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OZET

Meme ve/veya Over Kanser Oykiisii Olan Hastalarda iliskili Genlerin Yeni Nesil

Dizileme Yontemi ile Incelenmesi

Bu calismanin amaci meme ve/veya over kanseri tanili hastalarm tibbi genetik
klinik pratiginde geleneksel olarak kabul gérmiis BRCAL, BRCA2 genleri disinda diger
olasi iliskili genler agisindan degerlendirilmesi ve bu genler ile hastalarda saptanan

tiimorlerin patolojik 6zellikler ile iligkisinin arastirilmasidir.

Poliklinigimizde anamnez bilgileri alinmis ve periferik kanlar1 alinarak yeni nesil
dizileme yontemi ile tetkik edilip sonuglart verilen 428’1 meme kanseri, 99’u over kanseri
ve 3’ hem meme hem over kanseri tanisi1 almis toplam 524 hastanin genetik ve patoloji
raporlart retrospektif olarak incelenmistir. Caligmamiza hastalar NCCN’in ailesel

meme/over kanseri test isteme kriterlerine gore dahil edilmistir.

Hastalarimizin periferik kanlarindan DNA’lar otomatik ve manuel sekilde DNA
izolasyon kitleri kullanilarak izole edilmistir. izole edilen DNA’larm kalite kontrolleri
yapildiktan sonra yeni nesil dizileme cihazinda (Illumina-NextSeq 550Dx) dizilenmistir.
Hastalarin verileri, Sophia yazilimi (Sophia-DDM-V4) kullanilarak ClinVar Veri Tabam
aracilifiyla meme ve yumurtalik kanseriyle iliskili yatkinlik genlerini iceren 60 genlik bir
panelde analiz edilmis ve yalnizca patojenik, olasi patojenik ve dnemi bilinmeyen (VUS)
varyantlar olarak rapor edilmistir. Varyantlarin patojenite siniflart ACMG siniflamasina
gore belirlenmistir. Analiz edilen hastalarin raporlari ve anamnez bilgileri hastanemiz Lios

ve Nucleus yazilimlar iizerinden retrospektif olarak toplanmuistir.

Calismamizda meme  kanserli  hastalarda  %5,1 oraninda BRCAL/2
patojenik/muhtemel patojenik mutasyon sikligi gozlenmis olup %5,1 oraninda BRCA
harici meme kanserine yatkinlik olusturan genlerde P/MP sinifta mutasyon goriilmiistiir.
Over kanserli hastalarimizda %7 oraninda BRCA1/2 P/MP mutasyon siklig1 gozlenmis
olup %4 oraninda BRCA harici over kanserine yatkinlik olusturan genlerde P/MP sinifta
mutasyon goriilmiistiir. Meme ve yumurtalik kanserli hastalarda BRCAL/2 ve diger ilgili
germ hatt1 gen mutasyon oranlar1 ¢alismamizda yakin olup literatiirle uyumlu seyretmistir.

Meme kanserinde histolojik alt tiplere baktigimizda ise tagh yiiziik hiicreli ve invaziv

XV



duktal karsinomda goriilen birer P/MP sinifta BRCA2 mutasyonu gruplar arasindaki

anlamli tek farki (p: 0,044) olusturmustur.

Sonug olarak ¢aligmamiz meme ve yumurtalik kanserli hastalarda sadece BRCA1/2
germ hatt1 gen mutasyonlarina bakmanin yetersiz oldugunu ve iligkili tiim genlerin bir gen
paneli seklinde analiz edilmesinin daha faydali olabilecegini gostermektedir. Ayrica, meme
ve yumurtalik kanserli hastalarda iliskili gen mutasyonlar1 ve patolojik alt tipler iliskisini

daha iyi aydinlatmak i¢in daha kapsamli popiilasyon ¢aligmalarina ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Germ hatti, Meme kanseri, Over kanseri, Yeni nesil dizileme.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate patients diagnosed with breast and/or ovarian
cancer in terms of possible related genes other than BRCA1 and BRCA2 genes, which are
traditionally accepted in medical genetic clinical practice, and to investigate the
relationship between these genes and the pathological features of tumors detected in

patients.

The genetic results, pathology results and anamnesis information of a total of 524
patients, 428 of whom were diagnosed with breast cancer, 99 of whom were diagnosed
with ovarian cancer and 3 of whom were diagnosed with both breast and ovarian cancer
were retrospectively analyzed. Patients were included in our study according to the NCCN

criteria for requesting hereditary breast/ovarian cancer genetic testing.

DNAs were isolated from the peripheral blood of our patients using automated and
manual DNA isolation kits. After quality control of the isolated DNAs, they were
sequenced on a next generation sequencing device (lllumina-NextSeq 550Dx). The
patients' data were analyzed via ClinVar Database using Sophia software (Sophia-DDM-
V4) in a 60-gene panel of breast and ovarian cancer-associated genes, and reported as
pathogenic, likely pathogenic and variants of unknown significance (VUS) only.
Pathogenicity classes of variants were determined according to the ACMG classification.

In our study, mutations in the pathogenic/likely pathogenic class were observed in
BRCAL/2 genes and other genes predisposing to breast cancer at the same rate of 5.1%.
Patients with ovarian cancer, %7 frequency of BRCA1/2 P/LP mutations were observed
and %4 frequency of P/LP class mutations were observed in genes predisposing to ovarian
cancer other than BRCA. When we analysed histologic subtypes of breast cancer, BRCA2
mutation in the P/LP class was the only significant difference between the groups (p:
0.044) in signet ring cell carcinoma and invasive ductal carcinoma. BRCAL/2 and other
related germline gene mutation rates in patients with breast and ovarian cancer were close

in our study and are consistent with the literature.
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In conclusion our findings suggest that it is inadequate to look only for BRCA1/2
gene mutations and analysing genes in the form of a gene panel is more beneficial for
patients with breast and ovarian cancer. Furthermore, comprehensive population studies
are needed to better elucidate the associated gene mutations and pathologic subtypes in

patients with breast and ovarian cancer.

Keywords: Germline, Breast cancer, Ovarian cancer, Next generation sequencing,
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GIRIS ve AMAC

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok tani koyulan ve kanser dliimlerinde en 6n sirada
yer alan kanser tiiriidiir (1). Ayrica over kanserinin kadinlarda genellikle ileri agsamalarda

fark edilip tanisinin konulmasiyla beraber over kanseri énemli bir saglik sorunu olusturur

).

Ailesel meme ve over kanseri ise genellikle BRCA1 ve BRCA2 germ hatti
mutasyonlarindan kaynaklanan genetik timor sendromlaridir (3-5). BRCA genleri, meme
ve over kanserlerindeki tiim ailesel yatkinligi agiklamadigi i¢in, zamanla meme ve over
kanserine yatkinlik olusturabilecek diger genler kesfedilmistir (5—7). Yeni nesil dizileme
teknolojisinin gelisimiyle, artik genleri tek tek dizmek yerine c¢oklu gen panelleri
olusturmak miimkiin hale gelmistir. Bu da BRCA1/2 disinda meme ve over kanserine
yatkinlik olusturan genlerin panel halinde incelenmesine olanak tanmmstir (8,9). Bu
gelismeler dogrultusunda son yillarda yapilan calismalarin ailesel meme ve over
kanserinde sadece BRCA1/2 genlerini ¢alismanin yetersiz oldugunu gostermeye

baslamasiyla beraber bu yonde klinik pratikte degisime gidildigi ortaya ¢ikmistir (10-12).

Ayrica meme ve/veya over kanser hastalarin kanser patoloji sonuglari ve hastalarda
bulunabilecek germ hatt1 gen mutasyonlart iliskisi giinimiizde aydinlatilmasi gereken bir
durumdur. Bu iliskinin aydinlatilmast meme ve/veya over kanserli hastalarda hedefe
yonelik mutasyon analizi yapilmasinda veya kansere yakalanmamis ama yatkinlik

genlerinde mutasyon tastyicisi olan kisilerde daha detayl risk dngérmede faydali olabilir
(13).

Biz de bu galismada meme ve/veya over kanserli hastalarda klinik pratikte yer
etmis BRCAL/2 genleri harici kanser yatkinlik genlerinin iliskisini ve hastalarda saptanan
timorlerin patoloji sonucglarinin yine bu gen mutasyonlariyla iligkisini aydinlatmaya

calistik.



GENEL BIiLGILER

KANSER GENETIGI

Alt1 temel 6zellik ile karakterize edilen karsinogenez, herhangi bir hiicre, doku veya
organda ortaya ¢ikabilir ve ¢ok ¢esitli kanserlere katkida bulunan patolojik degisikliklere
yol agabilir. ilerlemesini kolaylastiran birincil mekanizmalar apoptozdan kaginma, sinirsiz
hiicre boliinme kapasitesi, artan anjiyogenez, anti-biiylime sinyallerine direng, biiyliime

sinyallerinin kendi kendine indiiksiyonu ve metastaz yapma yetenegini kapsar (14).

Biiyiime Sinyallerini
Siirdiirme

Biiyiime Engelleyici

Apoptozdan Kaginma Sinyallere Direng

Invazyon Ve Metastazin
Aktivasyonu

Sunirsiz Hiicre Boliinme
Kapasitesi

Sekil 2.1. Kanserin kazanilmis yetenekleri (15).

Mendel genetiginin temel ilkeleri ise genlerin kalitim modellerinin daha kapsamli
bir sekilde anlagilmasi i¢in temel olusturmustur. Birgok 6zellik birden fazla gen tarafindan
etkilenirken, daha kiiciik bir 6zellik grubu tek bir gen tarafindan yonetilir. Bir genin farkl

versiyonlart (aleller) germ hattinda (yani yumurta ve spermde) mevcut oldugunda, bu
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aleller yavrulara aktarilabilir. Tiim aleller zararli degildir; ¢ogu klinik olarak onemsizdir.
Bununla birlikte, kanser riski baglaminda, tek bir gendeki varyasyonlar veya mutasyonlar,
ister proteinin kendisi ister proteinin diizenlenmesi olsun, genin {riiniinde c¢esitlilik
yaratabilir. Dolayisiyla bu ¢ok yonlii siireg, agirlikli olarak genetik yatkinliklar ve ¢evresel
faktorlerin bir araya gelmesiyle tetiklenir. Her yil kansere atfedilen 6liimlerin sayisindaki

artis, kanserin kiiresel Ol¢ekte onemli bir 6liim nedeni oldugunun altini ¢izmektedir
(16,17).

Onkogenler

Proto-onkogenler genetik mutasyondan sonra onkogene doniisiip ekspresyonu
artiran ve dolayisiyla kanser olusumuna neden olan genlerdir. Bu genler normal hiicresel
homeostaz igin gerekli temel fizyolojik islevleri yerine getirmekle beraber bunun yaninda
bliylime, cogalma ve hayatta kalma gibi siiregleri diizenlerler. Kanser hiicreleri bu

stiregclerden faydalanarak normal hiicrelere karsi avantaj elde ederler (15, 18).

Onkogen aktivasyonu kromozom rearanjmani, gen fiizyonu, gen mutasyonu, ve gen
amplifikasyonu ile olusabilirken ayn1 zamanda gende promotor bolge hipometilasyonu ile
epigenetik olarak da olusabilir. Bu aktivasyon, tetikleyen fiziksel mutasyonlari kodlanan
proteinin yapisinda degisikliklere neden olanlar ve protein ifadesinin diizensizligine neden
olanlar seklinde iki ana tipte kategorize edilebilir. Yapisal degisiklikler, RAS proto-
onkogenlerinde nokta mutasyonlarint ve Philadelphia translokasyonunda (BCR-ABL)
goriildiigii gibi hibrit genler olusturan kromozomal translokasyonlar: kapsar. Insan
tiimorlerinde, MYC genini immiinoglobulin arttiric1 dizilerin kontrolii altina sokanlar gibi,
genlerin amplifikasyonu veya kromozomlarin translokasyonu yoluyla artan ekspresyon

meydana gelir. Bu da protein ifadesinde diizensizlik geldigi anlamina gelmektedir (18,19).
Tiim6r Baskilayic1 Genler

Hiicre ¢ogalmasinin kisitlanmasinda ve hiicre sagkalimimin desteklenmesinde rol
oynayan siradan hiicresel genler timor baskilayici genler adinm alir. Siklikla hiicre dongiisii
ilerlemesinin ve programli hiicre 6liimiiniin veya apoptozun diizenlenmesinde rol oynarlar.
TBG'lerin kanser gelisimine yol agmasi i¢in her iki kopyasinin da islevsel degisikliklere
ugramast gerekir. BRCA1 geni heterozigosite kaybina drnek verilebilecek tiimor siipresor
genlerden biridir ve bu durum kalitsal kanser sendromlart ile iligkilidir. Ailesel kanser
sendromlarinda, bireyler bir TSG'nin bir kopyasinda (allelinde) viicuttaki her hiicreyi

etkileyen bir germ hatti mutasyonunu miras alirlar. Sonug olarak, yalnizca bir kopyanin
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degismesi gerektiginden (heterozigotluk kaybi) en az bir hiicrenin TSG islevinde tam bir
kayip yasama olasilig1 yiiksektir. Bu durum genellikle kalitsal kanser sendromlarinda

yasamin erken donemlerinde ¢oklu kanserlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (20,21).
DNA Hasar1 ve Onarim Mekanizmalari

DNA hasar1 kokeni itibariyle endojen ve ekzojen olarak ikiye ayrilabilir. Endojen
hatalar arasinda replikasyon kusurlari, spontan baz deaminasyonu, DNA’da olusan abazik
bolgeler (plirin, pirimidin eksilmesi), oksidatif DNA hasari, DNA metilasyonu
bulunmaktadir. Ekzojen hatalar ise iyonize radyasyon, ultraviyole radyasyon, alkilleyici
ajanlar (6rn: aromatik aminler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar), toksinler (6rn:
aflatoksin), ¢evresel faktorler (6rn: sicak, soguk, hipoksi) seklinde 6zetlenebilir (22). DNA
hasar aldiktan sonra ise lezyon spesifik sensor proteinler DNA hasar yanitini baslatir (23).
DNA hasar tamiri ise DNA baz hasarinin onarimi, ¢oklu ve genis DNA baz hasarinin

onarimi, DNA kiriklarinin onarimi seklinde basliklar altinda toplanabilir (22).

DNA baz hasarinin onariminda baz eksizyon tamiri ile DNA sarmalinda 6nemli
bozulmalar olarak algilanmayan oksidatif, deamine, alkillenmis veya abazik tek baz
formlar1 6nce DNA glikozilaz tarafindan taninarak diizeltilir (24). DNA’nin ¢oklu ve genis
baz hasarinin onariminda niikleotit eksizyon tamiri, mismatch tamiri, interstrand cross-link
tamiri, translasyon sentezi mekanizmalar1 yer alir. DNA kiriklarinda ise tek iplik kirigi

tamiri, ¢ift iplik kiri@1 tamiri ve telomeraz mekanizmasi rol oynar (22).

BRCAL ve BRCAZ2 genleri tam bu noktada homolog rekombinasyonu regiile ederek
cift iplik kirigr tamirinde rol oynar. Homolog rekombinasyon regiilasyonuna ek olarak
BRCAL geni, homolog olmayan uglarin birlestirilmesi yolunu regiile ederek de kirik

tamirinde rol oynar (25).

MEME KANSERI

Meme dokusu embriyonik, prepubertal, gebelik ve laktasyon gibi gelisimsel
asamalardan gecer. Bu asamalarda epitelyal proliferasyon ve laktasyon sirasinda sekretuar
alveol farklilasmasi gerceklesir. Meme kanserinin ¢ogunlukla meme bezi gelisim
basamaklarinin paterni ve hiicre farklilagsmasinda yer alan bu yolaklarin anormal aktivitesi

ile basladig1 one siiriilmiistiir. Meme kanserinin dogal seyri ise duktal hiperproliferasyon
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ile baslar, in situ ve invaziv karsinomlara doniigiir. Son olarak tanimlanmis patolojik ve

klinik agamalar boyunca metastatik hastaliga evrilir (26,27).
Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri kadin cinsiyette diinya genelinde en sik goriilen kanser tiiriidiir. 2020
GLOBOCAN verilerine gore diinya genelinde yaklasik 2,2 milyon kiside yeni meme
kanseri vakasi tespit edilmistir. Meme kanseri her iki cinsiyette diger kanserlere oranla

toplam %11,7 oraninda goriiliirken, sadece kadin cinsiyette %24,5 oraninda saptanmistir

).

Daha giincel veri olarak 2023 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 1,9
milyon kiside yeni kanser vakasi tespit edilmistir. Toplam meme kanseri vakas1 300590 ile
%15,3 seklinde gerceklesmistir. Kadin cinsiyette ise 297790 vaka sayisiyla %31 oraniyla
en tepede bulunmustur (28).

2020 GLOBOCAN Tirkiye verilerine gore Tirkiye’de yaklasik 233 bin yeni
kanser vakasi tespit edilmistir. Her iki cinsiyette yaklasik toplam 24 bin kisi ile %10,3
oraninda meme kanseri vakasi tespit edilmigken, sadece kadinlarda ise %23,9 oraniyla en

tepede yerini almigtir (1).

