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ONSOZ

Kopek meme tiimorleri (KMT) disi kopeklerde en sik goriilen tiimor tipidir.
Veteriner hekimlik alanindaki éneminin yani sira, insan meme timori vakalari ile
yiiksek oranda benzerlik gdsteren bu tiimorler, kopek tiirlinliin insan meme timorii
vakalarinda model olarak kullanilabilecegine iliskin goriisler olusmasina neden
olmustur. Insanlarda kimi ¢aligmalarda orta, kimi calismalarda ise yiiksek diizeyde
meme timori riski ile iligkilendirilmis olan PALB2 mutasyonlart homolog
rekombinasyon aracili DNA tamir mekanizmasinda (HR) tiimdr baskilayict rolilyle
siklikla calisilmasina karsin, kopeklerde bu genin mutasyonlari, HR ve KMT
tizerindeki etkileri ilk kez “Kopek Meme Tiimorlii (KMT) Hastalarda PALB2 Geni
WD40 Domaini Genetik Analizi” baghg1 altindaki doktora tezi kapsaminda
arastirllmistir. Tez calismasma iligkin sonuglar gerek KMT agisindan gerekse
insanlardaki meme tiimorii vakalar ile KMT karsilastirmalar1 agisindan yapilacak yeni

caligmalarin 6niinii agacaktir.
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1. GIRIS

Hiicrelerden herhangi birinin otonomi kazanarak canlinin  kontrol
mekanizmalarinin etkisinde kalmadan, sinirsiz ¢ogalmasi sonucunda olusan, normal
dokulara kiyasla ¢ok daha hizl bir sekilde gelisen ve olusmasina etken olan sebep ya
da sebepler ortadan kalktiktan sonra dahi biiylimesini siirdiiren yeni doku olusumlari

tiimor adin1 almaktadir (Erer ve Kiran, 2005).

Meme tiimdrleri kadinlarda en yaygin goriilen timdr tipidir (Ferlay ve ark.,
2015). Miki ve ark. (1994), insan 17’nci kromozomunda meme ve ovaryum kanseri
duyarlilik geni olan BRCA 1’1, Wooster ve ark. (1994) ise 13’ilincii kromozomda diger
bir meme kanseri duyarlilik geni olan BRCA2yi kesfetmislerdir. 2001 yilinda insan
genom projesinin tamamlanmasindan bu yana (Lander ve ark., 2001) meme
tiimorlerinin biyolojisinin anlagilmasi tizerine birgok ¢alisma yapilmistir ve yapilmaya

devam edilmektedir.

Meme tliimorleri insanlarda goriilmelerinin yani sira, c¢esitli tlirlerde de
gozlenebilmektedir (Greenacre, 2004; Hamilton, 1974 ve Munson ve Moresco, 2007).
Sigir (Bos taurus), at (Equus caballus), domuz (Sus scrofa domesticus), koyun (Ovis
aries) ve keci (Capra hircus) gibi evcil hayvanlarda spontan meme tiimdrii vakalarinin
nadir olarak gozlendigi veya bildirilmedigi belirtilmektedir (Hamilton, 1974 ve
Munson ve Moresco, 2007). Yaban hayvanlarindan orman kedisi (Felis chaus), puma
(Puma concolor), jaguar (Panthera onca), leopar (Panthera pardus), aslan (Panthera
leo), kaplan (Panthera tigris), siyah ayakli gelincik (Mustela nigripes), Kaliforniya
deniz aslani (Zalophus californianus), misk kedisi (4rctictis binturong), beyaz balina
(Delphinapterus leucas), kizil kanguru (Macropus rufus), Parma valabisi (Macropus
parma), ugan kuskus (Petaurus norfolcensis) ve Tazmanya canavari (Sarcophilus
harrisii) gibi tiirlerde bildirilen vakalar mevcuttur (Munson ve Moresco, 2007). Deney

hayvanlar1 ve kii¢iik memeliler s6z konusu oldugunda ise kobay (Cavia porcellus),



Afrika kirpisi (Atelerix albiventris), Rus hamster1 (Phodopus sungorus), fare (Mus
musculus) ve sicanlarda (Rattus norvegicus) spontan meme tiimorleri goriilebildigi
bildirilmistir (Greenacre, 2004). Kedi (Felis catus) ve kopeklerde (Canis familiaris)
timor olgularinin diger tilirlerden daha sik goriildiigii bildirilmektedir (Gamlem ve
ark., 2008 ve Munson ve Moresco, 2007). Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalara gore,
kopeklerdeki tiimor insidansi, kedilerdeki tiimor insidansinin yaklasik iki kati1 kadardir

(Dorn ve ark., 1967).

Kopek meme timorleri (KMT) disi kopeklerde en yaygin goriilen tiimor tipidir
(Dobson ve ark., 2002; Gamlem ve ark., 2008; Merlo ve ark., 2008; Moulton ve ark.,
1970; Sleeckx ve ark., 2011; Sorenmo, 2003 ve Vascellari ve ark., 2009). 2005 yilinda
kopek genom sekansinin tamamlanmasindan (Ostrander ve Wayne, 2005) sonra,
kopekler i¢in oldukca 6nemli bir saglik sorunu olan KM T nin biyolojisinin anlasilmas1

iizerine yapilan molekiiler caligmalar artig gostermistir.

Karsilagtirmali onkoloji alaninda insanlarda goriilen timor vakalar ile
kopeklerde goriilen tiimor vakalari arasinda yiiksek oranda benzerlik gorildigii
bildirilmekte, kopeklerde yapilan calismalarin insanlardaki tiimér vakalarinda model
organizma olarak kullanilma potansiyeline dikkat ¢ekilmektedir (Waters ve Wildasin,
2006). Kopeklerde yasam siiresi insanlara kiyasla oldukca kisadir ayrica irk, viicut
biiytikliigii ve akrabalik derecesine gore degisiklik gostermektedir (Galis ve ark., 2007;
Patronek ve ark., 1997 ve Yordy ve ark., 2020). American Kennel Club (AKC) web
sitesinde (https://www.akc.org) kinoloji federasyonunca kabul edilen irklarin ortalama
yasam siireleri, ciisseleri gibi bilgilere ulasilabilmekte ve giincel olarak kullanilan
kopek-insan yas1 kiyaslama tablosuna erisilebilmektedir (The American Kennel Club,
2021). Yapay secilim sonucunda meydana gelen bir¢ok kopek irki bulunmakta, bu
irklarin  bazilarinda kanser veya diger hastaliklara iliskin genetik yatkinlik
goriilebilmektedir (Ostrander ve Wayne, 2005). Evciltme ile birlikte insan ve kopek
tiirleri yakin temas halinde bulunmakta ve ayni1 ¢evresel etkilere maruz kalmaktadirlar
(Gamlem ve ark., 2008 ve Waters ve Wildasin, 2006). Farkli kanser tiplerinde tedavi
veya kanser gelisiminin Onlenmesi i¢in yeni yontemler gelistirilmekte ve bu

yontemlerin kdpeklerde ve insanlarda denenmesi s6z konusu olabilmektedir (Waters



ve Wildasin, 2006). Tiimdr vakalarmin kopeklerde spontan olarak gelismesi, yaygin
olarak goriilmesi (Dobson ve ark., 2002; Gamlem ve ark., 2008; Hamilton, 1974;
Merlo ve ark., 2008; Moulton ve ark., 1970; Sleeckx ve ark., 2011; Sorenmo, 2003 ve
Vascellari ve ark., 2009) ve insan tiimorleri ile benzer maligniteler géstermesi ile iki
tir arasindaki anatomik ve fizyolojik benzerlikler (Khanna ve ark., 2006) kdpek
tiirliniin insanlarda tiimdr calismalar1 i¢in en uygun model organizma oldugunu
gostermektedir (Waters ve Wildasin, 2006). Bu amacla, 2004 yilinda hem veteriner
hem de insan tiimdr arastirmalarinin ortaklasa yiritilebilmesi i¢in Kopek
Karsilagtirmalt Onkoloji ve Genomik Konsorsiyumu kurulmustur, ancak heniiz
orneklenen tiimor tipleri KMT vakalarini kapsamamaktadir (Khanna ve ark., 2006 ve

Mazcko ve Thomas, 2015).

1.1. Kuramsal Temeller

Kanser, genetik ve epigenetik bozukluklar nedeniyle gelisen bir hastaliktir
(Rivera ve von Euler, 2011). Kanser gelisimini etkileyen genetik faktorlerin baginda
DNA tamir mekanizmalarinin bozulmasi gelmektedir (Bhattacharjee ve Nandi, 2016).
BRCA2, RADS1 ve PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) proteinleri arasindaki
etkilesimler, DNA iplik¢iginin hatasiz tamirini saglayan homolog rekombinasyon
aracilt DNA tamir mekanizmasinda kilit rol oynamaktadir (Sun ve ark., 2020). BRCA2
ve RADSI proteinlerinin birbirleri ve PALB2 proteini ile etkilesime gectikleri
domainlere ait niikleotit dizilerindeki somatik varyantlar daha dnce ayn1 6rneklemdeki
kopeklere ait tiimor dokularinda yapilan ¢aligmalar ile belirlenmistir (Ozmen ve ark.,

2017a ve Ozmen ve ark., 2017b).

Sunulan tez c¢alismasi, PALB2 geni WD40 domainindeki germ hatti
mutasyonlariin meme tiimorii gelisimi ve malignitesi iistiinde dogrudan veya dolayl
olarak (protein-protein etkilesimleri ile) etkili olabilecegi hipotezi {izerine
kurulmustur. Bu hipotezin test edilebilmesi amaci ile PALB2 proteininin BRCA2 ve
RADSI1 proteinleri ile etkilesime gectigi bilinen WD4(0 domainine ait niikleotit



dizilerindeki germ hatti varyantlariin arastirilmasi amaglanmistir. Calisma

kapsaminda;

Kopeklerde daha once arastirilmamis olan PALB2 geninde tiimorlii bireylerden
alinan kanlardan izole edilen DNA’larda varyasyonlar taranarak tiimorle iliskili

olabilecek varyantlarin tespit edilmesi,

Tespit edilen varyantlarin protein yapist ve fonksiyonuna etkilerinin
belirlenmesi ve proteinler arasindaki etkilesimleri nasil etkilediginin ortaya

cikartilmast,

HR mekanizmasinda dnemli oldugu bilinen RAD51 ve BRCA2 proteinlerinde
ayni popiilasyonda daha dnceden tespit edilmis olan somatik varyantlardan hangileri

ile birlikte goriildiiklerinin tespit edilmesi,

Timor gelisimi ve malignitesinin tespit edilen varyantlardan ne sekilde

etkilendiklerine dair verilerin ortaya konulmasi,

Kopek ve insan meme tiimorii vakalarinda PALB2 geni WD40 domaininde
benzer varyantlarin veya mutasyonlarin bulunup bulunmadiginin ve bu olasi

varyantlarin tiirler arasinda benzerlik gosterip gdstermediginin arastirilmasi,

Bir model organizma olarak diisiiniildiiglinde elde edilen veriler 1s18inda KMT
vakalarmin insan meme tiimorii vakalarmma model teskil edip edemeyeceginin

tartisilmasi hedeflenmistir.

1.2. Epidemiyolojik Calismalar ve KMT Gelisimine Etki Eden Faktorler

Diinya’nin ¢esitli yerlerinde, farkli zaman dilimlerinde KMT vakalarina iligkin

yapilmis ¢esitli caligmalar mevcuttur (Kelsey ve ark., 1998; Perez Alenza ve ark., 2000



ve Philibert ve ark., 2003). Bu ¢alismalarda insidans, vakalarin cinsiyet, yas, itk ve
kisirlagtirma durumu ile timor tiplerine gore (benign-iyi huylu veya malign-kotii

huylu) dagilimlar1 6zetlenmeye ¢alisiimistir.

1.2.1. KMT Epidemiyolojisi

Dorn ve ark. (1967) nin Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Kaliforniya
Eyaletinde Alameda ve Contra Costa bolgelerinde kopek ve kedilerde goriilen malign
(kotii huylu) tiimor kayitlar iizerine yaptiklar: ¢alismada tiimdrlerin insidanst ile yas,
cinsiyet ve irk faktoriinlin kanser gelisimindeki etkileri arastirilmistir. Tiim malign
tiimorler (agiz ve yutak, deri, bag doku, lenfosarkom, meme bezi, diger bolgeler) goz
online alindiginda kopekler i¢in timoér insidanst 100 000’de 381,2 olarak
hesaplanmistir. Meme tiimorleri i¢in ise bu oran 100 000’de 105,0 olarak
belirlenmistir. Tiim vakalarin igerisinden en yiiksek insidansa sahip tiimdrlerin KMT
vakalar1 oldugu tespit edilmis, erkek ve disi cinsiyetlere gére KMT insidansi
hesaplandiginda oranlar sirastyla 100 000°de 6,0 ve 198,8 olarak bulunmustur. Erkek
kopeklerdeki KMT vakalarinin toplam vakalarin %2,7’sini olusturdugu gozlenmistir.
Meme tiimorii vakalarinda kisirlastirilmamis kopeklerde meme tiimorii gelisiminin
kisirlagtirilmis kopeklerden yedi kat fazla oldugu bildirilmistir. KMT gelisiminde 1rk
faktorlinlin etkileri incelendiginde ise, safkan kopeklerde melez kdpeklere oranla
KMT vakalarinin anlaml derecede daha fazla gozlendigi belirtilmistir. Yas ile iligkili
hesaplamalar yapildiginda ise 10-11 yasa kadar KMT insidansinda artis goriildiigi,

sonrasinda ise bu oranin diistiigl bildirilmistir.

Schneider (1970) ABD’nin Kaliforniya Eyaletinde Alameda ve Contra Costa
bolgeleri kanser kayitlari iizerinde yaptigi ¢aligma ile insan ve kopek tiirlerinde
gorillen meme tiimorii vakalarini yas, cinsiyet ve insidans oranlarimi goz Oniinde
bulundurarak karsilastirmistir. Kopek yaslarinin  yaklasik insan yaslarina
doniistiiriilmesi ile yapilan ¢alismada, disi kopeklerde KMT insidansinin kadinlardaki
meme timori oranlarinin ti¢ kati, erkek kopeklerdeki KMT insidansinin ise erkek

meme tiimdrii insidansinin 16 kat1 oldugu belirtilmistir. Tiimor vakalariin yasa baglh



degisimleri incelendiginde, kadinlarda menapoz yaslarina kadar her iki tiirde tiimor
vakalarindaki artig paralel olarak seyretmis, bu yaslarda ise kdpeklerde vakalar
logaritmik olarak artmaya devam ederken, kadinlarda bu artisin yavasladig
goriilmistlir. Her iki tiirde tiimor tiplerinin karsilastirilmasi sonucunda, insanlarda
vakalarin %74,6’s1 adenokarsinoma, %24,7’si karsinoma, %0,2’si sarkoma ve %0,5’1
ise bilinmeyen tiimor tipleri olarak tanimlanmistir. Kopeklerde ise vakalarin %76,1°1
adenokarsinoma, %18’i malign miks meme tiimorii, %2,8’1 sarkoma, %1,1°1 ise
malign miyoepitelyoma olarak bulunmus, oranlarin her iki tiirde benzer oldugu ifade

edilmistir.

Cohen ve ark. (1974), Pennsylvania Universitesi Veteriner Fakiiltesi'ne 1952-
1953 yillar1 arasindaki klinik ve postmortem kayitlara ait verileri derlemislerdir. Bu
kayitlar incelendiginde, kayitlarin %4,2’sinde timor bildirildigi; en yaygm timor
tipinin 864 vaka ile deri tlimorleri, ikinci sirada ise 546 vaka ile meme tiimorleri
oldugu; meme tiimorlerinin en ¢ok Fox terrier, Cocker spaniel ve Boston terrier
irklarinda gorildiigii belirtilmigtir. Calismada Boxer irkinin ise viicudun diger
bolgelerinde tiimor olusumuna yatkinliklarina deginilirken meme tiimorii vakalarindan

fazla etkilenmedikleri ifade edilmistir.

MacVean ve ark. (1978), Tulsa kopek ve kedi neoplazi kayitlari ile yaptiklar
calismada kopeklerin yaklasik %1’inde tiimor vakalar1 goriildiiglinti bildirmislerdir.
Tiimdr insidanst 100 000 kopekte 1 126 olarak hesaplanmistir. KMT vakalarinin en
stk goriilen ikinci tiimdr tipi oldugu belirtilmis ve en yaygin goriilen malign tiimdrlerin
meme tiimorii vakalar1 oldugu ifade edilmistir. KMT vakalarinda benign tiimdrlerin
malign tlimorlere nazaran daha sik goriildigi bildirilmistir. Disi kopeklerde KMT
vakalar1 en sik Pointer, Poodle ve Boston terrier irklarinda goriilmiistiir. Dachshund
irk1 ise KMT insidans en diisiik 1rk olarak bildirilmistir. incelenen yas gruplar dikkate
alindiginda kisirlastirilmamas disi kdpeklerde kisirlagtirilmis disi kopeklere gore timor
vakalarina daha sik rastlanmistir. Pointer irkinin ise bu durumun disinda kaldig: ifade

edilmistir.



Misdorp (1996), kanser etiyolojisi ve patogenezi araciligiyla veteriner, insan ve
karsilagtirmali onkoloji alanlarindaki epidemiyolojik calismalar1 degerlendirmistir.
Insan, kopek ve kedilerdeki primer tiimorlerin insidansi yasa baglh olarak
degerlendirildiginde meme tiimorii insidansi insanlar i¢in yilda 100 000’de 43,6;

kopekler i¢in 50,9 ve kediler i¢in 14,9 olarak hesaplanmustir.

Perez Alenza ve ark. (2000)’in, KMT vakalarinin insidansini ve prognozunu
etkileyen faktorlere iliskin hazirladiklar1 derlemede epidemiyolojiye yonelik olarak
yas, kisirlagtirma durumu, progestagen uygulamalart ve erken yaslarda obezite
goriilmesi ve ev yemegi ile beslenmenin KMT vakalarindaki etkilerine deginilmis;
yas, cinsiyet, kisirlagtirma durumu, hormon uygulamalar1 ve diyet KMT insidansini

etkileyen risk faktorleri olarak belirlenmistir.

O’Brien ve ark. (2000), 1964-1994 yillar1 arasinda Michigan’da toplanan insan
ve kopek timor vakalarma ait kayitlar araciligiyla kanser paternlerini konum
(lokasyon) ve zamana bagli olarak kiyaslamaya c¢alismislardir. Calisma sonuglar
kopeklerde ve insanlarda incelenen kanser vakalarinin konumsal kiimelenmesindeki
stireclerin birbirinden bagimsiz olmadigin1 ve farkli cografi bolgelerde homojen bir
sekilde dagilim gostermedigini ortaya koymustur. Tiirden bagimsiz sekilde 2 000
metrenin altinda yapilan olgeklendirmede, kopeklerde goriilen ayni tipteki timor
vakalarmin insanlara gore daha kisa mesafelerde daha yogun bir sekilde kiimelendigi
bildirilmigtir. Ayni ¢aligmada zamana bagli olarak gerceklestirilen karsilastirmalarda
ise tiirler arasinda tiimor vakalarinin zamana bagl olarak kiimelendigine iligskin ¢cok az

kanit oldugu belirtilmistir.

Dobson ve ark. (2002), Ingiltere’de sigortali kdpeklere ait kayitlarda yaptiklari
caligmalarda 130 683 kayittan 2 546’sinda timor ve timor benzeri olusum
goriildiigiinii bildirmislerdir. Calismada meme tiimdrii insidans1 100 000°de 205 olarak
belirtilmistir. Meme tiimdrleri siniflandirildiginda insidans oranlar1 karsinomalar i¢in
100 000°de 32; adenokarsinomalar i¢in 100 000°de 18; adenomalar i¢in 100 000’de
14; miks meme tiimdrleri i¢in 100 000°de 11 ve diger histopatolojiler icin 100 000’de

129 olarak hesaplanmistir. Yas ile iligkili incelemeler sonucunda meme timorii



vakalarmin gen¢ bireylerde gorece daha az goriildiigli; altt ve 10 yaslar1 arasinda
belirgin bir artis gosterdigi; 10 yasindan biiyiik bireylerde ise sikliginda diisiis
goriildiigii bildirilmistir. Timdr malignitesine bakildiginda ise malign tiimdrlerin
(%26) benign timorlerin (%13) iki kat1 oraninda tespit edildigi goriilmiis fakat
tiimorlerin ¢cogu (%61) smiflandirilamamistir. Meme bezinde tiimor gelisimine ait

insidansin genel tiimor insidansindan yedi kat fazla oldugu bildirilmistir.

Egenvall ve ark. (2005), Isve¢’te ii¢ ve 10 yaslar1 arah@gindaki sigortal
kopeklerle yaptiklari calismada, tiim kopekler géz 6niine alindiginda meme tiimorii
insidansinin yilda 10 000°de 111; 1992 ve 1993 yilinda dogan kdpekler igin ise yilda
10 000°’de 154 oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 ¢calismada meme tiimorii insidansinin
yas ve ik faktorlerinden etkilendigi bildirilmistir. Ilerleyen yas ile birlikte meme
tiimori vakalarinda artis oldugu ifade edilmistir. Bununla birlikte caligmaya dahil
edilen irklarda meme tlimorii insidansi en yiiksek olan ilk 10 irk sirasiyla English
springer spaniel, Doberman, Boxer, Softcoated wheatan terrier, American cocker
spaniel, Yorkshire terrier, Leonberger, Bichon frise, German shepherd ve Papillon
olarak belirtilmistir. Ayni ¢alismada meme tiimdrii insidansi en diisiik olan 10 1rk ise
strastyla Rough-haired collie, Finnish hound, Newfoundland, Tibetan spaniel, Finnish
spitz, Shetland sheepdog, Bearded collie, Swedish hound, Border collie ve Tervueren

olarak tespit edilmistir.

Merlo ve ark. (2008), italya’da kopek timér kayitlari ile yaptiklar1 calismada
evcil kopeklerdeki kanser vakalarinin insidanslarini incelemislerdir. 1985 ve 2002
yillar1 arasinda toplanan 6 743 biyopsi 6rneginden 3 303’{ine (%48,9) kanser teshisi
konmustur. Diger biyopsilerin malign olmadig: belirtilmistir. Disi kdpeklerde en sik
rastlanan kanser vakalarinin KMT vakalar1 oldugu ve tiim kanser vakalariin %70’ini
KMT vakalarinin olusturdugu bildirilmistir. Tiim kanser vakalarinin insidansi erkek
kopeklerde yilda 100 000°de 99,3; disi kopeklerde 100 000°de 272,1 iken; KMT
vakalarmin insidans1 disi kdpeklerde yilda 100 000°de 191,8 olarak hesaplanmuistir.
Kanser frekansi ii¢ yasindan kiiciik disi kopeklerde %3,1; 11 yasindan biiylik disi
kopeklerde ise %27,1 olarak hesaplanmistir. Erkek kopeklerde ise ii¢c yasin altindaki
bireylerde kanser frekanst %5,7; 11 yasin istiindeki bireylerde ise %30 olarak



bulunmustur. Kanser vakalarinin %61°1 melez kopeklerde, %31°1 ise saf wrk

kopeklerde tespit edilmistir.

Gamlem ve ark. (2008), 1990 ve 1998 yillar1 arasinda yapilan Norve¢ Kdpek
Kanser Projesi kapsaminda elde edilen oOrneklerle caligmiglardir. Meme tiimorii
insidansinin tiim tiimorler i¢inde %30 ile ikinci en ¢ok rastlanan tiimor grubu oldugu
bildirilmistir. Yapilan daha 6nceki ¢alismalarla kiyaslandiginda bu ¢alismada meme
timorlerinin %94’linlii malign veya premalign lezyonlarin olusturdugu belirtilmistir.
Caligsma verilerine gore iki ve ii¢ yas araliginda disi kopeklerde KMT vakalar1 %10’ luk
frekans ile liglincli sirada gelirken, dort ile bes yas araliginda bu frekansin %35°e
yiikselmesi ile en sik goriilen tiimor tipi haline gelmektedir. Alt1 ile yedi yas araliginda
ise KMT vakalarinin frekans1 %46’ya ulasmaktadir. Sekiz ile dokuz yas araliginda
ayni frekansta goriilmeye devam ederken, 10 ile 11 yaslar1 aralifinda %50’ye
ulagsmaktadir. 12 ve 13 yas araliginda ise KMT frekansi disi kdpeklerde azalmaya

baslamakta ve 14 yasindan itibaren ise %40’a gerilemektedir.

Vascellari ve ark. (2009), italya’da yaptiklari calismada képek ve kedilerde
spontan olarak goriilen tiimdr vakalarini incelemislerdir. Kopeklerde goriilen tiim
timor vakalarinin insidansi yilda 100 000°de 282,2 olarak hesaplanmistir. Malign ve
benign tiimdrlerin erkek ve disi bireylerde esit olarak dagilim gosterdigi bildirilmistir.
Saf irklarda malign tiimdr insidansinin melezlerdeki tiimor insidansindan iki kat fazla
oldugu ifade edilmistir. Yas artisina bagli olarak ise tiimor insidansinin arttig
goriilmistiir. Disi kopeklerde en sik goriilen timorlerin meme tiimorleri (%56) oldugu
bildirilmistir. Cinsiyet ayrimi yapilmaksizin incelendiginde ise meme tiimdrlerinin

%34,8 ile en sik goriilen ikinci tiimdr tipi oldugu belirlenmistir.

Griintzig ve ark. (2015), 1955 ve 2008 yillar1 arasinda Isvigre’de kdpek kanser
kayitlar1 tstiinde retrospektif bir calisma yapmistir. Kayith kdpeklerin %51,83’{ine
timor tanist konmugtur. Tim tlimorler géz onlinde bulunduruldugunda vakalarin
%47,07’sinin malign oldugu ifade edilmistir. Meme tiimdrii vakalart %20,53 frekans

ile en yaygin goriilen ikinci tiimdr vakasi olarak bildirilmistir.



Salas ve ark. (2015), 2002 ve 2012 yillar1 arasinda yapmis olduklari retrospektif
caligmada meme tiimorii insidansini %16,8 olarak hesaplamiglardir. KMT vakalarinin
%47, 7’sinin  benign; %47,5’inin ise malign karakterde oldugu bildirilmistir.
KMT’nden etkilenen bireylerin %80’inin saf irk kopeklerden olustugu; Poodle,
Cocker spaniel, German shepherd ve Labrador retriever irklarinin KMT den daha
fazla etkilendikleri ifade edilmistir. KMT insidansinin en yiiksek oldugu yas grubunun
dokuz ve 12 yaglar1 arasindaki yetiskin kopeklerden olustugu tespit edilmistir.
Kisirlagtirllmamis kopeklerde ise KMT insidansinin daha yliksek oldugu ifade

edilmistir.

Andrade ve ark. (2017), yaptiklar retrospektif ¢alismada Brezilya’da 2004 ve
2014 yillart arasinda disi kopeklerde goriilen KMT vakalarin1 degerlendirmis ve disi
kopeklerde goriilen tiimor vakalarinin %40°mm1 KMT vakalarinin  olusturdugunu
bildirmislerdir. Calisilan kdpeklerin bir ve 20 yaslar1 arasinda olduklari; KMT igin
ortalama yasin 9,99 oldugu ifade edilmistir. Meme tiimoriinden en ¢ok etkilenen
irklarin melez (%39,56) kopekler oldugu; bu frekansi ise Poodle irkinin (%20,19)
izledigi bildirilmistir. Poodle, Cocker spaniel, Pointer, Maltese, Yorkshire terrier ve

Dachshund irklarinin KMT ye predispoze olduklar1 belirtilmistir.

Pastor ve ark. (2018), Ispanya’da Extremadura Universitesi Hayvan
Hastanesi’nin Cerrahi Klinigi’ne 2008-2012 yillar1 arasinda gelen hastalarda KMT
vakalar1 lizerine bir epidemiyolojik ¢aligma yapmislardir. Klinige gelen toplam 858
disi hastadan 376’smin onkoloji hastas1 oldugu; bu hastalarin 227’sinde ise meme
tiimori bulundugu bildirilmistir. Caligmaya gore disi kopekler i¢in onkolojinin en
yaygin goriilen patoloji oldugu (%43,82), meme tiimorlerinin ise neoplaziler i¢inde en
sik gbzlenen olgular oldugu (%60,37) tespit edilmistir. Ayrica irk, yas ve hastanin
boyutlar1 g6z 6niine alindiginda, melez bireylerde safkan kdpeklerden daha ¢ok meme
tiimorii olgusu goriildiigii ve bu olgularin daha malign (k6tii huylu) karakterde oldugu;
artan yasin tiimor malignitesiyle arasinda anlamli bir dogru orant1 bulundugu ve biiyiik
kopek wrklarinin kiigliklere gére KMT gelisimine daha duyarli olduklari ifade

edilmisgtir.
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Do Carmo Silva ve ark. (2019), Brezilya’da Espirito Santo’da patoloji
laboratuvarina 2012-2016 yillar1 arasinda gelen 255 disi kopekte KMT vakalarina
iliskin epidemiyolojik bir ¢calisma yapmislardir. Calismada disi kopeklerde goriilen
tiim neoplazilerin %50-70’inin KMT vakasi oldugu ve tiimdr olusumunun ¢iftlesme
durumu ve hastanin yasi ile dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir. Hastalarin
%48,6’simin birden fazla lezyona sahip oldugu bildirilen c¢alismada, lezyonlarin
%86,8’inin meme neoplazisi oldugu; bu neoplazilerin %67’ sinin malign; %20’sinin
ise benign oldugu; vakalarin %26,7’sinin melez, %25,5’inin Poodle, %9,8’inin

Pinscher, %4,7’sinin ise Dachsund 1rk1 kopekler oldugu ifade edilmistir.

