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OZET

Herediter Meme Kanseri Olgularinda Hiicre Sinyal fletiminde Gorev Alan
Genlerdeki Varyasyon Sikliklarinin Belirlenmesi ve Tiimor Gelisimine Etkisinin

Arastirilmasi

Amag¢: Meme kanseri tim diinyada kadmnlarda en sik goriilen malignitedir. BRCA1/2
genlerindeki mutasyonlar, herediter meme kanserinin iigte ikisinden sorumlu olmasina
ragmen, meme kanseri i¢in otozomal dominant veya resesif oykusi olan ailelerde bile
hastalarin 6nemli bir kismu bu genlerde mutasyon bakimindan negatiftir. Bununla birlikte,
dizileme teknolojilerindeki gelismeler, birden fazla genin paralel incelenmesini saglayarak,
meme kanserinde altta yatan nedenlerin es zamanli analizine izin vermektedir.
BRCA disinda baz1 ek genler meme kanserine yatkinlik genleri olarak tanimlanmustir.
Ayrica kanserlerde ilk etkilenen mekanizma genellikle hiicre igindeki sinyal iletim
yolaklar1  olmakta, bunlarin  problemlerinden basta kanser olmak iizere
farkl hastaliklar olusmaktadir. Sinyal proteinlerindeki mutasyonlar, anahtar sinyal yollar
etkilesimlerini arttirabilir veya tiimor baskilayici proteinlerin islevini inhibe edebilir. Sonug
olarak, bu faktorlerin bir kombinasyonu, meme bezinin normal fonksiyonunu ve gelisimini
module eden sinyal yollarmin deregiilasyonuna yol agar. Bu nedenle galismada, meme
kanseri yatkinliginda, BRCA dis1 huicre sinyal genlerindeki varyasyonlarin tespit edilmesi

ile altta yatan genetik nedenlerin arastirilmasi amag¢lanmaistir.

Yontem: BRCA1/2 genlerinde patojenik mutasyon saptanmamis, hasta secim Kriterlerine
uyan 96 olgu calismaya dahil edilmis olup, daha ileri genetik inceleme i¢in hiicrede gesitli
sinyal yolaklarinda gorevli 34 genin (TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, NF1, FGFR1,
FGFR2, FGFR3, PIK3CA, ERBB2, EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11, ALK, RET,
MET, NOTCH1, BRAF, APC, CTNNB1, EPCAM, CDKNZ2A, CDK4, SMAD4, BMPRI1A,
VHL, PRSS1, GNAS, CSF1R, GNA1l, HNF1A) tim kodlayict bolgelerinin incelenmesi
yeni nesil dizi analizi (NGS) ile yapilmistir. Saptanan varyasyonlar kilavuzlara gore
siniflandirilarak patojenik, olasi patojenik ve klinik 6nemi belirsiz seklinde, olgularin
klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmis, sikliklar1 belirlenmis ve hastalifin seyri

Uzerindeki etkileri incelenmistir.



Bulgular: Calismaya dahil edilen 96 olgunun 43’tinde (% 44,8) 3 patojenik, 4 olasi
patojenik ve 48 klinik 6nemi belirsiz olmak iizere 16 gende toplam 49 farkli varyasyon
saptanmistir. Patojenik varyantlar TP53, CHEK2 ve RET genlerinde bulunurken, olasi
patojenik varyantlar FGFR1, FGFR3, EGFR ve NOTCH1 genlerinde bulunmustur.
Saptanan varyasyonlarin, % 84’ii yanlis anlam mutasyonlarindan olusurken, cergeve
kaymasi, ¢ergeve igi delesyon ve insersiyon, erken dur kodonu, baslatici kodon, indel ve

intron mutasyonlar1 diisiik sikliklarda goriilmiistiir.

Sonug: Herediter meme kanseri i¢in belirlenmis kriterleri karsilayan ancak BRCAL/2
mutasyonlar1 i¢in negatif olan olgularda, hiicre sinyal genlerinin incelenmesi, ailelerin
yaklasik % 45°i i¢in ek bilgi saglamistir. Bulgularimiz, yeni nesil dizilemenin, meme
kanseri gelisimi ve ilerlemesindeki altta yatan genetik nedenleri arastirmak icin giiglii bir
ara¢ oldugunu gostermektedir. Turk toplumunda meme kanseri genlerinin belirlenmesi icin
daha fazla sayida geni kapsayan popiilasyon calismalar1 ve fonksiyonel c¢aligsmalarin
yapilmasi hastaligin anlasilmasinda ve mevcut verilerin degerlendirilmesinde 6nemli fayda

saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Herediter meme kanseri, BRCA disi genler, hiicre sinyal iletimi,

coklu gen paneli.



ABSTRACT

Determination of Variation Frequencies of Genes Involved in Cell Signal
Transduction and Investigation of Its Effect on Tumor Development in Hereditary

Breast Cancer Cases

Objective: Breast cancer is the most common malignancy in women worldwide. Although
mutations in BRCAL/2 genes are responsible for two-thirds of hereditary breast cancers, a
significant proportion of patients are negative for mutations in these genes, even in families
with an autosomal dominant or recessive history of breast cancer. However, advances in
sequencing technologies enable parallel examination of multiple genes, allowing
simultaneous analysis of underlying causes in breast cancer. Some additional genes other
than BRCA have been identified as breast cancer susceptibility genes. In addition, the first
affected mechanism in cancers is usually the signal transmission pathways within the cell,
and different diseases, especially cancer, occur from their problems. Mutations in
signalling proteins can increase key signalling pathways interactions or inhibit the function
of tumour suppressor proteins. Consequently, a combination of these factors leads to the
deregulation of signalling pathways that modulate the normal function and development of
the mammary gland. Therefore, this study was aimed to investigate the underlying genetic
causes by detecting variations in non-BRCA cell signal genes in breast cancer

susceptibility.

Method: No pathogenic mutations were detected in the BRCAL/2 genes, 96 patients who
met the patient selection criteria were included in the study, and all coding regions of 34
genes (TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, NF1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, PIK3CA,
ERBB2, EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11, ALK, RET, MET, NOTCH1, BRAF,
APC, CTNNB1, EPCAM, CDKNZ2A, CDK4, SMAD4, BMPR1A, VHL, PRSS1, GNAS,
CSF1R, GNA11l, HNF1A) involved in various signalling pathways in the cell were
examined by next-generation sequencing (NGS) for further genetic analysis. The detected
variations were classified according to the guidelines and evaluated together with the

clinical findings of the cases as pathogenic, possibly pathogenic, and uncertain clinical
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significance, their frequency was determined and their effects on the course of the disease

were examined.

Results: In 43 (44.8%) of 96 cases included in the study, a total of 49 different variations
were detected in 16 genes, of which 3 pathogenic, 4 likely pathogenic, and 48 uncertain
clinical significance. Pathogenic variants were found in the TP53, CHEK2 and RET genes,
while likely pathogenic variants were found in the FGFR1, FGFR3, EGFR and NOTCH1
genes. While 84 % of the detected variations were missense mutations, frameshift, in-
frame deletion and insertion, early stop codon, initiator codon, indel and intron mutations

were observed at low frequencies.

Conclusions: Examination of cell signalling genes in cases providing established criteria
for hereditary breast cancer but negative for BRCA1/2 mutations provided additional
information for approximately 45 % of families. Our findings suggest that next-generation
sequencing is a powerful tool for investigating the underlying genetic causes of breast
cancer development and progression. To identify breast cancer genes in the Turkish
population, population studies involving more genes and functional studies will provide

significant benefits in understanding the disease and evaluating the existing data.

Keywords: Hereditary breast cancer, non-BRCA genes, cell signal transduction, multigene

panel.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

°C: Santigrat derece

ul: Mikrolitre

ACMG: Amerikan Medikal Genetik Koleji (American College of Medical Genetis)

AJCC: Amerikan Ortak Kanser Komitesi (American Joint Cancer Committee)

ALK: Anaplastik lenfoma kinaz (Anaplastic lymphoma kinase)

AMP: Adenozinmonofosfat (Adenosinemonophosphate)

APC: Adenomatdz polipozis koli (Adenomatous polyposis coli)

ATP: Adenozintrifosfat (Adenosinetriphosphate)

BMPR1A: Kemik morfogenetik protein reseptort tip 1A (Bone morphogenetic protein
receptor type 1A)

BRAF: B-Raf proto-onkogen, serin/treonin kinaz (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine

Kinase)

BRCA1/2: Meme kanseri 1/2 (Breast cancer 1/2)

cAMP: Siklik adenozinmonofosfat (Cyclic adenosinemonophosphate)

CDH1: Kaderin 1 (Cadherin 1)
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CDK4: Sikline bagimli kinaz 4 (Cyclin dependent kinase 4)

CDKN2A: Sikline bagiml kinaz inhibitérii 2A (Cyclin dependent kinase inhibitor 2A)

CHEK?2: Kontrol noktasi kinaz 2 (Checkpoint kinase 2)

CSF1R: Koloni uyarici faktor 1 reseptorii (Colony stimulating factor 1 receptor)

CTNNBL1: Katenin beta 1 (Catenin beta 1)

DBS: Cift zincir kiriklar1 (Double strand breaks)

dbSNP: Tek Niikleotid Polimorfizm Veritabani (The Single Nucleotide Polymorphism
Database)

DCIS: Duktal karsinom in situ (Ductal carcinoma in situ)

DNA: Deoksiribonikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit (Ethylene diamine tetra acetic acid)

EGFR: Epidermal buytime faktori reseptoril (Epidermal growth factor receptor)

EpCAM: Epitel hiicre adezyon molekdlii (Epithelial cell adhesion molecule)

ER: Ostrojen Reseptor (Estrogen receptors)

ERBBZ2: Erb-b2 reseptori tirozin kinaz 2 (Erb-b2 receptor tyrosine kinase 2)

FGFR: Fibroblast biylme faktori reseptori (Fibroblast growth factor receptor)
gDNA: Genomik DNA (Genomic DNA)

GDP: Guanozindifosfat (Guanosinediphosphate)

xiii



GNAL11: G protein alt birimi alfa 11 (G protein subunit alpha 11)

GNAS: Guanin niikleotid baglayici protein, alfa uyarici (Guanine nucleotide binding

protein, alpha stimulating)

gnomAD: Genom Toplanma Veritabani (The Genome Aggregation Database)

GTP: Guanozintrifosfat (Guanosinetriphosphate)

GWAS: Genom Capinda Iliskilendirme Calismalar1 (Genome Wide Association Studies)

HER2: insan epidermal biiyiime faktdr reseptdrii 2 (Human epidermal growth factor

receptor 2)

HGF: Hepatosit blylime faktéri (Hepatocyte growth factor)

HIF1- a: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 a (Hypoxia inducible factor 1 o)
HNF1A: Hepatosit niikleer faktor 1 alfa (Hepatocyte nuclear factor 1 alpha)
HR: Homolog rekombinasyon (Homologous recombination)

HRAS: HRas proto-onkogen, GTPaz (HRas proto-oncogene, GTPase)
HRT: Hormon replasman tedavisi (Hormone replacement therapy)

IDC: invaziv duktal karsinom (Invasive ductal carcinoma)

IL: interldkin (Interleukin)

ILC: Invaziv lobiiler karsinom (Invasive lobular carcinoma)

KRAS: KRas proto-onkogen, GTPaz (KRas proto-oncogene, GTPase)

LCIS: Lobuler karsinom in situ (Lobular carcinoma in situ)

Xiv



LGR: Biyuk Genomik Yeniden Diizenleme (Large genomic rearrangement)

MAF: Kiigiik alel frekansi (Minor allel frequency)

MET: MET proto-onkogen, reseptor tirozin kinaz (MET proto-oncogene, receptor tyrosine

kinase)

ml: Mililitre

MRG: Manyetik rezonans gorintileme

NCBI: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (The National Center for Biotechnology

Information)

NF1: Norofibromin 1 (Neurofibromin 1)

NGS: Yeni nesil dizileme (Next generation sequencing)

NHEJ: Homolog olmayan ug birlesimi (Non-homologous end junction)

NOTCHZ1: Notch reseptorii 1 (Notch receptor 1)

NRAS: NRas proto-onkogen, GTPaz (NRas proto-oncogene, GTPase)

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)

PET: Pozitron emisyon tomografisi

PIK3CA: Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat ~ 3-kinaz ~ katalitik  alt  birim
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha)

PR: Progesteron reseptorl (Progesterone receptor)

PRSS1: Serin proteaz 1 (Serine protease 1)

PTEN: Fosfat ve tensin homologu (Phosphatase and tensin homolog)
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PTPN11: Protein tirozin fosfataz reseptér olmayan tip 11 (Protein tyrosine phosphatase

non-receptor type 11)

RET: RET proto-onkogeni (RET proto-oncogene)

RNA: Ribonukleik asid (Ribonucleic acid)

RTK: Reseptor tirozin kinaz (Receptor tyrosine kinase)

SMAD4: SMAD aile tiyesi 4 (SMAD family member 4)

SNP: Tek nukleotid polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism)

STK11: Serin/treonin kinaz 11 (Serin threonine kinase 11)

TNM: Tumor, nod ve metastaz (Tumor, node and metastasis)

TP53: TUmOr protein 53 (Tumor protein 53)

UICC: Uluslararasi Kanser Kontrolii Birligi (The Union for International Cancer Control)

VHL: Von Hippel-Lindau tiimér baskilayici (Von Hippel-Lindau tumor suppressor)

VUS: Onemi bilinmeyen varyant (Variant of uncertain significance)

WHO: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
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1. GIRIS

1.1.Kanser

Kanser, bir grup anormal hiicrenin, normal hiicre boliinmesi kurallarimt goz ardi
ederek kontrolsiiz bir sekilde biiyiimesi sonucunda meydana gelen karmasik bir hastaliktir.
Birkag istisna disinda kanserler, tekli somatik hiicrelerden ve bunlarin soylarindan
kaynaklanir. Ortaya ¢ikan neoplastik klondaki hiicreler, bir dizi genin aktivitelerini
degistirme egiliminde ve ¢esitli fenotipik degisikliklere neden olan pek ¢ok genetik ve
epigenetik degisikligi barindirir (Ponder, 2001). Hanahan ve Weinberg, kanser hiicresi
fenotipinin alt1 "ayirt edici 6zelligi", yani biiyiimede kendi kendine yeterlilik, anti-blyime
sinyallerine duyarsizlik, apoptozdan kag¢inma, sinirsiz replikatif potansiyel, siirekli
anjiyogenez, doku istilast ve metastaz olarak tammlamistir (Hanahan & Weinberg, 2000).
Son on yilda kanser alanindaki teorik ilerlemelerden dolayi, bu ozelliklere enerji

metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve immiin yikimdan ka¢inma olmak tizere iki

ozellik daha eklenmistir (Hanahan & Weinberg, 2011).

Hicrede embriyogenez, proliferasyon, blylme, diferansiyasyon ve yasamini
sirdiirme i¢in hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminin devamu 6nemlidir. Bir hiicre
sinyal alamazsa apoptoza gider ve yasamin siirdiiremez. Hiicreye disaridan gelen sinyaller
her bir hiicre tarafindan algilanir. Uygun sekilde hiicre igine iletilerek hicre igin énemli
olan yanitlar olusturulur. Burada sinyallerin hiicreye ulastiktan sonra hiicre tarafindan
algilanmast hiicre igi sinyal iletim mekanizmalari ile gergeklesmektedir. Insan genomunda
rol alan genlerin yaklasik beste birinin bu gorevde yer almasi bile bu yolaklarin hiicre igin
ne denli 6nemli oldugunu gostermektedir. Karsinogenezisin temelinde hiicrenin yasamasi
bliylimenin kontrolii ve diferansiyasyon gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin
kademeli olarak bir araya gelmesi yer almaktadir. Bu nedenle kanserlerde ilk etkilenen
mekanizma genellikle hiicre igindeki sinyal iletim yolaklar1 olmakta, bunlarin
sorunlarindan basta kanser olmak tizere farkli hastaliklar olusmaktadir (Coban & Giran,
2013).



Kanser, diinya ¢apinda birgok iilkede 6nde gelen 6liim nedenidir. Hem insidans
hem de 6liim orani agisindan mevcut yiikiin, artan yasam siiresi ve kanser riskini artiran
yasam tarzi sorunlart nedeniyle hizla artmasi beklenmektedir. 2020 yilinda tahminen diinya
genelinde 19 milyon yeni kanser vakasi ve 9 milyon kanser 6limu bildirilmistir (Sekil 1.1)
(WHO, 2020). Kanserin gorilme sikligi, daha az gelismis iilkelere kiyasla gelismis
ulkelerde daha belirgindir. Sonug¢ olarak, 2025 yilina kadar on yildan daha kisa bir siire
icinde yilda 20 milyondan fazla yeni kanser vakasi1 beklenmektedir (Bray, 2014).
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Sekil 1.1. 2020'de diinya genelinde, her iki cinsiyette ve her yasta tahmini yeni vaka (a) ve
oliim sayis1 (b). WHO (2020)’den alinmustir.

1.2.Meme Kanseri

Meme kanseri, meme bezlerinde ortaya ¢ikan farkli malignitelerin bir derlemesidir.
Meme bezinin gelisimi, embriyonik, prepubertal, pubertal, hamilelik ve emzirme gibi farkl
evreleri kapsar. Bu evrelerin her birinde, hamilelik sirasinda epitel proliferasyonu ve
emzirme doneminde sekretuar alveolar farklilasma gibi siirecler gerceklesir. Meme
kanserinin farklt mekanizmalarla gelisebilecegi one siiriilmiistiir, ancak en sik olarak meme
bezi gelisim asamalarinin diizenlenmesi ve morfogenezinde yer alan yollarin dengesiz

aktivitesiyle baslamaktadir (Velloso ve ark, 2017).



1.2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

2020'de tiim dinyada tahminen 2,2 milyon kadin meme kanseri vakasi bildirilmistir
ve her 18 saniyede yaklasik bir yeni teshis ve 684.966 6limle meme kanseri diinya ¢apinda
kadinlar arasinda en yaygin goriilen malignite ve kanser dliimlerinin 6nde gelen nedenidir
(Sekil 1.2) (WHO, 2020). Kuresel meme kanseri insidansi, 1980'de 641.000 vaka ile
baslamis ve 2010'da > 1,6 milyona ylikselerek yillik % 3,1'lik artiglarla devam etmektedir
(Bray ve ark, 2015).
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Sekil 1.2. 2020'de diinya genelinde kadinlar ve her yastan tahmini yeni vaka (a) ve 6lim
sayist (b). WHO (2020)’den alinmistir.

Ulkemizde de bu oranlar benzerlik gostermektedir. Tiirkiye de her 4 kadin
kanserinden 1’i meme kanseridir. 2020 yilinda, Tiirkiye de tahminen 24 bin kadin meme
kanseri vakasi ve 7 bin 6liim bildirilmistir. Tiim yas gruplarinda, kadinlarda en sik goriilen

kanserler arasinda meme kanseri birinci sirada yer almaktadir (Sekil 1.3). Yaslara gore

insidans oranlar1 ise Sekil 1.4’de verilmistir (WHO, 2020).
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Sekil 1.3. 2020'de Tiirkiye de kadinlar ve her yastan tahmini yeni vaka (a) ve 6lim sayisi
(b). WHO (2020)’den alinmustur.
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Sekil 1.4. 2020'de Tirkiye de her yastan kadinlar, tahmini yasa standardize insidans
oranlar1 (Diinya). WHO (2020)’den alinmistir.

1.2.2. Meme Kanseri ile iliskili Risk Faktorleri

Yas, akciger kanseri ile karsilastirildiginda baskin bir risk faktoridir. Meme
kanseri insidansi geng yaslarda daha yiiksektir ve goriilme sikligi menopoza kadar her 10
yilda bir ikiye katlanmaktadir. Menstriiel durum ayrica, erken yasta menstriiasyon yasayan
kadinlarda veya ge¢ menopozda meme kanserine yakalanma riskinin artmasiyla yasa bagh
risk faktoriine katkida bulunur. Benzer sekilde, 30 yasindan sonra ilk cocugu olan
kadinlarda meme kanseri riski, 20 yasindan once ilk ¢ocugu olan kadinlarin yaklagik iki

katidir ve en yiiksek risk gruplari arasinda 35 yasindan sonra ilk gocuk sahibi olan kadinlar



yer almaktadir. Meme kanserine yatkinlik genellikle sinirlt penetrans (her iki cinsiyetten de
gecebilir) otozomal dominant olarak kalitsaldir ve Bati iilkelerinde meme kanserinin
yaklagtk % 10'u, yakin aile iiyeleri ve birinci derece akrabalar arasinda daha ylksek
insidansla genetik yatkinliktan kaynaklanmaktadir. Diyet (doymus yag), alkol tiikketimi
(asir1 alim) ve anormal kiloya (obezite) yol acan hareketsizlik gibi yasam tarzi sorunlari da
risk faktorleri olarak rapor edilmistir. Daha geng yasta iyonize radyasyona maruz kalma ve
hormon replasman tedavisi (HRT) de daha yiiksek bir rolatif riske katkida bulunur (Tablo
1.1) (Ullah, 2019).

Tablo 1.1. Meme kanseri insidansi ile iligkili yaygin risk faktorleri. Ullah (2019)’dan

alinmustir.

Faktorler Bagil Risk Ozel Parametreler
Yas >10 50 yas Uzeri (yash)
Menars yasi g 11 yasindan 6nce menars
Menopoz yasi 2 54 yasindan sonra menopoz
Gecikmis gebelik 3 40'l yaslarin basindaki ilk cocuk
Aile dykilsu >2 Birinci derece akraba meme kanseri
Beslenme 15 Doymus yag bakimindan zengin
Alkol tiketimi 1.3 Asiri
Viicut agirhgi:
(Menopoz éncesi) 0.7 BMI >35
(Menopoz sonrasi) 2 BMI >35
Hormon Replasman 1.35 10 yildan fazla
Tedavisi
Iyonize radyasyon 3 Geng yasta anormal maruz kalma
Cografik bolge 5 Gelismis milletler

1.2.3. Meme Kanserinin Morfolojik Simiflandirilmasi

Meme kanseri, meme bezinin herhangi bir hiicresinde meydana gelir ve genis bir
morfolojik o6zellikler, farkli immiinohistokimyasal profiller ve spesifik klinik seyir ve
benzersiz histopatolojik alt tipler sergiler. Meme kanserleri en sik goriilen malign
lezyonlardir. Giinlimiizde bir tarama araci olarak mamografinin yaygin kullanimi ile daha
fazla preinvaziv meme lezyonu tespit edilmektedir. WHO Caligsma Grubu, bu lezyonlarin
dogal seyrinin daha iyi anlasilmas i¢in daha fazla klinik takip ve genetik veriye ihtiyag

oldugu konusunda hemfikirdir (Makki, 2015).



Meme malignitelerinin ¢ogu, meme kanserlerinin % 95'inden fazlasini olusturan
adenokarsinomlardir. Invaziv duktal karsinom (IDC), invaziv meme kanserinin en yaygin
seklidir. Teshis lizerine meme kanseri insidansinin % 55'ini olusturur. Meme karsinomlari,
terminal duktal lobiiler iinitesinin (TDLU) ayn1 segmentinden kaynaklanir. invaziv meme
karsinomunun tiplendirilmesi ve histolojik varyantlar1 iyi bilinmektedir. Genel olarak
meme karsinomu, duktal karsinom in situ (DCIS) ve invaziv duktal karsinom (IDC) olarak
ikiye ayrilir. DCIS, kanallar ve lobiiller ile sinirli epitel hiicrelerinin invaziv olmayan
potansiyel olarak kotii huylu intraduktal proliferasyonudur. Invaziv veya infiltratif
karsinom, kanal duvarindan stromaya niifuz eden meme dokusundaki neoplastik hiicrelerin
kétii huylu anormal proliferasyonunu ifade eder. Invaziv karsinom ve in situ karsinom,
timoriin kaynaklandigi bolgeye gore duktal ve lobiiler olarak siniflandirilir. Kanallardan
kaynaklanan kanserler duktal karsinom olarak bilinirken, lobtllerden kéken alan kanserler
lobiler karsinomlar olarak bilinmektedir (Makki, 2015).

Duktal Karsinom In Situ (DCIS)

Hucresel ve nikleer atipi, potansiyel kotl huylu kapasite ve invaziv meme kanseri
gelistirme egilimi olan ve olmayan, kanallar veya lobiiller ile sinirli epitel hiicrelerinin
neoplastik bir proliferasyonudur (Lakhani, Ellis, Schnitt, Tan, & van de Vijver, 2012). Dis
duktal tabakanin miyoepitelyal hiicreleri genellikle korunur, ancak sayica azalabilir.

DCIS'in kanallar boyunca lobiiler asiniye yayilmasina lobiiler kanserlesme denir (Sekil
1.5) (Makki, 2015).
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Sekil 1.5. Duktal Karsinom In Situ (DCIS). Board (2019)’dan alinmistir.
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DCIS, DCIS'suz kadinlarda beklenenden daha yiiksek risk indeks faktoriine sahip
invaziv karsinomun sonraki gelisimi i¢in bir 6ncii lezyon olarak kabul edilmektedir. 1983
yilindan bu yana, tarama mamografisinin yayginlagsmasi ve genel popililasyonda meme
kanseri farkindaliginin artmasi ile bu lezyonlarin tespitinde muazzam bir artig saglanmigtir
(Makki, 2015). DCIS'ya bagh 6lim son derece nadirdir, ancak DCIS'nun ilk teshisinin
ardindan meydana gelen 6liim ya tespit edilmemis invaziv bilesen ya da tedaviden sonra

invaziv lezyonun niksetmesinden kaynaklanmaktadir (Lakhani, 2012).

Su anda, DCIS'nun siniflandirilmasi ve derecelendirilmesi konusunda evrensel bir
fikir birligi yoktur. Cogu modern sistem, tek bagsina veya nekroz ve / veya hiicre
polarizasyonu ile birlikte niikleer dereceyi kullanmaktadir. Oncelikle niikleer atipi, limen
ici nekroz ve daha az olgiide mitotik aktivite ve kalsifikasyonun derecesine bagli olarak
DCIS, disiik dereceli, orta dereceli ve yiiksek dereceli olmak Uzere genellikle ¢ ture
ayrilmaktadir (Lakhani, 2012).

Lobiiler Karsinom in Situ (LCIS)

Terminal kanallarin pagetoid tutulumu olan veya olmayan, TDLU'den kaynaklanan
kiiciik, oldukca tiiniform ve gevsek bir sekilde kohezif hiicrelerin intralobiiler
proliferasyonudur (Sekil 1.6). Lobuler karsinom in situ (LCIS) olan kadinlar i¢in uzun
streli takip, bunun bir risk faktorii ve daha sonraki invaziv karsinom gelisimi igin bir
ongorii olusturdugu sonucuna varmustir. Genel muayenede ayirt edici bir 6zelligi
bulunmamakla birlikte genellikle tesadiifen meme 6rneginde veya baska nedenlerle yapilan
biyopside tespit edilmektedir. Vakalarin yaklagitk % 70'inde ¢ok merkezliyken, % 30-
40'mda iki taraflidir (Makki, 2015).
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Sekil 1.6. Lobiiler Karsinom In Situ (LCIS). Board (2019)’dan alinmistr.
Invaziv Duktal Karsinom (IDC)

Invaziv duktal karsinomlar (IDC), DCIS varliginda veya yoklugunda stromal

invazyon ile birlikte malign duktal proliferasyona sahip meme kanserleridir (Makki, 2015).

Invaziv bilesenin goriiniimii, DCIS tiirlerinden veya derecesinden ziyade IDC'un alt
tirlerinden belirlenmelidir. IDC, hiicre tipi (apokrin karsinomda oldugu gibi), salginin
miktari, tipi ve yeri (miisindz karsinomda oldugu gibi), yapisal 6zellikler (papiller, tiibiiler
ve mikropapiller karsinom gibi) ve immunohistokimyasal profil (néroendokrin karsinomda
oldugu gibi) dahil olmak f{izere ¢ok cesitli kriterlere gore birgok histolojik alt tipte
siniflandiriimaktadir (Makki, 2015).

IDC'lar, genis morfolojik varyasyona sahip olduklarindan, sito-yapisal 6zelliklere
gore siiflandirilmis heterojen bir tiimoér grubudur. Bazilari, 6zel alt tipler olarak
siniflandirilmaya yetecek kadar aywrt edici ozelliklere ve belirli davramiglara sahipken,
IDC'un yaklastk % 75'ini olusturan c¢ogunluk, spesifik histolojik tipler olarak
siniflandirilmak i¢in yeterli morfolojik 6zellikler gbstermemektedir (Makki, 2015).



Invaziv Lobuler Karsinom (ILC)

Invaziv lobiiler karsinom (ILC), IDC disindaki ikinci biiyiik biyolojik olarak farkl:
invaziv meme karsinomudur. Invaziv meme karsinomunun % 5-15'ini olusturur ve
genellikle IDC'dan etkilenen ileri yas grubu kadinlar etkilemektedir (Lakhani, 2012). ILC
timor hicreleri tipik olarak yuvarlak, kiicuk, nispeten tek tip ve koheziftir. Stromanin tek
yonll infiltrasyonu ile karakteristik blyime modeline sahiptir. ILC tanisi, in situ bilesen
yoklugunda bile bu sito-yapisal Ozelliklerin varliginda yapilabilmektedir. Aksine, bir
invaziv timor, LCIS ile iliskili oldugu igin ILC olarak adlandirilmamaktadir; daha ziyade,
invaziv bilesenin tipik mikroskobik &zelliklerine sahip olmalidir. ILC insidansi, 6zellikle
postmenopozal kadinlarda artmaktadir ve bu bulgu, kismen, hormon replasman tedavisi ile
ilgili olabilmektedir. Mutasyon, heterozigotluk kaybi1 veya metilasyon yoluyla E-kaderin
inaktivasyonlar;, ILC'de, o0zellikle pleomorfik alt tipte karakteristik molekiiler

degisikliklerdir (Makki, 2015).

1.2.4. Meme Kanserinin Molekiiler Siniflandirmasi

Son on yilda, meme kanserinin morfolojik simiflandirmasini, meme kanserinin
heterojenligi i¢in daha net bir degerlendirme ve terapétik stratejileri gelistirmek icin tiimor
davranmiginin  daha 1iyi tahmin edilmesini saglayabilen molekiiler parametrelerle
desteklemek icin bircok caba gosterilmistir. Perou ve ark, meme kanserlerini mikroarray
teknolojisini kullanarak gen ekspresyon profillerindeki benzerliklere dayanarak farkli alt
gruplara aymrmistir (Perou ve ark, 2000). Bu yeni yaklasim, daha sonra molekiiler
siniflandirmaya gore gilincellenen bu yeni siniflandirmanin meme kanserlerinin biyolojisine
yeni bakis agilar1 saglayacagi ve meme kanserlerinin terapotik yaklasimini etkileyecegi

umuduyla tip ve bilim camiasi tarafindan kabul edilmistir (Makki, 2015).

Molekdler gen ekspresyon profili, meme kanseri alt tiplerini luminal A, luminal B,
HER?2 agisindan zengin ve bazal benzeri olarak yeniden tanimlamistir ve bunlar kabaca
immunohistokimyasal gruplara estir. Ek olarak, son zamanlarda kesfedilen bir Klaudin-

diisiik sinif meme kanseri tantmlanmistir (Velloso ve ark, 2017).



Klaudinler, yalnizca epitel hiicrelerinde eksprese edilen bir baglant1 proteinleri
ailesidir. Diisiik seviyelerde E-kaderin ve klaudin 3, 4 ve 7 sergileyen Klaudin-disiik
tiimorler, daha kapsamli lenfosit infiltratlari, daha biiyiik timoérler ve yiiksek ekspresyon
sergilemenin yani sira, mezenkimal belirteclerin ana 6zellikleri olarak bazal ve luminal A
alt tiplerinden daha heterojendir. Bu tiimoér alt tipi, luminal A alt tiplerine kiyasla geng
yasta baslangi¢ ve daha diisiik hayatta kalma oranlari ile de iliskilidir. Farkli meme kanseri
alt tiplerinin histolojik ve molekiiler siniflandirmasinin bir 6zeti Tablo 1.2'de gosterilmistir

(Velloso ve ark, 2017).

Tablo 1.2. Meme kanserinin molekiiler biyobelirte¢lere dayali siniflandirtimasi. Velloso ve

ark. (2017)’den alinmistir.

Alt tip Biyobelirte¢c durumu Prognoz Prevelans
Luminal A ER +/PR +/HER2-/ Ki67- Iyi ~% 30
Luminal B ER +/PR +/HER2-/ Ki67 + Orta ~% 20
Luminal B ER+ /PR +/HER2 +/ Ki67 +  Koti ~% 10
HER2 ER-/PR-/HER2 + Koti ~% 15
bakimindan

zengin

Uclii Negatif / ER-/PR-/HER2- Kotu ~% 10
Bazal

Klaudin-diisiik ER-/PR-/HER2- claudin- Koti ~% 10
Normal benzeri ER +/PR +/HER2-/ Ki67- Orta ~%5
Luminal A

Luminal A, invaziv meme kanserlerinin % 50'sini olusturmaktadir. ER / PR pozitif
veya HER2 negatiftir. Tiibiiler karsinom, cribriform karsinom, diisiik dereceli IDC NST ve
klasik lobiiler karsinom gibi ¢ok cesitli diisiik dereceli varyantlar1 igerir ve genellikle
yuksek hormon reseptor ekspresyonu ve iliskili genler ile luminal kanal hiicreleri
vurgulayan diisiik molekiiler agirlikli sitokeratinleri ifade eder. Iyi bir prognoza sahiptir ve

tipik olarak diisiik dereceli ve ER pozitiftir (Makki, 2015).
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Luminal B

Bu kategori, invaziv meme kanserlerinin % 20'sini olusturur. ER / PR pozitif,
HER?2 / neu ifadesi degiskendir (pozitif veya negatif). Ki-67 ve histolojik derecelerle ifade
edilen proliferasyon indeksi orani luminal A'dan daha yiiksektir. Derece 2 IDC NST'nin
cogunu ve mikropapiller karsinomu icerir. LUminal epitel hiicrelerinin diigsiitk molekiiler
agirlikl sitokeratinlerinin ekspresyonu, hormon reseptorlerinin ve iliskili genlerin orta ila
zay1f ekspresyonu ile karakterizedir. Endokrin tedaviye ve kemoterapiye yamt degiskendir
ve prognozu luminal A'dan daha koétudur (Makki, 2015).

HER2 bakimindan zengin

Bu grup, tim invaziv meme kanserlerinin % 15'ini olusturur. ER / PR genellikle
negatiftir, tamim geregi HER2 / neu giiglii pozitiftir. Ki-67 ekspresyonu yuksektir ve TP53
mutasyonu yaygindir. Bu tiimorlerin yuksek dereceli ve lenf diigiimii metastazina sahip
olma olasilig1 daha ytiksektir. HER2'nin yiiksek ekspresyonunu ve diisiik ER ve iliskili
genlerin ekspresyonunu gosterir. Bu meme kanseri grubu, kétl prognoz ve trastuzumab

(herceptin) tedavisine yiiksek duyarlilik gostermektedir (Makki, 2015).

Bazal Benzeri

Bazal sinif, bazal epitel ve meme dokusunun normal miyoepitelyal hicrelerine
benzer ifade modelinden dolay1 bu sekilde adlandirilir. Tipik olarak CK5 / 6 ve / veya
EGFR pozitif, ER / PR negatif ve HER2 negatif (licli negatif) olup, yiksek Ki-67 indeksi
ve TP53 mutasyonu ifadesiyle yaygindir (Shawarby, Al-Tamimi & Ahmed, 2013). Tim
invaziv meme kanserlerinin yaklasik % 15'ini olusturur. Gen ekspresyon modelleri, bazal
epitelyal genlerin yiiksek ekspresyonunu, bazal sitokeratinler i¢in pozitif, ER'nin ve iliskili
genlerin disiik ifadesi; ve HER2 / neu'nun diisiik ifadesi seklindedir. Ylksek dereceli
invaziv kanserlerin ¢ogu ve iyi prognozlu IDC'un diger farkli diisik dereceli 6zel alt
tiirleri, diigiik proliferasyon indeksi oranini ifade eden, 6rnegin mediiller, adenoid kistik ve
sekretuar karsinom da bu gruba dahildir. Endokrin tedavisine veya trastuzumaba yanit
vermez, ancak platin bazli kemoterapiye ve poli (adenozin difosfat-riboz) polimeraz

inhibitorlerine duyarli gériinmektedir. Genellikle kotii prognoza sahiptir (Makki, 2015).
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1.2.5. Meme Kanseri Metastaz

Meme kanseri, yillarca anormal bir sekilde biiylime kabiliyeti kazanan meme epitel
hiicrelerinin bir hastalig1 olarak ortaya ¢ikar ve bu tiir bir potansiyel meme kanallar1 veya
lobiller (invaziv olmayan meme kanseri) i¢inde sinirli kalir. Dukto-lobiler bélge igindeki
kot huylu epitel hucrelerinin bu sinirlamasi, meme kanserinin ilerlemesi icin 6nemli bir
kisitlamadir. Ko6tli huylu hiicreler kanallar veya lobiiller iginde kaldigi igin, hasta
sagkalimimin nispeten daha yiiksek oldugu bildirilmistir, ¢linkii lokalize meme kanseri
teshisi konan hastalarin ~% 981 5 yil i¢inde kanser niiksii olasiligi en azdir. Aksine,
hicrelerin dukto-lobuler bdlgeden cevre stromaya (invaziv meme kanseri) yayilmasi
durumunda meme kanseri prognozu belirgin sekilde kotiilesir. BOylelikle bolgesel olarak
invaziv meme kanseri, yani bolgesel lenf diigiimlerine yayilan meme kanseri i¢in 5 yillik
sagkalim sadece % 83'tlir (lokalize meme kanserinden % 15 azalma gosterir). Tan1 aninda
uzak metastaz varligi, tanidan 5 yil sonra hayatta kalan hastalarin sadece % 23'U ile en Kotu

prognozu ortaya koymaktadir (Howlader, 2011).

