaki anahtar faktorlerin fosforilasyonu yoluyla, DNA’da meydana gelen
DSB’lerde hiicresel yanitin etkinlestirilmesinde rol oynayan PI3K ile iligkili bir protein
kinaz1 kodlamaktadir (Shiloh, 2006).

Her hiicrede gen delesyonu ile iligkili bir ATM kopyasi barindiran bireyler, yiiksek
meme kanseri riski altindadir; sonradan bu genin bir kopyasini kaybeden hiicreler, normal
miktarda iiretilen ATM proteininin yarisini saglayabilirler, bu da DNA hasarinin uygun
sekilde onarilmasinin Onlenmesine yol agarak diger genlerde mutasyonlarin meydana
gelmesine neden olmaktadir (Prokopcova ve ark., 2007; Alpay ve ark., 2015). ATM
mutasyonlarinin heterozigot tasiyicilarinin iki kat daha yiiksek meme kanseri riskine sahip
oldugu tahmin edilmektedir. Giderek artan sayida kanit, bu riskin 50 yasin altindaki
kadinlarda artabilecegini gostermistir (Cavaciuti ve ark., 2005; Olsen ve ark., 2001).

1.7.2.2. PALB2 Geni

PALB2, kromozom 16pl12.2'de bulunan homolog rekombinasyon ve ¢ift iplikli
kirilma onarimi sirasinda BRCA?2 ile etkilesime giren bir proteini kodlayan Fanconi anemisi
(FA) genidir. Meme ve yumurtalik kanserlerine duyarlilik kazandirmaktadir. Bol miktarda
kanit, PALB2'min FA / HR yolu araciligiyla DNA hasar onariminda rol oynadigini ve burada
DNA’daki DSB’lerin HR yoluyla onarimini tetiklemek i¢in bir anahtar paneli olarak rol
oynadigin1 gostermektedir (Buisson ve ark., 2017; Nepomuceno ve ark., 2017; Sy, Huen ve
Chen, 2009). PALB2 ve BRCA2 proteinleri, tiimor baskilayicilarinin yani sira hiicre
bliylimesinin ve hiicre bdliinmesinin diizenlenmesine yardimci olabilir. PALB2'deki
homozigot mutasyonlar FA ile baglantiliyken, PALB2'deki heterozigot mutasyonlar, aile
Oykiistinde meme kanseri olan kadinlarda meme kanseri riskinin gelismesi ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Chen ve ark., 2008). PALB2'deki gen mutasyonu, meme kanseri gelisme
riskinin yaklasik iki kat artmasina neden olmaktadir. Meme kanseri hastalarinda PALB2
geninde yaklasik 10 mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlar, her hiicrede genin tek bir
kopyasinda meydana gelmekte ve PALB2 proteininin anormal derecede kisa versiyonuyla
sonuglanmaktadir. Kusurlu PALB2 proteini, hasarli DNA'y1 onarmak i¢in BRCA2 proteini
ile etkili bir sekilde ¢alisamamaktadir (Rahman ve Thompson, 2007).
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1.7.2.3. BRIP1 Geni

BRIP1, DNA hasari olan bdlgelerde BRCA1 ile ortak lokalize edilebilen ve hasarl
DNA'nin onarimina yardimci olan BRCA1 ile etkilesimde olan gen olarak tanimlanmistir
(Cantor ve ark., 2001). BRIP1 geni, BRCA1 lokusunun yakininda 17g22.2 pozisyonunda
bulunmaktadir. Genin bir kopyasindaki mutasyon, BRIP1 proteininin islevini bozar; bu islev
kayb1 veya bu isaretin eksik olmasi, BRCA1 proteini ile etkilesim eksikligine yol agarak

hasarlit DNA'nin onariminin basarisiz olmasina yol agabilmektedir (Seal ve ark., 2006).

Onceki arastirmalar, BRIP1 genindeki kalitsal mutasyonun artmis meme kanseri riski
ile iliskili oldugunu bildirmistir (Pabalan, Jarjanazi ve Ozcelik, 2013; Rafnar ve ark., 2011).
Ek olarak, Sean ve arkadaglari(2006), bazi ailelerde daha yiiksek risk raporlari olmasina
ragmen, meme kanseri ailelerinde kesik mutasyonlar tespit edilmistir. BRIP1 germline
mutasyonlar1 ayrica yumurtalik kanseri riskinin artmasiyla da iliskilidir. Ancak, BRIP1
genindeki germ hatti mutasyonlarinin meme kanseri riskindeki etkisi hala tartigmalidir

(Weber-Lassalle ve ark., 2018).

1.7.2.4. MRE11A, RADS0 ve NBN Genleri (MRN Kompleksi)

Yiiksek oranda korunan MRN, homolog rekombinasyon yoluyla DNA’daki DSB’lerin
rejenerasyonunda ve homolog ug birlestirme yollarinin yani sira telomer bakimi, DNA
replikasyonu ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda da énemli rol oynayan bir kompleks
olarak bilinmektedir (Seemanova, 1990). MRE11A, RADS50 ve NBN tarafindan kodlanan
proteinlerin dimeri, bu kompleksi olusturmada rol oynamaktadir. Bu protein kompleksi
ATM, BRCAL1 ve CHEK2 proteinleri sayesinde kontrol noktasi sinyali ile DNA onarimin
birlestirmektedir (Heikkinen ve ark., 2006). NBN, RAD50 ve MRE11A genlerindeki germ
hattt mutasyonlari, diisiik frekanslarda goriilmesine ve popiilasyona spesifik olmasina
ragmen, BRCA1 ve BRCA2 olmayan ailelerin bir alt kiimesinde meme kanseri duyarlilig

i¢cin yeni adaylar olarak nitelendirilebilir (Apostolou ve Fostira, 2013).

Kompleks aktivitesindeki kii¢iik bozukluklar bile genomik biitiinliik iizerinde derin
etkilere sahiptir ve bu nedenle, {i¢ bilesenin tiimii resesif genetik kararsizlik bozukluklarinda
rol oynamistir. Daha da 6nemlisi, bialelik hipomorfik NBN mutasyonlar1 tasiyan bireyler,
cesitli kanser tiirlerine duyarli olan Nijmegen breakage sendromundan (NBS) muzdariptir.

Bunlarin yaklasik %40 21 yasindan dnce malignite gelistirmektedir (Bogdanova ve ark.,
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2008). NBS hastalar1 ve akrabalarinin, meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli kanser
tiirlerini gelistirme riskinin arttig1 bilinmektedir (Seemanova ve ark., 2007). Bugiine kadar,
dokuz NBN varyanti, kanser gelistirme riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir, bunlardan biri
kesin olarak meme kanseriyle iligskilendirilmistir. NBN genindeki “657del5” mutasyonu,
NBS hastalarinin %90'inda ve kanser gelistiren NBN heterozigotlarinin %50'sinde rol
oynayan en yaygin patojenik NBN varyantidir. “657del”5 mutasyonunun heterozigot
tastyicilari, tahmini {i¢ kat artmis meme kanseri riskine sahiptir ve 50 yasin altindaki kadinlar

icin daha yiiksek riskler vardir (Steffen ve ark., 2006).

1.7.2.5. RADS1 Geni

RADS51 homologu, sitogenetik olarak 15.1 konumunda (15q15.1) kromozom 15'in
uzun kolunda bulunmaktadir (Conway ve ark., 2004). RAD51 ve RADS1 ile ilgili gen ailesi,
hiicresel hasar algilama ve hiicre dongiisii kontrol noktasi yollarinda hasarli DNA'y1
onarmak i¢in BRCA1, BRCA2 ve PALB2 ve p53 gibi bir dizi proteinle etkilesimde rol
oynayan proteinleri kodlamada rol oynamaktadir (Le Calvez-Kelm ve ark., 2012; Suwaki,
Klare ve Tarsounas, 2011). BRCA2 proteini, RADS51 proteinini ¢ekirdegin i¢indeki
DNA'nin hasar bolgelerine tasir. RADS1'deki bir¢ok mutasyon, meme kanseri gelisme

riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir (Sheikh ve ark., 2015).

Rekombinasyonel DNA onarimi  ve bolgesel kirilmalar icin  RADSI’in
gorevlendirilmesi, RADS1 paraloglarina baghdir (Vaz ve ark., 2010). RADS1C, DSB’lerin
onarmminin énemli bir parcasi olarak kabul edilir; bialelik mutasyonlari, BRCAT1 / 2-negatif
meme veya yumurtalik kanserli ailelerinin ~%1,3'linde gozlenmistir (Loveday ve ark.,
2012). RADS1D patojenik mutasyonlar1 genellikle nadirdir ve BRCA1 ve BRCA2 negatif
ailelerin meme / yumurtalik probandlarinin yaklasik %0,5-0,9'una katkida bulunmaktadir.
RADS1D eksikligi, PARP inhibitorlerine duyarli oldugundan, PARP inhibitérleri, RADS1D
mutasyon tastyicilari i¢in terapdtik bir alternatif olarak diisiiniilebilir (Lalloo ve Evans.,
2012; Loveday ve ark., 2011). RAD51C ve RADS51D'deki zararli mutasyonlar, meme
kanserinin ti¢lii negatif ve bazal alt tipleri i¢in daha yiiksek risk saglamaktadir (Couch ve

ark., 2015).
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1.7.3. Meme Kanseri ile iliskili Diger Genler
1.7.3.1. BLM Geni

BLM geni, DNA replikasyonunda ve genomik biitiinliigiin korunmasinda rol oynayan
Oonemli bir niikleer protein olan BLM helikazi kodlar. BLM, evrimsel olarak korunmus RecQ
helikaz ailesine ait bir 3 ila 5 ' DNA helikazdir (Alzahrani ve ark., 2020). BLM, bozulmamig
DNA replikasyonu sirasinda ¢atal stabilitesi i¢in gereklidir. Polimerazin durmasina neden
olan DNA hasar1 veya diger ajanlarin neden oldugu ¢atallari stabilize eder ve replikasyonun
yeniden baslamasina yardimci olmaktadir (Ralf, Hickson ve Wu, 2006). Ek olarak, HR DNA
onariminda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Wu ve Hickson, 2003). ATM'ye bagli bir sekilde
sinyallesmeden sonra DNA hasarini algilar ve diger onarim proteinlerini DNA kirilmalarinin
oldugu bolgeye toplar (Bischof ve ark., 2001). BLM, MSH2-MSH6 ve MLHI1 gibi diger
DNA hasar1 onarim proteinlerinin yan sira ATM, NBN ve MRE11A'y1 igceren BRCA1
genom gozetim kompleksi olarak adlandirilan BRCA1 ¢oklu alt birim protein kompleksinin
bir parcasidir (Futaki ve Liu, 2001). BLM, RAD51, RAD51D ve FANCI ile etkilesim
yoluyla FA yolunda rol oynamaktadir (Suhasini ve Brosh, 2012). BLM homozigot
mutasyonlu hiicreler (Bloom sendromlu hastalarda), yiliksek oranda kardes kromatid
degisimi ve genis yapisal yeniden diizenlemelerle karakterize edilen kromozomal kararsizlik
sergilemektedir (German, Archibald ve Bloom, 1965). Homozigot durumdaki BLM
mutasyonlarmin, ortalama tani yasi yaklasik 33 olan erken baglangigh meme kanserine

yatkin olduguna dair ne kanitlar bulunmamaktadir (Cunniff ve ark., 2018).

1.7.3.2. MUTYH Geni

MUTYH geni, kromozom 1 iizerinde bulunur ve BER yolunda yer alan bir DNA
glikozilaz1 kodlar. Homozigot ve bilesik heterozigot MUTYH mutasyonlari, MUTYH ile
iliskili polipoz (MAP) i¢in yatkinlik yaratir (Wasielewski ve ark., 2010). MAP ayni1 zamanda
ailesel adenomat6z polipoz 2 (OMIM: 608456) olarak da bilinir. MAP'dan etkilenen
bireyler, ¢cok sayida kolorektal adenom ve kolorektal kanser gelisimine yatkindir. MAP,
etkilenen her iki MUTYH alleli ile biiyiik Olclide otozomal resesif bir sekilde miras
alimmaktadir. Polipozlu hastalarin yaklasik %25'inde homozigot ve bilesik heterozigot
MUTYH mutasyonlar1 tanimlanmistir (Cheadle ve Sampson, 2007; Nielsen ve ark., 2005).

Germ hattt MUTYH mutasyonlari, duodenal polipler, mide kanseri, melanom, meme
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kanseri, dig ve dermoid kistler ve osteomlarin artmis insidansi ile iliskilendirilmistir (Tao ve

ark., 2004).

MUTYH tarafindan baslatilan BER ve uyumsuzluk onarimi (MMR) yollar1, fonksiyon
ve eylem zamanlamasi agisindan ortak ozellikleri paylagsmaktadir. Fonksiyonel olarak, her
iki yol da DNA oksidasyonundan kaynaklanan DNA lezyonlarinin onarimina katilir. Her iki
yol da, DNA replikasyonunun dogrulugunu artirmak i¢cin DNA replikasyonundan hemen
sonra gerceklesir ve yeni sentezlenen DNA ipliklerini paternal olanlardan ayirt etme gorevi
tasir (Slupska ve ark., 1996). Gu ve meslektaslar1 deneylerinde, MUTYH'in, uyusmazliklara
baglanma ve yavru DNA zincirlerinde onarimi baslatma islevi géren MSH2 / MSH6
(MutSa) heterodimerinde MSH6 ile dogrudan etkilesime girdigini bulmuslardir (Gradia,
Acharya ve Fishel, 2000).

MUTYH inaktivasyonu ile iligkili BER eksikligi, ¢esitli farkli molekiiler yollari
etkileyen hedef genlerde somatik mutasyonlarin birikmesine yol acabilir ve sonug
olarak MUTYH mutasyonlari ile iligkili neoplazilerin spektrumu kolon ile smirh
olmayabilir. Meme kanseri ile MUTYH geni arasindaki iliski su ana kadar net olarak
tanimlanmamustir. Vogt ve arkadaslar1 (2009), 691 ve 1469 meme kanseri hastalar1 arasinda
bialelik MUTYH tastyict bulunmamasina ragmen, 276 MAP hastasindan olusan genis bir
kohortta meme kanseri riskinin artmasma yonelik bir egilim bildirmistir. Monoallelic
(heterozigot) MUTYH mutasyonlari, yani sadece bir ebeveynden miras alinan, Kafkas
niifusunun %]1-2'sinde meydana gelen, orta derecede artmis kolorektal kanser riski ile
iliskilendirilmistir (Win ve ark., 2011). Onceki c¢alismalarda monoallelik mutasyon
tastyicilart i¢in mide, karaciger ve endometriyal ve meme kanseri riskinde artis bildirilirken,
diger calismalar meme veya karaciger kanseri riskinde artisa iliskin istatistiksel kanit

bulamamistir (Baudhin ve ark., 2006; Beiner ve ark., 2009).

1.7.3.3. SLX4 Geni

SLX4 geni, kromozom 16'da bulunur ve 1834 amino asitlik 200 kDa protein kodlar.
Cinko parmak alanlar1 ve yapisal olarak diger BTB iceren ¢inko parmak proteinleriyle iliskili
bir BTB / POZ alami igerir. DNA c¢ift sarmal kirilmalarina yanit olarak, stabilitesini
diizenleyebilen ve / veya hiicre i¢i DNA hasar bariyerinin bir parcgasi olarak aktivasyonu ile

sonuglanabilen ATM / ATR'ye bagimli bir sekilde fosforile hale gelmektedir. SLX4 geninin
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bialelik mutasyonlar1 Fanconi Anemi Tip P'nin nedeni olarak tanimlanmistir (Cybulski ve

Howlett, 2011; Kim ve ark., 2011).

SLX4, spesifik DNA ikincil yapilarina yonelik aktivitelerini baslatmak ic¢in farkl
yapiya 6zgii endoniikleazlarla etkilesime girer. SLX4, dallanmis DNA substratlarini ve
Holliday baglantilarin1 ¢6zmek i¢in SLX1 ile etkilesime girer. Ayni zamanda uyumsuz
onarim kompleksindeki MSH2 ile etkilesir. Bu nedenle SL.X4, farkli DNA onarima tiirleri
icin gerekli olan ¢ok yonlii bir iskele proteinidir (Fekairi ve ark., 2009; Svendsen ve

ark.,2009).

Genom stabilitesinin korunmasinda SLX4'in Onemi, SLX4'teki bi-allelik
mutasyonlarin Fanconi anemisine neden olabilecegi gergegiyle vurgulanmaktadir. FA,
kemik iligi yetmezligi, gelisimsel bozukluklar ve kansere gii¢lii bir yatkinlikla iligkili nadir
bir genetik bozukluktur. FA genleri tarafindan kodlanan proteinler, DNA hasari1 sinyallemesi
ve onarrminda gesitli islevleri yerine getirir. Iplikler aras1 ¢apraz baglar gibi nadir fakat zarar
verici lezyonlar, DNA glikosilazlar1 veya Fanconi anemi yolaginin enzimleriyle onarilabilir.
DNA onarim yolaklarindaki mutasyonlar, 6zellikle meme, yumurtalik ve bagirsak kanserleri

olmak tizere tiimorijenez ile iliskilendirilmistir (Young ve West, 2021).

1.7.3.4. BARDI1 Geni

1996'da Wu ve arkadaglari, BRCAL ile iligskili RING domaini 1 (BARDI1) olarak
adlandirdiklar1 bir BRCA1 baglanma ortagi proteinini kesfetmistir. BARDI, 2q35'te 85
kb'lik bir bolgeye yayilmis 11 eksondan olugsur ve BRCAT ile hem yapisal hem de islevsel
benzerlikleri paylasan 777 amino asitli bir proteini kodlar. Her iki protein de, BARD1 /
BRCAL heterodimer olusumunu kolaylastiran bir amino terminal RING parmak motifine
sahiptir. Bu da sirasiyla her iki proteini de stabilize eder ve BRCA1’in tiimor baskilayici
fonksiyonlarinin ekspresyonu i¢in gereklidir. BRCA1 RING parmak alanindaki heterodimer
olusumunu engelleyen yanlis anlam mutasyonlarinin, olduk¢a niifuz edici zararh

mutasyonlar oldugu gosterilmistir (Wu ve ark., 1996).

1996'daki kesfinden bu yana, BARDI1 geni ve ¢esitli mutasyonlari, meme kanserine
duyarhilik i¢in kapsamli bir sekilde incelenmistir. Meme kanseri olan 65.000'den fazla
Amerikali BRCA1 olmayan ve BRCA2 olmayan hasta (ortalama tani yasi 48.5) {izerinde
yapilan bir ¢alismada, beyaz kadinlarda BARD1'deki patojenik varyantlar, meme kanseri
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riskinin Onemli oOl¢iide artmasiyla iliskilendirilmistir. Bu popiilasyondaki patojenik
varyantin oldukg¢a nadir oldugu kanitlanmistir (Couch ve aark., 2017). BARD1'in sadece bir
meme kanserine yatkinlik geni oldugu degil, ayn1 zamanda tiglii negatif meme kanserine

(TNBC) yatkin olan bir gen oldugu da diistiniilmektedir (Shimelis ce ark., 2018).