Ramesh ve ark. (2019), Chennai’de (Hindistan) 229 kopek tiimor vakasi
arasindaki meme tiimdrlerinin insidansini  hesaplamiglardir. Yapilan ¢alisma
sonucunda KMT vakalarinin tiim tlimor vakalari arasindaki yiizdesi %34,94 olarak
bulunmustur. Popiilasyonda ise KMT vakasina sahip bireylerin ytlizdesi %0,11 olarak
hesaplanmistir. KMT insidansinin en yliksek oldugu yas araligi sekiz ile 12 yaslar
arasi olarak bulunmustur. KMT vakalarinin en sik goézlendigi irkin Spitz oldugunun
bildirildigi ¢alismada, saf irklarda tiimor olgularimin daha fazla gozlendigi ifade

edilmistir.

Tiirkiye’de yapilmis ¢aligmalara odaklanildiginda, KMT epidemiyolojisine dair
yapilmis pek fazla c¢aligma bulunmadigi goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarin
cogunlukla KMT patolojisi ile sl kaldigi goriilmektedir. Pamukcu ve Ertlirk
(1962), Ankara’da kopeklerde goriilen tiimor gesitlerini incelemislerdir. Bu calismada
1933 ve 1960 yillar1 arasinda elde edilen 106 tiimdr vakasi incelenmis; en sik rastlanan
tlimorlerin 35 vaka ile meme tiimorleri oldugu ifade edilmistir. Ertiirk ve ark. (1971),
yine Ankara’da 1964 ve 1970 yillar1 arasinda kopek ve kedilerde goriilen tiimorleri
incelemislerdir. Incelenen 52 tiimérden yedisinin KMT oldugu belirlenmistir.
Kokiiuslu ve Akkayan (1972) yaptiklar1 ¢alismada 1968 ve 1972 yillar1 arasinda
Ankara’da kedi ve kdpeklere ait primer meme tiimdrii vakalarini incelemislerdir. lgili
y1l araliginda yalnizca 11 kdpek ve li¢ kediye ait meme timori vakast geldigini
bildirmislerdir. Caligilan kdpeklerden birinin yalnizca tlimor; birinin benign tiimor,

diger dokuz vakanin ise malign timor oldugu ifade edilmistir. Kopeklerin alt1 ve 18
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yaslar1 arasindaki disiler olduklart belirtilmistir. Timor vakast gozlenen bireylerin
irklart Poodle, Pointer, Terrier, Boxer ve melez olarak siniflandirilmistir. Vaka azlig
ise kopeklere olan ilgisizlige baglanmistir. Tiirkaslan ve ark. (1983), 1977 ve 1981
yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesine getirilen disi kdpeklerdeki
meme tlimori olgularina dair bir ¢aligma yapmislardir. Toplam 14 vakadan 11 adedi
Poodle, iigli ise Boxer 1rki olarak bildirilmistir. Poodle 1rki kopeklerin ii¢ buguk ile 14
yas araliginda; Boxer irk1 kdpeklerin ise ti¢ ve 14 yas araliinda olduklar1 belirtilmistir.
Erer ve Kiran (1993), Konya’da 1985 ve 1992 yillar1 arasinda kdpeklerde goriilen
timor vakalarii incelemislerdir. Siire zarfinda 27 kopege ait (14 disi ve 13 erkek) 34
tiimor vakasi ele alinmistir. Timor olusumlarinin basta meme olmak tizere (%32,4) en
cok disi genital sistemde (%44,1) oldugu ifade edilmistir. Meme tlimorlerinin
%81,8’inin malign oldugu bildirilmistir. Atalay Vural ve Aydin (2001), 1973 ve 1998
yillar1 arasinda Ankara’da goriilen KMT vakalarmi incelemislerdir. Ilgili y1l araliginda
incelenen 888 tiimdriin 236’s1n1in (%26,5) KMT vakasi oldugunu bildirmislerdir. KMT
orneklerinin 208’1 disi, dokuzu erkek, 19’unun cinsiyeti bildirilmemis kopeklerden
alindig1 ifade edilmistir. Incelenen 236 vakanin 48’i (%23,08) Poodle, 40’1 (%19,23)
Toy poodle, 30°u (%14,43) Terrier, 15’1 (%7,21) Pinscher, 48’1 (%23,08) 13 farkl
irka ait, 28’1 (%11,86) ise hangi 1rk oldugu bilinmeyen kdpekler olarak bildirilmistir.
Farkli 1rklara ait oldugu bildirilen tiimor vakalarinin, Pointer, Setter, Kangal, melez,
Cocker, Boxer, Dachshund, Doberman, Chivaua, Afgan tazis1 ve Collie irklarmna ait
olduklar1 bildirilmistir. Kopeklerin %96’smin 5-15 yas arasinda oldugu ifade
edilmistir. Incelenen tiimorlerin 168 inin malign, 68’inin ise benign karakterde oldugu
bildirilmistir. Giilgubuk ve Giirel (2003), Istanbul’da 1995 ve 2000 yillar1 arasinda
kopeklerde goriilen tlimorleri incelemislerdir. 182 tiimor vakasindan %40,10’unun disi
genital sistemde bulundugu, disi genital sistem tiimorlerinin ise %71,23 liniin meme
tiimori oldugu bildirilmistir. Sontas ve ark. (2009), 155 KMT hastas1 kopege iliskin
retrospektif ¢alisma yapmislardir. KMT’ den en ¢ok etkilenen irklarin Poodle (n=83),
Cocker spaniel (n=11), melez (n=10) ve Boxer (n=6) 1rklar1 oldugu bildirilmistir. 155
kopege ait 212 tiimoriin %78,3’tinlin malign, %12,3’linlin benign, %3,0’inin
hiperplastik degisimler oldugu, %1,4’linlin ise smiflandirilamadigl belirtilmistir.

Ortalama tiimor goriilme yas1 ¢aligmada 9,37 yas olarak hesaplanmistir. 119 kopekten
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46’s1 en az bir kez dogum yapmis; 59 kopekten 22’sinin ise yalanct gebelik gegmisi

oldugu bildirilmistir.

1.2.2. KMT Risk Faktorleri

KMT gelisimini etkileyen bir¢cok faktdr bulunmaktadir. Bu faktorler arasindan
en dnemlileri yas, 1rk, genetik yatkinlik, hormonlar ve biiylime faktorleri ve son olarak
da beslenme olarak sayilabilir (Kelsey ve ark., 1998 ve Perez Alenza ve ark., 2000).
Bu faktorlerden yas, obezite ve steroid hormonlart kanser gelisimini etkiledigi kadar

malignitesine de etki etmektedir (Philibert ve ark., 2003).

1.2.2.1. Yas

Dorn ve ark. (1967), 10-11 yaslarina kadar KMT insidansinda artis gortildiiglinii;
sonrasinda ise bu oranin diistiigiinii bildirmislerdir. Schneider ve ark. (1969), KMT
vakalarmin ortalama yasimi 10 yil-iki ay olarak belirtmislerdir. Boldizsar ve ark.
(1992), KMT vakalarinin yas, irk ve déneme gore dagilimlarini incelemis ve KMT
icin en yiiksek insidansin 10 yasindaki kopeklerde goriildiigiinii bildirmislerdir.
Dobson ve ark. (2002), meme tiimorii vakalarinin geng bireylerde gorece daha az
goriildiigiinii, alt1 ve 10 yaslar1 arasinda belirgin bir artis gosterdigini, on yasindan
biiylik bireylerde ise KMT frekansinda diisiis goriildiigiinii ifade etmislerdir. Zatloukal
ve ark. (2005), yaptiklar1 calismada meme displazi/hiperplazilerinin sekiz; benign
timorlerin 10, malign tiimorlerin ise 13 yash kopeklerde en yiiksek frekansa
ulagtiklarin1 bildirmislerdir. Gamlem ve ark. (2008), KMT vakalarinin 10-11 yas
araligindaki bireylerde %50 ile en yliksek frekansa ulastigini, sonrasinda ise KMT
frekansinda diisiis goriildiiglinii bildirmislerdir. Salas ve ark. (2015), KMT frekansinin
en yiiksek oldugu yas araliginin dokuz ile 12 yaslar1 arast1 donem oldugunu ifade
ederken, Andrade ve ark. (2017), KMT i¢in ortalama yasin 9,99 oldugunu
belirtmislerdir. Ramesh ve ark. (2019), ise KMT vakalarinin en yiiksek goriildiigii yas

araliginin sekiz ve 12 yaslar1 arasi oldugunu bildirmislerdir.
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Ozetlenen galigmalarda KMT vakalarinin genellikle sekiz-10 yaslar1 araliginda
geligtikleri, benign ve malign tiimorlerin baslangic yasinin  farkli oldugu
bildirilmektedir. Bu ¢aligsmalara gore benign tiimdrlerin olugma yas1 sekiz buguk iken,
malign tlimorlerin olusum yas1 dokuz buguk olarak belirlenmistir (Sorenmo, 2003).
Bes yasindan 6nce malign meme tiimorii olusmasi ise oldukca nadir gozlenen bir

durum olarak ifade edilmektedir (Sleeckx ve ark., 2011).

1.2.2.2. Beslenme

Sonnenschein ve ark. (1991), viicut kondiisyonu ve diyetin meme timorii ile
iliskisini aragtirmislardir. Dokuz ve 12 aylar arasinda zay1f viicut kondiisyonuna sahip
kisirlagtirilmis kopeklerin %99’ unda meme tiimori riskinin azaldig: ifade edilmistir.
Kisirlastirilmayan kopeklerde ise yine ayni yas araligindaki bireylerde zayif viicut
konformasyonuna sahip kopeklerde riskin %40 azaldigi, fakat bu degerin anlaml
bulunmadig: bildirilmistir. Ayni ¢aligmada, kanser teshisi konulmasindan bir y1l 6nce
yiiksek yag icerikli diyetle beslenmenin kanser gelisimi {izerinde herhangi bir etkisinin

goriilmedigi ifade edilmistir.

Pérez Alenza ve ark. (1998), yapmis olduklar1 vaka-kontrol ¢alismasinda disi
kopeklerde diyet ve meme tiimorii gelisimi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Meme
bezinde displazi veya tlimor bulunan bireyler ile saglikli bireyler karsilastirilmas,
kopeklerin viicut yapilari, diyet ve reprodiiktif ge¢mislerine dair bilgiler toplanmus,
serum selenyum seviyeleri, retinol konsantrasyonlar1 ve deri alt1 yag dokusundaki yag
asiti profilleri analiz edilmistir. Bir yasindan 6nce obezite goriilen kopeklerde ve meme
tiimorii/displazisi teshisi konulmasindan bir y1l dncesinde obezite goriilen kdpeklerde
KMT prevalansinin anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Ev yemegiyle
beslenen kopeklerde ve 6zellikle kirmizi et tikketimi daha yiiksek olan bireylerde KMT
insidansinin daha yiiksek oldugu ifade edilmistir. Deri alt1 yag dokusunda oleik asit
konsantrasyonunun saglikli bireylerde anlamli derecede daha yiiksek oldugu

bildirilmigtir.
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Weeth ve ark. (2004)’nin kanser hastas1 ve saglikli bireylerde viicut kondiisyon
skorunu g6z oniinde bulundurarak yaptiklari ¢alismada meme bezi adenokarsinomasi
ve karsinomasi goriilen bireylerde kilolu ve obez kdpeklerin prevalansindaki artigin

saglikl bireylerle kiyaslandiklarinda anlamli diizeylere ulagsmadiklar1 goriilmustiir.

Lim ve ark. (2015)’nin ¢alismalarinda, {igiincii derece kopek meme
karsinomalarmin oran1 kilolu ve obez kopeklerde anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Yine ayni c¢aligmada kilolu veya obez kdpeklerde Ostrojen ve
progesteron reseptorlerinin ifadesi ile paralel sekilde aromataz ifadesinin anlaml

derecede yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Costa-Santos ve ark. (2019)’nin meme karsinomali disi bireylerde yaptiklar
calismada fazla kilolu veya obez olan kopeklerde karsinomalarin daha agresif
olduklar1 ve bu bireylerde daha yiiksek trigliserit, VLDL (¢ok diisiikk dansiteli
lipoprotein kolesterol), albumin, globulin ve laktat konsantrasyonlar1 oldugu
belirlenmistir. Diyette %90 omega-3 balik yagi kullanildiginda lipit profilinde
herhangi bir degisiklik olmamasina karsin; glikoz, total protein ve globulin
diizeylerinde artis belirlenmistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler obez
kopeklerde lipit ve metabolik profillerde degisiklik goriildiigiinii ve tlimoriin

agresifligi ile dislipidemi arasinda 6nemli bir iligki oldugunu gostermistir.

Andrade ve ark. (2019), fareler iistiinde yaptiklar1 ¢aligmada gebelik sirasinda
beslenmeye bagli olarak germ hiicrelerinde ve fotal hiicrelerde gerceklesen

epigenomik degisikliklerin sonraki nesilde tiimor olusumunu etkiledigini gostermistir.

1.2.2.3. Hormonal Etkiler

Ostrus siklusu ve kisirlastirma durumunun KMT olusum riskini etkiledigine dair
yaygin bir goriis bulunmaktadir. Schneider ve ark. (1969) nin ¢aligmalarinda yalanci
gebelik, dogum ve dogurganlik kategorilerinin KMT olusumunu etkilemedigi

goriilmiistiir. Buna karsin, iki ve daha fazla kizginlik gostermis olan kdpeklerde KMT
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olusumu riski %26 iken; bir kez kizginlik gostermis kopeklerde %S8; kizginlik
gostermeden Once kisirlastirilmis bireylerde ise %0,5 olarak bildirilmistir. Misdorp
(1988), gec yaslarda dahi olsa kisirlastirmanin KMT gelisimine karsi koruyuculugu
oldugunu gostermistir. Sorenmo ve ark. (2000), ise KMT hastasi bireyleri kisirlagtirma
durumuna gore; kisirlastirilmamais, timor operasyonundan iki yildan az bir siire 6nce
veya tiimdr operasyonu sirasinda kisirlastirilmis ve tiimor operasyonundan iki yildan
fazla bir slire Once kisirlagtirilmis olarak ii¢ gruba ayirmislardir. TUmor
operasyonundan iki yildan az bir siire 6nce kisirlagtirilmis olan gruptaki bireylerin
diger gruptaki bireylere gore %45 oraninda daha uzun yasadiklar1 ifade edilmistir.
Calisma kisirlagtirma zamaninin 6nemini gozler 6niine sermis (Sorenmo ve ark., 2000)
ancak Philibert ve ark. (2003), malign KMT vakalarinda kisirlastirma durumunun
timor prognozunu anlamli sekilde etkilemedigini ifade etmis; bu durumu KMT
vakalarmin hormon bagimli veya hormon bagimsiz olarak ortaya cikabilecegine
baglamislardir. Genel kani kisirlastirma ve kisirlagtirma yasinin KMT olusumunu
etkilemesi yoniinde olmasina karsin, Beauvais ve ark. (2012), yaptiklar1 sistematik
derlemede yapilan ¢aligmalarin yanli olabilecegini ve bu konuda kuvvetli bir kanit

bulunamadigini ifade etmislerdir.

Hormonlara iligkin arastirmalar baslica ovaryum hormonlari, 6n hipofiz
hormonlar1 ve tiroid hormonlarinin KMT olusumu ve gelisimine etkilerinin

arastirilmasina yonelik gergeklestirilmistir (Rutteman, 1990).

Insanlarda kullanilan gebelik 6nleyici preparatlarin kdpeklerde yapilan uzun
stireli toksisite caligmalar1 progestagenlerin meme dokusunu etkiledikleri ve
neoplazilere neden olduklarini géstermistir (Concannon ve ark., 1981; Kwapien ve
ark., 1980; Nelson ve ark., 1972 ve Weikel ve Nelson, 1977). Kopeklerde meme
gelisiminde Gstrojenlerin etkisi diislik olmasina karsin progesteronun oldukga islevsel
oldugu bilinmektedir (Chambers ve Gilinzel, 1979). Kopeklerde yapilan ¢alismalar,
disaridan yalnizca Ostrojen verilmesi durumunda kdpeklerin Ostrojenin karsinojenik
etkilerine kars1 direncli olduklarin1 gostermistir (Segaloff, 1975). Buna karsin gebelik
onleyici preparatlardan progestinlerin tek basina verilmesi veya progestin-mestranol

kombinasyonlarinin orta ve yiiksek dozlarda uzun siireli uygulamalarinda KMT
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gelisiminde artis tespit edilmistir (Geil ve Lamar, 1977; Giles ve ark., 1978 ve
Kwapien ve ark., 1977). Toksisite testleri disinda, veteriner hekimlik alaninda yapilan
caligmalarda da kopeklerde Ostrus kontrolii i¢in kullanilan progestagenlerin diizenli
kullaniminda KMT insidansinda artisa neden olduklar1 bildirilmistir (Misdorp, 1988

ve van Os ve ark., 1981).

Ostrojenler ve progestagenlerin kopek meme dokusunda direkt veya prolaktin
ve biliylime hormonlarint (GH) uyarmak suretiyle indirekt etki ederek meme bezi
hiperplazilerine neden oldugu, progesteron etkinliginin yiliksek oranda mamotrofik
etkili kopek biiyiime hormonunu uyardigr diistiniilmektedir (Chambers ve Giinzel,
1979 ve El Etreby ve ark., 1979). Ostrojenlerin képek meme bezlerinde duktal
sistemde proliferasyon ve ektaziyi uyardigi, progestagenlerin ise epitelyal ve
miyoepitelyal proliferasyonu uyararak lobuloalveoler biiyiimeye neden oldugu
bildirilmistir (El Etreby ve Grif, 1979). El Etreby ve ark. (1980), spontan KMT
vakalarinda GH salinnmindaki artisa dikkat ¢ekmis ayrica FSH (follikiil uyarici
hormon), LH (liiteinlestirici hormon) ve tirotropin sentezleyen hiicrelerde sekresyonun

baskilandigin1 belirtmistir.

D’Arville ve Pierrepoint (1979), KMT vakalarinda ostrojen, progesteron ve
androjen reseptdrlerinin varligin1 gostermislerdir. Briggs (1980), spontan kopek
benign adenomasinda progesteron reseptdrii (PR) konsantrasyonunun progesteron ile
uyarilmig meme dokusunun iki kati; uyarilmamis meme dokusundaki reseptor
konsantrasyonunun ise 10 kati1 oldugunu gostermistir. Bu reseptor seviyelerinin ise
insan ve sican meme tiimorlerindeki reseptdr konsantrasyonlarindan daha ytiksek
oldugu belirtilmisgtir. MacEwen ve ark. (1982), inceledikleri tiimdr Orneklerinin
bazilarinda 6strojen reseptorii (ER) bulundugunu, bazilarinda ise bulunmadigini
bildirmistir. ER ve PR varligi ile ilgili ¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilmis bir cok
calisma mevcuttur (Donnay ve ark., 1996; Elling ve Ungemach, 1983 ve Raynaud ve
ark., 1981). Yapilan calismalardan birinde (Elling ve Ungemach, 1983), ayn1 bireyden
elde edilen ayn1 histopatolojideki 6rneklerin reseptor karakteristigi agisindan farklilik
gosterebildigine dikkat ¢ekilmistir. Lespagnard ve ark. (1987), in vitro ¢alismalarinda
Ostrojen ve progesteronun hem ER ve PR pozitif, hem de ER ve PR negatif KMT
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orneklerinde replikasyonu uyardigini gostermislerdir. Calismada ayrica ER ve PR
icerigi ile bazal proliferasyon oraninin korelasyon gosterdigi belirtilmis fakat

uyarilmig proliferasyon orani ile arasinda herhangi bir korelasyon bulunmamustir.

Warner (1977), tarafindan kopek meme dokusuna ait duktal bag dokusu
displazileri, hiperplastik alveoler lobuler displaziler ve adenoma 6rnekleri ile yapilan
in vitro ¢aligmada, alveoler lezyonlarda hormonlardan bagimsiz sekresyon
gerceklestigi gosterilmistir. Duktal bag dokusu displazilerinde morfolojik degisiklikler
gozlemlenemedigi i¢in biiyiime tespit edilememistir. Adenofibromadaki sekresyonun
kortizol, mamotropin ve insiilin kombinasyonu ile Ostradiol, progesteron, kortizol,
mamotropin, somatotropin ve insiilin kombinasyonuna duyarli oldugu ayrica saglikl
meme dokularinin ise ayni hormon kombinasyonlarina yanit vermedigi tespit

edilmisgtir.

Prolaktinin (PRL) kemirgenlerde meme tiimorii gelisimini tetiklemesi, Saluja
ve ark. (1973; 1974)’nin kopeklerde PRL seviyeleri ve KMT vakalar1 arasinda bir
iligki olup olmadigini arastirmaya yoneltmistir. Caligma sonucunda KMT vakalarinda
hipofiz bezinde PRL diizeylerinde dengesizlik goriildiigii; KMT’li bireylerde PRL
seviyelerinin kontrol grubuna goére anlamli diizeyde yiiksek oldugu ve didstrustaki
bireylerde bu farkin ¢ok daha anlamli oldugu bildirilmistir. Attia (1982), saglikls,
benign tiimorlii ve malign tiimdrli kopeklere ait hipofiz bezlerinde PRL ve
adrenokortikotropin (ACTH) sentezleyen hiicrelerin sekretor aktivitelerinde saglikli
bireylere gore benign tiimdorlii bireylerde hafif, malign tiimdrli bireylerde ise belirgin
bir artis oldugunu tespit etmistir. Somatotropin (STH) salgilayan hiicrelerde ise malign
tiimorli bireylerde sayica azalma olmasina karsin sekretdr aktivitelerinin saglikli
meme dokusuna sahip bireylerle ayni oldugunu gdstermistir. Queiroga ve ark. (2005),
caligmalarinda KMT’1i kdpeklerin serumlarinda PRL seviyesinin saglikli kopeklerden
anlamli diizeyde yiiksek oldugunu bildirmis, benign ve malign KMT’li bireylerin
serum PRL seviyeleri arasinda anlamli bir degisiklik olmadigini ifade etmislerdir.
Ayni ¢alismada KMT’li dokulara ait 6rnekler karsilastirildiginda PRL seviyeleri en
yiiksekten diisiige dogru; malign KMT, benign KMT ve saglikli doku olarak

siralanmistir. Bu durum timor dokusunda saptanan PRL’in hipofiz kokenli degil,
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otokrin veya parakrin etki ile memede degisiklige ugramis hiicrelerden salgilandigin
diisiindiirmiistiir. Ancak Spoerri ve ark. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alismada PRL’in
parakrin veya otokrin etkinliginin olduguna dair herhangi bir kanit elde edilememistir.
PRL ve prolaktin reseptorleri (PRLR) diizeylerinin tiimdr prognozu ve neoadjuvant
terapileri i¢in 6dnemli belirtecler oldugu da yayinlarda belirtilmektedir (Guil-Luna ve

ark., 2014; Michel ve ark., 2014 ve Queiroga ve ark., 2014).

Yapilan ¢aligmalar bazi KMT vakalarinin PRLR (Rutteman ve ark., 1986) ve
epidermal biiyiime faktorii reseptorleri (EGFR) (Nerurkar ve ark., 1987) agisindan
pozitif veya negatif olabildiklerini gostermistir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
donitistliriicii biiyiime faktorii alfa (TGF-o) gibi biiylime faktorlerinin EGFR’ye
baglanarak bu hiicrelerde segici biiyiimeye ve hiicrenin kontrol mekanizmasindan
kagmasina neden olabilecekleri diisiiniilmektedir (Rutteman ve Misdorp, 1993).
Normal, displazili ve neoplazili dokularla yapilan ¢alismada ER, PR ve epidermal
biliylime faktorii reseptorleri (EGFR) aragtirilmistir. Yalnizca malign tiimorlerde ER
ve EGFR konsantrasyonlarinin anlamli bir korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(Donnay ve ark., 1996). Bir baska calismada ise malign tiimorlerde benign KMT ve
saglikli 6rneklere kiyasla EGF diizeyinin steroid diizeyleriyle paralel olarak anlamli
derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum EGF’nin tiimdr olusumunda
onemli olabilecegini diisiindiirmektedir (Queiroga ve ark., 2009). Kennedy ve ark.
(2011), EGF’nin proliferasyon ve kemotaksise olumlu etkide bulundugunu; apoptozisi
etkisizlestirdigini ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii iiretimini artirdigin1 ayrica

tiimore malign bir fenotip kazandirdigint géstermislerdir.

Pagnini ve ark. (2002), KMT hiicre hattinda GnRH (Gonadotropin salgilatic
hormon) agonistinin (Goserelin) EGF’nin uyarici aktivitesini baskilayarak tiimor

proliferasyonunu engelledigini gostermislerdir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF) karsinoma hiicreleri veya komsularmnimn
proliferasyonunu steroidlerden ve GH’den bagimsiz olarak uyarmaktadir (Rutteman
ve Misdorp, 1993). Bunun yani sira, progestinlerin GH, IGF-I, IGF-II ve IGF baglayici

proteinlerin plazma konsantrasyonunda artiga neden oldugu bildirilmistir (Mol ve ark.,
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1996). Progestinlerle uyarilmis GH’1n meme bezindeki hiperplastik duktular epitelden
koken aldig1, hipofiz bezinden salgilanan GH ile yiiksek oranda benzerlik gosterdigi
ve biyolojik olarak aktif oldugu tespit edilmistir (Selman ve ark., 1994). Bu GH
diizeylerinin biliylime hormonu salgilatict hormon (GHRH) ve somatostatine karsi
duyarsiz olduklar fakat antiprogestinlere kars1 duyarl oldugu belirtilmistir (Mol ve
ark., 1996). Progestin ile uyarilmis GH’1n meme epitel hiicrelerinde proliferasyonu ve
bazen de transformasyonu uyararak KMT’ye yatkinlia neden oldugu
distiiniilmektedir (Van Garderen ve ark., 1997). Van Garderen ve ark. (1999), meme
dokusunda biiyiime hormonu reseptorleri (GHR) ile molekiiler diizeyde yaptiklar
calismada GHR’ye ait dort farkli transkript oldugunu gdstermislerdir. En malign tiimor
orneklerinde yalnizca esas transkriptin bulundugu tespit edilmistir. Islevsel
domainlerin atlandig1 alternatif transkriptlerin malign tiimérlerde olmamasi, bu
tiimorlerde GH’a kars1 hassasiyetin artabilecegi seklinde yorumlanmistir. Serum ve
dokudaki GH ve IGF-I yogunlugunun malign KMT vakalarinda benign KMT vakalari
ve saglikli bireylere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Queiroga ve ark., 2010). Baska bir ¢alismada ise tiim GH sentezleyen hiicrelerin PR
pozitif olduklar fakat tim PR pozitif hiicrelerden GH sentezlenmedigi gozlenmistir
(Lantinga-van Leeuwen ve ark., 2000). Aktif PR’nin bir ¢esit transkripsiyon faktorii
gibi gbrev yaparak ayni hiicredeki GH ifadesini artirdig1 ifade edilmistir (Lantinga-
van Leeuwen ve ark., 2000 ve Queiroga ve ark., 2008). Meme dokusu ve tiimor
ornekleri ile yapilan bir bagka ¢aligmada (Geraldes ve ark., 2000) hormon reseptdrii
varlig1 ile malign KMT’lerdeki hiicresel proliferasyon arasinda negatif korelasyon

goriildiigli ve insan ¢aligmalarinda da benzeri sonuglara rastlandig ifade edilmistir.