Kanallardan veya lobiillerden ¢iktiktan sonra, kanser hiicreleri kan veya lenfatik
sistemler yoluyla akcigerler, karaciger veya kemikler gibi uzak organlara metastaz
yapabilir. Hiicre goc¢lni ve kolonizasyonu igeren metastaz siireci, gen mutasyonlar1 ve
degismis gen ifadeleri tarafindan yonlendirilen ¢ok asamali bir molekiiler olaylar zinciridir
(Weber, 2008). Metastaz, tumdor hacrelerinin (i) birincil timor bolgesinden ayrilip
uzaklasma, (ii) komsu dokuyu istila etme ve bazal membran yoluyla nufuz etme, (iii) kana
veya lenfatik damarlara girme ( iv) timor kitlesinden kopup dolasimdayken anoikis
durumunda hayatta kalma, (v) uzak bir organdaki kan veya lenfatik damarlardan ¢ikma,
(vi) mikrometastatik nodiil olusturma, (vii) cevreleyen stromayr uyarma, yeniden
programlayabilme, ve makrometastazlar olusturma gibi farkli agsamalarindan olusmaktadir
(Steeg, 2006). Metastatik hiicre gogl, lokal istila, intravazasyon, yayilma ve
ekstravazasyonu igerir; burada uzak dokuya sizmak, bagisiklik savunmalarindan kagmak,
destekleyici nislere uyum saglamak, gizli timor baslatici kaynaklar olarak hayatta kalmak
ve sonunda konak¢ir dokuyu degistirmek i¢in ayrilmak, metastatik kolonizasyon igin
anahtar adimlardir (Massagué & Obenauf, 2016).
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1.3.Meme Kanserinde Tani

Meme kanseri teshisinde yaygin olarak kullanilan prosediirler mamografi,
ultrasonografi, MRG ve PET'dir. Ancak meme kanserlerinin belli bir orami (% 11)
mamografide goriilmedigi i¢in fiziki muayene Onemini korumaktadir (Veronesi,

Goldhirsch, Boyle, Orecchia & Viale, 2005).

Yogun meme dokusu olmayan kadinlarda mamografi en énemli tan1 aract olmaya
devam etmektedir. Menopozdan sonra, mamografi genellikle kiigik lezyonlar1 saptamak
igin en iyi yontemdir. Bunun tersine, yogun meme dokusu olan kadinlarda kiigiik tiimorleri
teshis etmek ve kati lezyonlari kistik lezyonlardan ayirmak igin en etkili prosedir,
ultrasonografidir. Mamografi, siipheli mikrokalsifikasyonlar1 tespit etmek, meme
yogunluklarin1 ayirt etmede iyi degildir ve belirli lobiiler invaziv karsinomlari, Paget
hastaligini, inflamatuar karsinomu ve 6zellikle periferik, kiclk karsinomlari tanimlamada

glclik cekmektedir (Veronesi ve ark, 2005).

MRG, esas olarak gelencksel tani prosediirlerinden sonra bir problem ¢6zme
yontemi olarak kullanilmaktadir. Teknik oldukga hassastir ve esas olarak yiiksek riskli,
BRCA-pozitif hastalarin taranmasi igin kullanilmaktadir. Ayrica, elle tutulur olmayan
lezyonlarda ve aksiller metastazlarda birincil odak kaniti olmaksizin birincil odaklarin
tammlanmas1 ve neoadjuvan kemoterapiye yanitin degerlendirilmesi igin de yarar
saglamaktadir. Dinamik, kontrastli MRG'da, goriintiiler hastalara kontrast madde
verildikten 6nce ve sonra alinir. Kétii huylu lezyonlar, kontrast maddenin hizli alimi ve
ortadan kaldirilmasiyla genellikle oldukca gegirgendir, oysa iyi huylu lezyonlar yavas
yikselen, devamli artis kinetigine sahiptir. MRG, ylksek tan1 dogruluguna sahip olmasina
ragmen, yanlis pozitif vakalarin orani hala yiiksektir ve MRG bulgulart meme cerrahisi

icin tek bir gosterge olamamaktadir (Veronesi ve ark, 2005).

PET su anda herhangi bir uzak organdaki saptanmamis metastatik odaklar
kesfetmek i¢in kullanilmaktadir ve ameliyat dncesi evreleme siirecinde aksiller diigiimlerin
durumunu degerlendirebilmektedir. Bununla birlikte, PET diisiik dereceli lezyonlar1 ve 5

mm'den kiigiik tiimdrleri tanimlayamayabilir (Veronesi ve ark, 2005).
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1.4.Meme Kanseri Evre ve Dereceler

Meme kanseri teshisi dogrulandiktan sonra tedavi, hastaligin evresi, reseptor
durumu ve tiimor derecesi gibi patolojik 6zelliklere baghdir. Hastalik evresi, tiimor boyutu,
ilgili lenf digiimlerinin say1si, konumu ve uzak metastatik hastaligin varlig1 veya yoklugu
ile belirlenir ( Tablo 1.3). Uzak metastatik hastaligi olmayanlarda prognoz, blyuk 6lcude
ilgili aksiller lenf diiglimlerinin sayisina, primer timoriin boyutuna ve patolojik
ozelliklerine (histolojik derece, hormon reseptér durumu, HER2 durumu ve lenfovaskiler

invazyon varligi veya yoklugu) baghdir (Moulder & Hortobagyi, 2008).

Tablo 1.3. Meme Kanserinin Evrelendirilmesi. Moulder & Hortobagyi (2008)’den

alinmustir.
Evre 0 e Insitu Karsinom. Lenf diigiimii veya uzak metastaz yoktur.
Evre | e  TUmOr boyutu < 2 cm. Lenf diigiimii veya uzak metastaz yoktur.
Evre e TUmor boyutu <2 cm olup < 3 kansere bagl ipsilateral aksiller lenf diigiimleri gelismistir.
1A

e  TUmor boyutu > 2 ila < 5 cm olup kansere bagli ipsilateral aksiller lenf digiimleri yoktur.
e e  Tiimor boyutu > 2 ila < 5 cm olup <4 kansere bagl ipsilateral aksiller lenf diigiimleri
1B gelismistir.

e  TUmor boyutu > 5 cm olup Lenf diigiimii metastazi yoktur.
Evre e Herhangi bir boyutta timor olup 4-9 kansere bagli ipsilateral aksiller lenf diigiimleri veya
1A internal meme diigiimleri gelismistir.

e  TUmdr boyutu > 5 cm olup < 4 kansere bagl ipsilateral aksiller lenf diigiimleri gelismistir.
Evre e <9 ipsilateral aksiller lenf diigiimleri veya internal meme diigiimleri ile meme duvarma veya
B cilde (inflamatuar karsinom dahil) dogrudan yayilan her boyutta timor gelismistir.
Evre Asagidakilerin dahil oldugu herhangi boyuttaki bir timar;
1c

e Ipsilateral aksiller lenf diigiimleri ve internal meme diigiimleri

e  >10 aksiller lenf diigiimleri

e Ipsilateral supraklavikiiler diigiimler
Evre IV e  Uzak metastaz varligi
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Yaygin olarak kullanilan meme kanseri derecelendirme sistemi TNM sistemidir: Bu
Uc hart sirastyla birincil tiimori, lenf diigimii tutulumunu ve metastazi temsil eder. Bu
sistem, Uluslararast Kanser Kontrolii Birligi (UICC) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi
(AJCC) tarafindan kabul edilmis ve ¢ogu kanser raporunda kullamilmistir (Tablo 1.4)
(Donepudi, Kondapalli, Amos & Venkanteshan, 2014).

Tablo 1.4. Meme kanseri: UICC ve AJCC'ye gore dereceler. Donepudi ve ark. (2014)’den

almmustir.
Primer TUmor (T) Lenf Nodu (N) Metastaz ve Sekonder TUmor
(M)

Boyut ve kapsama gore Yakindaki lenf diigiimlerine Sekonder tiimor varligi viicudun
yayillma miktarina gore diger bolgelerine yayilir

Tx: Tiimér degerlendirilemez Nx: Bolgesel lenf bezlerinde Mx: Uzak organlara yayilim
tiimor varligr arastirilmamis olup olmadig: arastirilmamus

TO: TUmor yok NO: Bolgesel lenf bezlerinde MO: Uzak organlara yayilim
timor yok yok

Tis: Karsinoma in situ, kansere

doniisebilir

T1,T2,T3,T4: Boyut ve/veya N1,N2,N3: Tutulum derecesi, = M1: Uzak organlara (karaciger,

kapsam lenf diigiimlerinin sayis1 ve akciger, kemik gibi) yayilim var
yeri

1.5.Meme Kanserinde Tedavi

TUm kanser tiirleri farkli davranmaktadir ve bu nedenle farkli tedavi yontemleri
gerektirir. Meme kanseri, cerrahi, radyasyon ve / veya kemoterapi dahil bircok yontemin
kullanilmasini i¢eren sistemik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Tan1 aninda kanserin
ne kadar yaygin oldugunu belirleme siireci evreleme, tedavi seceneklerini belirlerken en
onemli faktordir (Ely & Vioral 2007).

Meme Kanseri i¢in en yaygin cerrahi prosediirler:

Kismi (segmental) mastektomi veya lumpektomi, meme timortunin normal doku
kenariyla (serbest smir) cikarildigi ve lokal niiks olasiligini azaltmak i¢in 6 haftalik

radyasyon tedavisi verildigi meme koruyucu cerrahi olarak kabul edilmektedir.
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Basit veya total mastektomi, tim memenin alinmasini i¢cermektedir; ancak kolun
altindaki lenf diigiimleri veya memenin altindaki kas dokusu almmaz. Ozellikle bir kadin

meme kanseri i¢in ¢ok yiiksek risk altindaysa, her iki meme de alinmaktadir.

Degistirilmis radikal mastektomi, meme kasi olmadan tim memenin ve kol

altindaki lenf diigiimlerinin ilk iki agamasinin alinmasini igermektedir.

Radikal mastektomi, meme altindaki tim memenin, lenf diigiimlerinin ve meme
duvar1 kaslarinin kapsamli bir sekilde alinmasidir. Degistirilmis radikal mastektominin
daha az sekil bozuklugu ve daha az yan etki ile aynmi derecede etkili oldugu
kanitlandigindan, bu ameliyat artik nadiren yapilmaktadir (Ely & Vioral 2007).

Tek basina veya cerrahi segeneklerle birlikte kullanilabilen, meme kanserini tedavi

etmek icin baska cerrahi olmayan segenekler de vardir.

Adjuvan tedaviden sonra hastaligi atlatan hastalar, hastaligin ilerlemesini siirekli
kontrol etmek i¢in kronik bakima ihtiya¢ duyanlarla karsilastirildiginda, sirasiyla adjuvan
ve metastatik tedavi yaklasimlari arasindaki temel farki olusturmaktadir. Adjuvan sistemik
tedavi, invaziv meme kanseri olan tim hastalarda potansiyel olarak mevcut olabilecek
mikrometastatik hastalig1 ortadan kaldirmak i¢in verilmektedir. Amaci, niiksii azaltmak ve
hayatta kalmay1 artirmaktir. Randomize bir calisma popiilasyonunda uzun vadeli sonuglar
disinda postoperatif adjuvan tedaviler etkinlik agisindan kontrol edilememektedir. Bunun
tersine, degerlendirilebilir kanser i¢in, ameliyattan once (yani, ameliyat edilebilir veya
lokal olarak ilerlemis meme kanseri igin birincil tedaviler) veya metastazlar i¢in verilen
sistemik tedavilerin etkinligi, kisa siireli terapotik maruziyetten sonra tedavi etkisi

hakkinda 6ngoriye izin vermektedir (Veronesi ve ark, 2005).

Neoadjuvan (birincil) tedavi, lokal olarak ilerlemis veya biiyiik primer timdrii olan
ve ayrica primer timore cevabin memeyi koruma sansini artirabilecegi hastalara
verilmektedir. Amac timor boyutunu kiiglltmektir. Artik, belirli bir tedaviye verilen yanit
hakkinda bilgi edinmek icin birincil sistemik tedavi de uygulanabilmektedir (\Veronesi ve
ark, 2005).
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Kemoterapi

Hastaligin erken evrelerinde kanser hiicreleri meme tiimoriinden kopabilir ve kan
dolasimina yayilabilir, bu durum semptomlara neden olmaz veya radyografilerde
gérulemez  ama  biyiirlerse  viicudun  baska  yerlerinde  yeni  timdrler
olusturabilirler. Kemoterapi, uzak organlara yayilan herhangi bir bilinen veya bilinmeyen

metastaza ulasarak kan dolagimina girmek i¢in kullanilmaktadir (Ely & Vioral 2007).

Kemoterapi, kanser hicrelerinin biyumesini ya hicreleri oldirerek ya da
boliinmelerini  engelleyerek  durdurmak ic¢in ilaglarin  kullamildigi  bir  kanser
tedavisidir. Halihazirda, onkologlarin alternatifleri arasinda cesitli tedavi programlarina
sahip ¢ok sayida ila¢ bulunmaktadir. Tipik olarak meme kanseri tedavileri, donguler
halinde uygulanan 2 ila 3 ilagtan ve ardindan segilen protokole bagli olarak 2 ila 3 haftalik
bir dinlenme siiresinden olusmaktadir. Birden fazla ajan kullanmanin gerekgesi: sinerjik
etkilerin artmasi; farkli etki mekanizmalarinin birlestirilmesi; ila¢ direncinin azaltilmasi ve

ortlisen toksisitelerin en aza indirilmesini icermektedir (Ely & Vioral 2007).

Hormonal Tedavi

Kadinlik hormonu 6strojen, bazi kadinlarda meme kanseri hiicrelerinin biiytmesini
destekler. Bu kadinlarda meme kanserini tedavisinde, 0strojenin etkisini engellemek veya
seviyelerini diisiirmek icin cesitli yontemler kullanilmaktadir. Ornekler arasinda, dstrojenin
etkilerini bloke eden tamoksifen, niks riskini azaltmak icin genellikle ameliyattan sonra 5
yil boyunca hap seklinde alinan Ostrojenin etkilerine karsi verilebilmektedir. Aromataz
inhibitorleri, viicudun Ostrojen Gretimini engelleyen ve sadece menopoz sonrasi Ve hormon
pozitif olan kadinlarda ise yarayan ilag tiirleri olan anastrazol, eksemestan ve letrozol’u
igerir. Bu ilaglar, meme kanserinin niikksetme riskini azaltmak i¢in tamoksifen sonrasinda

veya hatta onun yerine kullanilabilmektedir (Ely & Vioral 2007).
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Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, ameliyat sonrast meme, meme duvart veya koltuk alt1
bolgesinde kalan kanser hiicrelerini yok eden yiiksek enerjili 1sinlar veya partikiiller ile
yapilan tedavidir. Bazi durumlarda, radyasyon tedavisi ile tedavi edilen alan ayrica
supraklavikiiler ~ lenf  digimlerini ve internal meme lenf  diagimlerini
icerebilir. Radyasyonun kapsami lumpektomi veya mastektomi yapilip yapilmadigina ve
lenf diiglimlerinin dahil olup olmadigina baglidir. Kemoterapide oldugu gibi, farkl
radyasyon tedavisi tiirleri vardir (Ely & Vioral 2007).

Dis 1s1mn radyasyonu, etkilenen boélgeye viicudun disindaki bir makineden
odaklanan, meme kanseri olan kadinlar i¢in en yaygin radyasyon tedavisi tiirtidiir. Bu
tedavi tipik olarak, bir ayakta tedavi merkezinde, ameliyattan bir ay sonra baglayarak
yaklagsik 6 veya 7 haftalik bir siire boyunca haftada 5 giin ve kemoterapi tedavileri ile
birlikte veya tamamlandiktan sonra uygulanmaktadir. Her tedavi birka¢ dakika strer ve
tedavinin kendisi agrisizdir. Daha yeni bir teknik, kismi gogiis 1sinlamasi olarak
adlandirilan toplam 5 giinliik daha kisa bir siire boyunca radyasyon uygulanmasidir (Ely &
Vioral 2007).

Dahili veya interstisyel radyasyon olarak da bilinen brakiterapi, radyasyon
tedavisinin bagka bir yoludur; bu sayede viicut disindan radyasyon 1sinlarini hedeflemek
yerine, radyoaktif toplar dogrudan kanserin yamindaki meme  dokusuna
yerlestirilir. Kullanilan diger bir brakiterapi yontemi, lumpektomi bosluguna yerlestirilen

ve tuzlu su ile doldurulan ince bir tiipe tutturulmus bir balondan olusan Mammosittir (Ely

& Vioral 2007).

Hedefli Tedaviler

Aragtirmacilar kansere neden olan genler hakkinda daha fazla sey o6grendikge,
dogrudan bu degisikliklere yonelik yeni ilaglar gelistirmektedir. Trastuzumab, normal
meme hiicrelerinin ve ¢ogu meme kanserinin yiizeyinde kiglik miktarlarda bulunan
blyumeyi destekleyen bir proteine (HER2 / neu) baglanan bir monoklonal antikordur. Bazi
meme kanserleri bu proteinden ¢ok fazla icermektedir, bu da kanserin daha hizlh

biiylimesine ve yayilmasina neden olabilir, boylece trastuzumab bu proteinin meme kanseri
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hiicre blylumesine neden olmasini durdurmaktadir. Yapilan calismalar, kemoterapiye 1
yillik trastuzumab tedavisinin eklenmesinin, baz1 kadinlarda ameliyat sonrasi tek basina
kemoterapiye gore kanserin niks ve 6liim oranim diistirdiigiinii gdostermistir; bu nedenle,

bu yaklagim bu durumlarda standart adjuvan tedavi haline gelmistir (Ely & Vioral 2007).

Diger hedefe yonelik tedaviler arasinda, HER2 / neu proteinini hedefleyen baska bir
ila¢g olan ve artik kemoterapi ve trastuzumabin yardimci olmadig1 kanserli bazi kadinlar

i¢in kullanilan lapatinib bulunmaktadir (Ely & Vioral 2007).

Son olarak, bevacizumab, diger kemoterapétik ajanlarla birlikte, metastatik meme
kanserli hastalarda kullanilabilen bir monoklonal antikordur. Bu antikor, ttimorlerin
tiimori beslemek i¢in yeni kan damarlar1 olusturmasini 6nlemeye yardimci olmaktadir (Ely

& Vioral 2007).

1.6.Meme Kanseri Genetigi

Kanserin gelismesine, meme kanseri durumunda meme dokusu hiicrelerini
etkileyen kazanilmis (somatik) mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin kademeli ve
Omur boyu birikmesi neden olmaktadir. Tiimor 6rneklerinin genom ¢apinda son analizleri,
timorogenez siirecini yonetenler de dahil olmak {izere mutasyonlarin kapsamli bir sekilde
tanimlanmasint saglamistir ve bunlar siiriici mutasyonlar1 olarak adlandirilmaktadir.
Meme kanserinde tanimlanmis ¢ok sayida siirlici mutasyon, hastaligin molekiiler
karmagikligin1 agiklamakta ve klinik heterojenligini gostermektedir (Kleibl & Kristensen,
2016).

Bir kansere evrim, meydana geldikten sonra geri dondirilemez olan ve ana
hiicreden tiim yavru hiicrelere gegen (1) genomik mutasyonun ve (2) bu kalitsal varyasyon
nedeniyle "yetenek" agisindan farklilik gdsteren hiicreler tizerinde isleyen bir dizi spesifik
baskinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Meme kanserinde ortaya ¢ikabilecek ana
genomik mutasyon siniflar1 nokta mutasyonlarma (tek niikleotid degisimleri, kiigiik
insersiyonlar ve delesyonlar), bazen yeniden diizenlemeler olarak da adlandirilan yapisal
varyantlara ve andploidi veya genom duplikasyonunu igeren buyuk 6lcekli kopya sayisi
degisikliklerine ayrilabilir (Sekil 1.7) (Desmedt, Yates & Kulka, 2016).
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Sekil 1.7. Meme kanserinde mutasyon turleri. Desmedt ve ark. (2016)’dan alinmustir.

Tim genom dizileme, bireysel meme kanserlerinin tipik olarak binlerce nokta
mutasyonu ve az veya c¢ok sayida yapisal varyanti barindirdigini tespit etmistir
(Alexandrov ve ark, 2013). Bu yapisal varyantlar bazi durumlarda olduk¢a karmasik
olabilmekte, birden fazla kromozomu ve hatta aymi anda birden fazla kanser genini
icerebilmektedir (Yates ve ark, 2015). Bununla birlikte, tek bir kanser icinde, bu
mutasyonlarin sadece kiigiik bir azinlig1 (tipik olarak 1-10), kritik kanser genlerinin islevsel
driintinii  degistiren kanserin siiriici mutasyonlar1 olarak adlandirilmaktadir. Cogu

mutasyon ise hiicre yetenegini degistirmezler ve "yolcu" mutasyonlar: olarak adlandirilirlar
(Desmedt ve ark, 2016).

Meme kanserine neden olan kesin mekanizma bilinmemektedir; bununla birlikte,
meme kanserini molekiiler olarak karakterize etmek ve olusumunu ve ilerlemesini
aciklamak i¢in ¢ok caba sarf edilmistir. Ttimor hiicrelerinde en sik mutasyona ugramis ve /
veya c¢ogaltilmis genler bir dizi erken meme kanserinde bildirildigi gibi TP53 (timorlerin
% 41'1), PIK3CA (% 30), MYC (% 20), PTEN (% 16), CCND1 (% 16), ERBB2 (% 13),
FGFR1 (% 11) ve GATA3 (% 10) genleridir (Sekil 1.8) (Nik-Zainal ve ark, 2016). Bu
genler, hicre dongust dizenleyicilerini baskilayan (6rnegin, p53) veya aktive eden
(6rnegin siklin D1), proliferasyonu sirdlren, apoptozu ve aktive olan onkojenik yollar

inhibe eden (MYC, HER2 ve FGFR1) veya artik baskilanmayan (PTEN) &geleri kodlar.
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100 meme kanseri siiriiciisiinii etkileyen mutasyonlarin ¢ogunlugu son derece nadirdir, bu
nedenle ¢cogu meme kanseri, kiimiilatif olarak hareket eden ¢oklu, diisiik penetran
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (Yates ve ark, 2017). Luminal A timorleri, PIK3CA
mutasyonlarinin yiiksek bir prevalansina sahipken (% 49), TP53 mutasyonlarinin yiiksek

prevalansi, bazal benzeri timdrlerin ayirt edici 6zelligidir (% 84) (Harbeck ve ark, 2019).
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Sekil 1.8. Meme tiimorii DNA kopya sayist ve somatik mutasyonlar hakkindaki Kanser
Genom Atlas1 verileri. Her gen, genel degisim sikligina gore renklendirilmistir. Turuncu,
yiiksek diizeyde amplifikasyon ve / veya olast islev kazanci mutasyonlarni; mavi,

homozigot delesyonlari ve / veya olast islev kaybi mutasyonlarini temsil etmektedir.

Harbeck ve ark. (2019)’dan alinmisgtir.

Epigenetik  degisiklikler meme karsinogenezinde ve ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Meme kanserinde, genler ya tamamen hipometilatlanabilir (gen
aktivasyonuna, onkojenlerin yukari regiilasyonuna ve kromozomal kararsizliga yol agar) ya
da daha az siklikla, lokusa 6zgii hipermetile (DNA onarim genlerinin susturulmasina bagl
olarak gen baskilanmasina ve genetik kararsizliga yol acar) edilebilir. Diger epigenetik
mekanizmalar, DNA metilasyonu yoluyla histon modifikasyonlarini igerir, gen
ekspresyonunu ve nikleozomal yeniden dizenlemeyi susturmak igin kromatin yapi
degisikliklerini indiiklemektedir (Harbeck ve ark, 2019).
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Sporadik meme kanseri i¢in baslica risk faktorleri, hormona maruz kalma ile
baglantilidir. Ostrojen, ligandla aktive edilen bir transkripsiyon faktori olan cekirdekte
bulunan (ESR1 tarafindan kodlanan) ER'ye baglanmasi yoluyla agik¢ca meme kanserinin
bir destekleyicisidir. Hormonlar ergenlik, adet dongiisii ve hamilelik sirasinda (organin
islevsel oldugu tek donem) meme gelisimini uyarir. Adet dongiileri sirasinda Ostrojen ve
progesteron arasindaki dengesizlik, hiicre ¢ogalmasini artirir ve DNA hasar1 birikimine
neden olabilir. Islemin her dongiide tekrarlanmasiyla, pre-malign ve sonra malign
hiicrelerde mutasyonlara yol agan kusurlu bir onarim siireci meydana gelebilir. Bu agamada
Ostrojen, bu hiicrelerin biiylimesini ve kanser gelisimini destekleyen stromal hiicrelerin
cogalmasimi uyarir. Ligand baglanmasi ile aktive edildiginde ER, spesifik genlerin
promoter bolgesinde yer alan Ostrojen cevap elemanlar1 ile etkilesime girerek gen
ekspresyonunu modiile edebilir. Hiicre dis1 sinyaller, ostrojen yoklugunda ER'nin
ekspresyonunu ve aktivasyonunu da uyarabilir. Ayrica ER, hiicre proliferasyonu ve hayatta
kalma ile ilgili gen ekspresyonunu artirmak i¢in biiylime faktorii reseptorleri gibi
proteinlerle dogrudan etkilesime girebilir. Bu nedenle, tamoksifen gibi Ostrojenin meme
bezi Uzerindeki etkilerini bloke eden veya aromataz inhibitorleri gibi Gstrojen Gretimini
engelleyen ilaglar, hormona duyarli meme kanserinin tedavisinde 6nemli rollere sahiptir.
Meme kanserine yatkinlik genlerinin tanimlanmasi hem sporadik hem de herediter meme

kanserinin patogenezinin bazi yonlerine 1s1k tutmustur (Harbeck ve ark, 2019).

1.6.1. Herediter Meme Kanseri

1866'da Paul Broca, meme karsinomu olasilig1 yiiksek olan bir aileyi tanimlayan ilk
kisiydi. Karisi, meme kanserinin erken baglangicindan muzdaripti ve ailesinden bir soy
agact olusturdugunda, meme kanseri olan dort nesil tespit edilebildi (Broca, 1866).
“Broca” raporu, meme kanserinin bir nesilden digerine kalitimla gegebilecegine isaret eden

pek ¢cok rapordan ilkidir.

Meme kanseri gelisimi i¢in daha once de bahsedildigi gibi hormonal, lireme ve
menstriiel Oykii, yas, egzersiz eksikligi, alkol, radyasyon, iyi huylu meme hastalig1 ve
obezite dahil olmak {izere bilinen bir dizi risk faktorii vardir (Yang ve ark, 2011). Ailede
meme kanseri Oykiisii, artik hastaligin gelisimi i¢in yerlesik bir risk faktoriidiir. Aslinda,

meme kanseri ile nedensel bir iliski icerdigi gosterilen degiskenler arasinda, yastan sonra

22



en yiksek artan risk, pozitif aile 6ykusudir (Van der Groep, Van Der Wall & Van Diest,
2011).

Herediter meme kanserinden sorumlu olan meme kanserine yatkinlik genlerinde
germ hatt1 (siiriicli) mutasyonlar1 tasiyan yiiksek riskli bireylerde meme kanseri gelisme
olasiligr daha yiiksektir. Bu hastalar, meme kanseri hastalarinin kiigiik ama onemli bir
boliimiinii olusturur. Kalitsal faktorlerin meme kanseri vakalarinin % 27'sine katkida
bulundugu tahmin edilmistir ve en az bir birinci derece akrabada meme kanseri varligi
vakalarmm % 13'inde belgelenmistir. Meme kanseri vakalarmin yaklasitk % 5-10'u
herediterdir ve meme kanseri yatkinlik genlerdeki mutasyonlarin tastyicilarinda meydana
gelmistir. Bu genlerde patojenik bir mutasyonun varligin1 gosteren birkag ortak isaret
olabilir (Tablo 1.5) (Kleibl & Kristensen, 2016).

Tablo 1.5. Meme kanserine yatkinlik geninde bir germ hattt mutasyonunun varligini

gosteren isaretler. Kleibl & Kristensen (2016)’dan alinmustir.

Olagandis1 meme kanseri goriiniimii

Erken hastalik baslangici

Tumor nuksu

Ikili timor gelisimi

Erkek meme kanseri gelisimi

Nadir veya kiigiik histopatolojik tanilarin varhigi (Ucli negatif, medller veya atipik
medller meme kanseri)

e  Erken hastalik baslangici, dstrojen reseptorii negatif (ER-)

Etkilenen ailelerde meme kanseri kiimelenmesi
Cok sayida kanser (yumurtalik, kolorektal, pankreas kanseri veya melanom dahil olmak iizere
meme ve diger kanserlerin gelisimi)

Meme kanseri i¢in bireysel riskin, etkilenen akraba sayisi ve hastaligin erken yasta
baslamasiyla orantili olarak arttig1 iyi bilinmektedir. Meme kanseri vakalarinin yaklasik %
5-10'u Mendel kalitim modelini (otozomal dominant) izler ve kalitsal olarak karakterize
edilir. Herediter meme kanseri vakalarinin en az % 30'u BRCAL ve BRCA2'deki germ hatti
mutasyonlarindan kaynaklanir. Bununla birlikte, dizileme teknolojilerinin gelisimi, birden
fazla genin paralel test edilmesini saglayarak, meme kanserinde altta yatan nedenlerin

eszamanli analizine izin vermektedir (Economopoulou, Dimitriadis & Psyrri, 2015).

Tim meme kanseri yatkinlik genleri, yasamlar1 boyunca meme kanseri gelistiren

tastyicilarin oraniyla belirlenen degisken penetransa sahiptir. Bu genler genellikle sirasiyla
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yiiksek, orta ve diisiik penetransli gen kategorilerine ayrilir ve bu da mutasyon
tastyicilarinda meme kanseri gelisiminin goreceli riskini yansitir. En iy1 bilinen grup,
meme kanseri riskini dort kattan fazla artiran yiiksek penetranshi genlerdir (BRCA1,
BRCA2, TP53, PTEN, STK11, CDH1). Bu genlerdeki patojenik mutasyonlar, tuim herediter
vakalarmin yaklagtk % 25'inden sorumludur. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarinin
tastyicilari, bu grubun % 90'1ndan fazlasimi olusturur. Hizla biiyiiyen orta penetran grubu
(6rnegin PALB2, ATM veya CHEK2 ile temsil edilen) genlerdeki mutasyonlar, meme
kanseri riskini iki kattan dort katina ¢ikarmaktadir. Son olarak, diisik penetransli gen
grubu, meme kanseri gelisme riskini iki kattan daha az arttirir. Bu varyantlarin ¢ogu, esas
olarak ¢ok merkezli genom c¢apinda iliski ¢alismalar1 (GWAS) ile karakterize edilen sik
SNP'lerdir (Kleibl & Kristensen, 2016).

1.7.Meme Kanseri Yatkinhk Genleri

BRCA1 ve BRCA2 genleri

Kromozom 17'de yer alan Meme Kanseri 1 (BRCA1) ve kromozom 13'te yer alan
Meme Kanseri 2 (BRCA2), DNA cift zincir kiriklar1 (DBS) onarim mekanizmalarinda yer
alan timor baskilayict genlerdir. Her iki protein de yapisal olarak iliskisiz olsa da
bunlar DBS onarimina katkida bulunan biyik ¢oklu protein komplekslerinin anahtar
bilesenidir (Sekil 1.9). DBS onarim sistemleri esas olarak homolog rekombinasyon (HR)
ve homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) mekanizmalarinin birlesimidir. BRCAl
dogrudan HR’ye katilir. Deneysel kanitlar BRCAl'in NHEJ onarim sisteminde de roliinii
desteklemektedir. Ek olarak, birka¢ c¢alisma, BRCAl'in kromatin ve DNA yapisini
diizenleyen enzimlerle etkilesimini de One sirmektedir. BRCAL, kontrol noktasi
seviyesinde DNA onarimi ve hiicre dongiisii kontroliinde yer alan molekiillerden olusan
BRCA1-iliskili DNA Gozetim Kompleksi'nin (BASC) bilesiminde yer alir. BRCAL'in ¢ok
islevli aktivitelerine ragmen, BRCA2'nin birincil islevi DSB'nin HR yoluyla onarilmasidir.
Spesifik olarak, BRCA2, HR i¢in ¢ok ¢nemli olan RAD51 rekombinazinin DSB'ye

alinmasina aracilik eder (Bracci ve ark, 2019).
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Sekil 1.9. DBS onarimina katkida bulunan biiyiik ¢oklu protein kompleksi bilesenleri. Roy,
Chun & Powell (2012)’den alinmustir.

Germ hattindaki BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin mutasyonlari, kalitsal meme ve
yumurtalik kanserlerinin yani sira prostat ve pankreas tiimorlerinin baglangici igin
predispozan nedenlerden biridir. BRCAL1 geninde germ hattt mutasyonu tasiyan bireylerde
meme kanseri gelisme riski yaklagik % 70-80 ve BRCA2 geni i¢in % 50-60'tir (Bracci ve
ark, 2019).

TP53 geni

TP53 geni, kromozom 17p13.1 zerinde yer alan "genomun koruyucusu" olarak
adlandirilan, 12 ekzon igeren ¢ok onemli bir tiimdr baskilayici gendir. Hiicresel timor
antijeni p53 proteini, DNA hasarini takiben bir kontrol noktasi diizenleyicisi gorevi goriir.
Ya hasar1 onarmak i¢in genleri aktive eder ya da apoptozu baslatir (Schon & Tischkowitz,
2018).

p53, DNA hasari, hiperproliferatif sinyaller, hipoksi, oksidatif stres, riboniikleotid
azalmasi ve besin a¢higr gibi bir dizi farkli strese yanit olarak gegici ve kalict (hiicresel
yaslanma) hiicre dongiisii baskilanmasini ve apoptozu tetikleyen hiicresel bir stres
sensoOridir (Sekil 1.10). Bu tiir stres sinyallerine yanit olarak p53, negatif diizenleyicileri
olan MDM2 ve MDM4'ten ayrilir ve bdylece stabilizasyonuna ve aktivasyonuna izin verir.
Cok sayida calisma, timor baskilamasinda standart p53 aracili hiicre dongiisii
baskilanmasini ve apoptoz yanitlarinmi isaret ederken, p53'Uin son zamanlarda, hiicresel

metabolizma, kok hiicre islevi, istila ve metastaz gibi ek ¢esitli siiregleri ve tumor mikro
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ortami i¢inde hiicre-hlicre iletisimini diizenledigi bulunmustur ve bunlar da timor

baskilanmasina katkida bulunabilir (Bieging, Mello & Attardi, 2014).
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Sekil 1.10. P53 aktivasyonu ve yaniti. Bieging ve ark. (2014)’den alinmistir.

Meme kanseri, p53 genindeki kalitsal bir mutasyonun neden oldugu kansere yatkin
bir durum olan Li-Fraumeni sendromundan (LFS) etkilenen kadinlarda teshis edilen en
yaygin kanserdir. LFS’lu bireylerde yasam boyu meme kanseri gelisimi riski 60 yasina
kadar % 49'a kadar ¢ikmaktadir. LFS hastalarinda meme tiimérleri ¢ogunlukla duktal
karsinomlar veya ER ve PR pozitifligi ve / veya HER2 / Neu pozitifligi ile in situ duktal
karsinomlardir (DCIS) (Kleibl & Kristensen, 2016).

CDH1 geni

CDH1 geni kromozom 16g22.1 uzerinde yer alan. 16 ekzona sahip bir timor
baskilayict gendir. Bu gen, E-kaderin adi verilen bir proteini kodlar. E-kaderin, islevi
katenin ad1 verilen bagka bir sitozolik protein grubu ile kompleks olusturarak organize
dokular olusturmak i¢in kalsiyuma bagli hiicre adezyonuna yardimci olmak olan, kaderin

adi verilen yliksek diizeyde korunmus bir zar gegis glikoprotein ailesine aittir (Shenoy,
2019).
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E-kaderin glikoprotein, sitozolik ve onu kopriileyen bir transmembran alan, bes
ardisik tekrardan olusan hiicre disi kalsiyuma bagimli alan olmak (zere ii¢ yapisal
bolgeden olusur (Sekil 1.11). Hiicre dist yapi, bitisik hiicrelerden homofilik bir kaderin
molekiiliine baglanir ve bu yapisma, bir mentesede hareket eden ve alanin biikiilmesini
onleyen ve sertlik saglayan kalsiyum iyonlarin1 gerektirir. E-kaderin proteininin
sitoplazmik kuyrugu, hiicre iskeleti filamentleri ile aktin, katenin (p120, B-katenin ve a-
katenin) ad1 verilen bir dizi adaptor protein araciligiyla etkilesime girer. Bu yapi, hiicre
stabilitesini ve adezyonunu saglar ve ayrica bireysel hiicre hareketliligini engeller (Shenoy,
2019).
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Sekil 1.11. E-Kaderin-katenin kompleksinin (Adherens Junction) yapisi ve islevi. Shenoy
(2019)’dan alinmustir.