Tablo 2.1. Kadinlarda Diinya, Tiirkiye ve ABD’de kanser sikhiklari (1,28)

Kanser Tiirii Diinya Geneli Yiizde, Tiirkiye Geneli Yiizde, ABD Geneli Yiizde,
2020 yih 2020 yih 2023 yih
Meme 24,5 23,9 31
Akciger 8,4 7 13
Kolon 9,4 91 8
Tiroid 4,9 10,9 3
Uterin Serviks 6,5 2,5 1,4
Uterin Korpus 4,5 5,9 7
Over 1,6 1,7 1




Meme Kanseri iliskili Risk Faktorleri

Meme kanserinde oncelikle cinsiyet 6nemli bir rol oynamaktadir. Kadin cinsiyette
meme kanseri erkeklere gore yaklasik 100 kat daha fazla goriilir (29). Nedenleri arasinda
kadinlarda erkeklere gore basta Ostrojen ve progesteron olmak iizere artmis hormonal
sitimiilasyon bu balans1 bozmada en dikkat ¢ekici detaydir (30). Meme kanseri risklerinde
dikkati ¢ceken onemli bir baska detay ise yastir. Hastalarin yaklasik %80°1 50 yas iistiinii
kapsarken her artan dekatin riski artirdigr gosterilmistir (29). Akrabalarda bulunan meme
kanserinde tani yasinin kisinin kendinde kanser riskine etki ettigi goriilmiistiir. Kisinin
birinci derece akrabasinda 30 yasindan 6nce meme kanseri tanist bulunmasi kisinin riskini
3 katina kadar ¢ikarirken, birinci derece akrabanin 60 yasindan sonra meme kanseri tanisi
bulunmasi riski 1,5 kat artirmaktadir (31). Kisinin kendisine bakildiginda daha dnce meme
kanseri Oykiisii bulunmasi da meme kanseri riskini artirmaktadir (32). Genetik faktorlerde
ise BRCAL ve BRCA2 genleri meme kanseri riskini artirmada baslica goze ¢arpmaktadir.
(33)Kisilerin iireme ge¢misi incelendiginde 20°li yaslarin erken doneminde ¢ocuk sahibi
olan annelerin meme kanseri riskinde azalma goriilmiistiir (34). Ayrica gebeligin kendisinin
de meme kanserini dnleyici etkisi oldugu gosterilmistir (35). Erken menars dykiisii olmasi
kadinlarda meme kanseri i¢in artmis bir risk faktoriidiir. Aksine erken menapoz Gykiisii

bulunmast meme kanser riskini azaltmaktadir (36).

Meme kanserine bircok durum neden olmakla beraber bu durum degistirilebilir ve

degistirilemez durumlar seklinde 6zetlenebilir (17).

Tablo 2.2. Kanserin degistirilebilir ve degistirilemez nedenleri

Degistirilemez Nedenler Degistirilebilir Nedenler
> Yas »  Alkol Kullanim
> Meme Kanseri Aile Oykiisii > Artmus Viicut Kitle indeksi
> Meme Kanseri Bireysel Oykii »  Sigara Kullanimi
> Genetik Mutasyonlar » Islenmis Gida Tiiketimi
> Ureme Oykiisii > Kimyasal Maruziyeti
» Meme Dokusu Dansitesi » Hormon Replasman Tedavisi
> Radyasyon Terapisi Oykiisii
> Menstural Oykii




Meme Kanserinin Morfolojik Siniflamasi

Meme bezlerindeki hiicrelerden koken alan meme kanseri ¢ok genis capta
morfolojik ve histopatolojik 6zellikler igerir (37). 2019 yilinda 5. Baskisi ¢ikan Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) siniflamasi bu konuda yaygin kullanilmaktadir. Bu smiflama
memenin epitelyal, mezenkimal, fibroepitelyal ve noroendokrin dokulardan kaynaklanan
hem iyi huylu hem de ko6tli huylu tiimorler dahil olmak iizere bu kanserlerin tanimlarini
kapsar. Ayrica meme sigilleri, meme basi-areola tiimorleri, meme lenfomalar1 ve meme

bezi igindeki metastatik degisiklikleri de igerir (38).

Meme bezinin bu tip lezyonlar1 epitelyal prekiirsor lezyon ve invaziv degisiklikler

ad1 altinda basitce basliklar altinda toplanabilir (38).

Tablo 2.3. Meme bezinde goriillen epitelyal prekiirsor lezyonlar ve invaziv

degisiklikler
Epitelyal Prekiirsor Lezyonlar Invaziv Degisiklikler
»  Atipik lobiiler hiperplazi Non Spesifik Tip Kanser
» Lobiiler karsinoma in situ Onkositik Karsinom
» Siradan wired hiperplazi Zengin yag dokulu kanser
» Silindirik hiicre degisiklikleri Zengin glikojen dokulu kanser
> Atipik duktal hiperplazi Sebase kanser
> In situ duktal karsinom Mikroinvaziv kanser

Lobiiler Kanser

Tibiiler kanser

Sit benzeri kanser
Miikéz Kanser
Kistadenokarsinom
Apokrin degisimli kanser
Metaplastik kanser

V V.V V V V V V V V V V VYV V

Nadir goriilen kanserler ve tiikiiriik bezi
tipi meme kanseri tiirleri

» Invaziv micro-beard karsinom




Invaziv meme kanserleri arasinda en sik goriilen tip dnceden invaziv duktal
karsinom adiyla gecen nonspesifik tip meme kanseridir. ikinci en sik meme kanseri ise

invaziv lobiiler karsinomdur (39).
Duktal Karsinoma in Situ ve Non-Spesifik Tip Karsinom

Duktal karsinoma in situ (DCIS), meme kanallarinin premalign neoplazisidir ve
kanallarin liimeniyle sinirlidir, miyoepitelyal hiicrelerden olusan bir tabaka ile kaplidir ve
bazal membran1 ihlal etmez. Giinlimiizde, yeni tani yontemlerinin ve tarama
mamografisinin ortaya ¢ikmasiyla, DCIS genellikle daha erken evrede, genellikle komedo

olmayan formda tespit edilmektedir (40).

DCIS'ye bagli 6lim olduk¢a nadir olmakla beraber DCIS'nin tani animi takiben
olusan 6lim hadisesi ya saptanmamis invaziv yapilar nedeniyle ya da tedavi sonrasi
invaziv lezyonun niiksetmesi nedeniyle olmaktadir. Sonu¢ olarak, uzun vadeli meme
kanserine 6zgii mortaliteyi azaltmak i¢in DCIS'nin tespit edilmesi ve tedavi edilmesi rutin
olarak tavsiye edilmektedir (37,40).

Non-spesifik karsinom yani daha Once bilinen adiyla invaziv duktal karsinoma
bakildiginda meme kanserinin diger histolojik tiplerine gdre en sik karsilagilan kanser
tiriidiir. Duktal hiicrelerin malign proliferasyonu ile karakterize edilir ve ¢evre stromal
dokuya invazyonu igerir. Bu isim farkliliinin kaynaklanma sebebi ise goriilen
kanserlerden kimisi alt tip olarak siniflandirilmak i¢in yeterli ayirici bulgu ve 6zel davranis
gosterirken, %75’i ise bundan yoksundur. invazyon durumu ise her bir bilesenin spesifik

oranina bakilmaksizin, DCIS varliginda veya yoklugunda meydana gelebilir (37,41).
Lobiiler Karsinoma in Situ ve Invaziv Lobiiler Karsinom

Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) terminal duktal lobiiler initelerde (TDLU)
meydana gelen bir proliferasyon ile karakterizedir. Asinilerin cogunu (>%50) isgal eden ve
biiyiiten neoplastik hiicrelerden olusur. Ek olarak, duktal epitelin altinda biiyliyen LCIS
hiicreleri ile terminal kanallara dogru siklikla pagetoid uzanim vardir. LCIS tarafindan
pagetoid tutulumu olan bir kanalin enine kesiti belirgin bir "yonca yaprag1" deseni gosterir

(42).

Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) tipik olarak kaba muayenede ayirt edici
Ozelliklere sahip degildir ve genellikle meme Orneklerinde veya ilgisiz nedenlerle yapilan

biyopsilerde tesadiifen kesfedilir. Vakalarin yaklasik %70'inde LCIS multisentriktir, yani
8



meme ic¢inde birden fazla alani tutar ve vakalarin yaklasik %30-40'inda her iki memeyi de

etkileyecek sekilde iki tarafli olarak bulunur (37).

Invaziv lobiiler karsinom ise non-spesifik tip karsinomdan sonra histolojik olarak
en sik goriilen 2. meme kanseri tiiriidiir. Bu tiimorler, atipik lobiiler hiperplazi ve lobiiler
karsinoma in situ (LCIS) olarak bilinen bir grup zorunlu olmayan Oncii lezyondan
kaynaklanir. Bu Oncii lezyonlar toplu olarak lobiiler neoplazi olarak adlandirilabilir.
Invaziv lobiiler karsinomdaki anormal hiicre grubu siklikla kiigiik, yuvarlak, cogunlukla
homojen ve kohezif olmayan bir goriiniim sergiler. Stromaya tek sira halinde infiltrasyon

ile belirgin bir bliylime paterni sergilerler (37,43).
Meme Kanserinin Molekiiler Simiflamasi

Patomorfolojik incelemelerde yaygin olarak tanimlanan bilesenler, meme
kanserinin klinik ilerlemesini Ongdrmede yetersiz goriinmekte ve uygun terapdtik
miidahaleler icin karar verme siirecini zorlastirmaktadir. Benzer morfolojik 6zelliklere
sahip kanserlerde gozlemlenen farkli klinik sonuglar, bu kanserlerin farkli gen profillerine

baglanmaktadir (38).

Bu nedenle histolojik alt tiplerin yani sira, invaziv meme kanseri mRNA gen
ekspresyon seviyeleri incelenerek molekiiler alt tiplere ayrilabilir. Perou ve arkadaglari
2000 yilinda 38 meme kanseri 6rnegi kullanarak bir calisma yiiriitmiis ve mikroarray gen
ekspresyonu verilerine dayanarak dort molekiiler alt tip (luminal, HER2 zengin, bazal
benzeri ve olagan meme benzeri) tanimlamustir (44). Bu simiflara ek olarak 2007 yilinda
claudin diisiik smifi adi altinda yeni bir siif eklenmistir (45). Claudin diisik sinifi,
molekiiler apokrin smifi, ve interferondan zengin smifi ismen tanimlanmaya baslansa da

onlar1 ayr1 baglik altina yerlestirmek icin yeterli belirgin 6zellikleri yoktur (46).



Tablo 2.4. Meme Kkanserinin molekiiler alt tiplerin simflandirilmas1 ve

immiinohistokimyada biyomarker boyanmasi ile korelasyonu (47)

Molekiiler alt tip OR PR HER 2
Luminal A + ve/veya + -
Luminal B + ve/veya +,-" veya -
Luminal B + ve/veya +-" veya +
HER2 - - +
Uclii Negatif/Bazal-benzeri - - +

“(PR<20% ve Ki 67>14%)
“*(herhangi bir PR + herhangi bir Ki 67)
OR: strojen reseptor; HER2: insan epiderman biiyiime faktorii reseptorii 2; PR: progesteron reseptorii, +:

pozitif, -: negatif

Luminal Tip

Luminal tip meme kanseri tip olarak Luminal A ve Luminal B seklinde ikiye
ayrilmisti.  Luminal A tipi meme kanseri invaziv meme kanserlerinin %40-50’sini
kapsamaktadir. Progesteron ve Ostrojen reseptor pozitif olup HER2 negatiftir. Klasik
lobiiler karsinom, Kribriform karsinom, tiibiiler karsinom, diisiik dereceli non-spesifik tip
intraduktal karsinom gibi diigiik dereceli varyantlarin genis bir spektrumunu kapsar. Tipik
olarak, yiiksek diizeyde hormon reseptorleri ve iliskili genlerle birlikte luminal duktal
hiicreleri vurgulayan diisiik molekiiler agirlikli sitokeratin ekspresyonu gosterir. Luminal A
tipi disik derecelidir (grade) ve diger intrinsik alt tiplerden daha iyi prognozludur
(37,46,47).

Luminal B ise invaziv meme Kkanserlerinin %20-30’unu olusturur. OR/PR
pozitifligi ile karakterize edilirken, HER2/neu ekspresyonu pozitif veya negatif olmak
tizere degiskenlik gostermektedir. Luminal B yiiksek dereceli olmaya egilim gosterir ve
prognozu Luminal A’dan daha kotiidiir. Klinik olarak Luminal A tipi sadece hormon

tedavisinden fayda goriirken, Luminal B tipi ek kemoterapiye aday olabilmektedir (46,47).
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HER2 Zengin Tip

HER2 tip invaziv meme Kkanserlerinin %212-20’si arasini olusturur. Bu tip,
HER2/HER2 sinyali ile iligkili genlerin ve 17ql12 kromozomu {iizerindeki HER2
amplikonunda yer alan genlerin asir1 ekspresyonu ile karakterize edilir. HER2 agir1
eksprese eden tiimorlerin yiiksek dereceli, ER ve PR- olmas1 ve agresif bir klinik seyir

izlemesi muhtemeldir (46,47).
Bazal Benzeri Tip

Bazal benzeri meme kanseri ayn1 zamanda Uglii Negatif seklinde de bilinir. Bu alt
tip, meme miyoepitel ve bazal hiicrelerinde bulunan genlerin kendini ifadesiyle
baglantihdir. Invaziv meme kanserlerinin %15-20’sini kapsar. Bu hiicrelerde CK5/6
ve/veya EGFR pozitif, ER/PR negatif ve HER2 negatif (liglii negatif) olup yiiksek Ki-67
ekspresyonu ve TP53 mutasyonu sik goriiliir. Genel olarak yiiksek derecelidir, koti

prognoza sahiptir ve tanidan 5 y1l sonra relapslar olusabilir (37,46,47).

OVER KANSERI

Over kanseri dogas1 geregi heterojen olan bir kanser tiirii olmasindan dolayi
giintimiize kadar patogenezi hakkinda genis Kkitlelerce kabul edilen bir tanimi yoktur.
Overin neredeyse tiim benign ve malign tlimorleri epitelyal, stromal ve germ hiicrelerinden
koken almakla beraber konu hakkinda teoriler one siiriilmistiir. Ovulasyon teorisinde
kadinin yasam siiresince siirekli tekrarlayan bir bicimde ovulasyonun olmasi overin epitel
dokusuna travma araciligiyla zarar goriip DNA hasar1 almasiyla iligkilidir. Bu teori bir ¢ok
histolojik alt tipi aciklayamamakta olup over kanserlerinin fallop tiiplerinden de

gelisebilecegi one siiriilmiistiir (48,49).
Over Kanseri Epidemiyolojisi

Over kanserine yakalanan hastalar ¢ogunlukla ge¢ asamada tani aldigi igin
diinyadaki en oliimciil jinekolojik kanserdir. (50) 2020 GLOBOCAN verilerine gore
diinyada 313.959 kiside yeni over kanseri tespit edilmis olup diger kanserlere oran1 %1,6
seklinde bulunmustur. Say1 olarak siklik siralamasina baktigimizda ise orta kismin hemen

altinda 19. sirada kendine yer bulmustur (1).
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ABD verilerine baktigimizda genital siteme bakildiginda prostat ve uterin korpus
kanserlerinin hemen arkasinda yer alip 2023 yilinda 19.710 kiside tespit edilmistir. Diger

tespit edilen kanserlere oranla yiizdesi %1 seklinde olmustur (29).

GLOBOCAN Tirkiye verilerine bakildiginda ise 2020 yilinda Tiirkiye’de 4059
kiside over kanseri tespit edilmistir. Tlrkiye’de 2020 yilinda diger tespit edilen kanserlerle
say1 ¢cokluguna gore bir siralama yapildiginda tam ortalarda 17. sirada yer almakla beraber
diger kanserler dahil edildiginde yiizdesel olarak %1,7 oraninda goriilmiistiir. 2023 ABD
ve 2020 Diinya verileri incelendiginde Tirkiye’de diger kanserlere oranla over kanseri

yiizdesinde Diinya’ya ve ABD’ye gére goze ¢arpan bir fazlalik mevcuttur (1,29).
Over Kanseri Iliskili Risk Faktorleri

Over kanseri genellikle yash kadinlarda goriilen bir hastalik olmakla beraber ¢ogu
kadin taniy1 menapoz sonrasinda alir. Bu nedenle postmenapozal hastalik olarak
adlandirilir. 65 yas iistiinde daha fazla siklikla goriilmektedir. Yasin artmasi daha ilerlemis

bir hastalik ve daha diisiik sag kalim oraniyla iliskilendirilmistir (51-53).

Ureme gecmisi iliskisine bakildiginda ise artmis ovulasyon dongiisii ile over
kanseri arasinda onemli derecede iliski bulunmustur (54). Menars ve menapoz ile ilgili
tartigmali bir durum géze carpmaktadir. Literatiirde erken menars yasi ile over kanseri
arasinda iligki bulan c¢alismalar olsa da baska caligmalarda menars ve menapoz yasi
arasinda bir kanit bulunamamistir (55,56). Parite ile iliskiye bakildiginda over kanserini

azaltic1 yonde etkisi oldugu bulunmustur (57,58).

Hemilelik 6zelliklerine bakildiginda tartisma hala stirmektedir. Preeklampsi, ¢ogul
gebelik ve dogum kilosu ve over kanseri iligkisi arasinda net bir fikir birligi yoktur (59—
61). 13 makalenin derlendigi bir meta analize bakildiginda son dogum yasi ve epitelyal
over kanseri iligkisi arasinda bir iligki kurulmus olup artan son dogum yasinin epitelyal

over kanser riskini azalttig1 yoniinde sonug bulunmustur (62).

Jinekolojik faktorlerden pelvik inflamatuar hastaliga bakildiginda over kanseri ile
iliskisi tartismali durumdadir. Over kanserini artirici yonde iliskisi oldugunu gdsteren
yayinlar olsa da iligki bulunamayan yayinlar da mevcuttur. 13 ¢aligmanin dahil edildigi bir
meta analizde over kanserini artirict yonde iliski bulunsa da baska bir vaka kontrol

calismasinda iliski kurulamamistir (63,64). Endometriozis hastaliginda ise over kanseri ile
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iliskisi bulundugu gosterilmis olup o6zellikle endometrioid tip ve seffaf hiicreli over

kanserine yol agtig1 konusunda goriisler mevcuttur (65,66).

Oral kontraseptif ve over kanseri iligskisine bakildiginda 21 {ilkeden 45

epidemiyolojik ¢alismanin toplu analiz edildigi bir ¢alismada oral kontraseptif
kullaniminin over kanseri karsisinda koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir (67).
Hormon replasman tedavisinde ise konu tartismaya agiktir. Hormon replasman tedavisinin
over kanserini artirdi1 yoniinde veya over kanserine iliskin bir risk iiretmedigi yoniinde

calismalar mevcuttur (68,69).