El Etreby (1979), KMT’li kopeklerde tiroid fonksiyonlar1 ve KMT arasindaki
iligkiyi incelemistir. Calismada kontrol grubuna gore KMT’li vakalarda tiroid
hormonlarinin daha diisiik seviyede tespit edilmesi tiroid bezinin de hormonal
dengesizlikten etkilendigini gostermistir. Tiroid hormonlar1 ile PRL ve GH gibi
hipofiz bezi ile iliskili hormonlarin etkilesiminin tiimor olusumunda rol alabilecegini,
tiroid hormonlarindaki yetersizligin meme dokusunda PRL ve GH’a hassasiyetini

etkileyebilecegini 6ne stirmiistiir.
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Frank ve ark. (1979), uzun siireli medroksiprogesteron asetat ve progesteron
uygulanan saglikli ve kisirlastirilmis disi kopeklerde serum insiilin, tiroid uyarici
hormon (TSH), triiodotreonin, GH, PRL, 17B-0stradiol, progesteron ve kortizol
seviyelerini Olgtiikleri calismada, serumdaki GH ve insiilin seviyelerinde artis;
triiodotreonin, kortizol seviyelerinde diisiis tespit etmislerdir. 17p-6stradiol seviyesi
yalnizca medroksiprogesteron uygulanan grupta diismiis fakat her iki grupta TSH ve

PRL seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmadig1 bildirilmistir.

Benavente ve ark. (2019), calismalarinda benign ve malign tiimorler dokularinda
oksitosin reseptorii (OTR) varligim1 gdstermisglerdir. Benign tiimorlerdeki OTR’nin
malign tiimorlere gore daha yiiksek oranda bulundugu bildirilmistir. Malign
timorlerde ise OTR ifadesi I. ve II. derece tiimorlerde, III. derece tlimorlere kiyasla

daha yiiksek bulunmustur.

Hormon ve hormon reseptdrii diizeylerinin tiimor olusumunun yani sira timoriin
malignitesi ve prognozu ile de iligkili olabilecegine dair ¢aligsmalar mevcuttur. Malign
KMT hastas1 bireylerin hem serum steroid hormon diizeylerinin hem de meme dokusu
orneklerindeki steroid hormon diizeylerinin saglikli ve benign KMT’li bireylerden
yiiksek oldugu bildirilmistir (Queiroga ve ark., 2005). Benign tiimoérlerde progesteron
ifadesinin yiiksek, hiicresel proliferasyonun ise daha diisiik oldugu; buna karsin malign
timorlerde durumun tam tersi olarak goriildiigii tespit edilmistir. Artan malignite
tiimoriin hormon bagimsiz hale gelmesi ile iliskilendirilmistir (Thuroczy ve ark.,

2007).

Spoerri ve ark. (2015), ER, PGR, GHR ve PRLR ifadelerinde normal dokudan
malign fenotipe geciste anlamli derecede diisiis goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu
diisiisiin benign tiimorlerde yalnizca PRLR i¢in anlamli oldugu ifade edilmistir. Mohr
ve ark. (2016), ER, PGR, PRLR ve GHR ifadelerinin malign tiimdrlerde diisiisii ile
ilgili olarak Spoerri ve ark (2015)’nin ¢alismalari ile paralel sonuglar elde etmislerdir.
Sorenmo ve ark. (2019), Ostrojenin ER pozitif tiimdrlerde karsinojen etkide
bulundugunu fakat ER negatif timorlerde koruyucu bir etkisi olabilecegini ifade

etmislerdir.
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Calismalarin  odaginda bulunan ovaryum steroidleri, hipofiz ve tiroid
bezlerinden sentezlenen hormonlar ve biiyiime faktorleri haricinde yapilan ¢aligsmalara
bakildiginda Ressel ve ark. (2012), agresif timor hiicrelerinde leptin ve leptin
reseptoriiniin (ObR) diisiik diizeylerde ifade edildigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
Lim ve ark. (2015), adiponektin ifadesindeki diislisiin kotii prognoz ile korele

oldugunu, leptin ifadesinin PR ile, ObR’nin ise ER ile korele oldugunu bildirmislerdir.

Ozetle; ovaryum steroidleri ve bu steroidlere iligkin reseptdrlerin varligmin; bu
hormonlara bagli olarak hipofiz bezinden sentezlenen hormonlar ile reseptdrlerinin ve
cesitli biilyiime faktorlerinin tiimér olusumu, proliferasyonu, malignitesi ve prognozu
ile iligkili oldugu ve tiroid bezi fonksiyonlarinin tiimér nedeniyle etkilenebildigi

sOylenebilir.

1.2.2.4. Irk Etkisi

Gegmisinde akrabali yetistirme bulunan kdpeklerde irklar i¢i ¢ok diisiik seviyede
genetik varyasyon gozlenir. Ozellikle insanlarla kiyaslandiginda sinirli popiilasyon
biiyiikligii ve wrklar i¢i baglanti dengesizliginin yiiksek derecede goriilmesine yol
acmaktadir. Kalabalik insan popiilasyonlarinda gozlenen meme kanserleri ile
kiyaslandiginda, diislik genetik varyasyondan dolayi, KMT nin tek bir irk i¢inde daha

homojen bir kdkene sahip olmasi beklenmektedir. Bu durum irklar i¢indeki risk

faktorlerinin ¢ok daha kolay saptanabilmesine izin vermektedir (Rivera ve ark., 2009).

Fox terrier (Cohen ve ark., 1974), Cocker spaniel (Andrade ve ark., 2017; Atalay
Vural ve Aydin, 2001; Cohen ve ark., 1974; Dobson, 2013; Egenvall ve ark., 2005;
Salas ve ark., 2015 ve Sontas ve ark., 2009), Boston terrier (Cohen ve ark., 1974 ve
Macvean ve ark., 1978), Pointer (Andrade ve ark., 2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001,
Dobson, 2013; Kokiiuslu ve Akkayan, 1972 ve Macvean ve ark., 1978), Beagle
(Schafer ve ark., 1998), Poodle (Andrade ve ark., 2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001;
do Carmo Silva ve ark., 2019; Dobson, 2013; Kokiiuslu ve Akkayan, 1972; Macvean
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ve ark., 1978; Salas ve ark., 2015; Sontas ve ark., 2009 ve Tiirkaslan ve ark., 1983),
English springer spaniel (Dobson, 2013 ve Egenvall ve ark., 2005), Brittany spaniel,
Puli, English setter (Dobson, 2013), Doberman (Atalay Vural ve Aydin, 2001; do
Carmo Silva ve ark., 2019; Dobson, 2013 ve Egenvall ve ark., 2005), Boxer (Atalay
Vural ve Aydin, 2001; Dobson, 2013; Egenvall ve ark., 2005; Kokiiuslu ve Akkayan,
1972; Sontas ve ark., 2009 ve Tiirkaslan ve ark., 1983), Softcoated wheatan terrier
(Egenvall ve ark., 2005), German shepherd (Dobson, 2013 ve Salas ve ark., 2015),
Labrador retriever (Salas ve ark., 2015), Maltese (Andrade ve ark., 2017 ve Dobson,
2013), Yorkshire terrier (Andrade ve ark., 2017; Dobson, 2013 ve Egenvall ve ark.,
2005), Dachshund (Andrade ve ark., 2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001; do Carmo
Silva ve ark., 2019 ve Dobson, 2013) irklarinda meme tiimorii vakalarina
predispozisyon goriildiigii bildirilmistir. Buna karsin Collie, Saint bernard, Shetland
sheepdog, Bernese mountain dog (Rivera ve ark., 2009) ve Rough haired collie
(Dobson, 2013) irklar1t KMT igin diisiik risk grubu siiflandirmasina dahil edilmistir.

1.2.2.5. KMT’ne Predispozisyon Yaratan Germ Hatti Mutasyonlar1

Irklar i¢i diigiik genetik varyasyon goriilmesi ve artan homozigotluk (Rivera ve
ark., 2009) KMT olusumunda etkili germ hatt1 mutasyonlar1 bulunabilecegi
diisiincesini kuvvetlendirmektedir. Schafer ve ark. (1998), Beagle irkina ait ailelerde
KMT vakalarina ailesel yatkinlik ve diren¢g goriinen hatlar ile c¢alismis ve
orneklemdeki ailelerde ayni genetik faktorlerin KMT ye yatkinlik ve direncle iliskili
olabilecegini bildirmislerdir. Kopeklerde meme tiimoriine neden olan birgok aday gen
bulunmaktadir ve bu genlerin tiimdr olusumu iizerine etkileri yogun olarak
calisilmaktadir (Borge ve ark., 2011; Klopfleisch ve ark., 2010; Queiroga ve ark., 2011

ve Rivera ve von Euler, 2011).

pS3 proteini timor baskilayict ve biiylimeyi Onleyici genlerden birisidir
(Klopfleisch ve ark., 2010). Chu ve ark. (1998), 74 KMT Ornegiyle yaptiklar
calismada benign tiimorlerde 7P53 (p53) geninde herhangi bir mutasyon tespit

edememis fakat malign tlimorler olan primer karsinomalarin yaklagik %15’inde
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mutasyon oldugunu belirlemislerdir. Ekzon 4, 5, 6 ve 7°de anlamsiz mutasyon, splice
bolgesinde mutasyon ve gerceve kaymasi mutasyonlari oldugu tespit edilmistir. Mayr
ve ark. (1999), meme adenokarsinomasinda 7P53 geni, ekzon 5’te yanlis anlam
mutasyonu; meme adenomasinda ise ekzon 4’te heterozigot bir sinonim mutasyon
oldugunu tespit etmislerdir. Tiimor dokularinda yapilmis bu calismalarin yanisira
Veldhoen ve ark. (1999), spontan KMT vakalarinda 7P53 geninde germ hattinda 10
hastanin tiglinde mutasyon goriildiigi, iki hastada tiimor dokularinda ekzon 2 ve ekzon
5’te mutasyon oldugu, hastalardan birinde ise hem tiimo6r dokusu hem de germ hattinda
ekzon 3’ten 7’ye kadar delesyon bulundugunu tespit etmislerdir. Muto ve ark. (2000),
yine TP53 geninde yaptiklari calismada, 38 benign meme tiimdriinde dort yanlis anlam
mutasyonu; 25 karsinomada ise bes yanlis anlam mutasyonu ve bir anlamsiz mutasyon
belirlemislerdir. Lee ve Kweon (2002), 7P53 geninde 10 malign tiimdrde dort yanlis
anlam mutasyonu, bir anlamsiz mutasyon; 10 benign tiimorde ise iki yanlis anlam
mutasyonu ve bir sinonim mutasyon tespit etmis ve mutasyonlar ile prognoz arasinda
bir iligki olabilecegini ifade etmislerdir. Lee ve ark. (2004), bir baska ¢aligmalarinda
ise timor dokularinda 7P53 geni mutasyonlar1 ve gen ifadesini prognoza yonelik
degerlendirmislerdir. Mutasyonlar ile gen ifadesinin artisinda anlamli bir korelasyon
tespit edilen ¢alismada, 7P53 mutasyonlar1 ve artan protein ifadesi malign karakterde
artis ve kotli prognoz ile iliskilendirilmistir. Rivera ve ark. (2009), English springer
spaniel irkinda 7P53’iin de dahil oldugu 10 adet gende iki farkli 6rneklem grubunda
kan orneklerinde tekli niikleotit polimorfizmi (TNP) taramasi1 yapmislardir. 7P53
geninde yedi adet TNP tespit edilen ¢alismada, ikinci grupta yalnizca bir TNP %5°lik
mindr allel frekansinin tistiinde bulunmus ve ileri analizlere gecilmemistir. Borge ve
ark. (2011), 32 bireyden olusan bir 6rneklemde 7P53’lin de i¢cinde bulundugu aday
genler i¢in germ hattt mutasyonu taramasi yapmis ve 7P53 geni i¢in herhangi bir germ

hatt1 mutasyonu tespit edememislerdir.

Rungsipipat ve ark. (1999), KMT vakalarinin genomunda tirozin kinaz ailesine
baglt YESI protoonkogeninin, Murakami ve ark. (2000), ise siklin A ifadesinden
sorumlu genin (Hibridizasyon temelli metod ile ¢alisildigindan CCNAI m1 yoksa

CCNA2 mi oldugu belirsizdir) amplifikasyonlarini aragtirarak genomik anormallikleri
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tespit etmeye caligmig fakat KMT ile iligkilerinin saptanabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara

ihtiya¢ duyuldugunu belirtmislerdir.

Watzinger ve ark. (2001), insanlardaki tiimor vakalarinda dikkat ¢eken NRAS,
KRAS ve HRAS protoonkogenlerinin en ¢ok mutasyon goriinen kodonlarinin
bulundugu ekzon 1 ve ekzon 2 bdlgelerinde KMT vakalarinin da dahil oldugu kedi ve
kopek tiimdr dokularinda mutasyon taramast yapmis; KMT vakalarinda bu genlere ve

ilgili bolgelere iliskin herhangi bir mutasyona rastlamamaiglardir.

De las Mulas ve ark. (2003), KMT vakalarinda tirozin kinaz reseptdr proteini
olan ve onkogen olarak kabul edilen ERBB2 (HER2, c-erbB-2, neu) ile ¢alismiglardir.
Immiinohistokimya ve kromogenik in-situ hibridizasyon sonuglarmna gére proteinin
KMT vakalarinin %17,6’sinda gen amplifikasyonu olmaksizin ifade artig1 gosterdigi
bildirilmistir. insan ve kdpek meme tiimérii vakalarinda tespit edilen yiizde oranlarinin
benzerligine dikkat ¢ekilmistir. Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel irkinda
kan 6rneklerinde ERBB?2 genine ait toplam bes TNP tespit etmis ve KMT vakalart ile
aralarinda anlamli bir iligki saptayamamislardir. Borge ve ark. (2011) ise ERBB2
geninde yaptiklari ¢alismada 32 bireyden olugan bir 6rneklemde kan numunelerinde
sekizi kodlanan bolgede olmak iizere toplamda 23 TNP ve kodlanmayan bolgede bir
adet indel mutasyonu tespit etmiglerdir. Tespit edilen polimorfizmlerden birinin yanlig
anlam mutasyonuna neden oldugu, amino asit yiikiinii degistirebilecegi ve PolyPhen

tahminine gore zararli olabilecegi bildirilmistir.

Kanae ve ark. (2006), 13 timorli, iki saglikli meme dokusunda tlimor
baskilayici oldugu bilinen PTEN geninde varyasyon taramasi ve gen ifade diizeylerini
aragtirmiglardir. Mutasyon tespit edilmeyen ¢alismada gen ifadesi bes benign tiimdriin
dordiinde iki ile dort kat arasi diigiis gostermistir. Malign tiimorlerde ise sekiz drnekten
dordiinde ifade diisiisii tespit edilirken, diger 6rneklerin ifadelerinde herhangi bir ifade
farklilig1 tespit edilememistir. Borge ve ark. (2011), ise PTEN geninde dordii
kodlanmayan, biri kodlanan bolgelerde olmak iizere toplam bes adet TNP tespit
etmiglerdir. Tespit edilen TNP’nin sinonim oldugu ve amino asit dizisini

degistirmedigi belirtilmistir. Borge ve ark. (2015), PTEN geninin siklikla kayba
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ugrayan bir lokusta bulundugu ve tiimoérlerin besinde homozigot olarak delesyona

ugradigini tespit etmislerdir.

Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel 1rkinda yaptiklar1 ¢aligmada
CHEK? geninde toplamda alt1 adet TNP tespit etmis fakat KMT ile aralarinda anlamli
bir iligski oldugunu gdsterememislerdir. Borge ve ark. (2011)’nin ¢alismalarinda ise
CHEK? geninde yalnizca kodlanmayan bolgelerde ii¢ adet TNP ve bir adet indel

mutasyonu tespit edilmistir.

Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel 1rkinda yaptiklar1 ¢aligmada
FGFR?2 geninde dokuz adet TNP tespit etmis ve ilk veri setinde TNP’ler ile tlimor
olusumu arasinda anlamli bir korelasyon elde edilse de ikinci veri seti degerlendirmeye

katildiginda anlamli bir sonug elde edilemedigi bildirilmistir.

LSPI geninde yapilan ¢alismada (Rivera ve ark., 2009) alti adet TNP tespit

edilmig fakat tiimdr ile aralarinda anlamli bir iligki bulunmamustir.

MAP3KI geninde alti adet TNP tespit edilmis fakat tiimor olusumu ile bu

TNP’ler arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir (Rivera ve ark., 2009).

RCASI geninde yapilan TNP taramasi sonucunda English springer spaniel
irkinda bes adet TNP tespit edilmis fakat tiimor olusumu ile aralarinda herhangi bir

anlamli korelasyon bulunmamaistir (Rivera ve ark., 2009).

TOX3 geninde tespit edilen yedi TNP ile tiimor olusumu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (Rivera ve ark., 2009).

Borge ve ark. (2011), BRIPI geninin kodlanan bdlgelerinde iki, kodlanmayan
bolgelerinde ise li¢ olmak {izere toplam bes adet TNP tespit etmislerdir. Yanlis anlam
mutasyonu ile sonug¢lanan bu baz degisimlerinin rezidiilerde herhangi bir yiik degisimi

yaratmadig1 ve PolyPhen tahmininde benign olarak nitelendirildigi bildirilmistir.
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CDH 1 geninde yapilan ¢alismada kodlanan bolgede bir TNP, ii¢ niikleotitlik bir
indel, kodlanmayan bolgede ise dort adet TNP ve iki indel saptanmistir. Kodlanan
bolgedeki TNP’nin amino asit dizisinde herhangi bir degisiklige yol agmadig: ifade
edilmigtir (Borge ve ark., 2011).

EGFR geninde kodlanan bolgede iki; kodlanmayan bolgede ise dort adet TNP
tespit edilmistir. Tespit edilen iki yanlis anlam mutasyonunun korunmus bir bolgede
gerceklesmedigi; birinin benign oldugu, digerinin ise zararli olabilecegi bildirilmistir

(Borge ve ark., 2011).

ESRI geninde kodlanan bdlgede ii¢; kodlanmayan bolgede ise iki adet TNP
tespit edilmistir. Ekzon 2 ve 8’de goriilen TNP’lerin amino asit dizisinde herhangi bir
degisime neden olmadigi; ekzon 4’te goriilen yanlis anlam mutasyonunun ise rezidii
grubunda herhangi bir degisime neden olmadig1 ve PolyPhen tahmininde benign

olarak nitelendirildigi ifade edilmistir (Borge ve ark., 2011).

STK11 geninde yapilan taramalarda yalnizca kodlanmayan bolgelerde ii¢ adet

TNP tespit edildigi bildirilmistir (Borge ve ark., 2011).

Rivera ve ark. (2009), KMT vakalarinda timor baskilayict oldugu bilinen
BRCAI geninin de i¢inde bulundugu 10 gen ile yaptiklar1 polimorfizm ¢aligmasinda
toplam sekiz adet TNP tespit etmis; iki farkli 6rneklemin kullanildigi ve birlikte
degerlendirildigi ileri analizlerde ise BRCAI ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin
English springer spaniel ikinda timor gelisimi ile anlamh iligkili oldugunu
bildirmislerdir. Borge ve ark. (2011) ise yaptiklar1 ¢alismada BRCAI geninde
kodlanan bolgede bir; kodlanmayan bolgede ise iki TNP tespit etmis; tespit edilen
varyantin amino asit dizisini degistirmedigini bildirmistir. Enginler ve ark. (2014),
BRCAI geninin 5° UTR bolgesi, intron 8§ ve ekzon 9 bolgelerinde varyasyon
taramiglardir. 5° UTR bolgesinde iki TNP tespit edilen ¢calismada intron 8’de iki yeni
TNP; ekzon 9’da ise iki yeni TNP tespit edilmistir. Ekzon 9’da tespit edilen
varyantlarin sinonim oldugu belirtilmistir. Qiu ve ark. (2015), BRCAI’in promotor

bolgesini tanimlamig ve bu bolgede mutasyon taramiglardir. Malign KMT vakalariin
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%46,6’s1in promotor bolgesinde bir sitozin niikleotitinin delesyona ugradig: tespit
edilmistir. mRNA ifadesinin KMT vakalarinda anlamli derecede azaldig: bildirilmis
fakat benign ve malign tiimorler arasinda bu ifade diisiisline iliskin anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. Qiu ve Lin (2016)’in baska bir ¢alismalarinda ise bir benign ve bir
malign timor 6rneginde BRCAI geninde toplamda dort adet nokta mutasyonu tespit
edilmigtir. Benign KMT vakasinda tespit edilen p.E1589Q mutasyonunun erken stop
kodonu olugsumuna neden olan zararli bir mutasyon oldugu bildirilmistir. Malign KMT
vakasinda tespit edilen p.T1207A mutasyonunun benign, yine malign 6rnekte tespit
edilen p.V13361 mutasyonunun ise zararli bir mutasyon oldugu bildirilmistir. 5’
flanking region’da yapilan calisma ise malign vakalara ait bir klonda dort CpG

adasinda metilasyon oldugu tespit edilmistir.

DNA tamirinde gorevli BRCA2 ve RADS51 genlerinin kopeklerdeki cDNA’lar1
(komplementer DNA) klonlanarak DNA dizi analizleri yapilmis ve ilerleyen yillarda
KMT vakalarinda c¢alisilmasi iizerine zemin hazirlanmaya c¢alisilmistir. Calisma
sonuglar1t BRCA2 amino asit dizisinde insanla %68, RADS5 1 geninin ise %99 homoloji
gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Ochiai ve ark., 2001). Yoshikawa ve ark. (2005),
BRCA?2 geni ile yaptiklar ¢aligmada ekzon 27’ye ait genomik diziyi analiz etmis ve
heterozigotluk kaybinin tespiti i¢in kullanilmak {izere polimorfik bir belirte¢ elde
etmeye c¢alismig, ayrica calisma sirasinda dort yeni niikleotit polimorfizmi tespit
etmislerdir. Ileri ¢aligmalarinda ise yine BRCA2 geninde heterozigotluk kayb1 analizi
icin lic yeni polimorfik belirte¢ gelistirmislerdir (Yoshikawa ve ark., 2008). Rivera ve
ark. (2009), English springer spaniel ikinda kan orneklerinde yaptiklart TNP
taramasinda BRCA2 genine ait TNP’leri de analiz etmigler; toplamda dort adet TNP
tespit edilen calismada BRCA2 aday geninin KMT gelisiminde etkili oldugu
bildirilmigtir. Hsu ve ark. (2009), KMT hastas1 bireylerde BRCA2 geninin BRC
domainini kodlayan ekzon 11 bolgesinde DNA dizi analizi ile niikleotit
varyasyonlarint arastirmiglardir. %68’1 yanlis anlam mutasyonu; %32’si sinonim
mutasyon olmak iizere 19 adet sporadik nokta mutasyonu saptanmistir. Borge ve ark.
(2011), BRCAZ’nin kodlanan bolgelerinde dort TNP, iki indel; kodlanmayan
bolgelerinde ise iki TNP, bir indel olmak iizere toplam dokuz adet varyasyon tespit

etmislerdir. TNP’lerin ii¢iiniin yanlis anlam mutasyonuna neden oldugu; PolyPhen
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tahminine gore bu mutasyonlarin ikisinin benign; birinin ise zararlt mutasyon olmasi
muhtemel olarak goriilmiistiir. Ochiai ve ark. (2011), RAD51 geni ile BRCA2’deki
fonksiyonel domainlerinden olan BRC tekrarlar1 arasindaki iliskiyi iki hibrit analizi
(two-hybrid assay) ile aragtirmiglardir. Sekiz adet BRC tekrarindan BRC1, BRC2 ve
BRC4’lin RADS51 ile kuvvetli; BRC8’in orta; BRC3, BRC5 ve BRC7’nin zayif bir
sekilde bag kurdugu; BRC6’nin ise RADS51 ile baglanmadigi bildirilmis; yanlis anlam
mutasyonlar1 ve proteinin kisa kalmasina neden olan mutasyonlarin tlimér olusumuna
neden olabilecegi ongdriilmiistiir. Yoshikawa ve ark. (2012), kopeklerdeki p.T1425P
ve p.K1435R mutasyonlarmin etkilerini incelemislerdir. Insan p.K1440R ve
p.K1440E mutasyonlariin kdpeklerdeki p.K1435R mutasyonuna karsilik geldigini ve
bu mutasyonun RADS51 ile etkilesimi degistirerek zararli etki gosterdigi ifade
edilmistir. Insanlardaki p.T1430P mutasyonuna karsihlk gelen p.T1425P
mutasyonunun ise insan ve kdpeklerde benzer etkilere neden oldugu bildirilmistir.
Enginler ve ark. (2014), BRCA2 geninin 12, 24 ve 27°nci ekzonlarinda polimorfizm
taramas1 yapmislardir. Ekzon 12°de iki; ekzon 24°te biri yeni olmak iizere iki; ekzon
27°de ise bir yeni TNP ve yine ekzon 27°de bir indel tanimlamislardir. Ekzon 24’teki
TNP’lerden birinin ve ekzon 27°deki TNP’nin yanlis anlam mutasyonuna neden
oldugu belirlenmistir. Ochiai ve ark. (2015), 236 KMT hastas1 bireyde saptanmis
BRC3 ve BRC4 tekrar bolgelerindeki polimorfizmlerin alt1 farkli kombinasyonunun
RADS51’e baglanmasini iki hibrit analizi ile 6l¢miis ve BRC3-4’{in icerdigi 1425P
allelinin baglanma giiciinde anlamli bir diislis goriildiigiini tespit etmislerdir.
Yoshikawa ve ark. (2015), yedi saglikli meme dokusu ve 17 KMT dokusu ile yaptiklar
calisgmada BRCA2 geni ifadesinde promotor bolgede herhangi bir mutasyon
saptanmamasina karsin gen ifadesinde anlamli derecede diisiis tespit etmislerdir. Sekiz
timor 6rneginde iki farkli splice varyanti tespit edilen ¢alismada varyantlardan birinin
cergeve kaymasit mutasyonu nedeniyle erken stop kodonu olusumuna yol agtigi ve
ifadedeki diisiisiin bununla iliskili olabilecegi bildirilmistir. Ozmen ve ark. (2017a),
ekzon 11°de, 19’u yeni olmak iizere toplam 28 somatik TNP tespit etmislerdir. /n silico
analizlerde sinonim olmayan 21 TNP nin protein fonksiyonunu degistirebilecegi, dort
TNP’nin ise proteine zararli etkisi olabilecegi bildirilmis; p.T1425P mutasyonunun
korunmus bolgede olmasi nedeniyle tiimdr olusumuyla iliskili olmasi en muhtemel

mutasyon oldugu ifade edilmistir. Maués ve ark. (2018), 48 KMT hastasina ait kan ve
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doku orneklerinde BRCA2 geninin ekzon 11’inde goriilen varyantlarin frekansini ve
bu frekanslarin klinik evrelere ve tiimor histopatolojilerine gore dagilimlarini
arastirmiglardir. Calismada ii¢li muhtemelen zararli olan toplamda yedi adet varyant
tespit edilmistir. Bu {i¢ varyantlardan en az birini tastyan 21 KMT vakast III. evre ve
iistiinde olarak belirlenmis; vakalardan biri ise bu grubun disinda kalmistir. Vakalarin
%97,9’unda tanimlanan yedi polimorfizmden bir ile {i¢ arasinda polimorfizme
rastlanmistir. TNP’ler ile 1rk, yas, tiimdr derecesi ve histopatolojisi arasinda anlaml

bir korelasyon tespit edilmemistir.

BRCA2 ile iliskisi ve homolog rekombinasyon aracili DNA tamir
mekanizmasindaki islevi dolayisiyla (Krejei ve ark., 2012) RADS5I geni KMT
vakalarinda arastirilan genler arasindadir. Ozmen ve ark. (2017b), genin PALB2 ve
BRCAZ2 proteinleri ile etkilesime gectigi domainlerinde yaptiklari ¢calisma sonucunda
iki TNP ve yedi TNV (tekli niikleotit varyanti) tespit etmis; p.N196D, p.H199D ve
p.T225S degisimlerinin zararli mutasyonlar oldugu ve protein fonksiyonunu
etkileyebilecegini bildirmislerdir. Uemura ve ark. (2019) ise yaptiklari calismada
p.A209S ve p.T225S mutantlarinin PALB2 proteini ile etkilesimini aksattigini iki

hibrit analizi ile gostermislerdir.

Hennecke ve ark. (2015), malign KMT vakalarmin %50’sinde PFDNJ5 geninin
de bulundugu bolgede somatik delesyon tespit edildigini; delesyon goriilen vakalarda
timor belirteglerinden biri olan Ki-67 skorunda artig goriildiigini bildirmistir.
Gendeki delesyonun tiimdriin agresifligi ile iliskili olabilecegi, daha kapsamli

caligmalarin gerekli oldugu ifade edilmistir.

Surdyka ve Slaska (2017), KMT hastas1 bireylerde mitokondriyal genler olan
ND2, COX2, ATP6 ve COX3 genlerinde varyasyon taramislardir. 28 polimorfik bolge
ve 11 mutasyon tanimlanan c¢alismada COX2 geninde saptanan p.N117S ve COX3
geninde saptanan p.A184T mutasyonlarinin amino asit degisikli§ine yol agtig

bildirilmigtir.