Karsinogenezdeki CDH1 mutasyonlarinin kesin mekanizmasi arastirilmaya devam
etmektedir. E-kaderinin belirli gelisim sUreclerindeki roli ve karsinogenez sirasindaki
islevi, c¢esitli sinyal yollarimin karmasik etkilesiminde gosterilir. E-kaderin-katenin
kompleksi, hiicre-hiicre adezyon mekanizmalarinda islev goriir ve ayrica sinyalleri
¢ekirdege ve hiicre iskeletine dogrudan veya katenin, RnoGTPaz, NF-kB ve EGFR sinyali
gibi adezyondan bagimsiz bir sekilde diger yollarla karmasik bir etkilesimle iletir.
CDH1 gen mutasyonu ve bununla iligkili protein E-Kaderin kaybi, hiicrenin hiicre-hilicre
adezyon yeteneklerini ve apikal polaritesini kaybettigi EMT (epitel-mezenkimal gegis)
stirecine yol acar. Ek olarak, E-kaderin ve diger hiicresel yollar arasindaki énemli sinyal
etkilesimleri arasinda RTK / EGFR / MAPK, P-120 / Rho / RAC ve P-katenin / WNT yollar
bulunmaktadir. E-kaderin'deki genetik veya epigenetik degisiklikler, epitel hticre-hicre
adezyonunda ve hiicre yapisinda degisikliklere, anormal stromal etkilesimlere ve degismis
hiicre gogtine ve sinyallemesine yol agarak tiimor olusumunu tesvik etmektedir (Shenoy,
2019).
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Kalitsal yaygin mide kanserine yatkinligi olan ailelerin % 30-40'inda germ
hattt CDH1 mutasyonlar1  tanimlanmistir. CDH1 mutasyonlarinin kadin ~ tasiyicilari, 75
yasina kadar % 52'lik bir kiimiilatif meme kanseri gelisme riskine sahiptir. 45 yasindan
sonra lobuler meme kanseri, CDH1 mutasyon tastyicilarinda sik goriilen bir meme
timorudur (Kleibl & Kristensen, 2016).

PTEN geni

PTEN geni kromozom 10923.3 izerinde yer alan gift fosfataz aktivitesine sahip 10
ekzonlu bir tiimor baskilayicidir. Bu gen insan timdrlerinde p53 geninden sonra ikinci
mutasyon orani yiiksek ve fosfataz iceren ilk timor baskilayict gendir. Kanser hicrelerinde
timor geni tarafindan iretilen tirozin protein kinazi kontrol ederek protein

fosforilasyonunu etkileyebilir (Li ve ark, 2018).

PTEN proteininin lipid fosfatazi, PI3K / Akt sinyal yolunun negatif regulasyonu ile
protein-serin / treonin kinaz B (Akt) tizerine etki eden fosfatidilinositol 3 kinazin (PI3K)
fosforilasyonunu bloke edebilir, hiicre proliferasyonuna, bllylimesine, hayatta kalmasina ve
gociine aracilik ederek, hiicre dongiisiini dizenleyebilir, apoptozu tesvik eder, ayrilmig
timor hiicrelerinin  yayilmasint engeller (Sekil 1.12). PTEN ekspresyonu veya islevi
kaybedilirse, PI3K / Akt'nin surddrulebilir fosforilasyonu sonucunda hcrelerin surekli
boliinmesine, apoptoz gecikmesine ve timor kan damarlarinin ve lenfatik damarlarin
olusumuna yol agabilir. Protein PTEN ayrica, RAS ve hiicre dis1 diizenleyici kinazin (ERK)
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolundan aktivasyonunu secici olarak
sinirlayabilir ve adaptor proteinin fosforilasyonunu inhibe edebilir, MAPK / ERK sinyal
yolunu negatif olarak diizenleyebilir, sonucta hiicre bliytimesi Gizerinde negatif regiilasyona
sahip olabilir (Sekil 1.12). Bu nedenle, viicut dokularinda yaygin olarak bulunan bir
housekeeping geni olarak PTEN, anormal bir sekilde ayrildiginda, mutasyona ugradiginda

veya eksprese edildiginde tiimorle yakin bir iliskiye sahiptir (Li ve ark, 2018).
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Sekil 1.12. Hucre sinyallemesinin kontroliinde PTEN'in rolii. Zhang ve ark. (2020)’den

alimmustir.

PTEN'deki kalitsal heterozigot mutasyonlar, meme kanseri riskinde % 25-50 artisla
seyrek bir ¢coklu sistem hastaligi olan Cowden sendromlu bireylerde karakterize edilmistir.
Bununla birlikte, birka¢ calisma yasam boyu daha yiliksek bir risk (% 67-85) ve diger
kanser tiirleri (displastik serebellar gangliositoma) ile bir iliski oldugunu da bildirmistir
(Kleibl & Kristensen, 2016).

STK11 geni

Hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesi, enerji metabolizmasi, hiicre polaritesi ve goc,
sik1 bir sekilde kontrol edilmesi gereken temel siireclerdir. Kromozom 19p13.3'te bulunan
10 ekzonlu Karaciger Kinaz B1 (STK11 tarafindan kodlanan LKB1), bir timdr baskilayici
olarak islev goren oldukg¢a korunmusg bir serin / treonin kinazdir ve vicudun her yerinde
ifade edilir (Kullmann & Krahn, 2018)

LKB1, kompleksin niikleer disa aktarimini destekleyen ve LKBLl'in Kkinaz
aktivitesini artiran psddokinaz STRADa ve iskelet proteini MO25 ile t¢li bir kompleks
olusturur. AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK) ile birlikte LKB1, htcresel enerji
sensoru gorevi gorir. Enerji yoksunlugu altinda, mTORC1, Acety-CoA karboksilaz ve
HMG-CoA-Rediiktaz: inhibe etmek icin AMPK'yi fosforile eder, boylece anabolik siirecleri
inhibe eder. Ek olarak, LKB1, aktivasyon dongusinde AMPK ile ilgili 12 kinaz fosforile

eder. LKB1, bu kadar ¢ok sayida kinazi diizenledigi g6z oniine alindiginda, bir "ana kinaz"
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olarak diistiniilebilir. LKB1, metabolizma ve hicre proliferasyonundaki rolinin 6tesinde,
MARK'leri aktive ederek hiicre polaritesinin olusturulmasinda rol oynar, bu da Par

kompleksinin olusumunu diizenler (Sekil 1.13) (Kullmann & Krahn, 2018).
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Sekil 1.13. Dort temel islevinde LKB1 islevini etkileyen diizenleyici faktorlerin sematik
Ozeti. Kirmizi oklar inhibe edici islevleri temsil ederken, yesil oklar LKBI1'in bir

aktivasyonunu gostermektedir. Kullmann & Krahn (2018)’den alinmustir.

Bu gendeki zararli mutasyonlar, intestinal hamartomoz polipler ve mukokutan
pigmentasyon ile karakterize Peutz-Jeghers sendromuna neden olur. Ek olarak, 60 yila
kadar yasam boyu meme kanseri riski % 32-54 olarak bildirilmistir. Belirgin sekilde
yiiksek risk tastyan diger iliskili timorler, gastrointestinal kaynakli kanserler ve pankreas
kanseridir. Disi tasiyicilar ayrica yumurtalik seks kord-stromal tlmdérleri ve nadir bir
serviks tlimori olan adenoma malignum agisindan yiiksek risk altindadir. STK11

mutasyonlarinin tastyicilary, % 85'e kadar herhangi bir kanser i¢in kiimiilatif yagam boyu

riske sahiptir (Wendt & Margolin, 2019).

CHEK?2 geni

Insan kromozomu 22q12.1'de lokalize olan CHEK2 geninin protein Griini olan
kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK2, Chk2), hiicresel yolak iginde DNA hasarina yanit veren
ve genomik biitiinliigii koruyan filogenetik olarak korunan bir sinyal bilesenini temsil eder.
Bu gen, yaklasik 50 kilobaz (kb) genomik DNA'y1 kapsar ve 14 ekzondan olusur
(Nevanlinna & Bartek, 2006).
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CHEK2 geni, Thr68'in ATM tarafindan fosforilasyonu ile aktive olur, bu da genin
dimerizasyonuna ve kinaz aktivitesi kazanmasina neden olur. CHEK2 daha sonra fosfataz
CDC25, serin / treonin protein kinaz NEK®6, transkripsiyon faktori FOXM1, p53 proteini
ve BRCA1l veya BRCA2 ile reaksiyona girer. CHEK2, DNA hasarina yamt olarak
hlcrelerin mitoza girmesini onleyerek veya G1 fazinda hiicre dongisiint durdurarak hiicre
boliinmesini diizenler (Sekil 1.14). Bu nedenle, CHEK2 hiicre dongusu dizenlemesi igin
gereklidir ve anormal ekspresyonu kansere yol agabilir. CHEK2'nin gen ve / veya protein
ekspresyonunun yani sira, genomik DNA'daki mutasyonlar, proteininin anormal isleyisiyle
iliskilendirilmistir. 1100delC, I1157T, R117G, 1160M, G167R, G167A ve benzerleri dahil
olmak (izere CHEK2 geninde cesitli varyantlar kaydedilmistir. Bunlar arasinda, 1100delC
ve 1157T en iyi c¢alisilanlardir ve kansere karsi risk duyarliligi ile iliskilendirilmistir

(Apostolou & Papasotiriou, 2017).

DNAhasar

Hiicre déngiisii Hiicre dongiisti

Apoptoz DNA onarmm
e baskilamasi erteleme

Sekil 1.14. CHEK2 yolagi. Apostolou & Papasotiriou (2017)’den alinmistir.

CHEK2 germline mutasyonlari, kalitsal kansere yatkinlikta rol oynamaktadir. Li-
Fraumeni sendromlu hastalarda CHEK2'nin farkli mutasyonlari tespit edilmistir. Dahast,
bu genin mutasyonlar1 diger kanser tiirleriyle (meme, prostat, bobrek, kolon, tiroit)
iliskilendirilmigtir. CHEK2 mutasyonlar1 meme kanserinde nadir olmakla birlikte,
truncating (stop kodonu ile sonlanan baz degisimi mutasyonu) mutasyon tasiyicilarinda
meme kanseri gelisme riski daha yiiksektir. Bu risk, aile oOykiisii ile iligkilidir ve
tastyicilarn etkilenen birinci ve ikinci derece akrabalari oldugunda artar. Etkilenen

akrabasi olmayan tasiyicilarda meme kanseri igin risk yaklasik % 20'dir ve hem birinci
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hem de ikinci derece akrabalar etkilendiginde % 44'e kadar yukselir (Apostolou &
Papasotiriou, 2017).

NF1 geni

NF1 geni, kromozom 17ql1.2'de bulunana bir tiimér baskilayici gendir. Gen 280
kb'den fazla alam1 kaplar ve 62 ekzon igerir. Protein igeren 2818 amino asitlik bir
sitoplazmatik olan norofibromini kodlar. Norofibromin, kortikal gelisim ve astrosit
biiylimesinde rol oynadigina inanilan merkezi sinir sisteminin ndronlar1 ve astrositleri dahil

olmak iizere farkli dokularda genis ¢apta ifade edilir (Helfferich ve ark, 2016).

Norofibromin, sinyal yollarini etkileyerek farkli hiicresel sireclerde kritik bir
rol oynar . i1k olarak, norofibromin, ATP'nin siklik AMP'ye déniisiimiinii tesvik eder,
burada NF1 gen aktivitesinin olmamasi C-AMP seviyelerini  azaltir. Ayrica
norofibromin, GTPaz aktive edici bir protein (GAP) olarak islev gorerek , GTP'ye bagl
RAS'm GDP'ye baglh formuna donilisiimiinii artirarak RAS''n negatif bir diizenleyicisi
olarak islev goriir. Norofibromin kaybi, RAS aktivitesini arttirir ve MEK-ERK yolunun yani
sira  PI3K-Akt-mTOR yolunun aktivitesini indukler. Bu sinyal yolaklar1 araciligiyla
ndrofibromin, hiicre biiyiimesinin ve ¢ogalmasinin negatif bir diizenleyicisi olarak islev

goriir (Sekil 1.15) (Helfferich ve ark, 2016).

Sekil 1.15. NF1 tiimérogenezinde yer alan sinyal iletim yollart. Gottfried, Viskochil &
Couldwell (2010)’dan alinmustir.
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NF1 genindeki patojenik varyantlar, cilt pigmentasyonu ve sinir sistemi tamorleri
ile karakterize, ¢cok degisken bir fenotipe sahip, otozomal dominant bir kanser sendromu
olan Norofibromatozis tip 1'e neden olur. Niifus temelli bir kohort ile Finlandiya'da yapilan
bir aragtirmada, % 59,6 oraninda yasam boyu kanser riski bulunmustur. Yiksek meme
kanseri riski orta dizeydedir, ancak 40 yasin altindaki kadinlarda oldukga yuksektir
(Wendt & Margolin, 2019).

1.8.Meme Kanserinde Diger Kanser Genleri

FGFR genleri

Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) ve reseptorleri (FGFR), embriyonik gelisim,
farklilasma, proliferasyon, hayatta kalma, gé¢ ve anjiyogenez gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik
hicresel strecleri duzenler. FGFR'ler, ii¢ hiicre disi immiinoglobulin benzeri alan ve bir
hiicre i¢i ayrilmis tirozin kinaz alanindan olusan transmembran, reseptor tirozin kinazlardir
(RTK). 22 fonksiyonel olarak farkli ligandi kodlayan c¢oklu fibroblast biiyiime faktori
(FGF) genlerinin aksine, sadece dort farkli FGFR (FGFR1-4) bilinmektedir. Bununla
birlikte, FGFR1-3'lin alternatif ekleme olaylari, 6nemli olarak degisken bir FGF-baglanma
spesifitesi sunan ¢oklu izoformlarin olusmasina izin vermektedir (Touat, lleana, Postel-
Vinay, André & Soria, 2015).

FGF'ler, onlar1 proteaz aracili bozunmadan koruyarak FGF-FGFR etkilesimini
stabilize eden, hiicre dis1 matris ve hiicre ylizeyi ile heparan stlfat proteoglikanlar (HPSG)
tarafindan kolayca sekestre edilen salgilanmis glikoproteinlerdir. Bir FGF'nin bir FGFR'ye
baglanmasi, reseptdr dimerizasyonuna ve tirozin kinaz alanlarinin transfosforilasyonuna
yol agar (Touat ve ark, 2015) ve ¢esitli asag1 akis proteinleriyle ve ayrica MAPK, PI3K —
AKT, DAG — PKC, JAK — STAT gibi gesitli transdiksiyon yolaklariyla birlesir. Aktive
edilmis FGFR'ler, CbL aracili monoubikitilasyon veya LIS1 / NDE1 kompleksi tarafindan
kismen kontrol edilen lizozomal degradasyona veya geri doniisiim siirecine maruz
kaldiklar sitoplazmaya lokalize olur. FGFR sinyali, MAPK fosfataz 3, Sprouty proteinleri
ve SeF aile iyeleri tarafindan negatif olarak diizenlenebilir (Sekil 1.16). Aktive
reseptorlerin asagi regiilasyonu, degisen sinyallesmeyi Onlemek i¢in Onemli bir siireg
oldugundan, hatali bir FGFR ubikitinasyon sistemindeki bir hata, anormal hucre

biytmesini ve timor olusumunu indiikleyebilir (Santolla & Maggiolini, 2020).
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Sekil 1.16. Meme kanserinde FGF / FGFR sinyallemesi. Perez-Garcia, Mufioz-Couselo,
Soberino, Racca & Cortes (2018)’den alinmustir.

Anormal FGFR sinyali: (i) somatik molekiiler degisikliklerin edinilmesinin
dogrudan kanser hiicresi ¢ogalmasini ve hayatta kalmasim1 uyardigr "siiriicii
mutasyonlar™; (ii) neoanjiyojenez; ve (iii) antikanser maddelere diren¢ olmak (izere U¢ ana
durumda karsinogeneze katkida bulunur. 210 farkli maligniteden alinan 1000'den fazla
ekzon mutasyonunun protein kinaz genlerinin taranmasi, FGFR sinyal yolunu en yaygin
mutasyona ugramis tirozin kinaz sinyal yolu olarak
tammlamistir. FGFR'lerdeki mutasyonlarin aktive edilmesi: (i) kinaz alaninin arttirilms
aktivasyonu; (ii) reseptorlerin liganddan bagimsiz dimerizasyonu; ve (iii) FGF ligandlari
icin degisen afinite dahil olmak iizere bircok mekanizma yoluyla anormal FGFR

sinyallesmesine neden olabilir (Touat ve ark, 2015).

FGFR genlerinin amplifikasyonu ilk olarak 1990"arin basinda insan meme kanseri
orneklerinde belgelenmistir. Gen amplifikasyonuna ek olarak, hem ligandlarin hem de
reseptorlerin artan protein ekspresyonu, tek nikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) ve
FGFR'lerdeki mutasyonlar, insan meme kanserinde tanimlanmistir. FGFR1 genini iceren
kromozom 8p12'deki bir bolgenin amplifikasyonu, ¢aligmaya bagl olarak % 8,7 ila % 22,8
aralifinda insan meme kanserlerinin yaklasik % 10'unda tamimlanmistir ve azalmis
metastazsiz sagkalim ile iliskilidir. Tlging bir sekilde, genis 6lgekli genom capinda iliski

caligmalari, yliiksek meme kanseri yatkinligi ile baglantili olan FGFR2 geninin intron
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2'sindeki SNP'leri spesifik olarak tanimlamistir. Daha ileri c¢alismalar, FGFR2'deki
SNP'lerin risk aleli i¢in homozigot olan hastalarin meme tiimoérlerinde artmis FGFR2
ekspresyonu ile iliskili oldugunu gostermistir (Brady, Chuntova, Bade & Schwertfeger,
2013).

PIK3CA geni

PIK3CA geni, kromozom 3(26.32°de bulunan 23 ekzonlu bir gendir. IK3CA alt
birimleri, bir RAS baglanma alani, bir NH2-terminal alan, katalitik lipid kinaz alan ve
diizenleyici alt birim ile etkilesime giren sarmal alan olmak tizere birka¢ moduler alandan
olusur. PIK3CA geni, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) adi verilen bir enzimin alt
biriminden biri olan pl110 alfa (p110a) proteinini yapmak igin talimatlar saglar. P110a
proteini, katalitik alt birim olarak adlandirilir, PI3K'yi aktive ederken, sarmal alt birim
(farkli bir gen tarafindan iiretilen) enzim aktivitesini duzenler. PIK3CA, genis bir timor
spektrumunda mutasyona ugranus veya amplifiye edilmistir (Dirican, Akkiprik & Ozer,
2016).
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Sekil 1.17. Reseptor tirozin kinazlar ve G proteini yoluyla PI3K sinyal yolu. Dirican ve
ark. (2016)’dan alinmustir.

PI3K aktivasyonu, hiicre hayatta kalmasi, proliferasyonu, farklilasmasi ve gogii igin
kritiktir. PI3K'ler, tirozin kinazlar ve G-protein bagh reseptorler (EGF, IGF, FGF veya
PDGF) araciligiyla sinyal iletiminde gorevli lipid kinazlar ailesidir. Bu reseptorler en sik

kanserlerde rol oynamaktadir. Ayrica, fosforile edilmis sinyal proteinleri, p85 (a ve P)
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dizenleyici alt birimleri iceren sinif I4 PI3K araciligiyla sinyal iletir (Sekil 1.17). Bu
izoformlar sirasiyla PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3R3 genleri tarafindan kodlanir. p110 (o, B ve
d) ise katalitik alt birimlerdir ve sirastyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleri tarafindan
kodlanir. PI3K, meme kanserindeki en yaygin mutasyona ugrayan yolak ve PI3K pl10a
(PIK3CA) ve p110R (PIKCB) katalitik alt birim kodlama genleridir (Dirican ve ark, 2016).

PI3K yolunda, p85 dogrudan veya adaptor proteinleri aracihigiyla RTK'larla
etkilesime girer. Bu etkilesim PI3K'yi etkinlestirir. RTK'ler, daha sonra ERK, MAPK, AKT
ve MTOR yollarmi etkinlestiren RAS'1 aktiflestirir. Boylece, p85'in pl10 Uzerindeki
inhibitor etkisi hiicre zar tizerinde iptal edilir. Hemen, PI3K bir kinaz gorevi gorur. PI3K,
PIP2'nin PIP3'e doniisiimiinii katalize eder. PIP3, PDK ve S6'y1 etkinlestirir. AKT sinyali,
artan hiicre buyumesi, proliferasyonu ve hareketliligiyle sonuglanir. Ayrica anti-apoptotik
bir role sahiptir. PI3K, PTEN tarafindan antagonize edilir. Ciinkii PTEN, PIP3'ln PIP2'ye
degisimini katalize eder (Sekil 1.17) (Dirican ve ark, 2016).

PI3K'nin aktivasyonunun bagka bir yolu: G-protein-bagl reseptorler (GPCR'ler),
pl01 dizenleyici ve p110y katalitik alt birimlerini iceren sinif 1B PI3K araciligiyla sinyal
iletir. Hiperaktif p85, p110 iizerindeki inhibitor etkileri ortadan kaldirir. P110 aktive
edildiginde, PIP2'nin PIP3'e fosforilasyonunu katalize eder ve AKT sinyalini baslatir. Daha
sonra, Akt'nin fosforilasyonu, hiicrede birka¢ hedef proteinin yeniden aktivasyonuna izin
verir. Ayrica, smif 1B PI3K yedi transmembran alan reseptorii (serpantin reseptoru),
kemokin reseptori ve heterotrimerik G proteinleri, Ga ve GBy yoluyla sinyal iletir. Hlcre
gociinii indiiklemek igin 6nemlidirler. Ayrica, GPCR ligasyonu Gfy dimeri ayirir, p101
diizenleyici alt birimlerine baglanmasina ve ardindan iligkili p7 /0y katalitik alt birimlerinin

aktivasyonuna izin verir (Dirican ve ark, 2016).

PIK3CA'daki yanlis anlaml1 mutasyonlar genellikle ¢esitli meme kanseri tiirlerinde
bulunur. Onkojenik mutasyonlarin ana sicak noktalari, enzimin kinaz ve sarmal alanlarini
kodlayan ve bu proteinin asir1 aktivasyonu ile sonucglanan ekzon 9 ve 20°dir. Meme
kanserindeki PIK3CA mutasyonlar1 baslangigta Samuels ve ark. tarafindan kesfedilmistir.
Calismalarinda, 12 hastadan sadece birinde PIK3CA mutasyonu bulmuslardir (Samuels ve
ark, 2004). Bu rapor, diger arastrma gruplarini meme kanserlerinde PIK3CA'nin
mutasyonel analizini kapsamli bir sekilde yiiriitmeleri i¢in tesvik etmistir. Cok kisa bir siire

icinde, PIK3CA'da birka¢ mutasyon kesfedilmis ve bu da onu meme kanserinde en sik
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Mmutasyona ugramis onkogen yapmustir. Arttk PIK3CA mutasyonlarinin tiim insan meme
kanserlerinin % 20-30'unda bulundugu disiiniilmektedir (Algahtani, Ayesh & Halawani,
2020).

ERBB2 geni

HER2 / neu olarak da adlandirilan ERBB2 onkogeni, kromozom 17q12 (izerinde yer
alir ve 35 ekzondan olusur. Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ile yakindan
iliskili olan tirozin kinaz aktivitesine sahip bir trans-membran glikoproteini (p185) kodlar.
Bu proteinler, ERBB3 (HER3) ve ERBB4 (HER4) tarafindan kodlananlarla birlikte tip I

blyume faktorl reseptor gen ailesini olusturur (Revillion, Bonneterre & Peyrat, 1998).

ERBB2 reseptor aktivasyonu lzerine, ligand bagli EGFR, ERBB3 veya ERBB4
ailesi reseptorleri ile heterodimerizasyon veya liganddan bagimsiz homodimerizasyon
yoluyla gen amplifikasyonuna bagli olarak ERBB2'nin asir1 ekspresyonu varlifinda asagi
akis sinyal yolaklart aktive edilir. Homo / heterodimerizasyon, daha sonra C-terminal
kalintilarmin ~ tirozin ~ fosforilasyonuna ~ yol  agan  reseptdr  aktivasyonunu
destekler. ERBB2'nin sitoplazmik alani i¢inde ¢ok sayida fosforilasyon alant mevcuttur, bu
alanlar protein-protein etkilesimleri ve ERBB2 reseptor aktivasyonuna dogru asagi akis
sinyalleme kaskadlarinin indiiksiyonu igin gereklidir. Bu baglamda, PI3K ve Ras / RAF /
MEK / ERK1 / 2 yollarinin aktivasyonu, ERBB2 aktivasyonunun ayirt edici 6zellikleridir
(Sekil 1.18) (del Pilar Camacho-Leal, Sciortino & Cabodi, 2017).
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Sekil 1.18. ERBB2 sinyal yolu. del Pilar Camacho-Leal ve ark. (2017)’den alinmustir.
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ERBB2 somatik mutasyonlari, meme kanseri hastalarimin yaklagik % 4'Unde
mevcuttur. ER-pozitif alt tipin yaklastk % 15'ini olusturan invazif lobiiler meme
kanserinde ERBB2 mutasyonlarinin prevalansi daha yiksektir (cBioPortal tizerinde mevcut
en biiytik li¢ calisma dahil yaklasik % 10) (Cocco, Lopez, Santin & Scaltriti, 2019).

EGFR geni

Insan EGFR ailesi, hiicre dis1 bir ligand baglanma alan1 ve bir hiicre ici reseptor
tirozin kinaz alam igeren transmembran glikoproteinler olan yakindan iliskili 4 reseptorii
icerir. EGFR reseptorleri tarafindan aktive edilen ana sinyal yollarina PI3K, Ras-Raf-
MAPK, JNK ve PLCy aracilik eder ve bol miktarda biyolojik fonksiyonla sonuglanir (Sekil
1.19). Hucresel diizeyde, ligandlar sadece hiicre proliferasyonunu indiklemekle kalmaz,
ayni zamanda adezyon ve hareketliligi degistirir ve apoptoza karst korur; fizyolojik
diizeyde ligandlar invazyonu ve anjiyogenezi destekler. EGFR ailesinin (yelerinin
aktivasyonu, hiicre polarizasyonunun kaybi ve epitelyal farklilagsmanin diger 6zellikleriyle
iliskili olan 3 boyutlu kiiltiirde meme epitel hiicrelerinin yayilmasini ve invazyonunu tesvik
eder. In vitro olarak, bu etkilerden herhangi biri kotii huylu fenotipe katkida bulunabilir.
EGFR yolaklarmin asir1 ekspresyon veya yapisal aktivasyonla diizensizligi, anjiyogenez ve
metastaz dahil timor slreclerini destekleyebilir ve bircok insan malignitesinde kot

prognoz ile iligkilidir (Masuda ve ark, 2012).
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Sekil 1.19. EGFR homo ve heterodimerizasyonu ve sinyal iletim yollari. Qin & Beier

(2019)’dan alinmaistur.
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Meme kanserinde asir1 EGFR ekspresyonu, biiylik tiimor boyutu, kotii farklilasma
ve koti klinik sonuglar ile iliskilidir. Hem EGFR hem de ERBB2'nin ekspresyonunun
Ostrojen reseptér (ER) durumu ile ters orantili oldugu bildirilmistir ve EGFR-ERBB2
heterodimerlerinin meme kanseri hiicre hatlarmin metastatik potansiyelini artirdigi
gosterilmistir. EGFR'nin asir1 ekspresyon orani 6zellikle Ugli negatif meme kanserinde
yiksektir. Bu nedenle EGFR, hali hazirda 6zel hedefli tedavilerin olmadig: Gglu negatif
kanserde terap6tik bir hedef olma potansiyeline sahiptir. EGFR asir1 ekspresyonunun bir
mekanizmasi, merkezi sinir sistemi tiimorlerinde ve akciger kanserinde gosterilen ancak
meme kanserinde nadir olan EGFR mutasyonlarinin aktive edilmesidir (Masuda ve ark,
2012).

HRAS, KRAS ve NRAS genleri

Ras proteinleri, hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasimi ve hayatta kalmasini kontrol
eden sinyal yollarim aktive eder. Bunlar, 6nemli dizi homolojisini ve biiyiik 6l¢iide ortiisen
islevleri paylasan, her yerde bulunabilen ¢ gen, HRAS, KRAS ve NRAS tarafindan
kodlanirlar. Bu genler sirasiyla kromozom 11p15.5 (7 ekzon), kromozom 12pl12.1 (6
ekzon) ve kromozom 1p13.2 (7 ekzon) bdlgelerinde bulunurlar. Ras proteinleri, inaktif
GDP'ye bagli konformasyon ile aktif GTP'ye bagli konformasyon arasinda dongii
halindedir. Aktivasyon, guanin niikleotid degisim faktorleri (GEF'ler) tarafindan
kolaylastirilir ve inaktive edici GTP hidrolizi, GTPaz aktive edici proteinler (GAP'ler)
tarafindan arttirilir. Ras aktivasyonu, 10 efektor ailesinden 20'den fazla farkli proteinle
etkilesime izin veren konformasyonel bir degisiklige neden olur. Bunlarda kanser ve
terapotik agidan yogun sekilde incelenen RAF ve PtdIns-3 kinaz aileleri olmustur. Aktive
edilmis Ras, efektor proteinleri, asagi akis yollarini kontrol etmek i¢in gerekli proteinler ve
lipitlerle etkilesime girebilecekleri plazma membrani sinyal nanokiimeleriyle birlesirler
(Sekil 1.20). Proteini yapisal olarak aktif kilan Ras mutasyonlar1 kanserde yaygin olarak
gozlemlenir; bununla birlikte, her Ras geni ve kanser tiirii ile iliskili mutasyon sikliklarinda

farkliliklar mevcuttur (Prior, Hood & Hartley, 2020).
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Sekil 1.20. RAS aktivasyonu. Mattox ve ark. (2020)’den alinmustir.

Insan kanserlerinin % 25’i, RAS genlerinin en az birinde hatali islev kazanimi
mutasyonlar1 sergiler. TUm RAS izoformlari esit olarak mutasyona ugramaz ve KRAS en
yiiksek frekansi gostermektedir. Ayrica, spesifik RAS izoformlarinin mutasyonlari, farkl
timor tipleri icin belirgin tercihler ve klinik sonug¢ tizerinde farkli etkiler sergilemektedir
(Galie, 2019). Meme kanserinde RAS mutasyonunun prevalanst % 7 ile % 12 arasindadir.
Neoadjuvan siklofosfamid ve doksorubisin kemoterapisi alan hastalarda, luminal A
timorlerinin % 2'sinde, liminal B'nin % 20'sinde, HER2 asir1 ekspresyonunun % 17,4'linde
ve Ucli negatif timorlerin % 7,7'sinde KRAS mutasyonu bulunmustur. KRAS mutasyonu,
bazal benzeri tiimorlerin metastazinda Kkritik 6neme sahiptir. KRAS mutasyonlu meme
kanserleri, daha kotii prognozla iliskilidir. Meme kanserinde NRAS mutasyonlar1 da
vakalarin % 5'inde bulunabilmektedir (Kodaz ve ark, 2017).

ALK geni

Anaplastik lenfoma kinaz (ALK), l6kosit tirozin kinaz (LTK) ile yuksek derecede
homoloji paylasan insiilin reseptdr ailesine ait bir reseptor tirozin kinazdir. ALK, 2p23
kromozomal bdlgede bulunan 29 ekzonlu bir gendir. ALK proteini, 1030 aminoasit (aa), bir
transmembran alan (28 aa) ve bir hicre ici tirozin kinaz alan (561 aa) iceren hiicre dist
ligand baglama alanina sahip klasik bir reseptor tirozin kinazdir. Kinaz alani, ayni ailenin
diger kinazlariyla, aktivasyon dongusinde bulunan ve Kkinaz aktivitesinin ana oto-
fosforilasyon bolgesini temsil eden 3-tirozin motifini (Tyrl278, Tyrl282 ve Tyrl283)

paylasir. ALK, yalmzca ligandla indiiklenen homo-dimerizasyon Uzerine aktive olur ve
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ligand yoklugunda reseptor protein tirozin fosfataz beta ve zeta kompleksi (PTPRB /
PTPRZ1) tarafindan de-fosforilasyon yoluyla inaktive edilir. ALK, hiicre buytmesini,
donlisimii ve anti-apoptotik sinyali etkileyen fosfolipaz C y, JAK-STAT, PI3K-AKT,
mTOR, sonik kirpi (SMO ve GLI) ve MAPK sinyallemesi dahil olmak Gzere birgok yolu
aktive eder (Sekil 1.21) (Della Corte ve ark, 2018).
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Sekil 1.21. ALK sinyal yolu. Della Corte ve ark. (2018)’den alinmustir.

ALK, ilk olarak anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma (ALCL) hastalarimin bir alt
grubunda, fiizyon ortagi seklinde nikleofozmin ile kromozomal yeniden diizenlemenin
pargasi olarak tanimlanmuistir. ALK'nin, ¢esitli kanserlerin patogenezindeki roliinii gosteren
KIF5B, NPM1, RET, ROS, VCL, TFG, EML4 ve MYH9 gibi diger flizyon ortaklar ile
translokasyonu oldugu bildirilmistir. Fiizyondan kaynaklanan kimerik protein, yapisal
olarak aktive edilmis ALK tirozin kinaza yol agmaktadir. ALK inhibisyonunun, fare
modellerinde meme kanseri hiicre hatlarinin ve ayrica timor ksenograftlarinin biiytimesini
inhibe ettigi gosterilmistir. Artmis ALK kopya sayisi, gen amplifikasyonu ve translokasyon
gibi ALK degisikliklerinin, meme kanserlerinin en agresif alt tipleri olarak kabul edilen
inflamatuar meme kanserinin % 80'inde ve Uclu negatif meme kanserlerinin % 25'inde

mevcut oldugu gosterilmistir (Siraj ve ark, 2015).
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RET geni

RET geni, kromozom 10g11.2 (izerinde bulunur ve 20 ekzon igerir. RET proteini,
dort kaderin benzeri alan igeren hiicre disi1 bolge ve sistein agisindan zengin bir bolge, tek
bir membran kapsayan bolge ve bir tirozin kinaz alani igeren hiicre i¢i bolge icerir (Sekil
1.22). RET, dimerize edilmis RET reseptorii, iki ortak reseptor molekiilii ve bir bagh ligand
iceren bir makromolekdler reseptdr kompleksinin ortak sinyal elementidir. Glial tiiretilmis
norotrofik faktér (GDNF) ailesi ligandlari, GDNF, neurturin (NRTN), artemin (ARTN) ve
persefin (PSPN) igerir; bunlar, dort glikosil fosfatidilinositol (GPI) ankrajli GDNF ailesi a-
reseptorlerinden (GFRa) biri ile birlikte RET'e baglanir. GDNF esas olarak GFRal ile
birlesirken, NRTN, ARTN ve PSPN tercihli olarak sirasiyla GFRo2, GFRa3 ve GFRo4 ile
birlikte RET'e baglanir. Karsilik gelen GFRa Ko-reseptoriine baglanan ligand, RET
dimerizasyonunu ve ardindan hiicre igi tirozinlerin trans-fosforilasyonunu tetikler, hiicresel
hayatta kalmayi, farklilasmay1 go¢, kemotaksis ve proliferasyonu diizenlemede ¢ok 6nemli
bir role sahip olan farkli hiicre i¢i sinyal kaskadlarinin (Sekil 1.22) aktivasyonuna yol agar
(Morandi, Plaza-Menacho & Isacke, 2011).
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Sekil 1.22. RET islevsel alanlar1 ve sinyalizasyonu. Morandi ve ark. (2011)’den alinmistir.

Kanserde, RET sinyalinin aktivasyonunun ¢esitli timor hiicre tiplerinde
proliferasyonu, kanser progresyonunu ve metastazi tesvik ettigi gosterilmistir. RET

genomik degisiklikleri meme kanserinde yeni tanimlanmis olmasina ragmen, bagimsiz
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caligmalardan elde edilen sonuglar RET asir1 ekspresyonunun meme kanseri patogenezinde
ve tedavi yanitinda anahtar bir islev oynadigin1 gostermektedir. Ek NGS platformlarinin
kullanim1 meme kanserinde RET geni yeniden diizenlemelerini ortaya ¢ikarmistir, ancak
mevcut veriler degisikliklerin nadir oldugunu gostermektedir (Gattelli, Hynes, Schor &
Vallone, 2020).

MET geni

Mezenkimal-epitelyal gecgis (MET) faktorii onkogeni, kromozom 7Q31.2°de
bulunan 24 ekzonlu gendir ve hepatosit buytime faktorinin (HGF) dimerik tirozin kinaz
reseptorunu kodlar. MET'e baglanan ligand, reseptdr kinaz alaninin dimerizasyonunu ve
sitoplazmik oto-fosforilasyonunu indiikleyerek, Sekil 1.23'te gosterildigi gibi istilact hiicre
programlarinda yer alan bir hiicre ici sinyalleme zincirini destekler. Normal dokuda MET
tarafindan diizenlenen yollar, embriyogenez, anjiyogenez, hiicre biiylimesi ve Yyara
iyilesmesi dahil olmak iizere kritik fizyolojik iglevler i¢in anahtar bir role sahiptir. HGF /
MET kompleksinin aktivasyonu, kanserin baslamasi ve ilerlemesi i¢in ilgili bir siire¢ olarak
tammlanmustir, bu da invazivlik, hayatta kalma, neo-anjiyogenez, hlicre gé¢li ve metastatik
yayllmaya yol acar. MET, kanserde siklikla diizensizdir ve ana mekanizmalar, gen
amplifikasyonu veya artmis kopya sayisi (GCN), kalitsal veya somatik mutasyon, reseptor
asirt ekspresyonunu igerir. Bu durumlarda, anormal HGF / MET sinyal yolu, yiksek
ilerleme riski ve kotii sonug ile karakterize agresif fenotip saglar. Ek olarak, MET
deregiilasyonu genellikle hedeflenen ajanlara karsi kazanilmis direngle ilgilidir (Minuti &
Landi, 2015).
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Sekil 1.23. HGF / MET sinyal yolu. MET, mezenkimal-epitel gegis faktorii; HGF,
hepatosit biiyiime faktorii. Minuti & Landi (2015)’den alinmustir.
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Meme kanserinde, preklinik ve klinik c¢alismalar, MET deregulasyonunun
karsinogenez ve agresif fenotiplerin gelisimi tizerindeki roliinii vurgulamistir. Dahast,
neoplastik lezyon ve komsu normal doku arasindaki MET ekspresyonundaki bir
dengesizlik, in situ duktal karsinomun (DCIS) agresif davranisi ile iligkilidir. TUm meme
kanserliler arasinda MET, vakalarin en az % 20-30'unda fazla ifade edilir. Bununla birlikte,
HGF / MET kompleksinin yukari regiilasyonu, histolojik alt tipten bagimsiz olarak, kotii
sonu¢ ve agresifligin glicli ve bagimsiz bir Ongoriiciisiini temsil eder. Mevcut
veriler, MET mutasyonu veya amplifikasyonu gibi molekiiler olaylarin primer meme
timorlerinde nadir oldugunu gostermektedir. Son olarak, ileri evre hastalikta MET
deregiilasyonu, kanserin ilerlemesinde ve trastuzumab dahil hedef ajanlara kars1 kazanilmis

direncin gelismesinde kritik bir rol oynamaktadir (Minuti & Landi, 2015).