BARDI1-BRCA1 heterodimeri ayni zamanda Ostrojen reseptorlerinin o (ERa)
ubikitinasyonu ve ardindan bozunmasindan da sorumludur. Ostrojen reseptorleri a (ERa) ve
B (ERP) hiicre proliferasyonundan sorumlu genleri aktive ettiginden meme kanseri
patogenezi agisindan Onemli bir islevdir (Dizin ve Irminger-Finger, 2010). Meme
kanserlerinin yaklasik %70't ER pozitiftir. ER antagonisti olan birden fazla ilaci (6rn.
Tamoksifen) kullanilmasina ragmen, tedavi sonrasi 15 yillik takipte bile ¢ok sayida relaps
gozlenmektedir (Bosse ve ark., 2012). Bu problemi ¢ozmedeki temel sinirlama,
kemorezistans mekanizmalarinin hala ¢ok az anlasilmis olmasidir. Bununla birlikte, pek ¢ok
hiicresel mekanizma ile iligkili olan BARDI1 proteininin burada anahtar bir rol

oynayabilecegi goriilmektedir.

1.7.3.5. MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, PMS1 (MMR Genleri)

MLHI1, MSH2, MSH6 ve PMS2 uyumsuz onarim genlerindeki germ hatti
mutasyonlari, Lynch sendromuna yatkinlik saglar. MLH1 (%50) ve MSH2’deki (%40)
kusurlar Lynch sendromu vakalarinin ¢ogunlugunu olustururken MSH6 (~%7-10) ve

PMS2’deki (<%S5 ) mutasyonlar vakalarin azinligindan sorumludur (Hedge ve ark., 2014).

MSH2 geni, DNA tamirinde dnemli rol oynayan bir proteini yapmak icin talimatlar
saglar. Bu protein, hiicre boliinmesine hazirlanirken DNA replikasyonunde yapilan hatalari
diizeltmeye yardimci olur. MSH2 proteini, MSH6 veya MSH3 (her biri farkli bir genden
tiretilir) ile birleserek dimer adi verilen iki proteinli bir kompleks olusturur. Bu kompleks,
DNA replikasyonu sirasinda hatalarin yapildigit DNA iizerindeki yerleri tanimlar (Mitchell
ve ark., 2002). MSH2 genindeki patojenik varyantlar Lynch sendromuna veya kalitsal polip
dis1 kolorektal kanser sendromuna yol acabilir. Anlamsiz varyantlar, MSH2 patojenik
varyantlarin %82'sini olusturan  MMR fonksiyon eksikliginin en yaygin nedenidir
(Peltoméki ve Vasen, 2004). MSH2 geninin mutasyonunun, Lynch sendromlu Liibnanli bir
ailede erken baslangicli meme kanseri gelisiminde rol oynadigini, MSH2 mutasyonunun

kanser tarama programlarinda dikkate alinabilecegini diisiindiirmektedir (Akoum ve ark.,
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2009). MLH1 ve MSH2, en ¢ok ifade edilen uyumsuzluk onarim proteinleridir ve bunlarin
aktivasyonu, Ozellikle mikro uydu kararsizligi durumunda, DNA iizerinde karmagik

patolojik sonuglara sahiptir (Masood ve Kayani, 2013).

MLHI geni kromozom 3q21-23’de bulunur ve protein iirlinii, DNA uyumsuzlugu
onarim yolunun bagka bir bilesenidir ve MLH3, PMS2 veya PMSI ile bir heterodimer
olusturdugu gosterilmistir (Modrich,1991). MMR genleri ile ilgili calismalar, MSH2 veya
MLHI kaybinin veya her ikisinin kaybinin, meme kanserinde daha biiyiik tiimorlerde ve

daha ileri evrelerde daha sik gozlendigini ortaya koymustur (Murata ve ark., 2005).

PMSI geni kromozom 2q31-33’te PMS2 geni ise 7p22'de bulunan diger MMR genleri
ilk olarak, biri PMSI'de bir kesik germ hatti mutasyonu tasiyan ve digeri bir PMS2
mutasyonuna sahip olan iki Lynch sendromu hastasinda tanimlanmistir (Nicolaides ve ark.,
1994). PMS1 geninin tiimor kontrolii ve ilerlemesinde nasil rol oynadigi ve kalitsal kansere
yatkinlik riskini artirmadaki rolii tam olarak anlasilamamistir (Silva-Fernandes ve ark.,
2021). PMS2, bir C-terminal etkilesim alani aracilifryla MLHI1 ile bir heterodimer olusturur.
Bu etkilesim, PMS2'min in vivo stabilitesi i¢in gereklidir (Chang ve ark., 2000). Pms2
geninin protein tiriinii, DNA duplikasyonu sirasinda olusan hatalar1 diizeltmeye yardimci
olur. Patojenik varyantlari olan Lynch sendromu ailelerinin yaklasik %?2'sinde PMS2
geninde bir varyant vardir (Talseth-Palmer ve ark., 2010). Popiilasyona dayali bir calisma,
klasik Lynch sendromu ailelerinde PMS2 mutasyonlarinin nadir oldugunu veya hig

olmadigini 6ne siirmiistiir (Liu ve ark., 2001).

MSHS6 geni 2. kromozomda bulunur ve gen iiriinii, MutS alfa olusturmak i¢in MSH2
ile heterodimerize olur, bu da DNA uyumsuzluklarina baglanir ve boylece DNA onarimini
baslatir. MutS alfa baglandiginda, DNA sarmalin1 biiker ve DNA'daki tek baz
uyumsuzluklarin1 ve dintikleotit ekleme-silme dongiilerini tanir (Iarccarino ve ark.,
1998). MSH6'daki mutasyonlar, Lynch sendromlu kolorektal kanserlerin %10-20'sini ve
tiim kolorektal kanserlerin %0.4"linii olugturur (Hampel ve ark., 2008). MSH6 ve PMS2
mutasyon tasiyicilarinin bir kisminin kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu fenotipi
ile ortaya cikabilecegi bildirilmistir (Espenschied ve ark., 2017). Ek olarak, Lynch
sendromlu MSH6 mutasyon tastyicilarinin meme kanseri risk artisi en fazla iki kati
oldugundan ve ¢ogu iilke 50 yasinda meme kanseri i¢in risk taramasi sundugundan, mevcut

veriler MSH6 tasiyicilart i¢cin mikrosatellit instabilite (MRI) ile ek dnleyici tedbirleri veya
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daha erken yas taramasini dogrulamak i¢in yetersiz oldugu da belirtilmektedir (Shah ve

Guraya, 2017).

1.7.4. Diisiik Penetrans Genler

Yiiksek veya orta riskli genlerdeki germ hattt mutasyonlari, meme kanserine genetik
yatkinliktan tek basina sorumlu degildir. Genel popiilasyonda veya diger gen mutasyonuna
sahip olan bireylerde nihai risk seviyesi, bir dizi tek niikleotid polimorfizmi (SNP) veya
diisik penetransli varyantlar tarafindan belirlenecektir. Ailesel goreceli riskin
aciklanamayan kisminin ¢ogu, diisiik penetransli polimorfizmler adi verilen, riskle zayif
iligkileri olan birgok bireysel varyantin bir kombinasyonunu igeren poligenik bir modelle
aciklanabilir (Antoniouve Easton, 2006). Insan genomunun dizilenmesi ve genetik
varyasyonun en yaygin formu olan SNP’lerin haritalanmasi, yaygin genetik duyarlilik
faktorlerini incelemeye yonelik yaklasimlarin hizli bir sekilde evrimlesmesine olanak
saglamigtir. Bu SNP'lerin bazilarinin BRCA1 ve BRCA?2 i¢in modifiye edici olarak hizmet
ettigi bilinmektedir (Kelsey ve Wiencke, 1998).

Genotipleme maliyetindeki onemli diisiislerle baglantili olan bu teknik ilerlemeler,
arastirmacilarin anahtar genlerdeki birka¢ aday varyanti degerlendirmenin Gtesine
gecmesine, kansere giden aday yollarda yaygin genetik varyasyonun daha kapsamli bir
degerlendirmesini yapmasina ve ¢ok biiyiik caligma popiilasyonunda genom ¢apinda iligki
caligmalar1 (GWAS) gerceklestirmesine olanak saglamistir. Meme kanserinde aday genlerle
ilgili caligmalar, hormon metabolizmasi ve DNA onarimi gibi bilinen meme kanserine yol
acan yolaklarda yer alan birka¢ yiiz geni degerlendirmistir. GWAS tarafindan belirlenen
toplam yaygin diisiik risk varyantlarinin ailesel goreceli riskin %18'ini agikladigi tahmin

edilmistir (Michailidou ve ark., 2017).

1.8. DNA Hasari ve Onarim Mekanizmalar

Normal hiicrelerdeki DNA, endojen kaynaklardan (reaktif oksijen tiirleri, normal
metabolizmadan gelen serbest radikaller ve igsel replikasyon hatalari) veya eksojen
kaynaklardan (ultraviyole radyasyon, maruz kalinan kimyasallar) gelen DNA'ya zarar veren
maddelere siirekli olarak maruz kalmaktadir (Dexheimer, 2013). DNA’da meydana gelen

hasarlarin onarilamamasi genomik instabiliteye neden olabilmekte ve bunun sonucunda
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ozellikle kanser, norolojik anomaliler, immiin yetmezlik ve erken yaslanma gibi ¢esitli

hastaliklar meydana gelebilmektedir (Hoeijmakers, 2009; Iyama ve Wilson, 2013).

DNA onarim yollari, hiicresel metabolik durumdan ve tiimoér mikro ¢evresindeki besin
mevcudiyetinden etkilenebilirken, DNA hasarinin digsal ve igsel genotoksik stres nedeniyle
birikmesi veya eksik DNA hasar onarimi da hiicre metabolizmasinin yeniden yapilanmasina
neden olmaktadir. Hiicreler, bu genotoksik stresi gozlemek ve genetik bilginin sonraki
nesillere dogru bir sekilde iletilmesini saglamak i¢cin DNA hasar yanitt (DDR) yolunu
gelistirmistir. Boylece DDR, hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurabilmekte, DNA onarim
mekanizmalarinmi tetikleyebilmekte veya DNA hasari onarilamadiginda programlanmis
hiicre oliimiinii tetikleyebilmektedir (Marechal ve Zou, 2013). DDR sistemleri, timor
olusumunun 6nlenmesi i¢in kritik oneme sahiptir. DDR genlerinin ekspresyonundaki
kusurlar ve genomik istikrarsizlik, yiliksek bir meme kanseri riski ile iligkilidir ve meme
kanserinin gelisimi ve ilerlemesinin 6nemli bir nedenidir (Majidinia ve Yousefi, 2017; Kwei

ve ark., 2010).

Baslica DNA onarim yollar arasinda niikleotid kesip ¢ikarma onarimi (NER), BER,
MMR, HR onarimi ve homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) yer almaktadir (Konecny ve
Kristeleit, 2016). DNA onarim siirecinin koordinasyonu organizmanin gelismesi ve sag

kaliminda 6nemli bir rol oynamaktadir (Ciccia ve Elledge, 2010).

DNA onarim yollari, farkli DNA hasar tiirlerini onarmak i¢in bagimsiz veya koordineli
olarak calisabilir. DSB’ler agirlikli olarak NHEJ veya HR ile onarilir. HR, onarim igin bir
sablon olarak hizmet vermesi i¢in hasarsiz bir kardes kromatid gerektiren hatasiz bir onarim
yoludur. HR ile ilgili faktorler arasinda MRN kompleksi, CtIP, replikasyon proteini A
(RPA), BRCAL1, PALB2, BRCA2 ve RADS1 bulunur. NHEJ ve HR'ye ek olarak, alternatif
bir NHEJ formu olan alt-NHEJ de DSB onariminda yer almaktadir (Dueva ve Iliakis, 2013).
Klasik NHEJ'den daha yavas bir siire¢ sergiler ve translokasyonlarin olusumunun yani sira
biiyiik silmelere ve baglantidaki diger sekans degisikliklerine yol agarak ilgisiz DNA
molekiillerinin  birlegsmesini  katalize edebilir. NHEJ, iki kirikk ucun dogrudan
birlestirilmesinin aracilik ettigi, hataya ag¢ik bir onarim yoludur (Hartlerode ve Scully, 2009).
Tek iplikli kirilmalar ve DNA'daki kiiciik degisiklikler, BER proteinleri kullanilarak onarilir

(Dianov ve Hiibscher, 2013). UV radyasyonunun neden oldugu pirimidin dimerleri gibi
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hacimli DNA lezyonlari, NER yolu ile islenir. Cogaltma hatalarinin bir sonucu olarak ortaya

¢ikan temel uyumsuzluklari, MMR ile onarilabilir (Hsieh ve Yamane, 2008).

1.8.1. Baz Eksizyon Onarim Yolu (BER)

Baz eksizyon onarimi, normal metabolik siiregler sirasinda alkilasyon, oksidasyon ve
deaminasyon olaylarmin bir sonucu olarak kendiliginden ortaya ¢ikan olaylar dahil olmak
tizere g¢evresel olarak indiiklenen DNA hasarini iyilestiren en 6nemli DNA onarim
yollarindan biridir (Lindahl ve Wood, 1999). BER ayrica kimyasal kanserojenlerin neden
olabilecegi kiiciik, sarmal olmayan deforme edici lezyonlarin onarimindan da sorumludur
(Loeb ve Preston, 1986). Niikleotid eksizyon onarimi gibi diger onarim makineleri ile
karsilastirildiginda, BER makinesinin temel bilesenleri, evrim sirasinda bakterilerden
insanlara hem yapisal hem de islevsel olarak iyi korunmustur ve BER'in genom biitlinliigtinti

korumada oynadig1 hayati rolii vurgulamaktadir.

BER yolu, genel olarak iki agamaya boliinebilen bir dizi iyi koordine edilmis enzimatik
olay ile islev goriir. BER'in ilk adimi, hasarli bir bazin veya bir abazik bdlgenin bir dizi
spesifik DNA glikosilaz tarafindan taninmasi ve eksizyonudur. Bir sonraki adim, hasarli
bolgeden baglayarak bir veya birkac niikleotidin sablona yonelik yerlestirilmesi yoluyla
DNA'y1 diizelten farkli proteinlerin ardisik eylemini igerir (Wood ve ark., 2001).
Epidemiyolojik ¢alismalar, hem DNA glikozilaz hem de BER ¢ekirdek protein genlerindeki
SNP’leri meme kanseri dahil insan kanser riskine baglamistir (Goode, Ulrich ve Potter,

2002; Hao ve ark., 2004).

1.8.2. DNA Cift iplikli Kirik Onarim Yollari: HR, NHEJ

DNA ift iplik kiriklari, genetik biitiinligiin kaybiyla sonuglanabilen kromozomal
kiriklardir. Cift iplik kirilmalari; iyonize radyasyon ve genotoksik bilesenler gibi ekzojen
kaynaklarla indiiklenebildigi gibi hiicresel metabolizmanin yan iiriinleri olan reaktif oksijen
tiirlerinin etkisiyle replikasyon, mayotik rekombinasyon ve DNA onarimi sirasinda
replikasyon c¢atalinin ¢okmesi sonucu da meydana gelebilmektedir. insanda ¢ift zincir
kiriklarinin tamiri iki major mekanizma ile saglanmaktadir: homolog rekombinasyon ve
homolog olmayan ug birlestirme (Iyama ve Wilson, 2013; Jeppesen, Bohr ve Stevnsner,

2011; Slupphaug, Kavli ve Krokan, 2003).
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Homolog rekombinasyon, kromozomal yeniden diizenleme ve hiicre Olimiinii
tetiklemede yiiksek potansiyele sahip en tehlikeli ve tehdit edici genotoksik hasarlar olan
DSB lezyonlarinin onarimi igin yiiksek dogrulukta gerceklesen onarim mekanizmasidir
(Prakash ve ark., 2015). HR, hasarsiz bir homolog sablon olarak kardes kromatidi kullanir
ve hatasiz bir sekilde hasar1 onararak DSB lezyonlarini ortadan kaldirir (Jasin ve Rothstein,

2013) (Sekil 1.6).
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Sekil 1. 6. Homolog rekombinasyon eksikliginin (HRD) DNA onarim mekanizmast
(Belli ve ark., 2019).
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HR, hiicre dongiisiiniin S ve G2 fazlar sirasinda ¢alisir ve BRCA1 ve BRCA2, MRN
kompleks proteinleri (MRE11 / RADS50 / NBN), CtIP, MRE11, RADS1, ATM, H2AX,
PALB2, RPA, RADS52 ve fankoni anemi yolagi proteinleri dahil olmak iizere bir¢ok protein
kullanir (Moschetta ve ark., 2016; Lupo ve Trusolino, 2014). DNA DSB'leri meydana
geldiginde, hiicrelerin hasar1 tanimlamak ve ardindan diizeltmek i¢in derhal yanit vermesi
gerekir. Serbest DNA uglari, MRE11, RAD50 ve NBN faktorlerinden olusan MRN protein
kompleksi tarafindan hizla tespit edilir. MRN kompleksi, ii¢ faktoriin de islev gérmesini
gerektirir ve MRE11, dsDNA'nin ssDNA'ya rezeksiyonunu baglatan DNA niikleaz alt
birimidir (Stracker ve Petrini, 2011).

MRN kompleksi, ATM serin / treonin protein kinazi aktive ederek DNA hasar1 kontrol
noktasi sinyalini tesvik eder (Lavin ve ark., 2015; Paull, 2015). Rezeksiyon islemi sonugta
BRCA2'nin ssDNA baglayici protein olan RADS51'1 yiikledigi onemli ssDNA bolgesini agiga
cikarir. Bu, HR'de 6nemli bir adimdir ¢ilinkii kardes kromatid tizerindeki bozulmamis DNA
zincirinin, bir DNA polimeraz reaksiyonunda kirik ipligi uzatmak icin bir sablon olarak islev
gdrmesine izin verir. Son olarak bir polimeraz (genellikle pold) taratindan DNA uzatilir ve
ligasyonla siire¢ tamamlanir (Iyama ve Wilson, 2013; Slupphaug, 2003).Hiicreler, 6rnegin
BRCA1 veya BRCAZ2 eksikligi nedeniyle ¢alismayan HR'ye sahip oldugunda, daha az kesin
ve daha hataya agik olan NHEJ gibi diger onarim yollarma giivenirler. NHEJ, ek
mutasyonlarin ve kromozomal kararsizligin birikmesine neden olarak bir hiicrenin koti
huylu doniistime ugrama riskini artirir (Wang ve ark., 2006; Hoeijmakers, 2001). NHEJ ¢ift
zincir kirik u¢lar1 modifiye ederek birbirine baglar. Bu tamir sistemi ile hasarlanmamis DNA
kalibina ihtiya¢ duyulmaksizin hataya meyilli olarak, birka¢ niikleotid kaybi ile DNA

onarimmi ger¢eklesmektedir.