Over kanser riskini artirict bir diger neden aile Oykiistidiir. Birinci derece
akrabalarinda over kanseri dykiisii olan kadinlarda 3-4 kata kadar artmis risk gosterilmistir
(70). BRCA1/BRCA2 genleri ve Lynch sendromuna bakildiginda ise over kanseri agisindan
onemli 6l¢iide artmus risk tespit edilmistir (12,71).

Tablo 2.5. Over kanseri iliskili faktorler (72)

Faktorler Koruyucu | Yol Acici Tartismah
Demografik Artan Yas N4
Artmig ovulasyon dongiisii v
Menars ve menapoz Yasi v
Ureme Gegmisi Parite v
Hamilelik 6zellikleri (preeklampsi, v
cogul gebelik, dogum kilosu)
Daha yiiksek dogum yas1 v
Jinekolojik Pelvik inflamatuar hastalik v
Endometriozis v
Kontraseptif yontemleri v
Hormonal
Hormon replasman tedavisi (HRT) v
Aile Hikayesi v
Genetik
BRCA mutasyonlart v
Lynch Sendromu v
Beslenme ve diyet v
Yasam Tarz1 - — -
Obezite ve fiziksel aktivite v
Alkol, Kafein ve Sigara v
Diger Laktasyon v
Diisiik sosyoekonomik diizey v
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Over Kanserinin Morfolojik Siniflamasi

Over kanserleri ¢ogunlukla over epitelinden kaynakli olup morfolojik ozellikleri
bakimindan smiflara ayrilmistir (73). Diinya Saglik Orgiitii ana basliklar ve alt basliklar
olarak over tiimdrlerinin gercevesini ¢izmistir. Ilk etapta over tiimorleri epitelyal tiimorler,
mezenkimal tiimoérler, karigik epitelyal ve mezenkimal timorler, seks-cord stromal
timorler, germ hiicreli tiimorler, monodermal teratomlar ve somatik tip tlimorler,
mezotelyal tiimorler, yumusak doku tiimorleri, tiimdr benzeri lezyonlar, lenfoid/myeloid

tiimorler, ikincil tiimorler ve muhtelif timorler olarak ayrilmistir (74).

Epitelyal tiimorler ise serdz, miisindz, endometrioid, seffaf hiicreli, serdmiisindz,
brenner tiimdrleri olarak ayrilmisti. Mezenkimal tiimorler ise endometrioid stromal

sarkom, diiz kas tiimorleri, ovaryan miksoma seklinde ayrilmistir (74).

Seks-kord stromal tiimorler ise saf stromal, saf seks kord, karisik seks kord-stromal
seklinde ayrilmistir. Germ hiicreli tiimorlere bakildiginda benin teratom, immatiir teratom,
disgerminom, yolk salk, embriyonal karsinom, koryokarsinom, karigik hiicreli timor,
monodermal teratom, germ hiicreli seks kord-stromal tiimorler adlari altinda toplanmistir
(74).

14



Tablo 2.6. Over kanserinin alt tiirleri

Ana Baghklar Alt Tiirler

e  Epitelyal timorler = Serdz tlimorler

= Miisin6z tiimorler

=  Endometrioid tiimorler
= Seffaf hiicreli tiimoérler
=  Ser0miisindz timorler

=  Brenner tiimorleri

e  Mezenkimal tiimorler = Endometrioid stromal sarkom
- Diiz kas tiimorleri

= Ovaryan miksoma

e  Seks kord-stromal tiimorler = Saf stromal tiimorler
. Saf seks kord tiimorler

= Karisik seks kord-stromal tiimdrler

e  Germ hiicreli tiimorler = Teratom

*  Immatiir teratom

= Disgerminom

=  Yolk salk tiimorleri

= Embriyonel Karsinom
=  Koryokarsinom

= Karngik hiicreli timor
= Monodermal teratom

=  Karngik germ hiicreli seks kord-stromal tiimorler

e  Karngik epitelyal ve mezenkimal tiimorler

e  Monodermal teratomlar ve somatik tip tiimorler
e  Mezotelyal tiimorler

e  Yumusak doku tiimorleri

e  Timor benzeri lezyonlar

e Lenfoid/myeloid tiimorler

e Ikincil tiimorler

e  Muhtelif timorler

Epitelyal Over Kanseri

ABD verilerine bakildiginda epitelyal over kanseri over kanserlerinde %90 ile en
biiyiik pay sahibidir. Epitelyal over kanseri (EOK) histolojik tipleri arasinda ise en biiyiik
yer kaplayan ise seroz over kanseridir (75). Serdoz over kanserinin (SOK)
derecelendirmesinde diisiik derece ve yiiksek derece olmak flizere ikili derecelendirme

kolayligr ve ayirt ediciligi agisindan kabul gdrmiistiir. Dusiik derecede kromozomal
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instabilite derecesi diisliktiir. Daha ¢ok KRAS, BRAF, ERBB2 mutasyonlar1 goriiliir ve
timor gelisim temposu yavastir. Yiiksek dereceli serdz karsinomda ise kromozomal

instabilite derecesi yiikksek olup TP53 mutasyonu goriiliir. Tiimor gelisim temposu ise

hizlidir (76).

Tablo 2.7. Seroz over karsinomu derecelemesi (76)

Diisiik derece seroz karsinom Yiiksek derece seroz
karsinom
Prekiirsor lezyon Adenofibrom/kistadenom —APST — Tubal intraepithelial
non-inv MPSC — inv MPSC carcinoma”
Kromozomal Diisiik Yiiksek
instabilite derecesi
Mutasyona ugrayan KRAS TP53
genler BRAF
ERBB2
Tiimor gelisim Yavas Hizl
temposu

APST, atipik proliferatif seréz tiimor; inv MPSC, invaziv mikropapiller ser6z karsinom; non-inv MPSC, non-
invasiv mikropapiller serdz karsinom; ve *, Giiniimiizde, yumurtaliklar veya peritondaki éncii lezyonlar kesin
olarak belirlenmemistir ve yiiksek dereceli serdz karsinomlarin yaklagik yarisinin tubal intraepitelyal

karsinom ile iligkili oldugu goriilmektedir.

Endometrioid kansere bakildiginda endometriozis ve lynch sendromu ile
iliskilendirilmistir. Gen ekspresyon profilleri ise endometrial doku ile benzerlik
tagimaktadir (77,78). Endometrioid over kanseri (EOK) heterojen olup siklikla KRAS,
PIK3CA, PTEN, CTNNB1, ARID1A ve TP53 mutasyonlarin1 barindirmaktadir.
Endometrioid over kanseri mutasyon diizeyinde yiliksek derece serdz over kanserinden
farki ise TP53'u daha az siklikla barindirmakta iken KRAS, PIK3CA, PIK3R1, PTEN ve
CTNNB1 mutasyonlarin1 daha sik sergilemektedirler (79).
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Tablo 2.8. Endometrioid over kanserinde goriilen genel molekiiler degisimler (80)

Mutasyona Ugrayan Genler Yiizde
ARID1A 30~55%
TP53 6~26%
PTEN 14~29%
PIK3CA 15~43%
KRAS 12~26%
CTNNB1 16~63%
MMR (miss match repair) 7~18%
POLE 3~10%
FBXW7 13%
SOX8 19%
PPP2R1A 12~17%
ERBB2 8%

Seffaf hiicreli epitelyal over kanseri endometrioid over kanseri gibi endometriozisle
iliskilendirilmis olup yiiksek derece serdz over kanserine gore daha erken tani almaktadir.
EOK gibi PTEN, PIK3CA ve ARID1A genlerinde mutasyon tagimaktadirlar. Oran olarak
bakildiginda ARID1A ve PIK3CA genleri diger genlere gore daha fazla mutasyon oranina
sahiptir (81,82).
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Tablo 2.9. Seffaf hiicreli over kanserinde kritik genetik degisimler (82)

Gen Degisim Tiirii ve Yiizdesi Etkilenen Yolak

ARID1A Mutasyon, yaklasik 50% SWI/SNF kromatin remodelleme kompleksi
ARID1B Mutasyon, 6%—-18% SWI/SNF kromatin remodelleme kompleksi
SMARCA4 Mutasyon 5%-18% SWI/SNF kromatin remodelleme kompleksi
PIK3CA Mutasyon, yaklasik 50% PI3BK/AKT

PIK3R1 Mutasyon, 7%-10% PIBK/AKT

AKT2 Amplifikasyon, 8%—26% PI3BK/AKT

PTEN Mutasyon, 2%-13% PIBK/AKT

KRAS Mutasyon, 4.7%—-20% MAPK

PPP2R1A Mutasyon, 4.1%—20% MAPK

ERBB2 Mutasyon ve amplifikasyon, 2%—13% MAPK

MET Amplifikasyon, 24%-37% MAPK

TP53 Mutasyon, 8.5%-21.6% DNA tamiri

TERT promotér | Mutasyon, 5%-16% TERT

ZNF217 Amplifikasyon, 20%—-36% ZNF217

Patoloji ve molekiiler datanin gelisimi, miisindz over kanserinin diger epitelyal over

kanserlerinden ayrilmasina yol agmistir. Kist kavitesinin i¢inde mukusla beraber biiyiik,

multilokiiler neoplazmla karakterizedir. Miisindz over kanserlerinin yaklasik %80’1

metastatiktir. Metastaz kokenleri gastrointestinal yolak, serviks, endometrium ve meme’dir.

Molekiiler degisimlere baktigimizda en sik KRAS ve TP53 mutasyonlar1 goriiliir (83,84).

Tablo 2.10. MOK, HGSC, miisinoz ve miisinoz olmayan KRK'de molekiiler
degisikliklerin sikhg (84)

Molekiiler Degisim MOK YDSC Miisinoz KRK Miisin6z olmayan KRK
KRAS mutasyonu 33-46%  10-22%  31-48% 24-33%

BRAF mutasyonu 0-9% 0% 15-27% 6-12%

TP53 mutasyonu 26-55%  96% 31-41% 41%

HER2 amplifikasyonu 18-35% - <1% 2%

MSI-H 22% 13.8% 25-36% 3-6%

APC/CTNNB1 mutasyonu 9% - 24% 88%

MOK: miisindz over karsinom; YDSC; yiiksek derece seréz karsinom; KRK: kolorektal karsinom; MSI-H:
yiiksek mikrosatellit instabilitesi.
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MEME ve OVER KANSERI GENETiIiK DEGERLENDIiRME

Meme ve over kanserleri ¢evresel ve genetik risk faktorlerinin etkisi altindadir.
Meme ve over kanserlerinde %10-30 araliginda ailesel yigilma goriiliir. Fakat yaklasik %5-
10 civarinda vaka tahmini olarak aileseldir (herediter) ve kanser yatkinlik genlerinde germ

hatt1 patojenik varyant ya da muhtemel patojenik varyant goriiliir (85,86).

Meme ve over kanserinde BRCA1/BRCA2 genlerindeki mutasyonlar kansere
genetik yatkinlik yaratmasi nedeniyle yillardir bilinmekte ve hastalar bu genlerin

mutasyonlart agisindan test edilmektedir (87—89).

Yeni nesil dizileme (YND) yonteminin son yillarda gelisimiyle beraber daha diigiik
maliyetlerle cok fazla genetik sendrom iligkili genin eszamanli c¢alisilmasina olanak
sunulmustur (90). Bu da meme ve over kanserine yatkinlik yaratabilecek diger genlerin de
BRCA1 ve BRCA2 genleriyle birlikte panel halinde g¢alisilabilmesine imkan saglamistir
(91).

Meme ve Over Kanserinde Genetik Yatkinlik

Meme kanserleri ¢ogunlukla sporadik olsa da %5-10’Iuk kismi ailesel ge¢islidir ve
en ¢ok BRCA1/BRCA2 gen mutasyonlarina baghdir (92). Meme kanserine yatkinlik
olusturmakla ilgili ilk gen BRCAL geni olarak 1990 yilinda 17. Kromozom {izerinde
tanimlanmistir. Ardindan 1994 yilinda BRCA2 geni 13. Kromozom {izerinde tanimlanmistir
(4,93). Bu iki gen DNA tamir gen ailesine {iye olup hiicre dongiisiinde regiilasyon gérevi
goriir. Dolayisiyla tiimor siipresor genlerdir. BRCA genleri ¢oklu protein kompleksleri
sentezleyerek DNA sentezinin transkripsiyonel regiilasyonundan sorumlu olmakla beraber,
DNA ¢ift zincir kiriklarini tanimada ve tamir etmede goérev alirlar. Bu genlerdeki
mutasyonlar ¢ogunlukla nokta mutasyonu ile iligkili olup mutasyonlarin bir kismi da

delesyon/insersiyon iligkilidir (94,95).

BRCA genleri meme kanseri i¢in biiyiik bir risk faktorii olustururken BRCAL ve
BRCAZ2 genlerindeki patojenik varyantlar ailesel meme kanseri riskinin sadece yaklasik
%20’sine neden olmaktadir (96). Bu nedenle ¢ok dnemli bir ¢caba meme kanserine yatkinlik
olusturan diger genleri tanimlamak i¢in harcanmistir ve BRCA harici meme kanserine
yatkinlik genleri arasinda ATM, BARD1, CHEK2, PALB2, PTEN, RAD51C, RAD51D,
TP53, CDH1, NBN, NF1, STK11, BRIP1 bulunmaktadir (97).
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Over kanserlerinde yaklagik %23 oraninda ailesl gegis iliskisi vardir (98). Ailesel

over tiimorlerinde BRCA genlerindeki germ hattt mutasyonlar: ise ailesel gegisin %65-85

arasin1 kapsar (99,100). Over kanserine yatkinlik yapan diger genler arasinda MLH1,
MSH2, MSH6, PMS2, PALB2, RAD51C, RAD51D, TP53, BRIP1, BARD1, ATM, CHEK2

bulunmaktadir (101).

Tablo 2.11. Meme/over kanseri ile iliskilendirilmis ana genlerin yaptig1 sendromlar ve

meme/over kanser risk yiizdeleri (102)

iliskili Sendromlar Gen Lokus MK Riski * OK Riski *
BRCA1 17921.31 57-65% (70 yasa kadar) 39-44% (70 yasa kadar)
Ailesel meme ve over kanseri (OD)
BRCA2 13913.1 45-55% (70 yasa kadar) 11-18% (70 yasa kadar)
Peutz-Jeghers sendromu (OD) STK11 19p13.3 32-54% 18-21%
Cowden sendromu (OD) PTEN 10g23.31 25-85% D
Li-Fraumeni sendromu (OD) TP53 17p13.1 25-79% D
Ailesel Difiiz Gastrik Kanser (OD)  CDH1 16g22.1 39-52% (70 yasa kadar) D
Ataksi-Telenjiektazi (OR) ATM 11922.3 17-52% D
- CHEK2  22q121  25-39% D
- BARD1 2035 D D
Norofibromatozis Tip 1 (OD) NF1 17q11.2 ~8% (70 yasa kadar) D
Nijmegen Kirtk Sendromu (OR) NBN 8g21.3 12-30% D
Fankoni Anemisi (OR) PALB2 16pl12.2 44-63% (70 yasa kadar) 2—-10% (70 yasa kadar)
BRIP1 17923.2 D ~6%
- RAD51C 17qg22 D ~7%
- RAD51D 17q12 D ~15%
MLH1 3p22.2
MSH2 2p21-pl6
Lynch sendromu (OD) MSH6 2p16.3 D 4-12%
PMS2 7p22.1
EPCAM  2p21

OD: otozomal dominant; OR: otozomal resesif; MK: meme kanseri; OK: over kanseri D: degerlendirilmedi.

* Yiizdeler aksi belirtilmedik¢e yasam boyu riskleri temsil etmektedir.

Meme ve Over Kanserinde Genetik Degerlendirme Yontemleri

Sanger sekanslama yontemi ilk defa 1975 yilinda tamitilmistir (103). BRCAL ve

BRCA2 genlerinin tanimlanmasindan sonra sanger sekanslama yontemi yiiksek riskli
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ailelerde bu mutasyonlarin saptanmasi igin altin standart olmustur (104). Bu altin
standartin yaninda BRCAL ve BRCA2 genlerinde nokta mutasyonlarina oranla daha az bir
miktar delesyon da goriilebildigi i¢in bu kismi taramak amaciyla MLPA (miiltipleks
ligasyona bagli prob amplifikasyonu) yontemi de kullanilmaktadir. (105) BRCA genleri
meme ve over kanserlerinde tiim ailesel yatkinlig1 agiklamadigi i¢in siire¢ igerisinde meme

ve over kanserine yatkinlik olusturabilecek diger genler tespit edilmistir (5-7).

Yeni nesil dizileme yontemine bakildiginda ise bu yontem cesitli uzunluktaki DNA
dizilerini tiim genoma kadar dizileyebildigi i¢in ¢oklu gen panellerinin olusturulmasina
devrimsel nitelikte olanak saglamistir (8). Sanger dizileme yontemi zaman alici ve pahali
yontem olmasi nedeniyle YND yontemi MLPA ile kombine edildiginde daha hizli ve
efektif bir yol olarak karsimiza ¢ikmaktatir. (106) Giiniimiizde meme ve over kanserlerinde

BRCA harici genlerin de genis paneller halinde YND c¢aligilmas1t miimkiindiir (9).