NOTCH 1 geni

NOTCH1, tek gecisli bir transmembran heterodimerik reseptordiir. Kromozom
9034.3 lzerinde bulunur ve 34 ekzondan olusur. Golgi aygitinda furin benzeri bir
konvertaz tarafindan proteolitik boélinmeye maruz kalan tek bir dncu olarak sentezlenir.
Hiicre ylizeyinde ifade edilen olgun reseptdr, kovalent olmayan etkilesimlerle bir arada
tutulan bir N-terminal hiicre disi alt birim (NOTCH1-EC) ve bir C-terminal transmembran
ve hicre ici alt birimden (NOTCH1-TMIC) olusur. NOTCH1-EC, ligand baglanmasinda
rol oynayan epidermal biyume faktori benzeri bir dizi tekrar ve reseptorin liganddan
bagimsiz aktivasyonunu Onleyerek heterodimerizasyon alanin1 (HD) stabilize eden ii¢ LIN-
12 / NOTCH tekrarimi igerir. NOTCH1-TMIC, bir transmembran bolgesini takiben
NOTCH1 hiicre i¢i alanin1 (ICD) (NOTCH1-ICD) olusturan farkli sitoplazmik alanlardan
olusur. NOTCH1-ICD, RBPJ ile iliskili molekiil alan, nikleer lokalizasyon sinyalleri,
transaktivasyon alan (TAD) ve aktif NOTCH1-ICD'nin stabilitesini ve proteazomal
bozunmasini diizenleyen prolin (P), glutamik asit (E), serin (S) ve treonin (T) agisindan
zengin bir bolge olan C-terminal PEST alani ile gevrili bir dizi ankirin (ANK) tekrari igerir
(Sekil 1.24A) (Rosati ve ark, 2018).

NOTCHT1 sinyali, bitisik bir hiicre iizerinde ifade edilen SERRATE / JAGGED veya
DELTA ailelerinden bir ligand reseptore baglandiginda uyarilir. Bu etkilesim, birbirini

izleyen iki proteolitik boliinmeyi baslatir: HD'de meydana gelen ve sekretaz kompleksi

tarafindan zar i¢i boliinme i¢in substrati olusturan bir disintegrin ve metaloproteinaz
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tarafindan hiicre dis1 bir jukstamembran bdliinmesi, ¢ekirdege translokasyon yapan aktif
NOTCH1-ICD'nin salinmasina neden olur. Cekirdekte, NOTCH1-ICD, transkripsiyon
faktori RBP-Jk, MAML proteinleri ve diger koaktivatorlerle bir transkripsiyon kompleksi
olusturur ve NOTCH1 hedef genlerinin ifadesini baslatir. Sinyal, PEST alani {izerindeki
degron bdlgelerinin ubikitinasyonuyla sonlandirilir, ardindan aktif NOTCH1-ICD'nin
proteazoma bagli bozunmasi gergeklesir (Sekil 1.24B) (Rosati ve ark, 2018).
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Sekil 1.24. NOTCHI1 protein yapist ve sinyal aktivasyonu. Rosati ve ark. (2018)’den

almmustir.

NOTCH yolu, ¢oklu mutasyon mekanizmalari yoluyla anormal sekilde aktive edilir
ve Uclli negatif timor gelisiminden sorumludur. NOTCH1 proteinindeki PEST domaini
mutasyonlar1 esas olarak T-ALL'daki onkojenik olaylar1 ele alsa da, U¢li negatif meme
kanserinin yaklagik % 13'U NOTCH1 ekzonlar1 21-27'nin g¢ergeve i¢i delesyonlarini
sergiler, bu da NRR ve HD alanlarin1 bozar ve bdylece onun ya liganddan bagimsiz
reseptor aktivasyonunun ya da N11CD yarilanma dmriiniin uzamasinin neden oldugu yolun
yukari regiilasyonuna yol acar. Sonu¢ olarak, NOTCH1 mutasyona ugramis U¢li negatif
meme kanserleri, NOTCH1 negatif tiimorlere kiyasla NOTCH3, HES1, HEY2, MYC,
CCND1, HES4, NRARP ve NOTCH1 gibi NOTCH1 hedef genlerinin giiglii bir asir
ekspresyonunu gosterir ve boylece Ucli negatif meme kanserlerinin fenotipi onkojenik
sonuglanir (Giuli, Giuliani, Screpanti, Bellavia & Checquolo, 2019). NOTCH1'in ayrica

meme kanseri kok hiicrelerinin davranislariyla yakindan baglantili oldugu ve NOTCH1
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sinyalinin bloke edilmesinin kok htcrelerin malign davramiglarini inhibe edebilecegi
bildirilmistir (Pei & Wang, 2015).

BRAF

Kromozom 7qg34 (zerindeki 23 ekzonlu BRAF geni, MAPK/ ERK sinyal yoluna
katilan BRAF proteinini kodlar. Bu yol, hiicresel biiyiime, farklilagma, proliferasyon,
yaslanma ve apoptoz gibi 6nemli hiicre fonksiyonlarini diizenler. BRAF geninin farkli
varyant drdnlerinin, RAS / MAPK yolunu hem aktive ettigi hem de susturdugu
bildirilmistir. Ek olarak, protein ekspresyonundaki veya aktivitesindeki bir artis, Ras-
MAPK sinyal yolunu bozabilir ve bu da Noonan sendromu (NS), kardiyo-fasio-kutantz
(CFC) sendromu, Costello sendromu ve farkli insan kanserlerine neden olabilir (Hussain
ve ark, 2015).

Bir sitoplazmik serin-treonin protein kinaz olan RAF, RAS-RAF-MEK-ERK hiicre
sinyal yolunun bir Gyesidir. Bu yolun fizyolojik aktivasyonu tipik olarak, zara bagl kiiglik
bir G proteini olan Ras'n aktive eden cesitli plazma zar1 reseptdrleri aracilifiyla gerceklesir.
Aktive edilmis Ras, Rafi aktivasyon i¢in plazma membranina alir. Daha sonra Raf, ERK’i
fosforilleyerek aktive eden MAP-ERK kinazi (MEK) fosforiller ve aktive eder. Fosforile
Erk, hem nukleer hem de sitosolik olmak Uzere 150'den fazla asagi akis hedefine sahiptir.
Nukleer translokasyondan sonra Erk, c-Myc, c-Jun, Ets ve c-Fos dahil olmak (izere ¢oklu
transkripsiyon faktorlerini dogrudan fosforile edebilir. Bu transkripsiyon faktorlerinin de
hiicre dongiisiinii, biiylimesini ve hayatta kalmay1 diizenledigi gosterilmistir (Sekil 1.25).
Erk ayrica retinoblastoma gibi hiicre dongust proteinleri, Bad, MCL-1 ve kaspaz 9 gibi
apoptotik proteinler ve paxillin, calnexin ve vinexin gibi sitoskeletal proteinler dahil olmak

uzere bircok sitosolik proteini fosforile eder (Caronia, Phay & Shah, 2011).
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Sekil 1.25. MAPK sinyal yolunda BRAF’in rolii. Caronia, Phay & Shah (2011)’den

alinmustir.

Diizenlenmemis BRAF / MEK sinyali, insan malignitelerinin yaklasik % 50'sinde
bulunmustur ve ¢oklu kanserlerin tiimor olusumunda kritik bir rol oynadigi 6ne
sirtilmiistiir. Bu yoldaki genetik degisiklikler meme kanserinde nadir oldugu i¢in, BRAF /
MEK yolunun meme kanseri patogenezindeki rolii hala tartismalidir. Baz1 ¢alismalarda
yuksek seviyelerde fosforile ERK’in meme kanserinin daha iyi sonuglar ile iliskili oldugu
bildirilmistir. Ek olarak, calismalar ayrica aktive BRAF / MEK yolaginin meme kanserinin
kemo veya hormon tedavisine direncine aracilik ettigini gostermistir. Bununla birlikte,
diger baz1 ¢alismalarda, BRAF / MEK yolaginin inhibisyonunun, &stradiol, tamoksifen ve
sefalosporin dahil olmak iizere birgok ilacin neden oldugu apoptozu ortadan kaldirdigi
bulunmustur (Liu & Zhou, 2020).

APC geni

Kromozom 5q21-g22 uzerinde bulunan 20 ekzonlu Adenomatdz polipoz koli
(APC) geni, WNT sinyal yolu, hiicre dongiisii diizenlemesi, hiicre farklilagsmasi ve
cogalmasinda 6nemli bir rol oynayan 2.843 amino asit i¢in genetik kod igeren biiyiik ¢ok

alanl1 bir proteini kodlayan timér baskilayici gendir. (Saelee & Pongtheerat, 2020).

Tiumor baskilayicr aktivitesinin Wingless / WNT sinyal iletim yolundaki hucre igi
beta-katenin seviyesinin diizenlenmesine dayandigi diisiiniilmektedir. WNT yoklugunda,
kazein kinaz 1 ve glikojen sentaz kinaz-3-bata fosforilat beta-katenin, beta-katenin'in 26S
proteazomu tarafindan her yerde bulunmasina ve ardindan bozunmasina neden olur.

Tersine, WNT proteinleri hiicrelerden salgilandiginda, beta-katenin‘in fosforilasyonu ve
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degradasyonu bloke edilerek birikmesine yol acar. Stabilize edilmis beta-katenin daha
sonra cekirdekte yer degistirir ve burada hedef genlerin ekspresyonunu indiiklemek i¢in T
hiicre faktorii / lenfoid giliclendirici baglayici faktoér-1 ile baglanir. APC mutasyonu,
Wingless / WNT sinyal transdiiksiyon yolunun yapisal uyarilmasina neden olarak
sitoplazmada beta-katenin birikimini tesvik eder ve anormal hiicresel proliferasyona yol
acar. Bu nedenle, APC, Wingless / WNT sinyal iletim yolunun negatif bir dizenleyicisidir
(Sekil 1.26). Wingless / WNT sinyal iletim yolu, Ggli negatif meme kanserinin (ER, PR ve
HER 2-negatif meme kanseri) tedavisi icin yeni bir terapotik hedefi temsil edebilir. Bu

durumda, meme kanserindeki APC mutasyonlar: 6nemlidir (Chang ve ark, 2016).
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Sekil 1.26. WNT sinyal iletiminde APC geninin islevi. Rusan & Peifer (2008)’den

alinmustir.

APC timor baskilayict geni, ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ile ilgilidir ve
kolorektal kanser, prostat kanseri, mide kanseri ve meme kanseri gibi ¢esitli kanser tirleri
icin karsinogenezi baslatir (Saelee & Pongtheerat, 2020). Meme kanseri hastalarinda, APC
mutasyon oran1 % 0,4 ile % 18 arasinda degismektedir (Chang ve ark, 2016). APC
kaybinin meme kanseri hucrelerinde kemo-direng sagladigi bildirilmistir. APC'den yoksun
timorlerin, 0zellikle promoter metilasyonu ile, meme kanserinin ER ve PR negatif alt tipi
ile korelasyon gosterdigi bulunmustur, bu da APC'den yoksun tlmoérlerin, daha koti
prognoza katkida bulunabilecek sinirli hedefli tedavi segeneklerine sahip oldugunu

gostermektedir (Stefanski, Keffler, McClintock, Milac & Prosperi, 2019).
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CTNNBL1 geni

B- Katenin, kromozom 3p22.1°de bulunan CTNNBL geni tarafindan kodlanan
sitoplazmik zarin hiicre igindeki ¢ok islevli bir proteindir. Kaderinleri aktin hicre
iskeletine baglayarak hiicreden hiicreye adezyonda ve WNT sinyal yolundaki
transkripsiyonel diizenlemede merkezi bir role sahiptir. Aslinda, WNT aktivasyonu
Uzerine, B -katenin membrandan sitoplazma ve ¢ekirdege translokasyona ugrar, burada
transkripsiyonel aktivatorlerle etkilesime girerek artan biiylime, istila vec-
MYC 2 veya siklin D1 gibi hiicresel doniisiim ile iliskili bir dizi hedef geni module eder
(Geyer ve ark, 2011).

Hucrede B-katenin, E-kaderin ve o -katenin'e baglanir. Daha sonra, o —katenin de
aktine bir homodimer olarak baglanir. WNT sinyalinin yoklugunda, B -katenin, CKla ve
GSK-3p tarafindan fosforile edildigi yikim kompleksine (yesil) katilir, bu da B-TrCP
ubikuitin ligaz tarafindan her yerde bulunmasmna ve ardindan proteazom tarafindan
parg¢alanmasina neden olur. Bir WNT sinyali varliginda, f-katenin bozunmaz ve Tcf/ LEF
ailesinin DNA baglayict tiyeleri ve diger iliskili transkripsiyon faktorleriyle birlestigi
¢ekirdege hareket eder. Bu, WNT hedef genlerinin aktivasyonu ile sonuglanir. APC, axin
veya [-katenin'deki mutasyonlar, bir WNT sinyali yoklugunda B-katenin stabilizasyonuna
ve bunun sonucunda WNT-hedef genlerinin yukari regiilasyonuna yol acar (Sekil 1.27) (Xu
& Kimelman, 2007).
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Sekil 1.27. Hiicredeki B-katenin rolleri. Xu & Kimelman (2007)’den alinmustir.
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WNT/S katenin sinyal yolu, meme bezi gelisiminin farkli asamalarinda yer
almaktadir ve meme onkogenezi ic¢in oOnemlidir. Baslangigta, p katenin nikleer
ekspresyonu ve WNT/S katenin hedef siklin D1'in asir1 ekspresyonu ile tanimlanan WNT/S
katenin sinyal aktivasyonunun, meme kanseri hastalarinda daha koétii prognozla iliskili
oldugu bildirilmistir. Daha sonra ise, WNT/S katenin sinyal aktivasyonunun tercihen tc¢lu
negatif invazif meme kanserlerinin bir alt grubunda bulundugunu ve kétii bir klinik sonugla
iliskili oldugu bulunmustur. Bu, WNT/S katenin sinyal yolunun {cli negatif meme kanseri
gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (King, Suto & Li,

2012).

EPCAM geni

EpCAM geni kromozom 2 (2p21) lzerinde yer alan 9 ekzonlu gendir. EpCAM, 40
kDa'lik epitelyal hlicreye 6zgi bir yizey antijenidir. Bu glikoprotein esas olarak epitelinin
hiicreler arasi1 simirlari iginde lokalizedir ve Ca2* bagimsiz homofilik hiicre-hiicre

adezyonlarina aracilik eder (Konigsberg ve ark, 2011).

EpCAM sinyali, kanserin ilerlemesindeki en énemli yollardan biri olan WNT yolu
tizerinden gergeklesir. EpCAM aracili sinyal iletimi, ADAM17 (AKA, TACE, timor nekroz
faktorii o doniistliriicii enzim) ve presenilin 2 iceren y - sekretaz kompleksi tarafindan
EpCAM'in hiicre dis1 alaninin (EpEX) ve hiicre i¢i alaninin (EpICD) ¢ozilebilir EpEX
veya hiicre-hiicre temasi ile uyarilmasi ve boliinmesi yoluyla baslatilir. Serbest birakilan
EpICD, Lef- 1, FHL2 ve B - katenin ile bir niikleer kompleks olusturur, epitel-mezenkimal
gecis (EMT) genlerinin ekspresyonunu diizenledigi hiicre ¢ekirdegine lokalize edilir (Sekil
1.28). EpICD fragmaninin uzunlugu ve potansiyel islevi, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda ve
normal ve kanser hiicreleri arasinda belirgin sekilde farklilik gostermektedir (Yahyazadeh
Mashhadi ve ark, 2019).
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Sekil 1.28. EPCAM sinyali. Keller, Werner & Pantel (2019)’dan alinmustir.

EpCAM, iyi huylu meme dokusundaki liimen epitel hiicrelerinde diisiik seviyelerde
eksprese edilir. Bununla birlikte, EpCAM, meme karsinomlart dahil olmak Uzere, birgok
karsinomda asir1 eksprese edilir. Asir1 ekspresyonun mekanizmasi net degildir, ancak yakin
zamanda yapilan bir ¢alisma, bunun p53 disfonksiyonunun bir sonucu olabilecegini 6ne
sirmistiir. Primer meme karsinomlarinda EpCAM asir1 ekspresyonu, nod pozitif hastalarda
azalmig genel sagkalim ile iligkilidir, bu da asir1 ekspresyonun agresif davranisla iliskili
oldugunu diisiindiirmektedir. EpCAM'in kanser ilerlemesini ve metastazi tesvik eden cesitli
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir. Normalde yapiskan bir molekiil olmasina ragmen,
kanserde EpCAM, alfa-katenin / F-aktin baglantisinin bozulmasi yoluyla E-kaderin icin bir
antagonist olarak islev gorebilir ve gercekte siki hiicre-hlicre adezyonlarim1 gevsetebilir
(Cimino ve ark, 2010).

CDKNZ2A geni

Kanserde inaktive olan tiimor baskilayici proteinlerden biri, sikline bagh kinaz
inhibitorii 2A (CDKN2A) veya c¢oklu timor baskilayict 1 (MTS1) geni tarafindan
kodlanan pl6INK4a proteinidir (Sekil 1.29). CDKN2A geni, p21'in siklikla silinen
kromozomal bolgesi 9'da bulunur. Bu gen (8.5 kb uzunlukta) iki intron ve Ug ekzon igerir
ve pl6INK4a proteinini kodlar. P16INK4a proteini, molekiiler agirligi 16 kDa olan 156
amino asitten olusan bir proteindir ve hiicre dongiisiiniin negatif bir diizenleyicisidir.
P16INK4a'ya ek olarak, CDKN2A, p53 dizenleyici protein, MDM2 ile etkilesime giren,

tamamen ilgisiz bir timor baskilayici protein, alternatif agik okuma gergevesini (ARF veya
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pl9Arf) kodlar. Basit tandem diizenleme, kendi promotoriinden transkribe edilen ek bir
ekzon 1P varhigi ile karmasiklasir. Elde edilen RNA, ekzon 2 ve 3'i igerir, ancak farkli bir
proteini belirtir ¢link(l ekzonlar, alternatif bir okuma ¢ercevesi tarafindan gevrilir. Bdylece,
2 ve 3 ekzonlar1 iki mRNA tarafindan paylasilirken, farkli protein iriinleri, p16INK4a ve
ARF'yi kodlarlar. p16INK4a proteininin CDK4 veya CDK6'ya spesifik baglanmasi, bu
proteinlerde allosterik konformasyonel bir degisikligi indiikler ve CDK4 veya 6 ile siklin D
arasindaki kompleksin olusumunu inhibe eder. Bu kompleks olusumun eksikligi,
retinoblastoma proteinini (Rb) hipo-fosforile ve biiylimeyi baskilayici halde tutar. Bu, Rb /
E2Fs-baskilayict kompleks olusumu yoluyla G1 fazi hiicre donglisii durmasina yol agar
(Sekil 1.29). P16INK4a kaybi, ¢esitli neoplazmalarin ilerleyen asamalarinda giderek daha
stk gorilir ve bu, pl6INK4a'nin inaktivasyonunun kanserin ilerlemesine katkida
bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Homozigot delesyon veya promoter hipermetilasyonu
ile indiklenen pl16INK4a'nin sik inaktivasyonu ve nokta mutasyonu gesitli kanserlerde
gozlenmistir (Zhao, Choi, Lee, Bode & Dong, 2016).

CDKN2A

CDKN2A ARF @ﬂ
g 20 &y

Hiicre dongiisii
C{cliht) CDKA/6
| - 59
W@ % H
Sekil 1.29. INK4a / ARF lokusunun sematik yapisi ve hiicrelerde pl 6INK4a'nin rolii. Zhao
ve ark. (2016)’dan alinmastir.

CDKN2A'nin, tiimor biiylimesini kontrol etmede, hiicre dongiisii diizenlemesine
dogrudan dahil oldugu bildirilmistir. Kromozom 9p21 aleli, heterozigotluk kaybr icin daha
yiikksek bir frekans goOstermistir. Bunun disinda bir dizi timor inversiyonlar,
translokasyonlar ve homozigot delesyonlar icerebilir. Bu genin sadece farkli somatik
mutasyonlarda rol oynadigi degil, ayn1 zamanda bir¢ok tlimérde germ hatti iligkisi oldugu
da gosterilmistir. En iliskili kanserler melanomu takiben prostat karsinomu, bas ve boyun

karsinomu, kiiciik olmayan akciger karsinomu, 6zofagus, yumurtalik ve bobrek kanseridir.
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Kolon kanseri, meme kanseri ve mesane kanserinde de diisik CDKN2A mutasyonlari
sikligi bulunmustur (Aftab ve ark, 2019).

CDK4 geni

Serin / treonin protein kinaz ailesinin bir pargasi olan sikline bagimli kinazlar
(CDK'ler), hiicre dongusunt duzenleyen anahtar kinazlar grubudur; CDK'lar, zamana bagl
bir sekilde siklinler tarafindan aktive edilir. Yirmi ¢esit CDK bulunmustur ve bu CDK'lar,
aktif heterodimerler olusturmak icin karsilik gelen diizenleyici alt birimlerle (yani siklinler)
baglanir. CDK4, kromozom 12q14°de bulunur ve hiicre dongiisiiniin anahtar diizenleyicisi
olan sikline bagimli kinaz 4'i kodlar (Du ve ark, 2020).

CDKA4 /6, hiicre donguist regulasyonunda ana siiriicti faktordiir ve gesitli timaorlerin
ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde anahtar rol oynar. DOrt hiicre dongiisii fazi arasinda (G1
fazi, S faz1, G2 faz1 ve M faz1) siklin D-CDK4 / 6-retinoblastoma (siklin D-CDK4 / 6-Rb)
sinyal yolu esas olarak G1-S gegisini diizenlemekten sorumludur. CDK4 ve CDK®6, % 71
amino asit homolojisini paylasir ve her ikisi de siklin D1 / 2 / 3'e baglanabilir. Pro-mitoz
sinyalinin indiiksiyonu altinda, siklin D, CDK4 / 6'ya baglanir ve retinoblastoma (Rb)
fosforilasyonunu tesvik eder, boylece transkripsiyon faktorii E2F'yi, hiicrelerin S fazina
girmesine neden olan ve DNA replikasyonunu baslatan Rb-E2F kompleksinden ayirir
(Sekil 1.30) (Du ve ark, 2020).

SiklinD

G, Engellenmesi

Sekil 1.30. Gl'dan S'ye gecis i¢in Cyclin D1 / CDK4/6 / Rb / E2F yolagi. Murphy &
Dickler (2015)’den alinmustir.
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Siklin D-CDK4 / 6-Rb yolagindaki degisiklikler, meme kanseri, pankreas kanseri,
bobrek kanseri, karaciger kanseri ve hematolojik sistem tiimdorleri gibi birgok timoriin
timorogenez siireglerinde goézlenmistir (Du ve ark, 2020). Siklin D — CDK4 / 6 — pRB
yolunun yukar regiilasyonu, meme kanserinde, 6zellikle liminal alt tiplerinde sik goriilen
bir olaydir; siklin D1 gen amplifikasyonu, luminal B'nin % 58inde ve liminal A
kanserlerinin % 29'unda mevcuttur ve sirasiyla % 25 ve % 14 'inde CDK4 kazanci goriiliir.
Bu yol, HER2 ile zenginlestirilmis alt tipin % 38'inde siklin D1 amplifikasyonu ve bazal
benzeri kanserlerin % 20'sinde RB kaybi ile diger meme kanseri alt tiplerinde de
diizensizdir (Murphy, 2019).

SMADA4 geni

SMAD4 geni, donistiiriicii biiyiime faktorii- B (TGF- B) sinyal iletim yolundaki
kimyasal sinyallerin iletiminde yer alan bir proteini kodlar. TGF- B sinyal stireci, TGF-
transmembran reseptérine, hiicre yizeyindeki TGF- B tip Il reseptori (TPRII)
baglandiginda baslatilir, bu da TGF-f tip I reseptoriinii (TBRI) aktive eder. Buna karsilik,
aktive edilmis TBRI, SMAD4 ile heterodimerize olan SMAD ailesi iiyelerini 2 veya 3’
(RSMAD) fosforile eder. SMAD4 / SMAD protein kompleksi daha sonra belirli genlerin
aktivitesini kontrol etmek ve hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve hiicre dis1 matris
iretimini diizenlemek i¢in spesifik DNA dizilerine baglanarak yukar:i akig sinyallerini
ilettigi sitoplazmadan ¢ekirdege translokasyon yapar (Sekil 1.31). SMAD4 fonksiyonunun
ortadan kaldirilmasi, TGF- B sinyal yolunun bozulmasina ve hiicre dongiisii kontrolii i¢in
kritik olan genlerin transkripsiyonunun kaybina neden olabilir ve bu nedenle hiicreler,

TGF-B aracili biiytime kontrolii ve apoptozdan kagabilir (Liu ve ark, 2015).

Dimerik
TGE-p

GSGS

TPRII dimer THRI dimer

Sekil 1.31. TGF- / SMAD sinyal yolu. Norris & Korc (2018)’den alinmustir.
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SMADA4'lin meme kanserinin baslangici, ilerlemesi ve prognostik sonucunun
diizenlenmesinde dogrulanmis ancak karmasik bir rol oynadigr diistiniilmektedir. Yapilan
bir ¢aligmada, SMADA4'lin Ostrojen reseptori-a (ERa) -pozitif meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiikledigi bulunmustur (Li ve ark, 2005) ve bu, SMADA4'iin ERa 0strojenik
transkripsiyon aktivitesinin TGF-f aracili inhibisyonu igin gerekli oldugunu gosteren
sonraki bir in vitro galisma ile dogrulanmistir (Ren ve ark, 2009). Bununla birlikte, baska
bir ¢alismada ise, SMAD4 / TGF- £ ile indiklenen bliylime inhibisyonunun ve apoptozun
sadece meme kanserinin erken evrelerinde meydana geldigini ve ilerlemis hastalikta TGF-
B'nin epitelden mezenkimal gegise (EMT) ve meme kanseri hiicrelerinin kemige
metastazini indiikledigi bildirilmistir (Deckers ve ark, 2006). Bu etkiler kritik olarak
SMADA4'e baghdir. TGF-B'min meme kanseri ilerlemesindeki ikili islevi, SMAD4'lUn
anormal ekspresyonuna veya SMAD4 aktivitesinin bozulmasina baglanmistir (Liu ve ark,
2015).

BMPR1A geni

TGF- B super ailesinin Uyeleri olan kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler),
sinyallerini reseptorler tip 1 (BMPR1A ve BMPR1B) ve tip 2 (BMPR2) araciligiyla iletir.
BMP sinyallemesinin asagi akisi, kanonik (Smad bagimli) veya kanonik olmayan
(Smad'den bagimsiz) bir yolla donistirilir (Liu ve ark, 2018). Smad'ler araciligiyla
sinyallesme, reseptor tarafindan diizenlenen Smad'ler (Smadl, 5 ve 8), co-Smad / Smad 4
ve inhibitér Smad'ler (Smad 6 ve 7, negatif Smad diizenleyicileri) olmak Uzere ii¢ farkli
Smad ailesi proteini sinifi araciligiyla gerceklesir. Son olarak, BMP-Smad yolu, birlikte
transkripsiyonel kompleksler araciligiyla ¢ekirdekteki BMP hedef genlerini dogrudan veya
dolayli olarak aktive eder (Sekil 1.32) (Yuvaraj ve ark, 2012). Kanonik olmayan BMP
yolagina ERK, JNK ve p38 MAPK dahil MAP kinazlar aracilik eder (Liu ve ark, 2018).
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Sekil 1.32. BMP sinyal yolagi. Tan ve ark (2012)’den alinmustir.

Meme kanserinde BMP sinyallemesinin rolii farklidir. BMP sinyallemesinin kritik
asagl akis efektorleri olarak, BMP reseptorleri hem kanser tesvikinde hem de kanser
inhibisyonunda rol oynamistir. Yapilan bir ¢alisma, BMPR1A’nin delesyonunun meme
kanseri baslangicinin  engellenmesine ve metastazinin  azalmasina yol agtigini
gosterilmistir. EK olarak, yuksek BMPR1A ekspresyonunun insan meme kanserlerinde koti

relapssiz sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir (Owens ve ark, 2015).
PTPN11 geni

Src homoloji 2 igeren protein tirozin fosfataz (SHP2, ayn1 zamanda PTPN11 olarak
da bilinir), reseptor tipi olmayan protein tirozin fosfataz (PTP) ailesinin
bir Gyesidir ve PTPN11 geni tarafindan kodlanir. Bu gen kromozom 12g24.13 bolgesinde
bulunur ve 16 ekzondan olusur. PTP'ler, genellikle hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, yer
degistirmesi, adezyon ve apoptoz gibi hiicresel olaylar1 tesvik eden tirozin-fosforile
proteinleri defosforile eder. Bu nedenle, PTP'ler, hiicre i¢i sinyal transdiiksiyonlarinda
negatif diizenleyiciler olarak kabul edilir (Kotani, Murata, Saito & Matozaki, 2018).

Hiicre dist uyaricilara yamit olarak SHP2, SH2 alanlar1 yoluyla ya tirozin-
otofosforile edilmis reseptorlere veya reseptor tirozin Kinazlar veya Src ailesi tirozin
kinazlar gibi aktive tirozin kinazlarla tirozin fosforile olan docking proteinlerine
baglanir. Bu tiir etkilesimler, SHP2 aktivasyonun sonucu olarak RAS-MAPK

aktivasyonunun ilerlemesi ile sonuglanarak hicre proliferasyonuna, farklilasmasina veya
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hayatta kalmasina yol agar (Sekil 1.33a). SHP2 ayrica RHO aktivitesini kontrol ederek
hlicre adezyonunu ve gogiinu diizenler. YAP / TAZ transkripsiyonel koaktivatorleri SHP2
ile etkilesime girer ve SHP2'nin niikleer translokalizasyonunu destekler. Cekirdekte SHP2,
parafibromini defosforile eder. Defosforile parafibromin, -katenin ile etkilesime girer ve
WNT-hedef genlerin ekspresyonunu indiikler (Sekil 1.33b) (Kotani ve ark, 2018).

@  Biiyiime faktérleri
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Sekil 1.33. SHP2 ile hiicre ici sinyallemenin diizenlenmesi. Kotani ve ark. (2018)’den

alinmustr.

SHP2'nin asir1 ekspresyonu ¢ogu meme kanseri hiicre hattinda ve meme kanseri
dokularinda gézlenmistir ve buna lenf diiglimii metastazi eslik etmektedir. Meme kanseri
hiicre hatlarinda SHP2 inhibisyonunun, tiimor hiicrelerinin biiylimesini ortadan kaldirdigi
ve hayatta kalmasini azalttig1, bu da malign hiicrelerin normal bir meme epitel fenotipine
farklilagmasina yol ag¢tigi bulunmustur. Bu gézlemler, SHP2'nin artan timoér olusumu ve

metastaz yoluyla timor gelisimini destekledigini gostermektedir (Hu ve ark, 2014).

GNAS geni

GNAS geni, hiicrelerin hiicre dis1 uyaranlari algiladigi ve bunlara yanit verdigi
merkezi bir mekanizma olan G-protein-bagli reseptér (GPCR) sinyallemesine aracilik eden
heterotrimerik G-proteinlerinin Gas uyarici alt birimini kodlar. GPCR'lerin ligand uyarimu,
Goa'larda GTP degisimi icin GDP'yi tesvik ederek Ga'larin efektdrleri devreye sokmasini
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saglar. Birincil hedef, ikinci haberci, CAMP, protein kinaz A'nin (PKA) bir aktivatori,
siklik nikleotid-kapil1 iyon kanallar1 ve EPACL / 2 guanin-niikleotid degisim faktorlerini
olusturan adenilil siklazdir, ancak GNAS’in, cAMP'den bagimsiz fonksiyonlar1 da
bildirmistir. Bircok dokuda, GNAS-CAMP sinyalizasyonu sessizligi veya hiicresel

farklilagsmasini yiratur (Patra ve ark, 2018).

Kanser varyantlarinin sistematik analizleri, ¢ok sayida potansiyel aday kanser
genini ortaya c¢ikarmistir. Uyarict  G-protein alfa alt birimini  kodlayan genin
(GNAS) esanlamli olmayan baz degisikligi, bir aday gendir. Protein, hormonal ve bliylime
faktorii sinyallerini efektor proteinlere ileten, her yerde ifade edilen bir sinyal donistiirticii
olarak islev goriir. GNAS'In 201 kodonunda meydana gelen mutasyonlar, adenilat siklaz
genini aktive eder ve konstititif cAMP sinyallemesine yol acar (Zauber, Marotta &
Sabbath-Solitare, 2016). Spesifik olarak, son dizileme ¢alismalari, timdorlerin % 4,4'Gnin
GNAS mutasyonlar1 tasidigint  ortaya ¢ikarmigtir. Birkag c¢alisma, mutasyonlarin,
hipofizden (% 28), pankreastan (% 12), tiroidden (% 5) ve paratiroidden (% 3),
yumurtaliktan (% 3), ve endometriumdan (% 2) kaynaklananlar da dahil olmak iizere ¢ok

cesitli endokrin tiimorleri kapsadigini gostermistir (Parish ve ark, 2018).

GNA11 geni

GNAL11, fosfolipaz C'yi aktive eden heterotrimerik Gq proteininin yakindan iliskili
Gq alfa alt birimlerini kodlayan proto onkogendir ve MAPK biyiime sinyal yolunun
aktivasyonu olan bir dizi asagi akis sinyal etkisine yol agar. Gg'nin aktivasyonu normal
olarak G-alfa alt birimine 6zgl bir GTPaz aktivitesi ile sona erdirilir. Bununla birlikte,
glutamin-209 ve arginin-183 amino asit kalintilarinda meydana gelen mutasyonlar, GTPaz
aktivitesini devre dis1 birakir ve proteinin inaktivasyonunu onleyerek MAPK yolaginin ve

diger biiylime yollarmin konstitiitif aktivasyonuna yol acar (Psinakis ve ark, 2017).

GNA1l’in meme kanserinde, beyine metastazla iliskili oldugu ileri siirtilmiistiir.
Meme ve beyin arasinda ikincil lenfoid organ olan lenf diiglimleri bulunmaktadir.
Memenin primer tiimorlerine kiyasla metastatik meme kanserli hastalarin lenf nodu
metastazlarinda ekspresyonu en farkli olan genlerden birinin GNA11 oldugu bulunmustur.
GNA1l mRNA memenin primer tiimorlerine kiyasla lenf diigimii metastazlarinda daha

disiik miktarlardadir. Sonu¢ olarak GNAL11l ekspresyonun dizenlenmesi, tumor
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hiicrelerinin metastatik meme kanseri olan insanlarda memeden lenf diiglimlerine ve

beyine metastaz yapmasiyla iligkili olabilir (Mamoor, 2021).

CSF1R geni

Makrofajlarin, doku nekrozu, diisiik oksijen basinci ve yiiksek laktat ve piruvat
konsantrasyonlari ile karakterize, malign timorlerde bulunan 6zel stromal ortama adapte
olan bir hiicre tipi oldugu bilinmektedir. Makrofajlarin buna ya proinflamatuvar ya da
antiinflamatuvar fenotip ile yanit verdigi tanimlanmistir. Erken evrede ve ayrica metastatik
kanserde, baskin tiimor ile iligkili makrofaj (TAM) fenotipinin anti-enflamatuar, immin
diizenleyici oldugu ve bu nedenle proinflamatuar ve timorisidal (klasik olarak aktive
edilmis veya M1 makrofajlarinin aksine) yerine timori tesvik ettigi (alternatif olarak
aktive edilmis veya M2 makrofajlar1 olarak da adlandirilir) bildirilmistir. Bilim adamlari,
timor mikrogevresinde (TME) bulunan farkli makrofaj fenotiplerinin siirekliliginin
yalnizca M1 / M2 ikilemi ile yakalanmasinin zor olduguna inanmaktadir. M2
makrofajlarinin / TAM'nin, timor biiylimesini, anjiyogenezi, invazyonu ve metastazi ve
tedaviye direnci artirdigr bildirilmistir. Ek olarak, TAM infiltrasyonunun ¢ogu timor
tipinde negatif bir prognostik iliskiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu fenotip, koloni
uyarici faktér-1 (CSF1) gibi biiyiime faktorlerinin stirekli varliginin yam sira farklilasma
kiimesi (CD) -4* tip 2 yardimci T hiicresinden tiiretilmis (Th2) sitokinler interlokin (IL) -4,
IL-13 ve TME'de IL-10 kiimesinin bir sonucudur (Sekil 1.34) (Cannarile ve ark, 2017).