30



Lee ve ark. (2019), 20 KMT vakasinda yaptiklari ekzom dizileme sonucuna gore
PIK3CA geninin en sik mutasyon goriilen gen oldugunu tespit etmislerdir (%45).
Insanda siklikla goriilen p.H1047R mutasyonunun kdpeklerde de siklikla goriildiigii

bildirilmistir; 6rneklemin %29 unda bu mutasyonun goriildiigii ifade edilmistir.

1.3. KMT Patolojisi ve KMT’lerinin Derecelendirilmesi

Tiimdrler, hiicrelerden herhangi birinin otonomi kazanmasi ve canlinin kontrol
mekanizmalarinin etkisinden kurtulmasi ile siirsiz ¢ogalmasi sonucunda meydana
gelen, normal dokulara kiyasla ¢ok daha hizli bir sekilde gelisen ve tiimdr olusumunu
baslatic1 etkenler ortadan kalktiktan sonra dahi biiyiimesini silirdiiren yeni doku

olusumlaridir (Erer ve Kiran, 2005a).

Tiimdr olusumunun temelinde genetik hasar ve/veya epigenetik etkisiyle gen
ifadelerinde meydana gelen degisiklikler bulunmaktadir. Gerek DNA replikasyonunda
meydana gelen hatalar, gerekse virus, mutajenik kimyasallar ve radyasyon gibi

ajanlarin etkileri timor olusumunu tetiklemektedir (Cullen ve Breen, 2016).

Timor kitlesinin biiylimesi tek bir hiicrenin neoplastik donilisiim gegirerek
boliinmesi ile tek bir klondan kdken alarak baslamakta fakat genetik dengesizlikten
Otiirii zamanla heterojen bir hal almaktadir. Tiimdriin malignitesini etkileyen kilit
noktalar siirekli olarak proliferasyonun uyarilmasi, biiyiimeyi baskilayan
molekiillerden kagis, invazyon ve metastazisin aktivasyonu, siirekli hiicre boliinmesi,
damar olusumu ve hiicre oliimiine kars1 dayaniklilik olarak sayilabilir (Cullen ve

Breen, 2016).

Tiimdrler, orijinlerine gére ve tiimdr tipinin karakterine gore isimlendirilirler.
Bolgeye lokalize olan ve ¢evre dokulara yayilmayan tiimorler benign; ¢evre dokulara
ve uzak organlara yayilma egiliminde olan tiimorler ise malign olarak
adlandirilmaktadir. Benign tiimorlerde tiimdriin kdken aldigi dokunun sonuna ““-oma”

eki gelerek isimlendirme yapilmaktadir. Malign karakterdeki tlimorlerde ise
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mezenkimal kokenli tiimorler sarkoma, epitelyal kokenli tiimorler ise karsinoma
olarak adlandirilmaktadir. Adlandirmada ¢esitli istisnalar bulunabilmektedir. Tek bir
embriyonal yapraktan kdken alan fakat farkli dokular igeren tiimorler miks tiimdr;
birden fazla embriyonal yapraktan koken alan tiimorler ise teratom olarak

adlandirilmaktadir (Erer ve Kiran, 2005b).

Meme bezleri parenkim, stroma, kanal, damar ve sinir dokular igeren; ter
bezinden farklilasmis tiibiiloalveoler bezlerdir. Meme bezlerinde meydana gelen

tiimor olusumlart meme tiimori olarak ifade edilmektedir (Sleeckx ve ark., 2011).

KMT vakalarinda 1974 ve 1999 yillarinda farkli histolojik smiflandirma
yontemleri onerilmistir (Sleeckx ve ark., 2011). Goldschmidt ve ark. (2011), iki
yontemi entegre ederek yeni bir siniflandirma 6nermislerdir ve gilincel ¢aligmalarda
histopatolojik siniflandirmada bu yontem kullanilmaya baglanmistir. Goldschmidt ve

ark. (2011)’nin siniflandirmasi Cizelge 1.1°de goriildiigi gibidir.
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Cizelge 1.1. Tiimorlerin sniflandirilmast (Tiirkgelestirilmis, (Goldschmidt ve ark., 2011)).

1) Malign Epitelyal Neoplaziler 4) Karsinosarkomalar-Malign Miks Meme
In situ karsinoma Tiimérleri
Basit karsinoma 5) Benign Neoplaziler

a. Tiibiiler

Basit adenoma
Intraduktal papiller adenoma (Duktal papilloma)
Duktal adenoma (Bazaloid adenoma)

Skuamoz diferensiasyonlu duktal adenoma

b. Tiibiilopapiller
c. Kistik papiller
d. Kribriform

Mikropapiller invaziv karsinoma Fibroadenoma

Solid karsinoma Myoepitelyoma

Komedokarsinoma Kompleks aadenoma (Adenomyoepitelyoma)
Anaplastik karsinoma Benign miks tiimér

Miks adenoma/miks tiimérde karsinoma

Kompleks karsinoma 6) Hiperplazi/Displaziler

Karsinoma ve malign miyoepitelyoma Duktal ektazi

Miks karsinoma Lobuler hiperplazi

Duktal karsinoma Diizenli lobuler hiperplazi

Intraduktal papiller karsinoma Sekresyonlu lobuler hiperplazi

Fibrozisli lobuler hiperplazi

2)  Ozel Tipteki Malign Epitelyal Neoplaziler Atipik lobuler hiperplazi

Skuamoz hiicre karsinomasi

! Epitelyozis
Adenoskuamoz karsinoma Papillomatozis
Miisindz karsinoma Fibroadenomatéz degisiklik
Lipitten zengin karsinoma Jinekomasti
Mekik hiicre karsinomasi
Malign miyoepitelyoma 7) Meme Basi Neoplazileri
Squamoz hiicre karsinomasi-mekik hiicre Adenoma
varyanti Karsinoma
Karsinoma-mekik hiicre varyanti Epidermal infiltrasyonlu karsinoma (Paget benzeri
hastalik)

Inflamatuar (yangisal) karsinoma
8) Meme Basi1 Hiperplazi/Displazileri

3) Malign Mezenkimal Neoplaziler-Sarkomalar Meme bag: derisinde melanozis

Osteosarkoma
Kondrosarkoma
Fibrosarkoma
Hemangiosarkoma
Diger sarkomalar

Tiimdriin malignitesinin belirlenmesinde en 6nemli kriterler hematoksilen ve
eozin boyamasi yapilan oOrneklerde tiimor tipi, cekirdekte ve hiicrede anlamhi
pleomorfizm, mitotik indeks, neoplazi iginde nekrozlu alanlarin varligi, timor
cevresinde veya lenfatik invazyonlar ile bolgesel lenf yumrularinda metastazis olarak
sayllmaktadir (Goldschmidt ve ark.,, 2011). Meme tliimoérlerinde histolojik
derecelendirmede en yaygin kullanilan yontem 1998 yilinda Elston ve Ellis tarafindan
onerilen yontemdir. Tiibiil olusumu, c¢ekirdek pleomorfizmi ve mitotik sayim
kriterlerinden her biri bir ile ii¢ arasinda skorlanarak bu skorlar toplanir. Toplam skor
iic ve bes arasindaysa tiimor iyi derecede farklilagma gdstermistir ve tiimor derecesi I
olarak kabul edilir. Skor alt1 ve yedi arasindaysa timor orta derecede farklilagsma
gostermistir ve tiimdr derecesi 11 olarak kabul edilir. Skor sekiz ve dokuz arasinda ise

timor zayif diizeyde farklilasma gostermistir ve tiimor derecesi 111 olarak kabul edilir
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(Cassali ve ark., 2011; Goldschmidt ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark., 2011). Timor
derecesindeki artis zayif prognozla ve sagkalimdaki disiisle iligkilendirilmektedir

(Goldschmidt ve ark., 2011).

Cizelge 1.2. TNM siniflandirmasi ve klinik evreler (diizenlenmis) (Cassali ve ark., 2011).

Primer tiimér (T) Bolgesel Lenf Yumrulari (N)

TO Primer tiimore dair kanit yok NO Bolgesel lenf yumrularinda metastazis yok
T1 Tiimor boyutu <3 cm N1 Tek taraftaki lenf yumrularinda tutulum

a: bagh degil a: yok

b: deriye baglh b: var

¢: kasa bagl N2 Bilateral lenf yumrularinda tutulum

T2 Tiimor boyutu 3-5 cm a: yok
a: bagh degil b: var
b: deriye bagh

c: kasa baglh

T3 Tiimor boyutu >5 cm

a: bagl degil Uzak bolgelere metastazis (M)
b: deriye baglh MO Yok
c: kasa baglh M1 Uzak lenf yumrular1 da dahil olmak tizere var

T4 Herhangi bir boyutta tiimdr (yangisal karsinoma)

T N M
Evrel Tla,byadac NO; NlayadaN2a MO
Evre I1 TO N1
Tla,byadac N1 MO
T2a,byadac NO ya daNla
Evre 111 .
T3 hepgl N hepsi MO
T hepsi Nb hepsi
Evre IV T hepsi N hepsi M1

Klinik evreler ise 1980 yilinda Owen’in 6nerdigi TNM siniflandirmasina gore
belirlenmektedir. Cizelge 1.2°de klinik evrelerin belirlenmesinde kullanilan kriterler
ve evreler goriilmektedir. Sistemde oOncelikle tiimore iliskin ozellikler (T), lenf
yumrularinin durumu (N) ve metastazis durumu (M) degerlendirilir ve skorlanir.
Ardindan yapilan degerlendirmeler gruplanarak vakanin hangi klinik evrede oldugu
verilere gore tespit edilir. Klinik evreler prognoz i¢in hala kullanilmaya devam
edilmektedir. Bunun yani sira hormon reseptdrleri, anjiyogenezis, adezyon molekiilleri
gibi  ¢esitli molekiiler belirtecler tiimoriin  karakteri ve prognozu igin

kullanilabilmektedir (Cassali ve ark., 2011).
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1.4. KMT Vakalarimin Teshis ve Tedavisi

KMT vakalariin ¢ogunda teshis sirasinda vakalarin genel saglik durumunda
herhangi bir sorun olmadigi, meme dokusunda rutin muayene sirasinda ya da hasta
sahibi tarafindan tesadiifen bir veya birden fazla kitleye rastlamasi sonucu klinige
basvuruldugu bildirilmistir (Cassali ve ark., 2011; Sleeckx ve ark., 2011 ve Sorenmo,
2003). Metastazis goriilen vakalar veya yangisal timor vakalarinda ise yorgunluk,
halsizlik, kilo kaybi, dispne, oksiiriik, lenfédem, agri, topallik, poliiiri, polidipsi gibi
belirtilere rastlanabilmektedir (Sorenmo, 2003 ve Sleeckx ve ark., 2011).

Klinik muayene anamnez alindiktan sonra fiziksel muayene ile baslar. Fiziksel
muayenede hasta sirt {istii poziyona alinarak meme dokusu ve meme baglar1 bolgesel
iilser, yangi, gozle goriilebilen bir sislik olup olmadig1 yoniinde incelenir, palpasyonla
torasik bolgeden inguinal bdlgeye dogru her iki meme zincirindeki tiim meme bezleri
kitle varlig1 acisindan kontrol edilir ve bolgesel lenf yumrularinda biiyiime olup
olmadigina bakilir (Cassali ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark., 2011). KMT’lerin
genellikle sert, sinirli, degisken biiytikliikte ve deri ile kaslarda hareketli yapilar olarak
karsimiza ¢iktiklar1 ve lezyonlarda zaman zaman travmalar ve iilserasyonlar
goriilebilecegi bildirilmistir (Sorenmo, 2003; Cassali ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark.,

2011).

Kesin teshis i¢in cerrahi yontemle tiimorlii dokunun eksizyonu ve ardindan
histopatolojik muayenesinin yapilmasi gerekmektedir (Cassali ve ark., 2011; Sleeckx
ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003).

Ince igne aspirasyonu ile tiimdr dokusu ve lenf yumrularindan alinan &rnekler
ile sitolojik muayene yapilmaktadir. Bu muayene sirasinda malignite ile iliskili
olabilecek ¢ekirdek biiyilikligii, bicimi, sayisi, ¢cekirdek-sitoplazma orani gibi kriterler
degerlendirilir ve lenf yumrularinda metastazis olup olmadigi tespit edilir (Cassali ve

ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003).
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Tedavi dncesi hematolojik ve biyokimyasal degerlerin kontrolii yapilir. Akciger
metastazisinin saptanabilmesi i¢in ventrodorsal, sag lateral ve sol lateral pozisyonlarda
toraks radyografileri ¢ekilir veya bilgisayarli tomografi kullanilabilir. Uzak organlara
metastazis gibi bazi durumlarda abdominal ultrason veya radyografi de klinik
muayene prosediiriine dahil edilebilir (Cassali ve ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx
ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003).

Meme tiimorii tedavisinde esas tedavi cerrahi miidahale ile yapilmakla birlikte,
adjuvant terapi olarak kemoterapi, hormon terapisi ve radyoterapi kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Timor boyutu, konumu, karakteri ve hastanin genel durumu géz 6niine
alinarak lumpektomi, basit mastektomi, bolgesel mastektomi, tek tarafli mastektomi
ve ¢ift tarafli mastektomi yaklagimlari ile tiimor dokusu sinirlar1 genis tutularak, timor
hiicresi sigramis bolge birakilmayacak sekilde meme dokusu alinmaktadir. Lenfatik
drenaj ile meme zincirindeki diger meme bezlerine ve lenf yumrularina metastazis
gerceklesebilecegi ihtimali nedeniyle operasyon sirasinda ilgili lenf yumrulari da rutin
olarak alimmaktadir. Agresif ve metastatik tiimorlerde ilgili meme zincirindeki tim
meme bezleri alinabilmektedir (Cassali ve ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx ve ark.,

2011 ve Sorenmo, 2003).

Insanlarda meme tiimérii vakalarinda yaygin olarak uygulanmasina karsmn, KMT
vakalarinda radyoterapi uygulamalari i¢in net bir protokol bulunmamakta ve
radyoterapi uygulamalarina nadir olarak rastlanmaktadir (Cassali ve ark., 2011;
Novosad, 2003 ve Sorenmo, 2003). KMT vakalarinda ¢esitli deneysel ¢aligmalarda
kullanilan kemoterapdtikler  5-fluorouracil ve cyclophosphamide, paclitaxel,
doxorubicin veya docetaxel, gemcitabine, mitoxantrone, vincristine Ve
cyclophosphamide, doxorubicine ve cyclophosphamide, doxorubicin,
cyclophosphamide ve 5-fluorouracil, gemcitabine ve carboplatin kombinasyonlar
olarak sayilabilir. 5-fluorouracil ve cyclophosphamide kombinasyonu ile
mitoxantrone, vincristine ve cyclophosphamide kombinasyonlarinin hafif yan etkileri
oldugu ve ortalama hayatta kalma siiresini anlamli derecede artirdigi bildirilmistir
(Sleeckx ve ark., 2011). Kemoterapi i¢in doxorubicin ve cyclophosphamide kullanimi

onerilmektedir (Erer ve Kiran, 2005c). Hormon terapilerinin KMT vakalarinda
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denendigi ¢alismalarda GnRH agonisti goserelin ile hormon iligkili KMT vakalarinda
insanlara paralel sonuclar alindigi, progesteron reseptor blokorii aglepristone ile PR

pozitif vakalarda proliferasyonun azaldig: bildirilmistir (Sleeckx ve ark., 2011).

1.5. KMT ve insan Meme Tiimérleri Arasindaki Benzerlikler

Meme tiimorleri disi kopeklerde (Dobson ve ark., 2002; Merlo ve ark., 2008 ve
Vascellari ve ark., 2009) ve kadinlarda (Ferlay ve ark., 2015) en yaygin goriilen kanser
tipidir. Gerek klinik, gerekse molekiiler agidan iki tiirde meme tiimoérleri arasinda
yliksek derecede benzerlik goriilmektedir (Queiroga ve ark., 2011). Kanser gelisimi
her iki tiirde de spontan olarak goriilmektedir (Dobson ve ark., 2002; Gamlem ve ark.,
2008; Hamilton, 1974; Merlo ve ark., 2008; Moulton ve ark., 1970; Sleeckx ve ark.,
2011; Sorenmo, 2003 ve Vascellari ve ark., 2009). KMT vakalar1 insan meme
timorleri ile klinik, histopatolojik, biyokimyasal ve sitolojik bulgular ile olusum
mekanizmalar1 bakimindan yiiksek oranda benzerlik gostermektedir (Abdelmegeed ve
Mohammed, 2018; Antuofermo ve ark., 2007; Cassali ve ark., 2007;
Kumaraguruparan ve ark., 2006a; Kumaraguruparan ve ark., 2006b; Rivera ve ark.,

2009 ve Rivera ve von Euler, 2011).

Yasa bagli meydana gelen meme tiimori vakalar: insanlarda 25, kopeklerde ise
bes yasindan once ¢ok nadir olarak gézlenmektedir (Egenvall ve ark., 2005) ve her iki
tirde de meme tiimdrii vakalarindan etkilenen bireylerin genellikle orta yas grubuna
dahil olduklar1 goriilmektedir (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018). Her iki tiirde de
yas arttik¢ca tiimoriin malignitesinde artis oldugu ifade edilmektedir. Her ne kadar
benign tiimorler i¢in en ¢ok goriilen histopatolojik tipler farklilik gdsterse de her iki
tirde de ortak olarak basit karsinomalar en yaygin goriilen malign timdorler olarak

tespit edilmistir (Sorenmo ve ark., 2009).

Insan ve kopek meme tiimérlerinde anjiyogenez ve kan damarlarinin
morfolojilerinin benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Sleeckx ve ark., 2014). Ayrica

meme dokusunda saptanan kolumnar hiicre lezyonlarinin (meme tiimorii gelisiminde
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etkili oldugu diisiiniilen 6nciil olusumlardan biri) patolojik ve immunofenotipik olarak
birbirlerine benzedikleri ifade edilmektedir (Ferreira ve ark., 2010). Insan ve
kopeklerde meme tiimorii vakalarinda T-lenfosit infiltrasyonuna iliskin yaynlari
degerlendiren Carvalho ve ark. (2014), regiilator T hiicrelerinin artt1g1 vakalarda zayif
prognoz, malignite ile tlimore infiltre olan lenfositler arasindaki iligki, CD4+/CD8+
olan T hiicrelerinin sagkalimi diisiirmesi ve yardimcit T2 hiicrelerinin tiimoriin
ilerlemesini uyarmasi durumlarini iki tlir arasindaki benzer oOzellikler olarak
degerlendirmislerdir. Caceres ve ark. (2017), kdpek ve insan yangisal meme tiimorii
hiicre hatlarin1 kok hiicre belirteclerinin ifadeleri, protein iiretimi, in vivo timor
olusturma kapasiteleri agisindan karsilagtirmis ve her iki hiicre hattinin yangisal meme
timorii  vakalarmin c¢alisilmasinda uygun modeller olduklarini bildirmislerdir.
Mohammed ve ark. (2011), tarafindan yapilan bir calismada ise KMT’lerin olusum,
patern, makro ve mikrokalsifikasyonlar acisindan insanlara benzer mammografik
anomaliler gosterdigi tespit edilmis ve BI-RADS 1n (Meme Goriintiileme Raporlama
ve Veri Sistemi) kopeklerde maligniteyi %90 hassasiyet ve %82,8 spesifite ile dogru
sekilde tespit ettigi bildirilmistir. Epitelyal-mezenkimal transisyonda etkili oldugu
diistinlilen vimentin filamentlerinin asir1 ifadesi timor biiyiikligi, tiimor derecesi,
anjiyogenez, proliferasyon katsayisi ve vaskiiler invazyon ile anlamli derecede iligkili
bulunmus, insanlardaki vakalarda oldugu gibi KMT vakalarinda da vakanin ciddiyeti
ile iliskilendirilmistir (Rismanchi ve ark., 2014). Kanser iliskili stromadan (CAS) elde
edilen 6rneklerle yapilan bir ¢alismada (Ettlin ve ark., 2017) ACTA2, COL1A1, FAP,
PDGFRB gibi CAS belirteclerinin gen veya protein ifadelerindeki regiilasyonun insan
ve kopek meme tiimorlerinde yiiksek oranda benzerlik gosterdigi ayrica CAS
biyolojisinde bu iki tiir arasinda 6nemli Slgiide benzerlik bulundugu bildirilmistir.
Invaziv KMT vakalarinda yapilan bir arastirma kapsaminda (Nguyen ve ark., 2018)
teshis yasi, timor boyutu, lenfovaskiiler invazyon, histolojik derece, ERa, PR, Ki-67,
HER2, bazal sitokeratinler 5 ve 6 ile EGFR gibi prognostik faktorler degerlendirilmis
ve Cox orantisal risk modeli hazirlanarak insanlardaki invaziv meme timorii
vakalariyla karsilastirilmis, iki tiir arasinda prognoz acisindan bir¢cok benzerlik
bulundugu ifade edilmistir. Ayni 6rneklem grubu ile yapilan ikinci bir ¢aligmada
(Abadie ve ark., 2018) KMT vakalar1 insanlardaki immunofenotiplendirmeye uygun

olarak siniflandirlmig, popiilasyonun %76’sin1 {iglii negatif (ER, PR ve HER2 ifadesi
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negatif) KMT vakalarinin olusturdugu; bu vakalarin oldukca agresif 06zellik
gosterdikleri ayrica insan tglii negatif meme tiimorii vakalart i¢in model olarak

kullanilma potansiyellerinin bulundugu belirtilmistir.

BRCAI, BRCA2, RADS51, EGFR, Ki-67, HER2/neu, p53, p63 genleri her iki
tiirde de tiimdr gelisiminde kritik rol oynamaktadir ve uzun siire §strojene maruziyetin
timor goriilme riskini artirdigr bilinmektedir (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018).
Benzer sekilde, ATM geni ve proteinindeki ifade diisiisii insan ve kdpeklerde tiimor
gelisiminde rol oynamaktadir (Raposo-Ferreira ve ark., 2016). Ozellikle iiclii negatif
vakalar olmak tiizere IGFIR ifadesi yliksek olan KMT vakalarinda prognozun
insanlara benzer sekilde olumsuz etkilendigi bildirilmistir (Jaillardon ve ark., 2015).
Spontan KMT 6rneklerinden elde edilmis hiicre hatlarinda HOX genlerinin ifadelerini
arastiran Delnnocentes ve ark. (2015), HOXAIl ve HOXCY genlerinin timor
baskilayici olabilecegini ayrica HOXA1, HOXA13, HOXD4 ve HOXD9 genlerinin ise
onkogen olma potansiyellerinin bulundugunu ve bu gen ifadelerindeki degisimin KMT
vakalar1 ile insan meme tiimorii vakalarinda Ortiistiiglinti bildirmislerdir. Glutamin
metabolizmasinin tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasindaki 6nemini belirten Ryu ve
ark. (2018), bu metabolizmada aktif rol oynayan GLS1 ifadesinin insan meme timorii
vakalaria benzer sekilde klinik patoloji ile korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Az
sayida oOrnekle yapildiklart icin giivenilirlikleri diisiik olmakla birlikte, bazi
biyobelirteglerin  KMT ve insan meme tiimorii vakalarinda ortak olarak

kullanilabilecegi ifade edilmektedir (Kaszak ve ark., 2018).

Germ hattt mutasyonlarina iliskin yapilmis caligmalar bolim 1.2.2.5°te
Ozetlenmeye c¢alisilmistir. Yapilan calismalar insanlarda goriilen mutasyonlarin
kopeklerde goriiliip goriilmedigi iizerine tasarlanmis arastirmalardir. Bununla birlikte,
insan ve kopeklerde BRCAI ve BRCA2 genlerinde saptanan mutasyonlar
karsilastirildiginda korunmus bolgelerde ortak mutasyonlarin  bulundugu da

bildirilmistir (Goebel ve Merner, 2017).

Yapilan ¢aligmalarda kanser vakalarinda ifade degisikligi bulunan bir¢ok genin

tirler arasinda birbirinin ortologu oldugu ve regiilasyonlarinin benzer sekilde
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degistigi, ayrica siklin bagimli kinaz tlimor baskilayic1 gen ailesinin tiyelerinde iki
tirde de delesyon ve kayip goriildiigii bildirilmistir (Kabir ve ark., 2016). Hiicre
biliylimesi, proliferasyonu ve hiicrenin hayatta kalmasi ile iligkili MTOR ifadesinin
meme tlimorii dahil insanlarda birgok tiimor ile iliskilendirildigi yapilan bir ¢aligmada
(Delgado ve ark., 2015) belirtilmis, fosfo-MTOR ifadesinin incelenen KMT
vakalarinin %78’inde arttig1 bildirilmistir. Uva ve ark. (2009), insan ve kdpeklere ait
tiimorli ve saglikli dokularda genom boyu gen ifadesi verilerini karsilastirmis ve her
iki tiirde tiimorlii dokularda ifade degisikligi gosteren ortak genler oldugunu ifade
etmislerdir. Yolak analizleri sonrasinda PI3K/AKT, KRAS, PTEN, WNT-beta katenin
ve MAPK gibi kanser ile iliskili yolaklarin her iki tlirde de benzer sekilde
etkilendiklerini bildirmislerdir. Klopfleisch ve ark. (2010b), metastatik kopek
karsinoma vakalar1 ile insan meme tiimorii vakalarmi proteom analizi ile
karsilastirmiglardir. Calismada 21 proteinin ifadesi metastatik ve metastatik olmayan
KMT’ler arasinda farklilik gostermistir. Ifade farklilig:i saptanan 21 proteinden
19’unun insanlarda meme ttimori dahil cesitli kanser tiplerinde daha 6nce malignite
veya metastazis ile iligkilendirilmis proteinler olduklari, yine dokuz proteinin (EEF1D,
FTL, PGDH, PCNA, RANBP1, TPM3, MASPIN, TPM1 ve VCL) ise KMT ve insan
meme tiimori vakalarinda benzer sekilde ifade edildikleri bildirilmistir. Diger bir
calismada (Zamani-Ahmadmahmudi ve ark., 2014) kopeklerde serumda proteom
analizi ile tiimor antijenlerinin tanimlanmasi ve biyobelirte¢ tespiti amaglanmistir.
Tespit edilen otoantijenlerin daha 6ncesinde insanlarda da meme tiimdrii vakalarinda
bildirildikleri ifade edilmistir. Mikrodizin analizi ile yapilan bir baska ¢alismada
(Klopfleisch ve ark., 2010c) metastatik olan ve olmayan KMT o6rneklerinde 1011
genin anlamli derecede farkli ifade edildigi, bu genlerden hiicre boliinmesi, hiicre
biiylimesi, kinaz aktivitesi, translasyon, G1-S kontrol noktasi ve transkripsiyonun
regiilasyonu ile iligkili 265 genin insan meme tiimorii vakalarinda da benzer sekilde
ifade edildikleri gosterilmistir. Hussain ve ark. (2018), saglikli képek meme dokular
ve KMT vakalarina ait dokularda gerceklestirdikleri gen ifadesi profillendirme
caligmasinda farkli ifade edilen genler ve iligkili olduklar1 yolaklarin insanlarda da
cesitli tiimor tipleri ile iliskili olabilecegini belirtmiglerdir. Amini ve ark. (2019),
kopek basit karsinomalarina ait formalinle fikse edilerek parafine gomiilmiis stromalar

ile RNA dizileme ¢alismas1 yaparak regiilasyonunda degisiklikler olan genleri ve bu
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genlerin iligkili oldugu yolaklar1 tespit etmeye ¢aligmiglardir. Calismada elde edilen
sonuglar veri tabanlarinda kayith insan basit karsinomalari ile yapilan c¢aligmalarla
karsilastirilmis ve veri tabanlarindan elde edilen sonuglar ile ¢aligmanin bulgularinin
paralel sekilde anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal transisyon, glikoliz, allograft reddi,
interferon gama ve alfa yanitlari, komplement, erken ve ge¢ Ostrojen yanitlari,
adipogenez, yag asidi metabolizmasi, E2F hedefleri, G2M kontrol noktasi, MYC
hedefleri, mitotik ig, katlanmamais protein yaniti, miyogenez ve mTORc yolaklarinda
gen ifadelerinde degisiklige neden oldugu bildirilmistir (Amini ve ark., 2019). Benign
ve malign tlimorlere ait stromalarda yapilan gen ifadesi ¢aligmasinda ise ifadelerinde
artis goriilen epitelyal-mezenkimal transisyon ile iliskili COLI11A1, COL8A2 ve
ADAM12 genlerinin insanlarda oldugu gibi kopeklerde de invaziv karsinomalarda

potansiyel biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi dnerilmistir (Amini ve ark., 2020).