DNA onarim sisteminin bu anahtar bilesenlerinden birindeki mutasyonlar, sinirlt DNA
onarim kapasitesinden sorumludur. Bu genlerden birinde mutasyon barindiran tiimdérler,
Ornegin, platin ajanlarina veya PARP inhibitorlerine daha duyarli duruma gelir, ¢linkii bu
bilesikler, taninamayan ve daha sonra HR sistemi tarafindan onarilamayan DNA i¢ ve sarmal
capraz baglarina neden olur ve kusurlu olarak sonug¢lanir. HR defektleri, BRCA1 / BRCA2
gibi HR yolunun temel bilesenlerinin hem germ hattt hem de somatik mutasyonlarindan
meme kanserlerinin %25-40'mda meydana gelmektedir (Akashi-Tanaka ve ark., 2015;

Turner, Tutt ve Ashworth, 2004).
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1.8.3. Uyumsuzluk Onarimia (MMR)

DNA uyusmazligr onarimi, uyusmayan baz ciftlerinin diizeltilmesi yoluyla genom
stabilitesini korumaya kritik bir sekilde katkida bulunan, olduk¢a korunmus bir DNA onarim
sistemidir. Uyusmazliklar, diger biyolojik siire¢lerden de kaynaklanabilmesine ragmen,
oncelikli olarak DNA replikasyonu sirasinda hatalar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Li, Pearlman
ve Hsieh, 2016). Bu sistem, BER ve NER'e benzer sekilde, DNA'nin ¢ift sarmalli olmas1 ve
ayni1 bilginin her iki sarmalda da mevcut olmasi gerceginden yararlanir: bir iplik¢ikte hasar
oldugu durumlarda, hasar kesilerek (eksizyon) ve tamamlayici iplik sablon olarak

kullanilarak sentezlenen yeni DNA ile degistirilerek tam olarak onarilabilir (Sekil 1.7).

MMR, replikasyon hatalar1 nedeniyle yanlis eslesmis niikleotitleri ortadan kaldirir ve
platin bazli kemoterapotik ajanlar gibi DNA eklentilerini onarir (Fink, Aebi ve Howell,
1998; Harfe ve Jinks-Robertson, 2000). Uyumsuz bazlar, iki ana MutS Homolog (MSH)
heterodimer kompleksi tarafindan taninir: MSH2 ve MSH6 alt birimlerini igeren MutS alfa
ve MSH2 ve MSH3 alt birimleri iceren MutS beta (Erie ve Weninger, 2014). ilki esas olarak
tek baz c¢ifti uyumsuzluklarini ve bir veya iki bazin kiiclik ekleme / silme (indel)
mutasyonlarini tanimlar, ikincisi ise daha biiyiik indellerin taninmasina aracilik eder (Hsieh
ve Zhang, 2017). Baslangigta, MSH kompleksi, niikleotid uyumsuzlugunu tanir, ardindan
MLH1 / PMS2 ve MLH1 / MLH3 kompleksleri ile etkilesimi izler. MSH2, MSH3, MSH®6,
MLHI1, MLH3, PMS1 ve PMS2 gibi ¢esitli proteinler, niikleotid kesip ¢ikarma ve yeniden
sentez slirecine katilir. MMR'de eksiklik olan tiimdr hiicrelerinin, normal hiicrelere gore

mikrosatellit instabilite gdsterme olasilig1 daha ytiksektir.

MMR yolagmin 6nemi, yiiksek derecede penetran otozomal dominant bir kanser
sendromu olan kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanserde (HNPCC) belirli insan MMR
genlerindeki mutasyonlarin tanimlanmasiyla ortaya ¢ikmistir. Lynch sendromu olarak da
bilinen HNPCC, tiimoérlerde yiiksek MSI seviyeleri ile erken baslangi¢cli kolorektal kanser
ile karakterizedir. HNPCC'li bireyler, kolorektal kanser i¢in yaklasik % 80 yasam boyu riske
sahiptir ve ayrica endometriyal, yumurtalik, mide ve diger kanser tiirlerinin gelisimine

yatkindir (Vasen ve ark., 2007).
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Sekil 1. 7. Uyumsuzluk Onarim1 (MMR) yolunun semasi (Mocellin ve ark., 2012).

Mevcut kanitlar, kanserlerin ¢ogunun diniikleotid tekrarlarinin spesifik sekans
motiflerinde kararsizlik gosterdigini gostermektedir. Bu MSI fenotipi, DNA uyusmazlig
onarimi yolu kusurlarinda yaygin olarak goézlenmektedir (Hoeijmakers, 2001). MMR
genlerinde sik goriilen SNP'lerin, genom stabilitesi ve biitiinliigliniin korunmasindaki 6nemli
rolleri nedeniyle meme kanseri riskine katkida bulunduklar1 da bildirilmistir (Ford ve ark.,
2000; Murata ve ark., 2005). MSI ve / veya heterozigotluk kayiplari, 12 invaziv duktal meme
karsinomu hastasindan alinan deri 6rneklerinin %83'iinde saptanmistir, bu da MMR'nin
meme kanseri duyarliliginda potansiyel bir roliinii diisiindiirmektedir. Ek olarak, kilit MMR
genleri olan MLH1 ve MSH2'deki genetik degisikliklerin MSI gosteren sporadik meme
kanserleriyle iligkili oldugu gosterilmistir (Moinfar ve ark., 2008).

1.9. Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi

Geleneksel molekiiler test yontemleri biiylik Ol¢iide Sanger siralama teknolojisine
dayaniyordu (Sanger, 1983). Sanger, birkag¢ kisa DNA fragmanini siralamak i¢in verimli olsa
da, biiyliik sekans fragmanlarmi siralarken yorucu ve etkisiz bir yontemdir. Genom
dizilemedeki son gelismeler, yeni nesil dizileme teknolojilerinin gelistirilmesine yol agmigtir
(Morey ve ark., 2013; Reuter, Spacek ve Snyder, 2015; Heather ve Chain, 2016). NGS
teknolojisi, onkoloji gibi tibbin bir¢cok alaninda genetik testlere klinik yaklasimda devrim

yaratmistir. NGS teknolojisinin biiyiik giicli, onemli 6l¢iide zaman ve maliyet azaltimi
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yaparak ¢ok diisiik miktarda niikleik asit kullanimi ile ¢ok sayida genin "durumunun" dogru
bir sekilde nitelendirilmesine olanak taniyan milyonlarca DNA okumasmi dizileme
yetenegidir (Del Vecchio ve ark., 2017). Yiiksek sayida varyant1 ayni1 anda tespit etme
yetenegi sayesinde, NGS teknolojisi, tiimorijenik siirecin karakterizasyonu ve timor
heterojenligi hakkinda fikir vermek i¢in bir¢ok calismada yaygin olarak kullanilmistir
(Kandoth ve ark., 2013, Ding ve ark., 2012). Tiimorlerin molekiiler mekanizmasinin analizi,
tani, prognoz ve terapi yaniti tahmini acisindan klinik kullanima iligskin bilgi saglayabilir.
Ayrica, NGS teknolojisi, hastalara ve ailelerine tarama, siirveyans ve risk azaltma
secenekleriyle ilgili danigmanlik yapma olasiligiyla, kansere duyarliliktan sorumlu yeni

genlerin tanimlanmasi ve kesfi i¢in ¢ok giiclii bir yontem saglar (Kamps ve ark., 2017).

NGS tarafindan sunulan verilerin kalitesi ile birlikte uygun maliyetler, gelismis veri
isleme yetenekleri, artirilmis hesaplama giicii ve verimli biyoinformatik analiz araglari
birlestirilmesiyle NGS tabanli genetik analiz stratejilerinin klinik teshis ve genetik tipta
entegrasyonunu biiyiik dl¢iide kolaylagtirmistir (Horton ve Lucassen, 2019; Koboldt ve ark.,
2013; Posey, 2019).
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2. AMAC

Calismamizda meme kanseri tanisi almig ve ailevi meme kanseri yatkinligindan
stiphelenilen ancak BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir patojenik degisim
saptanmayan 96 olguda DNA hasar onarimindan sorumlu olan genlerindeki mutasyon
sikliklarinin belirlenmesi ile hastaligin patojenitesinin daha iyi anlagilmasi ve literatiire
katkida bulunulmasi amaglanmaktadir. Bu amagla ATM, BARDI, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, MRE11A, MLH1, MSH2, MSH6, PMS1, PMS2, NBN, PALB2, RAD50, RAD51D,
RADS1C, MUTYH, SLX4 ve BLM genlerindeki mutasyonlarin tespiti ve sikliginin
belirlenmesi i¢in yeni nesil dizileme yontemi kullanilmis ve tespit edilen varyantlar ACMG
klavuzuna uygun olarak patojenik (P), muhtemel patojenik (LP) ve klinik 6nemi bilinmeyen

(VUS) seklinde siniflandirilarak degerlendirilmeye alinmistir.

Tiirk toplumunda yapilan ¢calismalar g6z 6niine alindiginda DNA hasar onariminda rol
alan genlerin meme kanseri iizerine etkisinin arastirilmasina dair yapilan ¢alismalar oldukca
az sayidadir. Elde ettigimiz sonuglar, toplumumuzda meme kanseri ile iliskili hangi genlerin
ve varyantlarin yaygin oldugunun gosterilmesi agisindan énemlidir. Bu ¢alismalarin artmast
ile meme kanseri ile iliski genlerin tanimlanmasi koruyucu ve 6nleyici tedavilerin yani sira

bireysellesmis tedavi planlamasinda da yol gosterici olacaktir.
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3. YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Ailesel Meme Kanseri tanist almis ve ailevi meme kanseri yatkinligindan siiphelenilen
olgulardan Onceki g¢aligmalar sonucunda BRCA1 ve BRCA2 genlerinin tim kodlayici
bolgelerinin dizilenmesi ile bu genlerde herhangi bir patojenik varyant saptanmayan 96 hasta

calismamiza dahil edilmistir.

Bu calisma, Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi, Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezinde
gerceklestirilmisti. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir patojenik varyant
saptanmayan olgularda, DNA hasar onarimindan sorumlu ve meme kanseri ile
iliskilendirilmis ATM, BRCA1, BRCA2, BARDI, BRIP1, MRE11A, MLHI, MSH2,
MSH6, PMS1, PMS2, NBN, PALB2, RAD50, RAD51D, RADS1C, MUTYH, SLX4 ve
BLM genlerinin tiim kodlayic1 bolgeleri Yeni Nesil Dizileme Yontemi ile analiz edilmistir.
Calismamiz, 2020 tarih ve 338 proje numarasi ile Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Bkz. Ek-1).

3.2. Kullanilan Cihazlar
e Thermal Cycler cihazi
e Thermal Calkalayict
e Santrifijj
e Vorteks
¢ Qubit® Florometre Cihazi
e Bioanalyzer DNA 7500 Cihazi

e Spektrofotometre (NanoDrop)
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3.3. Yeni Nesil Dizileme Kit Icerigi
¢ Qubit® dsDNA Broad Range Quantitation Assay Kit,
¢ Qubit® dsDNA High Sensitivity Quantitation Assay Kit,
e Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit,

e Library Preparation EF Kit 1, Twist Library Preparation Kit 2 (Enzimatik DNA
fragmentasyonu ve adaptdr ligasyonu i¢in karigimlari igerir),

e Human Core Custom Panel Multiplex Hybridization Kit (Biyotinlenmis probelar,
hibridizasyon buffer ve PCR ¢ogaltma primerleri igerir),

e Enrichment Reagents (Hedeflenen bolgelerin saflastirilmasi ve zenginlestirilmesi
icin karigimlar igerir),

e (D Index Adapter Set 1-96 (DNA kiitiiphanesinin ligasyonu i¢in isaretlenmis
adaptorleri igerir),

e Universal Blockers (Spesifik olmayan baglanmalar1 onleyen engelleyicileri
igerir).

e Custom Panel Probe Kit ( Dizilenmesi istenen 19 gen’ e spesifik problari igerir)

3.4. DNA Orneklerinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hastalardan EDTA’l1 tiip igerisine alinmig periferik kan 6rneklerinden daha dnceki
calismalar igin “Tam Otomatik Izolasyon cihazi” kullanilarak izole edilmis ve +4°C’ de
saklanan DNA’ larin konsantrasyonlarinin ¢alisma i¢in yeterli olup olmadigina nanodrop
(spektrofotometre) ile bakildi. Konsantrasyonu en az 10ng/ pL olmasi beklenen DNA

ornekleri ¢aligsma i¢in yeterli bulunmustur.
3.5. Yeni Nesil Dizileme Yontemi ile Tlgili Genlerin Dizilenmesi

DNA hasar onarimindan sorumlu ve ailesel meme kanserleri ile iligkili oldugu
diistiniilen 19 geni iceren, tiim kodlayici bolgeleri kapsayacak sekilde tasarlanan ¢oklu gen

paneli kullanilarak dizileme islemi gerceklestirilmistir.
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Is akis1 asagidaki tabloda gosterildigi gibi gergeklestirilmis olup hastalar calismaya
8°li setler halinde dahil edilmistir. Is akisinin ana basamaklari Genomik DNA 6rneklerinin
hazirlanmasi, kiitliphane olusturulmasi, kiitliphane havuzunun zenginlestirilmesi ve Yeni
Nesil Dizileme cihazinda sekanslama, sekanslama igslemi tamamlandiktan sonra verilerin
analizi ile ¢aligma kalitesinin tayini, hastalarin klinik dykiileri dogrultusunda varyant analizi

ile varyantlarin biyoinformatik olarak yorumlanmasi asamalarindan olusmaktadir.

Tablo 3. 1. Yeni Nesil Dizileme Is Akis Semas1

Genomik DNA Orneklerinin Hazirlanmasi
Ornek basina 50ng DNA, hibridizasyon basina 8 érnek

Adim DNA Fragmani, Uglarin Onarimi ve dA-Kuyrugu Eklenmesi
1 dA Kuyruklu DNA Fragmanlari 1 Saat
Adim isaretli Adaptorlerin Baglanmasi ve Saflastirma
2 isaretlenmis gDNA Kiitiiphaneleri 1 Saat

1. Adim PCR Amplifikasyonu, Saflastirma ve Kalite Olgiimii

GUN |3 Cogaltilmis isaretli Kiitiiphaneler 1 Saat
Amplifiye Edilmis isaretli Kiitiiphanelerle 8'li Setler Halinde Havuz
Adim Olusturulmasi 0.5
4 isaretli Kiitiiphane Havuzu Saat
Adim Kiitiiphane Havuzu ile Capture Problarin Hibridizasyonu 16.5
5 Problarin Hedefe Hibridizasyonu Saat
Hibridize Olan Hedeflerin Streptavidin Baglama Boncuklari ile

Adim Baglanmasi 1.5
6 Boncuklara Hedeflerin Yakalanmasi Saat

2. i

. Adim PCR Amplifikasyonu, Saflastirma ve Kalite Olglimii

GUN . TP

7 Zenginlestirilmis Kiitliphane 1 Saat
Adim Yeni Nesil Dizileme Cihazinda Sekanslama
8 Hazir Kitliphanelerin Cihazda Sekanslanmasi

3.5.1. Genomik DNA Orneklerinin Hazirlanmasi

Genomik DNA (gDNA) orneklerinin konsantrasyonunu belirlemek i¢in “Qubit®
dsDNA Broad Range Quantitation Assay Kit” kullamlmistir. Kit igerisindeki kimyasallar
vortekslenerek, her bir 6rnek i¢in 1 pL Qubit Reagent + 199 pL. Qubit buffer olacak sekilde
toplam soliisyon hazirlandi. Hazirlanan soliisyon igerisinden 198 puL c¢ekilerek her hastaya
ait hazirlannus 0,5mL’lik ependorflara aktarilir. Uzerlerine her hasta igin 2 uL DNA

eklenerek vortekslendi. Kit igerisindeki standartlar ayn1 miktarlarda hazirlanarak cihazda
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“dsDNA->High Sensivitiy” modu segildi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakildiktan sonra once standartlar sonra Ornekler olgiilerek ng/uL cinsinden degerler
kaydedildi. Cikan sonuglara gore DNA’lar 5 ng/ ul olacak sekilde niikleaz igermeyen su ile
seyreltildi.

3.5.2. Kiitiiphane Olusturulmasi
3.5.2.1. DNA Fragmantasyonu, Uclarin Onarimi ve dA-Kuyrugu Eklenmesi

Fragmantasyon agsamas1t DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek cok sayida DNA
parcasina ayrilmasini icermektedir. Elde edilen DNA fragmanlarinin 3’ ve 5’ uglarinda
olusan tek iplik uclar (overhangs) temizlendikten sonra “Adaptér baglanmasi” asamasi
sonrasinda fragmanlarin kendi uglart ile birlesmelerini 6nlemek icin parcalara dA dizisi

eklenmesi ger¢eklesmektedir.

Fragmantasyon reaksiyonu i¢in gerekli olan reaktifler “ Library Preparation EF Kit 17
ile saglandi. Sulandirilan DNA o&rneklerinden 10’ar pL 0,2 mL PCR tiiplerine aktarildi.
Tablo 3.2’ de yer alan hacimlerde ilgili reaktifler tiipiin igerisine eklendi ve pipetaj yaparak

karistirildi.

Tablo 3. 2. Fragmantasyon Reaksiyonu

REAKTIF 1 REAKSIYON iCiN 8 REAKSIYON iCiN 16 REAKSIYON iCiN

HACIM HACIM HACIM

Su 25 uL 212.5ulL 425 L

10x Fragmentasyon 5uL 42.5 uL 85 uL

Tamponu

5x Fragmentasyon 10 L 85 uL 170 pL

Enzimi

Toplam 40 pL 340 pL 680 pL

Hazirlanan karigim Tablo 3.3’teki PCR programinin kurulu oldugu Thermal Cycler

cihazina yerlestirildi ve fragmantasyon programi baslatildi.
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Tablo 3. 3. Fragmantasyon PCR Programi

PCR PROGRAMI
ADIM SICAKLIK ZAMAN
1. Onsogutma 4°C Bekleme
2. Fragmentasyon 32°C 22 Dakika
3. inaktivasyon 65 °C 30 Dakika
4. Bekletme 4°C Bekleme

PCR programi tamamlandiktan sonra tiipler buz iizerine alinarak sonraki asamaya

gecildi. Reaksiyon sonucunda dA kuyrugu eklenmis olan DNA fragmanlari elde edilmistir.

3.5.2.2. Isaretli Adaptorlerin Ligasyonu ve Saflastirma

Adaptor ligasyonu asamasi, dizilenen DNA’larin sekans cihazi tarafindan taninmasi
ve Orneklerin birbirinden ayirt edilmesini saglamak amaciyla uzunluklar: belli olan DNA
pargalarinin u¢ kisimlarina adaptér denilen, dizisi ve sayist bilinen niikleotid dizileri
eklenmesi ve sonrasinda manyetik boncuklar ile saflagtirilmasini igermektedir. Her 6rnek
tiiptine farkli diziye sahip niikleotid pargalar1 eklendiginden her 6rnege 6zgii, dizisi bilinen
bir DNA bdélgesi olusturularak bu bolgeler sayesinde drneklerin birbirinden ayirt edilmesi

saglanir.