Bagisikhk uyarma
CSF1.IL-4, IL10, GM-CSF, IFNy,
IL-13, Hypoxia TNFa, LPS
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Sekil 1.34. Tiimorle iligkili makrofaj alt tipleri tarafindan bagisiklik baskilama veya

uyarmanin dogrudan ve dolayli diizenlenmesi. Cannarile ve ark. (2017)’den alinmistir.
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CSF1 reseptorii (CSF1R) aracili sinyalizasyon, mononiikleer fagosit sisteminin ve
ozellikle makrofajlarin farklilagmasi ve hayatta kalmasi i¢in ¢ok onemlidir. CSF1R, tip 11l
protein tirozin kinaz reseptor ailesine aittir ve CSFl'in veya daha yakin zamanda
tanimlanan ligand IL-34"in baglanmasi, reseptoriin homodimerizasyonunu ve ardindan
reseptor sinyallemesinin aktivasyonunu indikler. CSF1R makrofajlarinin intratimoral
varhigi, gesitli timor tiplerinde zayif hayatta kalma ile iliskili bulunmustur (Cannarile ve
ark, 2017).

Koloni uyarict faktér-1 (CSF1) ve reseptorii (CSF1R), disi iireme sistemi
timorlerinde ve diger kati timdrlerde olumsuz prognostik sonugla iligkilendirilmistir.
Meme kanserinde, hem transgenik hem de ksenograft fare modellerinin intravital
goriintiilemesi, makrofajlarin  birincil tiimorde zorunlu istila ortaklar1 oldugunu
gostermistir. Makrofajlara CSF1 sinyal gonderimi, bu islev i¢in gereklidir: meme kanserine
duyarli MMTV-PyMT farelerinde CSFL1'in genetik ablasyonu, tumdr ilerlemesini ve
metastaz1  geciktirirken, antikorlart bloke ederek CSF1R'nin inhibisyonu, timor
hiicrelerinin in vivo istilasim1 azaltmistir. Makrofajlara CSF1 sinyallemesinin bloke
edilmesinin, azalmis anjiyogenez nedeniyle birincil tiimdr biiylimesini azalttigi ve ayni
zamanda artan anti-tumor T-hiicresi tepkilerine bagh kemoterapotik etkinligi iyilestirdigi

de gosterilmistir (Patsialou ve ark, 2015).

PRSS1 geni

Insanlarda serin proteaz 1 (PRSS1) geni, T hiicre reseptorii beta lokusu iginde
kromozom 7q35 iizerinde yer almaktadir. Bu gen, insan pankreasi tarafindan salgilanan en
bol sindirim enziminin 6nclsu olan insan katyonik tripsinojenini kodlar (Németh & Sahin-
Toth, 2014). Tripsinin dogal reseptdor PAR2'ye baglanmasi, reseptorle birlestirilmis JAK1
kinazlar1 bir araya getiren ve ¢apraz tirozin fosforilasyon yoluyla karsilikli aktivasyonlarini
kolaylastiran ikincisinin dimerizasyonuna neden olur (Sekil 1.35). Aktiflestirilmis JAKI,
reseptor tzerindeki tirozin kalintilarimin fosforilasyonunu modiile eder ve c¢evreleyen
amino asitlerle birlikte, fosforile tirozin lokuslari, PPKCA ve RELA (Nukleer Faktor NF-
Kappa-B P65 Alt Birimi) ile gelistirilebilen bir kenetlenme bolgesinde birlesir. Bu arada,
SH2 alanmi iceren STATS5 bu kenetlenme bolgesine alinir. Nihayetinde kinaz JAK1,

reseptore bagli STATS'in fosforilasyonunu katalize eder ve polimerik formdaki aktive
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STATS, ¢ekirdege yer degistirir ve bunlarin transkripsiyonunu diizenleyerek hedef genlere

baglanir (Liu ve ark, 2019).

Sekil 1.35. Tripsinojen mekanizmasi. Liu ve ark. (2019)’dan alinmistir.

Bugiine kadar bilinen tim PRSS1 mutasyonlari, kanserli dokular baglaminda
mevcut olan EGFR/KRAS/BRAF gen mutasyonlarindan farkli olarak genetik egilim ve
baskin ozellikler ile somatiktir; somatik mutasyonlar, timdrigenezin dnemli bir nedensel
faktor ve timor heterojenitesi icin kritik bir unsurdur. Bu arada tripsinojen, pankreasta
spesifik ve yiksek oranda eksprese edilir ve tripsin, PAR2’yi aktive eder; bu, ERK yolu
aracilifiyla hiicre dongiisii bozukluguna neden olarak pankreas kanseri olusumunu tetikler.
Ayrica tripsin, timorlerin habis davranisinmi artirabilir ve aktivasyon iizerine hiicre disi
matrisi (ECM) bozarak timor hiicresi proliferasyonunu ve istilasini uyarir. Bu bakimdan
PRSS1 mutasyonu, pankreas karsinojenezinin ve kanser gelisiminin degerlendirilmesinde
giderek artan bir ilgi cekmektedir (Liu ve ark, 2019). Tripsinin ¢esitli karsinomlarda ifade
edildigi de dogrulanmustir. Bu raporlar, tripsinin karsinom ilerlemesinde olumlu ve hatta
onkogenik bir rol oynadigi sonucuna varmustir (Yamashita, Mimori, Inoue, Mori &
Sidransky, 2003).
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VHL geni

VHL, VHL, CUL2 veya CUL5, RBX1 ve elongin B / elongin C proteinlerinden
olusan VHL elongin BC kompleksinin bir bilesenidir. Bu kompleks, bir E3 ubikuitin-ligaz
gibi davranir ve hedeflenen proteinlerin proteazomal degradasyonunu tetikler. Bu
kompleksin birincil hedefi olan hipoksi ile indlkleyici faktér 1 o (HIF1- «), timor
ilerlemesi, glikoliz, anjiyogenez ve metastaz ile iliskili 80'den fazla geni diizenler ve VHL
elongin BC kompleksi tarafindan negatif olarak diizenlenir. HIF1- «, VHL elongin BC
kompleksi tarafindan negatif olarak diizenlenen bir alfa alt biriminden ve yapisal olarak
ifade edilen bir beta alt biriminden olusur. Normoksik kosullar altinda, PHD igeren
proteinler tarafindan iki prolil kalintisinda (P402 ve P564) HIF1- « hidroksilasyonu, VHL
icin bir baglanma alani yaratir. HIF1- a 'In proteazomal bozunmasiyla sonuglanir. Hipoksik
kosullarda, PHD igeren proteinler artik hidroksilat HIF1- « ve VHL, stabilize edici
ubikuitin polimerlerini HIF1- « 'ya ekleyemez. HIF1l- « daha sonra HIF1- g ile
heterodimerlesebilir ve hipoksi yanit elemanlarina (HRE) baglandigi c¢ekirdege yer
degistirebilir ve hiicresel hipoksik yanita aracilik eden PDK1, PFKL, GLUT1 ve VEGF
gibi genlerin ekspresyonunu destekler (Sekil 1.36) (Rowbotham ve ark, 2014). Bu
degisikliklerin net etkileri, timdr hiicresinde bulunan ATP miktarmi artirarak hizli

biiyiimeyi tesvik eder (Gervin ve ark, 2020).

Normoksik kosullar Hipoksik kosullar ~ VHL kompleksinin bozulmasi

o
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Sekil 1.36. Normoksik, hipoksik ve psodohipoksik kosullarda HIF1 yolaginda VHL

elongin BC kompleksinin rolii. Rowbotham ve ark. (2014)’den alinmustir.

62



Von Hippel-Lindau (VHL) sendromu, tiimdr baskilayict gen VHL'nin genetik
anormalliklerinin neden oldugu, otozomal dominant, ¢cok organli, ailesel bir neoplastik
sendromdur. VHL geninin germline mutasyonlari, etkilenen bireyleri, merkezi sinir sistemi
ve bobrekler, pankreas, adrenaller ve tireme organlari gibi i¢ organlar dahil olmak iizere

cesitli sistemlerde iyi huylu ve koti huylu tlimoérlerin gelisimine yatkin hale getirir

(\Varshney ve ark, 2017).

HNF1A geni

Hepatosit nlkleer faktor 1 alfa geni (HNF1A) insan kromozomu 12924 (izerinde
bulunur ve dokuz ekzon igerir. HNF1A ekspresyonu karacigerde zenginlestirilmistir ve
ayrica pankreas, bobrekler, yumurtaliklar ve testisler gibi diger bircok dokuda da eksprese
edilir. HNF1A, homeobox protein ailesine ait bir transkripsiyon faktorini kodlar ve
HNF1A, agirhikli olarak karacigerde eksprese edilen cesitli genlerin promoterlerine
baglanir. Ek olarak, HNF1A, lipoprotein metabolizmasi ve glikozla uyarilan insiilin
sekresyonunda rol oynayan birkac hedef genin (6rn., DYRK1B ve SLC2A2) ekspresyonu
icin de gereklidir. Son zamanlarda, HNF1A genindeki mutasyonlarin geng tip 3'in ergenlik
baglangicli diyabetinin bir nedeni ve Tip 2 diyabetin gelismesiyle iliskili oldugu
dogrulanmustir (LVv ve ark, 2017).

Bu transkripsiyon faktorii, bir¢ok tiimoriin gelismesine ve ilerlemesine katilir ve
altta yatan mekanizma caligmalari, hastalarin hayatta kalma oranini iyilestirmek igin
onemli olan kanserin erken teshisi ve tedavisi i¢in yardimci olabilir. Yapilan ¢aligmalar,
HNF1A’nin farkli kanserler iginiyi bir potansiyel tanisal biyobelirte¢ olabilecegini
gostermistir. Pek ¢ok kanserde HNF1A yanlis ve esanlam mutasyonlar1 saptanmustir.
Meme kanserli hastalarin % 48.78’inde HNF1A’da yanlis anlamli mutasyonlar
bulunmustur (Zhang, Huang & He, 2021).
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1.9.Meme Kanserinde Coklu Gen Panelleri

Kalitsal genetik kusurlu varyantlar, ailesel kanserlere onemli o6l¢iide katkida
bulunurlar. Baslangigta, kalitsal kanser c¢alismasi, 1994 yilinda herediter meme ve
yumurtalik kanseri sendromu igin ana predispozan genler olan BRCAL1 ve BRCAZ2'nin
kesfine yol acan ¢ok sayida soyagacinin baglanti analizine dayanmistir. Daha sonra
herediter meme ve yumurtalik kanseri igin diger genetik risk faktorleri de belirlenmistir.
Sanger DNA dizilemesinin yaygin kullanimi, kansere yatkinliktan sorumlu germ hatt1 gen
mutasyonlarinin saptanmasina ve karakterizasyonuna izin vermistir. Bununla birlikte, bu
teknoloji, bir seferde yalnizca bir geni veya pargalarini analiz ederek prosedirleri zaman
alict hale getirmektedir. 21. ylizyihn ilk on yilinda, insan genom projesinin
tamamlanmasindan sonra, ¢oklu gen analizi veya tim ekzomlar, DNA protein kodlayan
bolgeler, kodlanan ve/veya kodlanmayan RNA transkriptleri dahil transkriptomlar veya
hem ekzon hem de kodlamayan intron DNA bolgelerinden olugsan genomlarin
dizilenmesini  gergeklestirebilen  yeni nesil dizileme (NGS) teknolojilerinin

olusturulmasiyla 6nemli bir adim atilmistir (Zelli ve ark, 2020).

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi, onkoloji gibi tibbin bir¢ok alaninda genetik
testlere klinik yaklasimda devrim yaratmistir. NGS teknolojisinin biiyiik giicii, ¢ok diisiik
miktarda niikleik asit kullanarak, 6nemli Ol¢lide zaman ve maliyet azaltimi yaparak,
milyonlarca DNA okumasini es zamanli bir sekilde dizileyebilme ve c¢oklu genlerin
"durumunun" dogru bir sekilde nitelendirilmesine olanak saglamasidir. Farkli kimyasal /
fiziksel ilkelere dayali yiiksek performans ve farkli deneysel ihtiyaglara cevap verme
yetenegi gosteren birkag ikinci ve tiglincii nesil platform su anda ticari olarak mevcuttur.
Yiiksek sayida varyanti ayni anda tespit etme yetenegi sayesinde, NGS teknolojisi,
timorogenik siirecin karakterizasyonu ve tiimor heterojenitesi hakkinda fikir vermek i¢in
bircok ¢alismada yaygin olarak kullanilmaktadir. Tdmorlerin molekiler durumunun
analizi, tani, prognoz ve tedavi yaniti tahmini agisindan klinik kullanim hakkinda bilgi
saglamaktadir. Ayrica, NGS teknolojisi, hastalara ve ailelerine tarama, slirveyans ve risk
azaltma secenekleri konusunda damismanlik yapma olasiligiyla, kansere yatkinliktan
sorumlu yeni genlerin tanimlanmasi ve kesfi i¢in ¢ok gii¢lii olanak sunmaktadir. Son on yil
boyunca, NGS'nin ortaya ¢ikisi, yalnizca meme ve yumurtalik kanseri yatkinliginda yer
aldigi bilinen yuksek veya daha diisiik penetran olanlar gibi birka¢ genin hedeflenen

dizilemesini elde etmeyi degil, ayn1 zamanda meme ve yumurtalik kanseri yatkinligindan
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sorumlu oldugu varsayilan yeni genlerin veya gen varyantlarinin tanimlanmasi i¢in tiim
ekzomlarin, transkriptomlarin veya genomlarin dizilenmesini de miimkiin kilmistir (Zelli

ve ark, 2020).

"En kolay" NGS yaklagimi, belirli hastaliklarla iligkisi zaten gozlemlenmis veya
onerilmis olan secilmis genlerin veya gen bolgelerinin belirli alt kiimelerinin analizine izin
veren "hedefli gen dizilimi" dir. NGS gen panelleri, ilgili belirli hedeflerin dizilenmesi igin
cok yuksek verimli ve uygun maliyetli bir tarama yontemini temsil ettikleri i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir; 6nemli 6l¢iide zaman ve maliyet azalmasi ve ¢ok diisiik miktarda
nukleik asit kullanarak birkac¢ giin iginde buyik es zamanl c¢oklu gen analizi olanagi
sunmaktadirlar (Zelli ve ark, 2020).

Meme kanseri panellerinde BRCA1 ve BRCA2 ana genlerdir. Diger genler ya
spesifik fenotipler ve meme kanseri (TP53 ve Li-Fraumeni sendromu; CDH1 ve lobuler
meme karsinomu ve yaygin mide karsinomu; PTEN ve Hamartoma Timoér Sendromu;
STK11 ve Peutz-Jeghers sendromu; NF1 ve norofibromatozis tip 1) ya da yumurtalik
kanseri riskleriyle (MLH1, MSH2 / EPCAM, MSH6, PMS2) iliskilidir. Ayrica, vaka
incelemelerinde veya vaka kontrol calismalarinda meme kanseri riski ile iligkili oldugu
bildirilen genleri de icerirler. Cogu, BRCA1 veya BRCA2'yle etkilesime girerek DNA
onariminda (ATM, BARD1, BRIP1, GEN1, MCPH1, NBN, MRE11A, PALB2, RAD50,
RADS51C, RAD51D, RECQL, RINT1, SLX4, XRCC2), bazilar1 ise hiicre dongiisii kontrolii
veya mitotik sinyal iletiminde (CHEK1, CHEK2, PI3KCA v.b.) yer almaktadir (Colas,
Golmard, de Pauw, Caputo & Stoppa-Lyonnet, 2019).
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NCBI Genetic Test Registry'nin en son surimi, akademik veya ticari laboratuvarlar
tarafindan 6nerilen BRCA1 ve BRCA2 dahil olmak lzere 200'den fazla ¢oklu gen paneli
listelemektedir. Hepsi olmasa da bazilart meme kanserine yatkin genlere 6zgiidiir. Meme
kanseri panellerine en sik dahil edilen 26 gen Tablo 1.6’da gosterilmektedir (Colas ve ark,
2019).

Tablo 1.6. Meme kanseri panellerine en sik dahil edilen genler, bunlarin Klinik gegerliligi

ve faydalari. Colas ve ark. (2019)’dan alinmustir.

GEN Klinik Gegerlilik / Risk Diizeyi Klinik Iligkili Sendrom  Akrabalar i¢in
Fayda Genetik Test

BRCA1 Yiksek CLTR (80) % 72 Evet Evet
BRCA2 Yuksek CLTR (80) % 69 Evet Evet
PALB2 Yilksek OR 6.56-9.47 Evet Evet
TP53 Yiksek RR 3.76; CLTR (70)% 85 Evet Li Fraumeni Evet
PTEN Yiksek CLTR (70):% 67-85,2 Evet Cowden Evet
CDH1 Yiiksek RR 6.6-7.7; CLTR (80)% 39-42  Evet Kalitsal mide Evet

kanseri
STK11 Yiksek, RR 15; CLTR (70) % 77 Evet Peutz Jeghers Evet
MLH1 Celiskili Hayir Lynch Evet
MSH2/EPCAM Celiskili Hayir Lynch Evet
MSH6 Celiskili Hay1r Lynch Evet
PMS2 Celiskili Hayir Lynch Evet
NF1 Yetersiz veri Tartigmali Norofibromatozis Evet

tip |
RAD51C Iliski kanti yok Hayir Evet
RAD51D Iliski kanit1 yok Hayir Evet
ATM Diisiik ila orta RR 1.5-3 Tartigsmali Tartigmali
CHEK?2 Diistik ila orta OR 1,58-3 Tartismali Tartigsmali
BRIP1 Mliski kanit1 yok Hayir Tartigmali
BARD1 Yetersiz veri Hayir Hayir
GEN1 fliski kanit1 yok Hayir Hayir
RAD50 Yetersiz veri Hayir Hayir
RINT1 Celiskili Hayir Hayir
MRE11A Yetersiz veri Hayir Hayir
NBN Celiskili OR 1.4-2.66 Hayir Hayir
XRCC2 Fazla risk yok, yetersiz veri Hay1r Hayir
MCPH1 Yetersiz veri Hayir Hay1r
SLX4 Yetersiz veri Hayir Hayir

OR: olasilik orani; RR goreceli risk; CLTR () kiimiilatif yasam boyu risk (yas).

Herediter meme kanseri olan bireylerde BRCA dist genlerde % 1-12 oraninda bir
prevalans oldugu, ayni zamanda % 88'e varan yiiksek diizeyde VUS rapor edilmistir. VUS,
hastalik iliskisi heniiz bilinmeyen genetik degisikliklerdir (Tablo 1.7) (Catana, Apostu &
Antemie, 2019).
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Tablo 1.7. Herediter Meme Kanseri Olan Bireylerde BRCA Dis1 Genlerin Prevalansi ve

VUS Orani. Literatiir sonuglari.

Cahsma Hastalar Test Prevalans VUS
edilen
gen
sayisi

Walsh ve ark. (2006) 300 5 CHEKZ2, TP53, PTEN'de % 6 mutasyon Belirtilmemis

Kuusisto ve ark. (2011) 466 7 % 12.1 CHEK2, PALB2, BRIP1, RAD50, CDH1 Belirtilmemis

Walsh ve ark. (2011) 360 12 % 6,1: BARD1, BRIP1, CHEK2, MRE11A, MSH6,  Belirtilmemis
NBN, PALB2, RAD50, RAD51C, TP53

Mauer ve ark. (2014) 1233 22 BRCA dis1 genlerde % 10 mutasyon %30

Kurian ve ark. (2014) 198 42 BRCA dis1 genlerde % 11,4 mutasyon %88

Castera ve ark. (2014) 708 27 % 3 CHEK2, RAD51C, RAD50, PALB?2, Belirtilmemis
MRE11A, ATM, NBS1, CDH1, MSH2, PMS2,
BARD1, PMS1, MLH3

LaDuca ve ark. (2014) 2079 14-22 BRCA dis1 genlerde % 7.2-9.6 mutasyonlar % 15.1-25.6

Churpek ve ark. (2014) 289 8 BRCA dis1 genlerde % 4,4 mutasyon: PALB2, % 0.6
CHEK2, BARD1, ATM, PTEN, TP53

Chong ve ark. (2014) 3000 6 % 11 TP53, % 2,3 PTEN, % 1,2 CDH1, % 0,6 Belirtilmemis
STK11

Cybulski ve ark.(2015) 144 8 % 2,8 PALB2,% 1,3 ATM Belirtilmemis

Doherty ve ark. (2015) 134 6 %0 % 6.7

Maxwell ve ark. (2015) 278 22 BRCA dis1 genlerde % 11 mutasyon %19

Tung ve ark. (2015) 2158 25 BRCA dis1 genlerde % 4,32 mutasyon: CHEK2, % 41.7
PALB2, ATM, MSHG6, PMS2

Couch ve ark. (2015) 1824 17 BRCA dis1 genlerde % 3,7 mutasyon: PALB2, Belirtilmemis
BARD1, RAD51D, RAD51C, BRIP1

Schroeder ve ark. (2015) 620 10 % 0,97 CHEK2,% 0,65 ATM,% 0,48 CDH1,% 0,32  Belirtilmemis
PALB2,% 0,32 NBN,% 0,16 TP53

Yang ve ark. (2015) 99 152 % 3 TP53,% 1 PALB2,% 1 RAD51C,% 1 Belirtilmemis
RAD50,% 1 CDH1

Lincoln ve ark. (2015) 1062 29 BRCA dis1 genlerde% 3,9 mutasyonlar: ATM, %41
PALB2, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2.

Aloraifi ve ark. (2015) 104 312 % 5 ATM, % 3 RADS0, % 2 CHEK2, % 1 TP53, %  Belirtilmemis
1PALB2, % 1 MRE11A

Kapoor ve ark. (2015) 966 15 % 3,9 PALB2, CHEK2, ATM % 16.9

Desmond ve ark. (2015) 1046 29 BRCA dis1 genlerde % 3,8 mutasyonlar: CHEK?2, Belirtilmemis
ATM, PALB2

Thompson ve ark. (2016) 3992 18 % 0,6 PALB2, % 0,1 TP53, <% 0,1 CDH1, PTEN, Belirtilmemis
ATM

Tung ve ark. (2016) 488 25 % 4,1 CHEK2, ATM, PALB2, PTEN, NBN, %33,20
RAD51C, RAD51D, MSH6, PMS2

Couch ve ark. (2017) 65057 21 % 1,73 CHEK2, % 1,06 ATM, % 0,87 PALB2 Belirtilmemis

TOPLAM 87318 5-312 % 1-12 % 0.6-88
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2. AMAC

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en sik goriilen malignitedir. Akciger
kanserinden sonra en yiiksek insidans ve 6liim oranina sahiptir ve tiim kanserler arasinda
ikinci sirada yer almaktadir. Gegtigimiz on yilda herediter meme kanserinin tani ve
tedavisinde ¢ok ilerleme kaydedilmistir. BRCAL1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar,
herediter meme kanserinin Ucte ikisinden sorumludur. Bu genler i¢in genetik yatkinlik testi
1996'dan beri mevcut olmasina ragmen, meme kanseri i¢in Mendel kalittm modeli
(otozomal dominant veya resesif) 6ykisi olan ailelerde bile hastalarin 6nemli bir kismi bu
genlerde mutasyon bakimindan negatiftir. BRCA disinda bazi ek genler meme kanserine
yatkinlik genleri olarak tanimlanmistir. Ayrica artik kanserlerin tek bir mutasyondan veya
genden degil, apoptoz ve hiicre proliferasyonu gibi ayirt edici siireclere karsilik gelen
molekiiler yolaklarda gorevli mutasyona ugramis genlerin bir kombinasyonundan
kaynaklandigi kabul edilmektedir. Sonu¢ olarak, sinyal proteinlerindeki mutasyonlar,
anahtar sinyal yollar1 etkilesimlerini arttirabilir veya tiimor baskilayict proteinlerin islevini
inhibe edebilir ve her ikisi de kontrolsiiz hiicre biyumesine ve timor ilerlemesine yol

acabilir.

Meme kanserlerinin hiicresel ve molekiiler heterojenligi, yeni nesil genomik
ve transkriptomik tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla miimkiin olan ¢oklu genetik degisikliklerin
birlikte analiz edilmesini zorunlu kilmaktadir. 2010 yil1 civarinda ortaya ¢ikmasindan bu
yana, yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi, tibbi genetik laboratuvarlari igin bir doniim
noktast olmustur. Tlim ekzom ve tim genom dizi analizinde oldugu gibi, ¢oklu gen
panelleri araciligiyla NGS, cok sayida bireyde 6nemli sayida genin dizilenmesini miimkiin
kilmaktadir. Coklu gen panel testi, meme kanseri gibi genetik heterojenlige sahip

hastaliklarin teshisi ve prediktif tipta hastalik riski tahminleri i¢in fayda saglamaktadir.

68


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transcriptomics
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/next-generation-sequencing
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/exome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/whole-genome-sequencing
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genetic-heterogeneity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/predictive-medicine

Meme kanseri olgularinda, BRCAL/2 disindaki genlerde patojenik veya olasi
patojenik varyantlari ortaya g¢ikaran birkag NGS c¢alismasi yayinlanmistir, ancak bugiine
kadar, herediter meme kanseri riski tasiyan Tiirk olgularda BRCA dis1 genlerdeki mutasyon
spektrumu hakkinda ¢ok az veri bulunmaktadir. Bu nedenle galismada, hiicrede ¢esitli
sinyal yollarinda anahtar gorevlere sahip, hem meme kanseri ile iligkisi kanitlanmis, hem
de iligkili olabilecek BRCA dis1 34 gendeki varyasyonlarin tespit edilmesi ile gene 6zgii
kanser iliskilerine dayali olarak ailesel kanser risklerinin agiklanmasi, tedavide rehberlik

edilmesi, risk altindaki diger aile iiyelerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. YONTEM

Bu calismada, Kocaeli Universitesi, Tip fakiiltesi, Onkoloji béliimiinden Tibbi
Genetik Anabilim dalina yonlendirilen ve hasta secim kriterlerine uyan hastalarda, NGS
yontemi ile 34 genin (TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, NF1, FGFR1, FGFR2,
FGFR3, PIK3CA, ERBB2, EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11l, ALK, RET, MET,
NOTCH1, BRAF, APC, CTNNB1, EPCAM, CDKN2A, CDK4, SMAD4, BMPR1A, VHL,
PRSS1, GNAS, CSF1R, GNA1ll, HNF1A) tim kodlayic1t bolgeleri dizilenmek Uzere
degerlendirilmistir. Calismamiz, 11.12.2020 tarih 2020/339 proje numarasi ile Tip
Fakultesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir
(EK-1).

Calismaya; meme kanseri tanist almis veya belirlenmis kriterleri karsilayan, yapilan
analizler sonucunda BRCA1/2 genlerinde mutasyon bulunmayan ve galisma igin onam

veren olgular dahil edilmistir.

3.1 Kullanilan Aletler

e Santrifuj

e Vorteks

e PCR Cihaz

e Termal Calkalayici

e Spektrofotometre

e NGS Cihaz1

e Qubit Florometre Cihazi

e DNA 7500 Cihazi
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3.2.Kullanilan Malzemeler ve Kimyasallar

e Pipet seti

e Ependorf tupu

e PCR tipleri

e Manyetik plate

e Buzakusl

e 96 well Optical Reaction Plate

e Clear Adhesive Film

e Qubit™ dsDNA Broad Range Quantitation Kit
e Qubit™ dsDNA High Sensitivity Quantitation Kit
e Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit

e Library Preparation EF Kit 1

e Library Preparation Kit 2

e Multiplex Hybridization Kit

e Enrichment Reagents

e CD Index Adapter Set 1-96

e Universal Blockers

e Custom Panel Probes Kit

e Ethanol

e Distile su

3.3.Periferik Kandan DNA izolasyonu

Daha 6nce BRCA1 ve BRCA2 mutasyon analizi i¢in hasta kanlarindan izole edilmis,
+4 °C’de saklanan DNA’lar, ¢alisma i¢in kullamilmustir. Hastalardan EDTA’l1 tupler
icerisinde alinmus periferik kan 6rneginden DNA izolasyonu, robotik sistem ile yapilmistir.
Izolasyon cihazinin igerisinde proteinaz K, yikama soliisyonlari, manyetik boncuklar ve
pipetaj i¢in bos kuyucuklar1 igeren kartus sistemi bulunmaktadir. Pipet uglari, kartus,
ornekler ve eliisyon tlipleri konulduktan sonra DNA izolasyon basamaklari otomatik olarak

gerceklestirilmis ve toplam 220 pl periferik kan 6rneginden 50 ul DNA elde edilmistir.
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3.4.DNA Kalitesinin ve Miktarinin Belirlenmesi

Izolasyon sonrasi elde edilen genomik DNA nanodrop cihazinda 2 pl 6rnek
kullanilarak spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiis ve c¢ikan sonuglar not edilip uygun

miktarda seyreltme yapilmistir.

3.5.DNA’lari QUBIT ile Ol¢iimii

DNA’larin NGS gen panelinde kullanilabilirligini kontrol etmek amaciyla Qubit™
dsDNA HS Assay Kit iireticinin 6nerdigi protokol uygulanarak kullanilmistir. Olgiim
oncesi kimyasallar vortekslenerek, ¢alisilacak ornek sayisi kat1 kadar 1 pl Reagent + 199 pl
Tampon (buffer) ile 1:200 oraninda ¢alisma soliisyonu (Working Solution) hazirlanmustir.
198 ul calisma tamponuna 2 pl DNA eklenerek vortekslenmis, cihazda “dsDNA-High
Sensivitiy” modu segilerek drnekler ol¢lilmiistiir. Cikan sonuglara gére DNA’lar 5 ng/ ul

olacak sekilde steril suyla seyreltilmistir.

3.6.Yeni Nesil Dizileme (NGS) Yontemi

NGS teknolojisinin temeli, DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek ¢ok sayida
DNA fragmentiyle bir kiitiiphane olusturulmasi ve kiitiiphaneyi olusturan DNA
fragmentlerinin  zenginlestirilmesine  dayanmaktadir. Milyonlarca  kiigiik DNA
fragmentinin paralel olarak dizilenmesi ger¢eklestirilmekte; bu sayede insan genomundaki
her bir bazin birden ¢ok kez okunmasi miimkiin olmakta ve varyasyonlar daha dogru bir
sekilde tespit edilebilmektedir. NGS yonteminde ‘Herediter Kanser Paneli’ igerisinde
bulunan TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, NF1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, PIK3CA,
ERBB2, EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11, ALK, RET, MET, NOTCH1, BRAF, APC,
CTNNB1, EPCAM, CDKN2A, CDK4, SMAD4, BMPR1A, VHL, PRSS1, GNAS, CSFIR,
GNA11, HNF1A genleri dizilenmis ve biyoinformatik analizleri yapilmistir.
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3.6.1. Kiitiiphane Olusturulmasi

PCR igin gerekli olan kimyasal maddeler Library Preparation EF Kit 1 ile
saglanmistir. Her seyreltilmis gDNA oOrneginden 10 pL 0,2 mL PCR tupune veya 96
kuyucuklu bir PCR plate’ine eklenerek buz iizerine bekletilmistir. Enzymatic
Fragmentation Mix buz iizerinde 1,5 mL mikrosantrifiij tlipiinde hazirlandiktan sonra, her
bir reaksiyon i¢in 10 uL 5x Fragmentation Enzyme, 5 uL 10x Fragmentation Buffer ve 25
pL su toplam hacim 40 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Her 10 uL gDNA 6rnegine 40 pL
Enzymatic Fragmentation Mix’i eklenerek, PCR’a koyulmustur.

PCR sartlar1 asagidaki gibidir;

ADIM SICAKLIK ZAMAN
1. On sogutma 4°C Hold
2. Fragmentasyon 32°C 22 Dakika
3. lInaktivasyon 65 °C 30 Dakika
4. Hold 4°C Hold

PCR tamamlandiginda ligasyon asamasina gegilmistir. Bu asamada, Library
Preparation EF Kit 1 icerisindeki kimyasallar ve CD Index Adapter Set 1-96 Kiti
kullanilmistir. Her bir 6rnek tipine (dA-kuyrugu DNA fragmentlerini igeren) 5.5 pL
Indekslenmis Adaptor eklenerek buz iizerinde yavasca karistirilmistir. Buz iizerinde 1,5
mL mikrosantriftj tlpunde 20 nL. DNA Ligation Buffer, 10 uL DNA Ligation Mix ve 14.5
uL su olacak sekilde toplam 44.5 pL Ligasyon mix’i hazirlanmistir. Her bir 6rnek tiipline
44.5 uL Ligasyon mix’i eklenerek ligasyon reaksiyonu i¢in 6rnekler PCR’da 15 dakika
boyunca 20 ° C'de inkiibe edilmistir.

Elde edilen PCR fiiriinlerinin saflastirilmasi icin DNA piirifikasyon boncuklart ile
coktiirme yontemi kitin protokoliine uygun olarak yapilmistir. Her bir ligasyon 6rnegine 80
uL (0.8x) DNA npiirifikasyon boncuklari eklenip vorteksleyerek iyice karistirilip oda
sicakliginda 5 dk inkiibe edilmis ve ornekler manyetik plate lizerinde 1 dk bekletilmistir.
DNA piirifikasyon boncuklar1 topak olusturur ve berrak bir siipernatant birakir. Berrak
siipernatant alinip atilmig, boncuk pelleti 200 uL taze hazirlanmis % 80°lik etanol ile
yikanip, 1 dakika inkiibe edildikten sonra, etanol alinmig ve atilmistir. Bu islem manyetik
plate lizerinde toplamda iki kez olacak sekilde tekrarlanmustir. 5-10 dakika boncuk pelleti

kuruyana kadar bekletilmis, 6rnekler manyetik plate’den cikarilip her 6rnege 17 pL su
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eklenmistir. Pipetleyerek karistirilip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Ornekler
manyetik plate’e yerlestirilip 3 dakika boncuklar tamamen topaklanana kadar bekletilip,
boncuk peletini bozmamaya dikkat ederek indekslenmis ligasyonlu kiitiiphaneleri igeren 15
puL berrak siipernatant temiz 0,2 mL PCR tiipiine veya 96 kuyucuklu PCR plate’ine

aktarilmustir.

Bu asamada PCR igin gerekli olan kimyasallar Library Preparation Kit 2 ile
saglanmistir. 1,5 mL mikrosantrifilj tliplinde her bir reaksiyon igin 10 uL. Amplifikasyon
Primerler, ILMN, 25 pL. KAPA HiFi HotStart Ready Mix toplam hacim 35 pL olacak
sekilde hazirlanmistir. indekslenmis ligasyonlu kiitiiphanelere 35 uL. PCR Mix eklenip
ornekler PCR’a koyulmustur.

PCR sartlar1 asagidaki gibidir;

ADIM SICAKLIK ZAMAN DONGU
SAYISI
1. Baslatma 98°C 45 saniye 1

1. Denatirasyon 98°C 15 saniye 10
Baglanma 60°C 30 saniye
Uzama 72°C 30 saniye

2. Final Uzama 72°C 1 Dakika 1

3. Final Hold 4°C Hold -

PCR tamamlandiginda saflagtirma i¢in her bir PCR 06rnegine 50 puL (1x) DNA
pirifikasyon boncuklar1 eklenip vorteksleyerek iyice karistirilip oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edilmis ve ornekler manyetik plate tizerinde 1 dk bekletilmistir. Berrak siipernatant
almip atilmig, boncuk pelleti 200 pL taze hazirlanmis % 80°lik etanol ile yikanip, 1 dakika
inkube edildikten sonra, etanol alinmis ve atilmistir. Bu islem manyetik plate tizerinde
toplamda iki kez olacak sekilde tekrarlanmistir. 5-10 dakika boncuk pelleti kuruyana kadar
bekletilmis, oOrnekler manyetik plate’den cikarilip her 6rnege 22 pL su eklenmistir.
Pipetleyerek karistirilip oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Ornekler manyetik
plate’e yerlestirilip 3 dakika boncuklar tamamen topaklanana kadar bekletilmis, boncuk
peletini bozmamaya dikkat ederek indekslenmis ligasyonlu kiitiiphaneler igeren 20 pL
berrak siipernatant temiz 0,2 mL PCR tiipine veya 96 kuyucuklu PCR plate’ine

aktarilmstir.
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DNA 7500 Testi ve Qubit™ dsDNA Genis Aralikli Kantitasyon Testi kullanarak

her kiitiiphane dogrulanmis ve miktar belirlenmistir.

Cogaltilmis indeksli kiitliphaneler ng/ pL cinsinden konsantrasyon degerleri
oOlgtilerek 187.5’e boliindiikten sonra her bir 6rnegin 187,5ng i¢in gereken pL cinsinden

hacmi hesaplanmistir.

Havuz basina Havuz basina Havuz basina toplam
indekslenmis indekslenmis her katle

kiitilphane sayisi kiitiiphanenin miktari

8 1875 ng 1500

Hesaplanan hacimde c¢ogaltilmis indeksli kiitiiphaneler 0,2 mL PCR tlplne
aktarilmistir. Havuzlanmig Klttiphanelerin toplam hacmi >25 uL ise, dogrudan bir sonraki
adima gecilmis, toplam hacmi <25 pL ise, toplam hacmi 25 pL'ye getirmek igin su
eklenmistir. Havuzlanmis kiitiiphane hacminin 1.5X’i kadar hacimde homojenize SPRI
boncuklar1 eklenip oda sicakliginda 5dk inkiibe edilmis ve ornekler manyetik plate
tizerinde 1 dakika bekletilmigtir. DNA saflagtirma boncuklart pellet olusturmus ve
stipernatant atilmistir. Boncuk pelleti 200 pL taze hazirlanmis % 80°lik Ethanol ile yikanip
1 dakika bekletildikten sonra ethanol uzaklastirilmistir. Bu adim 6rnekler manyetik plate
lizerinde iken bir kez daha tekrarlanmistir. Boncuk pellet manyetik plate Uzerinde 5-10
dakika pellet kuruyana kadar bekletilmis, plate manyetik plate {izerinden kaldirilip her bir
ornek i¢in 20 pL Hibridizasyon mix eklenerek homojenize oluncaya kadar karistirilmstir.
Daha sonra g¢ogaltilmis indeksli kiitiiphaneleri igeren bu karisim temiz 0,2°lik tliplere

aktarilmustir.
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Cogaltilmis indeksli kiitiiphaneler ve SPRI boncuk karigimina asagidaki reaktifler

eklendikten sonra, Hibridizasyon Reaksiyonu pipetleyerek iyice karigtirilmistir.