Kanser vakalarinin yalnizca genetik degil, ayn1 zamanda epigenetik faktdrlerden
etkilendigi bilinmekte, bu da arastirmacilar1 her iki tiirde de epigenetik
mekanizmalarin ve bu mekanizmalarda aktif rol alan genlerin timor olusumu ve
gelisimini arastirmaya yonlendirmektedir. Mikro RNA (miRNA) ifade profillerinin
kanser vakalarinda degistigi ve KMT vakalar ile insan meme tiimdrii vakalarinda bu
ifade degisikliklerinin giiclii bir korelasyon gdsterdigi belirtilmektedir (Kabir ve ark.,
2016). Boggs ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢calismada insanlarda onkomir olarak kabul
edilen 10 adet miRNA’nin KMT vakalarinda ifadelerini incelemis; bir miRNA
haricinde ifade paternlerinin her iki tiirde de Ortiistiigiinii ifade etmislerdir. Kopege ait
saglikli meme epitel hiicre kiiltlirii ve KMT vakalarina ait hiicre kiiltiiriinden elde
edilen ekzozomlarda yapilan bir ¢aligmaya gore (Fish ve ark., 2018) insan meme

timori vakalarinda oldugu gibi, kdpeklerde de saglikli ve tiimorlii hiicre hatlarindan

elde edilen ekzozomlarda miRNA ifadelerinde farkliliklar oldugu goriilmiistiir.

DNA metiltransferaz inhibitorii 5-Azasitidinin in vitro etkileri insan, kopek ve
kedi saglikli ve tiimdrlii meme hiicresi hatlarinda arastirilmis, gen ifadeleri lizerine
farkl1 hiicre hatlarinda degisen etkiler tespit edilmekle birlikte, timorlesmede azalma
oldugu goriilmiistiir (Harman ve ark., 2016). Choi ve ark. (2016), 6nemli bir epigenetik

regiilator olan EZH2 ifadesini arastirmis ve insanlarda goriilen meme timorii
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vakalarma benzer sekilde KMT vakalarinda da bu proteinin ifadesinde anlaml
derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Jeong ve ark. (2019)’in ¢aligmalar1t KMT
vakalarinda insanla benzer sekilde genom boyu hipometilasyon goriildiiglini
bildirmislerdir. Ayn1 ¢calismada ARHGEF2, TNFRSF124, SFRP2 gibi apoptozis ile
iliskili genlerde hipermetilasyon ve insanlarda onkogen kabul edilen HRAS, FAMS83H,
RET gibi genlerde ise hipometilasyon goriildiigii, ayrica iki tiir arasinda korunmus
oldugu bilinen miR-96 ve miR-149 ifadelerinin regiilasyonunda farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Nam ve ark. (2020), calismalarinda intronik bolgelerdeki metilasyon
durumunun insan ve kopeklerde korelasyon gosterdigini ve her iki tiirde tiimor
baskilayict PAXS transkripsiyon faktorli motifine sahip CDHS5 ve LRIGI genleri ile
onkogenik PAX6 transkripsiyon faktorii motifine sahip CDH2 ve ADAM19 genlerinin
ifadelerinin paralellik gosterdigini bildirmislerdir. Schabort ve ark. (2020), ANK2
genine ait CpG adaciklarinin birinde kdpek ve insan meme tiimorlerinde benzer

sekilde hipermetilasyon oldugunu gostermislerdir.

Her iki tiirde de bazi irklarda meme tiimoriine predispozisyon goriilmektedir.
Ornegin; insanlarda Askenazi Yahudilerinde BRCAI ve BRCA2 mutasyonlari (Roy ve
ark., 2012) ve Finlandiya kokenli popiilasyonlarda tekrarlayan PALB2 mutasyonlari
(Obermeier ve ark., 2016) meme tiimoriine predispozisyon ile iligkilendirilmistir.
Kopeklerde ise Fox terrier (Cohen ve ark., 1974), Cocker spaniel (Andrade ve ark.,
2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001; Cohen ve ark., 1974; Egenvall ve ark., 2005; Salas
ve ark., 2015 ve Sontas ve ark., 2009), Boston terrier (Cohen ve ark., 1974 ve Macvean
ve ark., 1978), Pointer (Andrade ve ark., 2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001,
Kokiiuslu ve Akkayan, 1972 ve Macvean ve ark., 1978), Poodle (Andrade ve ark.,
2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001; do Carmo Silva ve ark., 2019; Kokiiuslu ve
Akkayan, 1972; Macvean ve ark., 1978; Salas ve ark., 2015; Sontas ve ark., 2009 ve
Tiirkaslan ve ark., 1983), English springer spaniel (Egenvall ve ark., 2005), Doberman
(Atalay Vural ve Aydin, 2001; do Carmo Silva ve ark., 2019 ve Egenvall ve ark.,
2005), Boxer (Atalay Vural ve Aydin, 2001; Egenvall ve ark., 2005; Kokiiuslu ve
Akkayan, 1972; Sontas ve ark., 2009 ve Tiirkaslan ve ark., 1983), Softcoated wheatan
terrier (Egenvall ve ark., 2005), German shepherd, Labrador retriever (Salas ve ark.,

2015), Maltese (Andrade ve ark., 2017), Yorkshire terrier (Andrade ve ark., 2017 ve
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Egenvall ve ark., 2005), Dachshund (Andrade ve ark., 2017; Atalay Vural ve Aydin,
2001 ve do Carmo Silva ve ark., 2019) wklarinda meme tiimorii vakalarina

predispozisyon goriildiigii bildirilmistir.

1.6. HR Aracih DNA Tamir Mekanizmas: ve KMT Gelisimi Uzerine

Etkileri

DNA karmasik ve kirilgan organik bir molekiildiir. DNA replikasyonu sirasinda
meydana gelen hatalar ve genetik materyalin kimyasal yapisinda meydana gelen
hasarlar mutasyonlara neden olmaktadir. Organizmalar mutasyonlara karsi gesitli
DNA onarim sistemlerini kullanmaktadir. Hasarli DNA onarimdan kagtiginda direkt
tamir, hasarli bazlarin g¢ikarilmasi, hatali niikleotitlerin ¢ikarilmasi, iplikler arasi
capraz baglarin tamiri; ¢ift zincir kiriklarinda ise homolog rekombinasyon (HR) ve
homolog olmayan uclarin birlestirilmesi (NHEJ) gibi mekanizmalar ile tamir

edilmektedir (Sancar ve ark., 2004).

Cift zincir kiriklarinda genomun biitiinligii temel olarak HR ve NHEJ
mekanizmalart ile saglanmaktadir. NHEJ mekanizmasi kirik uglarin birlestirilmesini
kapsar ve hiicrenin GO/G1 ve G2 evresinde daha baskindir, HR mekanizmasi ise S ve
G2 fazlarmin ortalarinda ve kardes kromatidin halihazirda bulundugu durumlarda daha
yaygin olarak devreye girmektedir. NHEJ tamir mekanizmasinda insersiyon, delesyon,
substitlisyon ve translokasyon gibi ¢esitli hatalar meydana gelebilmektedir. HR
mekanizmasi ise ¢ift zincir kirig1 gergeklesmis olan bolgenin kardes kromatidinin veya
homolog kromozomunun kalip olarak kullanilarak iplikciklerin sentezlenmesi
temeline dayanmaktadir (Ceccaldi ve ark., 2016; Chapman ve ark., 2012; Sancar ve
ark., 2004; Scully ve ark., 2019 ve Vitor ve ark., 2020). Cift zincir kiriklarinin
tamirinde bu iki temel mekanizma haricinde alternatif u¢ birlestirme, mikrohomoloji
aracili ug birlestirme, tek zincir baglanmasi ve kirik ile indiiklenmis replikasyon gibi
hata olusumuna agik bazi mekanizmalar da ortaya ¢ikabilmekte ve bu tiir durumlar
onkogenik etkilere neden olabilmektedir (Ceccaldi ve ark., 2016 ve Scully ve ark.,
2019).
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Hiicreler iyonize radyasyona veya ¢ift zincir kirig1 olusumuna neden olan baska
bir etkene maruz kaldiklarinda hangi tamir mekanizmasiin aktive edilecegi birden
fazla faktore baglidir. Hiicre dongiisiiniin hangi fazda oldugu, kirik uclarin
rezeksiyonunun boyutu, BRCA1 ve 53BP1 mediyatorleri arasindaki denge, DNA
hasar yanitiyla iliskili kinazlar, kirik olusumu iizerinden gegen siire, kirik uglarin
birbirlerine uzakliklar1 ve konumlari, histon modifikasyonlari, kromatinin yeniden
modellenmesi, hiicre dongiisiine gore ortamda bulunan proteinler ve bu proteinlerin
birbirleri ile etkilesimi, aktive edilecek tamir mekanizmasini belirlemektedir (Ceccaldi

ve ark., 2016; Chapman ve ark., 2012; Her ve Bunting, 2018 ve Scully ve ark., 2019).

HR mekanizmasinda tamir reaksiyonundan dnce DNA hasar tespiti ve tamir
proteinlerinin devreye sokulabilmesi i¢in fosforilasyon, ubikuitinasyon, ribozilasyon
ve asetilasyon gibi bir seri kromatin ve protein modifikasyonlar1 gergeklestirilir
(Murphy ve Moynahan, 2010). Kirik bolgesi kromatinle iligkili MRN
(MREI11/RAD50/NBS1) kompleksi tarafindan tespit edilir ve ATM olarak
adlandirilan ve sinyal iletiminde gérev yapan bir serin-treonin kinaz aktivitesinde artig
goriiliir (Sun ve ark., 2020). PAR, RAD17, MDCI1, CtIP, CHK1, CHK2, H2AX,
BRCA1, CDK, ATR, RPA ve TOPBI proteinleri, ATM aktivitesi ile fosforillenir.
MRN kompleksinin hasarlt bolgede tutulmasi ve toplanmas1 H2AX’in MDC1, CtIP,
PAR ve RAD17’ye baglanmasina baghidir. ATR-CHK1 yapis1t RPA proteinlerinin
RADI7°den bagimsiz bir sekilde fosforilasyonunu uyararak hasarli DNA’nin
rezeksiyonundan sonra zincir tamirini yonetir. S/G2 fazinda sinyal iletimi sonrasinda
CtIP BRCA1’den ayrilarak MRN kompleksine baglanir. BRCA 1, RADS50 komponenti
istinden MRN kompleksine baglanir. MRE11’in ve  MRN kompleksine bagl
CtIP’nin 5°—3’ ekzoniikleaz aktivitesinin ardindan BLM, EXO1 ve DNA2 aktiviteleri
ile DNA’da yaklasik 1 kilobaz (kb) uzunlugunda tek zincirli kuyruklar olusturulur
(Abass ve ark., 2016; Krejci ve ark., 2012 ve Marini ve ark., 2019).

RADSI proteini HR’de sinaps Oncesi asamada, sinaps asamasinda ve sinaps
sonras1 asamada gorev yapmaktadir (Bhattacharjee ve Nandi, 2016). Sinaps Oncesi
asamada RADS51 MRN kompleksi tarafinda olusturulmus ve sonrasinda RPA

proteiniyle kaplanmuis tek zincirli DNA molekiiliine baglanir ve sinaps 6ncesi filamenti
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olusturur.  BRCA2-PALB2 kompleksi, BRCA1’in BARDI1 ile olusturdugu
heterodimer yapiya baglanabilir. RADS0 dimerlerinin coiled-coil domainleri
aracilifiyla DNA uglar1 arasinda bir koprii olusturulur. Tek zincirli DNA kuyruklar
RADS52 (memelilerde bu fonksiyonu BRCA2 gerceklestirmektedir) tarafindan taninir
(Zhao ve ark., 2019). Sinaps asamasinda RAD51 homolog DNA dubleksi ve tek
zincirli DNA arasinda fiziksel baglanti kurulmasint ve D-loop (yer degisimi ilmegi)
formasyonu olusumunu saglar (Abass ve ark., 2016 ve Krejci ve ark., 2012).
BRCAZ2’nin yardimiyla RADS51 niikleoproteini tek zincirli DNA’ya yiiksek derecede
affinitesi olan ve tek zincirli DNA uglarinda bulunan RPA proteini ile yer degistirir
(Murphy ve Moynahan, 2010). Bu sayede RADS]1 tarafindan 3 kuyruklar saglam
diziler ile bulusturulur ve homolog rekombinasyon aracili DNA tamiri baslatilir. HR
mekanizmasi sirasinda sinaps asamasina kadar gergeklesen basamaklar Sekil 1.1°de

de gorildiigii gibidir (Sun ve ark., 2020).

Sinaps sonrasi agamada, hasarsiz homolog kromozoma ait DNA zincirleri kalip
olarak kullanilir, tek zincirli DNA’nin 3 ucu primer gorevi gorerek zincirin onarimi
gerceklesir, RAD51 DNA sentezi i¢in gerekli 3°-OH grubuna maruz kaldiginda ¢ift
zincirli DNA’dan ayrilir. Daha sonra Holliday baglantis1 adi verilen heterodubleks
yapi ayrilarak tamir edilen DNA zincirleri ligasyonla birlestirilir (Abass ve ark., 2016;
Krejci ve ark., 2012 ve Murphy ve Moynahan, 2010).

BRCAZ2 proteini insanlarda RADS51’in ana mediatdriidiir ve aralarinda herhangi
bir homoloji bulunmamasia ragmen; mayadaki RADS52 proteininin fonksiyonunu
iistlenerek, RADS51’in niikleoprotein filamentlerini olusturmasini kontrol etmektedir.
BRCAZ2’nin C-terminusu RADS51 ile etkilesime girerek tek zincirli DNA’ya baglanma
affinitesini artirmakta ve RPA ile yer degisimini saglamaktadir. Yeni sentezlenen
DNA’nin degredasyonunun Onlenebilmesi igin BRCA2 proteini kritik bir rol
oynamaktadir (Krejci ve ark., 2012).
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Sekil 1.1. HR basamaklar1 sinaps asamasi (Sun ve ark., 2020; diizenlenmis ve Tiirkgelestirilmistir).

A: Cift zincir kirnigi ve MRN kompleksinin bolgeye gelisi. B: MRN kompleksi sayesinde ATM’in kirik bolgesine gelmesi. C:
ATM substratlarinin fosforilasyonu ve kisa rezeksiyon. D: BLM, EXO1 ve DNA?2 ile zincirin uzun rezeksiyonu ve tek zincirli
DNA’nmn RPA ile kaplanmasi. E: ATR-ATRIP, RAD9-HUS1-RADI1(9-1-1) ve TOPBP!’in bolgeye gelmesi ve CHKI
fosforilasyonu. F: BRCA1-BARD1 kompleksi ve BRCA2’nin PALB2 aracilifiyla bélgeye gelisi. G: RADS51’in BRCA2
araciligryla RPA ile yer degistirmesi. H: Homoloji aramast ve zincir invazyonu ile D-loop formasyonu olusumu (Insanlarda Shu
kompleksinin yerini SWS1 ve SWSAP1 kompleksleri almaktadir).

PALB?2 proteini BRCA1 ve BRCA2 arasinda koprii gorevi gorerek BRCA2 nin
kirik bolgesine gelmesini saglamaktadir (Chapman ve ark., 2012). BRCA2’nin N-
terminusu ile etkilesime giren PALB2 proteini, BRCA2 regiilasyonu ve direkt olarak
RADS1 fonksiyonunu etkileyerek homolog rekombinasyonda olduk¢a énemli roller
oynamaktadir. PALB2, BRCA2’nin biyokimyasal ve tiimor baskilayici islevlerinde
anahtar regiilator gorevi gormektedir. Cekirdekte BRCA?2 ile birlikte bulunan PALB2,
kromatin dagilimin1 yoneterek BRCA2’nin stabilizasyonunu saglar. PALB2
oligomerizasyonu ise RADS51’in DNA hasar bolgesine gelisini ve bolgede stabilize
olmasint yonetmektedir. PALB2, RADS1 ile birlikte DNA’ya baglanarak D-loop
formasyonunun olusumunu yonetir (Krejci ve ark., 2012 ve Prakash ve ark., 2015).
Bununla birlikte hiicre dongiisiiniin G1 fazinda BRCA1-PALB2-BRCA2-RADS1
rekombinaz kompleksi PALB2’nin proteozom degredasyonuna ugramasi sonucunda
baskilanmaktadir (Scully ve ark., 2019). Bu durum PALB2 geninin HR

mekanizmasindaki dnemini gézler 6niine sermektedir.

Kopeklerde ve insanlarda goriilen meme tiimorti, prostat kanseri, osteosarkoma,

cilt kanseri ve bazi hematolojik kanserlerin bir bolimi DNA tamir
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mekanizmalarindaki aksakliklar ile iliskilendirilmektedir (Grosse ve ark., 2014). Cift
zincir kiriklarinin onariminda meydana gelen bozukluklar insanlarda meme ve
ovaryum kanserlerine ailesel yatkinlikla iliskilendirilmistir (O’Kane ve ark., 2017 ve
Roy ve ark., 2012). Ornegin; insanlarda germ hattinda BRCA1 ve BRCA?2 genlerine ait
mutasyonlarin meme tiimorii riskini popiilasyondaki diger bireylere gore %20-30
artirdig1; Finlandiya’da ise PALB2 genindeki bir kurucu mutasyonunun bu riski iki-ii¢
kat artirdig1 bilinmektedir. Bu genler hasarli genlerin tamirinde rol oynamakta olan
timor baskilayici genlerdir (Murphy ve Moynahan, 2010). Rivera ve ark. (2009)’nin
yapmis olduklar1 ¢calismada English springer spaniel k1 kopeklerde de BRCAI ve
BRCA2 genlerinin timor olusumuna katildigi gosterilmistir. Ailesel meme
kanserlerinin geri kalan kisminin ise HR aracili DNA tamir mekanizmasinda gorevli
CHK2 (CHEK2), ATM, PALB2, BARDI, RAD5IC ve BRIPI gibi genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklandig: ifade edilmektedir (O’Kane ve ark., 2017 ve Roy ve
ark., 2012).

1.6.1. BRCA2, RADS1 ve PALB2 Tiimor Baskilayicit Kompleksi

HR mekanizmasinda gorevli BRCA2, RAD51 ve PALB2 tiimor baskilayict
kompleksine iliskin ¢esitli caligmalar yapilmis ve bu proteinlerin birbirleri ile olan
etkilesimleri arastirilmistir. Kopeklerde ise yapilmis ¢alismalar ve bu proteinlere
iligkin bilgiler kisithidir. Bu bolimde insanlarda bu kompleksin yapisina ve
etkilesimlerine iliskin genel bilgiler verilmistir. Kopeklerdeki etkilesim bolgelerine

iliskin veriler ise 1.6.2.1; 1.6.2.2. ve 1.6.2.3 basliklarinda sunulmustur.

Insanlarda RADS51 proteini tek zincirli ve ¢ift zincirli DNA’larin fosfat iskeletini
tanimakla gorevli yaklasik 84 rezidiiye sahip amino ucu ve ATP baglanmasi ile
hidrolizinden sorumlu 240 rezidiiliik bir karboksil ucu olmak iizere 339 amino asitten
olusmaktadir. Sinaps 6ncesi komplekste her bir RADS51 proteini tiglit DNA yapilari ile
etkilesim kurar. Fiziksel olarak RPA70’in 168-327 rezidiileri ile etkilesime
girmektedir (Sun ve ark., 2020).
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RADS51’in tek zincirli DNA’ya baglanmasini saglayan en onemli araci 3418
amino asitten olusan BRCA2 proteinidir (Prakash ve ark., 2015). BRCA2, PALB2
proteini ile direkt etkilesime geger bu sayede kirik bolgesine gelerek PALB2
aracilifiyla BRCAL1 ile dolayl olarak etkilesimde bulunur. Karboksil ucundaki DNA
baglanma bolgeleri ile tek zincirli DNA’ya baglanir (Prakash ve ark., 2015; Roy ve
ark., 2012 ve Sun ve ark., 2020). BRCA?2 proteininin RAD51 ile etkilesime gecen ve
bu proteinin oligomerizasyonunu inhibe eden bir BRC4 motifi, PALB2 proteininin
WD40 domaini ile etkilesime gegen amino bdlgesi, karboksil ucunda ise heliks
domaini ve tek zincirli DNA’ya ve DSS1 proteinine baglanmasini saglayan ii¢ adet
DNA baglanma bdlgesi bulunmaktadir (Murphy ve Moynahan, 2010; Prakash ve ark.,
2015; Roy ve ark., 2012 ve Sun ve ark., 2020). BRCA2, RADS51 ile karboksil ucundaki
36 amino asitlik diziden olusan sekiz adet BRC tekrar ile etkilesime gegmekte; ilk
dort BRC tekrar1t RADS1’in ATPaz aktivitesini baskilayarak tek zincirli DNA’ya
baglanmasim1 kolaylastirmaktadir. Diger BRC tekrarlari ise RADS1 filamentinin
stabilizasyonunu saglamaktadir. Bunun yani sira karboksil ucunda 3265-3330 amino
asitleri arasinda baska bir RADS51 baglanma bolgesi mevcuttur (Roy ve ark., 2012 ve
Sun ve ark., 2020).

PALB?2 proteini BRCA1 ve BRCA2 ile kompleks olugturarak BRCA2’nin kirik
bolgesine gelisini saglamaktadir (Sun ve ark., 2020). Amino bolgesinde BRCA1’in
coiled-coil yapist ile etkilesime gectigi bir coiled-coil domaini; proteinin merkezinde
395-446 amino asitleri arasinda PALB2’nin kromatinde lokalizasyonunu saglayan
ChAM (kromatin baglama motifi) ile, karboksil ucunda ise BRCA2’nin 18 amino
asitlik bolgesi ile etkilesime gectigi WD40 domaini bulunmaktadir (Buisson ve ark.,
2014; Prakash ve ark., 2015 ve Sun ve ark., 2020). BRCA2, WD4(0 domaininin [-
yaprak (B-propeller) yapisinin dis kismi ile polar etkilesimler kurar, RADSI
proteiniyle ise hem amino ucundaki 1-200 arasi rezidiileri ile hem de karboksil
ucundaki 853-1186 rezidiileri ile etkilesime gecer. Hem PALB2 hem de BRCAI1-
BARDI1 kompleksinin rekombinasyon ve zincir degisimi sirasinda RADSI
niikleoprotein filamentlerinin stabilizasyonunu sagladigi diisiiniilmektedir (Sun ve
ark., 2020). Bununla birlikte PALB2 ve BRCA2 komplekslerinin ¢okmiis replikasyon

catallarina HR mekanizmasinda aktif gorev yapan iic DNA polimerazdan biri olan
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Polh’nin (DNA polimeraz eta) birikimini sagladigi ve DNA sentezi i¢in Polh ve
PALB2 arasindaki direkt etkilesimin gerekli oldugu bildirilmis; Polh ile etkilesime
gegen bolgelerin PALB2 i¢in WD4( domaini; BRCA?2 i¢in ise BRC3, BRC4 ve BRC5

domainlerini kapsayan bolge oldugu tespit edilmistir (Buisson ve ark., 2014).

RADS51, BRCA2 ve PALB2 mutasyonlari insanlarda incelendiginde sirasiyla
BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu tastyanlarda meme tiimorii; meme, prostat, ovaryum
kanseri; meme ve pankreas kanseri ile iligskilendirilmistir. Bunun haricinde PALB2 ve

BRCA2 mutasyonlarinda fanconi anemi de goriilmektedir (Krejci ve ark., 2012).

1.6.2. PALB?2 Geni ve Proteini

PALB2 (Partner and Localizer of BRCA?2) proteini HR mekanizmasinda, DNA
iplikcikleri arasinda goriilen capraz baglarin tamiratinda ve replikasyon catali
cokmesinde aktif rol oynamakta, bunun yani sira fanconi anemi, timdr olusumuna
yatkinlik gibi ¢esitli fenotiplerle iliskilendirilmektedir (Nepomuceno ve ark., 2017 ve
Park ve ark., 2014a). Bunun yani sira, 2010 yilinda yapilan bir ¢alisma (Rantakari ve
ark., 2010) homozigot olarak PALB2 geni susturulmus (knockout) farelerde erken
embriyonik 6liim goriildiiglint, 2014 yilinda yapilan bir ¢caligma ise (Simhadri ve ark.,
2014) BRCA1-PALB2 etkilesimlerinin sekteye ugratilmasi sonucunda erkek farelerde
mayoz boéliinmede sorun yasanmasi nedeniyle fertilite problemleri olustugunu
gostermistir. Bipolar bozukluk ve sizofreni hastaliklarina iliskin 6rneklemde yapilan
genom boyu iligkilendirme ¢aligmasinda PALB2 genine ait 1s420259 kodlu TNP’nin
bipolar bozukluk ile iligkili bulundugu bildirilmistir (Tesli ve ark., 2010). DNA
hasarinda 6nemli rol oynadig1 bilinen PALB2, hasarsiz kromatin ile MRG15 sayesinde
etkilesime ge¢mekte ve kararli durumdaki kromomatine baglanmasi sayesinde
transkribe olmus aktif genleri replikasyon stresinden korumaktadir (Bleuyard ve ark.,

2017).

Insan PALB?2 geni ilk kez Xia ve ark. (2006) tarafindan tanimlanmis, 16’1nci
kromozomun p kolunda (16p12.2) 13 ekzondan olusan bir gendir ve 131 kDa
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agirhiginda, 1186 amino asitlik (aa) bir protein iiretiminden sorumludur (Nepomuceno
ve ark., 2017; Park ve ark., 2014a ve Pauty ve ark., 2014). NCBI veri tabaninda
FANCN ve PNCA3 olarak da bilinmekte, “Gene ID: 79728 ile kayith; 16p12.2
bolgesinde komplement zincirde 23,603,162-23,641,337 pozisyonunda 14 ekzonluk
bir gen olarak goriilmektedir, ancak 14 ekzon goriilmesinin nedeni X6 transkript
varyantidir; primer transkriptinde ise 13 ekzon oldugu goriilmektedir (NCBI, 2021b).
Ensembl veri tabaninda ise ENSG00000083093 kodu ile kayitli bu gen yine 16.
kromozomun komplementer zincirinde 23,603,160-23,641,310 pozisyonunda
bulunmakta; primer transkriptinde (ENST00000261584.9) 13 ekzon oldugu
goriilmektedir (Ensembl, 2021j).

Biyoinformatik analizler insan PALB2 proteininin amino bdlgesi, karboksil
bolgesi ve merkezinde tiirler arasinda yiliksek oranda korunmus boélgeler oldugunu
gostermistir (Sy ve ark., 2009a). PALB2 proteini yapisinda iki adet DNA baglanma
bolgesi, iki adet RADS1 etkilesim bolgesi, ChAM domaini, bir adet WD4(0 domaini ve
kendisi ile etkilesime gegtigi bir bolge bulundurmaktadir (Buisson ve Masson, 2012).
Amino bolgesinde BRCA1 proteini (1364-1437 aa) ile etkilesime gectigi coiled-coil
yapist (9-42 aa) bulunmaktadir (Sy ve ark., 2009b). Bu yap1 ayn1 zamanda PALB2
proteininin oligomerizasyonundan sorumludur (Buisson ve Masson, 2012 ve Sy ve
ark., 2009¢). Amino bolgesinde 88-94 amino asitleri arasinda KEAP1 proteini ile
etkilesime gectigi bir ETGE motifi bulunmaktadir (Ma ve ark., 2012). ki DNA
baglanma bolgesinden ilki 146-149 rezidiileri arasinda bulunmaktadir; bu bolge
iplik¢ik degisimi i¢in RADSI1’i uyarmakla birlikte, RADS51 yoklugunda iplik¢ik
degisimini yonetme ve DNA ve RNA substratlarini kullanarak ters iplik¢ik degisimini
uyarmaktadir (Deveryshetty ve ark., 2019). Amino bolgesindeki ilk 200 amino asitlik
bolim RADS1 proteininin 184-257 amino asitleri arasindaki bolge ile etkilesime
gectigi bolgelerden birisidir (Buisson ve ark., 2010). 611 ve 764 amino asitleri
arasindaki merkezi bdlgede kromatinin yapisinin regiilasyonundan sorumlu MRG15
ve MRGX proteinlerinin etkilesim bolgesi bulunmaktadir (Sy ve ark., 2009a).
Bleuyard ve ark. (2017), MRG15 baglanma bolgesinin 611-629 ve 724-737 amino
asitleri arasinda oldugunu bildirmislerdir. Yedi yaprakli pervane (seven bladed

propeller) yapisina sahip WD4(0 domaininin bulundugu karboksil ucu (Xia ve ark.,
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2006 ve Zhang ve ark., 2009a) 1010-1109 rezidiileri arasinda bulunan (Ducy ve ark.,
2019 ve Pauty ve ark., 2014) dordiincii ve besinci yapraklar araciligiyla BRCA2
proteininin 21-39 rezidiileri ile etkilesime ge¢mektedir (Oliver ve ark., 2009). 853-
1186 amino asitleri aralig1 ise RADS51 proteini ile esas etkilesimde bulundugu ikinci
bolgedir (Buisson ve ark., 2010). Bu bdlge ayni zamanda RADS51 paralogu olan
RADSIC ve XRCC3 ile (Park ve ark., 2014b) ve Polh ile de etkilesime gegmektedir
(Buisson ve ark., 2014). WD40 domaininin 925-948 amino asitleri arasinda proteinin
dogru sekilde lokalizasyonunun saglanmasi i¢in CRM1 ile etkilesime gecen niikleer

cikis sinyali (Nuclear export signal) oldugu tespit edilmistir (Pauty ve ark., 2017).