Bu asamada “Library Preparation EF Kit 1” igerisindeki reaktifler ve “CD Index
Adapter Set 1-96” kiti kullanildi. dA kuyrugu eklenmis DNA fragmanlarini i¢eren tiiplere
5.5 pL isaretli adaptor eklendi ve diger reaktifler Tablo 3.4°de gdsterilen hacimlerde tiiplere
eklenerek pipetaj ile karistirildi.

Tablo 3. 4. Ligasyon Reaksiyonu

REAKTIF 1 REAKSIYON iCiN 8 REAKSIYON iGiN 16 REAKSIYON iCiN
HACIM HACIM HACIM
Su 14.5 L 123.3 puL 246.5 pL
DNA Ligation Buffer 20 pL 170 uL 340 uL
DNA Ligation Mix 10 uL 85 L 170 pL
Toplam 44.5 pL 378.3 uL 756.5 uL

Karisimi iceren tiipler Thermal Cycler cihazinda 20°C’ de 15 dakika boyunca inkiibe

edildikten sonra 6rneklerin saflagtirilmasi agamasina gegildi.
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Saflagtirma asamasinda;

. Oda sicakliginda bekletilen DNA saflagtirma boncuklar1 homojen olana kadar
vorteksledikten sonra 6rneklerin lizerine 80 uLL DNA saflastirma boncugundan
eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

. Ornekler manyetik stand iizerine yerlestirilerek 1 dakika bekletildi. Berrak olan
slipernatant pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi.

. 200 pL taze hazirlanmis %80’lik etanol ile boncuklar yikanarak, 1 dakika
bekletildikten sonra uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrar edildi.

. Manyetik stand iizerinde boncuklarin 5-10 dakika kurumasi beklendikten sonra

tiipler stand tlizerinden kaldirilarak her bir tiipe 17 pL su eklendi ve 2 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

Tipler tekrar standa yerlestirildi ve 2 dakika boncuklarin tamamen bir araya
toplanmasi beklendi.

Isaretli adaptdrlerin baglandig: kiitiiphaneyi igeren siipernatant kistmdan 15 pL

temiz 0,2mL’ lik PCR tiiplerine aktarild1.

3.5.2.3. PCR Amplifikasyonu, Saflastirma ve Kalite Ol¢iimii

Bu agsama, isaretli adaptorlerin baglandigt DNA bdélgelerinin ¢ogaltilmasi ve ortamda
kalan enzim ve diger kontaminantlari uzaklastirmak icin saflagtirma islemi uygulanmasi, son
olarak da ele edilen fragman boylarinin ve konsantrasyonunun dogrulugunun teyid

edilmesinden olugsmaktadir.

PCR icin gerekli olan reaktifler “Library Preparation Kit 2” ile saglanir. Tablo 3.5°de

yer alan reaktifler buz iizerinde 1,5 mL tiip icinde hazirlandi. Bir onceki basamaktaki

orneklerin tizerine karistmdan 35°er L. eklendi ve pipetaj yaparak karistirildi.

Tablo 3. 5. PCR Amplifikasyon Reaksiyonu

REAKTIF 1 REAKSIYON 8 REAKSIYON iCiN | 16 REAKSIYON iCiN
iCiN HACIM HACIM HACIM
Amplification Primers, 10 uL 85 uL 170 pL
ILMN
KAPA HiFi HotStart 25l 212.5uL 425 ul
ReadyMix
Toplam 35 puL 297.5 pL 595 ulL
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Tablo 3.6’daki PCR programimin kayitli oldugu Thermal Cycler cihazina tiipler
yerlestirildi ve program baglatildi.

Tablo 3. 6. PCR amplifikasyonu PCR Programi

ADIM SICAKLIK ZAMAN DONGU SAYiISI
1. Baslatma 98°C 45 saniye 1
Denatlirasyon .
98°C 15 saniye
Baglanma 10
60°C 30 saniye
Uzama
72°C 30 saniye
2. Son Uzama 72°C 1 Dakika 1
3. Son Bekletme 4°C Bekleme

Program tamamlandiktan sonra 50 pL hacimde DNA saflastirma boncuklar
kullanilarak saflagtirma agamalar1 tekrarlandi. Saflastirmanin 4. basamaginda 22 uL su ile
boncuklar homojenize edildikten sonra son hacim 20 pL olacak sekilde siipernatant alindi

ve temiz 0,2 mL’ lik PCR tiiplerine aktarildi.

“Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kiti” ve “Qubit® dsDNA Broad Range
Quantitation Assay Kit” kullanarak elde edilen kiitliphanenin fragman boylar1 ve
konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve bir sonraki asamaya geg¢ildi. Ortalama DNA fragman uzunlugu,
150 bp ila 1000 bp aralik ayar1 kullanilarak 375 bp ile 425 bp arasinda olmalidir. Son

konsantrasyon degerleri ise >80 ng / pL olmalidir.

3.5.2.4. Kiitiiphane Havuzu Olusturma ve SPRI ile Havuzunun Yogunlastirilmasi
e Tablo 3.7° deki bilgiler dogrultusunda Amplifiye edilmis kiitiiphanelerin ng/ul
cinsinden konsantrasyon degerleri Olciilerek 187.5’e boliindii, her bir 6rnegin

187,5ng icin gereken pL cinsinden hacmi hesaplandi.

e Her amplifiye edilmis kiitliphaneden hesaplanan hacimde 8’li setler halinde temiz
0,2mL’lik PCR tiipiine aktarildi. Havuzlanan kiitliphanelerin toplam hacmi >25 pL
ise, dogrudan bir sonraki adima gegilir. Toplam hacmi <25 pL ise, toplam hacmi 25

uL'ye getirmek i¢in su eklendi.
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Tablo 3. 7. Kiitiiphane Havuzu Olusturma

Havuz basina isaretlenmis Havuz basina isaretlenmis her Havuz basina toplam
kutiphane sayisi kiitiphanenin miktari kiitle
8 187.5 ng 1500

Havuzlanmis kiitiiphane hacminin 1.5X’i kadar hacimde homojenize SPRI

boncuklar1 eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Ornekler manyetik stand {izerinde 1 dakika bekletildikten sonra siipernatant

uzaklagtirildu.

200 pL taze hazirlanmis %80 etanol ile oOrnekler yikandi ve 1 dakika

bekletildikten sonra etanol uzaklastirildi. Yikama islemi bir kez daha tekrarlandi.

Boncuklar manyetik stand iizerinde 5-10 dakika kurutulduktan sonra stand
tizerinden kaldirilarak her 6rnek i¢in 25 pL Hibridizasyon karigimi eklendi ve

pipetaj yapildu.

Kiitliphane havuzlarmi igeren bu karisim temiz 0,2mL’ lik tiiplere aktarilarak

hizl bir sekilde diger adima gegildi.

3.5.2.5. Kiitiiphane Havuzu ile Capture Problarin Hibridizasyonu

Hibridizasyon agamasi hedeflenen 19 gene spesifik problarin kiitliphane havuzunda

ilgili bolgelere baglanmasindan olusmaktadir. Hibridizasyon icin gerekli olan reaktifler

“Human Core Exome Multiplex Hybridization Kit”, “Universal Blockers” ve “Custom Panel

Probe kit” ile saglandi. Bir 6nceki asamada elde edilen iirlinlerin iizerine Tablo 3.8’de yer

alan reaktifler belirtilen hacimde eklendi.

Tablo 3. 8. Hibridizasyon Reaksiyonu

Reaktif Hacim
Amplifiye edilmis isaretli kiitiiphane ve SPRI boncuk karisimi | 20 L
Blocker Mix 1 (Human Cot-1 DNA;[1ug/ul] 2 uL
Blocker Mix 2 5uL
Custom Panel Probes 4 uL
Su 4 ulL
Total 40 pL
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Hibridizasyon i¢in gerekli olan PCR programi Tablo 3.9°da belirtildigi sekilde cihaza

tanimlandiktan sonra drnekler yerlestirildi ve program baslatildi.

Tablo 3. 9. Hibridizasyon PCR Programi

Adim Sicakhk Zaman Siklus sayisi
1 95°C 5 dakika 1
2 70°C 16 saat bekleme

3.5.3. Kiitiiphanelerin Zenginlestirilmesi

3.5.3.1. Hibridize Olan Hedeflerin Streptavidin Boncuklari ile Baglanmasi

Hedef zenginlestirme asamasi, elde edilen genomik DNA’dan sekans yapilmasi
istenilen bolgenin primer yardimi ile PCR yapilarak elde edilip ¢cogaltilmasi, saflastirilmasi
ve kalite kontroliinlin yapilmasini igcermektedir. Bu asamada kullanilan reaktifler

“Enrichment Reagents” ile saglandi.

e Her reaksiyon i¢in temiz 1.5mL’ lik tiip hazirland1 ve 100 pL Streptavidin
boncuklar eklendi.

e Uzerine 200 pL Binding Buffer eklendi ve homojenize oluncaya kadar pipetaj
yapilarak karistirildiktan sonra manyetik stand tizerinde 1 dakika bekletildi ve
slipernatant uzaklagtirilarak tiipler manyetik stand {izerinden alindi.

e Bu islem 2 kez daha tekrarlandiktan sonra 200 plL. Binding Buffer tiiplere
eklenerek boncuklar homojen hale gelene kadar vortekslendi.

e Hazirlanan Streptavidin boncuklu karigim 16 saat hibridizasyonda olan
orneklerin iizerine eklendi ve tiipler 30 dakika boyunca oda sicakliginda
calkalayici lizerinde ¢ozeltiyi homojenize tutmak i¢in karistirildi.

e Tiipler manyetik stand iizerine alinarak 1 dakika bekletildikten sonra slipernatant
uzaklastirildi.

e Tiipler manyetik standdan alinarak 200 pL. Wash Buffer 1 eklendi ve tiim karigim
temiz bir 1.5mL’ lik tiipe aktarildiktan sonra manyetik standa yerlestirilerek 1

dakika bekletildi.
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e Siipernatant uzaklagtirilarak tiipler manyetik standdan alindi ve 6nceden 48°C de
isitilmis olan 200 pL Wash Buffer 2 eklenerek 48°C de 5 dakika inkiibe
edildikten sonra manyetik standa alinarak siipernatant uzaklastirildi.

e Bu yikama asamasi 2 kez daha tekrarlandiktan sonra 45 pL su eklenerek

boncuklar homojenize olana kadar pipetaj yapildi ve temiz tiipe aktarildi.

3.5.3.2. PCR Amplifikasyonu, Saflastirma ve Kalite Ol¢iimii

Bu asamada kullanilan reaktifler “Enrichment Reagents” ve “Hybridization Reagents”
ile sagland1. Bir dnceki basamakta elde edilen karigimdan 22,5pL 0.2ml’lik tiiplere eklendi

ve uzerine Tablo 3.10’da belirtilen reaktifler eklendi.

Tablo 3. 10. Hedef Zenginlestirme Reaksiyonu

Reaktif Reaksiyon basina hacim
Streptavidin Baglama Boncugu karisimi 22.5 uL

Amplifikasyon primerleri, ILMN 2.5 uL

KAPA HiFi HotStart Ready Mix 25 uL

Toplam 50 uL

Thermal Cycler cihazina Tablo 3.11’deki PCR programi kosullari kaydedildi ve tiipler cihaza

yerlestirildikten sonra program baslatildi.

Tablo 3. 11. Hedef Zenginlestirme PCR Program

Adim Sicakhk Zaman Siklus sayisi
Baglatma 98°C 45 saniye 1
Denatiirasyon 98°C 15 saniye

Baglanma 60°C 30 saniye 8

Uzama 72°C 30 saniye

Final Uzama 72°C 1 dakika 1

Final Bekletme 4°C Bekleme

PCR programi tamamlandiktan sonra 50ul. DNA saflastirma boncugu ile saflastirma
basamaklari tekrarlandi. Son olarak 32 pL su eklenerek eliisyonu yapilan 6rneklerden 30 pL.

stipernatant ¢ekilerek zenginlestirilmis kiitliphane yeni 0,2mL’ lik tlipe aktarildi.
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Her zenginlestirilmis kiitliphane, “Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kiti” ve
“Qubit® dsDNA High Sensitivity Quantitation Assay Kit” kullanarak o6l¢iildii ve sonuglar
kaydedildi.

Bioanalyzer ile 6l¢iim sonucunda ortalama fragment uzunlugu 150 bp ile 1000 bp
aralik ayari kullanilarak 375 bp ile 425 bp arasinda olmalidir. ideal olarak, nihai

konsantrasyon degerleri >10 ng / pL olmalidir.

3.5.4. Yeni Nesil Dizileme Cihazinda Sekanslama

8’ li setler halinde hazir olan kiitiiphanelerin konsantrasyon dl¢iimleri tamamlandiktan
sonra cihazin talimatlar1 dogrultusunda esit konsantrasyonlarda olacak sekilde tek bir tiipte

toplandi.

Dizileme reaksiyonu asamasinin ger¢eklestirilecegi Yeni Nesil Dizileme cihazinin sarf
malzemeleri hazir hale getirildikten sonra drneklerin cihaza yiiklenmesi gergeklestirildi ve

sekanslama baglatildi.

3.6. Biyoinformatik Analiz ve Varyantlarin Simiflandirilmasi

Varyantlarin analizi “Genomize Seq ”platformu iizerinden gergeklestirilmistir. Analiz
sonucunda kaplanmis bolgelerde ortalama okuma derinligi 226,2 olup kaplanan hedef bolge
ise 99,9°dur. Hastalara ait veriler analiz edilmeden 6nce varyantlarin minimum kapsami 5x

okuma ve siklig1 > % 20 olacak sekilde hedef dis1 varyantlar filtrelenmistir.

Dizileme sonucunda elde edilen verilerin analizi i¢in varyantlarin yorumlanmasinda
kullandigimiz patojenite hesaplamaya yardimci veritabanlari: ClinVar, Varsome,
Franklin’dir. In silico tahminler i¢in Mutation Taster, SIFT, DANN, PROVEAN verileri
kullanild1 ve varyantlarin toplumdaki sikliklari icin ExAC, GnomAD ve 1000Genome

verileri kullanildi.

Varyantlar, ACMG (Amerikan Medikal Genetik Koleji) bes asamali siiflandirma
sistemine gore patojenik (P), muhtemel patojenik (LP), klinik 6nemi bilinmeyen varyant
(VUS), muhtemel iyi huylu ve iyi huylu olmak {izere bes kategoriye ayrilmistir. Patojenik

veya muhtemel patojenik varyantlar zararli olarak kabul edilmistir. Analiz sonucunda
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muhtemel iyi huylu ve iyi huylu olarak veritabanlarinda yer alan varyantlar negatif olarak
kabul edilmistir ve degerlendirmeye alinmamistir. Yapilan toplum ¢alismalari sonucunda
mindr alel frekansi %1’in altinda oldugu belirtilen ve merkez i¢inde c¢alisilan hastalar
arasindaki siklig1 az olan, Clinvar, Varsome, Franklin veritabanlarinda VUS olarak

bildirilmis varyantlar degerlendirmeye alinarak VUS olarak siniflandirilmistir.

3.7. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS (statistic package for social sciences, Chicago, IL, USA) 23.0
paket programi ile yapildi. Kategorik degiskenler, mutasyon tasiyicilar1 ve tasiyici
olmayanlar arasinda Pearson Chi-Square testi ve Fisher’s Exact Test kullanilarak

karsilagtirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Ozellikleri

Calismamiza 96 hasta dahil edilmis olup bunlardan 93’ii (%96,8) kadin, 3’1 (%3,1)
ise erkektir. Meme kanseri tanist konan ve tedavi ge¢misi olan hasta sayis1 59 olup bunlardan
biri erkektir ve hastalarin ortalama yas aralig1 45,5’tir. Aile Oykiisii ile bagvuran hasta sayist
26 (%27) olup hastalardan biri Prostat kanser tanili erkek hasta, biri aile Oykiisiine
ulasilamayan erkek hasta, bir tanesi de Kolon kanser tanili olup hastalarin ortalama yas1 42
olarak hesaplanmistir. Yumurtalik kanseri tanili hasta sayist 12 (%12,5) olup bunlardan biri
ayni zamanda meme kanseri tanilidir ve yas ortalamasi 46,7 dir. Caligmaya dahil edilen

hastalarin 6zellikleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 4. 1. Incelenen popiilasyon dzellikleri

Ozellikler Hastalar; Hasta Aile Oykiisii
n=96 % Bilgilerine Bilgilerine
Ulasilamayan Ulasilamayan
Cinsiyet
Kadin 93 96,8
Erkek 3 3,1 1
Meme kanseri tanili 45,5
ortalama yas
Meme kanseri tanili 59 59,3
hasta sayist
<40 yas 25 26 3
> 40 yas 34 35,4 5 1
Yumurtalik kanser 12 * 12,5 3 3
tanili hasta sayisi
Aile oykiisii ile gelen 26 ** 27 7

hasta sayist

Meme kanserli aile 6ykiisii

1 Meme Kanseri 19

2 Meme Kanseri 16
>3 Meme Kanseri 5

Diger kanserler 34

Not: * Yumurtalik kanseri tanili hastalardan biri meme kanseri dykiilii,

** Aile Oykiisii ile gelen hastalardan biri Prostat Kanser oykiilii, biri Kolon Kanser 6ykiilii
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4.2. Yeni Nesil Dizileme Bulgular:

Calismaya daha once BRCA1/2 genleri negatif olarak tespit edilmis olan 96 hasta
alindi ve 19 geni iceren panele BRCA1/2 genleri kontrol amagl yeniden dizilenmek {izere
dahil edildi. Dizileme sonucunda BRCA genlerinde 6nceki ¢alismalarla uyumlu olarak
patojenik varyant saptanmamistir. Calismaya dahil edilen 96 hastanin yeni nesil dizileme
caligmas1 sonucunda tespit edilen, ACMG kriterlerine uygun olarak patojenik, muhtemel
patojenik ve klinik onemi bilinmeyen olarak simiflandirilan varyantlar Tablo 4.2°de

listelenmistir.