NCCN (ulusal kapsamli kanser agi) ailesel meme ve over kanserlerinde genetik test
istemi i¢in klavuz yaymlamistir. Meme Kanseri i¢in yas, cinsiyet, kanser aile oykiisii,
dokunun patolojik durumu ve aile Oykiisii baz alinmaktadir. Over kanseri i¢in yas
farketmeksizin epitelyal over kanseri 6ykiisii bulunmasi ve kanser aile dykiisii bulunmasina

gore kriterler belirlenmistir (107).
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GEREC ve YONTEM

ARASTIRMANIN YERI ve ZAMANI

Tanimlayict kesitsel tasarima sahip bu tez c¢alismasi Istanbul Medeniyet
Universitesi T1ip Fakiiltesi Tibbi Genetik Ana Bilim Dali’nda 01.05.2021 ve 24.08.2023
tarihleri arasinda muayene edilmis ve genetik test istem kriterlerine uygun sekilde genetik

testleri istenip raporlari sonuglanan hastalar ile yliriitiilmiistiir.

ARASTIRMANIN POPULASYONU ve ORNEKLEM SECIiMIi

Aragtirmanin popiilasyonunu, meme ve/veya over kanseri tanist almis, genetik
degerlendirme amaciyla muayene edilmis ve istem kriterlerine uygun sekilde genetik

testleri yapilan ve raporlar1 sonuglanan 524 hasta olugturmaktadir.

Calismaya dahil etmek igin NCCN Guidelines Version 2.2024 ailesel kanser test
isteme Kriterleri baz alinmistir (107).

Over kanseri i¢in olan olgular yas géze alinmadan, epitelyal over kanserine sahip
veya 1. ve/veya 2. derece akrabalarinda epitelyal over kanseri aile dykiisii olan olgulardan

secilmistir.

Meme kanseri olan olgularda ise 50 yasinda veya 50 yas altinda olan olgular
calismaya dahil edilmistir. 50 yasin {istiinde olan olgular ise NCCN onergesi (107)

dogrultusunda ek kriterlere tabi tutulmustur.

Bu kriterler:

e Ailede 1., 2. veya 3. derece akrabalarda meme kanseri olmasi,
e Coklu primer meme kanseri olmasi (senkron veya metakron),
e Patoloji sonucunun tiglii negatif tipte olmasi,

e Meme kanseri olan hastanin cinsiyetinin erkek olmasi seklindedir.
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VERI TOPLAMA  FORMU ve  ARASTIRMANIN
DEGISKENLERI

Bu calismaya dahil edilen olgularin genetik test sonuglari hastanemizin Tibbi
Genetik boliimiine kurulu olan LIOS sisteminden almmustir. Olgularin klinik ve anamnez

bilgileri ise hastanemizin NUCLEUS sisteminden alinmaistir.

Aragtirmanin degiskenleri arasinda; hastalarin ilk tani yasi (yil), cinsiyet, kanser
tiri (meme, ve/veya over), akrabalardaki kanser ge¢misi, histopatolojik tip, histolojik

derece, molekiiler patolojik tip, genetik degerlendirme sonuglar1 yer almaktadir.

Arastirma siiresince belirtilen tarihler arasinda Tibbi Genetik bdliimiimiize
muayene olan hastalarin periferik kanlar1 hastanemizde aldirilarak, Saglik Bakanligi
Umraniye Egitim Arastirma Hastanesi biinyesindeki ortak kullanimda bulunan Tibbi
Genetik Laboratuvarma uygun saklama kosullartyla gonderilmistir. Bu laboratuvarda
genetik test i¢in islem gdren kanlarin hasta ham verileri hastanemiz SOPHIA ve LIOS
sistemlerine girisi yapilmis, tarafimizca yorumlanmistir. Bu yorumlanan test sonuglar

retrospektif olarak toplanmustir.

Kullanilan Alet ve Malzemeler

Aragtirma siliresince belirtilen tarihler arasinda Tibbi Genetik boliimiimiize
muayene olan hastalarin periferik kanlar1 hastanemizde aldirilarak ortak laboratuvarimiz
olan Saglik Bakanligi Umraniye Egitim Arastirma Hastanesi biinyesindeki Tibbi Genetik

Laboratuvarina uygun saklama kosullarinda gonderilip islem gormiistiir.

Hastalarin periferik kanlaria genetik test caligma siireci i¢inde kullanilan cihazlar

ve malzemeler Tablo 3.1’deki gibidir.
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Tablo 3.1. Genetik ¢calisma i¢in kullanilan cihaz ve malzemeler

Santrifiij (BECKMAN COULTIER Microfuge 20R, ABD / Neuation iFuge MOS8,
Hindistan)

Vorteks (BioSan V-1 plus, Litvanya; Ika MS3 basic Cin)

kuru blok 1sitici (Inovia Technology NDI serisi, Tlirkiye)

BIO-RAD T100 PCR Cihaz (Bio-Rad, ABD)

NextSeg 550Dx YND Cihazi (Illumina, ABD)

Qubit 4 Florometre Cihazi (ThermoFisher Scientific, ABD )

Agilent 2100 Bioanalyzer Cihaz1 (Agilent, ABD)

Otomatik Pipet(Eppendorf Research Plus, ABD / Slamed Pipette L, Almanya)

Pipet Ucu (Vertex NoStick Pipette Tips, ABD)

Ependorf tiip(SSIbio Graduated Microtubes, Natural, ABD)

50ml falkon tiip(CORNING Falcon® Conical Centrifuge Tubes, ABD)

PCR plate (BIO-RAD Multiplate PCR Plates 96-well, clear, ABD)

Manyetik plate (ThermoFisher Scientific Invitrogen Dynamag-96 Side Magnet, ABD)

Buz akiisii (SSIbio IsoFreeze cooling per rack, ABD)

Adeziv film(BIO-RAD Microseal ‘B’ seal, ABD)

ZEESAN Lab-Aid 824s Blood DNA Extraction Kit (Zeesan, Cin)

Qubit™ dsDNA High Sensitivity Quantitation Kit (Thermo Scientific, ABD )

Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent, ABD)

NextSeq Mid Output Reagent Kit v2 (Illumina, ABD)

Sophia Genetics DNA Library Prep Kit (Sophia Genetics, Fransa)

Sophia Genetics Custom Solution Kit (Sophia Genetics, Fransa)

SOPHIA DDM Universal Box (SOPHIA, Fransa)

IDTE (SOPHIA DDM Universal Box, SOPHIA, Fransa)

Manyetik boncuklar (SOPHIA DDM Universal Box, SOPHIA, Fransa)

Streptavidin (SOPHIA DDM Universal Box, SOPHIA, Fransa)

Ethanol (ISOLAB chemicals Ethanol Absolute, Tiirkiye)

Distile su

DTT(ZEESAN Lab Aid Kit, Cin)

Proteinaz K (GeneAll Exgene Blood SV DNA izolasyon kiti, Cambio, Birlesik Krallik;
ZEESAN Lab aid kiti, Cin)

GeneAll: Exgene Blood SV DNA izolasyon kiti (Cambio, Birlesik Krallik)
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Sekil 3.1. YND analizi i¢in uygulanan metotlarin 6zet bilgisi

Periferik Kandan DNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’11 tiiplerde bulunan periferik kan 6rneklerinin 500 pl’si alinarak
eppendorf tiiplere transfer edilmistir. Ardindan 60 pl DTT (Ditiotreitol, ZEESAN Lab Aid
kit, Cin) eklenerek vortekslenmistir. Bu asamadan sonra tiim iriinler proteinaz K
(ZEESAN Lab Aid kit, Cin), yitkama soliisyonlari ve manyetik boncuk igeren kuyucuklu
kartuglara konulduktan sonra ZEESAN Lab-Aid 824s DNA izolasyon cihazina (Zeesan,
Cin) yiiklenerek DNA izolasyonlart yapilmistir.

Otomatik izolasyonun dogru ¢alismadig1 nadir durumlarda ise DNA izolasyon kiti
kullanilarak islem manuel sekilde kit lreticisinin Onerilerine uygun olarak yapilmistir

(GeneAll: Exgene Blood SV DNA izolasyon kiti, Cambio, Birlesik Krallik).

Once, 200 uL periferik kan 3 saniye vortekslenip ependorfa konulmustur. Ustiine
sirasiyla 200 uL lizis buffer (Bl Buffer) ve 20 uL proteinaz K konulmustur. Bu iig¢
bilesenin karigmasi i¢in 3 saniye vorteks yapilmistir. Tip 56°C dereceye Onceden
ayarlanan 1s1 blogunda alinip 10 dakika inkiibe edilmistir. Ornek, 1s1 bloguna alindiktan
sonra 200 uL ethanol eklenmistir. Karismasi i¢in 5 saniye vortex yapilmistir. Bu asamadan
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sonra kolona transfer edilmistir. 6000g°de 1 dk santrifiij edilmistir. Kolondan eliisyona
ugrayan kisim atilip, kolon yeni bir tiipe gecirilmistir. Kolon iizerine 600 puL yikama
soliisyonu (BW buffer) konulduktan sonra 6000g°de 1 dk santrifiij edilmistir. Ayn1 sekilde
santrifiij sonras1 kolon yeni bir tiipe alinmistir. Uzerine 700 pL yikama soliisyonu (TW
buffer) eklendikten sonra 6000g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipe eliisyon
olan siv1 kisim atilip aynu tiip ile isleme devam edilmistir. Ornek, yikama soliisyonlarinin
iyice temizlenmesi ve safligin artirilmasi amaciyla yiliksek hizda 13000g°de 1 dk santrifiij
edilmistir. Sonra kolon yeni bir tiipe alinarak kolonda tutunmus DNA’y1 elde etmek
amaciyla 150 pL eliisyon soliisyonu (AE buffer) eklenmistir. Ornek 13000g’de 1 dk
santrifiij edildikten sonra kolon atilip, izole DNA bulunan ependorf tiipii ile sonraki isleme

gecirilmistir.
DNA Kalitesinin ve Miktarinin Belirlenmesi

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi asamasinda “Ornek Sayisi (n) = Standart
Sayis1 (2) + Hasta Sayist (x)” formiili kullanilarak 6nce optimal ornek sayisi
hesaplanmistir. Bu calismada her seride o6rnek sayisi 16 olacak sekilde planlanmistir.
Olgiim 6ncesi 6rnek sayisinin iki fazlas1 olacak sekildeki hacimde ¢alisma soliisyonu

asagidaki formiile gére hazirlanmistir:

Calisma Soliisyonu =n x 1 pL Floresan Boya + n x 199 pL Qubit Tamponu

Genomik DNA oOrneklerinin konsantrasyonlarin1 6lgmek icin, standartlar ¢alisma
soliisyonu ile 1:20, drnekler ise 1:200 seyreltilerek olusturulmustur (Qubit™ dsDNA High
Sensitivity Quantitation Kit, ABD ; Qubit 4 Florometre Cihazi, ThermoFisher Scientific,
ABD ) (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. DNA Kkalite ve miktar 6l¢iimii standart ve 6rnek hazirlanmasi

DNA (ul) Calisma Soliisyonu (ul)

Standart (A ve B) 10 190
Ornek (Yiiksek Kaliteli DNA) 2 198
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YND icin Kiitiiphane Olusturulmasi

Konsantrasyon Ol¢iimii tamamlandiktan sonra, kiitiiphane olusturmak igin {ic
basamaktan birincisi olan tek tiip ile DNA fragmentasyonu, Fx reaksiyonuna gegilmistir.
Bu reaksiyon kurulurken, gDNA oOrneklerinin konsantrasyonu 8ng/ul olacak sekilde

toplam hacim IDTE (Tris-EDTA) soliisyonu ile 15ul’ye tamamlanmustir.

DNA konsantrasyonlar: esitlendikten sonra buz blogu iizerine alinmistir. 16 6rnek
amplifikasyonuna gore FX tamponu, FX enzim karisimi ile 1:10 seyreltilerek olusan Fx
Reaction Pre-Mix hazirlanmistir (Sophia Genetics DNA Library Prep Kit, Fransa) (Tablo
3.3).

Tablo 3.3. Fx reaksiyon karisim hacimleri

FX REACTION PRE-MIX 16 Ornek

FX Buffer 10x 47,5 ul 10 kez nazikg¢e pipetlenmis, kisa spin
FX Enzyme Mix 95 ul yapilip buzda bekletilmistir.

Buz blogu iizerindeki Orneklerin her birine 2,5 pl Fx Enhancer eklenmistir
Sonrasinda her bir 6rnek icin 7,5 pul Fx Reaction Pre-Mix eklenmistir. FXFrag PCR
programinda ilk basamak olan 4°C’ye gelinceye kadar oOrnekler buz blogu {iizerinde
bekletilmistirler ve derece 4°C’ye geldiginde PCR cihazina alinip, reaksiyon baglatilmigtir
(Tablo 3.4). Basamaklar arasinda her bir karisim eklenirken yaklasik 10 kez nazikge

pipetaj ve tiip ¢eperlerinde soliisyon kalmamasi amaciyla, kisa bir ¢oktiirme yapilmstir.

Tablo 3.4. PCR FXFrag Program

Sicaklik (°C) Zaman (dakika)
Kapak 70
Adimm 1 4 1
Adim 2 32 5
Adim 3 65 30
Adim 4 4 Bekleme
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PCR programi devam ederken ikinci basamak olan adaptor ligasyon basamagi igin;
Ligation Pre-Mix (Tablo 3.5) ve PCR Pre-Mix (Tablo 3.6) Sophia Genetics DNA Library
Prep Kit (Fransa) kullanilarak asagida gosterilen oranla hazirlanmistir ve buz bloguna
konulmustur. FXFrag programi bittiginde Ornekler buz bloguna alindiktan sonra ve
tizerlerine 2,7ul adaptorler homojen olarak karistirildiktan sonra 22,5ul Ligation Pre-Mix.

Kisa bir ¢oktiirmenin ardindan 20°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Tablo 3.5. Ligasyon karisimi hazirlanmasi

16 Ornek igin (ul)

DR 92y eglamponu 5x - 190 10 kez nazikge pipetlenmistir, kisa

DNA gz £ spin yapilmistir ve buzda
Niikleaz-igermeyen su 142.5 bekifilmistir
Tablo 3.6. PCR PRE-karisimi hazirlanmasi

16 Ornek igin (ul)

HiFi PCR Master Karigimi 2x 230 10 kez nazikge pipetlenmistir,

Primer Mix [llumina Kiitiiphane = 13.8 kisa spin yapilmistir ve buzda

Amplifikatori bekletilmistir

Nucleaz-igermeyen su 32.2

Inkiibasyon sonrasi toplam 50 pl olan iiriinlerine istenilen DNA fragmentlerinin
temizlenmesi i¢in 40 pul AMPure XP boncuklar1 eklenerek, oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmisgtir. 3 dakika miknatisa maruz birakilarak, boncuklara baglanan DNA
fragmentleri, siipernatantta bulunan fazlalik tuz, enzim, primer gibi istenmeyen
kirliliklerden uzaklastirilmistir. Ardindan, 6rnekler 200ul %80 EtOH (v/v) ile birlikte 30
saniye siireyle yikanmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Alkol ile yikama basamag: bir
kez daha tekrarlandiktan sonra Ornekler, 5 dakika oda sicakliginda bekletilerek kalan
alkoliin uzaklagmasi saglanmistir. Elde edilen pellet, hala manyetik stand {izerinden

aliarak 52,5 ul su ile ¢oziildiikten sonra yeniden miknatisa maruz birakilarak, érneklerin
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boncuklardan eliisyonu siireci tamamlanmistir. Sonrasinda 50 pl silipernatantlar yeni bir

tiipe alinmiglardir.

Ormneklerin safliginin artirilmas1 amaciyla, iki kere daha manyetik boncuklu
ornekler, ilk once 50 pl iirlin tizerine 30ul AMPure XP Beads eklenerek ayristirilmis, daha
sonrasinda da buradan elde edilen 70 pl siipernatantin iizerine 10 ul AMPure XP Beads
eklenerek tekrarlanmistir ve yaklasik 10 kez pipetaj yapilmigtir. 75 pl hacmindeki eliisyon
slipernatant uzaklastirildiktan sonra, drnekler 200 pl %80 EtOH (v/v) ile yikama basamagi
bir kez daha tekrarlanmistir. Elde edilen pellet 10 pl IDTE ile ¢oziilmiistiir ve iizerinde
daha 6nce hazirlanmis olan 15 pl PCR Pre-Mix eklenerek, kiitiiphane olusturulmasinin son

basamagi olan LibAmp programina gegilmistir (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. PCR LibAmp Program

Sicaklik (°C) Zaman (s)

Kapak 99

Oncii Adim 98 120

Adim 1 98 20

Adim 2 60 30 8 Dongii
Adim 3 72 30

Son Adim 72 60

10 Bekleme

Kiitiiphanenin amplifikasyonu sonrasinda elde edilen 25 pl iirlin iizerine 1:1
oraninda, 25 pl AMPure XP Beads eklenerek bir Onceki basamaktaki piirifikasyon
islemleri tekrarlanmustir. iki kere 200 pl %80 EtOH (V/V) ile yikanmasinin ardindan kalan
alkol uzaklastirilirmistir. 14 pl su ile ¢oziilen pellet, bir 6nceki PCR basamagindaki sekilde
boncuklardan ayrilarak, son triin 13 pl olacak sekilde, siipernatantlari yeni bir tiipe

alinmislardir.

Kiitliphane havuzu olusturulmasindan  Oncesinde, Orneklerin kalite ve

konsantrasyonlar1 Qubit™ dsDNA High Sensitivity Quantitation Kit ile yapilmustir.
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Kiitiiphane Havuzlarinin Olusturulmasi

Kiitiiphane havuzu i¢in, her bir 6rnekten 56 ng olacak sekilde toplamda 32 6rnek
DNA-Lo-Bind tiipiinde birlestirilmistir. Olusturulan havuz igine 2 ul Blocking oligos xGen
Universal Blockers - TS Mix ve 5 ul Human Cot DNA eklenerek vakum altinda 45-
50°C’de liyofilize edilmistir.

Hibridizasyon reaksiyonlarinda pratik olmak amaciyla, yan yana duran PCR
cihazlar biri 95°C, digeri ise 65°C inkiibasyona ayarlanmistir. Sonrasinda Hybridization

Mix (Tablo 3.8) Sophia Genetics Custom Solution Kit (Fransa) kullanilarak hazirlanmastir.