Kopeklerde ise NCBI veri tabaninda képek PALB2 geni “Gene ID: 608527
kodlu gendir. Bu gen kdpek genomunun 6. kromozomunda pozitif iplik¢ikte
bulunmakta ve 13 ekzondan olusmaktadir. Genomik pozisyona iligkin veriler Sekil
1.2°de goriildigi gibi bes farkli giincel sekans verisinden elde edilebilmektedir.

Sekanslanan bireylere ait genomik pozisyonlarda bazi farkliliklar goriilebilmektedir

(NCBI, 2021a).

- Genomic context

Location: chromosome: 6 See PALB2 in Genome Data Viewer
Exon count: 13
Annotation release Status Assembly Chr  Location
106 current ROS_Cfam_1.0 (GCF_014441545.1) 6 NC_051810.1 (22353561..22380176)
106 current Dog10K_Boxer_Tasha (GCF_000002285.5) 6 NC_006588.4 (23776491..23804551)
106 current UU_Cfam_GSD_1.0 (GCF_011100685.1) 6 NC_049227.1 (22454545..22482727)
106 current UMICH_Zoey_3.1 (GCF_005444595.1) 6 NC_049266.1 (22156874..22184970)
106 current UNSW_CanFamBas_1.0 (GCF_013276365.1) 6 NC_049747.1 (22059465..22087651)
105 previous assembly CanFam3.1 (GCF_000002285.3) 6 NC_006588.3 (22209711..22237798)
Chromosome 6 - NC_051810.1
[ 22293767 > [22 »
O e iR AR
19627

LLLLLLLLLL
uuuuu

Sekil 1.2. NCBI veri tabaninda kopek PALB?2 genine iliskin genomik pozisyon bilgileri. (NCBI, 2021a).

RefSeq transkriptleri kontrol edildiginde ise Sekil 1.3’te goriildiigii gibi bu gene
ait bes farkli transkript bildirildigi goriilmistir (NCBI, 2021a): XM_038540031.1,
XM _038604106.1, XM 038478784.1 kayitlarinin genom anotasyonu islemleri
sirasinda kaldirildigi; yalnizca XM 845578.6 ve XM _038668831.1 mRNA’larinin
aktif oldugu goriilmektedir. Aktif olan iki mRNA dizisinde (XM_845578.6 ve
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XM 038668831.1) niikleotit sayilart sirasiyla 3395 ve 4023 olmalarina karsin her iki
dizi 1195 amino asit uzunlugundaki “Partner and Localizer of BRCA2” proteinini
kodlamaktadir. Bu proteinler sirasiyla XP_850671.2 ve XP 038524759.1 protein
kodlarma sahip tirtinlerdir. Her iki transkripte ait CDS bolgeleri 153-3740 niikleotitleri
araliginda olup bu araliktaki niikleotit dizileri birebir ortiismektedir (NCBI, 2021a).

PALB2 Transcripts ‘s

PALB2 — partner and localizer of BRCA2 (Canis lupus familiaris)
5 transcripts

< SWITCH TO GENE VIEW

EDIT v DOWNLOAD v SELECT COLUMNS m
D Gene ID Symbol Transcript Length (nt) Protein Length (aa) Protein name Isoform Organism
\:\ 608527 PALB2 XM_845578.6 3995 XP_850671.2 1195 partner and localizer of BRCA2 Canis lupus familiaris
\:\ 608527 PALB2 XM_038540031.1 3995 XP_038395959.1 1195 partner and localizer of BRCA2 Canis lupus familiaris
D 608527 PALB2 XM_038604106.1 3995 XP_038460034.1 1195 partner and localizer of BRCA2 Canis lupus familiaris
\:\ 608527 PALB2 XM_038478784.1 4023 XP_038334712.1 1195 partner and localizer of BRCA2 Canis lupus familiaris
D 608527 PALB2 XM_038668831.1 4023 XP_038524759.1 1195 partner and localizer of BRCA2 Canis lupus familiaris

Sekil 1.3. NCBI veri tabanindaki kopek PALB2 genine ait transkriptler (NCBI, 2021a).

Ensembl veri tabaninda Sekil 1.4’te goriildigii gibi kopek PALB2 genine ait li¢
farkli kayit bulunmakta, bu kayitlardan biri referans genoma ait olup, digerleri Basenji

ve Great dane 1rklarina ait tim genom sekanslarina aittir (Ensembl, 2021f).

PALB2 (Dog_Gene, Breed: reference)
ENSCAFGO00000030772 6:22209384-22237745:1

Partner and localizer of BRCA2 [Source:VGNC Symbol;Acc:VGNC:44245]

PALB2-201 (VGNC transcript name record; description: partner and localizer of BRCA2,) is an external
reference matched to Transcript ENSCAFT00000049192

Variant table « Phenotypes ¢ Location « External Refs. « Regulation « Orthologues « Gene tree

novel gene (Dog Gene, Breed: baseniji)
ENSCAFG00030020559 6:55528757-55557259:-1
Partner and localizer of BRCA2 [Source:NCBI gene;Acc:608527]

PALB2 (NCBI gene (formerly Entrezgene) record; description: partner and localizer of BRCA2,) is an
external reference matched to Gene ENSCAFG00030020559

Variant table « Phenotypes « Location « External Refs. « Regulation « Gene tree
novel gene (Dog Gene, Breed: great dane)

ENSCAFG00040003287 6:22156546-22184915:1
Partner and localizer of BRCA2 [Source:NCBI gene;Acc:608527]

PALB2 (NCBI gene (formerly Entrezgene) record; description: partner and localizer of BRCA2,) is an
external reference matched to Gene ENSCAFG00040003287

Variant table « Phenotypes ¢ Location « External Refs. « Regulation « Gene tree

Sekil 1.4. Ensembl veri tabaninda PALB?2 genine iligkin kayitlar (Ensembl, 20211).
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Tez Onerisinin verildigi donemde yalnizca referans genoma iliskin veriler
bulunmaktaydi; 2020 y1l1 Ocak ayindan itibaren ise Basenji ve Great dane 1rklarina ait
genomlar da veri tabanina eklenmis bulunmaktadir. Referans genoma ait
ENSCAFG00000030772 kodlu genin ENSCAFT00000049192.2 kodlu tek bir
transkripti bulunmaktadir. 4296 niikleotit uzunlugundaki bu transkriptten 1355 amino
asitlik bir protein sentezlenmektedir (Ensembl, 2021i). Basenji 1rkina ait
ENSCAFG00030020559 kodlu genin ENSCAFT00030037718.1 kodlu tek bir
transkripti bulunmaktadir. Referans genomda oldugu gibi bu transkriptin de 4296 baz
cifti uzunlugunda oldugu ve 1355 amino asitlik bir protein sentezledigi goriilmektedir
(Ensembl, 2021g). Great dane 1rkina ait genomda ise ENSCAFG00040003287 kodlu
PALB2  genine  ait li¢  farkli  transkript  oldugu  goriilmektedir.
ENSCAFT00040006246.1 kodlu transkript referans genom ve Basenji irkina ait
genomdaki gibi genin 13 ekzonunu da igeren, 4296 niikleotitlik bir diziye ve 1355
amino asitlik bir protein {irlinline sahiptir. ENSCAFT00040006272.1 transkriptinde
genin yedinci ekzonu bulunmamakta ve bu transkript 4134 niikleotit uzunlugunda
olup, 1301 amino  asitlik  bir  protein  irlinii  sentezlemektedir.
ENSCAFT00040006296.1 transkriptinde ise genin bir, dokuz ve onuncu ekzonlar1
bulunmamakta, 3507 niikleotit uzunlugundaki bu transkript 1092 amino asit

uzunlugundaki bir protein iirlinli sentezlemektedir (Ensembl, 2021h).

NCBI ve Ensembl veri tabanlarinda farkli PALB2 transkriptleri oldugu
goriilmektedir. Her iki veri tabanindaki primer transkriptler karsilastirildiginda
baslangi¢ ve bitis pozisyonlar1 ve bazi tekli niikleotit varyantlar1 haricinde dizilerin
ortiistiigii goriilmustiir. Sekil 1.5’te NCBI ve Ensembl veri tabanlarinda sunulan
referans transkriptlerin baslangi¢ noktalarindaki farklilik gosterilmektedir. NCBI veri
tabanindaki diziler Ensembl veri tabanindaki dizilerin 329’uncu niikleotidinden
itibaren baslamaktadir. Bitis noktalar1 karsilastiriliginda ise Sekil 1.6’da Ensembl veri
tabaninda kayith ii¢ transktipt 4296. pozisyonda sonlanirken; XM 845578.6 dizisi
4323. pozisyonda (hizalamadaki cetvele gore), XM 038668831.1 dizisi ise 4951.
pozisyonda (hizalamadaki cetvele gore) sonlanmaktadir. Tez ¢aligmasinda referans

dizi olarak primer tasarimmin da yapildigi Ensembl veri tabanindaki
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ENSCAFG00000030772 kodlu gen ve ENSCAFT00000049192.2 kodlu transkript

kullantlmistir.

ENSCAFT00000049192.2
ENSCAFT00030037718.1
[ENSCAFT00040006246.1
XM _845578.6

XM 038668831.1

Sekil 1.5. Ugene programinda ClustalW ile hizalanmis primer transkriptlere ait bir gorsel.
280-350 nt aralig1.

CAATTGCttttaaaggtgtacataaagcttccg

TGTAATTCCTCATGTCTGCA

TAATTCCTCAT
TAATTCCTCAT
TAATTCCTCAT
TAATTCCTCAT
TAATTCCTCAT

ENSCAFT00000049192.2 T
ENSCAFT00030037718.1 T
ENSCAFT00040006246.1 T
T
T

XM _845578.6

CTTTTAAA TACATAAAGCTTCC
XM 038668831.1 CTTTTAAA TACATAAAGCTTCC

Sekil 1.6. Ugene programinda ClustalW ile hizalanmis primer transkriptlere ait bir gorsel.
4270-4351 nt aralig1.

Uniprot protein veri tabaninda koépek (Canis familiaris) tliriine ait iki adet
PALB?2 protein dizisi bulunmaktadir. Bu dizilerden biri JONVL4 kodlu 1355 amino
asit uzunlugunda; digeri ise AOAS5S9I5Z8 kodlu 1195 amino asit uzunlugundaki
proteindir. Tez Onerisi ve proje yazim asamasinda bu proteinlerden yalnizca JIOINVL4

kodlu protein dizisi veri tabaninda bulunmaktaydi (The Uniprot Consortium, 2021c).

=pign & Download @ Addtobasket  # Columns o 1to11of1l  Show (260

OEee Eumes [ Fewee B Seone 00 [made

2 result(s) selected. (Clear Selection)

Q95153 BRCA1_CANLF 'ﬁ Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,878
Q8MKI8 RAD51_CANLF ﬁ DNA repair protein RAD51 homolog 1  RAD51 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 339
JONVL4 JINVL4_CANLF Partner and localizer of BRCA2 PALB2 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,355
AOAS5F4CQK7 AOASF4CQK7_CANLF Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,878
F1PAI7 F1PAI7_CANLF Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,756
JINXD4 J9NXD4_CANLF Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,772
AOASF4CPK1  AOASF4CPK1_CANLF Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,764
AOAS5F4D6C9  AOASF4D6C9_CANLF Breast cancer type 1 susceptibility... BRCA1 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 712
AOA5S9I5Z8  AOA5S9I5Z8_CANLF Partner and localizer of BRCA2 PALB2 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 1,195
AOA2S1CND5 AOA2S1CND5_CANLF RADS51 protein RAD51 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 83
AOA2S1CNC5 AOA2S1CNC5_CANLF RADS1 protein RAD51 Canis lupus familiaris (Dog) (Canis familiaris) 37

Sekil 1.7. Uniprot veri tabaninda kdpek PALB2 proteinlerine iligkin arama sonuglari (The Uniprot
Consortium, 2021c¢).
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Her iki proteine ait amino asit dizileri karsilastirildiginda JONVL4 proteinine ait
ilk 160 amino asitlik bolge haricindeki tiim dizinin birebir Ortiistiigi Sekil 1.8°de

goriilmektedir.

JONVL4  kodlu proteine bakildiginda  Ensembl veri tabanindan
ENSCAFP00000037206 kodlu protein oldugu goriilmektedir. Bu protein referans
genoma ait ENSCAFG00000030772 kodlu gen ve ENSCAFT00000049192 kodlu
transkript ile baglantilidir (The Uniprot Consortium, 2019). AOASS9I5Z8 kodlu
proteinin ise BBK93983 kodu ile GenBank’ta kayitli oldugu goriilmektedir. Bu kayit
NCBI veri tabanindaki XM 038668831.1; XM 845578.4 mRNA’lar1 ve
XP 038524759.1; XP_850671.2 protein dizileri ile iligkilidir (The Uniprot
Consortium, 2021d).
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JONVLE JOINVLA CANLE 1  MGTSASGRGGOMRARAPSRCTRICCKAARPTPNFPTLERSSRSCQGACQPVERGWDAGYF &0

AOASSIISZE AOASSITS28_CANLP 1 e e e ——— )

JINVL4 JINVLA_CANLE 61 RPLLHFRSRRPPRSSAARPSARRPRSITRPSRAARAQTERRMQLARWGRRAALACASWNWR 120

AOASSIISZE AOASS9TI528_CANLF e 0

JINVL4 JOINVLA_CANLE 121  AGGAPRFLPGRPRAQGRERLPASPGFGVGDGCSFRSANGE 180

AOASSIISZE AOASSITS28_CANLP 1 e e e 20
v v v v

J9INVLE JINVLA_CANLE 181
AOASSIISZE AOASSOTS28_CanLF 21

240
a0

JONVLS JONVLA CANLE 241
AOASSIISZE AOASS9TI528 CANLF 81

300
140

JONVLE JOINVLA CANLE 301
AOASS915Z8 AOASSQISZS_CANLF 141

360
200

JONVLA J9YNVLA_CANLE 361
ROASSIISZE ROASS9T528_CANLF 201

420
260

JONVLE JONVLA CANLE 421
AOASS9ISZE AOASS9TSZS_CANLF 261

480
320

JINVLE JINVLA_CANLE 481
AOASSIISZE AOASSITS28_CANLF 321

540
3a0

JONVLS JONVLA CANLE 541
AOASSIISZE AOASS9T528 CANLF 331

600
440

JONVLE JOINVLA CANLE 601
AOASS915Z8 AOASSQ!SZS_CANLF 441

660
500

W
W
W
W
W
W
JONVLA JYNVLA_CANLE 661 720
ROASSIISZE ROASS9T528_CANLF 501 560
ST RERTERERTRRRATIRIATSRIATS RS RIS ARATSA RIS A AN AANTATAY
JONVL4 JYNVLA_CANLE 721 780
ROASSIISZE ROASS9T528_CANLF 561 620
G L L L
W
W
W
W
W
W
W

J9NVL4 JINVLA_CANLE 781 840
AOASS9ISZE AOASSOTS28 CANLF 621 630
J9NVL4 JINVLA_CANLE 841 900
AOASSIISZE AOASSITS28 CANLF 631 740
J9NVL4 JINVLA_CANLE 901 960
AOASS9ISZE AOASSOTS28_CANLF 741 800
JINVLA JINVLA_CANLE 961 1020
AOASSIISZE AOASSITS28_CANLF 801 860
J9NVL4 JINVLA_CANLE 1021 1080
AOASSIISZE AOASSOTS28 CANLF 861 920
J9NVL4 JINVLA_CANLE 1081 1140
AOASS9ISZE AOASSOTS528 CANLF 921 980
J9NVL4 JINVLA_CANLE 1141 1200
AOASSIISZE AOASSOTS28_CANLF 931 1040
J9NVL4 JINVLA_CANLE 1201 1260
AOASSIISZE AOASSOT528_CANLF 1041 1100
JINVLE JINVLA_CANLE 1261 1320
AOASSIISZE AOASSITS528_CANLF 1101 1160
J9NVL4 JINVLA_CANLE 1321 1355
AOASSIISZE AOASSOT528 CANLF 1161 1195
v ~ - 5 - ~ 5

Sekil 1.8. JONVL4 ve AO0ASS9ISZ8 kodlu PALB2 proteinlerinin karsilastirilmast (The Uniprot
Consortium, 2021e).
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Sekil 1.9°da Uniprot veri tabanindaki her iki kopek PALB2 proteinine ait WD40
domaininin pozisyonu goriilmektedir. JONVL4 kodlu proteinde domain 1018-1354;
AO0AS5S9I5Z8 kodlu proteinde ise 858-1194 rezidiilerini kapsamaktadir (The Uniprot
Consortium, 2021¢).

S9NVL4 961 OQPSCD 1020
A5S9I5Z 801 OQPSCDC 860
VL4 1021 1080

»S9I5Z 861 ! v 920
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1081 1140

Z 921 980
............................................................

VL4 1141 1200

S9 981 . 1040
............................................................

JO9NVL4 CANLF 1201 1260

JI5Z8 AOASS9IS5Z8 CANLF 1041 5 1100
T KRR ARKAR AR KRR AR KRR AR KA R AR KA KRR AR KRR AR R R AR AR AR AR A KA RN KA KA

1261 C QGC 1320

1101 1160
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

1321 Y 1355

1161 ’ Y 1185

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Sekil 1.9. Kopek tiirtine ait PALB2 proteinlerinde WD40 domaini bolgeleri (The Uniprot Consortium,
2021e).
WD4(0 domaini sar1 renk ile igaretlidir.

1.6.2.1. PALB2 Geni WD40 Domaini ve Islevleri

WD40 domainleri okaryot organizmalarda sinyal iiretimi, hiicre boliinmesi,
hiicre iskeletindeki degisiklikler, kemotaksis ve RNA islenmesi gibi cesitli
fonksiyonlarda gorev almaktadir (Stirnimann ve ark.,, 2010). Protein-protein
etkilesimleri, ubikuitinasyon ve histon metilasyonu gibi ¢esitli gérevlerde de etkinlik
gosteren (Xu ve Min, 2011) bu domain, PALB2 proteininde protein-protein
etkilesimlerini saglamakla goérevlidir (Pauty ve ark., 2014).

WD40 B-pervane yapilar1 yaklagik 300 amino asitten olusan ve ii¢ farkli yiizeyi
ile protein-protein etkilesimlerini gerceklestiren yapilardir (Stirnimann ve ark., 2010).
Amino bolgesinin 11-24 rezidiilerinde GH dipeptidi, karboksil bolgelerinde ise WD40
dipeptidi iceren yaklasik 44-60 rezidiiden olusan bu domainler her bir WD40

tekrarinda dort zincirli antiparalel B-yapraktan olugmaktadir. WD4(0 domainlerinin
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cogunlukla yedi yaprakli B-pervane yapisinda olduklart bildirilmistir (Xu ve Min,
2011). Protein-protein ve protein-peptit etkilesimlerinin ¢oguna -pervane yapilarinin
merkezindeki kanallar dahil olmaktadir (Stirnimann ve ark., 2010). PALB2 proteinine
ait WD40 yedi yaprakli B-pervane domaini yapist Sekil 1.10°da goriildiigi gibidir
(Oliver ve ark., 2009).

Sekil 1.10. PALB?2 geni WD40 domaini yapis1 (Oliver ve ark., 2009).

Insan PALB?2 proteinine ait WD tekrarlarina ait amino asit pozisyonlar1 UniProt
veri tabani, Q86YC2 kodlu proteinde Sekil 1.11°deki gibi goriinmektedir (The Uniprot
Consortium, 2021g). Kopekte ise JIONVL4 kodlu proteinde WD tekrarlarina iligkin
herhangi bir bilgi bulunmamakta ancak domaine ait baslangi¢ ve bitis pozisyonlarinin

bulundugu Sekil 1.12°de goriilmektedir (The Uniprot Consortium, 2021f).
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854 - 915 WD 1 & Add " BLAST 62

917 - 961 WD 2 & Add " BLAST 45

962 - 1009 WD 3 & Add " BLAST 48

1010 - WD 4 & Add ™ BLAST 43
1052

1058 - WD 5 & Add " BLAST 52
1109

1115 - WD 6 & Add "% BLAST 39
1153

1155 - WD 7 & Add " BLAST 32

1186

Sekil 1.11. Insan PALB2 proteini WD tekrarlarinin amino asit pozisyonlar1 (The Uniprot Consortium,
2021g).

1018 - PALB2_WD40 & InterPro annotation & Add "% BLAST 337
1354

gglzdll f)1.12. Képek PALB2 proteini D40 domaini amino asit pozisyonlari (The Uniprot Consortium,

Insanda 853-1186 rezidiileri (Pauty ve ark., 2017), kopekte ise JONVL4 kodlu
proteinde 1018-1354 rezidiileri arasinda bulunan (The Uniprot Consortium, 2021e)
WD40 domaini insanda BRCA2 (Oliver ve ark., 2009), RAD51 (Buisson ve ark.,
2010), RAD51C, XRCC3 (Park ve ark., 2014b) ve Polh ile etkilesime ge¢gmektedir
(Buisson ve ark., 2014). Kdopeklerde ise veri tabanlarinda protein etkilesimlerine
iligkin bilgi verilmesine karsin domainin etkilesim halinde oldugu proteinlere ait veri
bulunmamaktadir. STRING veri tabaninda RADS51, BRCA1, BRCA2, BRIPI ve
RADSIC proteinleri ile etkilesim halinde goriilen PALB2 (STRING CONSORTIUM
2020, 2020); muhtemeldir ki WD40 domaini aracilifiyla insan ile benzer sekilde
BRCA2, RAD51 ve RADSIC proteinleri ile etkilesime gegmektedir.

1.6.2.2. PALB2 ve BRCA?2 Proteinleri Arasindaki Etkilesim

Xia ve ark. (2006), tarafindan insan PALB2 proteininin karboksil ucu vasitasiyla
BRCA2 ile etkilesim halinde oldugu bildirilmis; Zhang ve ark. (2009a; 2009b), ise bu
etkilesim bolgesinin WD4(0 domaini oldugunu belirtmislerdir. Oliver ve ark. (2009),
PALB2-BRCA2 kompleksinin yapisin1 ortaya c¢ikarmis ve etkilesim bdlgelerinin

pozisyonlarini bildirmislerdir. BRCA2 proteininin 21-39 amino asitleri arasindaki
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bolge, PALB2 proteininin WD4(0 domaininin dordiincii ve besinci yapraklarinin
arasinda kalan oluk ile etkilesime ge¢mekte (Oliver ve ark., 2009); bu WD
tekrarlarinin bulundugu bolge ise 1010-1109 amino asitleri arasindaki bolgeye denk
gelmektedir (Ducy ve ark., 2019 ve The Uniprot Consortium, 2021g). Sekil 1.13
BRCA2-PALB2 kompleksini gostermekte; Sekil 1.14 ise BRCA2 proteinine ait
etkilesim bolgesinin farkl tiirler arasindaki amino asit dizilerinin karsilastirilmasini
gostermektedir (Oliver ve ark., 2009). Kopek PALB2 proteinine ait dordiincii ve
besinci yapraklarin pozisyonlart veri tabaninda bildirilmedigi i¢in UniProt veri
tabaninda insan PALB2 proteinine ait Q86YC2 ve kdpek PALB2 proteinine ait
JONVLA4 kayitlarina iliskin diziler hizalanmis ve insandaki etkilesim bolgesi ile kopek
dizisindeki olas1 etkilesim bolgesi tespit edilmeye ¢alisilmistir. Kopek dizisinde ilgili
etkilesim bolgesi Sekil 1.15°teki gibi 1180-1279 amino asitlerini kapsamaktadir (The
Uniprot Consortium, 2021a). Uciincii satirda ayn1 amino asit dizisine sahip bolgeler

(*) ile isaretlidir.

BRCA2(21-39)

Sekil 1.13. BRCA2-PALB2 kompleksinin yapisi (Oliver ve ark., 2009).
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BRCA2(21-39)

BRCA2 1 10 50
Homo sapiens P 1 GSKERPPTRH F 9 DLGPI SL[UWF NS EES]
Pan troglodytes P | GSKE|RIP TS F L8 DLGPI SL WF NS EIE|S
Equus caballus P | GCKERIP SI3 F LS DLGPI SL[QWF NS EE|S
Felis silvestns [MP | GCKERIP T3 R DLGPI SL WF NS E S
Canis familiaris 4— [HIP VG C K ER|P T [ F [ DLGPI SL[UWF NS EIE|S
Macaca mulatta XIS | GSKERIP TS F L8 DLGPI SL[MWF NS ED|S
Mus musculus [MP VEYKRIRIP T3 F [ DLGPI SL|AWF NS EE|S
Rattus norvegicus T VEYKRRIP T3 F 1 DLGPI SL|WF NT EIEIS
Monodelphis domestica [JIS A G Y QGK|T T I3 F 8 DLGPI SL[WF NY EDIP
Gallus gallus A YKS GKIRIP T3 F LS DLGPI SL WF E P GE|P
Xenopus tropicalis WIA AP QL K VIS F DLGPI SLISWF - H

Sekil 1.14. BRCA2 etkilesim bolgesinin farkl: tiirlerde amino asit dizileri (Oliver ve ark., 2009).
Yukaridaki siyah okla isaretli dizi insan, agagidaki siyah okla isaretli dizi ise kdpek tiiriine ait diziyi géstermektedir.

2 PALB2_ HUMAN 962 rSGNIKAVLGLTXRRLVSSSGTL: DOOVEVMTFAEDGG KENQFIMPHEET ILTFAEVOG 1021
JINVL4_CANLF 1132 SGNIKAVLGLTGRRLVSSSGTL DQQVE IMTFAEDGR  KEKQFLMPHEET VLTFAEVQG 1191
LRRKKARRANAR KA AR AR RARR KARRK s AR A RAR Kk sk kA AR A A s KA KA A * A K
086YC2 PALB2_ HUMAN 1022 |MOEALLGTTIMNNIVIWNLKTGQLLKKMHI DSYQASVCHKAYSEMGLLE IVLSHPCAKE 1081
JO9NVL4 JINVL4_CANLF 1192 |MOEALLGTTIMNNIVIWNLKTGOLLKKMHI DRYQASVCRKAYSEMGLLFVVLSHPCAKE 1251
B I e T e
2 PALB2_ HUMAN 1082 | SESLRSPVFQLIVINPKTTLSVGVMLYCLPPGOAGRFLEGDVKDHCARATILTSGTIAIWD 1141
J9NVL4_CANLF 1252 SELLJSPVFQLIVINPKTTLSVGVMLYC PCGQAGRFLEGDVKDHFAARYLTSGTIAIWD 1311
Ah K ARKRNKKRRRNA R RN K ONRNNRKRRKAARAN KRR s RARKNA KKK

Sekil 1.15. UniProt veri tabaninda dordiincii ve besinci WD tekrar1 bdlgelerinin insan ve kdpek
tiirlerindeki pozisyonlar1 (The Uniprot Consortium, 2021a).

Kirmizi gergeve igindeki bolgeler BRCA? ile etkilesim bolgesini kapsayan WD4 ve WDS5 dizilerini, * isaretleri
birebir ortiisen amino asitleri, renkler ise koyu griden beyaza gidildikge rezidiiler arasindaki benzerligin azaldigini
gostermektedir.

1.6.2.3. PALB2 ve RAD51 Proteinleri Arasindaki Etkilesim

PALB2 proteininin RADS1 proteini ile etkilesime gectigi iki farkli bolge
bulunmaktadir. insanda amino bolgesindeki 1-200 aa arasindaki coiled-coil yapist
PALB2 proteini iizerindeki etkilesim bolgelerinden birisidir; ikinci ve HR
mekanizmasinda esas fonksiyonel olan etkilesim bolgesi ise 853-1186 pozisyonlar
arasinda kalan WD4(0 domainidir (Buisson ve ark., 2010). UniProt veri tabaninda ilgili
bolge insan ve kdpek tiirleri arasinda Sekil 1.16°daki gibi goriinmektedir (The Uniprot
Consortium, 2021a). Insan dizisinde yesil renk ile isaretli kisim 853 numarali rezidii
ile baglamakta ve bu bolge 1186’nc1 amino asite kadar WD40 domaini olarak
bildirilmektedir ancak kdpek tiiriine ait dizide WD4(0 domaini veri tabanindaki arag ile
isaretlendiginde sar1 renkle isaretli bolge olarak goriilmektedir. insan RADS5I

etkilesim bolgesinin baglangic noktasi baz alindiginda kdpekte bu bolge 1023 ilincii
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rezidilye denk gelmektedir ancak WD40 domaini kopek tiiriinde isaretlendiginde
baslangi¢ bolgesi 1018. rezidii olarak goriilmektedir.