BRCA1 ve BRCA2 genleri hari¢ sadece RADS51D geninde zararli veya VUS olarak
siiflandirilan varyant tespit edilmemistir. Diger 16 gende (ATM, BARD1, BRIP1, PALB2,
MREI11A, RAD50, NBN, MSH2, MLH1, MSH6, PMS1, PMS2, RADS51C, BLM, SLX4)
toplamda 46 farkli varyant saptanip simiflandirilmistir. Klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar
bulgularimizin %86,9 unu (40/46) patojenik veya muhtemel patojenik varyantlar %13 {inii
(6/46) olusturmaktadir. Patojenik veya muhtemel patojenik mutasyonlar 96 hastanin 8’inde
ATM, MSH2, RAD50 ve MUTYH genlerinde tespit edilmistir. Patojenik veya muhtemel
patojenik varyantlar, ATM geninde 2, MLH2 geninde 2, RAD50 geninde 1 ve MUTYH

geninde 1 olarak tespit edilmistir. Tiim varyantlarin genlere gore dagilimi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
Tum Varyantlarin Genlere Gore Dagilimlari
7
6
) N
1
kb HE R s a e
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Sekil 4. 1. Patojen riskine bagli olarak varyantlarin genlere gore dagilimlari
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Tablo 4. 2. Calisma grubunda tespit edilen varyantlar

Gen |Lokasyon| cDNA degisikligi | Protein degisikligi dbSNP Degisim | Patojenite
Sonucu Durumu
ATM Ekzon 23 c.3352A>G p.Thr1118Ala rs572564322 Missense VUusS
ATM Ekzon 17 €.2638G>A p.Gly880Ser - Missense Muht.em'el
Patojenik
ATM Ekzon 57 c.8415G>A p.Met2805lle rs1555135878 Missense VUS
ATM Ekzon 41 €.6025T>C p.Tyr2009His rs199586999 Missense VUS
ATM Ekzon 23 €.3382C>G p.GIn1128Glu rs876659825 Missense VUus
MLH1 Ekzon 12 €.1344G>T p.Glu448Asp rs587779952 Missense VUS
ATM Ekzon 24 c.3495C>A p.Serl1165Arg rs878853505 Missense VUS
SLX4 Ekzon 12 c.4569G>T p.Glu1523Asp rs377443183 Missense VUS
ATM Ekzon 47 €.6823A>G p.lle2275Val rs587779857 Missense VUS
SLX4 Ekzon 12 €.2620G>A p.Gly874Ser rs113420526 Missense VUS
Cergeve
ATM Ekzon 61 | c.8833_8834delCT | p.Leu2945ValfsTer10| rs786203030 kaymasi- Patojenik
delesyon
SLX4 Ekzon 12 €.2347G>A p.Val783lle rs771580450 Missense VUusS
BARD1 Ekzon 4 c.1032T>A p.Ser344Arg rs1060501293 Missense VUS
SLX4 Ekzon 15 c.5228C>T p.Serl743Leu rs144057906 Missense VUS
SLX4 Ekzon 12 €.2675C>T p.Ala892V - Missense VUS
RADS50 Ekzon 9 c.1336A>G p.Lys446Glu rs149217423 Missense VUS
RADS50 Ekzon 18 €.2840T>C p.1le947Thr rs150401251 Missense VUS
RADS0 Ekzon 4 c.412C>T p.Arg138Ter rs786203485 Nonsense | Patojenik
PALB2 Ekzon 4 c.892G>A p.Val298lle rs1060502765 Missense VUusS
PALB2 Ekzon12 €.3306C>G p.Ser1102Arg rs515726112 Missense VUS
BRIP1 Ekzon 14 €.1981T>G p.Cys661Gly rs876660402 Missense VUS
BRIP1 Ekzon 5 c.446A>G p.Asp149Gly rs770613242 Missense VUS
BLM Ekzon 4 c.3179A>T p.Asp1060Val rs1377802274 Missense VUS
BLM Ekzon 10 c.2237C>T p.Ala746Val rs769498533 Missense VUS
BLM Ekzon 18 c.3427G>A Glu1143Lys rs140387675 Missense VUS
Cergeve
MSH2 Exon 2 €.229_230delAG p.Ser77CysfsTerd rs63749848 kaymasi- Patojenik
delesyon
MSH2 Ekzon 15 c.2515C>T p.His839Tyr - Missense VUS
MSH2 Ekzon 12 c.1787A>G p.Asn596Ser rs41295288 Missense VUS
Cergeve
MSH2 Ekzon 6 | ¢.958_959dupAC | p.Thr321ProfsTerll - kaymasi- Patojenik
insersiyon
MSH2 Ekzon 3 c.435T>G p.llel45Met rs63750124 Missense VUS
BARD1 Ekzon 1 c.121C>T p.Leud1Phe rs751665426 Missense VUS
MUTYH | Ekzon 11 c.958T>C p.Ser320Pro Missense VUS
MUTYH * | Ekzon 10 c.884C>T p.Pro295Leu rs374950566 Missense Muht.em'el
Patojenik
MUTYH | Ekzon 13 c.1258C>A p.Leu420Met rs144079536 Missense VUS
BLM Ekzon 3 c.458A>C p.Asp153Ala Missense VUusS
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Gen |Lokasyon| cDNA degisikligi | Protein degisikligi dbSNP Degisim | Patojenite
Sonucu Durumu

MRE11 | intron2 c.20+92A>G - rs771997999 intronik VUS
MRE11 Ekzon 10 c.1051C>T p.Arg351Cys rs757492041 Missense VUS
MRE11 Ekzon 8 c.818C>G p.Ser273Cys rs143400546 Missense VUS
MSH6 Ekzon 4 C.2686A>G p.Lys896Glu rs1553414015 Missense VUS
MSH6 Ekzon 4 c.1661G>A p.Arg554His rs730881791 Missense VUS
PMS2 Ekzon 10 c.1240G>T p.Asp414Tyr rs370752614 Missense VUS
NBN Ekzon 12 €.1912T7>C p.Ser638Pro rs199657566 Missense VUS
PMS1 Ekzon 9 c.1801G>A p.Ala601Thr rs147450758 Missense VUS
PMS1 Ekzon 13 c.2780A>G p.Tyr927Cys rs111254723 Missense VUS
PMS1 Ekzon 3 €.224C>T p.Thr75lle rs61756360 Missense VUus
RAD51C** ] Ekzon 5 c.751G>A p.Asp251Asn - Missense VUus

*: MUTYH varyant1 dort hastada tespit edilmistir.

**: RADS51C varyant1 akraba olan {i¢ hastada tespit edilmistir.

Aile 6ykdsii ile bagvuran 3 hastada RADS1C ¢.751G>A varyant1 heterozigot olarak

saptanmistir. Hastalardan biri 22 yasinda digeri 29 yasinda olan kiz kardes, digeri ise 47
yasinda olan teyzeleridir. Teyzenin annesi ve kiz kardesi meme kanseri tanili olup ailede
akciger kanseri Oykiisii bulunmaktadir. MUTYH ¢.884C>T varyant: ise akrabalik iligkisi
bulunmayan 4 farkli kiside tespit edilmistir. Bunlardan 2’si meme kanseri tanili, 1’1

yumurtalik kanseri ve 1’1 de ailede meme kanseri dykiisii ile bagvuran hastalardir.

Calismamiz sonucunda hastalarin  %42,7°s1  (41/96) mutasyon tasiyicisi olarak
tanimlanmistir. Tastyicilarin 35’1 (%36,4) en az bir tane VUS olarak tanimlanan varyanta
sahipken bunlardan 2’si (%2) hem VUS hem patojenik varyant, 8’1 (%8,3) patojenik veya
muhtemel patojenik varyant tasimaktadir. Geri kalan 55 (%57,2) hastada 19 gende hicbir
varyant tespit edilmemistir. Tespit edilen varyantlarin hasta grubuna gore siklik yiizdeleri

Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Toplam varyant sikhig

8,3%

M Negatif
VUS

mP/LP

m VUS+P/LP

Sekil 4. 2. Calismaya dahil edilen hastalarda varyant sikliklar

Tiim hasta grubu karsilagtirildiginda, meme kanseri tanili hastalarin 23’iinde (%54,8),
aile Oykiisii ile gelen hastalarin 13’{inde (%3 1) ve yumurtalik kanseri tanili hastalarin 6’sinda
(%14,3) mutasyon tespit edilmistir. Hasta gruplar1 arasinda mutasyon durumuna gore

anlaml iligki bulunamamistir (P =0,565) (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Hasta gruplari arasinda mutasyon durumu

Mutasyon Mutasyon
Grup Tagiyan;N % Tasimayan;N % P
Toplam 41 55 0,565
Meme Kanseri Tanili 23 54,8 36 65,5
Aile Oykiisi ile Basvuran 13 31 13 23,6
Yumurtalik Kanser Oykisi ile Basvuran 6 14,3 6 10,9

NOT: P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir

Calismaya dahil edilen 96 hastadan 3’1 (3%) erkek hastadir. Bunlardan biri 63 yasinda
Prostat kanser Oykiisiine sahiptir ve anne ve teyzesi meme kanseri tanili olan bu hasta ailede
meme kanseri Oykiisii ile basvurmustur. Digeri 49 yasinda meme kanseri tanili ve invaziv
karsinom tiiriine ve lenf nodu metastazina sahip hastadir ve ¢alismamiz sonucunda bu iki
hastada anlaml1 varyant saptanmamistir. Ailede kanser 0ykiisii ile bagvuran bir diger hasta
26 yasinda olup calismamiz sonucunda MSH2 geninde c.1787A>G (p.Asn596Ser)

heterozigot VUS varyanti saptanmistir.
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Meme kanseri tanili hastalarin 6zellikleri ile mutasyon durumu arasinda iliski olup
olmadigina bakmak icin ayr1 degerlendirilmistir. Meme kanseri alt tipleri ER, PR, Her2 ve
Ki-67 biyobelirteglerin durumuna gére Luminal A, B ve TNBC olarak simiflandirilmistir.
Meme kanseri tanilt TNBC alt tipine sahip 5 (%13,9) hastada hi¢ varyant saptanmamastir.
Tablo 4.4°de gosterildigi gibi meme kanseri tanili hastalarin klinik 6zellikleri ile mutasyon

durumu arasinda anlamli iligki bulunamamastir.

Tablo 4. 4. Meme kanseri tanili hasta 6zellikleri ve mutasyon durumu

Mutasyon Mutasyon
Ozellikler Tagiyan;N %  Tasimayan;N % P
Meme Kanser Tanili Toplam 23 38,9 36 61
Histolojik Siniflandirma 0,74
invaziv Karsinom 10 435 22 61,1
in Sitt Karsinom 7 30,4 12 33,3
Bilinmeyen 6 26,1 2 5,6
Meme Kanseri Alt Tipleri 0,206
Luminal A 4 17,4 7 19,4
Luminal B 8 34,8 11 30,6
TNBC 0 5 13,9
bilinmeyen 11 478 13 36,1
Tumor Derecesi 0,693
1 veya 2 9 39,1 16 444
3 2 8,7 3 8,3
Bilinmeyen 12 52,2 17 47,2
Metastaz 0,146
Negatif 7 30,4 7 19,4
Pozitif 4 17,4 15 41,7
Bilinmeyen 12 52,2 14 38,9

NOT: P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir

4.2.1. Patojenik / Muhtemel Patojenik Mutasyon Saptanan Hasta Bulgulan

Mutasyon saptanan 41 hastadan 8’inde (%21,9) patojenik ve/veya muhtemel patojenik
varyantlar saptanmistir. 2 (%#4,8) hastada patojenik/muhtemel patojenik varyantlara ek
olarak VUS olarak smiflandirilan varyantlar da tespit edilmistir. Hastalarin 6zellikleri ve

saptanan genlerin 6zeti Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4. 5. Patojenik/muhtemel patojenik varyant saptanan hastalarin 6zellikleri

Basvuru  Karsinom Derece/ Ailede meme Ailede diger Etkilenen

Hasta Ya Biyobelirtegler Mutasyon Patojenite
g Nedeni Tiirll Metastaz kanseri neoplazmlar U 6 Gen U !
A R Kiz kardes T
1 69 Meme Ca Bilinmiyor  Bilinmiyor YOK Bilinmiyor ATM p.Gly880Ser LP
meme ca
ATM  p.Leu2945ValfsTerl0 P
2 48 Meme Ca Bilinmiyor  Bilinmiyor Kiz kardes YOK Bilinmiyor
ilinmi ilinmi ilinmi
Y Y AR G Yy SLX4 p.Val783lle Vus
BARD1 p.Ser344Arg VUS
i -
3 49 Memeca " 3 /Lenfnou YOK YOK ER, PR+, Her2-  RADS0 p.Arg138Ter P
Karsinom
Endometrioid 3 / metastaz aad . o
4 44  OverCa . YOK endometrium Bilinmiyor MSH2 p.Ser77CysfsTerd P
karsinom yok
ca
5 39 OverCa Bilinmiyor  Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor MSH2  p.Thr321ProfsTerl1 P
MUTYH p.Pro295Leu LP
6 45 Meme Ca Bilinmiyor  Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor MUTYH p.Pro295Leu LP
invaziv Pankreas,
7 28 Meme Ca Karsinom Bilinmiyor YOK tiroid, akciger  ER, PR+, Her2- MUTYH p.Pro295Leu LP
ca
. . MUTYH p.Pro295Leu LP
Ailede Anne ve Abla  Mide ca ve
8 43 YOK YOK YOK BLM p.Aspl153Ala VUs
meme Ca meme ca lenfoma
MRE11 c.20+92A>G VUS

Hasta 1:

48 yasinda kadin hasta meme kanseri tanis1 olmayan sadece aile 0ykiisii ile bagvurmus
olup hastanin aile bilgilerine ulasilamamustir. Dizileme sonucunda hastada saptanan ATM
geni 17. ekzonda p.Gly880Ser (c.2638G>A) heterozigot varyant1 Varsome veritabaninda
muhtemel patojenik olarak bildirilmis olup Clinvar veritabaninda bildirilmemis ve varyanta
dair toplum ¢aligmasi yapilmamustir. Yapilan in-silico analizlerde Mutation Taster, DANN
ve SIFT e gore zararl bir varyant olabilecegi tespit edilmistir. ACMG kriterleri géz 6niinde

bulunduruldugunda muhtemel patojenik varyant olarak siniflandirilabilir.

Hasta 2:

48 yasinda kadin hasta meme kanseri tanis1 almis ve karsinom tiirii, metastaz ve timor
derecesi gibi bilgilere ulagilamamistir. Kiz kardesinde de meme kanseri tanist mevcuttur.
Hastada saptanan ATM geni 61. Ekzonda p.Leu2945ValfsTerl0 (c.8833 8834delCT)
cergeve kaymasi delesyonu literatiirde kalitsal kanser sendromu ile iligskilendirilmistir.
cDNA’da 8834. Pozisyonda meydana gelen ‘CT delesyonu’ sonucu 2945. pozisyondaki
Losin aminoasidi Valin’e doniismiis ve devamindaki dizide ¢ergeve kaymasi sonucu protein
10 aminoasit sonra erken sonlanmistir. Bu mutasyon proteinin kinaz domaininde yer almakta
ve protein stabilitesinin degigmesi sonucunda kinaz aktiitesinin kaybina yol a¢maktadir.
Ilgili mutasyon, Varsome, Franklin ve Clinvar veritabanlarinda patojenik olarak
bildirilmistir. GenomAD tarafindan bildirilen toplum c¢alismalarinda minér allel frekansi

60



%0,0004 olarak bildirilmistir. ACMG kriterleri goz oniinde bulunduruldugunda ilgili

varyant, patojenik olarak siiflandirilabilir.

Hastada ayn1 zamanda SLX4 geninde p.Val7831le (¢.2347G>A) heterozigot varyanti
ve BARDI1 geninde p.Ser344Arg (c.1032T>A) heterozigot varyanti saptanmis olup bu
genler Franklin ve Clinvar veritabanlarinda VUS olarak tanimlanmis ve mindr allel frekansi

% 1'in altinda bildirilmistir.

Hasta 3:

49 yasinda meme kanseri tanis1 almis kadin hasta, Invaziv karsinom tiiriine sahip olup
ER, PR pozitif Her2 negatif olarak tespit edilmis molekiiler alt tipi Luminal A olarak
belirlenmigtir. Timor derecesi 3 ve lenf nodu metastazi bulunan hastanin aile oykiisii
bulunmamaktadir. Hastada RADS50 geni 4. Ekzonda saptanan p.Argl38Ter (c.412C>T)
heteozigot mutasyonu literatiirde kalitsal kanser sendromu ile iliskilendirilmis stop
kodonuna yol agan ‘nonsense’ mutasyondur. Bu mutasyon proteinin ATPaz domaininde yer
almakta ve fonksiyon kaybina neden olmaktadur. ilgili varyant Varsome, Franklin ve Clinvar
veritabanlarinda patojenik olarak bildirilmis olup mindr allel frekans1 % 0,001°dir. Yapilan
in-silico analizlerde DANN ve Mutation Taster’a gore zararli varyant oldugu tespit
edilmistir. ACMG kriterleriyle degerlendirildiginde varyant patojenik bir degisim olarak

siniflandirilabilir.

Hasta 4:

44 yasindaki hasta yumurtalik kanseri tanili olup karsinom tiirii endometrioid
karsinomdur ve aile dykiisiinde endometrium yumurtalik kanserli abla ve iivey abla olmak
lizere 2 kisi bulunmaktadir. immiinohistokimya analizleri sonucunda MSH2 ve MSH6
genleri negatif olarak saptanan hasta mikrosatellit instabilitesi (MSI) acisindan
degerlendirilmek iizere molekiiler test i¢in yonlendirilmistir. Hastada saptanan MSH2 geni
2. ekzonda meydana gelen p.Ser77CysfsTer4 (¢.229 230delAG) gerceve kaymasi delesyonu
literatiirde kalitsal kanser sendromu ve meme karsinomu ile iliskilendirilmistir. Bu delesyon
proteinin DNA baglanma domaininde yer almaktadir. cDNA’da 230. pozisyonda meydana
gelen ‘AG delesyonu’ sonucu 77. pozisyondaki Serin aminoasidi Sistein’e doniigmiis ve
devamindaki dizide ¢erceve kaymasi sonucu protein 4 aminoasit sonra erken sonlanmistir.

Ilgili mutasyon, Varsome, Franklin ve Clinvar veritabanlarinda patojenik olarak bildirilmis
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ve varyanta dair toplum calismasi yapilmamustir. /n silico analizler sonucunda Mutation
Taster ve SITF’e gore zararli oldugu tespit edilen bu varyant ACMG kriterleri goz oniinde

bulunduruldugunda patojenik olarak siniflandirilabilir.

Hasta 5:

39 yasinda yumurtalik kanseri tanili hastanin klinik bilgileri ve aile 6ykdisii bilgilerine
ulagilamamistir. Hastada MSH2 geni 6. Ekzonda p.Thr321ProfsTerl1 (c.958 959dupAC)
cerceve kaymasi insersiyonu tespit edilmis olup ilgili varyant literatiirde endometriyal
kanser ile iliskilendirilmistir ve varyanta dair toplum ¢alismasi yapilmamistir. Bu varyant,
proteinin DNA’ya baglanmada kaldirag gorevi olan ve MSHG6 ile etkilesim bdlgesinde yer
almaktadir. Varyantla ilgili in-silico tahminler bulunmamaktadir. Franklin veritabaninda
muhtemel patojenik ve Varsome veritabaninda patojenik olarak bildirilen bu varyant ACMG

kriterleri g6z oniinde bulunduruldugunda patojenik olarak siniflandirilabilir.

Hastada saptanan bir diger varyant MUTYH geni 10. Ekzonda c¢.884C>T
(p.Pro295Leu) heterozigot olarak saptanmig olup bu varyant literatiirde polipoz ve kalitsal
kansere yatkinlik sendromu ile iligkilendirilmistir. Varsome ve Franklin veritabanlarinda
patojenik, Clinvar’da ise muhtemel patojenik olarak bildirilen ilgili varyanta dair yapilan
toplum ¢alismalarinda minér alel frekansi % 0,001 olarak saptanmistir. in vitro fonksiyonel
caligmalar, mutasyon sonucunda DNA baglanma aktivitesinin ve baz eksizyon onarim
aktivitesinin ciddi sekilde kusurlu oldugunu gostermektedir. Ilgili varyant Clinvar
veritabaninda farkli protein kodlamasi ile de yer almaktadir (NM_001048171.1-
p.Pro281Leu). in-silico analizler sonucunda Mutation Taster, DANN ve SITF’e gére zararl
oldugu tespit edilen bu varyant ACMG kriterleri géz oniinde bulunduruldugunda muhtemel

patojenik olarak siiflandirilabilir.