Tablo 3.8. Hibridizasyon karisimi formiilasyonu

Hibridizasyon Karisimi 1. Havuz (ul) 2. Havuz (ul)
2x Hibridizasyon Tamponu 8,5 18,7
Hibridizasyon Tamponu Hizlandiricisi 34 7,48
NFW 1,1 2,42
Toplam Hacim 13 28,6

Sonrasinda liyofilize pelet, 13 pl Hibridizasyon karisimi i¢inde homojen olarak
¢oziilmistiir. Restispanse pelet, her havuz ayr tiipte olacak sekilde, yeni bir PCR tiipiine
aktarilmistir. PCR cihazinda 95°C’ta 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon devam
ederken problar hazirlanmig, 10 dakikalik inkiibasyon sonunda, 65°C’taki inkiibasyona
alian tiiplere, 4 ul prob eklenerek, karistirilmistir. Tiipler 65°C 4 saatlik inkiibasyona

birakilmustir.

Inkiibasyon siiresi i¢inde, bir sonraki asamada kullanilacak olan ytkama tamponlart
Tablo 3.9’daki gibi hazirlanmistir. Tamponlarin sicaklarmin 6rnek sicakliklarina esit

olmasi i¢in hazirlanan tamponlar 2 saat boyunca 65°C’de inkiibe edilmistir.

Tablo 3.9. Hibridizasyon sonrasi yikama tamponlari formiilasyonlari/receteleri

Tampon Stok Tampon (ul)  Su (ul)  Son Hacim 1x (ul)
10x Yikama Tamponu | 66 594 660
10x Yikama Tamponu Il 44 396 440
10x Yikama Tamponu Il| 44 396 440
10x Giiglii Yikama Tamponu 88 792 880
2x Boncuk Yikama Tamponu 550 550 1100
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Kiitiiphanelerin zenginlestirilmesi ve saflastirilmasi
Calismaya baslamadan yaklasik yarim saat dnce Streptavidin konjuge boncuklar

cikarilmistir ve oda sicakligina gelmesi saglanmastir.

Tablo 3.10. Kiitiiphane havuzunda kullanilacak Streptavin boncuklarin yikanmasi

1. Havuz igin (ul) 2. Havuz icin (pl)

Oda sicakligina getirilmis Streptavidin Boncuklar 100 200
1X Boncuk Yikama Tamponu 1.yikama 200 400
1X Boncuk Yikama Tamponu 2.yikama 100 200

Havuz o6rneklerinin inkiibasyon sonunda streptavidin boncuklara baglanarak
saflagtirlmasinda  kullanilmak amaciyla streptavidin boncuklarin temizle islemine
baglanmistir. Tablo 3.10°da belirtilen oranlarda 1,5ml’lik tiipe Streptavidin Beads iiriinlere
eklenerek, manyetik stand’a yerlestirilmis, slipernatant berraklasincaya kadar bir siire
beklenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan pellete Bead Yikama Tamponu
eklenerek yikama iglemine baslanmistir. 10 saniye kadar vortekslenen 6rnek, miknatisa
yerlestirilerek, siipernatant berraklasincaya kadar bir siire beklenmistir. Yikama asamasi

bir kere daha tekrarlanmustir.

Arindirilmis ~ Streptavidin - boncuklar 65°C’taki  PCR cihazina yerlestirilir
yerlestirilmez, 4 saatlik inkiibasyonda olan 17 ul’lik Hibridizasyon reaksiyonu ile nazikge
pipetleyerek karistirilmistir. PCR cihazinin kapagi kapatilip 45 dk boyunca inkiibe
edilmistir. Her 15 dakikada bir nazik¢e pipetaj yapilmistir. Boylelikle, biotin bagli problara

streptavidin beadlerin baglanmas1 saglanmistir.

Inkiibasyonda gegen 45 dakikanin sonunda 100 uL 1X Yikama Tamponu 1
(65°C’sicakliktaki) yine 65°C’de streptavidin boncuklarla inkiibe olan hibridizasyon
reaksiyonuna eklenmistir. Ardindan 1.5mL’lik temiz DNA Lo-bind tiiplere aktarilmistir.
Hizlica miknatisa yerlestirilen Orneklerde, siipernatantin seffaflagmasi beklenmis ve
siipernatant dikkatlice uzaklastirilmistir. 200 pl 1x Stringent Yikama Tamponu (65°C
sicakliktaki) nazik¢e boncuk peletinin {izerine eklenmistir ve nazikge resiispanse edilmistir.
65°C’deki 5 dakikalik inkiibasyonun ardindan, tiip tekrar miknatisa alinarak Stringent

Yikama Tamponu ile yikama basamagi tekrar edilmistir.
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Inkiibasyonda gecen 5 dakikanin sonunda tiip oda sicakliginda manyetik standa
yerlestirilerek ve seffaf siipernatant uzaklastirilir. Tiip sirasiyla 200 pl 1x Yikama
Tamponu 1, (oda sicakligindaki WB1), Yikama Tamponu 2, (oda sicakligindaki WB2),
Yikama Tamponu 3, (oda sicakligindaki WB3) ile yikanmistir. Ardindan Her bir tampon
yikamasindan sonra yapildigi sekilde miknatisa yerlestirilmis ve seffaf siipernatant
uzaklagtinnlmigtir. Tiip miknatistayken pelletin tlizerine 200 pl IDTE (oda sicakliginda)
eklenerek son bir defa yikanmustir. Arta kalan silipernatant ¢oktiiriilerek, hi¢ IDTE
kalmayacak sekilde tamamen uzaklastirilmistir. Pellet tizerine 20 pl nuclease-free su
eklenmis ve giizelce resiispanse edilmistir. Ardindan boncuk-su karigimi yeni bir PCR

tiiptine aktarilmistir.

Yakalama sonras1 amplifikasyon icin kullanilacak reaksiyon dgeleri, KAPA AMP
Pre-Mix, miktarlar Tablo 3.11°e uygun sekilde buzda hazirlanmigtir.

Tablo 3.11. Post-capture reaksiyon kurulumu

1. Reaksiyon i¢in (ul) 2. Reaksiyon i¢in (ul)

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 55
10x Kiitiiphane Amplifikasyon Primer Karigimi 2,5 55
NFW 2,5 55
Toplam Hacim 30 66

20 pl hacmindeki Streptavidin boncuk-su siispansiyonundan olusan son {iriin ve 30
uL KAPA Amp Pre-Mix ile pipetlenerek karistirilmistir. Daha sonra yakalama sonrasi

amplifikasyon programi asagidaki sekilde uygulanmistir. (Tablo 3.12).

Tablo 3.12. Post-capture reaksiyon KAPA Amp programi PCR kurulumu

Sicaklik (°C) Zaman (saniye)

Kapak 99

Oncii Adim 98 45

Adim 1 98 15

Adim 2 60 30 12 Déngii
Adim 3 72 30

Son Adim 72 60

10 Bekleme
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PCR sonrasi toplam 50 pl hacmindeki iiriin {izerine 1:1 oraninda AMPure XP
boncuklar1 eklenerek iirliniin saflastirilmasina baglanmistir. Bir onceki basamaklardaki
prosediirii izleyerek, iriin 200 ul %80 EtOH (v/v) ile iki kere yikanmustir. Temizligi
tamamlanan {iriin son bir defa 20 pl IDTE ile yikanmuis, eliisyon sonrasi 18 pl {iriin temiz

bir tiipe alinmistir.

Havuzlarin kalite kontrolii i¢in her bir havuzdan 2 ul 6rnek alinarak Qubit 4
(Qubit™ dsDNA High Sensitivity Quantitation Kit, ABD) florometrede ol¢tilmiistiir.
Agilent Bioanalyzer’da (Agilent, ABD) (Agilent High Sensitivity DNA Kit, ABD) 6l¢iim
igin 1 uL kullanilip fragman boyutu 300-700 baz ¢ifti olacak sekilde belirlenmistir.

YND Dizileme Prosediirii

Dizileme reaksiyonu asamasi YND cihazinda (Nextseq 550Dx, ABD) (NextSeq
Mid Output Reagent Kit v2 kullanilarak) gerceklestirilmistir. Hazir olan kiitiiphaneler 4
nM (nanomolar) konsantrasyona diistirtilmiistiir ve esit konsantrasyonda olacak sekilde tek
bir tiipe aktarilmistir. Ornekler YND cihazina aktarildiktan sonra dogru program prosediirii

ile dizileme islemi baglatilmistir.
YND Sonuglarmin Analizi

Biyoinformatik analizler Sophia-DDM-V4 (versiyon 5.10.45) biyoinformatik analiz
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. APC, ATM, AXIN2, BAP1, BARDI1, BLM,
BMPR1A, BRCA1L, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK?2, DDB2, EPCAM,
ERCC2, ERCCS, ERCC4, ERCC5, FANCA, FANCC, FH, FLCN, GALNT12, HDAC2,
HOXB13, MEN1, MET, MITF, MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2,
NTHL1, PALB2, PMS2, PMS2CL, POLD1, POLE, POLH, PTCH1, PTEN, RADS5I1C,
RAD51D, RB1, RET, SMAD4, STK11, TP53, TSC1, TSC2, VHL, WT1, XPA, XPC genlerini
kodlayan bolgeler ve ekzon-intron smirlari (-/+10) analiz yapilirken, ClinVar
veritabam temel alinarak, giincel verilere gore yalnizca patojenik, muhtemel patojenik ve

Oonemi bilinmeyen varyantlar (VUS) seklinde rapor edilmistir.

Varyantlarin yorumlanmasinda American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) 2015 kilavuzu (108) temel alinmistir (Tablo 3.13). Tiirk
populasyonunu igeren yeterli ekzom ve genom veri bankalar1 bulunmadigi i¢in kontrol

popiilasyonu olarak 1000 genom projesi (https://www.internationalgenome.org/), doSNP
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) ve ExAC (su an gnome AD,
https://gnomad.broadinstitute.org/) veritabanlari 1.05.2020-18.08.2023 tarihleri arasinda

kullanilmastir.

Tablo 3.13. ACMG Simiflama Kriterleri

Siniflandirma Kriterler

Patojenik 1. 1 Cok Gigli (PVS1) VE
a. >1 Gugli (PS1-PS4) VEYA
b. >2 Orta (PM1-PM6) VEYA
c. 1O0rta(PM1-PM6) ve 1 Destekleyici (PP1-PP5) VEYA
d. >2 Destekleyici (PP1-PP5)
>2 Giigli (PS1-PS4) VEYA
3. 1 Gigli (PS1-PS4) VE
a. >3 Orta (PM1-PM6) VEYA
b. 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 Destekleyici (PP1-PP5) VEYA
c. 1O0rta (PM1-PM6) VE >4 Destekleyici (PP1-PP5)

n

Muhtemel 1. 1 Cok Giiglii (PVS1) VE 1 Orta (PM1-PM6) VEYA
Patoienik 2. 1 Gigla (PS1-PS4) VE 1-2 Orta (PM1-PM6) VEYA
J 3. 1 Giglu (PS1-PS4) VE >2 Destekleyici (PP1-PP5) VEYA
4. >3 Orta (PM1-PM6) VEYA
5. 2 Orta (PM1-PM6) VE >2 Destekleyici (PP1-PP5) VEYA
6. 1Orta (PM1-PM6) VE >4 Destekleyici (PP1-PP5)
Benign 1. 1 Bagmmsiz (BAl) VEYA
2. >2 Gugli (BS1-BS4)
Muhtemel Benign 1. 1 Gigli (BS1-BS4) ve 1 Destekleyici (BP1-BP7) VEYA
2. >2 Destekleyici (BP1-BP7)
Klinik Onemi 1. Ustteki kriterlerin karsilanmamasi durumunda veya iyi huylu ve
Belirsiz patojenik kriterlerinin geligkili olmasi durumunda bu sinifi alir.
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ETiK KONULAR VE iZINLER

Arastirmaya baslamadan once, S.B. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe
Egitim Ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu’ndan etik kurul oluru
alimmustir (Onay tarihi: 21.12.2022 ve karar numarasi: 2022/0759) (Ek-2).

Calismanin  tasarimi, verilerin toplanmasi, veri analizi Ve raporlanmasi
asamalarinda Iyi Klinik Uygulama (Good Clinical Practice) prensiplerine ve Helsinki

Bildirgesi’ne uygun davranilmstir.

Calismaya alinan hastalarin Kimlik bilgileri toplanmamus, arastirma kapsaminda

toplanan hasta verileri sadece arastirmanin bilimsel amaglar1 dogrultusunda kullanilmistir.

Aragtirmanin yiritiilmesinde herhangi bir kisi ya da kurumdan mali kaynak

saglanmamustir.

ISTATISTIK ANALIZ

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 20.0 istatistik yazilim1 kullanilarak yapilmistir.
Tanimlayici istatistiklerin sunumunda; siirekli sayisal degiskenler igin medyan ve %25 -
%75 ceyreklikler arast dagilim (CAD) ve ortalama ve standart sapma (SS), kategorik
degiskenler icin say1 (n) ve yiizde (%) degerleri kullanilmistir. Kategorik degiskenlerin
karsilastirlmasinda Fisher’in Kesin Testi kullanilmustir. Istatistik anlamlilik sinir1 p<0,05

olarak kabul edilmistir.

35



BULGULAR

Calisma periyodu boyunca arastirmanin dahil edilme ve dislanma kriterleri
kapsaminda caligsmaya katilan 524 hastanin 428’1 (%81,7) Meme Ca, 99’u Over Ca tanisi

almigtir. Hastalarin 3’tinde hem Meme Ca hem de Over Ca saptanmustir.

OLGULARIN DEMOGRAFIK ve KLINiK OZELLIKLERI

Tablo 4.1°de olgularin cinsiyet ve ilk tan1 yasi dagilimlari sunulmustur. Bu verilere
gore, meme kanseri tanist konan hastalarin ¢ogunlugu (%99,3) kadin hastadir ve tanisi
ortalama 44,2 yasinda konmustur. Benzer sekilde, ovar kanseri konan hastalarin tani yas

ortalamas1 50,1 yil olarak ortaya konmustur.

Tablo 4.1. Olgularin cinsiyet ve ilk tam yas1 dagihmlari

Ozellik Meme Ca Hastalari (n=428) Over Ca Hastalar1 (n=99)
Cinsiyet, n (%)
Kadin 425 (99,3) -
Erkek 3(0,7) -
[k tan1 yas1 (y1l), n (%)
40 alt1 100 (23,4) 11 (11,2)
40-49 aras1 249 (58,2) 35(35,4)
50 ve tizeri 79 (18,5) 53 (53,5)
Ortalama+SS 44,2482 50,1+9,1
Ortanca (CAD) 44,0 (40,0-48,0) 50,0 (45,0-57,0)

SS: Standart sapma, CAD: Ceyreklikler aras1 dagilim

Tablo 4.2°de Meme Ca olgularinin histopatolojik 6zellikler verilmistir.
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Tablo 4.2. Meme Ca olgularimin histopatolojik o6zellikleri

Ozellik n (%)
Histopatoloji
Duktal karsinoma in situ 10 (5,8)
Lobiiler karsinoma in situ 2(1,2)
Invaziv duktal 137 (81,1)
Invaziv lobiiler 15 (8,9)
Invaziv mikst 1 (0,6)
Invaziv metaplastik 3(1,8)
Tagl yiiziik hiicreli 1(0,6)
Toplam 169 (100,0)
Molekiiler patoloji
Uclii negatif 44 (28,9)
Luminal A 35 (23,0)
Luminal B 63 (41,5)
Her2 pozitif 10 (6,6)
Toplam 152 (100,0)
Histolojik derece
Derece 1 26 (21,3)
Derece 2 47 (38,5)
Derece 3 49 (40,2)
Toplam 122 (100,0)

Calismaya alinan ve histopatoloji bilgilerine erisilebilen 169 Meme Ca hastasinin
olgular1 goz oniine alinarak, meme kanseri hastalarindaki major histopatolojik alt tiirlin
invaziv duktal (%81,1) oldugu ortaya konmustur. Ancak, molekiiler patolojik ve histolojik
derece bakimindan veriler gézden gegirildiginde genel patolojik bulgular kadar net bir
kiimelenme bulunmadigi; molekiiler patolojik olarak en sik Luminal B (%41,5) alt tiiriine
rastlandig1 ve bunu, tg¢li negatif (%28,9), Luminal A (%23) ve Her2 pozitif (%6,6)’1erin
izledigi gozlemlenmistir. Ayrica, histolojik derecelere gore sikliklarin; Derece 1 (%21,3),
Derece 2 (%38,5) ve Derece 3 (%40,2) oldugu bulunmustur.

Tablo 4.3’te Over Ca olgularinin histopatolojik 6zellikler verilmistir. Over kanseri
histopotolojik alt tiirlerinden en sik Yiiksek derece serdz (%65,5) goriilmiisken, bunu

Diisiik derece serdz (%8,2), Berrak hiicreli (%6,1) ve Endometrioid (%6,1), Graniiloza
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hiicreli karsinom (%4), ve esit oranlarda; Miisindz (%1), Disgeermiom (%1), Serdz
papiller karsinom (%1), Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom (%1) ve Miks tip karsinom
(%1) olarak izlenmektedir.