Reaktif Hacim
Cogaltilmis indeksli kutiphaneler ve SPRI 20 uL
boncuk karigimi

Blocker Mix 1 2 uL
(Human Cot-1 DNA; [1 ug/ uL])

Blocker Mix 2 5uL
(Specific veya Universal Blockers)

Custom Panel Probes 4 uL
Su 4 uL
Toplam 40 uL

Hibridizasyon reaksiyonu PCR igine yerlestirildikten sonra program baslatilmis ve
70 °C Hold adiminda 16 saat inkiibe edilmistir.

ADIM SICAKLIK ZAMAN DONGU SAYISI
1 95 °C 5 dakika 1
2 70 °C Hold

3.6.2. KutUphanelerin Zenginlestirilmesi ve Saflastirilmasi

Bu asamada Enrichment Reagents kiti kullamilmigtir. 1.5 mL tiplere 100 pL
Streptavidin Binding boncuklar1 eklenmis, her capture (yakalama) reaksiyonu igin 1 tlp
hazirlanmigtir. Tiplere 200 uL. Binding Buffer eklenip tupler manyetik plate Gizerinde 1
dakika bekletilmis ve boncuk pelletine dokunmadan silipernatant atilmistir. Daha sonra
tipler manyetik plate’den almip 2 kere ethanolle yikama yapilmistir. Ugiincii yikamada
berrak siipernatanti attiktan sonra, 200 pL. Binding Buffer eklenmis ve boncuklar homojen
hale gelene kadar vortekslenmistir. 16 saatlik hibridizasyon tamamlandiktan sonra her
Hibridizasyon Reaksiyonunun tam hacmi yikanmis Streptavidin Binding boncuklar tlpilne

hizla aktarilmistir.

Hibridizasyon Reaksiyon tipleri Streptavidin Binding boncuklar1 ile 30 dakika
boyunca oda sicakliginda yeterli bir hizda karistirilmis, tiipler manyetik plate tizerinde 1
dakika bekletilip siipernatant atilmistir. Tiipler manyetik plate’den almip 200 ul. Wash

Buffer 1 eklenerek homojenize olana kadar karistirtlmistir. Tiim karisim yeni 1.5mL lik
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tiipe aktarilip manyetik plate lizerinde 1 dakika bekledikten sonra silipernatant atilmistir.
Tlpler manyetik plate’den alimip 200 pL 48 °C de onceden 1sitilmis Wash Buffer 2
ekledikten sonra 48 °C de 5 dk inkiibe edilmis ve manyetik plate’de 1 dakika
bekletilmistir. Siipernatant atilmis ethanol ile 3 yikama yapildiktan sonra silipernatantin
tamami uzaklastirilmistir. Boncuklarin kurumasi beklenmeden sonraki adima gegilmis,

tlpler manyetik plate’den kaldirilip 45 pL su eklenmistir.

22.5 L Streptavidin Binding boncuklart karigimi temiz 0.2ml lik tiplere koyulup
buz tizerinde bekletilmis, asagida belirtilen reaktifler kullanilarak PCR mix hazirlanip

karistminin bulundugu tiipe aktarilarak pipetaj yapildiktan sonra PCR’a koyulmustur.

Reaktif Reaksiyon basina hacim
Streptavidin Binding boncuklari 22.5 uL
karisimi

Amplifikasyon primerleri, ILMN 25 ulL
KAPA HiFiHotStart Ready Mix 25 uL
Toplam 50 uL

PCR sartlar1 asagidaki gibidir;

ADIM SICAKLIK ZAMAN DONGU SAYISI
Baslatma 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 Hold 4°C Hold -

PCR tamamlandiktan sonra tiiplere 50 uL. DNA piirifikasyon boncuklar1 eklenip
oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyon yapilmustir. Tiipler manyetik plate’de 1 dakika
bekletildikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir. 200 plL taze hazirlanmis % 80°lik
ethanol ile 1 dakika yikama yapilip ethanol uzaklastirilmistir. Bu islem bir kez daha
tekrarlanip 10 uL pipetle kalan ethanoller uzaklastirildiktan sonra manyetik plate tizerinde
pellet 5-10 dakika kurumaya birakilmis, tiipler manyetik plate’den alimp 32 uL su
eklendikten sonra 2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Tiipler tekrar manyetik plate’ye
yerlestirilip 3 dakika bekletildikten sonra zenginlestirilmis kiitiiphaneyi igeren 30 pL
slipernatant temiz bir 0.2 pL ’lik tiipe aktarilmustir.
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QC-kalite tayini i¢in her zenginlestirilmis kiitiphane Bioanalyzer High Sensitivity
DNA Kiti ve Qubit dsDNA High Sensitivity Quantitation Testi ile 0&lcllerek

dogrulanmaistir.

3.6.3. Dizileme Reaksiyonu

Dizileme reaksiyonu asamasi NGS cihazinda gerceklestirilmistir. 8’11 setler halinde
hazir olan kiitiiphaneler, konsantrasyon 6l¢iimleri tamamlandiktan sonra cihazin talimatlar
dogrultusunda esit konsantrasyonlarda olacak sekilde tek bir tiipte toplanmstir. Ornekler

NGS cihazna yiiklendikten sonra uygun programlarda dizileme reaksiyonu baslatilmstir.

3.7.Dizileme sonuclarmmin analizi

Dizileme reaksiyonundan sonra elde edilen ham veri, Seq Genomize yazilimi
kullanilarak incelenmistir. Annotasyon asamasindan sonra bireylerdeki varyasyonlar
filtrelenerek genomun kodlanmayan (intron) kisimlarinda yer alan varyantlar diglanmustir,
kodlanmus bolgelerde (ekzon) yer alan ve protein Uzerindeki etkisi stop gain, stop lost,
splicing variant, frameshift INDEL veya non-synonymous olarak annote edilen varyantlar
belirlenmistir. Saptanan varyasyonlarin, biyoinformatik analizi ise NCBI (The National
Center for Biotechnology Information) binyesinde bulunan ClinVar ve dbSNP,
MutationTaster, VarSome, Franklin gibi veri tabanlari kullanilarak yapilmig (Tablo 3.1) ve
tespit edilen varyantlar ACMG (American College of Medical Genetics) kilavuzuna uygun
olarak smiflandirilarak patojenik (P), olast patojenik (LP) ve klinik dnemi belirsiz (VUS)
seklinde (Tablo 3.2) degerlendirmeye alinmistir. Varyantlarin MAF (Minor allel
frequency) degerleri gnomAD (The Genome Aggregation Database)’den alinmistir.
ClinVar veri tabaninda verisi bulunmayan varyantlar ACMG kriterlerine gore

siniflandirilarak degerlendirilmistir.

78



Tablo 3.1. Varyantlarin yorumlanmasinda kullanilan veri tabanlari.

Veri Tabam

Adresi

Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
dbSNP https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
MutationTaster http://www.mutationtaster.org/

VarSome https://varsome.com/

Franklin https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
gnomAD https://gnomad.broadinstitute.org/

Tablo 3.2. ACMG smiflandirma kriterleri. Richards ve ark. (2015)’den alinmistir.

Smiflandirma Kriterler ve Kanit kodlar
Patojenik i 1 Cok gicli (PVS1) VE
(a) >1 Giiclii (PS1 - PS4) VEYA
(b) >2 Orta (PM1 — PM6) VEYA
(c) 1Orta(PM1—PM®6) ve 1 destekleyici (PP1— PP5) VEYA

Olas1 Patojenik

Benign
Olas1 Benign

Klinik Onemi
Belirsiz

(@)
I1.

iii.
(@
(b)

©
i
ii.
iii.
iv.
V.
vi.
i.
ii.
i
ii.
i.
ii.

>2 Destekleyici (PP1 — PP5)
>2 Giigli (PS1 — PS4) VEYA
1 Gugli (PS1 — PS4) VE
>3 Orta (PM1 — PM6) VEYA
(b) 2 Orta (PM1 — PM6) VE >2 Destekleyici (PP1 — PP5)
VEYA
(c) 1 Orta (PM1 — PM6) VE >4 Destekleyici (PP1 — PP5)
1 Cok gugli (PVS1) VE 1 orta (PM1-PM6) VEYA
1 Gugli (PS1 — PS4) VE 1-2 orta (PM1 — PM6) VEYA
1 Gugli (PS1 — PS4) VE >2 Destekleyici (PP1 —PP5) VEYA
>3 Orta (PM1 — PM6) VEYA
2 Orta (PM1 — PM6) VE >2 Destekleyici (PP1 —PP5) VEYA
1 Orta (PM1 — PM6) VE >4 Destekleyici (PP1 — PP5)
1 Bagimsiz (BAl) VEYA
>2 Giigli (BS1 — BS4)
1 Guclii (BS1 — BS4) ve 1 Destekleyici (BP1- BP7) VEYA
>2 Destekleyici (BP1 — BP7)
Yukarida gosterilen diger kriterler karsilanmadi VEY A
Benign ve Patojenik kriterler geliskilidir

79


https://franklin.genoox.com/clinical-db/home

4. BULGULAR

Kocaeli Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na bagvuran meme
kanseri tanis1 almis veya belirlenen kriterlere sahip ancak BRCA1/2 genlerinde yeni nesil
dizi analizi sonucunda herhangi bir patojenik mutasyon tespit edilmemis toplam 96 olguda,
TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, NF1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, PIK3CA, ERBB2,
EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11, ALK, RET, MET, NOTCH1, BRAF, APC, CTNNB1,
EPCAM, CDKN2A, CDK4, SMAD4, BMPR1A, VHL, PRSS1, GNAS, CSF1R, GNA11,
HNF1A genlerinin tiim kodlayict bolgeleri NGS ile dizilenmistir. Saptanan varyasyonlar
olgularn klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmis, sikliklari belirlenmis ve hastaligin

seyri lizerindeki etkileri incelenmistir.

4.1. Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Caligmaya dahil edilen olgularin, 93’ii kadin ve 3’1 erkektir. Olgularin suan ki yas
ortalamasi 23-73 seklindedir (Sekil 4.1). Belli kriterler dahilinde ¢alismaya alinan olgularin
klinik durumlar1 Sekil 4.2°de verilmistir. Calismaya dahil edilen meme kanseri tanili
olgularin karsinom histolojik ve molekiiler alt tip dagilimlar1 Sekil 4.3’de, meme veya

yumurtalik kanseri tanili olgularin tiimér dereceleri ise Sekil 4.4°te 6zetlenmistir.

80 Yas Dagilim

Yas

Olgular

Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen 96 olgunun yaslar1 dagilimlari.
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Sekil 4.2. Calismaya dahil etme kriterleri.
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Sekil 4.3. Meme kanseri tanili olgularin karsinom morfolojik ve molekiler alt tip
dagilimlari.

Tiimér Derece Dagilimlar
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Sekil 4.4. Meme veya yumurtalik kanseri tanili olgularin tiimér derece dagilimlari.
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4.2. Yeni Nesil Dizileme (NGS) Bulgular:

Toplamda 96 olgu c¢alismaya dahil edilmis ve bu olgularin 43’iinde (% 44,8)
ClinVar veri taban1 veya ACMG kriterlerine gore 3 patojenik (P), 4 olasi patojenik (LP) ve
48 klinik 6nemi belirsiz (VUS) olmak tizere 16 gende toplam 49 farkl: varyant saptanmistir
(Sekil 4.5). Varyantlarda saptanan mutasyon tiirleri Sekil 4.6’da 6zetlenmistir. Genlere
gore varyant ylizde dagilimlar1 Sekil 4.7°de gosterilmistir. MAF (Minor allel frequency)
degerleri gnomAD (The Genome Aggregation Database)’den alinmustir.

Tiim Varyantlarin Ozet Grafigi
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Sekil 4.5. Calismada tespit edilen varyant siniflarinin genlere gore 6zeti.

Mutasyon tiirleri
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Sekil 4.6. Calismada saptanan mutasyon tiirleri.
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4.2.1. Patojenik/ Olas1 Patojenik Varyantlar

7 olgumuzda, 3 patojenik ve 4 olasi patojenik varyant tespit edilmistir. Bu
varyantlarin 1°i ¢er¢eve kaymasi, 1’1 erken dur kodonu, 1°i indel ve 4’ ise yanlis anlamli

mutasyonlardir. Tablo 4.1°de bu varyantlara ait bilgiler 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Olgularda saptanan patojenik ve olasi patojenik varyantlar.

Olgu No Gen cDNA Protein MAF Yas Klinik Smiflama
rs ID
Olgu 1 TP53 ¢.80delC p.Pro27LeufsTerl7 <0,01 35 EMK P
rs1192416464
Olgu 2 CHEK?2 €.290G>A p.Trp97Ter NA 33 MK+AO P
Olgu 3 FGFR1 €.338G>A p.Argl13His <0,01 37 AO LP
rs201055054
Olgu 4 FGFR3 €.2278G>A p.Asp760Asn <0,01 39 AO LP
1s56266857
Olgu 5 EGFR €.2709_2710inv p.Val904lle NA 45 MK+AQ LP
TG
Olgu 6 RET C.2372A>T p.Tyr791Phe <0,01 52 MK+AO P
rs77724903
Olgu 7 NOTCH1 €.2962A>C p.Thr988Pro NA 33 AO LP

EMK: Erken Meme Kanseri, MK: Meme Kanseri, AO: Aile Oykiisii.

Olgu 1

Olgumuz 49 yasinda kadin olup 35 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser 6ykiisii mevcut degildir. Olgumuzun timoru, derece 3, ¢l negatif ve
invaziv karsinom sinifindadir. Olgumuzun kanserli memesi opere olduktan sonra hastalik
tekrar niiks etmistir. Olguda TP53 geninin 3. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.80delC
varyant1 ¢er¢eve kaymasi mutasyonu ile sonuc¢lanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0’dir.
ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore patojenik olarak
siniflandirilmigtir. Olgunun ayni zamanda HNF1A geninde de varyant tespit edilmistir
(ilgili boliimde agiklanacaktir).
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Olgu 2

Olgumuz 35 yasinda kadin olup 33 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Annesi
meme kanseri nedeniyle 58 yasinda ex olan olgumuzun anneannesi de kolon kanseri
sebebiyle ex olmustur. Olgumuzun tiimori invaziv lobiiler karsinom sinifindadir ve lenf
noduna metastazlari mevcuttur. Olguda CHEK2 geninin 2. ekzonunda saptanan heterozigot
€.290G>A varyanti erken dur kodonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore patojenik

olarak siniflandirilmistir.

Olgu 3

Olgumuz 37 yasinda olup ailede meme Kkanseri Oykusuyle bolumimize
basvurmustur. Olguda FGFR1 geninin 4. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.338G>A
varyanti Yyanlis anlam mutasyonu ile sonug¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,0000161°dir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore olasi patojenik

olarak smiflandirilmustir.

Olgu 4

Olgumuz 39 yasinda kadin olup 31 yasinda memesinde kitle tespit edilmistir.
Olgumuzun bir teyzesi 39 yasinda meme kanseri nedeniyle ex olmustur. Diger teyzesi 46
yasinda, kuzeni ise 48 yasinda meme kanseri tanist almistir. FGFR3 geninin 17. ekzonunda
saptanan heterozigot ¢.2278G>A varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir.
Varyantin alel frekansi 0,00025°dir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG Kkriterlerine

gore olasi patojenik olarak siniflandirilmustir.

Olgu5

Olgumuz 59 yasinda kadin olup 45 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ablasi 47
yasinda meme kanseri nedeniyle ex olan olgumuzun annesi ise mide kanseri sonucu ex
olmustur. Olgumuzun tiimorii, derece 1, liminal B ve invaziv karsinom simifindadir. EGFR
geninin 23. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.2709 2710invTG varyanti indel mutasyonu
ile sonuc¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan

varyant ACMG kriterlerine gére olasi patojenik olarak siniflandirilmistir.
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Olgu 6

Olgumuz 59 yasinda kadin olup 52 yasinda invaziv duktal karsinom tanist almustir.
Ablas1 57 yasinda invaziv duktal karsinom tanili olgumuzun, annesi ise 80 yasinda invaziv
lobiiler karsinom tanilidir. RET geninin 13. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.2372A>T
varyanti yanlis anlam mutasyonu ile sonuclanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,00209°dur. Varyant ClinVar’da meme kanseriyle iliskili patojenik mutasyon olarak
tammlanmistir. ACMG Kkriterlerine gore degerlendirildiginde de varyant patojenik olarak

siniflandirilmaktadir.

Olgu 7

33 yasinda kadin olan olgumuzun annesi yumurtalik kanseri ve BRCA1 pozitiftir.
NOTCH1 geninin 18. ekzonunda saptanan heterozigot c.2962A>C varyant1 yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar’da

verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore olasi patojenik olarak siniflandirilmistir.

4.2.2. Klinik Onemi Belirsiz Varyantlar

37 olgumuzda toplam 48 tane VUS varyant tespit edilmistir. Bu varyantlarin 46
tanesi kodlanan, 2 tanesi kodlanmayan bolgede bulunmaktadir. Varyantlarin 1’1 ¢ergeve ici
delesyon, 2’si ¢erceve ici insersiyon, 1’1 baslatict kodon ve 42’si yanlis anlamh

mutasyonlardir.

TP53 Geni Varyantlari

Tablo 4.2. Olgularda saptanan TP53 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Simiflama
rs ID
Olgu 8 c.460G>A p.Gly154Ser <0,01 58 YK VUS
rs137852789

YK: Yumurtalik Kanseri.
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Olgu 8

Olgumuz 60 yasinda kadin olup 58 yasinda yumurtalik kanseri tanist almustir.
Ailede herhangi bir kanser Oykiisi mevcut degildir. Olgumuzun gen ekspresyon
calismalarina gore p53 pozitif ve ER negatiftir. TP53 geninin 5. ekzonunda saptanan
heterozigot c.460G>A varyant1 yanlig anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin
alel frekansi 0,00000398’dir. ClinVar veritabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak

sintflandirilmaktadir.

CHEK?2 Geni Varyantlari

Tablo 4.3. Olgularda saptanan CHEK?2 geni varyantlari.

Olgu cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama

No rs ID

Olgu 9 €.678G>C p.Leu226Phe <0,01 28  MK+ADK VUS
rs745646057

Olgu  c.246_260delICCAAGAACCTGAGGA p.Asp82_Glu86del <0,01 38 EMK VUS

10 rs587780181

Olgu €.1685G>T p.Arg562Leu <0,01 48 MK+AO VUS

1 rs587780180

MK: Meme Kanseri, EMK: Erken Meme Kanseri, AO: Aile Oykiisii, ADK: Ailede Diger Kanserler.

Olgu 9

Olgumuz 30 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanisi almustir.
Anneannesi pankreas kanseri ve dedesi akciger kanseri sonucunda ex olan olgumuzun
babasi ise tiroid kanseri tanilidir. Olgumuzun timord, derece 2, liminal A ve invaziv
karsinom simifindadir. CHEK2 geninin 5. ekzonunda saptanan homozigot c¢.678G>C
varyanti yanlis anlam mutasyonu ile sonug¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,0000119’dur.  ClinVar  veritabaninda  klinik 6nemi  belirsiz varyant olarak
siniflandirtlmaktadir. Olgunun ayn1 zamanda NOTCH1 geninde de varyant tespit edilmistir

(ilgili boliimde agiklanacaktir).
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Olgu 10

Olgumuz 40 yasinda kadin olup 38 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser dykiisii mevcut degildir. Olgumuzun tiimdrii invaziv duktal karsinom
sinifindadir ve lenf noduna metastazlari mevcuttur. CHEK2 geninin 2. ekzonunda saptanan
heterozigot c¢.246 260delCCAAGAACCTGAGGA varyanti cerceve ici delesyon
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0,000147°dir. ClinVar veri
tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir. Olgunun aym
zamanda NF1 ve FGFR2 genlerinde de varyant tespit edilmistir (ilgili bdlimlerde

aciklanacaktir).

Olgu 11

Olgumuz 61 yasinda kadin olup 48 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Teyzesi
meme kanseri olan olgumuzun kardesi ise akciger kanseri tanilidir. Olgumuzun timori
invaziv duktal karsinom sinifindadir ve lenf noduna metastazlari mevcuttur. Gen
ekspresyon calismalarina gore ER, PR pozitiftir. CHEK2 geninin 16. ekzonunda saptanan
heterozigot ¢.1685G>T varyanti yanlis anlam mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin
alel frekansi 0,000223°tir. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak

siniflandirilmaktadir.

CDHI1 Geni Varyantlar

Tablo 4.4. Olgularda saptanan CDH1 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Smmiflama
rs ID
Olgu 12 €.2629G>A p.Gly877Arg <0,01 44 YK VUS
rs555842031

YK: Yumurtalik Kanseri.
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Olgu 12

Olgumuz 46 yasinda kadin olup 44 yasinda yumurtalik kanseri tanist almustir.
Ablas1 da yumurtalik kanseri sebebiyle tedavi gérmektedir. Olgumuzun tiimor derecesi 3
olarak Dbelirlenmistir. CDH1 geninin 16. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.2629G>A
varyantt yanlis anlam mutasyonu ile sonuclanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,0000119’dur. ClinVar veri tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak
siniflandirilmaktadir. Olgunun ayn1 zamanda FGFR1 geninde de varyant tespit edilmistir
(ilgili boliimde agiklanacaktir).

NF 1 Geni Varyantlari

Tablo 4.5. Olgularda saptanan NF1 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Simiflama
rs 1D

Olgu 13 €.2393A>C p.Lys798Thr NA 39 YK VUS
rs745498566

Olgu 10 c.4813A>G p.lle1605Val <0,01 38 EMK VUS
rs199474766

Olgu 14 €.4074_4075delCCinsAA  p.Pro1359Thr NA 38 AO VUS
rs1555617362

Olgu 14 c.4075C>A p.Pro1359Thr <0,01 38 AO VUS
rs745931495

Olgu 15 €.3883A>G p.Thr1295Ala <0,01 46 EMK VUS
rs143836226

YK: Yumurtalik Kanseri, EMK: Erken Meme Kanseri, AO: Aile Oykiisi.

Olgu 13

Olgumuz 41 yasinda kadin olup 39 yasinda yumurtalik kanseri tanist almustir.
Olgumuzun amcasi 29 yasinda akciger kanseri sebebiyle ex olmustur. Olgumuzun timor
derecesi 2 olarak belirlenmistir. NF1 geninin 20. ekzonunda saptanan heterozigot
€.2393A>C varyant1 yanlig anlam mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
bilinmemektedir. ClinVar veri tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak

siniflandirilmaktadir.
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Olgu 10

Olgumuz 40 yasinda kadin olup 38 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser dykiisii mevcut degildir. Olgumuzun tiimdrii invaziv duktal karsinom
sinifindadir ve lenf noduna metastazlar1 mevcuttur. NF1 geninin 36. ekzonunda saptanan
heterozigot ¢.4813A>G varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin
alel frekansi 0,00000399°dur. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak

sintflandirilmaktadir.

Olgu 14

Olgumuz 38 yasinda kadin olup ailede meme kanseri oykiisiiyle boliimiimiize
bagvurmustur. Teyze ve anneannesi meme kanseri olan olgumuzun kiz kardesi yumurtalik
kanseri ve dedesi prostat kanseri tanisi almistir. NF1 geninin 30. ekzonunda saptanan
heterozigot ¢.4074_4075delCCinsAA ve ¢.4075C>A varyantlar1 yanlis anlam mutasyonu
ile sonuglanmaktadir. ¢.4074_4075delCCinsAA varyantinin alel frekansi bilinmezken,
c.4075C>A varyantinin 0,00000398°dir. Her ikiside ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi

belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 15

Olgumuz 49 yasinda kadin olup 46 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser Oykiisii mevcut degildir. Olgumuzun timoérii derece 2, HER2
bakimindan zengin ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Lenf noduna metastazlar
mevcuttur. NF1 geninin 29. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.3883A>G varyant1 yanlis
anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,000111°dir. ClinVar veri

tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.
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FGFR Gen Varyantlari

Tablo 4.6. Olgularda saptanan FGFR1 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Simiflama
rs ID

Olgu 12 €.495 497dupTGA  p.Aspl66dup <0,01 44 YK VUS
rs138489552

Olgu 16 c.485A>C p.Aspl62Ala <0,01 34 EMK VUS
rs765615419

Olgu 17 €.495_497dupTGA  p.Aspl66dup <0,01 37 YK VUS
rs138489552

YK: Yumurtalik Kanseri, EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 12 ve 17

Olgu 12, 46 yasinda kadin olup 44 yasinda yumurtalik kanseri tanist almistir. Kiz
kardesi de (Olgu 17) 39 yasinda kadin olup 37 yasinda yumurtalik kanseri tanis1 almistir ve
tedavi gormektedir. Olgu 12’nin tiimér derecesi 3 olarak belirlenmistir. Her iki olgumuzda
da FGFRL1 geninin 5. ekzonunda saptanan heterozigot c.495 497dupTGA varyant1 ¢ergeve
ici insersiyon mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,000272’dir.
ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir. Olgu
17°’nin aym1 zamanda NOTCH1 geninde de varyant tespit edilmistir (ilgili bolimde

aciklanacaktir).

Olgu 16

Olgumuz 36 yasinda kadin olup 34 yasinda meme kanseri tanisi almustir.
Olgumuzun timoéru invaziv karsinom smifindadir ve gen ekspresyon c¢aligmalari
sonucunda ER, PR negatif bulunmustur. FGFR1 geninin 5. ekzonunda saptanan
heterozigot c.485A>C varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin
alel frekans1 0,000142°dir. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak

siniflandirilmaktadir.
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Tablo 4.7. Olgularda saptanan FGFR2 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs 1D
Olgu 10 C.247TA>G p.Asn83Asp <0,01 38 EMK VUS
rs765682593

EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 10

Olgumuz 40 yasinda kadin olup 38 yasinda meme kanseri tanisi almigtir. Ailede
herhangi bir kanser dykiisii mevcut degildir. Olgumuzun tiimdrii invaziv duktal karsinom
sinifindadir ve lenf noduna metastazlar1 mevcuttur. FGFR2 geninin 3. ekzonunda saptanan
heterozigot ¢.247A>G varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin
alel frekansi 0,00000398°dir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG Kkriterlerine gore

Klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmustir.

Tablo 4.8. Olgularda saptanan FGFR3 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs ID

Olgu 18 €.1292C>A p.Ala431Glu NA 27 AO VUS

Olgu 19 €.1739C>T p.Ser580Phe <0,01 54 MK+ADK VUS
rs989826317

Olgu 20 c.272C>T p.Pro9lLeu <0,01 37 EMK VUS
rs144995231

Olgu 21 €.329G>A p.Arg110GIn <0,01 47 AO VUS
rs556916370

Olgu 22 €.329G>A p.Arg110GIn <0,01 29 AO VUS
rs556916370

Olgu 23 €.329G>A p.Arg110GIn <0,01 22 AO VUS
rs556916370

AO: Aile Oykiisii, MK: Meme Kanseri, ADK: Ailede Diger Kanserler, EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 18

Olgumuz 27 yasinda kadin olup ailede meme kanseri Oykiisiiyle bolimiimiize
basvurmustur. Annesi 48 yasinda meme kanseri tanisi alan olgumuzun teyzesi 46 yasinda,
anneannesi ise 50 yasinda meme kanseri nedeniyle ex olmustur. Anneannenin iki
kardesinden biri meme kanseri digeri ise yumurtalik kanseridir. FGFR3 geninin 10.
ekzonunda saptanan heterozigot ¢.1292C>A varyanti yanlis anlam mutasyonu ile
sonuclanmaktadir. Varyantin alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan

varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmistir.
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Olgu 19

Olgumuz 56 yasinda kadin olup 54 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ablasi
tiroid, diger kardesi ise beyin kanseridir ve babast mesane kanseri nedeniyle ex olmustur.
Olgumuzun tiimorii HER2 bakimindan zengin ve invaziv karsinom sinifindadir. FGFR3
geninin 13. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.1739C>T varyanti yanlis anlam mutasyonu
ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,0000969°dur. ClinVar veri tabaninda klinik

onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 20

Olgumuz 39 yasinda kadin olup 37 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser Oykiisi mevcut degildir. Olgumuzun tiimorii derece 2 ve invaziv
karsinom sinifindadir. Gen ekspresyon calismalari sonucunda ER, PR negatif bulunmustur.
FGFR3 geninin 3. ekzonunda saptanan heterozigot c¢.272C>T varyanti yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0,000176°dir. ClinVar veri

tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 21, 22 ve 23

Olgu 21, 47 yasinda kadin olup olgu 22 (29 yasinda) ve olgu 23’iin (22 yasinda)
teyzeleridir. Aile Oykiisii nedeniyle boliimiimiize bagvurmuslardir. Olgu 21’in ablasi, 22 ve
23’1lin teyzeleri 49 yasinda meme kanseri tanisi alirken, olgu 21’in annesi ve olgu 22 ve
23’tin anneanneleri de 59 yasinda meme kanseri tanisi almistir. FGFR3 geninin 3.
ekzonunda saptanan heterozigot ¢.329G>A varyanti {i¢ olgumuzda da mevcuttur ve yanlis
anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,0000705°tir. ClinVar’da
verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine goére klinik 6nemi belirsiz olarak

siniflandiriimigtir.

92



EGFR Geni Varyantlari

Tablo 4.9. Olgularda saptanan EGFR geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs 1D

Olgu 24 €.3199C>A p.GIn1067Lys <0,01 35 EMK VUS
rs778095401

Olgu 25 ¢.3566G>C p.Gly1189Ala <0,01 69 MK+AO VUS
rs747600559

Olgu 26 €.2024G>A p.Arg675GIn <0,01 63 MK+AO VUS
rs150423237

MK: Meme Kanseri, EMK: Erken Meme Kanseri, AO: Aile Oykiisii.

Olgu 24

Olgumuz 46 yasinda kadin olup 34 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser dykiisii mevcut degildir. Olgumuzda billateral meme kanseri gelisimi
s0z konusudur. EGFR geninin 27. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.3199C>A varyanti
yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0,00000401 dir.
ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz olarak

siniflandiriimigtir.

Olgu 25

Olgumuz 71 yasinda kadin olup 69 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Kiz
kardesi 53 yasinda meme kanseri nedeniyle ex olmustur. Timor derecesi 1 olarak
belirlenmistir. EGFR geninin 28. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.3566G>C varyanti
yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0,0000119’dur.

ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 26

Olgumuz 65 yasinda kadin olup 63 yasinda meme kanseri tanis1 almistir. Annesi 55
yasinda meme kanseri nedeniyle ex olan olgumuzun teyzeleri de yine meme kanseri
sonucu ex olmustur. Baba ve bir kardesi ise akciger kanseridir. Olgumuzun tiimérii derece
3, liminal B ve invaziv karsinom sinifindadir. Lenf noduna metastazlar1 mevcuttur. EGFR

geninin 17. ekzonunda saptanan heterozigot c.2024G>A varyanti yanlis anlam mutasyonu
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ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,000213’tiir. ClinVar veri tabaninda klinik

onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

ERBB2 Geni Varyantlar:

Tablo 4.10. Olgularda saptanan ERBB2 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Simiflama
rs ID
Olgu 27 .3182T>C p.Leul061Pro <0,01 63 MK VUS
rs141142822
Olgu 28 €.2790G>T p.GIlu930Asp <0,01 28 MK+AO VUS
rs138957632

MK: Meme Kanseri, AO: Aile Oykiisi.

Olgu 27

Olgumuz 63 yasinda kadin olup meme kanseri tanist almigtir. ERBB2 geninin 26.
ekzonunda saptanan heterozigot ¢.3182T>C varyanti yanlis anlam mutasyonu ile
sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,00023’tiir. ClinVar veri tabaninda klinik

onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 28

Olgumuz 30 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ablasi
meme kanseri olan olgumuzun dedesi ise akciger kanseridir. Olgumuzun tiimori derece 2,
liiminal B ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Lenf noduna metastazlart mevcuttur.
ERBB2 geninin 23. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.2790G>T varyant1 yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,000566’dir. ClinVar’da verisi

olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz olarak siiflandirilmstir.

94



RET Geni Varyantlar:

Tablo 4.11. Olgularda saptanan RET geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs ID

Olgu 29 c.1699G>A p.Asp567Asn <0,01 57 YK VUS
rs147219360

Olgu 30 c.785T>C p.Val262Ala <0,01 65 DK+AO VUS
rs139790943

Olgu 31 €.890G>A p.Arg297His NA 64 MK+AO VUS
rs1480040525

Olgu 32 c.961G>A p.Gly321Arg <0,01 39 EMK VUS
rs377767388

YK: Yumurtalik Kanseri, DK: Diger Kanserler, AO: Aile Oykiisii, EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 29

Olgumuz 59 yasinda kadin olup 57 yasinda yumurtalik kanseri tanisi almistir. RET
geninin 9. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.1699G>A varyanti yanlis anlam mutasyonu
ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,000171°dir. ClinVar veri tabaninda klinik
Oonemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir. Olgunun ayni zamanda APC geninde

de varyant tespit edilmistir (ilgili boliimde agiklanacaktir).

Olgu 30

Olgumuz 65 yasinda kadin olup 64 yasinda kolon kanseri tanis1 almistir. Ablasi 56
yasinda meme kanseri tanist alirken, annesi 96 yasinda melanomadir. Teyzesinin
torununda da 40 yas altt meme kanseri mevcuttur. RET geninin 4. ekzonunda saptanan
heterozigot ¢.785T>C varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin
alel frekansi 0,000247’dir. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak

siniflandirilmaktadir.
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Olgu 31

Olgumuz 68 yasinda kadin olup 64 yasinda meme kanseri tanist almistir. Kiz
kardesi 48 yasinda yumurtalik kanseri tanist almis ve 54 yasinda ex olmustur. Olgumuzun
timora derece 2, luminal A ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Sag memeye metastaz
olmustur. RET geninin 5. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.890G>A varyanti yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar veri
tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir. Olgunun ayni
zamanda VHL ve NOTCH1 genlerinde de varyant tespit edilmistir (ilgili bolimde

aciklanacaktir).

Olgu 32

Olgumuz 42 yasinda kadin olup 39 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Ailede
herhangi bir kanser Oykiisi mevcut degildir. Olgumuzun timdrii, invaziv karsinom
sinifindadir ve gen ekspresyon calismalar1 sonucunda ER pozitif, PR negatif bulunmustur.
RET geninin 5. ekzonunda saptanan heterozigot c.961G>A varyantt yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,0000766’dir. ClinVar veri

tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

GNAS Geni Varyantlar:

Tablo 4.12. Olgularda saptanan GNAS geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Smiflama
rs ID

Olgu 33 c.139G>A p.Glu47Lys <0,01 23 AO VUS
rs1324156819

Olgu 34 c.139G>A p.Glu47Lys <0,01 34 AO VUS
rs1324156819

Olgu 35 c.1169C>T p.Thr390lle NA 27 MK+YK VUS

Olgu 36 €.2069-3778C>T - <0,01 32 AO VUS
rs146581290

MK: Meme Kanseri, YK: Yumurtalik Kanseri, AO: Aile Oykisii.
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Olgu 33 ve 34

Olgu 33 (23 yasinda), olgu 34 (34 yasinda) iki kiz kardes olup ailede meme kanseri
Oykiisti nedeniyle bolimiimiize bagvurmuslardir. Anneleri 43 yasinda meme kanseri tanisi
alan olgularimizin teyzeleri de meme kanseri nedeniyle ex olmustur. Ablalar1 ise
lenfomadir. GNAS geninin 1. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.139G>A varyant1 her iki
olgumuzda da mevcuttur ve yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel
frekanst 0,00000524’tiir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore

klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmustir.

Olgu 35

Olgumuz 30 yasinda kadin olup 27 yasinda yumurtalik, 29 yasinda ise meme
kanseri tanis1 almistir. Ailede herhangi bir kanser oykiisii mevcut degildir. Olgumuzun
timord, invaziv karsinom sinifindadir. GNAS geninin 1. ekzonunda saptanan heterozigot
€.1169C>T varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi

belirsiz olarak siniflandirilmistir.

Olgu 36

Olgumuz 32 yasinda kadin olup ailede meme kanseri Oykiisiiyle bolimiimiize
bagvurmustur. Annesi (Olgu 6) 53 yasinda invaziv duktal karsinom tanisi alan olgumuzun
teyzesi 57 yasinda tani almistir. Anneannesi ise 80 yasinda invaziv lobiiler karsinom
tanilidir. GNAS geninin kodlanmayan bdélgesi 1. intronunda saptanan heterozigot ¢.2069-
3778C>T varyantt intron mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,00003’tiir. ClinVar veri tabaninda klintk Onemi belirsiz varyant olarak

sintflandirilmaktadir.
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VHL Geni Varyantlan

Tablo 4.13. Olgularda saptanan VHL geni varyantlart.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs 1D
Olgu 37 €.607C>A p.GIn203Lys NA 43 AO VUS
Olgu 31 c.3G>A p.-Met1? <0,01 64 MK+ADK VUS
rs578091032
Olgu 31 c.631A>C p.Met211Leu <0,01 64 MK+ADK VUS
rs200019083

AO: Aile Oykiisii, MK: Meme Kanseri, ADK: Ailede Diger Kanserler

Olgu 37

Olgumuz 43 yasinda kadin olup ailede meme kanseri Oykiisiiyle bolimiimiize
basvurmustur. Anne 57 yasinda billateral meme kanseri tanisi alan olgumuzun ablasi ise 46
yasinda meme kanseri tanis1 almistir. Babasi mide kanseri ve dayisi lenfoma nedeniyle ex
olmustur. VHL geninin 3. ekzonunda saptanan heterozigot c.607C>A varyanti yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar’da
verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi belirsiz olarak

siniflandirilmastir.