Ayni MUTYH varyant1 calisma grubumuzda 3 kiside daha heterozigot olarak tespit
edilmistir. Bunlardan biri “6 numaralr” 45 yasinda meme kanseri tanili hastadir ve klinik
bilgileri ile aile dykiisii bilgilerine ulasilamamistir. Digeri 7 numaral” 28 yasinda meme
kanseri tanist almig ve karsinom tiirli invaziv karsinom’dur. ER, PR pozitif, Her2 negatif
oldugu bilinen hastanin molekiiler alt tipi Luminal A olarak belirlenmistir. Aile dykiisiinde
meme kanseri yoktur ancak tiroid, pankreas ve akciger kanseri Oykiisii olan aile iiyeleri

bulunmaktadir.
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Hasta §:

43 yasinda meme kanseri tanist olmayan hasta aile oykiisii ile bagvurmustur. Ailede
lenfoma ve mide kanseri bulunan hastanin annesi 57 yasinda, ablasi 46 yasinda meme
kanseri Oykiisii bulunmaktadir. MUTYH geninde muhtemel patojenik p.Pro295Leu
varyantinin saptandigi 4. hastadir. Bu varyanta ek olarak, BLM geni 3. Ekzonda
p.Aspl53Ala (c.458A>C) heterozigot varyanti ve MRE11 geni 2. Intronda ¢.20+92A>G
heterozigot varyanti saptanmistir. BLM varyant1 Varsome ve Franklin veritabanlarinda VUS
olarak bildirilmis olup varyanta dair toplum calismasi yapilmamistir. MRE11 intronik
varyanti Franklin ve Varsome’da VUS olarak bildirilmis olup mindr alel frekansi
%0,001°dir. Her iki mutasyonda literatiirde herhangi bir kanserle iliskilendirilmemis olup

ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirilabilir.

63



5. TARTISMA

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlarda en yaygin kanserlerden biridir ve BRCAI ve
BRCAZ2 genlerindeki mutasyonlar, yaygin olarak kalitsal meme ve / veya yumurtalik kanseri
sendromuna yatkinlikla iligkilidir (Antoniou ve ark., 2003; Chen ve Parmigiani, 2007).
Bununla birlikte birkag¢ biiyiik olgekli ¢alisma coklu gen testinin, BRCA1 ve BRCA2
genlerinin geleneksel testi ile gozden kagabilecek, BRCA bulgusu olmayanlarda diger
genlerdeki potansiyel bulgular1 ortaya c¢ikaran kapsamli bir test yontemi oldugunu
gostermistir. Meme kanseri hastalarinda yapilan bu ¢oklu gen ¢alismalari sonucunda BRCA
olmayan genlerdeki tanisal verimin ¢ok yiiksek oldugu goriinmektedir, bu da BRCA1 / 2'nin
Otesinde testlerin farkli meme kanseri alt tiirleri i¢in daha kapsamli bir genetik kanser risk

degerlendirmesi sundugunu gostermektedir (Singh ve ark., 2018).

DNA onarim genlerindeki kusurlar, Bloom sendromu, Ataksi Telenjiektazi ve Werner
sendromu gibi nadir goriilen insan kansere yatkinlik bozukluklar ile iligkilidir. Bu nadir
sendromlarin disinda, yetersiz DNA onarmminin ailesel meme kanserinde ve bazi sporadik
meme kanserlerinde predispozan bir faktdr oldugu ileri siiriilmektedir. DNA onarim
genlerinde dogal olarak olusan polimorfizmlerin taranmasiyla meme kanserine genetik
yatkinligin anlagilmasinda ilerlemeler saglanmistir. Bu ¢alismalar, diisiik penetransh
genlerden veya bunlarin kombinasyonlarindan kaynaklanan DNA onarim kapasitesindeki
kusurlarin, diger genetik veya g¢evresel faktorler tarafindan degistirildigi belirlenen meme

kanseri riskiyle iligkili oldugunu ortaya koymustur (Sassi ve ark., 2013).

Bir¢ok calismada, kalitsal meme kanseri ile iligkili genleri ve varyantlari tespit etmek
icin ¢oklu gen panelleri kullanilmistir (Castera ve ark., 2014; Kurian ve ark., 2014; Maxwell
ve ark., 2015; Minion ve ark., 2015; Tung ve ark., 2016). Bu calismada, literatiirle benzer
olarak kalitsal meme kanserine yatkinlig1 olan hastalarda DNA hasar onarimdan sorumlu
olan ve hastalia sebep olan varyantlari belirlemek amaciyla BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
patojenik mutasyon tasimayan 96 hastada 19 gen yeni nesil dizileme yontemi ile

dizilenmistir.
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BRCA olmayan genlerde, zararli mutasyonlarin %36-61'inin rapor edildigi diger ¢coklu
gen bazli caligmalara kiyasla ¢ok daha diisiik olan kohortumuzda %38,3 oraninda zararl
mutasyon saptadik (Buys ve ark., 2017; Castera ve ark., 2014; Eliade ve ark., 2017; Susswein
ve ark., 2016). Bu varyantlar ATM, MSH2, RAD50 ve MUTYH genlerinde tespit edilmistir.

ATM genindeki bialelik  mutasyonlar, ilerleyici  serebellar — ataksi, bagisiklik
bozukluklari, insiiline direngli diyabet, radyosensitivite ve yiiksek malignite riski ile
karakterize nadir goriilen otozomal resesif gegisli bir bozukluk olan Ataksi-telanjiektaziye
(AT) neden olmaktadir (Gatti ve ark., 1991; Su ve Swift, 2000). Meme kanseri ile ilgili
yapilan ¢alismalar sonucunda ATM geni, artik ailesel erken baslangicli meme
kanseri olan BRCA1/2 negatif hastalarda orta derecede penetrasyonlu bir kansere yatkinlik
geni olarak kabul edilmektedir (Maxwell ve ark., 2015). Crawford ve arkadaslar1 (2017),
caligmalarinda bilateral meme kanseri Oykiisii olan 99 kadindan 1’inde ATM geninde
patojenik varyant tespit etmistir. Ayn1 zamanda ailede meme ve yumurtalik kanser oykiisii
bulunan 104 hastanin 3’tinde ATM geninde patojenik varyant saptadiklarini bildirmislerdir.
Biz de popiilasyon sayimizin yakin oldugu bu calisma ile benzer olarak %2 (2/96) oraninda

ATM geninde patojenik/muhtemel patojenik varyant tespit ettik.

ATM heterozigot mutasyon tasiyicilarinin genel popiilasyona kiyasla meme kanseri
riskinin iki kat arttifin1 ve 6zellikle 50 yasin altindaki kadinlarin bes kat daha fazla riske
sahip oldugunu bildirilmistir (Thompson ve ark., 2005). Bununla tutarh olarak, analizimiz
bir ATM patojenik mutasyonu tasiyan hastanin 48 yasinda meme kanseri gelistirdigini
gosterdi. Ayrica, varyantin saptandigi hastanin meme kanseri gelistiren birinci derece
akrabast vardi. Literatiirde patojenik olarak siniflandirilan ¢.8833 8834delCT c¢ergeve
kaymas1 delesyonu daha once AT ve meme kanserinden etkilenen bireylerde bildirilmistir
(Coppa ve ark., 2018; Magliozzi ve ark., 2006; Prodosmo ve ark., 2016). Proteinin kinaz
domaininde yer alan bu delesyon protein stabilitesinin degismesine ve kinaz aktivitesinin
kaybma yol agmaktadir. Varyantin saptandigi hastada ek olarak SLX4:¢.2347G>A ve
BARD1:¢c.1032T>A varyantlart saptanmis olup bunlar Clinvar veritabaninda VUS olarak
tanimlanmis ve minor allel frekanst % 1'in altinda klinik 6nemi bilinmeyen varyant oldugu
bildirilmistir. 69 yasinda meme kanseri tanis1 almis ve ailede meme kanseri dykiisii bulunan
diger hastada ATM geninde ¢.2638G>A varyant1 saptanmistir. Bu varyant ClinVar
veritabaninda bildirilmemis ve toplum g¢aligmasi yapilmamistir. Varsome veritabaninda

muhtemel patojenik olarak smiflandirilan varyant daha 6nce bir ¢caligma grubu tarafindan
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klinik 6nemi bilinmeyen olarak da bildirilmistir. Proteindeki fonksiyon kaybinin yani sira
hastanin aile dykiisiinde de meme kanseri olmasi ve varyantin muhtemel patojenik olarak
siniflandirilmasi goz 6niine alindiginda ilgili varyantin meme kanseri ile iligkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

Calismamizda hastalarin %6’sinda (6/96) ATM geninde klinik 6nemi bilinmeyen
varyanta rastlanmistir. Bunlardan ¢.3352A>G varyanti1 58 yasinda over serz karsinomlu bir
hastada tespit edilmistir. Literatiirde daha 6nce meme kanseri tanili bir hasta grubunda
saptanan bu varyantin in silico analizler sonucunda zararsiz olabilecegi tahmin edilmekte
ve yeterli ¢calisma bulunmadigindan klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir (Decker ve
ark., 2017). Yapilan caligmalarda, ATM genindeki patojenik varyantlarin meme kanserinin
yani sira yumurtalik kanserinde de etkisinin olabilecegi gosterilmistir (Kurian ve ark., 2017;
Kurian ve ark., 2019). Ancak mevcut kanitlar, ilgili varyantin yumurtalik kanseri klinigi
tizerine etkisi olup olmadigini anlamamiz i¢in yetersizdir. Varyantin tespit edildigi hastanin
meme kanseri riski agisindan degerlendirilmesi ve takip edilmesi diisiiniilebilir. Birinci
dereceden ailede meme kanseri Oykiisii ile bagvuran 2 hastada ATM geninde c.8415G>A ve
¢.6025T>C varyantlar tespit edilmistir. Literatiirde ¢.6025T>C varyant1 50 yasindan 6nce
meme kanseri teshisi konan bireylerde tespit edilmistir (Tung ve ark., 2015). Bu ¢aligma ile
uyumlu olarak, bizim g¢alismamizda da 46 yasindaki hastada saptanmistir. Literatiirde
¢.8415G>A varyant1 daha 6nce meme kanserli higbir hastada rapor edilmemis ve toplum
calismasi yapilmamistir. In silico analizler sonucunda zararsiz olabilecegi tahmin edilen bu
varyatin klinik 6nemi bilinmemektedir. Daha biiyiikk kohortlarda yapilacak caligmalar
sonucunda bu varyantlarin meme kanseri tizerine etkisi ile ilgili kanitlar artabilir ve aile

gecmisinden dolay1 hastalarin takip edilmesi biiyiik onem tasimaktadir.

Invaziv karsinomlu bir hastada ATM ve MLH1 genindeki varyantlar ayn1 anda tespit
edilmistir. ATM:c.3382C>G ve MLHI1:c.1344G>T varyant1 literatiirde meme kanseri
hastalarinda bildirilmemis ve klinik 6nemi bilinmeyen olarak siiflandirilmistir. ATM gen
tirtinii, MLH1 ve MSH2 tarafindan kodlanan DNA uyumsuzlugu onarim proteinleri gibi,
DNA biitiinliigiintin korunmasinda rol oynamaktadir (Canman ve Lim, 1998). Maillet ve
arkadaslar1 (2000), yaptig1 calismada MLH1 veya MSH2 mutasyon tasiyicilarindaki kanser
insidansinin belirli bir ATM polimorfizminin varhigindan etkilendigini ve bu genlerde ayni
anda kusur olan hastalarin yiiksek HNPCC ile iligkili risk altinda oldugunu gostermistir. Bu

dogrultuda bizim ¢alismamizda aynm1 anda bu varyantlarin tespit edilmesinin tesadiif
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olmadigint diisiindiirmektedir ancak bu varyantlarin hastada diger kanserlere yatkinliga

neden olup olmadigina dair ileri ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Calismamizda ATM ve SLX4 varyantlar1 invaziv karsinomlu 3 hastada ayni anda
tespit edilmistir. Hastalardan biri 39 yasinda, ATM geninde ¢.3495C>A ve SLX4 geninde
c.4569G>T varyant1 tasimaktaydi. Digeri 58 yasinda olan hastada, ATM:c.6823A>G ve
SLX4:¢.2620G>A varyantlar1 saptanmistir. Bu varyantlar daha once literatiirde kanser ile
iliskilendirilmemis ve meme kanseri hastalarinda tespit edildigi bildirilmemistir. SLX4,
cesitli DNA onarim aktiviteleri i¢in iskele gérevi géren bir ATM substratidir (Holloway ve
ark., 2011). Bu da DNA onarimi sirasinda bu gendeki kusurlarin birbirlerini
etkileyebilecegini ve bu nedenle hastalarda aynt anda bu genlere rastladigimizi
diisiindiirmektedir. Ancak klinik 6nemi heniiz bilinmeyen bu varyantlarin aym1 anda
gorilmesinin meme kanseri klinigine etkisi hakkinda yorum yapabilmemiz ic¢in ek

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Onceki calismalar, ATM tastyicilarinda gelisen meme kanserlerinin histopatolojik
degerlendirmelerinde ER, PR pozitif ancak HER2 reseptoriiniin negatif oldugunu
gostermistir (Prodosmo ve ark., 2013; Prodosma ve ark., 2016). Ancak ¢calismamizda hasta
bilgilerinin tamamina ulasilamadigi i¢in histopatolojik yonden degerlendirilmesi
yapilamamigtir. AT sendromu ve ATM mutasyonlarinin heterozigot tasiyicilar1 olan
hastalarda , muhtemelen kusurlu DNA onarimi ve normal dokulardaki genomik instabilite
nedeniyle radyoterapiye kars1 artan toksisite bildirilmistir (Xiong ve ark., 2013).
ATM heterozigotlarinda artan meme kanseri riski goéz Oniine alindiginda, radyasyon

tedavisine yanit potansiyel klinik 6neme sahiptir ve daha fazla aragtirma gerektirir.

Baslangicta ATM/ATR ig¢in fosforilasyon hedeflerinden biri olarak tanimlanan SLX4,
en az ii¢ niikleaz ile etkilesime giren ¢ok alanli bir iskele proteinidir (Svendsen ve ark.,
2009). SLX4 biallelik mutasyonlar1 daha once Fankoni anamisinin alt tipi olan FAP
hastalarinda tanimlanmistir (Kim ve ark., 2011; Stoepker ve ark., 2011). FA yollarinda
onceden tanimlanmis tiim akis asag1 efektorlerin monoalelik germ hatt1 degisiklikleri meme
kanserine yatkinlik yaratmaktadir. Bu hastalara ait hiicre hatlarmin fenotipi, DNA onarimi
icin gerekli olan SLX4 ile tutarli oldugundan SLX4'teki monoalelik germ hatti
mutasyonlariin tastyicilar1 meme kanserine yatkin hale getirebilecegi hipotezi ortaya

atilmistir (Shah ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda 5 hastada SL.X4 geninde monoallelik
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varyantlar saptanmis ancak bunlar klinik 6nemi bilinmeyen olarak siniflandirilmistir.
Varyantlardan biri, ¢.5228C>T olup lenf nodu metastazli ileri evre meme kanseri hastasinda
saptanmigstir. Digeri, ¢.2675C>T varyant1 invaziv lobiiler karsinonlu hastada saptanmaistir.
Fonksiyonel c¢alismalarin eksikliginden dolayr klinik 6nemi belirsizligini koruyan bu
varyantlarin meme kanserine yatkinligini anlayabilmemiz i¢in ek c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Shah ve arkadaslar1 (2013), SLX4'teki fonksiyon kaybi mutasyonlarinin ¢ok nadir
durumlarda meme kanseri gelisimine katkida bulunabilecegini gostermislerdir. Bizim
calismamizda SLX4 geninde saptadigimiz varyantlarin fonksiyon kaybina neden olup
olmadigr belirsizligini korudugu i¢in meme kanseri gelisimi {izerindeki etkisi
bilinmemektedir. Ancak, ileri ¢caligmalarin yapilmasiyla VUS varyantlarin patojenitesinin
degismesi muhtemeldir ve nadir de olsa SLX4 genindeki bu varyantlarin klinik ile iligkili

olabilecegini diistindiirtebilir.

MUTYH ile iligkili polipoz, MUTYH genindeki bialelik germ hatti mutasyonlarinin
neden oldugu otozomal resesif bir kolorektal adenom ve karsinoma yatkinlik sendromudur
(Jones ve ark., 2009). MAP'li hastalar son derece yiiksek kolorektal kanser riski altindadir,
ancak tek bir MUTYH mutasyonunun heterozigot tasiyicilarinda kolorektal ve diger
kanserlerin riskleri belirsizdir. Biallelik MUTYH gen mutasyonlart meme kanserine
yatkinlik yaratir, ancak monoallelik MUYH mutasyonlarinin meme kanserini arttirdigi
tartismalidir (Fulk ve ark., 2019). Calismamizda MUTYH: ¢.884 C>T varyant1 4 kiside
monoallelik (heterozigot) olarak saptanmistir (Tablo 4.5). Bu varyant daha 6nce MAP’den
etkilenen bireylerde bialelik (hem homozigot hem bilesik heterozigot) durumda gézlenmistir
(Jones ve ark., 2009; Morak ve ark., 2010). Ayn1 zamanda ilgili varyant, kolorektal kanser
tanili tiirk popiilasyonunda yapilan calismalarda bialelik olarak tespit edilirken kalitsal
meme kanserli hastalarda monoallelik olarak saptanmistir (Erdem ve Bahsi, 2020; Erdem ve
Babhsi, 2019;Solmaz ve ark., 2021). Bu varyant Clinvar’da farkli protein kodu ile de yer
almaktadir (NM_001048171.1 - p.Pro281Leu). Yapilan fonksiyonel ¢aligmalar sonucunda
varyantin FLC (Demir-Kiikiirt kiimesi) domaininde yer aldig: tespit edilmistir. Bu domainde
yer alan mutasyonun substrat baglanmasin1i ve baz eksizyon aktivitesini bozdugu
bulunmustur (Brinkmeyer ve David, 2015). Bizim ¢alismamizda hastalarda ikinci isabetin
eksik olmasindan bu muhtemel patojenik degisiklik klinik ile iligkilendirilememistir. NGS

yontemi ile CNV'ler degerlendirilebilmesine ragmen, CNV'leri tespit etmek icin altin
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standart MLPA genetik test analizidir. Hastalarda ikinci isabetin diglanmasi icin MLPA

analizi Onerilebilir.

Meme kanseri ile ilgili yapilan ¢alismalarda en ¢ok odaklanilan BRCA1 ve BRCA2
genlerine ek olarak, NBN, RAD51C ve BRIP1 gibi baz1 yeni aday genler listeye eklenmistir
(Tung ve ark., 2015). Bu ¢alismada da hastalarda bu 3 gende monoalelik degisiklikler
gbzlenmistir. Ancak bu genlerin penetransi ve klinik spektrumunun daha fazla arastirilmasi

gerekmektedir.