2 PALB2_ HUMAN 842 AELPASDSI I\ EGNLQLVSELKNPSGSCSVDVSAMFWERAGCKEPCI ITACE DVVSLWKAL S01

4 JINVL4_CANLF 1012 AELPACQ Y E 1071
“.“':. AA.:AAI!!:AI!lAAllhAAAAAA:iI KK KRKKARRANKE KANKAR K

Q86YC2 PALB2 HUMAN %02 DAWOAEKLYTW iFAEVPY .’LOIVPVDD\’VI\L\-’C‘;ALG\ILEIRETRAAFCSSDDEaEKOVLL 961

JSNVL4 JINVL4_CANLF 1072 LOWEKLYSWHFTEVPVLQIVPVPDVCNLVCVALGNLEIREIRSLLCSSI F 1131
e AAA!!A:A..:AA.!AAA!!AAAA AAAA.AAA!!AAAA!A:A:.AA!.: "

Q86YC2 PALB2_ HUMAN 962 K.;uX\IKA LGLT’(RR.A.M.JG"‘L.:DOO.AEVIJTFI!EDG KENQFLI\’.E’PEETILTFAE‘.’OG 1021

JSNVL4 JINVL4 CANLF 1132 I SKEKQFLMPPEETVLTFAEVQ 1191
.DDAAlAAAAtl AA...A“.._H“.:.“H“ ‘Al:AAAttlAAA:lAAllAAA

2 PALB2_ HUMAN 1022 I’O‘“ISL' "’I‘TI[VNNIVIUNLKT OLLKKMUIDD YOA "L“KAV E[VGLL I"L.:HE’CAKE 1081

4 JINVL4_CANLF 1192 E 1251
AuuAAihhAAAhhAAluuAAihhAAllhAA‘A AAiliA:\thAAAAhAA:AuAA\A\AhAA

C2 PALB2_ HUMAN 1082 SESLR "P""OAI‘!II\P‘( TLS ‘JUVM.‘YCLDEGOAJRFLEGD\yKD[!CAﬂAI..:TSSTIAYAD 1141

JINVL4_CANLF 1252 I o 1311
KK KRR AR AR KK AR KRR KA R AR K KRR AR KKKk AR “»:“-“uug

PALB2 HUMAN 1142 I LL\JOC‘T‘IALLPPVJDOE'NS—"JKWSGTDQ“L“\GOKDGNI \7Y‘ YS 1186

JINVL4_CANLF 1312 RY=- 1355

e

Sekil 1.16. PALB2 proteini D40 domaininin insan ve kopek tiirlerinde karstlastirlmasi (The Uniprot
Consortium, 2021a).

Kopek RADSI1 proteinindeki etkilesim bolgesi ise 184-257 olarak tespit
edilmistir (Buisson ve ark., 2010). UniProt veri tabaninda RADS51 proteini iistiindeki
PALB2 etkilesim bolgesi Sekil 1.17°de de goriildiigii lizere hem insan, hem de kopek
tiirlerinde ayn1 pozisyonlara denk gelmektedir (Ozmen ve ark., 2017a ve The Uniprot

Consortium, 2021b).

609 RADS1_ HUMAN 181 SGYDVLDNVAYAR . FNTDHOTQLLYQASAMMVESRYALLIVDSATALYRTDYSGRGELSA 240
RAD51_ CANLF 181 SGYDVLDNVAYAR FNTDHQTQLLYQASAMMVESRYALLIVDSATALYRTDYSGRGELSA 240
AAANRRRRNRR AR RKRRRRK KRR KK KRR R KRR KK ARRKKRARRRRARK AR KRR NN
RADS51_HUMAN 241 ROMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVITNQVVAQVDGAAMFAADPKKPIGGNI TAHASTTRL 300
3 RADS51_CANLF 241 ROMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVITNQVVAQVDGAAMFAADPKKPIGGNI TAHASTTRL 300
AR AR AR AR KA AR RN R R AR KR KARKRRARKR KA KRR KA KRR RA KRR KA KRR AR AN

Sekil 1.17. RADS51 proteininin PALB2 ile etkilesim bdlgesinin insan ve kopek tiirlerinde
karsilastirilmasi (The Uniprot Consortium, 2021d).

Kirmizi gergeve igindeki bolgeler PALB2 proteini ile etkilesim bolgesini, * isaretleri birebir ortiisen amino asitleri, renkler ise
koyu griden beyaza gidildikge rezidiiler arasindaki benzerligin azaldigin1 gostermektedir.

1.6.2.4. Kopeklerde PALB2 Genine Iliskin Yapilmis Calismalar

Kopek tiirtinde PALB2 genine iliskin dogrudan yapilmis herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir ancak HR mekanizmasinda etkinlik gosteren genlere iliskin

yapilmig caligmalar mevcuttur. BRCAI, BRCA2 ve RADS5I genleri HR
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mekanizmasinda aktif gorev yapan ve kopeklerde cesitli ¢aligmalarda arastirilmig
genlerdir. Yapilan ¢aligmalarin sonuglari incelendiginde PALB?2 proteini ile etkilesim
bolgeleri nedeniyle iligki kurulabilecek yalnizca iki ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismalardan ilki Ozmen ve ark. (2017b)’nin tez projesinin érnekleminin de iginden
secildigi KMT hastas1 bireylerde RADS51 geninin BRCA2 ve PALB2 proteinleri ile
etkilesime girdigi bolgeleri kapsayan ekzon 6-9 bolgelerinin DNA dizi analizi ile
aragtirtlmasini kapsayan calismadir. Bu ¢aligma kapsaminda p.N196D, p.H199D,
p.A209S, p.T225S varyantlar1 tespit edilmis, in silico analizler sonucunda p.N196D,
p.-H199D ve p.T225S varyantlarinin HR mekanizmasin1 etkileyebilecek zararl
varyantlar olabilecegi bildirilmistir. P.A209S, p.T225S varyantlarinin etkisi Uemura
ve ark. (2019), tarafindan iki hibrit analizi ile aragtirilmis; her iki varyantin da RADS51-
PALB?2 etkilesimini zayiflattig1 bildirilmistir.

1.6.2.5. insan Meme Tiimériinde PALB2 Genine iliskin Yapilms

Cahismalar

Yapilan tez calismast KMT vakalarinda PALB2 geni ve meme tiimdrii arasindaki
iligkinin arastirildigt ilk calismadir, ancak insanlarda PALB2 geni mutasyonlar1 ve
meme tiimorli arasindaki iliski yapilan bircok c¢alismada ortaya konmustur
(Nepomuceno ve ark., 2021). Tez ¢alismast kapsaminda KMT hastas1 6rneklerde
PALB2 geni WD40 domaininde mutasyon taranmasinin yani sira, tespit edilen
varyantlarin insanlarla homolog olup olmadigi ve homolog olmasi durumunda ise
meme tiimoriine iliskin iki tiirde de benzer etkilere neden olup olmadig1 da aragtirma
hedefleri arasinda yer almaktadir. Elde edilen veriler 15181nda kdpeklerin diger hayvan
modellerine karsin timor calismalari i¢in daha uygun oldugu goriisii (Waters ve
Wildasin, 2006) degerlendirilebilecektir. PALB2 mutasyonlar ile iligkili KMT
vakalarimin insan meme tiimdrlerinde model olarak kullanimi ve PALB2 mutasyonlari
ile iligkili insan meme tiimorlerinde kullanilan tedavi stratejilerinin kdpeklerde
kullanilma potansiyelinin degerlendirilebilmesi i¢in, insan meme tiimdrii vakalarinda

yapilan PALB2 genine iliskin ¢aligmalar bu bdliimde sunulmustur.
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Insan BRCA?2 proteininin %50’den fazlast PALB2 ile kompleks olusturdugu ve
PALB2’nin homolog rekombinasyon ve S fazi kontrol noktasinda BRCA?2 aktivitesini
yonettigi bildirilmistir (Xia ve ark., 2006). Homolog rekombinasyon sirasinda
BRCA2’nin c¢ekirdekte uygun yerde konumlanabilmesi icin PALB2 proteini ile
etkilesime gegmesi gerektigi vurgulanmus, iki proteinin etkilesime gectikleri PALB2
karboksil ucu yapisi ortaya konmus ve bu bolge ile BRCA2 amino ucunu kodlamakla
gorevli bolgelerde meydana gelen mutasyonlarin kansere yatkinlikla iligkili olduklar
belirtilmistir (Oliver ve ark., 2009). PALB2 proteininin BRCA1 ile de etkilesime
gectigi, BRCA1’in PALB2 iizerinden BRCA?2 ile iliski kurdugu ve PALB2 ile
BRCAZ2’nin DNA hasar1 olan bolgeyi hedeflemeleri icin BRCA1 ile iligki kurmalar1
gerektigi ortaya konulmustur (Zhang ve ark., 2009b). Bowman-Colin ve ark. (2013),
insanlarda germ hatti kaynakli PALB2 mutasyonlarinin ailesel meme ve pankreas
kanserlerine yatkinlikla iligkili oldugunu bildirmis ve farede Palb2 ve Trp53’in
birlikte delesyon gdsterdikleri vakalarda meme tiimorii olusumunun hizlandigini
deneysel olarak gdstermislerdir. Buisson ve ark. (2014), PALB2 ve BRCA2 genlerinin
homolog rekombinasyonda D-loop formasyonu olusumundaki fonksiyonlarinin yani
sira, Polh-bagimli DNA sentezini uyararak bloke olmus replikasyon catallarinda
rekombinasyon aracilt DNA sentezini baslattiklarin1 gostermislerdir. Obermeier ve
ark. (2016), PALB?2 c.1592delT mutasyonuna sahip lenfoblastoit hiicre hatt1 ve kontrol
grubunda mutasyona sahip hiicre hatlarinda ¢ift zincir kiriklarinda HR mekanizmasi
yerine tek zincir baglanmast ve mikrohomoloji aracili u¢ birlestirme
mekanizmalarinda artig goriildiigiinii bildirmis, hataya ag¢ik bu tamir mekanizmalarinin
timor gelisimini tetikleyebilecegi iizerinde durulmustur. Caleca ve ark. (2018),
BRCA2 ve PALB2 genleri etkilesim bdlgelerinde tespit edilmis olan iki
mutasyonun (BRCA2; ¢.91T >G ve PALB2; ¢.3262C >T) etkilerini fonksiyonel test ile
arastirmisg, test edilen mutasyonlarin bu iki proteinin birbirine baglanmasina engel
oldugu tespit edilmistir. Boonen ve ark. (2020), PALB2 geninde tespit edilen etkisi
bilinmeyen mutasyonlarin fonksiyonel etkilerine iliskin yapilan ¢aligmalari bir araya
getirmiglerdir. WD40 domainine odaklanildiginda bu mutasyonlardan bazilarinin
protein ifadesinde diislise neden oldugu, bazilarinin diger proteinler ile etkilesimi
sekteye ugrattig1, bir kisminin proteinin sitoplazmada yanlis bolgede konumlanmasina

neden oldugu, bazilarinin ise proteinin sitoplazmada degredasyonuna neden olan bir
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sinyal meydana getirmis olabilecegi bildirilmistir. Calismada yapilan fonksiyonel
analizlere iliskin sinirl sayida ¢alisma bulundugu ve farkli yontemler kullanilarak

yapilan bu ¢alismalarin karsilastirilmasindaki giicliige dikkat ¢ekilmistir.

Rahman ve ark. (2007), ailesel meme tiimorii gozlenen ailelerde yaptiklar
caligma sonucunda tek bir allelde meydana gelen ve erken stop kodonu olusumuna
neden olan PALB2 mutasyonlarinin meme tiimorii riskini iki-li¢ kat artirdigini
bildirmislerdir. Erkko ve ark. (2007), Finlandiya’da c.1592del T mutasyonunun ailesel
meme tlimori vakalarinda anlamli derecede yiiksek oldugunu; ayn1 mutasyonun ayrica
birkac nesilde prostat kanseri goriilen bir ailede de tespit edildigini ifade etmislerdir.
Erkko ve ark. (2008), baska bir ¢aligmalarinda bu mutasyonunun meme tiimorii riskini
6,1 oraninda artirdigini, erken yaslarda riskin daha yiiksek olup, ilerleyen yaslarda
daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Heikkinen ve ark. (2009) ise ayn1 mutasyonun
tiimor fenotipi ve prognozu ile iliskisini arastirmis, ailesel meme tiimdrii vakalarinin
%?2’sinde; sporadik vakalarin ise %0,6’sinda bu mutasyonun bulundugunu bildirmis,
bu vakalarin genellikle tiimor derecelerinin yiiksek oldugunu ve yiiksek oranda Ki-67
ifade ettiklerini belirtmislerdir. Ozellikle HER2 negatif ailesel meme timorii
vakalarinda hayatta kalma oraninin diger drneklere nazaran olduk¢a azaldigini ve bu

mutasyonun agresif bir tiimdr fenotipine neden oldugunu ifade etmislerdir.

PALB?2 geninde tespit edilen mutasyonlarin meme tiimorii ile iliskilendirilmesi
sonrasinda bir¢ok iilkede PALB2 geninde mutasyon taranmasi, panel testleri, vaka-
kontrol ¢aligmalar1 ve PALB2 varyantlarinin meme tlimori riskini nasil etkilediginin

arastirilmasi s6z konusu olmustur.

Tischkowitz ve ark. (2007), meme tiimorii goriilen ailelerde tespit ettikleri
PALB2 mutasyonlarinin meme timorii riskini artirabilecegini ifade etmislerdir.
Peterlongo ve ark. (2011), aile ge¢mislerinde pankreas kanseri olan ailesel meme
timorii hastalarinda her iki kanserin goriildiigii iki bireyden birinde proteinin kisa
kalmasina neden olan bir mutasyon bulundugunu bildirmislerdir. PALB2 mutasyonu
bulunan dort ailede ince bagirsak karsinomasi, meme tiimorii, pankreas kanseri, ¢oklu

kolorektal kanser ve gastrointestinal kanser gibi ¢esitli kanser tipleri goriildiigii tespit
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edilmis, ayrica PALB2 mutasyonlarinin kolorektal kanser olasiligini da artirabilecegi
izerinde durulmustur. Wong ve ark. (2011), PALB2 mutasyonlarinin diisiik frekansina
karsin meme tiimorii riskini artirabilecegi lizerinde durmustur. Casadei ve ark. (2011),
ailesel meme tiimorii hastasi bireylerde yaptiklart ¢alismada PALB2 germ hatti
mutasyonlariin 55 yas i¢in tiimor riskini 2,3 kat artirdigi 85 yas i¢in ise 3,4 kat
artirdigin1 hesaplamiglardir. Tespit edilen mutasyonlarin Afrika kokenli Amerikan,
Ingiliz, Fransiz, Alman, irlandali ve Iskog kokenli bireylerde goriildiigii bildirilmistir.
Antoniou ve ark. (2014), PALB2 mutasyonu tasiyan ailelerde 40 yas altindaki PALB2
mutasyonu tagityan bireylerde meme tiimorii olusumu riskinin sekiz ile dokuz kat, 40-
60 yas arasi bireylerde alt1 ile sekiz kat, 60 yas {istii bireylerde ise bes kat daha yiiksek
oldugunu ifade etmisglerdir. Ailelerinde meme tiimorii gegmisi olmayan fakat PALB?2
mutasyonunu bulunduran bireylerin 70 yasina geldiklerinde meme tiimoriine
yakalanma risklerinin %33 oldugu, birinci derece akrabalarinda meme tiimorii gegmisi
bulunan ve PALB2 mutasyonu tasiyan bireylerin ise 50 yasina geldiklerinde meme
tiimori risklerinin %58 oldugu hesaplanmistir. Shimelis ve ark. (2018), BARDI,
BRCAI, BRCA2, PALB2 ve RADS5ID genlerinin Kafkaslarda yasayan popiilasyon
genelinde ve Afrika kokenli Amerikali popiilasyonlarda ii¢lii negatif meme tiimorii
icin yliksek riskli genler oldugunu bildirmistir. Bu genlerdeki germ hatti
mutasyonlariin meme timori gelisimi riskini hayat boyu %20 oraninda artirdig1 ifade

edilmistir.

Pauty ve ark. (2014), derleme yayinlarinda insan PALB2 geninde meme timdrii
ile iliskili olarak protein diizeyinde yaklasik 48, DNA diizeyinde ise yaklasik 49
mutasyon oldugunu, ¢alisilan bu hastalarda BRCAI ve BRCA2 genlerinde ise herhangi
bir mutasyon bulunmadigmi bildirmisler ve popiilasyon diizeyinde yapilan
caligmalarda bu mutasyonlarin ailesel meme tiimorii gegmisi olan popiilasyonlarda
frekansinin  %0,6 ve %@4,8 arasinda degistigini ifade etmislerdir. Tavtigian ve
Chenevix-Trench (2014) ise, yine ayni1 y1l yayinlanan derlemelerinde PALB2 genini
meme tlimoriinde orta derecede risk teskil eden genler arasinda saymislar ve riskli
goriilen mutasyonlarin erken stop kodonu olusumu ile iliskin mutasyonlar olduklarini
bildirmislerdir. Couch ve ark. (2015), {i¢lii negatif meme tiimdrii hastasi bireylerde

PALB?2 geninde hastalarin %1,2’sinde zararli mutasyon bulundugunu bildirmistir.
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Tung ve ark. (2015), BRCAI ve BRCA2 mutasyonlar1 yoniinden test edilecek
meme tiimorii hastalart ve daha dnce bu genlerdeki mutasyonlar agisindan negatif
bulunmug ayrintili aile dykiisii alinmis olan ikinci bir meme tiimorii hastast grubunda
25 geni kapsayan bir panel ile germ hatt: mutasyonlarini taramustir. ilk grupta PALB2
geninde 10 farkli zararli mutasyon ile 33 adet etkisi bilinmeyen varyant tespit edilmis,
diger grupta ise bir adet zararli mutasyon ile dokuz adet etkisi bilinmeyen varyant

bildirilmigtir.

Ronowicz ve ark. (2015), meme tiimdrii hastasi bireylere ait saglikli dokularda
tespit ettikleri kopya sayist degisiklikleri ile genom stabilitesini saglamakla gorevli
genler olan BRCAI, BRCA2, TP53, PALB2 ve NCORI gibi genlerde tespit ettikleri

mutasyonlarin birlikte goriildiiglinti bildirmislerdir.

Lefebvre ve ark. (2016), metastatik meme tiimdrii vakalarinda erken yasta
meydana gelen meme tiimorli vakalarina nazaran ESRI, FSIP2, FRASI, OSBPL3,
EDC4, PALB2, IGFNI ve AGRN genlerinde daha sik mutasyon gorildiigiini
bildirmistir. Calismada kullanilan &rneklerin %4’tiinde PALB2 geninde mutasyon
tespit edilmis, Kanser Genom Atlasinda (TCGA) ise 6rneklerin yalnizca %0,1’inde
PALB2 mutasyonu gortildiigi belirtilmistir.

Li ve ark. (2016), BRCAI ve BRCA2 mutasyonu bulunmayan ailesel meme
timori hastalarinda PALB2 geninde 14 ailede sekiz farkli mutasyon tespit etmis, risk
hesaplamasinda CDHI, CHEK?2, PALB2 ve TP53 genlerinin meme timori riskini
anlamli derecede artirdigini belirtmistir. Tung ve ark. (2016), meme timdri
hastalarina ait kan Orneklerinde meme tiimoriine yatkinlik ile iligkilendirilmis 25
gende mutasyon taramis, PALB2 geninde mutasyon oldugu tespit edilen yalnizca bir

birey (%0,2) oldugunu bildirmislerdir.

Bunnell ve ark. (2017), kanser hastalarinda dort farkli panel testi uygulamstir.
Calismada orta derecede penetrans gosteren genlerde tespit edilen mutasyonlarin da
tedavide degisikliklere yol agabildigi goriilmiis, panel testlerinde orta ve bilinmeyen

penetransa sahip genlerin de kontrol edilmesinin gerekliligi lizerinde durulmustur.
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Rummel ve ark. (2017), geng¢ invaziv meme tiimdrii hastalarinda yaptiklari ¢aligmada
94 gende germ hattt mutasyonu taramis, 27 hastada patolojik germ hatt1 mutasyonlari
bulundugunu (BRCA 1, BRCA2, TP53, CHEK?2, APC ve MUTYH) tespit etmistir. ATM,
BRCA2, CDHI, CHEK? ve PALB?2 genlerinde ise etkisi bilinmeyen varyantlar oldugu
bildirilmis, PALB2 geninde bir hastada tespit edilen p.E892K varyanti SIFT ve
PolyPhen algoritmalarma gore zararli ve hasar vermesi muhtemel olarak
degerlendirilmistir. Ailesel meme tiimoriinde BRCAI ve BRCA2 negatif
bireylerde yapilan bir ¢alismada (Slavin ve ark., 2017) PALB2 ve TP53 genleri yliksek
riskli, ATM ve BARDI genleri orta derecede riskli, CHEK?2 geni ise diisiik derecede
riskli meme tiimori yatkinlik genleri olarak bildirilmistir. Lee ve ark. (2018), invaziv
meme tlimori hastalarinda PALB2 ve diger 486 hedeflenmis gende mutasyon ve kopya
sayisindaki degisiklikleri arastirmistir. Hastalarin (n=15) besinde PALB2 heterozigot
mutasyonlar tespit edilmisken, 10 hastada ise null mutasyon goriildiigii bildirilmistir.
Yaymnda bu genin her iki allelinin de inaktive olmasinin tiimor olusumunu
tetikleyebilecegine deginilmistir. Girard ve ark. (2019), GENESIS projesinde ailesel
meme timori ile iligkili yaptiklart ¢aligma kapsaminda BRCAI ve BRCA2 genleri
haricindeki DNA tamir mekanizmasinda gorevli 113 gende fonksiyon kaybi
mutasyonlart ve yanlis anlam mutasyonlarini taramig, DNA tamir mekanizmasinda
gorevli bu genlerde tespit edilen varyantlarin meme timoéri ile iliskisini
arastirmislardir. PALB2, ATM, CHEK?2, FANCI, MAST1, POLH, RTELI ve CHEK?
genleri meme tlimorti ile iligkili bulunmustur. PALB2 geninde hem fonksiyon kayb1
mutasyonlarinin hem de yanlis anlam mutasyonlarindan zararli olanlarin meme
tiimori riskini artirdigi bildirilmistir. Petridis ve ark. (2019a), sporadik lobuler meme
timorii hastalarinda PALB2 geninin de dahil oldugu alt1 gende patolojik germ hatt1
varyantlarini arastirmiglardir. invaziv lobuler meme tiimérii vakalari ve in situ lobuler
karsinoma vakalarinda yapilan ¢alisma sonucunda invaziv lobuler meme tiimdrii
vakalarinda ¢ok sayida patolojik BRCA2, CHEK?2, PALB2 ve CDH] varyant1 tespit
edilmistir. Invaziv lobuler meme tiimérii vakalarinda yedisi yeni tespit edilmis olmak
izere 11 bireyde; in situ lobuler karsinoma vakalarinda bir bireyde; kontrol grubunda
ise bir bireyde patolojik PALB2 varyanti bulundugu bildirilmistir. Ayni ekibin
yurlittiigli bir baska calismada (Petridis ve ark., 2019b) in situ duktal karsinoma
hastalarinda PALB2 geninin dahil oldugu bes gene ait germ hatti mutasyonlari
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aragtirtlmis, PALB2 geninde {i¢ii yeni olmak iizere, bes patolojik varyant tespit
edilmigtir. Shahi ve ark. (2019), BRCAI ve BRCA2 negatif ailesel meme tiimorii
hastalarinda ekzom dizileme ile predispozisyona neden olan aday genleri belirlemeye
calismig, PALB2 genini meme tiimori predispozisyonu i¢in aday gen olarak
gostermistir. Li ve ark. (2019), PALB2 geninde patolojik germ hattt mutasyonu
bulunan bireylerde somatik degisiklikleri aragtirmigtir. Somatik mutasyonlardan en
cok etkilenen genlerin PIK3CA (%29), PALB2 (%21), TP53 (%21) ve NOTCH3 (%]17)
oldugu tespit edilmis, 16 vakada heterozigotluk kaybi veya ikinci bir mutasyon
nedeniyle her iki allelin de PALB2 geninde inaktif hale geldigi bildirilmistir. Ekzom
dizileme yapilan bireylerden bazilarinda (12/16) genis ¢apli transisyonlar goriildigi

belirtilmistir.

Panel testi ile primer meme tiimorleri ve sekonder meme tiimorii vakalarindaki
mutasyonlar arastirllmistir (Yao ve ark., 2020). Patolojik ve patolojik olmasi
muhtemel (likely pathogenic) mutasyonlarin frekanslari primer ve sekonder meme
timorleri icin PALB2 geni igin sirasiyla %0,9 ve %1,4 olarak hesaplanmistir.
Calismada elde edilen veriler zararli mutasyona sahip bireylerin ikinci kez meme
tiimoriine yakalanma riskinin mutasyon tasimayan bireylere nazaran daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Bergstrom ve ark. (2020), meme tiimorii hastalarinda 47M
(n=24), CHEK?2 (n=26) ve PALB2 (n=24) genlerine ait mutasyon taramasi yapmis,
mutasyon tespit edilen 74 hastayr mutasyon tespit edilmeyen hastalarla
karsilagtirmistir. Tiimdr histopatolojisi, tedavi, klinik sonug¢ ve popiilasyona iliskin
verilerle birlikte degerlendirerek bu mutasyonlarin etkilerini arasgtirmiglardir. Bu
mutasyonlarin bulundugu hastalarin aile ge¢misinde kanser Oykiisiiniin anlaml
derecede daha yiiksek oldugu ve teshis doneminde tiimér boyutunun daha biiyiik
oldugu bildirilmis, tedavi siirecinde bu grupta cerrahi miidahale se¢iminde daha
kapsamli operasyonlarin tercih edildigi ifade edilmistir. Bodily ve ark. (2020), Kanser
Genom Atlasinda kayith hasta verileri ile yaptiklar1 ¢alismada meme tiimoriine
yatkinliga neden olan 61 gene iliskin mutasyonlarin profilini aragtirmislardir. PALB2
geninde mutasyon profilinin BRCA mutasyonlari ile benzerlik gostermesine karsin

vaka sayisinin diisiik oldugu ifade edilmistir.
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Fanale ve ark. (2020), ¢ift tarafli meme tiimorii hastalarinda yaptiklari calismada
panel testi ile patolojik mutasyonlarin etkilerini aragtirmiglardir. Sekiz hastada PALB2
geninde patolojik varyant tespit edilen calismada PALB2 ve CHEK?2 geninde tespit
edilen patolojik mutasyonlar ile cift tarafli meme tiimorii arasinda korelasyon
goriildiigli ifade edilmistir. Corredor ve ark. (2020), ¢coklu meme tiimorii goriilen
hastalarda yaptiklar1 panel testinde mutasyon tespit edilen hastalarin %17,6’sinin
BRCAI1/2 dis1 mutasyon tasidigini bildirmislerdir. Bu hastalardan ikisinde PALB?2
geninde mutasyon tespit edilmistir. Ayn1 y1l Maxwell ve ark. (2020), yiiksek riskli
meme tlimorii vakalart ve ailesel meme tiimorii vakalarindan olusan iki farkli
toplulukta BRCA1/2 disindaki 17 genin mutasyonlarini taramis ve ExAC (Ekzom
Toplama Konsorsiyumu) konsorsiyumuna ait kontrol grubu ile karsilagtirmiglardir.
Her iki toplulukta da ¢oklu meme tiimdrii hastalarinda patolojik mutasyon oran tekli
meme timorii hastalarina gére daha yiiksek olarak tespit edilmis, A7M ve PALB2
mutasyonlarinin her iki hasta grubunda kontrol grubuna oranla daha fazla goriildiigii
bildirilmistir. Yiiksek riskli meme tiimorii hastalarindan olusan toplulukta PALB2
mutasyon oranlar1 ¢oklu meme tiimorlerinde %0,54; tekli meme tiimorlerinde %0,22
olarak bildirilmistir. Ailesel meme tiimorii vakalarindan olusan grupta ise ¢oklu meme

tiimori vakalarinda %1,47; tekli vakalarda ise %0,89 olarak bulunmustur.