Olgu 31

Olgumuz 68 yasinda kadin olup 64 yasinda meme kanseri tanist almistir. Kiz
kardesi 48 yasinda yumurtalik kanseri tanist almis ve 54 yasinda ex olmustur. Olgumuzun
timoru derece 2, liminal A ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Sag memeye metastaz
olmustur. VHL geninin 1. ve 3. ekzonunda saptanan heterozigot sirasiyla ¢.3G>A ve
c.631A>C varyantlar1 baslangi¢ kodonu ve yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir.
Varyantlarin alel frekansi sirasiyla 0,0000647 ve 0,0000199’dur. Her iki varyantta ClinVar

veri tabaninda klinik dnemi belirsiz olarak siniflandirilmaktadir.
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APC Geni Varyantlar:

Tablo 4.14. Olgularda saptanan APC geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs ID

Olgu 29 €.3920T>A p.lle1307Lys <0,01 57 YK VUS
rs1801155

Olgu 38 €.3920T>A p.1le1307Lys <0,01 37 EMK VUS
rs1801155

Olgu 39 €.2026A>G p.lle676Val <0,01 48 EMK VUS

rs745529713

YK: Yumurtalik Kanseri, EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 29

Olgumuz 59 yasinda kadin olup 57 yasinda yumurtalik kanseri tanis1 almistir. APC
geninin 16. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.3920T>A varyanti yanlis anlam mutasyonu
ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekanst 0,00201°dir. ClinVar veri tabaninda klinik

Oonemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 38

Olgumuz 38 yasinda kadin olup 37 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Ailede
herhangi bir kanser 6ykiisii mevcut degildir. Olgumuzun timori derece 3, luminal B ve
invaziv karsinom sinifindadir. APC geninin 16. ekzonunda saptanan heterozigot
c.3920T>A varyantt yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,00201°dir.  ClinVar veri tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak

siniflandirilmaktadir.

Olgu 39

Olgumuz 58 yasinda kadin olup 48 yasinda meme kanseri tanisi almistir. APC
geninin 16. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.2026A>G varyanti yanlis anlam mutasyonu
ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,0000239’dur. ClinVar veri tabaninda klinik

onemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.
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NOTCHI1 Geni Varyantlari

Tablo 4.15. Olgularda saptanan NOTCH]1 geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siniflama
rs ID
Olgu 40 €.6739C>G p.-Leu2247Val <0,01 58 MK+YK VUS
rs377165086
Olgu 41 C.4492A>G p.Lys1498GIu <0,01 40 MK+AO VUS
rs745681787
Olgu 42 €.3853G>A p.Vall1285Met <0,01 50 MK+AO VUS
rs756972680
Olgu 9 c.6781G>A p.Gly2261Ser NA 28 MK+ADK VUS
Olgu 31 €.6739C>G p-Leu2247Val <0,01 64 MK+ADK VUS
rs377165086
Olgu 31 c.125G>A p.Gly42Asp <0,01 64 MK+ADK VUS
rs754666783
Olgu 17 €.823G>A p.Gly275Ser <0,01 39 YK VUS
rs371333249

MK: Meme Kanseri, YK: Yumurtalik Kanseri, AO: Aile Oykiisii, ADK: Ailede Diger Kanserler.

Olgu 40

Olgumuz 55 yasinda kadin olup 51 yasinda yumurtalik, 53 yasinda ise meme
kanseri tanis1 almistir. Kiz kardesi 40 yas altt meme kanseri tanilidir. Olgumuzun timori
derece 2, liiminal A ve invaziv karsinom siifindadir. Lenf nodu karaciger ve yumurtalik
metastazlart mevcuttur. NOTCH1 geninin 34. ekzonunda saptanan heterozigot ¢.6739C>G
varyanti yanlis anlam mutasyonu ile sonuclanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,000371°dir. ClinVar veri tabaninda klinik Onemi belirsiz varyant olarak

sintflandirilmaktadir.

Olgu 41

Olgumuz 42 yasinda kadin olup 40 yasinda meme kanseri tanisi almustir.
Anneannesi de meme kanseridir. Olgumuzun timori derece 2, liminal A ve invaziv duktal
karsinom sinifindadir. Lenf nodu metastazlari mevcuttur. NOTCH1 geninin 25. ekzonunda
saptanan heterozigot ¢.4492A>G varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir.
Varyantin alel frekansi 0,0000365tir. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant

olarak siniflandirilmaktadir.
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Olgu 42

Olgumuz 52 yasinda kadin olup 50 yasinda meme kanseri tanis1 almistir. Bir amca
kiz1 (60 yasinda ex) ve bir hala kiz1 50 yas iizeri meme kanseri tanili olan olgumuzun
halasinin oglu ise akciger kanseri sonucunda ex olmustur. Olgumuzun timorii derece 1,
liminal A ve invaziv lobiiler karsinom sinifindadir. NOTCH1 geninin 23. ekzonunda
saptanan heterozigot ¢.3853G>A varyant1 yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir.
Varyantin alel frekanst 0,0000551°dir. ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant

olarak siniflandirilmaktadir.

Olgu 9

Olgumuz 30 yasinda kadmn olup 28 yasinda meme kanseri tanisi almustir.
Anneannesi pankreas kanseri ve dedesi akciger kanseri sonucunda ex olan olgumuzun
babasi ise tiroid kanseri tanilidir. Olgumuzun tiimord, derece 2, liminal A ve invaziv
karsinom sinmifindadir. NOTCHL geninin 34. ekzonunda saptanan heterozigot c.6781G>A
varyanti yanlis anlam mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi
bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik 6nemi

belirsiz olarak siniflandirilmistir.

Olgu 31

Olgumuz 68 yasinda kadin olup 64 yasinda meme kanseri tanist almistir. Kiz
kardesi 48 yasinda yumurtalik kanseri tanist almis ve 54 yasinda ex olmustur. Olgumuzun
timoru derece 2, liminal A ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Sag memeye metastaz
olmustur. NOTCHL1 geninin 34. ve 2. ekzonunda saptanan heterozigot sirasiyla ¢.6739C>G
ve ¢.125G>A varyantlar1 yanlis anlam mutasyonlar1 ile sonuglanmaktadir. Varyantlarin
alel frekansi sirasiyla 0,0000371 ve 0,0000265°tir. ¢.6739C>G varyant1 ClinVar veri
tabaninda klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilirken, ¢.125G>A varyatinin verisi
bulunmamaktadir ve ACMG kriterlerine gore klinik Onemi belirsiz olarak

siniflandiriimistir.
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Olgu 17

Olgumuz 39 yasinda kadin olup 37 yasinda yumurtalik kanseri tanist almustir.
NOTCH1 geninin 5. ekzonunda saptanan heterozigot c¢.823G>A varyant1 yanlis anlam
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Varyantin alel frekansi 0,0000322°dir. ClinVar veri

tabaninda klinik 6nemi belirsiz varyant olarak siniflandirilmaktadir.

KRAS Geni Varyantlar:

Tablo 4.16. Olgularda saptanan KRAS geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Siiflama
rs 1D
Olgu 43 €.451-5563C>T - NA 35 EMK VUS

EMK: Erken Meme Kanseri.

Olgu 43

Olgumuz 38 yasinda kadin olup 35 yasinda meme kanseri tanist almistir. Ailede
herhangi bir kanser 6ykiisii mevecut degildir. Olgumuzun tumord, Ggli negatif ve invaziv
duktal karsinom sinifindadir. KRAS geninin kodlanmayan bdélgesi 4. intronunda saptanan
heterozigot ¢.451-5563C>T varyanti intron mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin
alel frekansi bilinmemektedir. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore

klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmustir.

HNF1A Geni Varyantlari

Tablo 4.17. Olgularda saptanan HNF1A geni varyantlari.

Olgu No cDNA Protein MAF Yas Klinik Simiflama
rs ID
Olgu 1 C.1841A>T p.Asn614lle <0,01 35 EMK VUS
rs779019818

EMK: Erken Meme Kanseri.

102



Olgu 1

Olgumuz 49 yasinda kadin olup 35 yasinda meme kanseri tanis1 almistir. Ailede
herhangi bir kanser 6ykiisii mevcut degildir. Olgumuzun tiimérii, derece 3, Ucll negatif ve
invaziv karsinom sinifindadir. Olgumuzun kanserli memesi opere olduktan sonra hastalik
tekrar niiks etmistir. Olguda HNF1A geninin 10. ekzonunda saptanan heterozigot
c.1841 A>T varyant1 yanlig anlam mutasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Varyantin alel frekansi
0,00000399’dur. ClinVar’da verisi olmayan varyant ACMG kriterlerine gore klinik énemi

belirsiz olarak siniflandirilmisgtir.

Genlere gore varyvant yiizdeleri

HNF1A

ERAS o s TP53
2% ‘

2
4% CHEK?
NOTCHI1 Lk
e S CDH1
2%
NF1
(1]

FGFR1
VHL—=_|IIIIIIF' : 7%
5% \
FGFR2
2%
GNAS
7% FGFR3
13%
RET
% ERBB2 EGFR
4% 7%

Sekil 4.7. Genlere gore varyant ylizde dagilimlari.
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5. TARTISMA

Meme kanseri, kadinlarda en yaygin gorilen kanser tiiriidiir ve diinya ¢apinda bu
poptilasyonda kanser oliimlerinin 6nde gelen nedenidir ve en yliksek insidans 45 ile 65 yas
arasindadir (Ferlay ve ark, 2015). Meme kanseri, klinik, morfolojik ve molekiiler ¢ok farkl
Ozellikleri igeren karmagik bir hastaliktir. Bu heterojenlik sadece timor boyutu, lenf nodu
tutulumu, histolojik derece, yas gibi klinik parametrelerle veya hastalarin tani ve
tedavisinde rutin olarak kullanilan 6strojen reseptorii (ER), progesteron reseptori (PR) ve
epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) gibi biyobelirtegler tarafindan agiklanamaz.
Son yillarda arastirmalar, bu hastaligin molekiiler biyolojisine derinlemesine
odaklanmistir.  Teknolojik atilimlar ve ozellikle yiiksek verimli yaklagimlar,
arastirmacilarin meme kanserinin dogasini arastirmasina izin vererek, bu hastaligin gesitli
sinyal yollarinin birbirine baglanmasini gerektirdigini ve hem hiicresel mikro ortamin hem
de hastanin dogustan gelen ozelliklerinin hastalik patofizyolojisini ve tedavi yanitini
etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgular, bunun sadece bir hastalik degil, bir¢cok hastalik
oldugunu ve her hastanin kisisellestirilmis tibbin 6nemli bir rol oynayabilecegi 6zel bir

vakay1 temsil ettigini gostermistir (Eroles, Bosch, Pérez-Fidalgo & Lluch, 2012).

Genomik teknolojilerdeki gelismeler, dnemli miktarda yaygin diisiik penetrans
lokuslarin1 tanimlayan genom c¢apinda iliski calismalarinda (GWAS) biiyiik olcekli
genotiplemeye yol agmustir. Biiyiik ilerleme kaydedilmistir, ancak herediter meme
kanserindeki genetik ge¢misin 6nemli bir kismi heniiz ac¢iklanamamustir. Ek olarak,
halihazirda tanimlanmis bazi risk genlerinin islevsel ve klinik etkileri smirhidir g¢iinkii

saglam risk tahminleri eksiktir ve poligenik baglamlari net degildir.

Birgok faktérin kombinasyonu, meme bezinin normal fonksiyonunu ve gelisimini
modiile eden sinyal yollarinin deregiilasyonuna yol agmaktadir. Bu nedenle, bu hastaligin
arkasindaki molekiiler mekanizmanin ¢6ziilmesi, erken (ve daha dogru) taniya kilavuzluk
etmenin yani siwra olasi tedavi i¢in daha iyi hedefler saglamaktadir. Bu baglamda

caligmamizda, meme kanseri tanisi almis veya belirlenen kriterleri karsilayan fakat
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BRCAL/2 genlerinde herhangi bir patojenik varyant bulunmayan 96 olguda NGS yontemi
ile 34 gen (TP53, PTEN, STK11, CDH1l, CHEK2, NF1, FGFR1, FGFR2, FGFR3,
PIK3CA, ERBB2, EGFR, KRAS, NRAS, HRAS, PTPN11, ALK, RET, MET, NOTCH1,
BRAF, APC, CTNNB1, EPCAM, CDKN2A, CDK4, SMAD4, BMPR1A, VHL, PRSS1,
GNAS, CSF1R, GNA11, HNF1A) analiz edilmistir. Calisma sonucunda, 16 gende (% 47)
toplam 49 farkli varyant saptanmistir. Bu varyantlarin 3’1 patojenik, 4’1 olas1 patojenik ve
42’si klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmaktadir. Varyant tespit edilen olgularin

klinik 6zellikleri ve varyantlar mevcut literatiir ile karsilagtirtlmistir.

5.1. TP53 geni varyantlarinin literatiir ile karsilastirilmasi

Meme kanseri ile ilgili 6nceki bir¢ok ¢alisma, TP53 fonksiyon kaybinin meme
karsinomuyla sonug¢landigini bildirmistir. Ailesel meme kanseri ve diger neoplazmalar
gelistiren kalitsal bir timor sendromu olan Li-Fraumeni sendromuna germ hatti TP53
mutasyonlart neden olur. Kadin mutasyon tasiyicilari, erkekler i¢in % 73'e kiyasla,
yaklasik % 100 yasam boyu kanser riskine sahiptir. Bu farkin nedeni ise meme kanseridir.
Meme kanseri, 60 yasindan dnce % 49 etkilenme riski ile en yaygin timordiir, ancak ¢ogu
kadina 40 yasindan Once teshis konur (Wendt & Margolin, 2019). Hastalikla iliskili
varyantlar i¢in artmis meme kanseri riskinin > 100 kat oldugu bildirilmistir (yasa gore

ayarlanmus rolatif risk 105 CI 62-165) (Easton ve ark, 2015).

Panel testi yaptiran kadinlar arasinda TP53 mutasyonlarinin prevalansi, yapilan
calismalarda % 1'in altinda bulunmustur. Buys ve ark., 25 kanser geninden olusan bir panel
kullanarak test yaptiran meme kanserli 35.409 kadin arasinda TP53 mutasyonu olan 61
kadin (% 0.17) bulmustur (Buys ve ark, 2017). Moran ve ark., gicli aile dykisi ve
BRCA1/2 mutasyonu negatif olan 190 meme kanseri hastasinda bir TP53 mutasyonu (%
0.53) tespit etmistir (Moran ve ark, 2017). Kapoor ve ark., meme cerrahlan tarafindan
coklu gen panelleri (5-43 gen, ortalama 14.7) kullanilarak gen testi teklif edilen 377
kadinda bir TP53 mutasyonu (% 0.27) bulmuslardir (Kapoor ve ark, 2015). Susswein ve
ark., germ hatti kanser genlerinin degerlendirilmesi i¢in sevk edilen 10.000'den fazla
ardigik vaka i¢in sonuglar rapor etmistir. Daha once BRCAL/2 testi yaptirmamis meme
kanserli 3315 kadinda dokuz patojenik ve bir olasi patojenik TP53 mutasyonu (% 0,30) ve
daha 6nce BRCA1/2 testi yaptirmis meme kanserli 1894 kadin arasinda ii¢ patojenik ve bir

olasi patojenik TP53 mutasyonu (% 0.21) bildirmislerdir (Susswein ve ark, 2016).
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Erken baslangi¢li meme kanseri olan kadinlar arasinda TP53 mutasyonlarinin
prevalansi ¢esitli popiilasyonlarda incelenmistir. McCuaig ve ark., 30 yasin altinda teshis
edilmis meme kanseri olan ve BRCA1/2'de patojenik varyanti olmayan kadmlarm % 5-
8'inin TP53'te patojenik bir varyant1 olacagmni ve 30-39 yaslarinda meme kanseri teshisi
konulan kadinlarin daha kiigiik bir oraninin oldugunu 6ngdérmiislerdir (McCuaig ve ark,
2012). Erken baslangigli kansere sahip oldugu i¢in tespit edilen germline TP53 mutasyonu
olan bir hasta serisinde, mutasyonlarin % 7-20'sinin de novo oldugu tahmin edilmistir
(Gonzalez, ve ark, 2009). Bu, de novo mutasyonlarin son derece nadir oldugu BRCAL1/2
gen mutasyonlarina bagli herediter meme ve yumurtalik kanseri sendromunun tam tersidir.
Bu gozlem, aile dykisl olmasa bile, ¢cok erken baslangigli meme kanseri hastalarinin TP53

icin test edilmesini desteklemektedir.

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 2’sinde (2/96) TP53 geninde
varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlarin, biri patojenik, digeri klinik dnemi belirsiz

olarak smiflandirilmustir.

Stoltze ve ark, Danimarka'daki tanimlanan tim TP53 mutasyon tasiyici ailelerinin
Ulke ¢apinda bir soyagaci aragtirmasini yapmuslardir. Calisma sonucunda iki ailede de bir
c.80del, p.(Pro27Leufs*17), ekson 4'te gergeve kaymasi mutasyonu bulunmustur ve bu da
kodon 43'te erken durmaya yol agmistir. Mutasyon tamimlanan ilk olgu ve annesi meme
kanseri tanilidir. Ikinci olgu ise yumurtalik kanseri tamli kiz kardese ve 22 yasinda meme

kanseri teshisi konan bir kiza sahiptir (Stoltze ve ark, 2018).

Patojenik ¢.80delC (p.Pro27LeufsTerl7) varyant1 tespit edilen olgumuz, 35 yas
tanili erken baslangichh meme kanserine sahiptir. Ailesinde herhangi bir kanser Oykiisii
bulunmamaktadir. Yapilan gen ekspresyon calismalar1 sonucunda, ER, PR, HER2 negatif
bulunmustur. Bu 6zellikler 1s1ginda olgumuz, l¢li negatif meme kanseri hastasidir.
ClinVar veri tabaninda rs1192416464 numarali varyantla ilgili rapor bulunmamaktadir.
Varyanti, ACMG kriterlerine gore 1 ¢ok giiclii (PVS1), 1 orta (PM2) ve 1 destekleyici
(PP3) kanit ile patojenik olarak siniflandirabiliriz (Tablo 3.2).
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Yang ve ark., 467 meme kanseri hastasinda BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53 ve
PTEN genlerini analiz etmistir. Calisma sonucunda TP53 geninde c.460G>A
(p.Gly154Ser) varyant: tiglii negatif meme kanseri bir olguda saptanmistir (Yang ve ark,
2017). Calismamizda klinik 6nemi belirsiz c.460G>A (p.Gly154Ser) varyanti tespit edilen
olgumuz, 58 yasinda yumurtalik kanseri tanisi almistir. ClinVar veri tabaninda
rs137852789 numarali varyant kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iliskili klinik 6nemi

belirsiz olarak bildirilmistir.

Bu calismalar goéz oniine alindiginda, TP53 gen mutasyonlarinin meme kanseri
gelisimi ve ilerlemesinde 6dnemli rollere sahip oldugu agiktir. Calismamizda saptadigimiz

iki TP53 mutasyonu da literatlr ile uyumlu bulunmustur.

5.2. CHEK2 geni varyantlarinin literatiir ile karsilastirilmasi

CHEK2, meme kanseri riskini iki ila ¢ kat arttirabilen orta derecede penetran bir
meme kanserine yatkinlik genidir. Genel popiilasyonda CHEK2 patojenik varyantlarinin

prevalansi yaklagik % 1 olarak bulunmustur (Couch ve ark, 2017).

CHEK2 tasiyicilarinda ortaya ¢ikan meme kanseri tiimorlerinin ¢ogu liiminaldir ve
duktal hucrelerden kaynaklanan yuksek 0Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin
ekspresyonu ile karakterize edilir. Dikkate deger, ¢ok sayida calismada, CHEK2
tastyicilarinin kanser teshisinde yas nispeten geng¢ goriinmektedir ve bunlarin tigte ikisi 50

yasindan once teshis edilmektedir (Apostolou ve ark, 2018).

CHEK2 genindeki en yaygin varyant, gduk bir proteini kodlayan ¢ergeve kaymasi
mutasyonu 1100delC'dir. Bu patojenik varyant, glclu aile dykusu olanlarda daha yiksek
riskle birlikte, % 28-37 meme kanseri riskiyle iligkilidir (Tung ve ark, 2020). CHEK2
c.1100delC, meme kanserli gen¢ kadinlarla ilgili popiilasyon tabanli c¢aligmalarda
arastirllmistir. Genis bir takip c¢alismasinda, bes Ulkeden (Birlesik Krallik, Hollanda,
Finlandiya, Almanya ve Avustralya) 10.860 meme kanseri vakasi incelenmistir. 1100delC
mutasyonunun en ylksek prevalanst Hollanda'da (% 3,5) ve onu takiben Finlandiya (%
2,2), Birlesik Krallik (% 1,2), Almanya (% 0,8) ve Avustralya (% 0,7) vakalarinda
bulunmustur (CHEK2 Breast Cancer Case-Control Consortium, 2004).
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CHEK2 mutasyonlar1 nadir olmakla birlikte, truncating (dur kodonu ile sonlanan
baz degisimi) mutasyonlarin tasiyicilarinda meme kanserine yakalanma riski daha
yuksektir. Bu risk, aile Oykiist ile iliskilidir ve tastyicilarin etkilenen birinci ve ikinci
derece akrabalar1 oldugunda artar (Apostolou & Papasotiriou, 2017). Cybulski ve ark.,
7.490 BRCA1 negatif meme kanseri olgusunda ve 4.346 kontrolle yaptiklari ¢alismada
CHEK2’deki dort kurucu mutasyonu (del5395, IVS2+1G>A, 1100delC, and 1157T)
genotiplendirmislerdir. 227 hastada ve 37 kontrolde bir truncating mutasyon bulmuslardir.
CHEK?2 truncating mutasyon tasiyicilarinin yasam boyu risklerini etkilenmis akrabasi
olmayan bir kadin i¢in % 20, etkilenen bir ikinci derece akrabasi olan kadin i¢cin % 28,
birinci derece akrabasi etkilenen bir kadin i¢in % 34 ve hem birinci hem de ikinci derece

akrabasi etkilenen bir kadin i¢in % 44 olarak tahmin etmislerdir (Cybulski ve ark, 2011).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 4’tinde (4/96) CHEK2 geninde
varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlarin, biri patojenik, tct ise klinik énemi belirsiz

olarak siniflandirilmustir.

Patojenik ¢.290G>A (p.Trp97Ter) varyanti tespit edilen olgumuz, 35 yasinda kadin
olup 33 yasinda meme kanseri tanist almistir. Annesi meme kanseri nedeniyle 58 yasinda
ex olmustur. Varyanta neden olan baz degisimi, erken dur kodonu olusturan truncating
mutasyonu ile sonuclanmaktadir. ClinVar veri tabanminda varyantla ilgili rapor
bulunmamaktadir. Varyanti, ACMG kriterlerine gore 1 ¢ok giiglii (PVS1), 1 orta (PM2) ve
1 destekleyici (PP3) kanit ile patojenik olarak siiflandirabiliriz (Tablo 3.2). Ancak
patojenisitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek igin fonksiyonel c¢aligmalara ihtiyag

vardir.

Rainville ve ark., 6.473 CHEK2 monoallelik tasiyicinin kanser gegmisini 31
CHEK2 bialellik tastyiciyla karsilastirmislardir. Calisma sonucunda, meme kanseri sikligi,
bialelik CHEK2 patojenik  varyant tasiyicilarinda (% 80.6, 25/31) monoallelik
tastyicilardan (% 41.2, 2668/6473; p <0.0001) daha yiiksek bulunmustur. Ayrica patojenik
varyantt olmayan kadinlarla karsilastirildiginda, bialelik patojenik varyant tasiyicilarinin
duktal invaziv meme kanseri ve in situ duktal karsinom gelistirme riski monoallelik
tagtyicilardan daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler, bialelik CHEK2 patojenik varyant

tastyicilarinin meme kanseri i¢in daha yiiksek bir riske sahip oldugunu, daha geng teshis
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edilme ihtimalinin oldugunu ve monoallelik tasiyicilara kiyasla birden ¢ok birincil meme

kanserine sahip olduklarimi gostermistir (Rainville ve ark, 2020).

Bialelik klinik O6nemi belirsiz ¢.678G>C (p.Leu226Phe) varyanti tespit edilen
olgumuz, 30 yasinda kadin olup 28 yasinda meme kanseri tanisi almistir. ClinVar veri
tabaninda rs745646057 numarali varyant ailesel meme kanseri ile iliskili klinik 6nemi
belirsiz olarak bildirilmistir. Bulgularimiz bialelik CHEK2 mutasyon tasiyicilarinda erken

teshis ihtimaliyle uyumludur.

Bugine kadar CHEK2 geninde, tek veya bazi baz ¢ifti degisimleri,
insersiyon/delesyonlar1 ve bazi kilobazlarin delesyon/duplikasyonu dahil olmak tizere bir
dizi Blyik Genomik Yeniden Diizenlemeler (LGR'ler) tannmlanmustir. Apostolou ve ark.,
2355 meme kanseri hastas1 ve 1580 kontrol grubuyla yaptiklar1 ¢alismada iki yeni CHEK2
genomik yeniden diizenlemesi ve daha spesifik olarak, genin 2 ve 3 ekzonlarinin ~ 6 kb ve
~ 7 kb delesyonu, baslangigta yiiksek riskli bir meme kanseri risk kohortunda analiz
yoluyla tespit etmislerdir ve Yunan meme kanseri hastalar1
arasinda bu CHEK2 LGR'lerin prevalansin1 ele almak i¢in 2355 vakayr taramislardir.
Calisma sonucunda bu biiyiik delesyonlardan yalnizca biri 5 meme kanseri hastasinda
(%0,22) saptanmustir. Varyant, ¢erceve i¢i olmasina ragmen, bu LGR'nin maya bazli bir
fonksiyonel test ve yapi-fonksiyon tahminleri tarafindan zarar verici oldugu tahmin

edilmektedir (Apostolou ve ark, 2018).

Caligmamizda, klinik Onemi belirsiz ¢.246 260delCCAAGAACCTGAGGA
(p.Asp82_Glu86del) varyant1 tespit edilen olgumuz, 38 yasinda meme kanseri tanisi
almustir. Varyant, cerceve ici delesyon (15 bp) mutasyonu ile sonuglanmaktadir. ACMG
kriterlerine gore varyant, 1 giiclii (PS3), 2 orta (PM2, PM4) ve 1 destekleyici (PP3) kanit
ile olasi patojenik olarak siniflandirilmaktadir (Tablo 3.2). ClinVar veri tabaninda
rs587780181 numarali varyant ailevi meme kanseri ile iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak

bildirilmistir.

Calisgmamizda, klinik 6nemi belirsiz ¢.1685G>T (p.Arg562Leu) varyanti tespit
edilen olgumuz, 48 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Teyzesi meme kanseri olan
olgumuzun kardesi ise akciger kanseri tanilidir. ClinVar veri tabaninda rs587780180

numarali varyant ailesel meme kanseri ile iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir.
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Calismamizda tespit ettigimiz dort CHEK2 mutasyonuda, en ¢ok calisilan kurucu
mutasyon grubundan degildi. Yapilan ¢aligmalarda CHEK2 kurucu mutasyonlar1 ve kurucu
olmayan mutasyon tastyicilarinda kisisel ve aile ge¢misleri arasinda onemli bir fark
gortlmemistir (Leedom ve ark, 2016). Bu da CHEK2 kurucu popiilasyonlarinda bildirilen
kanser risklerinin tim CHEK2 mutasyon tastyicilart igin genellestirilebilecegini

diisiindirmektedir.

5.3. RET geni varyantlarinn literatiir ile karsilagtirilmasi

RET reseptor tirozin kinaz, cesitli kanserlerin gelisimine katilan bir proto-
onkogendir. RET geni genomik degisiklikleri, meme kanserinde yeni tanimlanmis
olmasina ragmen, bagimsiz ¢alismalardan elde edilen sonuglar RET asir1 ekspresyonunun
meme kanseri patogenezinde ve tedavi yamitinda anahtar bir islev oynadigim
gostermektedir (Gattelli, Hynes, Schor & Vallone, 2020).

Meme kanserinde RET nokta mutasyonlar1 ¢ok nadirdir. Kato ve ark., 506 meme
kanseri hastasindan olusan bir grupta, bir RET yanlis anlam mutasyonu (% 0,2), C634R
tanimlayabilmistir (Kato ve ark, 2017). Paratala ve ark., 9693 meme kanseri hastasindan
(3859 primer ve 5834 metastaz) olusan daha biiyiik bir grubun analiziyle, 25 vakada (%
0.3) RET yanlis anlam mutasyonlarini ortaya ¢ikarmistir. Bu ¢alismada, C634R ve M918T
ile karakterize mutasyonlarin yani sira yeni RET aktive edici hiicre dis1 alanda E511K,
C611R, C620F, L633V, C634F ve T636M ve kinaz alaninda V804M mutasyonlar1 da
bulunmustur. Ayrica RET yanlis anlam mutasyonlarinin, metastatik bolgelerde primer
timorlere gore daha sik tespit edildigi bulunmustur, bu da RET degisikliklerinin ilerlemis

hastalikla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Paratala ve ark, 2018).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 5’inde (5/96) RET geninde yanlis
anlamli nokta mutasyonu tespit edilmistir. Bu varyasyonlarin, biri patojenik, dordi ise

klinik dnemi belirsiz olarak siniflandirilmistir.

Calismamizda, patojenik €.2372A>T (p.Tyr791Phe) varyant: tespit edilen olgumuz,
52 yasinda meme kanseri tanisi almistir. Ablasi ve annesi de meme kanseridir. ClinVar
veri tabaninda rs77724903 numarali varyant ailesel meme kanseri ile iliskili patojenik

olarak bildirilmistir. Varyanti, ACMG kriterlerine gore de 1 guclu (PP5), 2 orta (PML1,
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PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile patojenik olarak smiflandirabiliriz (Tablo 3.2).
Melloni ve ark., yeni meme kanseri yatkinlik varyantlarin1 tammlamak icin yaptiklari
calismada, 673 meme kanseri hastasinin genomlarin1 etnik kokene gore eslestirilmis
27.173 kontrolle karsilastirmislardir. Calisma sonucunda, bir meme kanseri hastasinda RET
geninde Tyr791Phe protein degisimiyle sonuglanan mutasyon tespit etmislerdir (Melloni
ve ark, 2017).

Calismamizda, ¢.1699G>A (p.Asp567Asn) varyanti tespit edilen olgumuz, 57
yasinda yumurtalik kanseri tanisi almistir. ClinVar veri tabaninda rs147219360 numarali
varyant klinik énemi belirsiz olarak bildirilmistir. c.785T>C (p.Val262Ala) varyanti tespit
edilen olgumuz, 64 yasinda kolon kanseri tanist almistir ve ailesinde meme kanseri éykisu
mevcuttur. Varyant, ACMG kriterlerine gore 2 orta (PM1, PM2) ve 2 destekleyici (PP2,
PP3) kanit ile olast patojenik olarak simiflandiriimaktadir (Tablo 3.2). ClinVar veri
tabaninda rs139790943 numarali varyant kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iligkili
klinik onemi belirsiz olarak bildirilmistir. c.890G>A (p.Arg297His) varyanti tespit edilen
olgumuz, 64 yasinda meme kanseri tanisi1 almustir. Kiz kardesi yumurtalik kanseri
sebebiyle ex olan olgumuzun diger memeye metastazi mevcuttur. ClinVar veri tabaninda
rs1480040525 numarali varyant kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iliskili klinik 6nemi
belirsiz olarak bildirilmistir. Son olarak, c.961G>A (p.Gly321Arg) varyant: tespit edilen
Olgumuz, 39 yasinda meme kanseri tanist almistir. ClinVar veri tabaninda rs377767388

numarali varyant klinik 6énemi belirsiz olarak bildirilmistir.

RET geninin meme kanseri (zerindeki etkisi kesin olarak bilinmemekle birlikte

calismamizda tespit edilen patojenik varyantin bir ¢alismayla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

5.4. CDHL1 geni varyantlarinin literatiir ile karsilastirilmasi

E-kaderin kodlayan CDH1 bir tiimor baskilayict gendir ve fonksiyonel E-kaderin
kaybinin siklikla malignitelerle, 6zellikle yaygin mide kanseri ile iligkili oldugu iyi
bilinmektedir. CDH1'in fonksiyon kaybi mutasyonlari, meme kanseri tanisi almis tim
hastalarin % 5-15'inde teshis edilen ikinci en yaygin meme kanseri tipi olan invaziv lobiiler
karsinom (ILC) ile de iliskilidir (Sagara ve ark, 2015). Ek olarak, mide kanseri olan
hastalar, ILC'li ailelerde, en yaygin meme kanseri tiirii olan invaziv duktal karsinom (IDC)

olanlara gore ti¢ kat daha sik bulunmustur (% 7.2'ye kars1 % 2.3) (Chikman ve ark, 2016).

111



Tiim meme kanseri hastalarinin yilizde birinden daha azinin CDH1'de germ hatti
mutasyonu oldugu bildirilirken, ILC'nin % 30-60"'inda CDHL1'in somatik

mutasyonlari bildirilmistir (Desmedt ve ark, 2016).

CDH1 patojenik  varyant tastyicilari arasinda yasam boyu mide kanseri
riski, kadinlar i¢in % 56 ile % 83 arasinda bildirilmistir (Hansford ve ark 2015; Pharoah,
Guilford, Caldas & International Gastric Cancer Linkage Consortium, 2001). Ek olarak,
kadin tasiyicilar arasinda lobiiler meme kanseri riskinin % 39 ile % 42 arasinda oldugu
bulunmustur. Tani1 aninda ortalama yas mide kanserleri i¢in 40 (aralik, 14-85) ve meme
kanserleri i¢in 53 (aralik, 39-64) olarak bildirilmistir (Pharoah ve ark, 2001).

Schubert ve ark., BRCA mutasyonlar1 bakimindan negatif 237 yiiksek riskli
herediter meme/yumurtalik kanseri hastasinda, NGS tabanli ¢oklu gen paneli analizinde iki
CDHL1 patojenik mutasyonu (% 0,8) tespit etmislerdir (Schubert ve ark, 2019). Li ve ark.,
riskli herediter meme kanseri 397 Cinli olguda, BRCA1/2’de dahil olmak iizere 40 kansere
yatkinlik genindeki germ hatti mutasyonlari arastirmislardir. Calisma sonucunda 2 hastada
CDH1 mutasyonlari (% 0,2) bulmuslardir. Ancak bu hastalarin ikisinde de ailede lobiiler
meme kanseri ve mide kanseri oykusi yoktur (Li ve ark, 2019). Shin ve ark., kalitsal
kanser sendromlarinin klinik 6zellikleri olan 496 meme kanseri hastasinda 64 geni iceren
coklu gen paneli analizi gerg¢eklestirmiglerdir. Calisma sonucunda, baska bir birincil
kanserli meme kanserinde % 11,6, ailede meme kanseri 6ykisu olanlarda % 5,3, iki tarafli
meme kanseri hastalarinda % 5,3, 40 yas altt meme kanseri tanisi olan hastalarda %3

CDH1 mutasyonu bulmuslardir (Shin ve ark, 2020).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklagik % 1’inde (1/96) CDH1 geninde
varyasyon tespit edilmistir. Saptanan bu varyasyon klinik 6nemi belirsiz olarak

siniflandirilmistir.

€.2629G>A (p.Gly877Arg) varyanti saptanan olgumuz, 44 yasinda yumurtalik
kanseri tanist almigtir. Kiz kardesi de yumurtalik kanseri sebebiyle tedavi gormektedir.
ClinVar veri tabaninda rs555842031 numarali varyant kalitsal kansere yatkinlik sendromu
ile iligkili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir. Momozawa ve ark., 7051 meme
kanseri hastasi ve Japon 11,241 kadin kontrolle yaptiklar1 ¢alismada, 11 kalitsal meme

kanseri geninin kodlama bdélgelerindeki varyantlar icin bir vaka-kontrol iliski galigmasi
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gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda CDH1 geninde, ¢.2629G>A (p.Gly877Arg)

varyanti bir hastada tammlanmistir (Momozawa ve ark, 2018).

5.5. NF1 geni varyantlarimn literatiir ile karsilastiriimasi

NF1 germ hatti mutasyonlari, ciltteki pigment degisiklikleri ve tipik olarak ¢oklu
periferik sinir kilifi timorleri (nérofibromlar) ve optik gliomlar gibi diger iyi huylu sinir
sistemi tiimorlerinin goriinimii ile klinik olarak karakterize edilen baskin bir otozomal
bozukluk olan Noérofibromatozis tip 1 (NF1) ile iliskilidir. Germ hatti NF1 mutasyonu,
ozellikle 50 yasin altindaki kadinlarda meme kanseri ve kansere bagli 6lim riskini
artirabilecegi bulunmustur (Uusitalo ve ark, 2016). NF1'de somatik mutasyonlar birincil
kanserde nadirdir, ancak kotii prognoz ve artmis niiks riski ile iliskili bulunmustur (Griffith
ve ark, 2018). NF1 ekspresyonunun kaybi, preklinik modellerde tamoksifen direnci ile

sonu¢lanmistir (Mendes-Pereira ve ark, 2012).