RADS51 rekombinaz, homolog rekombinasyon ile DNA ¢ift zincir kiriklarinin
onariminda kritik bir role sahiptir. Insanlarda bes adet RAD51 paralogu vardir; RAD51B,
RADS1C, RAD51D, XRCC2 ve XRCC3. Bunlar RAD51'in DNA'ya baglanmasini tesvik
ederler (Stratton ve Rahman, 2008). Calismalar, homolog rekombinasyon onarimi igin
gerekli olan RADS51C'nin nadir goriilen bir kalitsal meme ve yumurtalik kanseri duyarlilik
geni oldugu bildirilmistir ve BRCA1 ve BRCA2 negatif kalitsal meme ve yumurtalik
kanseri ailelerinde birkag¢ patojenik RADS51C mutasyonu tanimlanmistir (Meindl ve ark.,
2010). Calismamizda vakalarin %3’ilintin aynt RAD51C:c.751G>A varyant: tasidig: tespit
edilmis olup bunlarin aile dykiisii ile basvuran 3 akraba oldugu belirlenmistir. /n silico
analizlerde Mutation Taster ve DANN’a gore zararli, SIFT’e gore zararsiz bir varyant
olabilecegi tahmin edilen bu varyant ClinVar’da daha 6nce bildirilmemistir. Klinik 6nemi
bilinmeyen ¢.751G>A varyant1 i¢in dngoriilen zarar verici etkiler ve protein yapisindaki
degisiklikler nedeniyle meme kanseri ile iliskilendirilebilir. Ek olarak calismaya dahil edilen
hasta popiilasyonunda RADS51 rekombinazin bir diger paralogu olan RAD51D geninde hig

varyant saptanmamaigtir.

BRIP1'deki germline mutasyonlari, gelisimsel anormallikler, kemik iligi yetmezligi ve
kansere yatkinlik ile karakterize bir kromozom instabilite bozuklugu olan Fanconi anemisi
ile iligkilidir (Levitus ve ark. 2005; Levran ve ark., 2005). BRIP1 geninin islev kayb1
mutasyonlart c¢ogunlukla yumurtalik kanseri riski ile iligkili olsa da, risk orani
bildirilmemekle birlikte meme kanserine yatkinligr da arttirmaktadir (Weber-Lassalle ve
ark., 2018). Yapilan calismalar sonucunda BRIP1'deki nadir bir protein kesen varyant, diisiik
penetransli meme kanserine duyarlilik allelleri olarak tanimlanmistir (Seal ve ark., 2006).
Calisgmamizda BRIP1 ¢.1981T>G varyant: aile dykiisii ile basvuran ve annesi yumurtalik

kanseri tanil1 33 yasindaki hastada saptanmistir. ClinVar veritaban1 bu varyant i¢in klinik

69



Oonemi bilinmeyen olarak tek bir giris (Varyasyon Kimligi: 233429) icermektedir. Bu amino
asit pozisyonu, mevcut omurgali tiirlerinde yliksek oranda korunmusg bolgede yer almaktadir.
Yanlis anlam degisikliklerinin protein yapisi ve islevi lizerindeki etkisini tahmin etmek igin
gelistirilen algoritmalardan Mutation Taster ve PROVEAN’a gore zararli, SIFT e gore tolere
edilebilir oldugu belirtilmistir, ancak bu tahminler, yayinlanmis fonksiyonel ¢alismalarla
dogrulanmamustir. Diger klinik 6nemi bilinmeyen bir varyant olarak BRIP1: c.446A>G
degisikligi, cok genli bir panel ile test edilen Hindistanli 1010 meme ve / veya yumurtalik
kanseri hastasindan olusan bir kohortta bildirilmistir (Singh ve ark., 2018). Bizim
calismamizda da bu varyant 34 yasinda meme kanseri ve yumurtalik kanser dykiisii bulunan
hastada tespit edilmistir. /n silico analizler sonucunda ilgili varyantin tolere edilebilir oldugu
tahmin edilmistir. Bu klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin klinik ile iliskilendirilebilmesi
icin fonksiyonel ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. BRIP1 genindeki nadir varyantlar
saptamak i¢in yapilan bir calismada yumurtalik ve erken baslangicli meme kanseri olan
hastalarin yaklasik % 2'sinin BRIP1 DNA helikazinda nadir bir missense varyant tasidigi
gosterilmistir (Moyer ve ark., 2020). Bizim ¢alismamizda da BRIP1 geni VUS varyanti

siklig1 % 2 olarak saptanmustir.

NBN geni, MRE11A ve RADS0 genleri ile birlikte MRN kompleksini olusturarak
DNA hasar onariminda rol alir (Waltes ve ark., 2009). NBN genindeki mutasyonlar,
mikrosefali, biliylime geriligi, immiin yetmezlik ve Ozellikle kansere yatkinlikla
sonuglanabilen bir radyasyon duyarliligi bozuklugu olan Nijemen kirilma sendromu gibi
otozomal resesif bozukluga yol acar. NBN geni {izerinde yapilan caligmalar, bu gende
meydana gelen polimorfik varyantlarin ve kusurlu mutasyonlarin DSB onarim mekanizmast
araciligiyla meme kanseri riskini artirdigini diisiindiirmektedir (Uzunoglu ve ark., 2016).
Calismamizda sadece bir hastada NBN:c.1912T>C varyant1 tespit edilmistir. Tlgili varyant
daha once kalitsal kanser sendromu ile iligkilendirilmis ve yapilan ¢aligmalar bu varyantin
MRE11A baglanma bdlgesinde yer aldigmi belirtmistir. Bu, MRE11A’nin NBN’ye
baglanmasini bozabilir ve bdylece MRN kompleksinin islevini degistirerek kansere
yatkinlig1 artirabilir (Wang ve ark., 2013). Klinik 6nemi belirsiz olan bu varyantin klinikle

iliskilendirilebilmesi i¢in daha fazla ¢aligsmaya ihtiyag¢ vardir.

MREI11A proteini, ¢ift sarmallit DNA kiriklarinin onarimi sirasinda meydana gelen
homolog olmayan ug birlestirme ve homolog rekombinasyonda islev goriir (Xie, Kwok ve

Scully, 2009). MRE11A genindeki hipomorfik mutasyonlarin, fenotipleri AT'ninkilerden
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ayirt edilemeyen ataksi-telanjiektazi benzeri bozukluga neden oldugu bildirilmistir (Stewart
ve ark., 1999). MRE11A'nin meme kanserine yatkinlik geni olduguna dair artan kanitlar
vardir ve bazi veriler bunun 6zellikle ii¢lii negatif/bazal benzeri meme kanserleriyle iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (Olliier ve ark., 2015). Bu ¢alismada, MRE11A gendeki
mutasyon siklig1 %3 olarak tespit edilmistir ve bu mutasyonlar literatiirde klinik dnemi
bilinmeyen olarak siniflandirilmistir. MRE11A:c.1051C>T varyant1 literatiirde daha once
meme kanseri olan hastalarda bildirilmemistir. Calismamizda 48 yasinda meme kanseri
tanil1 ve ailesinde meme ve akciger kanser 6ykiisii bulunan bir hastada tespit edilmistir. in
silico analizler sonucunda Mutation Taster ve¢ PROVEAN’a gore zararli, SIFT e gore ise
zararsiz oldugu tahmin edilen bu varyantin celigkili sonuclardan dolayr klinik 6nemi
belirsizligini korumaktadir. MRE11A:c.818C>G varyant1 literatiirde daha 6nce kanser ile
iliskilendirilmemistir ancak tiirk popiilasyonunda kolorektal hastalarda yapilan bir ¢alismada
tespit edilmistir (Erdem ve Bahsi, 2020). Calismamizda, 36 yasinda invaziv karsinomlu
meme kanserli bir hastada saptanan bu varyant i¢in in silico analizler zararl olabilecegini
tahmin etmektedir. Son olarak ¢.20+92A>G intronik varyant1 ailede meme kanseri oykiisti
ile bagvuran bir hastada tespit edilmistir. ClinVar’da bildirilmeyen bu varyantla ilgili yapilan
toplum caligsmalarinda (ExAC ve GnomAD) MAF degeri 9%0,001 oldugu bildirilmis ancak
daha once klinikle iligkilendirilen g¢aligmalar yapilmamistir. Hastada ayn1 zamanda
MUTYH:c.884C>T muhtemel patojenik varyantt ve BLM:c.458A>C VUS varyanti
heterozigot olarak saptanmistir. BLM:c.458A>C daha Once literatiirde kanserle
iligkilendirilmemis ve ClinVar’da bildirilmemistir. BLM geninin protein {iriini,
MREI11Anin eksoniikleaz aktivitesinden sonra DNA uglarindaki ¢ift yonlii rezeksiyonu
saglamaktadir. Bu VUS varyantlarin tek basina etkisi olmasa da ayn1 mekanizmada rol alan
genlerdeki kusurlar birbirlerini etkileyerek DNA onariminin  diizglin  bir sekilde
gergeklestirilememesine ve kanserin ilerlemesine neden olabilir. Sinirh kanitlara ragmen,
MREI11A'daki mutasyonlar meme kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir (Bartkova ve ark.,
2008). Verilerimiz, MRE11A mutasyonu tasiyan probandlarin meme kanseri gelistiren ve
ailede meme kanseri Oykiisi oldugunu gdstermektedir. Tespit ettifimiz varyantlarin
patojenitesinin netlestirilmesi MRE11A'nin meme kanseri i¢in predispozan bir gen olduguna

dair kanitlan gliglendirecektir.

RADS50 , 6nemli bir DNA onarim genidir ve homolog rekombinasyon yolunda yer alir
(Stracker ve ark., 2004). Yeni nesil dizileme ile tespit edilen RADS50 germ hatti mutasyon

oranlar1 daha dnce li¢lii negatif meme kanseri hastalar1 (%0.33) (Couch ve ark., 2015), erken
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baslangi¢cli meme kanseri hastalari (%0.36) (Maxwell ve ark., 2015) ve ailesel meme kanseri
hastalar1 (9%0.10) (Thompson ve ark., 2016) olmak {lizere meme kanseri hastalarinda rapor
edilmistir. Calismamizda hasta grubunun %3’iinde RADS50 varyanti saptanmistir ve
hastalarin hepsi meme kanseri tanis1 almis invaziv karsinom tiiriine sahiptir. Calismamizda,
RADS50 geninde ¢.412C>T patojenik varyanti 49 yasinda lenf nodu metastazi bulunan ileri
evre meme kanser tanili bir hastada saptanmistir. Bu gen daha dnce meme kanseri olan
hastalarda bildirilmis ve patojenik olarak siniflandirilmistir (Fan ve ark., 2018; Guan ve ark.,
2015). Tespit ettigimiz varyant proteinin ATPaz bolgesinde yer almakta ve fonksiyon
kaybina neden olmaktadir. RAD50'deki fonksiyon kaybi varyantlarmin patojenik oldugu
bilinmektedir (Tommiska ve ark., 2006; Waltes ve ark., 2009). Literatiirde sunulan bu bilgi
dogrultusunda, bu degisikligin fonksiyon kaybina yol agmasindan dolayr meme kanseri
gelisiminde etkisi oldugu diistiniilmektedir. RADS50 geninde saptanan diger ¢.2840T>C ve
c.1336A>G varyantlar1 invaziv karsinomlu iki hastada saptanmis ve klinik Onemi
bilinmeyen olarak smiflandirilmistir. ¢.2840T>C varyant1 literatiirde daha 6nce meme
kanseri tanil1 hastalarda saptanmamistir ve mevcut kanitlar bu varyantin hastaliktaki roliinii
belirlemek i¢in yetersizdir. ¢.1336A>G varyant1 daha 6nce erken baslangicli meme kanseri
hastalarinda tespit edilmistir (Damiola ve ark., 2014; Lu ve ark., 2015; Young ve ark., 2016).
Bizim calisamamizda da hasta erken baslangi¢cli meme kanseri tanisina sahipti. Thompson
ve arkadaglar1 (2016), yumurtalik kanseri hiicrelerinde RADS50 ekspresyonunun asagi
regiilasyonunun sisplatin ve olaparib'e artan bir yanita yol agtigmi ileri slirmiistiir. Bu
nedenle, RAD50 mutasyon tastyicilari, PARP inhibitdrleri ile tedavi i¢in potansiyel adaylar

olabilir.

Calismamizda MRN kompleksi genlerinde varyant tespit ettigimiz hastalarin yas
ortalamas1 43’tiir (31-55). Soderlund ve arkadaslar1 (2007), yaptiklar1 calismada MRN
kompleksinde yer alan genlerin azalmis ekspresyonunun erken meme kanserli hastalarda
radyoterapinin zayif etkisinin oldugunu gostermislerdir. Bu dogrultuda, erken yasta meme
kanserine yakalanan bu hastalarda MRN genlerindeki mutasyonlarin tespit edilmesi ile
radyoterapinin yani sira farkli tedavi segeneklerinin de diistiniilmesi hastaligin ilerlemesini
onlemede faydali olabilir. Coklu panel testlerinin yaygin hale gelmesi ve tespit edilen
varyantlarin fonksiyonel ¢aligmalarin arttirilmasi ile bu varyantlara sahip bireyler i¢in

bireysellesmis tedavilerin uygulanmasina aracilik edecektir.
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BLM, ¢ift sarmal kiriklarinin homolog rekombinasyon ile onariminin baglatiimasi ve
diizenlenmesinde dnemli rollere sahiptir ve germ hastti mutasyonlart Bloom Sendromuna
neden olmaktadir (Arora ve ark., 2015). BLM geni ile ilgili yapilan bir ¢alismada, saglikli
kadinlara kiyasla meme kanseri hastalarinda asir1 miktarda germ hatti BLM mutasyonu
oldugu gosterilmistir. Ayrica, birinci derece aile Oykiisii, hastaligin erken baslangict ve
bilateralitesi gibi hastaligin klinik belirtileri ile karakterize edilen meme kanseri
vakalarinda BLM heterozigotlugu daha yaygin egilimde oldugu gdsterilmistir (Sokolenko
ve ark., 2012). Bu ¢alismayla uyumlu olarak, biz de hastalarin %4’tinde BLM varyantlar1
tespit ettik ve bunlar ailede meme kanseri dykiisli bulunan, bilateral meme kanseri tanili ve
erken baslangic yasina sahip hastalardi. Bu varyantlardan BLM:c.3179A>T varyanti,
bilateral meme kanseri tanil1 ve invaziv duktal karsinomlu bir hastada tespit edilmistir. Ilgili
varyant, ClinVar’da bildirilmemistir ve in silico analizler zararli olabilecegini tahmin
etmektedir. Diger varyant, BLM:c.2237C>T erken baslangi¢li invaziv karsinom tiiriine sahip
hastada tespit edilmistir. Bu varyant daha 6nce meme kanserli veya diger kanserlere sahip
hastalarda bildirilmemis olup klinik 6nemi bilinmeyen olarak ClinVar’da yer almaktadir.
BLM:c.3427G>A varyant1 literatiirde klinik 6nemi bilinmeyen olarak yer almaktadir ve
daha 6nce meme ve yumurtalik kanser riski tagiyan bir bireyde tespit edilmistir (Mirzaei ve
Schmidt, 2012; Quezada ve ark., 2018). Calismamizda da ailesinde meme kanseri oykiisii
bulunan bir kiside saptanmistir. Deneysel ¢alismalar, bu varyantin bir maya modelinde BLM
protein fonksiyonunu bozmadigin1 gostermistir ancak mevcut kanitlar bu varyantin
hastaliktaki roliinii belirlemek i¢in yetersizdir (Mirzaei ve Schmidt, 2012). BLM
ekspresyonundaki diisiis, bozulmus HR onariminin bir belirteci oldugundan, diisiik BLM
tiimorlerinin, PARP'1 hedefleyenler gibi BER inhibitorleri kullanilarak sentetik liimciilliik
tarafindan hedef alinabilecegini iddia eden ¢alismalar mecvuttur. Bu ¢alismalar, BLM'nin
meme kanserinde umut verici bir biyobelirte¢ ve rasyonel bir ilag hedefi olduguna dair

kanitlar sunmuslardir (Arora ve ark., 2015; Bryant ve ark., 2005; Nguyen ve ark., 2013).

MMR genlerindeki germ hatti mutasyonlar1 otozomal dominant olarak kalitim
gosteren Lynch sendromu ile iliskilidir. MMR mutasyon tasiyicilari, genel popiilasyonla
karsilastirildiginda kolorektum, endometriyum, mide, yumurtalik, meme ve pankreas gibi
diger kanserler agisindan 6nemli Slgiide artmis risk altindadir (Bonadona ve ark., 2011;
Vierkoetter ve ark., 2014). Yumurtalik kanserinde MMR eksikligi, BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlarindan sonra kalitsal yumurtalik kanserinin en yaygin nedenidir (Xiao, Melton

ve Gourley, 2014). Onceki arastirmacilar, yumurtalik kanseri olan se¢ilmemis hastalarin %
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2-10'unun MMR ekspresyonunda kayip oldugunu bildirmiglerdir (Lu ve ark., 2012). Bizim
calismamizda, vakalarin % 2’sinin (2/96) MMR genlerinde patojenik mutasyon tasidigi %
9,3’liniin (9/96) ise en az bir VUS varyant tasidig1 tespit edilmistir. Her iki patojenik
mutasyon da MSH2 geninde ve yumurtalik kanseri 6ykiilii iki kadinda saptanmigtir. MSH2
geninde tespit edilen c.229 230delAG c¢ergeve kaymasi delesyonu literatiirde Lynch
sendromundan etkilenen birden fazla kiside bildirilmistir. Mutasyonun saptandigi hasta 45
yasinda yumurtalik endometriyum kanser tanili olup, tiimoér dokusunda immiinohistokimya
analiz sonucunda MLH1, PMS2 pozitif, MSH2, MSH6 negatif olarak tespit edilmis ve
mikrosatellit instabilite acisindan incelenmek {izere molekiiler tetkik istenmistir.
c.229 230delAG patojenik mutasyonu nedeniyle tiimor dokusunda MSH2 protein
ekspresyonlarinin  yetersizligine neden olacagindan sonucumuz immiinohistokimya

sonucunu destekler niteliktedir.