Tablo 4.3. Over Ca olgularinin histopatolojik ozellikleri

Ozellik n (%)

Histopatoloji
Yiiksek derece serdz 32 (65,5)
Diisiik derece ser6z 4(8,2)
Berrak hiicreli 3(6,1)
Endometrioid 3(6,1)
Miisinoz 1(2,0)
Graniiloza hiicreli karsinom 2(4,1)
Disgerminom 1(2,0)
Ser6z papiller karsinom 1(2,0)
Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom 1(2,0)
Mikst tip karsinom 1(2,0)

Toplam 49 (100,0)

Tablo 4.4’te olgularin ailevi kanser 6ykiileri sunulmustur.
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Tablo 4.4. Olgularin ailevi kanser oyKkiileri

Ozellik Meme Ca Over Ca
Hastalan Hastalan
(n=428) (n=99)

Birinci derece kadin akrabalarin en az birinde Meme Ca, n (%)

Yok 339 (79,2) 85 (85,9)

Var 89 (20,8) 14 (14,1)
Birinci derece kadin akrabalarin iki veya fazlasinda Meme Ca, n (%)

Yok 415 (97,0) 99 (100,0)

Var 13 (3,0) 0(0,0)
Birinci derece erkek akrabalarda Meme Ca, n (%)

Yok 427 (99,8) 99 (100,0)

Var 1(0,2) 0(0,0)
Ikinci derece kadin akrabalarda Meme Ca, n (%)

Yok 353 (82,5) 88 (88,9)

Var 75 (17,5) 11 (11,1)
Ikinci derece erkek akrabalarda Meme Ca, n (%)

Yok 427 (99,8) 99 (100,0)

Var 1(0,2) 0(0,0)
Birinci derece kadimn akrabalarin en az birinde Over Ca, n (%)

Yok 421 (98,4) 96 (97,0)

Var 7(1,6) 3(3,0)
Birinci derece kadin akrabalarin iki veya fazlasinda Over Ca, n (%)

Yok 427 (99,8) 98 (99,0)

Var 1(0,2) 1(1,0)
Ikinci derece kadin akrabalarda Over Ca, n (%)

Yok 425 (99,3) 99 (100,0)

Var 3(0,7) 0(0,0)
Birinci derece akrabalarda diger kanser, (%)

Yok 317 (74,1) 63 (63,6)

Var 111 (25,9) 36 (36,4)
Ikinci derece akrabalarda diger kanser, (%)

Yok 307 (71,7) 78 (78,8)

Var 121 (28,3) 21 (21,2)

Calismaya dahil edilen ve Meme Ca saptanan 428 hastanin 89’unun (%20,8) birinci

derece kadin akrabalarin en az birinde Meme Ca, 75’inde (%17,5) ise ikinci derece kadin
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akrabalarinin birinde Meme Ca oldugu saptanmistir (Tablo 4.4). Ayrica, 428 hastanin
111°inin (%25,9) birinci derece akrabalarinda baska bir kanser tipi, 121’inde (%28,5) ise
ikinci derece akrabalarinda diger bir tip kanser olgusu bulunmaktadir. Meme Ca tanisi
konan hastalarin kiigiik bir kisminda; over kanserine sahip, birinci derece (%1,6) ve ikinci

derece (%0,7) akraba 6ykiisii bulunmaktadir.

Bununla birlikte, ¢alismaya alinan 99 Over Ca hastanin birinci derece (%3) veya
ikinci derece (%1) akrabalarinda da Over Ca dykiisii oran1 oldukga diisiiktiir. Ayrica, Over
Ca olgusuna sahip 99 hastanin 14’iiniin (%14,1) birinci derece kadin akrabalarinda Meme
Ca olgusu saptanirken, ikinci derece akrabalarinda bu tantya 11’inde (%11,1) rastlanmistir.
Over Ca tanis1 konan kohortumuzdaki 99 hastanin, aile dykiistindeki herhangi baska bir tip
kanser tiiri olgusu bulunan 36’s1 (%36,4) birinci, 21’1 (%21,1) ikinci dereceden akrabalar

yer almaktadir (Tablo 4.4).

YENI NESIL DiZILEME BULGULARI

Calismaya dahil edilen 524 hastanin 205’inde (%39,1) YND sonuglarina gére VUS
(%34,8), muhtemel patojenik (%5,7) veya patojenik (%7,8) en az bir varyant saptanmustir.
Muhtemel patojenik ve patojenik bulunan dizileme sonuglart Ek Tablo 1’de sunulmustur
(EKk-3).

Tablo 4.5’te Meme Ca hastalarinda genetik varyantlarin sikligi ve Sekil 4.1°de

saptanan genetik varyantlarin tiirlerine gére dagilimi verilmistir.
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Tablo 4.5. Meme Ca hastalarinda genetik varyantlarin sikhgi

Gen Bolgesi Normal VUS Muhtemel patojenik Patojenik Toplam

APC 427 (99,8) 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
ATM 408 (95,3) 16 (3,7) 1(0,2) 3(0,7) 428 (100,0)
AXIN2 426 (99,5) 0(0,0) 2(0,5) 0(0,0) 428 (100,0)
BAP1 427 (99,8) 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
BARD1 421 (98,4) 6(1,4) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
BLM 427 (99,8) 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
BMPR1A 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
BRCAL 412 (96,3) 8(1,9) 1(0,2) 7(1,6) 428 (100,0)
BRCA2 397 (92,8) 17 (4,0) 2(0,5) 12 (2,8) 428 (100,0)
BRIP1 422 (98,6) 6 (1,4) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
CDH1 421 (98,4) 7(1,6) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
CDK4 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
CDKN2A 427 (99,8) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,2) 428 (100,0)
CHEK2 402 (93,9) 18 (4,2) 5(,2) 3(0,7) 428 (100,0)
DDB2 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
EPCAM 425 (99,3) 3(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
ERCC2 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
ERCC3 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
ERCC4 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
ERCC5 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
FANCA 424 (99,1) 1(0,2) 3(0,7) 0(0,0) 428 (100,0)
FANCC 428 (100,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
FH 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
FLCN 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
GALNT12 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
HDAC2 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
HOXB13 427 (99,8) 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
MEN1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MET 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MITF 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MLH1 418 (97,7) 10 (2,3) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MSH2 419 (97,9) 9(2,1) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MSH3 427 (99,8) 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
MSH6 421 (98,4) 7(1,6) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
MUTYH 422 (98,6) 1(0,2) 5(1,2) 0(0,0) 428 (100,0)
NBN 423 (98,8) 5(1,2) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
NF1 414 (96,7) 14 (3,3) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
NF2 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
NTHL1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
PALB2 423 (98,8) 2(0,5) 0(0,0) 3(0,7) 428 (100,0)
PMS2 425 (99,3) 3(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
PMS2CL 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
POLD1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
POLE 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
POLH 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
PTCH1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
PTEN 423 (98,8) 4(0,9) 0(0,0) 1(0,2) 428 (100,0)
RAD51C 424 (99,1) 3(0,7) 0(0,0) 1(0,2) 428 (100,0)
RAD51D 419 (97,9) 6 (1,4) 0(0,0) 3(0,7) 428 (100,0)
RB1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
RET 427 (99,8) 0(0,0) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
SMAD4 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
STK11 427 (99,8) 1(0,2) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
TP53 426 (99,5) 1(0,2) 1(0,2) 0(0,0) 428 (100,0)
TSC1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
TSC2 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
VHL 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
WT1 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
XPA 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
XPC 428 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 428 (100,0)
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Meme Ca hastalarinin genetik analizlerinde; BMPR1A, CDK4, DDB2, ERCC2,
ERCC3, ERCC4, ERCC5, FANCC, FH, FLCN, GALNT12, HDAC2, MEN1, MET, MITF,
NF2, NTHL1, PMS2CL, POLD1, POLE, POLH, PTCH1, RB1, SMAD4, TSC1, TSC2,
VHL, WT1, XPA ve XPC gen bolgelerinde herhangi bir varyasyon saptanmamuistir.

Buna karsin, APC gen bdlgesinde 1 (%0,2) VUS; ATM gen bolgesinde 16 (%3,7)
VUS, 1 (%0,2) muhtemel patojenik varyant, 3 (%0,7) patojenik varyant; AXIN2 gen
bolgesinde 2 (% 0,5) muhtemel patojenik varyant; BAP1 gen bolgesinde 1 (%0,2)
muhtemel patojenik varyant; BARD1 gen bolgesinde 6 (%]1,4) VUS; BLM gen bolgesinde
1 (%0,2) VUS; BRCAL gen bolgesinde 8 (%1,9) VUS, 1(%0,2) muhtemel patojenik ve 7
(%1,6) patojenik varyant; BRCA2 gen bolgesinde 17 (%4) VUS, 2 (%0,5) muhtemel
patojenik ve 12 (%2,8) patojenik varyant; BRIP1 gen bolgesinde 6 (%1,4) VUS; CDH1
gen bolgesinde 7 (%1,6) VUS; CDKN2A gen bolgesinde 1 (9%0,2) patojenik varyant;
CHEK2 gen bolgesinde 18 (%4,2) VUS, 5 (%1,2) muhtemel patojenik ve 3 (%0,7)
patojenik varyant; EPCAM gen bolgesinde 3 (%0,7) VUS; FANCA gen bolgesinde 1(%0,2)
VUS ve 3 (%0,7) muhtemel patojenik varyant; HOXB13 gen boélgesinde 1 (%0,2)
muhtemel patojenik varyant; MLH1 gen boélgesinde 10 (%2,3) VUS; MSH2 gen
bolgesinde 9 (%2,1) VUS; MSH3 gen bolgesinde 1 (%0,2) muhtemel patojenik varyant;
MSHG6 gen bolgesinde 7 (%1,6) VUS; MUTYH gen bélgesinde 1 (%0,2) VUS ve 5 (%1,2)
muhtemel patojenik varyant; NBN gen bolgesinde 5 (%1,2) VUS; NF1 gen bolgesinde 14
(%3,3) VUS; PALB2 gen bolgesinde 2 (%0,5) VUS ve 3 (%0,7) patojenik varyant; PMS2
gen bolgesinde 3 (%0,7) VUS; PTEN gen bolgesinde 4 (%0,9) VUS ve 1 (%0,2) patojenik
varyant; RAD51C gen boélgesinde 3 (%0,7) VUS ve 1 (%0,2) patojenik varyant; RAD51D
gen bolgesinde 6 (%1,4) VUS ve 3 (%0,7) patojenik varyant; RET gen bdlgesinde 1 (9%0,2)
muhtemel varyant; STK11 gen bolgesinde 1 (%0,2) VUS; TP53 gen bolgesinde 1(%0,2)
VUS ve 1(%0,2) muhtemel patojenik varyant saptanmistir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Meme Ca hastalarinda saptanan genetik varyantlarin tiirlerine gore

dagilhim

Tablo 4.6’te Over Ca hastalarinda genetik varyantlarin sikligi ve Sekil 4.2°de

saptanan genetik varyantlarin tlirlerine gére dagilimi verilmistir.

Over Ca hastalarinin genetik analizlerinde; AXIN2, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A,
CDH1, CDK4, CDKN2A, DDB2, EPCAM, ERCC3, ERCC4, ERCC5, FANCA, FH, FLCN,
GALNT12, HDAC2, HOXB13, MEN1, MET, MITF, MSH2, MSH3, NF2, NTHL1, PALB2,
PMS2CL, POLD1, POLE, PTCH1, RB1, RET, SMAD4, STK11, TP53, TSC1, TSC2,
VHL,WT1, XPA VE XPC gen bolgelerinde herhangi bir varyasyon saptanmamustir.

Buna karsin, APC gen bolgesinde 1 (%0,2) muhtemel patojenik varyant; ATM gen
bolgesinde 6 (%6,1) VUS ve 1 (%1) patojenik varyant; BRCA1 gen bolgesinde 2 (%2)
VUS, 5 (%5,1) patojenik varyant; BRCA2 gen bolgesinde 2 (%2) VUS, 2 (%2) patojenik
varyant; BRIP1 gen bolgesinde 1 (%1) VUS; CHEK2 gen bolgesinde 5 (%5,1) VUS;
ERRC2 gen bolgesinde 1 (%]1) muhtemel varyant; FANCC gen bolgesinde 1 (%]1)
patojenik varyant; MLH1 gen bolgesinde 1 (%1) VUS; MSH6 gen bolgesinde 2 (%2) VUS
ve 1 (%1) patojenik varyant; MUTYH gen bolgesinde 3 (%3) muhtemel patojenik varyant;
NBN gen bolgesinde 2 (%2) VUS; NF1 gen bolgesinde 4 (%4) VUS; PMS2 gen bolgesinde
1(%1) VUS; POLH gen bolgesinde 1 (%1) muhtemel patojenik varyant; PTEN gen
bolgesinde 1 (%1) VUS; RAD51C gen bolgesinde 1 (%1) patojenik varyant ve RADS1D

gen bolgesinde 1 (%]1) patojenik varyant saptanmistir (Tablo 4.5 ve Sekil 4.1).
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Tablo 4.6. Over Ca hastalarinda saptanan genetik varyantlarin sikhig

Gen Bolgesi Normal VUS Muhtemel patojenik Patojenik Toplam

APC 98 (99,0) 0(0,0) 1(1,0) 0(0,0) 99 (100,0)
ATM 92 (92,9) 6 (6,1) 0(0,0) 1(1,0) 99 (100,0)
AXIN2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
BAP1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
BARD1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
BLM 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
BMPR1A 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
BRCA1 92 (92,9) 2(2,0) 0(0,0) 5(5,1) 99 (100,0)
BRCA2 95 (96,0) 2(2,0) 0(0,0) 2(2,0) 99 (100,0)
BRIP1 98 (99,0) 1(1,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
CDH1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
CDK4 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
CDKN2A 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
CHEK2 94 (94,9) 5(5,1) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
DDB2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
EPCAM 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
ERCC2 98 (99,0) 0(0,0) 1(1,0) 0(0,0) 99 (100,0)
ERCC3 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
ERCC4 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
ERCC5 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
FANCA 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
FANCC 98 (99,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,0) 99 (100,0)
FH 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
FLCN 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
GALNT12 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
HDAC2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
HOXB13 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MEN1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MET 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MITF 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MLH1 98 (99,0 1(1,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MSH2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MSH3 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
MSH6 96 (97,0) 2(2,0) 0(0,0) 1(0,0) 99 (100,0)
MUTYH 96 (97,0) 0(0,0) 3(3,0) 0(0,0) 99 (100,0)
NBN 97 (98,0) 2(2,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
NF1 95 (96,0) 4 (4,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
NF2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
NTHL1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
PALB2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
PMS2 98 (99,0) 1(1,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
PMS2CL 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
POLD1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
POLE 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
POLH 98 (99,0) 0(0,0) 1(1,0) 0(0,0) 99 (100,0)
PTCH1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
PTEN 98 (99,0) 1(1,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
RAD51C 98 (99,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,0) 99 (100,0)
RAD51D 98 (99,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,0) 99 (100,0)
RB1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
RET 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
SMAD4 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
STK11 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
TP53 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
TSC1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
TSC2 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
VHL 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
WT1 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
XPA 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
XPC 99 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 99 (100,0)
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Sekil 4.2. Over Ca hastalarinda saptanan genetik varyantlarin tiirlerine gore dagilimi

Calismaya dahil edilen ve histopatolojik alt tip bilgilerine erigilebilen 169 Meme Ca
hastasinin, tiimorlerin histopatolojik alt tiplerine gore gen bdlgelerinde muhtemel

patolojik/patolojik varyant goriilme sikliklarinin karsilagtirilmasi Tablo 4.7°te sunulmustur.
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Tablo 4.7. Meme Ca hastalarinda tiimorlerin histopatolojik alt tiplerine gore gen

bolgelerinde muhtemel patolojik/patolojik varyant gorillme sikhklarinin

karsilastirilmasi
Muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme durumu, n (%)

Gen Duktal Lobiiler invaziv invaziv invaziv invaziv Tash N
Bolgesi karsinoma in karsinoma in duktal lobiiler mikst metaplastik yiiziik P

situ (n=10) situ (n=2) (n=137) (n=15) (n=1) (n=3) (n=1)
ATM 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 1(6,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,344
AXIN2 0 (0,0 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
BARD1 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
BRCA1 0(0,0) 0(0,0) 3(2,2) 1(6,7) 0(0,0) 1(33,3) 0(0,0) 0,167
BRCA2 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(100,0) 0,044
CDKN2A 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
CHEK2 0(0,0) 0(0,0) 2(1,5) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
MSH3 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
MUTYH 0(0,0) 0(0,0) 4(2,9) 1(6,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,655
PALB2 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
RAD51C 0(0,0) 0 (0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
RAD51D 0(0,0) 0(0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
TP53 0(0,0) 0 (0,0) 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999

*Fisher’in Kesin Testi kullanilmistir.

Duktal karsinoma in situ, lobiiler karsinoma in situ, invaziv mikst, invaziv
metaplastik ve tasl yliziikk histolojik alt tipine sahip tlimorlerde ATM gen bdlgesinde
muhtemel patolojik/patolojik varyant saptanmamisken, invaziv duktal alt tipe sahip 1
hastada (%0,7) ve invaziv lobiiler alt tipe sahip 1 hastada (%6,7) ATM gen bolgesinde
muhtemel patolojik/patolojik varyant saptanmistir. Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel

olarak anlamli degildir (p=0,344).

Sadece, invaziv duktal alt tipe sahip 1 hastada (%0,7) AXIN2 gen bolgesinde
muhtemel varyant saptanmis olup, gruplar arasindaki fark istatisksel olarak anlamli
degildir (p=0,999). Benzer durum; BARD1, CDKN2A, MSH3, PALB2, RAD51C, RAD51D

ve TP53 gen bolgelerinde de gdzlemlenmektedir.

BRCAL gen bolgesindeki muhtemel patojenik/patojenik varyantlarin 3 hastada (%2)
invaziv duktal, 1 hastada(%6,7) invaziv lobiiler ve 1 hastada (%33,3) invaziv metaplastik

timor alt tipi olarak seyretmistir, diger timor alt tiplerine rastlanmamustir (p=0,167).
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Duktal karsinoma in situ, lobiiler karsinoma in situ, invaziv mikst, invaziv
metaplastik ve invaziv lobiiler histolojik alt tipine sahip tiimorlerde BRCA2 gen bolgesinde
muhtemel patolojik/patolojik varyant saptanmamisken, invaziv duktal alt tipe sahip 1
hastada (%0,7) ve tasl yiiziik alt tipe sahip 1 hastada (%100) BRCA2 gen bdlgesinde
muhtemel patolojik/patolojik varyant saptanmistir. Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0,044).