Madanikia ve ark., NF1 mutasyonu olan 20 yasindan biiyiikk 126 kadim
incelemislerdir. Calisma sonucunda, NF1 patojenik ve olasi patojenik varyant tasiyan
kadinlarin, 50 yasindan 6nce meme kanseri gelistirme agisindan 6nemli 6l¢iide artmis riske
sahip oldugunu bulmuslardir (Madanikia, Bergner, Ye & Blakeley, 2012). Zeng ve ark.,
831 invaziv meme kanseri vakasi ve 839 kontrolle yaptiklari ¢alismada, 25 meme kanseri
yatkinlik geni varyantlarini degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda, 21 hastada BRCAL1/2
disinda diger genlerde patojenik degisimler bulunmustur. Bu degisimlerin 2’si NF1
geninde tespit edilmistir. Ayrica NF1 mutasyonu tespit edilen iki hasta da meme kanseridir
(Zeng ve ark, 2020). Frayling ve ark., 78 NF1 pozitif meme kanseri hastasindaki yapisal
NF1 mutasyonlarini, veri tabanindakilerle (n=3432) karsilagtirmistir. Calisma sonucunda
tam veya kismi delesyona sahip hicbir hasta goriilmemistir. Mutasyon pozisyonlariyla ilgili
biiyiik bir iligki gézlenmemistir. Anlamsiz ve yanlis anlamli mutasyonlarin daha yiiksek
oranlart bulunmustur. 11 yanhs anlamli mutasyondan 10’u yasi 50’den kiigiik meme

kanseri hastalarinda bulunmustur (Frayling ve ark, 2019).

Calisgmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 4’tinde (4/96) NF1 geninde 5 farkli
varyasyon tespit edilmistir. Saptanan bu varyasyonlarin hepsi klinik 6énemi belirsiz olarak

siniflandirilmaktadir.
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Calismamizda, €.2393A>C (p.Lys798Thr) varyant1 tespit edilen olgumuz, 39
yasinda yumurtalik kanseri tanmisi almistir ve suan 41 yasindadir. Varyant, ACMG
kriterlerine gore 2 orta (PM1, PMS5) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile olast patojenik
olarak siniflandiriimaktadir (Tablo 3.2). ClinVar veri tabaninda rs745498566 numarali
varyant Norofibromatozis tip 1 ile iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir.
€.4813A>G (p.lle1605Val) varyanti tespit edilen olgumuz, 38 yasinda meme kanseri tanisi
almustir. Varyant, ACMG kriterlerine gore 2 orta (PM1, PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP5)
kanit ile olasi patojenik olarak siniflandirilmaktadir (Tablo3.2). ClinVar veri tabaninda
1s199474766 numarali varyant kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iligkili klinik 6nemi
belirsiz  olarak  bildirilmistir.  Calismamizda, iki  klinik  Onemi  belirsiz
€.4074_4075delCCinsAA (p.Pro1359Thr) ve ¢.4075C>A (p.Pro1359Thr) varyantlari tespit
edilen Olgumuz, 38 yasindadir ve gucli aile dykisiyle bolimiimiize bagvurmustur. Teyze
ve anneannesi meme kanseridir. ¢.4074 4075delCCinsAA varyanti, ACMG kriterlerine
gore 2 orta (PM1, PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile olasi patojenik olarak
siniflandirtlmaktadir (Tablo 3.2). ClinVar veri tabaninda sirasiyla rs1555617362 ve
1s745931495 numarali varyantlar kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iligkili klinik

onemi belirsiz olarak bildirilmistir.

Yap ve ark., NF1 mutasyonu olan meme kanseri 18 kadinin klinik ve patolojik
Ozelliklerini, NF1 mutasyonu bulunmayan 7132 meme kanseriyle karsilastirmiglardir.
Calisma sonucunda, NF1 negatif meme kanserlerine kiyasla, pozitif hastalar arasinda
derece 3, Ostrojen reseptorii (ER) negatif ve insan epidermal blyume faktori reseptori 2
(HER2) pozitif tiimoérlerin sikligr daha yiiksek bulunmustur. Ayrica NF1 pozitif hastalarin
genel sagkalimlar1 da daha disik bulunmustur (Yap ve ark, 2018). Calismamizda,
€.3883A>G (p.Thrl295Ala) varyant1 tespit edilen olgumuz, 46 yasinda meme kanseri
tanist almistir. Ailede herhangi bir kanser Oykiisii mevcut degildir. Olgumuzun timori
derece 2, HER2 bakimindan zengin ve invaziv duktal karsinom sinifindadir. Lenf noduna
metastazlart mevcuttur. ClinVar veri tabaninda rs143836226 numarali varyant kalitsal

kansere yatkinlik sendromu ile iligkili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir.

Literatuirde NF1 pozitif hastalarda meme kanseri ile ilgili ¢ok az wveri
bulunmaktadir. Bununla birlikte ¢alismamizda, NF1 mutasyonu bulunan hastalarimizin
hepsi 50 yasin altindadir. Bulgularimiz, yapilan calismalarda 50 yas altindaki kadinlarda,

NF1 mutasyonlariin meme kanseri riskini arttirabilecegi goriisii ile uyumlu bulunmustur.
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5.6. FGFR geni varyantlarinin literatiir ile karsilagtirilmasi

FGF/FGFR sinyal yolunun, meme kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir
rol oynadigi bilinmektedir. FGFR'ler meme kanserinde nadiren mutasyona ugrar, ancak
siklikla asir1 eksprese edilir (Wang & Ding, 2017).

FGFR1'in kromozomal bdlgesinin amplifikasyonu (8pl11-12), insan meme
kanserlerinin yaklasik % 10'unda, agirlikli olarak ER pozitif kanserlerde saptanmistir ve
meme kanserinde genel sagkalim {izerinde azaltici bir etkiye sahiptir (Turner & Grose,
2010). FGFR1 amplifikasyonlari, tiimérlerin invaziv bilesenlerinde ve invaziv meme

kanserinde in situ duktal karsinomadan daha sik goriilmektedir (Jang ve ark, 2012).

Onceki calismalar, FGFR2'yi meme kanseri yatkinlik geni olarak tanimlamstir ve
FGFR2'nin ikinci intronundaki SNP'ler, meme kanseri gelisme riskinde artis ile
iliskilendirilmistir (Easton ve ark, 2007). FGFR2'nin ekspresyonu ve amplifikasyonunun
meme tlmorlerinin % 5-10'unda arttigi uzun zamandir bilinmektedir (Wang & Ding,
2017).

Liang ve ark., 1049 meme kanseri hastasim ve 1073 kansersiz kontrolleri
incelemislerdir. FGFR2 polimorfizmlerinin Cinli kadinlarda meme kanseri riski ile iliskili
ve bu iligkilerin endojen Ostrojenlere daha fazla maruz kalmay1 diisiindiiren iireme gecmisi
olan kadinlarda daha giiglii olup olmadigini degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglar,
rs2981582 C / T, rs1219648 A / G ve rs2420946 C / T'nin artmus meme kanseri riski ile
onemli Olgiide iligkili oldugunu ve FGFR2'deki genetik varyantlarin Cinli kadinlarda
meme kanseri olusumuna muhtemelen Ostrojen ve / veya progesteron ile ilgili yollarla

katkida bulunabilecegini gostermistir (Liang ve ark, 2008).

Xia ark., 185 meme kanseri hastast ve farkli meme kanseri ve menopoz
durumlarindan 199 saglikli kadin kontrol dahil olmak tizere Han Cin popiilasyonunda 14
SNP ile meme kanseri riski arasindaki iliskiyi analiz etmistir. FGFR2 genindeki
rs2981579'un meme kanserine yatkinlikla iligkili oldugunu bulmuslardir (Xia ve ark,
2015). Cui ve ark., toplam 121.740 vaka ve 198.549 kontrol igeren elli ii¢ ¢alismayla,
FGFR2'nin intron 2'sindeki 23 varyant ile meme kanseri riski arasindaki iliskileri

incelemistir. En sik degerlendirilen 10 varyant igin iliskiler- rs1078806, rs11200014,
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rs1219648, rs2420946, rs2981578, rs2981579, rs2981582, rs3135718, rs10736303 ve
rs3750817 - bir meta analize dayali olarak olusturulmustur. Ilging bir sekilde, 10 varyantin
hepsinin meme kanseri riski ile dnemli 6l¢giide iliskili oldugunu bulmuslardir (Cui ve ark,
2016). Bu bulgular, FGFR2'in bir meme kanserine yatkinlik geni oldugunu giiclii bir
sekilde gostermektedir.

Kuroso ark., ¢alismasindan elde edilen sonuglar, FGFR3 ekspresyonunun, invazif
meme kanserinde spesifik klinikopatolojik veya molekiler parametrelerle énemli 6lgude
iliskili oldugunu gostermemistir. Bununla birlikte, yliksek FGFR3 seviyelerinin, insan
meme kanserinde zayif genel sagkalim ile 6nemli Olciide iliskili oldugunu gostermistir
(Kuroso ve ark, 2010). Sahlin ve ark.’nin yaptig1 ¢alisma, ayrica FGFR3'lin yeni bir meme
kanserine yatkinlik geni olabilecegini ve FGFR3'lin meme kanserine neden olan ortak bir
molekiiler yolla islev gorebilecegini de gostermistir (Sahlin, Tarnow, Martinsson &
Stenman, 2009). Liang ve ark., 156 inflamatuar meme kanseri dokusunda, meme kanseri
ile iliskili 91 aday geni yeni nesil dizi analiziyle incelemisler. Calisma sonucunda

hastalarin % 6,4’tinde FGFR3 mutasyonu bulmuslardir (Liang ve ark, 2018).

Zuo ve ark., genis bir kanser grubuyla yaptigi ¢alismada, 371 meme kanseri, 293
yumurtalik kanseri hastasinda FGFR gen degisikliklerini yeni nesil dizi analizi yontemi ile
arastirmislardir. Calisma sonucunda meme kanseri hastalarinin % 4,3’tinde SNV, %
0,5’inde flizyon, % 8,4’linde amplifikasyon, yumurtalik kanseri hastalarinin ise % 4,8’inde

SNV, % 0,3’tinde fiizyon, % 4,1’inde amplifikasyon bulunmustur (Zuo ve ark, 2020).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 12’sinde (12/96) FGFR genlerinde 2
olasi patojenik (FGFR1, FGFR3) ve 7 (FGFR1, FGFR2, FGFR3) klinik dnemi belirsiz

olmak Uzere 9 farkli varyasyon tespit edilmistir.

Toplamda 4 (% 4) olgumuzda, FGFR1 geni varyanti (c.495 497dupTGA,
€.485A>C, ¢.338G>A) mevcuttur. Literatiirde bu varyantlarin meme kanseri ile iliskisi
Uzerine bir calisma bulunmamaktadir. Saptanan c¢.495 497dupTGA (p.Aspl66dup)
varyanti, yumurtalik kanseri iki kiz kardes olgumuzda (Olgu 12 ve 17) bulunmustur.
rs138489552 numarali varyant ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi belirsiz olarak
bildirilmistir. c.485A>C (p.Aspl62Ala) varyanti saptanan olgumuz, 34 yasinda meme

kanseri tanist almistir. 1s765615419 numarali varyant ClinVar veri tabaninda klinik 6nemi
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belirsiz olarak bildirilmistir. ¢.338G>A (p.Argl13His) varyanti saptanan olgumuz 37
yasinda olup ailede meme kanseri Oykiisiiyle boliimiimiize bagsvurmustur. rs201055054
numarali varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyanti, ACMG kriterlerine
gore, 2 orta (PM1, PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile olasit patojenik olarak
siniflandirabiliriz (Tablo 3.2). Ancak patojenisitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek igin

fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.

Calismamizda FGFR2 geni varyanti yalnizca 1 (% 1) olgumuzda bulunmustur.
C.247A>G (p.Asn83Asp) varyanti saptanan olgumuz, 38 yasinda meme kanseri tanisi
almustir. rs765682593 numarali varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyant,
ACMG kriterlerine gore, 2 orta (PM1, PM2) ve 1 destekleyici (PP2) kanit ile klinik 6nemi

belirsiz olarak siniflandiriimistir (Tablo 3.2).

7 (% 7) olgumuzda ise, FGFR3 geni varyanti (c.1292C>A, c¢.2278G>A,
c.1739C>T, ¢.272C>T, ¢.329G>A) mevcuttur. Literatiirde bu varyantlarla ilgili ¢alisma
bulunmamaktadir. ¢.329G>A (p.Argl10GIn) varyanti, bolimiimiize ailede meme kanseri
oykiisii ile bagvurmus iki kiz kardes ve teyzelerinde (Olgu 21, 22 ve 23) tespit edilmistir.
rs556916370 numarali varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyant, ACMG
kriterlerine gore, 1 orta (PM2) ve 2 destekleyici (PP2, BP4) kanit ile klinik 6nemi belirsiz
olarak smiflandirilmistir (Tablo 3.2). ¢.2278G>A (p.Asp760Asn) varyant1 saptanan
olgumuz ailede gilicli meme kanseri dykiisiiyle boliimiimiize bagvurmustur. rs56266857
numarali varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyant, ACMG kriterlerine
gore, 2 orta (PM1, PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile olasi patojenik olarak
siniflandirabiliriz (Tablo 3.2). Ancak patojenisitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek igin
fonksiyonel ¢alismalar yapilmalidir. Diger FGFR3 geni varyantlari ise gliclu aile dykustine
sahip bir olgu (c.1292C>A) ve meme Kanseri tanili (¢.1739C>T, ¢.272C>T) iki olguda

bulunmus ve klinik 6nemi belirsiz olarak smiflandirilmustir.

117



5.7. EGFR geni varyantlarin literatiir ile karsilagtirilmasi

EGFR mutasyonlari, ¢esitli kanser tiirlerinde tanimlanmistir ve EGFR, genisleyen
bir antikanser tedavileri sinifimn hedefidir. Teng ve ark., 70 Gc¢li negatif meme tumori
orneginde EGFR geninin 18-21. ekzonlarini incelemislerdir. Calisma sonucunda 6rneklerin
8'inde (% 11,4) EGFR mutasyonu bulunmustur. Bu ¢alisma, {iclii negatif meme kanserinde
EGFR mutasyonlarinin varligini belgeleyen ve yayginliginmi tahmin eden ilk caligsmalar

arasindadir (Teng ve ark, 2011).

Weber ve ark., 48 sporadik meme karsinomunun 7'sinde ve 24 kalitsal meme
karsinomunun 11'inde EGFR mutasyonlar1 bulmuslardir. Bu c¢alisma ayrica EGFR
mutasyonlarinin, kalitsal olarak sporadik meme kanserine kiyasla onemli 6l¢iide daha
yiiksek siklikta meydana geldigini (P = 0.0079) ve yanlis anlam mutasyonlarinin ¢ogunun
EGFR ekzon 20'nin tirozin kinaz alaninda oldugunu gostermistir (Weber ve ark, 2005). Bu
veriler, G¢li negatif oraninin, kalitsal meme kanseri olan hastalar arasinda sporadik meme
kanseri olan hastalara gore daha yiiksek oldugu gergegiyle uyumludur (Gonzalez-Angulo
ve ark, 2011).

Calismamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 4’iinde (4/96) EGFR geninde 1 olasi

patojenik ve 3 klinik 6nemi belirsiz olmak {izere 4 farkli varyasyon tespit edilmistir.

Calismamizda, ¢.2709_2710invTG (p.Val904lle) varyant: tespit edilen olgumuz, 45
yagsinda meme kanseri tanist almistir. Ailesinde meme kanseri Oykusi mevcuttur.
ClinVar’da verisi olmayan varyant, ACMG Kkriterlerine gore, 2 orta (PM2, PM2) ve 2
destekleyici (PP2, PP3) kanit ile olasi patojenik olarak siniflandirabiliriz (Tablo 3.2).
Ancak patojenisitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek igin fonksiyonel c¢aligmalar
yapilmasi gereklidir. ¢.3199C>A (p.GInl067Lys) varyanti tespit edilen olgumuz, 34
yasinda meme kanseri tanist almistir. Olgumuzda billateral meme kanseri gelisimi sz
konusudur. rs778095401 numarali varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir.
Varyant, ACMG kriterlerine gore, 1 orta (PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile
klinik 6nemi belirsiz olarak smiflandirilmistir (Tablo 3.2). ¢.3566G>C (p.Gly1189Ala)
varyant1 tespit edilen olgumuz, 69 yasinda meme kanseri tanisi almis ve kKiz kardesi de 53
yasinda meme kanseri nedeniyle ex olmustur. rs747600559 numarali varyant ClinVar veri

tabaninda akciger kanseri ile iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir. ¢.2024G>A
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(p.Arg675GIn) varyanti tespit edilen olgumuz, 63 yasinda meme kanseri tanisi almistir ve
ailesinde gucli meme kanseri 6ykiisi mevcuttur. rs150423237 numarali varyant ClinVar

veri tabaninda kalitsal kanser ile iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir.

Akciger kanserinin aksine, meme kanserinde EGFR mutasyonlari nadirdir. EGFR
varyantlarinin, meme kanseri ile iliskisinin agiklanabilmesi ve tedavi stratejilerinin meme

kanserinde uygulanabilmesi igin daha fazla arastirma yapilmalidir.

5.8. ERBB2 geni varyantlarinin literatiir ile karsilagtirilmasi

ERBB2 mutasyonlari, meme kanserlerinin yaklasik % 2'sinde bildirilmistir (Ross ve
ark, 2016). ERBB2 asir1 ekspresyonu veya amplifikasyon durumuna bakilmaksizin, ERBB2
mutasyonlu meme kanseri, ERBB2 hedefli tedaviye yanit verebilir. Bu nedenle, ERBB2
mutasyona ugramis meme kanserinin tanimlanmasi klinik 6neme sahiptir. Ding ve ark.,
metastatik meme kanserli hasta grubunda ERBB2 mutasyonlarini taramislardir. Calisma
sonucunda, 18 hastada ERBB2 mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyonlar, hem tirozin kinaz

alaninda (n = 14) hem de hiicre dis1 alanda (n = 4) tanimlanmustir (Ding ve ark, 2019).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasitk % 2’sinde (2/96) ERBB2 geninde
klinik ©nemi belirsiz varyasyon tespit edilmistir. €.3182T>C (p.Leul061Pro) ve
€.2790G>T (p.Glu930Asp) varyantlar1 saptanan olgularimizin ikisi de meme kanseridir.
Ancak literatiirde, rs141142822 ve rs138957632 numarali varyantlarla ilgili fonksiyonel
calismalar bulunmamaktadir. Ozetle, mevcut veriler su anda bu varyantlarin hastaliktaki
rolini  belirlemek igin yetersizdir. Bu nedenle, klinik 0nemi belirsiz olarak

siniflandirilmistir.

5.9. NOTCHJ1 geni varyantlarimin literatiir ile karsilastirilmasi

NOTCH1 aktive edici mutasyonlar, Ucli negatif meme kanseri, T hicreli akut
lenfoblastik l6semi (T-ALL) dahil olmak dzere bircok kanserde onkogen olarak

tammlanmustir (Gharaibeh, Elmadany, Alwosaibai & Alshaer, 2020).

NOTCH yolu, ¢coklu mutasyon mekanizmalar1 yoluyla anormal sekilde aktive edilir
ve Ucli negatif timor gelisiminden sorumludur. NOTCHL1 proteinindeki PEST domaini

mutasyonlar1 esas olarak T-ALL'daki onkojenik olaylari ele alsa da, Wang ve ark., ugli
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negatif meme kanserinin yaklagik % 13'Unin NOTCH1 ekzonlar1 21-27'nin cergeve igi
delesyonlarini sergiledigini, bunun da NRR ve HD alanlarim1 bozarak onun ya liganddan
bagimsiz reseptor aktivasyonunun ya da NI1ICD yarilanma Omriiniin uzamasinin neden
oldugu yolun yukar: regiilasyonuna yol agtigin1 gostermislerdir. Sonu¢ olarak, NOTCH1-
mutasyona ugramis Ucli negatif meme kanserleri, NOTCH1 negatif tiimorlere kiyasla
NOTCH1 hedef genlerinin gucli bir asir1 ekspresyonunu gosterdigi ve boylece u¢li negatif
meme kanserlerinin fenotipinin onkogenik sonuglandigini bulmuslardir (Wang ve ark,
2015). NOTCH1'in ayrica meme kanseri kok hiicrelerinin davranislariyla yakindan
baglantili oldugu ve NOTCH1 sinyalinin bloke edilmesinin kok hiicrelerin malign

davraniglarini inhibe edebilecegi bildirilmistir (Peng ve ark, 2014).

Philipovskiy ve ark., 25 iclii negatif meme kanseri hastasinda gen mutasyon
profillerini analiz etmislerdir. Calisma sonucunda NOTCH genleri en cok mutasyona
ugramis ikinci gen olarak bulunmustur. NOTCH1 hastalarin % 25’inde mutasyona
ugramustir (Philipovskiy ve ark, 2020). Bertucci ve ark., 101 inflamatuar meme kanseri ve
2351 normal meme kanseri hastasiyla yaptiklar1 ¢alismada, mutasyonel profilleme igin 493
genden olusan panel kullanilmistir. Calisma sonucunda inflamatuar meme kanseri
hastalarinda, NOTCH1 geninde % 12 mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlarin ¢gogunlugu
SNV’ler olarak belirlenmistir (Bertucci ve ark, 2020).

Calisgmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 8’inde (8/96) NOTCH1 geninde 1
olast patojenik (C.2962A>C) ve 6 (c.6739C>G, c.4492A>G, ¢.3853G>A, c.6781G>A,
€.125G>A, ¢.823G>A) klinik 6nemi belirsiz olmak (zere 7 farkli varyasyon tespit
edilmigtir. Calismamizda saptadigimiz tim NOTCH1 mutasyonlar1 SNV’lerden
olusmaktadir. Literatiirde bu varyasyonlar, meme kanseri ile iliskilendiren calisma
bulunmamaktadir. NOTCH1 geni mutasyonlar1 pek ¢cok kanserle iliskilendirilmistir. Ancak
meme kanseri gelisimi ve prognozu iizerine yapilan NOTCHL1 g¢alismalar1 genellikle genin
yliksek ekspresyon seviyeleri iizerine odaklanmistir. Bu nedenle meme kanserindeki
NOTCH1 mutasyonel durumunun anlagilabilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
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5.10. APC geni varyantlarimn literatiir ile karsilastirilmasi

APC timor baskilayict geni, ailesel adenomatdz polipozis (FAP) ile ilgilidir ve
kolorektal kanser, prostat kanseri, mide kanseri ve meme kanseri gibi cesitli kanser tirleri

icin karsinogenezi baslatmaktadir (Saelee & Pongtheerat, 2020).

Redston ve ark., APC 11307K tasiyicilar1 (% 95 CI = 1.2-2.0) arasinda meme
kanseri i¢in OR’nin 1.5 oldugunu ve Woodage ve ark., APC I1307K tasiyicilarinin, tasiyici
olmayanlara gore birinci derece akrabalarinda meme kanserine sahip olma ihtimalinin daha
yuksek oldugunu bildirmistir (Redston ve ark, 1998; Woodage ve ark, 1998). Ancak diger

caligmalar boyle bir iliski gdstermemistir.

Liang ve ark., yaptiklar1 meta-analizde, APC 11307K varyantin1 tasiyan Askenaz
Yahudilerinin kolorektal neoplazi i¢in 6nemli ol¢iide artmus risk altinda oldugunu ve
havuzlanmis olasilik oraninin (OR) 2,17 (% 95 CI 1,64-2,86) oldugunu bildirmistir (Liang
ve ark, 2013). Leshno ve ark., APC 11307K varyant1 ile genel kanser riski arasindaki
iliskiyi degerlendirmeye yonelik yaptiklar1 ¢alismada, varyantin kolorektal digindaki
kanserlerle iliskisini incelemislerdir. 1.611 kanser hastas1 ve 13.013 saglikli kontrolde APC
[1307K prevalanst karsilastirilmistir. Calisma sonucunda, kadinlar arasinda tasiyict
prevalansi sadece meme ve deri kanserlerinde anlamli olarak yiliksek bulunmustur. Sonug
olarak, APC 11307K varyant1 genel kanser riski i¢in giivenilir bir belirte¢ (OR 2.53) ve
kadin tasiyicilarin daha iyi prognoza ve daha uzun émre sahip oldugu goriilmiistiir (Leshno

ve ark, 2016).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 3’iinde (3/96) APC geninde klinik
onemi Dbelirsiz varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlarin hepsi APC geninin 16.

ekzonunda bulunmustur.

APCI1307K (¢.3920T>A) varyanti bir yumurtalik ve bir meme kanseri olmak
lizere iki olgumuzda tespit edilmistir. rs1801155 numarali varyant ClinVar veri tabaninda
kolorektal kanser ve kalitsal kansere yatkilik sendromuyla iligkili risk faktorii olarak
bildirilmistir. Varyantin meme kanseri riski iizerindeki etkileri tartismalidir ve daha fazla
calismaya ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu nedenle varyant klinik 6nemi belirsiz olarak

sintflandirtlmistir. APC geninde diger ¢.2026A>G (p.lle676Val) varyanti bulunan olgumuz
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ise 48 yasinda meme kanseri tanisi almistir. rs745529713 numarali varyantin meme kanseri
ile iliskisine yonelik ¢alisma bulunmamaktadir. ClinVar veri tabaninda varyant kalitsal

kansere yatkinlik sendromuyla iliskili klinik 6nemi belirsiz olarak bildirilmistir.

5.11. GNAS geni varyantlarimn literatiir ile karsilastirilmasi

Genellikle hipofiz ve pankreas kanserlerinde bulunan GNAS mutasyonlar1 meme
kanserlerinde nadir goriilen mutasyonlardir. Liu ve ark., 80 meme kanseri hastasindan
alman timor Orneklerini 45 gen i¢in analiz etmislerdir. Calisma sonucunda GNAS

mutasyon orant % 1,3 olarak belirlenmistir (Liu ve ark, 2015).

Fibroz displazi (FD), malignitelerde de tanimlanan GNAS genindeki mutasyonlarin
neden oldugu nadir bir kemik hastaligidir. Majoor ve ark., Hollanda ve Amerika Birlesik
Devletleri'nden iki fibréz displazi grubunda meme kanseri ve fibroz displazi arasindaki
potansiyel iliskiyi aragtirmislardir. Calisma sonucunda, toplam 15 hastada meme kanseri
oldugu bulunmustur. Genel niifus ile karsilastirildiginda Hollanda grubunda meme kanseri
riski 3.4 kat (% 95 giiven araligi [CI] 1.6-5.9), ABD’de ise 3,9 kat (% 95 CI 1,2-8,2)
artmigtir. GNAS mutasyonu ise 4 meme kanseri orneginde (% 44) pozitif bulunmustur
(Majoor ve ark, 2018).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 4’iinde (4/96) GNAS geninde 3
farkli Kklinik Onemi belirsiz varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlardan biri
kodlanmayan bdélgede intron 1°de yer alirken digerleri ekzon 1’de bulunmustur. ¢.139G>A
(p.Glu47Lys) varyanti giiclii aile Oykiisiiyle bolimiimiize bagvurmus, iki kiz kardes
olgumuzda bulunmustur. ¢.1169C>T (p.Thr390lle) varyanti tespit edilen olgumuz, 27
yasinda yumurtalik, 29 yasinda ise meme kanseri tanist almistir. ¢.2069-3778C>T intron 1
varyant1 ise gliclii aile dykiisii ile boliimiimiize bagvurmus bir olgumuzda tespit edilmistir.
T0m bu bulgular 1s181nda, GNAS gen mutasyonlari meme kanserinde nadir goriilse de daha

fazla ¢alisma yapilarak hastalikla iliskisinin agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.
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5.12. VHL geni varyantlarimin literatiir ile karsilastirilmasi

Von Hippel-Lindau (VHL) tiimor baskilayict geninin germline inaktivasyonu, von
Hippel-Lindau kalitsal kanser sendromuna neden olur. Bu sendrom en sik goriilen ¢oklu
sistem ailesel kanser sendromlarindan biridir. Hastalik, VHL tiimor baskilayict gendeki
germ hatti mutasyonundan kaynaklanmaktadir. VHL genindeki mutasyon, transkripsiyonel
dizenleme, hiicre dist matris olusumu, apoptoz ve Ozellikle hipoksiye hiicresel adaptif
yanit dahil olmak {izere birgok hiicresel siireci etkiler. Sonug¢ olarak, retinayi, beyni ve
omurgay1 etkileyen vaskiiler timorlerin yan1 sira i¢ organlarda iyi huylu ve koti huylu
timorler ve / veya kistler spektrumunda yaygin bir gelisme s6z konusudur (Aronow ve ark,
2019). Bugune kadar VHL gen mutasyonlarini dogrudan meme kanseri ile iliskilendiren
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Nassar ve ark., 46 Misirlh meme kanseri
hastasinda, NGS yontemiyle 409 geni analiz etmisler ve calisma sonucunda bir hastanin

(% 2) patojenik VHL mutasyonu barindirdigin1 bulmuslardir (Nassar ve ark, 2020).

Caligmamiza dahil edilen olgularin yaklagik % 2’sinde (2/96) VHL geninde 3 farkli
klinik 6nemi belirsiz varyasyon tespit edilmistir. €.3G>A (p.Metl?) ve c.631A>C
(p.Met211Leu) varyantlar tespit edilen olgumuz, 64 yasinda meme kanseri tanisi almistir
ve diger memeye metastaz soz konusudur. rs578091032 numarali varyant, ClinVar’da
kalitsal kansere yatkinlik sendromu ile iligkili klinik ©Onemi belirsiz olarak
siniflandirilirken, rs200019083 numarali varyant VHL sendromu ile iliskili klinik énemi
belirsiz olarak simiflandirilmaktadir. Diger ¢.607C>A (p.GIn203Lys) varyant1 ise

boliimiimiize giiclii aile Oykiisi ile bagvurmus bir hastamizda tespit edilmistir.

5.13. KRAS geni varyantlarimin literatiir ile karsilastirilmasi

KRAS sinyali, birkag kanserde kanserin ilerlemesi ile iliskilidir. KRAS sinyalinin
yukar1 regiilasyonu, pankreas kanseri ve kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi
yuksek KRAS mutasyon orani barindiran kanserlerde siklikla goriiliir. Meme kanserinde
sadece % 2'den daha azinin KRAS mutasyonuna sahip oldugu bildirilmistir (Cancer
Genome Atlas Network, 2012). Bu nedenle meme kanserinde, KRAS mutasyonlarinin

klinik 6nemi belirsizligini korumaktadir.
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Calismamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 1’inde (1/96) KRAS geninde klinik
Oonemi belirsiz varyasyon tespit edilmistir. ¢.451-5563C>T intronik varyanti tespit edilen
olgumuz, 35 yasinda tan1 almistir ve ii¢lii negatif meme kanseri hastasidir. Varyantla ilgili
ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyant, ACMG kriterlerine gore, 1 orta (PM2) ve 1
destekleyici (BP4) kanit ile klinik 6nemi belirsiz olarak siniflandirilmistir (Tablo 3.2).

5.14. HNF1A geni varyantlarimn literatiir ile karsilastirilmasi

Zhang ve ark., yaptiklar1 calismada, biyoinformatik analiz yoluyla kanserde
HNF1Amin ekspresyonunu ve islevini acgiklamaya odaklanmigslardir. Calisma sonucunda,
HNF1A geninin kodladig1 trankripsiyon faktoriiniin birgok kanserin gelismesi ve
ilerlemesine katkida bulundugu bildirilmistir. Meme kanserli hastalarin % 48.78’inde

HNF1A’da yanlis anlamli mutasyonlar bulunmustur (Zhang, Huang & He ve ark, 2021).

Calismamiza dahil edilen olgularin yaklasik % 1’inde (1/96) HNF1A geninde klinik
Onemi belirsiz varyasyon tespit edilmistir. C.1841A>T (p.Asn614lle) varyanti tespit edilen
olgumuz, 35 yas tanili ii¢lii negatif meme kanseri hastasidir. rs779019818 numarali
varyantla ilgili ClinVar’da veri bulunmamaktadir. Varyant, ACMG kriterlerine gore, 1 orta
(PM2) ve 2 destekleyici (PP2, PP3) kanit ile klinik dnemi belirsiz olarak siniflandirilmistir
(Tablo 3.2).

Sonug olarak, coklu gen panel testinin uygulanmasi, klinik uygulamada, 6zellikle
kansere yatkinlikla iliskili germ hatt1i mutasyonlarinin degerlendirilmesinde hizla
artmaktadir. Kalitsal kanser icin yiiksek riskli bireylerde kansere yatkinlik genlerindeki
zararli mutasyonlarin belirlenmesi, kisisellestirilmis gozetimin etkinligini arttirarak, hem
bireylerde hem de aile iiyelerinde kalitsal kanserin erken teshisine veya profilaktik
tedavisine imkan saglayabilir. Erken teshis ve profilaktik tedavi i¢cin yogun gdzetim, zararh

mutasyonlari olan hastalarda daha iyi sagkalim ile dogrudan baglantilidir.
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5.15. Simirhhiklar

Cok genli panel testlerinin sinirlamalar1 vardir. Patojenik mutasyon ve VUS
prevalansi irklara ve etnik kokenlere gore degisir. Dahasi, mutasyonlarin penetrans ve
fenotipi bireyler arasinda farklidir. Zararli bir mutasyonun tespiti, her zaman bir bireyin
kanser gelistirecegi ve tersine, ¢ok genli panel testinin negatif bir sonucu, bireyin kansere

yakalanma riskinin olmadig1 anlamina gelmez.

Diger bir sinirlama, NGS ve Sanger dizileme arasindaki dizileme sonuglarini, rnek
miktarinin yetersizligi nedeniyle ayni kan ornegiyle karsilastiramamamizdir. NGS tabanl
coklu gen panel testi, Sanger dizileme ile karsilastirildiginda biiyiik insersiyon/ delesyon ve
kopya sayisi varyasyonu gibi mutasyonlar1 tespit etmede zayiftir. Bu zayifliklar teknik
iyilestirme ile asilabilse de uzun vadeli sonuglar1 igeren klinik ¢ikarimlar dikkatlice

tartisilmalidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

NGS tabanli ¢oklu gen panel testi kullanilarak, kalitsal kanserin klinik 6zelliklerine
sahip, 96 Tirk meme kanseri olgusunda, toplam 34 gen analiz edilmistir. Genel olarak, 43
olgunun 16 hiicre sinyal geninde 49 farkli varyasyon tasidigi bulunmustur. Genlere gére
mutasyon sikliklari, NOTCH1 (n= 8), FGFR3 (n=7), RET (n=5), NF1 (n=5), CHEK2 (n=
4), FGFR1 (n= 4), EGFR (n= 4), GNAS (n= 4), APC (n= 3), VHL (n= 3), TP53 (n= 2),
ERBB2 (n=2), CDH1 (n=1), FGFR2 (n= 1), KRAS (n= 1) ve HNF1A (n= 1) seklindedir.

Calismamizda patojenik mutasyon tespit edilen genler sirasiyla TP53, CHEK2 ve
RET genleridir. RET geninde saptadigimiz patojenik ¢.2372A>T (p.Tyr791Phe) varyanti
ile TP53 geninde saptadigimiz patojenik ¢.80delC (p.Pro27LeufsTerl7) varyanti bizim
disitmizdaki ¢alismalarda da meme kanseri ile iliskilendirilmistir. Ancak CHEK2 geninde
saptadigimiz patojenik €.290G>A (p.Trp97Ter) varyantim literatiirde meme kanseri ile
iliskilendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu varyant ACMG kriterlerine gore
patojenik olarak simiflandirilmistir. Ancak patojenitesi hakkinda kesin yorum yapabilmek
icin popilasyon tabanli fonksiyonel calismalar yapilmalidir. Diger olasi patojenik
mutasyon bulunan genler FGFR1, FGFR3, EGFR ve NOTCH1 olarak belirlenmistir. Bu
genlerin meme kanseri yatkinligindaki rolii bilinmemekle birlikte yapilan c¢alismalar
genellikle ekspresyon seviyeleri iizerine odaklanmistir. Bu nedenle bu genlerin meme
kanserindeki mutasyonel durumunu ogrenebilmek icin daha fazla calismaya gerek
duyulmaktadir. Calismamizda ayn1 zamanda olgularimizda, 48 VUS varyant saptanmustir.
Bu varyantlarin 7 tanesi ACMG kriterlerine gore simiflandirildiginda zararli bulunmustur.
Bu nedenle, bu tir varyantlar, kanserin kalitsalligina Onemli bir katki
saglayabilir. VUS’larin su anda klinik kararlar vermek i¢in kullanilmamasi gerekse de,

yapilacak ek c¢alismalar, bunlarin kanserdeki roltini ve klinik kullanimini tanimlayabilir.
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Hiicre sinyal iletimi, kanserin gelisimi ve ilerlemesinde temel bir siirectir. TUmOor
ici genetik heterojenligin derecesi ise git gide daha da karmagsik hale gelmektedir. Bu
zorluklarin iistesinden gelmek, diren¢ mekanizmalarmin dogasi ve farkli hiicresel sinyal
aglarinin, heterojen tiimor hiicresi popiilasyonlarinda direngli durumlara nasil aracilik
ettigini anlayarak timor gelisiminin ayirt edici Ozelliklerini hedeflemek, bu hastalig

ortadan kaldirmanin yolu gibi goriinmektedir.

Kalitsal meme Kkanseri igin belirlenmis kriterleri karsilayan ancak BRCAL/2
mutasyonlari i¢in negatif olan olgularin incelenmesi, ailelerin yaklasik % 45’1 igin ek bilgi
saglamistir. Bulgularimiz, yeni nesil dizilemenin, meme kanserinde altta yatan genetik
nedenleri aragtirmak igin gili¢lii bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Tirk toplumunda meme
kanseri gelisim ve ilerlemesinde rol oynayan genlerin belirlenmesi i¢in daha fazla sayida
geni kapsayan popiilasyon calismalar1 ve fonksiyonel calismalarin yapilmasi hastaligin

anlasilmasinda ve mevcut sonuclarin degerlendirilmesinde 6nemli fayda saglayacaktir.
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