Diger patojenik mutasyon, MSH2:c.958 959dupAC c¢erceve kaymasi insersiyonu
olup InSIGHT veritabaninda sadece 1 vakada tespit edilmis ve bugiine kadar baska bir
calisma rapor edilmemistir. Ilgili varyant 39 yasinda yumurtalik kanser tanili hastada tespit
edilmistir. Jensen ve arkadaslar1 (2008), MMR ekspresyonu kaybi1 gosteren yumurtalik
kanserli hastalarin erken evre tiimdorlerle bagvurdugunu bildirmislerdir, bizim ¢alismamizda
bunu dogrulamaktadir. Hastada ayni zamanda MUTYH geninde muhtemel patojenik oldugu
diisiiniilen ¢.884C>T varyant1 heterozigot olarak saptanmistir. Onceki calismalarda, ayni
bireyde birden fazla gende patojenik mutasyonlar, meme, yumurtalik, kolon ve genel kalitsal
kanser risk testi yapilan daha biiyiik kohortlardaki hastalarin yaklasik %3'tinde gézlenmistir
(LaDuca ve ark., 2014). Bununla uyumlu olarak calismamizda %1 (1/96) oraninda ayni
hastada birden fazla patojenik mutasyona rastlanmistir ancak MUTYH geninde bilesik
heterozigotluk varliginin tespiti icin ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Diger calismalar (Jensen
ve ark., 2008; Walsh ve ark., 2011), yumurtalik kanserinde yaygin olarak mutasyona ugrayan
genin MSH6 oldugunu saptamistir ancak bizim c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular
1s181nda MSH2 geninin yumurtalik kanseri patogenezinde dnemli bir rol oynamis olabilecegi

belirlenmistir.

MMR’ deki diger genlere kiyasla MSH6 ve PMS2 germ hatti mutasyonlar1 daha az
yaygindir (Kovacs ve ark., 2009; Kuiper ve ark., 2011) ancak Roberts ve arkadaslar1 (2018),
yaptiklar1 ¢alismada MSH6 ve PMS2 patojenik varyanta sahip olan kadinlarda meme

kanseri riskinin iki ve ii¢ kat arttigin1 tespit etmistir. Calismamizda, yumurtalik kanseri tanili
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ve ince bagirsak metastazi bulunan bir hastada MSH6:c.1661G>A ve PMS2:c.1240G>T
varyantlart ayn1 anda tespit edilmistir. Bu varyantlar literatiirde VUS olarak
siniflandirilmistir. Erken meme kanseri tanis1t konmus invaziv karsinoma sahip bir hastada
da MSH6 geninde c.2686A>G varyanti saptanmustir. Ilgili varyant VUS olarak
simiflandirilmis olup varyanta dair toplum ¢aligmasi yapilmamigtir. Daha fazla veri elde
edildikge, bu VUS varyantlardan bazilar1 patojenik olarak yeniden siniflandirilabilir ve
boylece literatiirle uyumlu olarak hastalarda risk degerlendirmesinde bulunulabilir.
Finlandiya'da yapilan bir arastirma, MMR eksikligi olan meme kanseri hastalarinin oraninin,
mutasyon tastyicilarinda tasiyici olmayanlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek oldugunu gostermistir (Lotsari ve ark., 2012). MMR genlerinde patojenik mutasyon
tasiyan yumurtalik kanseri tanili hastalarin 20 yil igerisinde meme kanseri i¢in kiimiilatif risk
artisina sahip oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Saslow ve ark., 2007). Sonug
olarak, dnceden yumurtalik kanser teshisi konan MMR gen mutasyonlari tastyan kadinlarin,
meme kanseri de dahil olmak {izere bir dizi kanser riskinde artisa sahip oldugu diisiiniilerek

klinisyenler tarafindan meme kanseri taramasi ile takibi yapilabilir.

MLHI1 ve MSH2 gibi 2 ¢ok 6nemli uyumsuzluk onarim geninin genetik degisiklikleri,
meme kanseri gelisimi ile iliskilendirilmistir (Kappil ve ark., 2016; Murata ve ark., 2005).
Meme kanseri aile dykiisii olan iki hastada MSH2 geninde ¢.1787A>G ve ¢.435T>G VUS
varyantlar1 saptanmistir ve bu varyantlarin klinik ile iliskisi belirsizdir. MSH2: ¢.435T>G
saptanan hastada ayn1 zamanda BARDI geninde c¢.121C>T varyant1 tespit edilmistir. Bu
varyant daha Once ailesel meme kanseri olan hastada tespit edilmis olup yapilan in silico
analizler varyantin zararli olabilecegini tahmin etmektedir. Fonksiyonel calismalarin
eksikliginden dolay1 VUS olarak siniflandirilan bu varyantlarin patojenitesinin belirlenmesi
ve meme kanseri ile iliskilendirilmesi i¢in daha biiyiik popiilasyonda c¢alisilmasina ihtiyag

vardir.

MLHI1 geninde c.1344G>T varyanti meme kanseri tanili invaziv karsinoma sahip 48
yasindaki hastada tespit edilmistir. Bu varyant, daha dnce kolorektal kanserden etkilenen bir
kiside rapor edilmistir (PMID:25559809) ve ClinVar veritabaninda VUS olarak
siiflandirilmistir.  [n silico analizler bu varyantin muhtemel tolere edilebilecgini
gostermektedir ancak bu tahminler yayinlanmisg fonksiyonel c¢alismalar ve klinikleri
tarafindan dogrulanmamistir. Bu nedenle, bu varyantin patojenik olup olmadigini belirlemek

icin daha fazla aile ¢alismasina ihtiyag vardir. Harkness ve arkadaglar1 (2015), kadin MLH1

75



tagiyicilarinin meme kanseri agisindan orta derecede risk altinda goriindiigiinii ve meme
taramasi icin diisliniilmesi gerektigini bildirmistir. Scott ve arkadaslar1 (2001), ayrica bir
MLHI1 patojenik varyant pozitif grubunda meme kanseri vakalarinda 6nemli bir artis
oldugunu gostermistir. Bu bilgiler dogrultusunda, varyantin klinik énemini ve meme kanseri
ile iligkisini gelistirmek i¢in fonksiyonel analizleri iceren daha ileri ¢alismalara ihtiyag
vardir. Hastada ayn1 zamanda ATM geninde ¢.3382C>G varyanti saptanmustir. In silico
analizler sonucunda bu degisikligin tolere edilebilir oldugu tahmin edilmektedir. Bu
tahminler yayinlanmis fonksiyonel ¢alismalarla dogrulanmadigi icin VUS olarak
siiflandirilmigtir. MMR genleri, DNA onarimindaki yerlesik rollerinin yani sira, hiicre
dongiisii kontrol noktalarinda ve DNA hasari tarafindan uyarilan apoptozda da rol oynarlar
(Li, 1999; O'Brien ve Brown, 2006) . MLHI1, ATM ile biiyiik bir komplekste etkilesime
girerek DNA hasar sinyal yanitini yiikseltmek i¢in pozitif bir geri besleme dongiisii olusturur
ve bdylece hiicrelerin apoptoz gegirmesi i¢in duyarli hale getirilmesinde birlikte rol
oynadiklar1 belirtilmistir (Brown ve ark., 2003; Zink ve ark., 2002). Bu bilgiler
dogrultusunda hastada tespit edilen MLHI1 ve ATM genlerindeki degisimlerin protein
yapisinda degisiklere neden olup hiicrelerin apoptoza gitmesine engel olabilecegi ve sonugta

hiicrelerin birikerek kanserlesmeye neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

PMSI geni, MMR sisteminin bir parcasidir ancak kalitsal kanser sendromu gelistirme
riskini artirmadaki rolii hakkindaki bilgiler tam olarak anlagilamamuistir (Prolla ve ark., 1998;
Réschle ve ark., 2000). Calismamizda PMS1 varyantlarinin oran1 %3 tiir. PMS1:¢c.2780A>G
varyant1 ailede meme kanseri ve pankreas kanseri Oykiisii ile bagvuran bir hastada tespit
edilmistir. PMS1:1801G>A varyant1 37 yasinda invaziv karsinomlu meme kanser tanilt bir
hastada tespit edilmistir. Bu varyantlar daha 6nce ClinVar veritabaninda bildirilmemis olup
in silico analizlerde tolere edilebilir oldugu tahmin edilmektedir. Varyantla ilgili fonksiyonel
caligmalarin eksikliginden dolayr VUS olarak simiflandirilmistir. Diger PMSI1 varyanti
¢.224C>T olup meme kanseri tanil1 ve lenf nodu metastazi olan bir hastada saptanmustir. In
silico analizler sonucunda zararli olabilecegi tahmin edilen bu varyant ClinVar’da
bildirilmemis ve VUS olarak siniflandirilmistir. PMS1 ekspresyonundaki artisin Lynch
Sendromu ve MSI ile karakterize edilen diger sporadik kanser tiirlerindeki MMR kusurlarina
benzer sekilde, MMR inaktivasyonuna yol agabilecek ve tlimor olusumunu tesvik edebilecek
bir mekanizmay1 temsil edebilecegi diisliniilmektedir (Campbell ve ark., 2014; Harfe ve
Jinks-Robertson, 2000). PMS1 geninde buldugumuz bu varyantlar ile ilgili ¢aligmalarin

eksikliginden dolay1 tiimdr gelisimine etkisi hakkinda yorum yapilamamaktadir.
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PALB2 genindeki patojenik varyantlar meme, pankreas ve muhtemelen yumurtalik
kanserleri ile iligkilidir (Kluska ve ark., 2017; Reid ve ark., 2007; Xia ve ark., 2006). Kadin
PALB2 mutasyon tastyicilari i¢in ortalama 70 yasina kadar meme kanseri riski %35’tir.
PALB2'deki fonksiyon kayb1 mutasyonlari, hem kansere yatkinlik olusturan mutasyonlarin
siklig1 hem de bunlarla iliskili risk agisindan kalitsal meme kanserinin énemli bir nedenidir
(Antoniou ve ark.,, 2014). Calismamizdan hastalarin %2’sinde sadece VUS olarak
siniflandirilan PALB2 varyantlarina rastlanmistir. Bunlardan biri, 54 yasinda invaziv
karsinomlu meme kanser tanil1 bir hastada saptanan PALB2:¢.3306C>G varyantidir. Ilgili
varyant daha Once kuzeybati Cin'de etnik gruptan olusan bir bdlgede meme kanseri
hastalarinda ve tiirk popiilasyonunda yapilan ¢aligmada invaziv duktal karsinomlu meme
kanseri hastalarinda saptanmistir (Cecener ve ark., 2016; Li ve ark., 2015). Diger varyant,
PALB2:c.892G>A olup invaziv karsinomlu hastada tespit edilmistir. Bu varyant Literatiirde
kalitsal kanserden etkilenen bireylerde bildirilmemistir. [n silico analizler sonucunda
zararsiz oldugu tahmin edilen varyantla ilgili yeterli ¢aligma olmadigindan klinik 6nemi
belirsizligini korumaktadir. PALB2 gen mutasyonlart , giiclii bir aile dykiisii olan hastalarda
daha yaygin goriinmektedir (Hofstatter ve ark., 2011; Southey ve ark., 2010); ancak bazi
varyantlar aile dykiisii veya tiimdr immiinohistokimyasal 6zellikleri ile iligkili olmayabilir.
Bizim ¢aligmamizda ise varyantlarin tespit edildigi hastalarda, ailede meme kanseri oykiisii
yoktu ancak diger kanser Oykiileri (Kolon, mesane, tiroid) bulunmaktaydi. Orta derece
penetrans geni olarak tanimlanan PALB2 genindeki VUS bulgularin aydinlatilmas: diger

aile iiyelerinin meme kanseri riski agisindan takip edilmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

Bu ¢alismanin sinirlamalarindan biri, NGS tekniginde multipleks ligasyona bagli prob
amplifikasyon analizi yapilmadigiicin biiyiik genomik yeniden diizenlemeleri
belirleyememis olmamizdir. Bu nedenle, kohortumuzda biiyiik genomik yeniden diizenleme
varyantlar1 hala mevcut olabilir ve mevcut bulgularimizin meme kanseri klinigi ile
iligkilendirilmesinde 6nemli rolii olabilir. Calismamizdaki diger bir smirlama ise prob
yerlesimi nedeniyle 3' ve 5' bolgelerindeki varyantlarin ve derin intronik varyantlarin harig¢

tutulmasidir.

BRCA1 veya BRCA2 genlerinde bir germ hatti mutasyonunun tanimlanmasi, meme
veya yumurtalik kanseri olan kadinlar i¢in hem birincil 6nleme (cerrahi profilaksi) hem de
adjuvan ve / veya ikinci basamak tedavi i¢in en iyi yaklagimlarla ilgili kararlarin merkezinde

yer alir. Su anda, germ hatt1 testi ¢ogunlukla kansere duyarli ¢ok sayida gen icin
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yapilmaktadir. Test edilen genlerdeki mutasyonlarin bazilarmin oynadigi rol tam olarak
anlagilamamistir ve bunlar siklikla diisiik ve orta derece penetrans mutasyonlar olarak
bilinmektedir. Panel testinin bir karmasiklig1, nadir ve / veya dnceden karakterize edilmemis
VUS'larin patojenik mutasyonlardan daha sik tespit ediliyor olmasidir. Nadir varyantlar,
ozellikle orta ila diisiik penetrasyonlu yatkinlik genlerinde tanimlananlar, saglik hizmeti
saglayicilart ig¢in bir zorluk olusturmaktadir. Bu varyantlarla iligkili risk genellikle
bilinmemektedir ve varyantlar1 siniflandirmak igin aile temelli ¢calismalar (penetrasyon ve
ekspresyon analizlerinin yani sira tiimor ¢aligsmalar1) uygulanabilir degildir (Moyer ve ark.,
2020). Kanser riskini daha iyi yorumlamak ve hastalik yonetimi stratejilerine rehberlik

etmek i¢in fonksiyonel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda meme kanseri ile iliskilendirilen DNA onariminda rol alan 16 gende
(ATM, BARDI, BRIP1, PALB2, MRE11A, RAD50, NBN, MSH2, MLH1, MSH6, PMSI1,
PMS2, RADSIC, MUTYH, BLM, SLX4) toplamda 46 farkli varyant saptanip
degerlendirilmistir. Klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar bulgularimizin %86,9 unu (40/46)
patojenik veya muhtemel patojenik varyantlar %13’iinii (6/46) olusturmaktadir. Patojenik
veya muhtemel patojenik mutasyonlar 96 hastanin 8’inde ATM, MSH2, RAD50 ve MUTYH
genlerinde tespit edilmistir. Bu bulgular, DNA onarim genlerinde germ hatti mutasyonlari

tagiyan bireylerin meme veya yumurtalik kanseri riski altinda oldugunu gostermistir.

Hastalarin = %57,2’sinde (55/96) taradigimiz genlerde higbir varyant tespit
edilmemistir. Meme kanseri tanil1 36 hasta, aile dykiisii ile bagvuran 13 hasta ve yumurtalik
kanser Oykiisii olan 6 hastanin DNA onarimindan sorumlu olan genler agisindan negatif
oldugu saptanmistir. Mutasyonlarin penetrans1 ve fenotipi bireyler arasinda farklilik
gostermektedir. Calismamizda da gosterildigi gibi, zararli bir mutasyonun saptanmasi, her
zaman bir kiginin kansere yakalanacagi anlamina gelmemekte ve tersine, cok genli bir panel
testinden elde edilen negatif sonug, bireyin kansere yakalanma riskinin olmadigi anlamina
gelmemektedir. Bu nedenle mutasyon agisindan negatif olan bireylerin aile iiyelerinin
hedeflenen genetik testler dahil olmak tizere ek arastirmalara yonlendirilmesi klinisyenler

tarafindan takibi gerektirebilir.

Elde ettigimiz bulgular 1s18iInda  MSH2 genindeki ¢.229 230delAG ve
¢.958 959dupAC patojenik varyantlar yumurtalik kanseri tanili 2 hastada tespit edilmistir.
MSH genindeki patojenik varyantlarin yumurtalik kanseri patogenezinde dnemli bir rol
oynamis olabilecegi belirlenmistir. ATM geninde saptanan ¢.8833 8834delCT patojenik
varyant1 ve ¢.2638G>A muhtemel patojenik varyantt meme kanser tanili ve birinci derece
meme kanseri aile dykiisii bulunan hastalarda tespit edilmistir. Literatiirle uyumlu olarak

ATM genindeki zararli mutasyonlarin meme kanserine yatkinlikta dnemli rol oynadigi ve
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mutasyonlarin erken tespiti ile ailelerin koruyucu tedavilere yonlendirilmesinde faydali

olabilecegi diisliniilmektedir.

RADS50 geninde saptanan ¢.412C>T patojenik varyant1 daha 6nce meme kanseri tanili
hastalarda tespit edilmis ve calismamizda da ileri evre meme kanseri tanili hastada bu
varyanti saptadigimizi bildiriyoruz. Bu bulgu, RADS50 genindeki bu varyantin meme kanseri
klinigi ile iligkili oldugunu diisiindiirtmektedir. Literatirde MRN kompleksinde yer alan
genlerin azalmis ekspresyonunun erken meme kanserli hastalarda radyoterapinin zayif
etkisinin oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur. Bu dogrultuda, erken yasta meme
kanserine yakalanan bu hastalarda MRN genlerindeki mutasyonlarin tespit edilmesi ile
radyoterapinin yani sira farkli tedavi seceneklerinin de diisiiniilmesi hastaligin ilerlemesini
onlemede faydali olabilir. Coklu panel testlerinin yaygin hale gelmesi ve tespit edilen
varyantlarin fonksiyonel caligmalarinin arttirilmasi ile bu varyantlara sahip bireyler icin
bireysellesmis tedavilerin uygulanmasina aracilik edecektir. Bununla birlikte, bu ¢aligma,
kalitsal meme kanserli hastalarda DNA hasar onariminda rol alan genlerdeki P veya LP
olarak smiflandirilan varyantlar i¢in klinik sonuglarin arastirilmasina ve daha fazla

caligmaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Calismaya dahil ettigimiz probandin az olmasi ve inceledigimiz genlerin meme
kanseri riskinde orta ve diisiik penetransli olmasindan dolay1 patojenik mutasyonlara az
rastlanmis olmasi1 muhtemeldir. Bulgularimizin %86,9’unu VUS olarak smiflandirilan
varyantlar olusturmaktadir. Bu genlerin daha fazla test edilmesi, bu varyantlar1 zararh
mutasyonlar veya iyi huylu polimorfizmler olarak yeniden siniflandiracaktir. Kalitsal meme
kanseri yatkinlig1 olan hastalarda tanimlanan bu VUS'larin siniflandirilmasi, hastaligin erken
teshisine ve taranmasina katkida bulunabilir ve hedefe yonelik tedavilerle bakimi
kisisellestirerek tedavi segeneklerini iyilestirebilir. Tespit ettigimiz nadir varyantlarin
potansiyel etkilerini belirlemek i¢cin web tabanli programlar ve in silico analizler kullanilmig
olsa da, protein fonksiyonu iizerindeki potansiyel etkileri dogrulamak i¢in daha detayl

fonksiyonel ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Calismamiz, meme kanserinde DNA onarim mekanizmalarina yonelik ¢oklu
panellerin, hem hastanin bireysel kanser ge¢misiyle iligkili olmayan yiiksek riskli genlerde
hem de orta veya diisiik penetrasyona sahip genlerde Onemli varyantlar1 belirleme

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Orta ve diigiik penetransh genlerde mutasyona
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sahip olan bireyler i¢in meme kanseri risk yonetimi klavuzlari heniiz mevcut olmasa da aile
Oykiisii ile birlikte bu tiir mutasyonlarm tanimlanmasi hastalarin daha yogun gézetimi ve

Onleme stratejileri agisindan fayda gérmesini saglayacaktir.
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