MUTYH gen boélgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyasyonlarin 4 hastada
(%2,9) invaziv duktal ve 1 hastada (% 6,7) invaziv lobiiler tiimor alt tipi olarak goriilmiis,
diger tiimor histopatolojik alt tiplerinde bulguya rastlanmamistir. Gruplar arasindaki fark

istastiksel olarak anlamli degildir (p=0,655).

Tablo 4.8. Meme Ca hastalarinda tiimérlerin molekiiler patolojik alt tiplerine gore

gen bolgelerinde muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme sikhiklarmnin

karsilastirilmasi

Gen Muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme durumu, n (%) N
Bolgesi Uglii negatif (n=44) Luminal A (n=35) Luminal B (n=63) HER2+ (n=10) P
ATM 0 (0,0) 1(2,9) 0(0,0) 0(0,0) 0,296
AXIN2 0(0,0) 1(2,9) 0(0,0) 0(0,0) 0,296
BRCA1 4(9,1) 1(2,9) 2(32) 0(0,0) 0,504
BRCA2 1(2,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,586
CDKN2A 0 (0,0) 0 (0,0) 1(1,6) 0(0,0) 0,999
CHEK?2 0(0,0) 0(0,0) 2(3.2) 0(0,0) 0,566
MSH3 0 (0,0) 1(2,9) 0(0,0) 0(0,0) 0,296
MUTYH 2 (4,5) 1(2,9) 232 0 (0,0) 0,999
PALB2 1(2,3) 0(0,0) 1(1,6) 0(0,0) 0,999
RAD51C 1(2,3) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,586
TP53 0 (0,0) 1(2,9) 0(0,0) 0(0,0) 0,296

*Fisher’in Kesin Testi kullanilmstir.

Tablo 4.8’de ¢alismada histopatolojik bilgilerine ulasilabilen 152 Meme Ca
hastasinin, derlenen gen bolgeleri varyantlarimin farkli tiimor alt tiplerine; {iglii negatif,
Luminal A, Luminal B ve HER2+, gore dagilimlar1 verilmistir. Tabloda verilen gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli degildir. Meme Ca tiimdrlerinde HER2+ alt tipinde gen

bolgelerinde varyanta rastlanmamustir.
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Luminal A tipi timdr saptanan meme Ca hastalarinin, 1’1 (%2,9) ATM, 1°1 (%2,9)
AXIN2, 1’1 (%2,9) MSH3 ve 1’i (%2,9) TP53 gen bolgelerinde saptanan muhtemel
patojenik/patojenik varyantlar ile iligkilendirilmistir. Belirtilen gen bolgelerinde saptanan
varyantlarda baska bir tiimor histopatolojisi gozlemlenmemistir. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,296) (Tablo 4.8).

Meme Ca hastalarinda BRCAl gen bolgesinde tanimlanan muhtemel
patojenik/patojenik varyantlarin, 4’i (% 9,1) tgclii negatif, 1’1 (%2,9) Luminal A, 2’si
(%3,2) Luminal B tiimor alt tiplerine rastlanmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli degildir (p=0,504) (Tablo 4.8).

Meme Ca hastalarinda BRCA2 gen bolgesinde tanimlanan tek muhtemel
patojenik/patojenik varyantin timor histopatolojik bulgularla iliskisi, tiglii negatif (%2,3)
alt tipi olarak saptanmistir. Diger histopatolojik gruplarda bulgu saptanmamistir. Gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,586) (Tablo 4.8).

Meme Ca hastalarinin CHEK2 gen bdlgesinde tanimlanan 2 muhtemel
patojenik/patojenik varyantlarin tiimor histopatolojik bulgularla iligskisinde, 2’sinin de
Luminal B (%3,2) alt tipi olarak saptanmustir. Diger histopatolojik gruplarda bulgu
saptanmamustir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,566)

(Tablo 4.8).

Luminal B tipi tiimor saptanan hastalardan 1’inde (%1,6) CDKN2A gen bolgesinde
tanimlanan muhtemel patojenik/patojenik varyantin saptanmistir Diger histopatolojik
gruplarda bulgu saptanmamistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0,999) (Tablo 4.8).

Meme Ca hastalarin MUTYH gen bolgesinde saptanan muhtemel patolojik/patolojik
varyantlar ile iliskili tiimdr histopataolojik bulgulari; 2 hastada (%4,5) Uglii negatif, 1
hastada (%2,9) Luminal A ve 2 hastada (%3,2) Luminal B alt tipi tiimor olarak
belirlenmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,999) (Tablo
4.8).

Meme Ca hastalarin PALB2 gen bolgesi ile iliskilendirilen muhtemel
patojenik/patojenik varyantlar, 1 hastada (%2,3) ii¢lii negatif, diger bir hastada ise (%1,6)

Luminal B karakterinde saptanmistir. Luminal A ve HER2+ histopatoloji gruplarinda
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bulgu rastlanmamistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(p=0,999) (Tablo 4.8).

Uclii negatif meme Ca saptanan hastalarin, 1°,inde (%2,3) RAD51C gen bolgesinde
tanimlanan muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmistir. Diger histopatolojik
gruplarda bulgu saptanmamistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0,586) (Tablo 4.8).

Luminal A meme Ca tespit edilen hastalarin 1’inde (%2,9), TP53 gen bolgesinde
tanimlanan muhtemel patojenik/patojenik varyant ortaya konmustur. Diger histopatolojik

gruplarda bulgu saptanmamis, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir

(p=0,296) (Tablo 4.8).

Tablo 4.9. Meme Ca hastalarinda tiimoérlerin histolojik derecelerine gore gen

bolgelerinde muhtemel patolojik/patolojik varyant gorilme sikhiklarimnin

karsilastirilmasi

Gen Muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme durumu, n (%)

Bolgesi Derece 1 (n=26) Derece 2 (n=47) Derece 3 (n=49)

ATM 1(3,8) 0 (0,0 0(0,0) 0,213
AXIN2 1(3,8) 0(0,0) 0(0,0) 0,213
BRCAl 0 (0,0) 3(6,4) 2(41) 0,536
CDKN2A 0 (0,0) 1(2,1) 0(0,0) 0,598
CHEK2 0 (0,0) 2(43) 0 (0,0) 0,190
MSH3 1(3,8) 0 (0,0) 0 (0,0) 0,213
MUTYH 0 (0,0) 2(43) 2(41) 0,680
PALB2 0 (0,0) 1(2,1) 0(0,0) 0,598
RAD51C 0 (0,0) 0 (0,0) 1(2,0) 0,999

*Fisher’in Kesin Testi kullanilmustir.

Tablo 4.9°da, ¢alismada bilgilerine ulasilabilen 122 meme Ca hastasinin derlenen
gen bolgeleri varyantlarinin farkli timdor alt tiplerine; Derece 1, 2, ve 3’e gore dagilimlar

verilmisgtir.
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Derece 1 meme Ca hastalarinin 1’inde (%3,8) ATM gen boélgesinde muhtemel
patojenik/patojenik varyant oldugu bulunmusken, Derece 2 ve Derece 3 meme Ca
hastalarinda ATM gen bdlgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamaistir.

Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml dedgildir (p=0,213).

Benzer durum AXIN2 ve MSH3 gen bolgeleri igin de gecerli olup; Derece 1 meme
Ca hastalarinin 1’inde (%3,8) AXIN2 gen bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant
oldugu bulunmusken, Derece 2 ve Derece 3 meme Ca hastalarinda AXIN2 gen bolgesinde
muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamistir. Gruplar arasindaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,213).

Derece 1 meme Ca hastalarinin 1’inde (%3,8) MSH3 gen bdlgesinde muhtemel
patojenik/patojenik varyant oldugu bulunmusken, Derece 2 ve Derece 3 meme Ca
hastalarinda MSH3 gen bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamastir.

Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,213) (Tablo 4.9).

BRCAL gen bolgesi varyantlari tespit edilen meme Ca hastalarinin 3’4 (% 6,4)
Derece 2, 1’1 (% 4,1) Derece 3 tiimor alt tipinde gorilmiistiir. Derece 1 meme Ca
hastalarinda BRCA1 gen bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamugtir.

Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,536) (Tablo 4.9).

Derece 2 meme Ca hastalarinin 1’inde (%2,1) CDKN2A gen bdolgesine bagl tek
varyant goOriilmistiir. Derece 1 ve Derece 3 meme Ca hastalarinda CDKN2A gen
bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamistir. Gruplar arasindaki bu

fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,598) (Tablo 4.9).

Derece 2 meme Ca hastalarinin 2’sinde (%4,3) muhtemel patojenik/patojenik
CHEK2 gen varyant1 saptanmis, Derece 1 ve Derece 3 meme Ca hastalarinda CHEK2 gen

bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamistir. Gruplar arasindaki bu

fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,190) (Tablo 4.9).

MUTYH gen bolgesinde varyant saptanana meme Ca hastalarinin tiimor alt siniflari
sirasiyla; 2’si (% 4,3) Derece 2 ve 2’si (%4,1) Derece 3’tiir. Derece 1 meme Ca
hastalarinda MUTYH gen Dboélgesinde muhtemel patojenik/patojenik  varyant
saptanmamustir. Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,680)
(Tablo 4.9).
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Derece 2 meme Ca hastalarinin 1’inde (%2,1) PALB2 gen bdlgesinde bulunan
muhtemel patojenik/patojenik varyant tespit edilmis olup, Derece 1 ve Derece 3 meme Ca
hastalarinda PALB2 gen bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant saptanmamaistir.

Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,598) (Tablo 4.9).

Derece 3 meme Ca hastalarinin 1’1 (%2), RAD51C gen bdlgesinde bulunan
muhtemel patojenik/patojenik varyant ile iliskili bulunmustur. Derece 1 ve Derece 2 meme
Ca hastalarinda RADS51C gen bolgesinde muhtemel patojenik/patojenik varyant
saptanmamustir. Gruplar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,999)

(Tablo 4.9).
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Tablo 4.10. Over Ca hastalarinda tiimorlerin histopatolojik alt tiplerine gore gen bolgelerinde muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme

sikliklarmin karsilastirilmasi

Muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme durumu, n (%)

](i;:gesi Yiiksek derece  Diisiik derece Berrak Endometrioid Miisinoz GHK Disgerminom SPK BHNEK Mikst tip p*
seroz (n=32) seroz (n=4) hiicreli (n=3) (n=3) (n=1) (n=2) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)

ATM 1(3,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(00) 0,999
BRCAL 3(9,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
BRCA2 2(6,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
MUTYH 2(6,2) 1 (25,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,731
POLH 1(3,1) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,999
RAD51D 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0,102

GHK: Graniiloza hiicreli karsinom, SPK: Ser6z papiller karsinom, BHNEK: Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom.
*Fisher’in Kesin Testi kullanilmistir.
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Calismaya dahil edilen ve histopatolojik tiimor alt tip bilgilerine erisilebilen 49
Over Ca hastasinin; Yiiksek derece serdz, disiik derece serdz, berrak hiicreli,
endometrioid, miisinoz, GHK, disgerminom, SPK, BHNEK ve mikst tip, gore gen
bolgelerinde muhtemel patolojik/patolojik varyant goriilme sikliklarinin karsilastiriimasi

Tablo 4.10°da sunulmustur.

Over Ca tanili hastsarin histopatolojik bulgularinda; berrak hiicreli, endometrioid,

miisinoz, GHK, disgerminom, BHNEK ve mikst tip, tiimor alt tiplerine rastlanmamagtir.

Yiiksek derece serdz tlimor tipinde, Over Ca hastalarin 1’inde (%3,1) ATM gen
bolgelerinde muhtemel patojenik/patojenik varyant, goriilmistiir. Diger histopatolojik
gruplarda ATM gen bélgesine dair bir bulgu saptanmamistir. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,999) (Tablo 4.10).

Yiiksek derece serdz tiimor ozellikli, Over Ca tanili hastalarin 3’inde (%9,4)
BRCAL gen bolgesi iliskili gen varyantlari, 2°sinde (%6,2) BRCA2 gen bolgesi ile iliskili
varyantin saptanmistir. Diger histopatolojik gruplarda BRCA1 veya BRCAZ2 gen bolgesiyle
ilgili varyantlara dair bir bulgu saptanmamistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli degildir (p=0,999) (Tablo 4.10).

Over Ca tanili, MUTYH gen bolgesi muhtemel patojenik/patojenik varyantlarini
saptanan hastalarin 1’1 (%6,2) yiiksek derece serdz, 2’si (%25) diisiik derece serdz timor
histopatolojisi saptanmistir. Diger histopatolojik gruplarda MUTYH gen bolgesine ait bir
bulgu saptanmamustir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0,731) (Tablo 4.10).

Yiiksek derece serdz tiimorii karakterli Over Ca hastalarin 1’inde (%3,1) POLH
gen bolgesiyle iliskili varyant belirlenmistir. Diger histopatolojik gruplarda POLH gen
bolgesine ait bir bulgu saptanmamustir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

degildir (p=0,999) (Tablo 4.10).

SPK tiimor histopatolojisi sadece RADS1D gen bolgesinde bulunan muhtemel
patojenik/patojenik varyantlara sahip hastada (%100) goriilmistiir. Gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,102) (Tablo 4.10).
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TARTISMA

Meme ve over kanserlerinin yaklagik 9%5-10"u ailesel yatkinlik zemininde

gelismektedir (85,86).

Glinimiizde ailesel meme ve over kanserlerine en stk BRCA1/2 genlerindeki
mutasyonlarin yol a¢tigi bilinmektedir (109). Meme ve over kanseri gelisiminde rol
oynayan diger genetik faktorlerin agiga ¢ikmasi ve yeni nesil dizileme yonteminin zamanla
daha kapsamli hale gelmesiyle artik hastalarin tarama programlarinda panel seklinde
genetik test caligmanin literatiire girdigi gozlemlenmektedir (107,109). Calismamiz,
literatiire benzer sekilde ailesel meme ve over kanserlerinde sadece BRCA1/2 mutasyonu

calismanin yetersiz oldugunu gozler 6niine sermistir.

Hastalarimizin demografik ve klinik 6zelliklerine bakildiginda klinigimize
basvuran 428 meme kanseri hastasinin ortalama tani alma yas1 44,2°dir. Hastalarin tani
alma ortalama yaslarinin 50 yasindan diisiik olmast NCCN test isteme kriterlerine gore
secilmesiyle olusmustur (107). Klinigimize basvuran 99 over kanseri hastasinin ise tani
alma yas ortalamasi 50,1 olarak saptanmistir. Literatiirde meme ve over kanseri ile ilgili

yapilan germ hatt1 yeni nesil dizileme c¢aligmalarinda benzer yas ortalamalar1 mevcuttur

(110,111).

Literatiir ile uyumlu olarak c¢alismamizda histopatolojik  ozelliklerine
erisebildigimiz meme kanserli hastalarda en sik histolojik alt tip invaziv duktal
karsinomdur (112,113). Yine histopatolojik 6zelliklerine erigebildigimiz over kanserli
hastalarda literatiir ile uyumlu olarak en c¢ok serdz over kanseri mevcuttur. Bu da
popiilasyon bazli caligmalarda en sik karsilagilan epitelyal over kanseri morfolojik alt tipi

olmasiyla agiklanabilir (114).

Calismamizda, meme kanseri tanili hastalarda yeni nesil dizileme verilerinde meme
kanseri ile iliskili genlerde (BRCA1l, BRCA2, ATM, BARD1, CHEK2, PALB2, PTEN,
RAD51C, RAD51D, TP53, CDH1, NF1, STK11, BRIP1, NBN) 428 hastada toplam 11
muhtemel patojenik, 33 patojenik varyant bulunmustur. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde

toplam ise 3 muhtemel patojenik, 19 patojenik varyant bulunmustur. Meme kanserli
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hastalarda saptanan BRCA1 ve BRCA2 patojenik/muhtemel patojenik mutasyonlart 70
calismanin dahil edildigi sistematik bir derlemede %2,7-%4,3 oranlarinda bildirilmis olup
calismamizda ise bu orandan kismi olarak yiiksek sekilde %5,1 olarak saptanmistir (115).
Bu sonug, calismamizin kanitlayiciligr ve 6rneklem secilimi sagligi agisindan olumlu bir

gosterge olabilir.

Calismamizda meme kanseri tanili hastalarda %35,1 oraninda BRCA1-2 harici
meme kanserine yatkinlik olusturan patojenik/muhtemel patojenik sinifta varyant
izlenmistir. Susswein ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise, BRCA1-2 genleri i¢in test
calisildigi bilinmeyen ve meme kanserine sahip 3315’1 kadin ve 51’1 erkek olarak toplam
3366 hastada yapilan ¢oklu gen panel analizinde BRCA1, BRCA2, TP53, PTEN, CHEK?2,
ATM, PALB2, BRIP1, NBN, BARD1, RAD51C, RAD51D genlerinde %8,7 oraninda
patojenik/muhtemel patojenik sinifta varyant saptanmis olup bu varyantlarin 131 tanesi
(%3,8) BRCAL ve BRCA2 genleriyle iliskilidir (10). Calismamizda BRCA1 ve BRCA2
mutasyon orani bu ¢alismaya kiyasla daha yiiksektir (%5,1). Bu yiiksekligin nedeni olarak
hasta sayimizin bu g¢alismaya kiyasla az olmasi diislinilmiistiir. Diger genlerde ise,
calismamiza benzer olarak %4,8 oraninda patojenik/muhtemel patojenik sinifta varyant

saptanmuistir.

Couch ve arkadaslarinin meme kanserli 58798 kadin hastada yaptigr yeni nesil
dizileme ¢alismasinda ise %10,2 oraninda patojenik sinifta gen mutasyonu saptanmis olup,
BRCA1/2 mutasyonlar1 ¢ikarilinca bu oran %6,2’ye diismiistiir (116). Calismamizda bu
calismaya kiyasla BRCA1/2 mutasyon pozitiflik yilizdesinin %]1,1 oraninda yiiksek
saptanmas1 , c¢alismaya dahil edilen hastalarin %40,3’iniin 50 yasin iistiinde meme
kanserine yakalanmasi ile agiklanabilir. Diger yatkinlik genlerindeki %1,1 farkliligin ise
toplamda test edilen 21 gen (ATM, BARD1, BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A,
CHEK2, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RADSO0,
RAD51C, RAD51D, TP53) olmasma ragmen gen panellerindeki sayr igeriginin hasta
gruplarinda degiskenlik gostermesiyle ve mismatch tamir genlerinin de panele dahil

edilmesiyle aciklanabilir.

Literatiire bakildiginda BRCA1/2 genlerinin disinda meme kanserine yatkinlik
olusturan genler arasinda ATM , CHEK?2 ve PALB2 genleri diger genlere oranla daha fazla
gbze garpmaktadir (109). Calismamizda da, bu veriler ile uyumlu olarak CHEK2 geninde
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8, ATM geninde 4, PALB2 geninde 3 adet olmak tizere P/MP sinifta varyant saptanmustir.
Susswein ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada BRCAL/2 testi yaptirdigi bilinmeyen 3315
kisilik meme kanseri tanili kadin hasta grubunda biiyiiklik sirastyla CHEK2’de 66,
ATM’de 33, PALB2’de 25 P/MP simifinda varyant saptanmistir (10), Bora ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada da meme kanserli hastalarda goriilme siklig1 sirasiyla CHEK2, ATM ve
PALB2 seklinde olup diger yatkinlik genlerinden sayica ayrilmistir (11). Caligmamizda da
bu ii¢ gendeki P/MP varyantlarin kendi iglerinde sikliginin siralamasi da ayni sekilde

olmustur.

Over kanserli hastalarda ise, BRCA1/2 mutasyon orant literatiirde %10-18 arasinda
degismektedir.(117-119) Calismamizdaki over kanserli hasta grubu incelendiginde, 99
hastada over kanseri iliskili genlerde (BRCAl, BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2, PALB2, RAD51C, RAD51D, TP53, BRIP1, BARD1) P/MP smifta 11
patojenik varyant (%11,1) tespit edilmistir. BRCA1/2 genlerindeki patojenik varyant sayisi
7 (%7) olurken diger genlerde 4 patojenik varyant (%4) tespit edilmistir. Diger
calismalarda MLPA yonteminin de dahil edildigi gz oniinde bulundurulursa bu oranlar
calismamizin kanitlayiciligi ve Orneklem seciliminin dogrulugu agisindan olumlu bir

gostergedir.

Susswein ve arkadaglarinin ¢alismasinda, bilindigi kadariyla BRCA1/2 genetik testi
olmayan 663 over kanseri hastasinda yeni nesil dizileme ¢oklu gen analizinde BRCAL,
BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, BRIP1, RAD51C, RAD51D, PALB2,
BARDL1, TP53 genlerinde 91 P/MP sinifta varyant (%13,7) tespit edilmistir (10). BRCAL/2
genlerine bakildiginda 46 tane (%6,9) P/MP simifta varyant tespit edilmis olup diger
genlerde 45 (%6,7) tane P/MP smifta varyant tespit edilmistir. Calismamiz ile
karsilastirildiginda BRCA1/2 patojenik mutasyon oranlari uyumludur. BRCA1/2 harici
genlerdeki P/MP mutasyonlarinin ise c¢aligmamiza kiyasla daha yliksek saptandigi
goriilmektedir. Bu farkin en ¢gok MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 genlerindeki mutasyon
oranindan kaynaklandig1 gozlenmektedir. Farkin daha saglikli bir dagilim ve ytizde sekilde

kapanmasi i¢in daha genis bir 6rneklem secilimi gerekmektedir.

Buys ve arkadaslarmin yaptigi 35409 meme kanserli kadini igeren 25 genlik
(BRCA1, BRCA2, ATM, APC, BARD1, BMPR1A, BRIP1, CDH1l, CDK4, CDKN2A,
CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C,
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RAD51D, SMAD4, STK11, TP53) YND c¢alismasinda ise %?9,3 oraninda patojenik
mutasyon saptanmis olup patojenik mutasyonlarin % 48,4’ BRCAL/2 genlerinden
kaynaklanmaktadir (120). Calismamizla karsilastirildiginda BRCAL1/2 mutasyon sikligi
calismamizda %0,6’lik farkla oransal olarak yiiksek bulunmustur. BRCAL/2 harici genlerin
calismamizla karsilagtirildiginda ise ¢calismamizda %0,3 oraninda yiikseklik mevcuttur. Bu
yiikseklik farki Buys ve arkadaglarmin yaptig1 calismada istatistige MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2, APC, MUTHY genlerini dahil etmesine ragmen gergeklesmistir. Calismamizda
meme kanseri tani alma yas ortalamasinin 44,2 ortalamayla gergeklestigini gz oniinde
bulundurursak, aradaki yiizdesel farkin Buys ve arkadaslarinin ¢aligmaya aldigi hastalarin

%52,3’1liniin meme kanseri tan1 alma yaglarinin 50’nin iistiinde olmasi ile agiklanabilir.

Meme kanserinde histolojik alt tiplere baktigimizda tasl yiiziik hiicreli ve invaziv
duktal karsinomda goriilen birer P/MP smifta BRCA2 mutasyonu gruplar arasindaki
anlaml tek farki (P: 0,044) olusturmustur. Uclii negatif hasta grubunda BRCA1/2 gen
mutasyonu pozitifligi ise gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli gelmese de oransal olarak
diger gruplara gore daha fazla goriilmiistiir. Meme kanserinde molekiiler alt tiplerin gen
mutasyonu iligkisine bakildiginda da gruplar arasinda anlamli fark gozlenmemistir. Tedaldi
ve arkadaglarmin yaptigi calismada BRCAL/2 porzitifligi, gruplar arasinda istatistiksel
anlamli olmasa da en sik ii¢lii negatif alt grupta izlenmistir (110). Bora ve arkadaslarinin
calismasinda ise BRCA1/2 mutasyonu tiglii negatif hasta grubunda istatistiksel olarak
anlamli sekilde diger gruplara gore daha yiiksek oranda saptanmustir (p=0,006) (11).
Histolojik derece ve iligkili gen mutasyonlart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunamamistir. Meme kanserli hastalarda histolojik ve molekiiler alt tiplerin mutasyon
siklig1 agisindan gruplar arasinda daha iyi karsilastirma yapabilmek i¢in 6rneklem sayisinin

genigletilmesi gerekmektedir.

Over kanserli hastalarda histolojik alt tipler germ hatti mutasyonu sikligi agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. Patoloji sonucu
bilinen hastalarin biiyiik bir kisminin yiiksek dereceli over kanseri tanili olmasi, bu konuda
anlamli fark saptanamamasma yol agmis olabilir. Diger gruplar arasinda saglikli bir
karsilagtirma yapabilmek i¢in epitelyal over tiimorlerinde daha yiliksek hasta sayisiyla

calisma yapilmasi gerektigi diistiniilmiistiir.
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Calismamizda mutasyon tiplerine bakildiginda P/MP smifinda 55 mutasyon
icerisinde 27 P/MP sinifinda mutasyonla (%49) en sik cerceve kaymasi (frameshift)
mutasyonu gozlenmistir, bunu ardindan 13 mutasyonla (%23) anlamsiz (nonsense, stop
gained) smifinda mutasyon takip etmistir. Cer¢eve kaymasi ve anlamsiz mutasyon siniflari
diger mutasyon siniflarina kiyasla daha yiliksek oranda protein fonksiyon bozukluklarina
yol acabildiginden bu veriler ¢aligmamizdaki P/MP mutasyon tiplerindeki yigilmay1
aciklayabilir (121).

Calismamizda insidental olarak MUTYH genindeki mutasyon siklig1 goze
carpmaktadir. Bu gen kolorektal ve gastrik kanserlerle iliskilendirilse de calismamizda
meme kanseri tanist olan hastalarda 5, over kanseri olan hastalarda 3 olmak tizere totalde
524 hastamizda, 8 ayr1 kanser vakasinda (%1,5) MUTYH geninde insidental olarak
muhtemel patojenik sinifta varyant tasiyicilign saptanmustir (122). Tiirkiye’de Bora ve
arkadaslarinin meme kanserli hastalar {izerinde yaptig1 yeni nesil dizileme ¢aligmasinda,
419 meme kanserli hastada 6 kiside (%1,4) insidental olarak MUTYH geninde patojenik
varyant saptanmistir (11). Buys ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise 35409 kadinda %0,2
oraninda insidental olarak goériilmistiir (120). Calismamiz ve Tiirkiye’de yapilan Bora ve
arkadaglariin ¢alismasinin MUTYH P/MP mutasyon oranlarinin benzer olmasi, Buys ve
arkadaslarinin ise yurtdist calismasina gore goéze carpan bir yiikseklik goriilmesi
toplumumuzda MUTYH P/MP mutasyon tasiyiciliginin oransal yiiksekligine isaret edebilir.

Bu durumun aydinlatilmasi i¢in daha genis popiilasyon ¢aligmalarina ihtiyag vardir.

Yine Bora ve arkadaglarinin yaptigi calismada CHEK2 genindeki ¢.628G>A cDNA
degisimli mutasyonu sikligi, toplam CHEK2 gen mutasyonlarina oranla 2/11 seklinde
olmustur (11). Susswein ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise bu varyant belirtilmemistir
(10). Calismamizda ise toplam 8 CHEK2 mutasyonunda 4 adet c.628G>A cDNA degisimli
varyant goriilmustiir. Goze c¢arpan bu yiiksek oramin toplumlar arasi sikliginin

aydinlatilabilmesi i¢in daha genis popiilasyon ¢alismalarina ihtiya¢ vardir.

Calismamizin en biiylik kisithiligi, hastalarin patolojik verilerine erisim kisitlilig
olmustur. Hastalarimizin 6nemli bir kismi tarafimiza farkli merkezlerden konstiltasyon ile
bagvurmakta, bu nedenle patoloji raporlari ve preparatlar1 merkezimizde olmadigindan
calismamiz i¢in gereken detaylar tiimiiyle elde edilememis, bu durum hem istatistiksel

anlamlilik acgisindan hem de literatiirle karsilastirma agisindan calismamizi kisitlamastir.
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Bir diger kisitlilik ise, VUS sinifinda varyantlar1 degerlendirme konusundadir. Meme ve
over kanseri bulunan hastalarda ailesel yatkinlik genlerinde ¢ikan VUS sinifinda
varyantlarin yillik takiplerde Mp/P simifina evrilebilecegi literatiirde gosterilmistir (123).
Hastalarimizda gilincel olarak smifladigimiz varyantlarin patojenite sinifinin ilerleyen
yillarda degisebilecegini géz 6niinde bulundurursak, bu durumun ¢alismamizin sonuglarini

olumlu yonde degistirebilme imkani mevcuttur.
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SONUC ve ONERILER

Meme ve/veya over kanserli hastalarda ailesel yatkinlik genlerinde BRCAL/2
genleri en sik bilinen genler olsa da zamanla bu kanser tiirlerine yatkinlik yaratacak diger
genler literatiire girmistir. Bunun yaninda yeni nesil dizileme teknolojisi gelistikce tip
diinyasinda yeni arastirma konularina hem maliyet azaltimi hem de ¢oklu gen calisma
kolaylig1 agisindan biiyiik olanak saglanmistir. Yaptigimiz yeni nesil dizileme ¢aligmasinin
sonuglarina gore literatiirle uyumlu olarak meme/over kanserli hastalarda sadece BRCA1/2
genlerinde germ hattt mutasyonu aramanin yetersiz kaldigi gosterilmistir. Meme ve over
kanserli hastalarda genetik etiyoloji aramak i¢in genlere adim adim bakmak yerine ¢oklu
gen panelleri kullanmanin is yiikiinii azaltmasi, hasta yarari agisindan daha kapsayici ve
dogru sonu¢ vermesi nedeniyle daha dogru bir yaklasim oldugu goze carpmaktadir.
Calismamizin diger bulgularinda histolojik alt tiplere gére bu mutasyon sikliklarinin
anlamli sekilde degisebilecegi kismen gosterilse de bu yonde net veriler elde edilememis

olup daha saglikli veriler igin genis popiilasyon ¢alismalarina ihtiyag vardir.
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Ek 3.

Ek Tablo 1. Yeni Nesil Dizileme Analizinde Muhtemel Patojenik veya Patojenik Bulunan Mutasyonlar

No Kanser Tiirii Ik tam yas1 Cinsiyet Gen DNA degisimi Protein degisimi Mutasyon tiirii
1 Meme 60 Kadin BRCA1 €.53T>C p.Metl8Thr missense

2 Meme 40 Kadin BRCAl €.788_789insG p.Ser264Ter frameshift

3 Meme 27 Kadin BRCA2 €.9097_9098insA p.Thr3033AsnfsTerll frameshift

4 Over 47 Kadin BRCA1 c.181T>G p.Cys61Gly missense

5 Meme 50 Kadin CHEK?2 €.562C>T p.Argl88Trp missense

6 Meme 47 Kadin BRCAl €.2800C>T p.GIn934Ter stop_gained

7 Meme 32 Kadin BRCA2 €.9097_9098insA p.Thr3033AsnfsTerll frameshift

8 Meme 49 Kadn BRCAl c.445G>T p.Glul49Ter stop_gained

9 Over 52 Kadin BRCAl €.2952del p.11e986SerfsTerl4 frameshift

10 Meme 47 Kadn CHEK?2 €.628G>A p.Gly210Arg missense

11 Meme 81 Erkek BRCA2 €.1587_1590del p.Phe529L eufsTer28 frameshift

12 Meme 44 Kadin ATM €.6047A>G p.Asp2016Gly missense

13 Meme 38 Kadin PALB?2 €.2218C>T p.GIn740Ter stop_gained

14 Over 58 Kadin ATM €.8833_8834del p.Leu2945ValfsTerl0 frameshift

15  Meme 37 Kadin BRCA2 .7242dup p.His2415ThrfsTerl6 frameshift

16 Over 58 Kadin MSH6 €.2150 2153del p.Val717AlafsTerl8 frameshift

17 Meme 59 Kadin CHEK?2 c.100C>T p.GIn34Ter stop_gained

18  Meme 41 Kadin RAD51D c.540+1G>A splice_donor_variant
19  Meme 32 Kadin CHEK?2 ¢.100C>T p.GIn34Ter stop_gained

20 Meme 35 Kadin RAD51D €.540+1G>A splice_donor_variant
21  Meme 60 Erkek CHEK2 €.628G>A p.Gly210Arg missense

22 Meme 38 Kadin CHEK?2 €.628G>A p.Gly210Arg missense

23 Meme 43 Kadin ATM €.6047A>G p.Asp2016Gly missense

24 Meme 29 Kadin PTEN c.14del p.Gly5GlufsTer57 frameshift

25  Meme 35 Kadin BRCA2 €.9317G>A p.Trp3106Ter stop_gained

26  Meme 39 Kadin CHEK?2 c.16del p.Asp6MetfsTer55 frameshift

27  Meme 39 Kadin BRCA2 €.9097dup p.Thr3033AsnfsTerll frameshift

28  Meme 34 Kadin BRCAl c.53T>C p-Met18Thr missense

29  Meme 40 Kadin RAD51C c.577C>T p.Arg193Ter stop_gained
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No Kanser Tiirii i1k tami yas1 Cinsiyet Gen DNA degisimi Protein degisimi Mutasyon tiirii
30  Meme 73 Erkek BRCA2 €.5851 5854del p.Ser1951TrpfsTerll frameshift
31  Meme 44 Kadn BRCA2 €.9027del p.His3010llefsTer18 frameshift
32 Meme 66 Kadn RAD51D €.293del p.-Asp98ValfsTer25 frameshift
33 Over 43 Kadin RAD51C c.577C>T p.Argl93Ter stop_gained
34  Meme 52 Kadn BRCA2 €.271_272del p.Tyr91ProfsTer9 frameshift
35  Over 48 Kadn BRCAl €.1961_1962insA p.Tyr655ValfsTer1l8 frameshift
36  Meme 48 Kadin BRCA2 €.2957_2958insA p.Asn986LysfsTer2 frameshift
37 Meme 48 Kadin BRCA1 €.4096+1G>A splice_donor_variant
38  Meme 29 Kadmn ATM c.1110C>A p.Tyr370Ter stop_gained
39  Over 62 Kadin RAD51C €.181_182del p.Leu6lAlafsTerll frameshift
40 Meme 36 Kadin BRCA2 €.9097_9098insA p.Thr3033AsnfsTerll frameshift
41  Over 62 Kadin BRCA2 €.9027del p.His3010llefsTer18 frameshift
42  Meme 49 Kadn BARD1 €.1690C>T p.GIn564Ter stop_gained
43  Meme 42 Kadin TP53 €.993G>A p.GIn331= synonymous
44  Over 46 Kadmn BRCA2 c.8395del p.Arg2799AspfsTer22 frameshift
45  Meme 26 Kadin BRCAZ2 c.9371A>T p.Asn3124lle missense

46  Meme ve Over 46 Kadin BRCAl c.4270C>T p.GIn1424Ter stop_gained
47  Meme 36 Kadin BRCA1 €.981 982del p.Cys328Ter frameshift
48  Meme 33 Kadin PALB2 €.557_558insA p.Asn186LysfsTer4 frameshift
49  Meme 34 Kadin BRCAl ¢.5507G>A p.Trpl836Ter stop_gained
50 Meme 43 Kadin CHEK?2 €.628G>A p.Gly210Arg missense

51  Over 37 Kadin BRCAl €.2719 2722del p.Glu907LysfsTer92 frameshift
52  Meme 37 Kadin BRCA2 €.9027del p.His3010llefsTer18 frameshift
53  Meme 40 Kadin ATM €.2413C>T p.Arg805Ter stop_gained
54  Meme 40 Kadin BRCA2 €.3751_3752insA p.Thr1251AsnfsTerl4 frameshift
55  Meme 59 Kadin PALB2 €.1704 1707del p.Lys569ArgfsTer29 frameshift
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