Hu ZY ve ark. (2020), germ hatti PALB2 mutasyonlar1 goriilen tlimorlerde
somatik mutasyonlarin durumunu aragtirmiglardir. Ailesel meme tiimorii hastasi 143
hastadan 10’unda fonksiyon kaybima neden olan heterozigot PALB2 germ hatt1
mutasyonlart oldugu tespit edilmistir. Ayni hastalarda somatik mutasyonlar
arastirildiginda yalnizca birinde somatik mutasyon, iki hastada ise heterozigotluk
kayb1 varligr bildirilmistir. Ayrica ailesel ve sporadik vakalarda mutasyon
imzalarindaki dagilimin farklilik gosterdigi ifade edilmistir. Kwong ve ark. (2020),
meme ve ovaryum tiimorii hastalarinda BRCA1/2, TP53 ve PTEN mutasyonlar1 negatif
olarak tespit edilen Orneklerde panel testi ile mutasyon taramislardir. En yaygin
mutasyona ugramis genler PALB2 (%1,4), RAD51D (%0,8) ve ATM (%0,8) olarak
bildirilmistir. PALB2 genindeki patolojik mutasyonlarin bulundugu bireylerin hepsi
meme tiimoril hastasidir ve 18 hastadan 14’{iniin aile ge¢cmisinde meme tiimorii veya

diger tiimor vakalar1 oldugu bildirilmistir. Patolojik varyantlarin haricinde etkisi
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bilinmeyen PALB2 mutasyonlarinin da goriildiigii ifade edilmistir. Mutasyon goriilen
hastalarin %77,8’1 45 yasin altindaki hastalardir ve hastalarin %33,3’linde her iki
memede de tiimdr olusumu bildirilmistir. Evans ve ark. (2021), 30 yas alt1 meme
timorii hastalarinda yaptiklar1 vaka-kontrol ¢alismasinda PALB2 geninde meme
timori hastalarinin %2,17’sinde, kontrol grubunun ise %0,19’unda patolojik varyant
tespit edildigini bildirmistir. Bu ¢alismada PALB2 geni patolojik mutasyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli derecede erken yasta gelisen meme timorii vakalarinda
onemli oldugu ifade edilmistir. Van Veen ve ark. (2021), panel testi sonrasinda yapilan
risk hesaplamasinda PALB2 geninin lobililer meme tiimdri riskinde artisa neden
olmadigini bildirmistir. Chavarri-Guerra ve ark. (2021), 60 yas iistii, iiclii negatif
meme timori hastalarinda mutasyon dagilimimi arastirmislardir. ATM, BRCAI,
BRCA2, PALB2 ve RADS51C genlerinde patolojik varyantlar tespit edilmistir. Bu yas
grubundaki hastalarda patolojik PALB2 mutasyonlarinin %12,5 oraninda goriildiigii

bildirilmigtir.

Timor alt tiplerine bakildiginda, Hu C ve ark. (2020), ER, PR ve HER2
acisindan klinik olarak siniflandirilmis tiimor tiplerine 6zgii germ hatti mutasyonlarin
arastirmiglardir. Timorler ER+/HER2-, ER-/HER2+, ER+/HER2+, ER-/HER2- ve
ticlii negatif (ER-/HER2-/PR-) olarak siniflandirilmis ve panel testine tabi tutulmustur.
En ¢ok germ hatti mutasyonu goriilen grup tg¢lii negatif olarak siniflandirilan gruptur
(%14,4), bu grubu ER+/HER+ grup izlemekte (%8,9), ardindan ER+/HER2- grup
gelmekte (%8,6), en diisiik germ hatti mutasyonu goriilen grup ise ER-/HER2+ olan
grup olarak goriilmektedir. PALB2 mutasyonlarinin frekansi drneklemde %1 olarak
hesaplanmis ve en ¢cok mutasyon tespit edilen dordiincii gen olarak bildirilmistir.
Gruplara bakildiginda, ER+/HER2- grubunda %0,9 frekans:1 ile BRCAI geni ile
birlikte {igiincii sirada, ER+/HER2+ grubunda %0,7 frekans1 ile BRCAI geni ile
birlikte besinci sirada, ER-/HER2+ grubunda %0,5 frekansi ile altinci sirada, {iglii
negatif timor grubunda ise %1,4 frekans ile {igiincii sirada en ¢ok mutasyon bildirilen
gen olarak gosterilmistir. Timor tiplerine gore risk hesaplamasi yapildiginda ise
ER+/HER2- tiimor tipinde PALB2 germ hatt1 mutasyonlarinin tiimér riskini 5,15 kat,
ER+/HER2+ tiimor tipinde 3,74 kat, ER2-/HER2+ tiimor tipinde 3,49 kat, iiclii negatif
tiimor tipinde ise 7,88 kat artirdig goriilmiistiir (Hu C ve ark., 2020). Heeke ve ark.
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(2020), meme tiimorii drneklerinde HR mekanizmasinda gorevli genlerdeki somatik
mutasyonlari aragtirmislardir. Timdr 6rneklerinin %0,8’inde PALB2 mutasyonu tespit
edilmigtir. Tiimdr alt tiplerine bakildiginda ise ER+/PR+/HER2- grubunda mutasyon
frekans1 %1, {gcli negatif meme tiimoriinde ise %0,8 olarak bildirilmis,
ER+/PR+/HER2+ ve ER-/PR-/HER2+ gruplarinda ise PALB2 mutasyonu

goriilmemistir.

Birgok tilkede PALB?2 varyantlarinin meme timorii lizerine etkisi aragtirilmigtir.
Kanada’da Foulkes ve ark. (2007), PALB2 genininde p.Q775X kurucu mutasyonunu
tespit etmis ve 50 yasin altindaki Fransiz asilli Kanada vatandaslarinda meme
tiimoriinde %0,5 oraninda bu mutasyonun goriildiigiinii ifade etmislerdir. Ayni
mutasyon yine Fransiz asilli Kanada vatandaslarindan olusan meme tiimori
hastalarinda tespit edilmistir, bu mutasyonun goriilme olasilig1 hesaplanamamis ancak
penetranst yiiksek bir allel oldugu ifade edilmistir (Ghadirian ve ark., 2009). Guénard
ve ark. (2010), BRCAI ve BRCA2 genlerinde herhangi bir mutasyon bulunmayan
Fransiz asilli Kanada vatandaglarinda PALB2 geninde varyantlar tespit etmis, STK//
ve PALB?2 genlerindeki varyantlarin ilgili popiilasyon i¢in meme tiimorii yatkinligina
orta veya zayif derecede etki edebileceklerini ifade etmislerdir. Ancot ve ark. (2015),
Fransiz asilli Kanadali ailesel meme tiimorii hastalar1 ve meme ve ovaryum
timorlerinin birlikte goriildiigli hastalarda yaptiklar1 ¢aligmada, bu popiilasyonda
tanimlanmis tek PALB2 mutasyonu olan p.Q775X’in BRCA1/BRCA2 mutasyonlu
bireylerde goriilme sikligin1 arastirmis, Orneklem grubunda ilgili mutasyonun

bulunmadigini ifade etmislerdir.

Amerika’da yapilan calismalara bakildiginda, Ding ve ark. (2011b), Afrika
kokenli Amerikan vatandasi kadin meme tiimdrii hastalarinda yaptiklari bir ¢alismada
toplamda 12 varyant tespit etmis ve bu varyantlar arasindan ii¢ varyantin patolojik
oldugunu tespit etmis, meme tiimorii arastirmalarinda her ne kadar frekanslar1 diisiik
olsa da PALB2 mutasyonlarinin da olduk¢a 6énemli oldugu vurgusunu yapmislardir.
Churpek ve ark. (2015), Afrika kokenli Amerikali hastalarda meme tiimoriine
yatkinliga neden olan mutasyonlar1 aragtirmiglardir. Calismada {i¢ hastada PALB?2

geninde sirasiyla ¢.758insT, c.1479delC, c¢.3048delT mutasyonlar tespit edilmistir.
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c.758insT ve ¢.1479delC mutasyonlarina sahip bireylerin aile hikayesinde meme
tiimori bulundugu; ayrica c.1479delC mutasyonu goriilen bireyde tiimdr teshisinin 45
yasindan once yapildigi bildirilmistir. Ding ve ark. (2018), caligsmalarinda Afrika
kokenli Amerikali kadinlarda meme tiimori ile iliskili homolog rekombinasyon
genlerinde mutasyon taramislardir. PALB2, RADS51, RAD51B, RAD51C, RADS51D,
XRCC2 ve XRCC3 genlerinin arastirildig1 calismada, PALB2 geninde iki varyantin
hasara neden olabilecegi bildirilmistir. Kurian ve ark. (2019), Amerika’nin iki
eyaletinde meme tiimorii ve ovaryum tiimorii hastas1 popiilasyonlarda yapilan bir
caligmada meme tlimdrii hastalarinin %24,1’inde genetik test sonucu bulundugunu, bu
sonuglara gore PALB2 patolojik mutasyonlarimin prevalansinin  %1,0 olarak
hesaplandigini bildirmislerdir. Lu ve ark. (2019), Amerika’da meme tlimorii, ovaryum
timori ve her iki tiimor teshisinin de konuldugu vakalarda yapilan ekzom dizilemede
meme timori hastalarinda PALB2 geninin timor olusturma riskini %5,53 olarak,
erkek meme tiimorii riskini ise %22,73 olarak hesaplamislardir. Caskey ve ark. (2020),
Alabama Universitesinde “Kadin Kanserlerinde Onleyici Bakim Programi”na kayitl
kadilardan BRCA1/2 genleri haricinde mutasyon bulunan kadinlarda yiirtittiikleri
caligma kapsaminda en yaygin goriilenleri ATM, CHEK?2 ve PALB2 genlerinde olan
16 mutasyon tespit etmistir. Hastalarin %11,5°1 profilaktik cerrahi geg¢irmis, %88,5’1
ise aktif olarak izlenmistir. Popiilasyonun yalnizca %11,6’sinda biyopsi sonucu malign
olarak tespit edilmistir. PALB2 mutasyonu olan bir bireyde invaziv meme timorii
goriildiigli bildirilmistir. Palmer ve ark. (2020), Afrika Kokenli Amerikali meme
timorii hastalarinda yaptiklart vaka-kontrol calismasinda panel testi ile mutasyon
taramas1 yapmis ve mutasyonlarin meme tiimori riski ile iligkisini degerlendirmistir.
PALB2 geni mutasyon frekansi meme tiimorii hastasi bireylerde %1,05; kontrol
grubunda ise %0,10 olarak hesaplanmistir. BRCAI, BRCA2 ve PALB2 genlerindeki
mutasyonlar yiiksek meme timorii riskleri ile iligkili bulunmus, riskler sirasiyla
BRCAI i¢in 47,55 kat, BRCA2 i¢in 7,25 kat ve PALB2 igin 8,54 kat olarak
hesaplanmistir. Walsh ve ark. (2021), “Carolina Breast Cancer Study” ismindeki
caligmalarinda invaziv meme tiimoriine yatkinliga neden olan biyolojik ve sosyal risk
faktorlerini arastirmiglardir. Hastalarin %5,6’sinda BRCA1, BRCA2, PALB2 ve TP53
genlerinden birinde patolojik varyant tespit edilmistir. PALB2 mutasyonlarinin riski

tiim timor tipleri i¢in 9,04 kat olarak hesaplanmis ve BRCAI ve BRCA2 genlerinden
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sonra li¢ilincii sirada risk teskil ettigi bildirilmis, li¢lii negatif meme tiimorii igin ise risk
orani 10,78 kat olarak hesaplanmustir. Afrika kokenli Amerikali hastalarda ii¢lii negatif
meme timdrii ve BRCA2 ve PALB2 genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulundugu bildirilmistir.

Orta ve Giiney Amerika’da yapilan ¢aligmalar g6z 6niinde bulunduruldugunda,
Brezilyal ailesel ovaryum ve meme tiimorii hastalarinda yapilan ¢aligmada (Silva ve
ark., 2014) BRCAI, BRCA2, TP53 ve CHEK?2 genlerinde mutasyon taranmi§ ve
PALB?2 dahil olmak {izere kansere yatkinlikla iligkilendirilmis 14 farkli gende kopya
sayist varyasyonu (CNV) arastirllmig ancak PALB2 geninde herhangi bir farklilik
gorliilmemistir. Encinas ve ark. (2018), Brezilyali hastalarda erken yasta meydana
gelen luminal (HER2 negatif) meme tiimorlerinde BRCA germ hatti mutasyonlar1 ve
somatik mutasyonlar1 aragtirmiglardir. 36 luminal tiimoériin 16’sinda PALB?2 geninin
de dahil oldugu farkli DNA tamir mekanizmalarinda gorevli bir¢ok gende varyant
tespit edilmis, bu varyantlarin %54 iiniin patolojik oldugu bildirilmistir. Gomes ve ark.
(2021), Brezilya’da BRCA1/2 negatif ailesel meme timorii ve ovaryum kanseri
hastalarinda yiiksek ve orta penetranshi genlerde mutasyon taramiglardir. Calisma
kapsaminda 488 varyant tanimlanmais, hastalarin %3,97 sinde patolojik veya patolojik
olmasi muhtemel varyantlar tespit edilmistir. Bu genler ATM (1), CHEK?2 (2), PALB?2
(1) ve TP53 (1) genleri olarak bildirilmistir. PALB2 geninde bir patolojik varyant ve

iki 6nemi bilinmeyen varyant bildirilmistir.

Jara ve ark. (2017), Orta Amerika ve Giiney Amerika’da meme tiimoriine
yatkinlik ile iligkili genlerdeki mutasyonlarin arastirildigi c¢aligmalar1 bir araya
getirerek bu bolgedeki genel durumu gozler Oniine sermek istemis, yapilan ¢aligmalar
icinde yalnizca Sili’de PALB2 geninde rs152451 ve rs45551636 varyantlarinin aile
hikayesinde meme timorii ge¢misi bulunan vakalarda meme tlimort riskini artirdigini
ifade etmislerdir. Cock-Rada ve ark. (2018), Kolombiya’da 85 hasta {istliinde ailesel
meme ve ovaryum tiimorlerini incelemek {izere bu tiimor olusumu ile iliskili 25 gen
iceren panel ile ¢alismis; BRCAI, BRCA2, PALB2, ATM, MSH2 ve PMS?2 genlerinde
delesyon nedeni ile germ hattinda patolojiye sebep olan mutasyonlar tespit etmislerdir.

PALB2 genindeki zararli mutasyonun ¢.1240C>T (p.R414X) pozisyonunda
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bulundugu, ayrica etkisi bilinmeyen iki varyantin daha tespit edildigi (c.23C>T ve
¢.483C>Q) bildirilmistir. Urbina-Jara ve ark. (2019), Latin Amerika’da meme tiimdrii
hastalarinda yapilmis ¢alismalarda DNA tamir mekanizmasinda aktif gérev yapan
genlere iligkin germ hatti mutasyonu verilerini bir araya getirmislerdir. PALB2 genine
iligkin incelenen 11 Latin Amerika {ilkesi i¢inden yalnizca Sili ve Kolombiya’da
varyant tespit edildigi, toplamda alt1 adet PALB2 varyant1 bildirildigi tespit edilmistir.
Ug varyant yalnizca Sili’de, diger ii¢ varyant ise yalnizca Kolombiya’da bildirilmistir.
Oliver ve ark. (2019) ise yine Latin Amerika’da yiiriitiilen ailesel meme timorii ve
ovaryum tiimori ¢aligmasimin (LACAM) ilk faz1 kapsaminda genomik epidemiyolojik
bir yaklasim izlemislerdir. Proje kapsaminda PALB2 geninde Kolombiya’da bir,
Meksika’da bir varyant olmak iizere toplamda iki patolojik varyant tespit edilmistir.
Patolojik varyantlarin icinde PALB2 genindeki varyantlarin frekanst %5,1 olarak
hesaplanmistir. George ve ark. (2021), Karayipler’de meme tiimorii ve ovaryum
kanseri hastalarinda panel testi ile yaptiklar1 ¢alismada hastalarin %14,2’sinde germ
hattinda patolojik veya patolojik olmasi muhtemel mutasyon tespit etmislerdir. Tespit
edilen varyantlarin dagilimi BRCA1 (%64), BRCA2 (%23), PALB2 (%9) ve RAD5IC,
CHEK2, ATM, STK11, NBN genleri (%4) olarak bildirilmistir. Calisma yapilan yedi
iilkeden Bahamalar ve Cayman Adalari’nda hi¢ patolojik PALB2 varyantina
rastlanmazken, Barbados ve Jamaika’da dort, Dominik Cumhuriyeti ve Trinidad

Tobago’da iki, Haiti’de ise bir patolojik varyant goriildiigii ifade edilmistir.

Ispanya’da Garcia ve ark. (2009), ispanyol meme tiimérii hastasi ailelerde daha
once fanconi anemi calismalarinda bildirilmis yanlig anlam
mutasyonlari, ¢.1056 1057delGA yeni varyanti, 5> UTR bolgesi varyant1 ve intronik
varyantlar tespit etmis, ayrica c¢.1056 1057delGA varyantina sahip ve BRCAI ile
BRCA2 mutasyonu goriilmeyen bireyde heterozigotluk kaybi oldugunu
bildirmislerdir.

Irlanda’da McInerney ve ark. (2010), meme tiimérii hastalarinda CHEK2, BRIPI
ve PALB2 geni varyantlarini aragtirmiglardir. Yapilan calismada genin tamami
sekanslanmamis, yalmizca Rahman ve ark. (2008)’1n Ingiltere’de bildirmis oldugu bes

PALB2 mutasyonunun varligr incelenmis, bu mutasyonlarin meme tiimdri
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predispozisyonuna neden oldugunu Onerebilecekleri saglam kanitlar elde
edemediklerini bildirmislerdir. Aloraifi ve ark. (2015) ise irlandali BRCA1/2
mutasyonu bulunmayan ailesel meme tiimorii hastasi bireylerde 312 geni kapsayan

caligmada yalnizca bir hastada PALB2 mutasyonu saptayabilmislerdir.

Italya’da Papi ve ark. (2010), BRCAl ve BRCA2 mutasyonu bulunmayan
bireylerden olusturulmus Italyan popiilasyonunda PALB2 genindeki mutasyonlari
taramis ve tespit ettikleri varyantlar arasindan p.R753X mutasyonunun anne ve kizinda
goriildiigiinii ayrica zararli bir mutasyon oldugunu bildirmislerdir. Ayni yil Italya’da
yapilan bir bagka ¢alismada (Balia ve ark., 2010), 6rneklemdeki ailelerden birinde
PALB2 geninde 10 adet varyant tespit etmis, p.L451X mutasyonunun Italya

poptilasyonu igin risk olusturabilecegi ifade edilmistir.

Polonya’da Dansonka-Mieszkowska ve ark. (2010), Polonyali meme tiimorii ve
ovaryum kanseri hastalari ile saglikli kontrollerde yaptiklari calismada PALB2 geninde
dordii ilk kez tespit edilmis olmak {izere 10 adet varyant ve hasarli protein iiretimine
neden olan ¢.509 510delGA (p.R170fs) mutasyonunu tespit etmislerdir. Tespit edilen
delesyon iki ovaryum kanseri hastasinda, dort ailesel meme tiimorii hastasinda ve
kontrol grubunda bulunan saglikli bir bireyde goriilmiistiir, sporadik meme tiimorii
vakalarinda ise bu mutasyon goriilmemistir. Cybulski ve ark. (2019), Polonya’da
meme tiimori i¢in aile hikayesi bulunan popiilasyonda yaptiklar1 taramada
probandlarin %50,3’linde germ hatt1 mutasyonu tespit etmistir. Caligmada alt1 gendeki
(BRCAI, BRCA2, CHEK2, PALB2, NBN ve RECQL) 20 kurucu mutasyonun
Polonya’daki ailesel meme tiimorii goriilen ailelerin %82'sinde goriildiigii bildirilmis,
ailesel meme tlimorti riski PALB2 geni mutasyonlari i¢in %15,4 olarak hesaplanmuistir.
PALB2  geninde tespit edilen altt mutasyondan ¢.509 510delGA ve
c.172_175delTTGT kurucu mutasyonlarmin PALB2 pozitif vakalarin %83 linii

olusturdugu bildirilmistir.

Hollanda’da Adank ve ark. (2011), Amsterdam’da birbirleri ile akrabalik
iliskileri bulunmayan ancak aile gegmislerinde tiimor hikayesi bulunan, farkli kanser

tirlerinden muzdarip (meme tiimorii, ovaryum kanseri, erkek meme timori ve
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pankreas kanseri) kanser hastalarinda yaptiklar1 ¢alismada, PALB2 geninde kodlanan
bolgede yedi yanlis anlam mutasyonu, ii¢ sinonim mutasyon ve bir delesyon tespit

etmis; intronik bolgelerde ise 11 varyant bulduklarini bildirmislerdir.

Bogdanova ve ark. (2011), Alman ve Rus asilli bilateral meme tiimdri
hastalarinda PALB2 varyantlarini taramig, toplamda 15 varyant tespit etmistir. Alman
hastalarda ve Rus hastalarda farkli mutasyonlar bildirilmistir. Ayn1 y1l Hellebrand ve
ark. (2011), Almanya’da ailesel meme tiimorii hastalarinda yaptiklar ¢alismada altist
yeni olmak lizere hasarli protein iiretimine neden olan yedi farkli mutasyon tespit
etmis, hastalikla iliskili olabilecegi diisiiniilen yanlis anlam mutasyonlar1 goriildiigiinii
bildirmislerdir. Hauke ve ark. (2018), Almanya’da yasayan BRCAI ve BRCA2
mutasyonlart yoniinden negatif olduklar1 tespit edilmis meme tiimorii hastalarinda
PALB?2 geni mutasyonlariin prevalansinin %1,2 orani ile CHEK?2 ve ATM genlerinin

ardindan en yiiksek sirada geldigini bildirmistir.

Finlandiya’da PALB2 genine iliskin tekrarlayan kurucu mutasyonun
tanimlanmasinin ardindan (Erkko ve ark., 2007 ve Heikkinen ve ark., 2009), Kuusisto
ve ark. (2011), ailesel meme ve/veya ovaryum tiimdrii hastasi bireyde yaptiklar
calismada PALB2 geninin de dahil oldugu yedi gende mutasyon taramasi yapmis,
PALB2 geninde iicli yeni olmak iizere dokuz farkli varyant oldugunu tespit
etmiglerdir. Daha 6nce Cin popiilasyonunda bildirilmis olan ¢.2586+58C>T varyanti
hastalarin %43,9’unda tespit edilmis ve bu varyantin Cin popiilasyonunda meme
tiimorii riskini %36 artirdig1 belirtilmistir. Onceden bildirilen diger varyantlarin meme
timori riskini artirmadigl, yeni tespit edilen varyantlarin ise protein tahminlerinde
notral olarak degerlendirildigi ifade edilmistir. Nurmi ve ark. (2019), Finlandiya’da
orta derecede risk genlerinde tekrarlayan mutasyonlarin meme tiimori hastalarindaki
frekansin1 arastirmiglardir. PALB2 geni c.1592delT mutasyonunun da arastirildig
calismada ailesel meme tiimorii hastalarinda bu mutasyonun frekansini %2,37;
sporadik vakalarda %0,75; kontrol grubunda ise %0,16 olarak hesaplamislardir. Tiim
meme timorl hastalar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda ise frekansin 1,45 olarak

hesaplandig1 bildirilmistir.
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Goidescu ve ark. (2018), Romanya’da PALB2 geninin de dahil oldugu panel
testine yoOnlendirilen meme tiimorii hastalarinda tespit ettikleri mutasyonlarin
prevalansini aragtirmiglardir. Calisma sonuglar1 popiilasyonun %62’sinin penetransi
yiiksek genlerde, %29’unun orta derecede penetrans gosteren genlerde, %9 unun ise
diger genlerde oldugunu gostermistir. PALB2 geninde dort patolojik varyant ve etkisi

bilinmeyen bir varyant ¢alismadaki 82 hastadan altisinda tespit edilmistir.

Hilz ve ark. (2019), Letonya popiilasyonunda PALB2 ve RECQL meme timdrii
yatkinlik genlerindeki varyantlar1 arastirmiglardir. PALB2 genine ait iki varyantin
tarandig1 c¢alismada ¢.509 510delGA varyantna iligkin goreceli risk 7,18
olarak, c¢.172 175delTTGT varyantina iliskin goreceli risk ise 1,5 olarak

hesaplanmuistir.

Zanti ve ark. (2020), Giiney Kibris Rum Yonetimi’ndeki BRCAI ve BRCA2
genlerinde mutasyon bulunmayan ii¢lii negatif meme tiimorii hastalarinda yaptiklar
panel testi ile BRCAI ve BRCA2 genleri haricindeki tiimdr yatkinlik genlerinin
prevalansini aragtirmiglardir. Calismaya dahil edilen hastalarin %4,3’iinde PALB2
geninde patolojik varyant tespit edilmistir. PALB2 geninde tespit edilen mutasyonlarin

prevalansinin diger popiilasyonlara nazaran daha yiiksek oldugu iistiinde durulmustur.

Fostira ve ark. (2020), Yunanistan’da bir kism1 aile dykiisiinde kanser bulunan
hastalardan, diger boliimii ise erken yasta tanimlanan meme tiimdrii vakalarindan
olusan vakalarda panel testi ile mutasyon taramig ve gene Ozgl riskleri
hesaplamiglardir. PALB2 geninde mutasyon frekanst %0,8 olarak hesaplanmis ve
meme tlimoriine yatkinlik i¢cin anlamli derecede iligkili bulunan genler arasinda

gosterilmistir.

Akgay ve ark. (2021), Tirkiye’de meme tiimorii ve kolorektal kanser
hastalarinda kanser yatkinlik genlerinde varyant dagilimini arastirmislardir. Yiiksek
riskli meme tiimorii hastalarinin %17,2’°sinde patolojik germ hatt1 varyanti tespit edilen
calismada dokuz PALB2 mutasyonu bildirilmistir. Etkisi bilinmeyen varyantlar ise 19

yanlig anlam mutasyonu ve bir intronik varyant olarak bildirilmistir. PALB2 genine
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iligkin risk orani ise meme tiimorii i¢in ¢aligmadaki kontrol grubuna oranla 8,23 kat

olarak hesaplanmigtir.

Cin’de yapilan caligmalara bakildiginda, Chen ve ark. (2008), rs249954,
15249935, 15120963 ve rs16940342 kodlu TNP’lerin Cin popiilasyonunda diisiik
penetrans ile meme timori olusumunu etkilediklerini bildirmislerdir. Cao ve ark.
(2009), Cin’de ailesel meme tiimorii ge¢cmisi olan meme tiimori hastas1 kadinlarda
dokuzu kodlanan bolge, biri 5° UTR bolgesi, biri intronik bolge olmak {izere toplamda
11 varyant tespit etmislerdir. Cao ve ark. (2010), Dogu Cin’de meme tiimorlii ve
saglikli bireylerde popiilasyonda yaygin olarak goriilen alti adet PALB2 TNP’sinin
meme tiimoriine yatkinlikla iliskisini arastirmislardir. rs249935 varyantindaki G alleli,
taginan her bir A alleli icin meme tiimorii riskinde 1,21 kat artisla iliskilendirilmistir.
rs447529 varyanti icin ise dominant kalitm modeline goére yabanil tip CC
homozigotlar1 ile karsilagtirildiginda, varyant homozigot GG ve heterozigot GC
tastyicilarinin 0,43 kat daha diisiik meme kanseri riskine sahip oldugu bildirilmistir.
Jian ve ark. (2017), Cin popiilasyonunda panel testi ile ailesel meme tiimoriinii klinik
ve genetik acidan aragtirmislardir. Yarist meme tiimorii hastasi; diger yarisi ise meme
timorii agisindan yiiksek riskli kabul edilen bireylerde yapilan ¢alismada PALB2
genine iligkin mutasyonlara bakildiginda, meme tiimorii hastas1 bireylerin ikisinde
(%1,7) mutasyon tespit edilmis, riskli grupta ise herhangi bir mutasyon goriilmedigi
bildirilmigtir. Han ve ark. (2017), Meme Kanseri Dernegi Konsorsiyumu (Breast
Cancer Association Consortium / BCAC) i¢indeki Asya kokenli bireyler ve Sangay
Meme Kanseri Genetigi Calismasi (Shanghai Breast Cancer Genetics Study / SBCGS)
dahilindeki meme tiimorii hastas1 ve kontrol grubu bireylerde yapilan g¢alisma
sonucunda PALB2 geninde rs13330119 intronik bolge varyantinin tiimor riski ile
istatistiksel olarak anlamli derecede iligkili oldugunu tespit etmislerdir. Xie ve ark.
(2018), Cinli meme tiimdrii hastalarinda tiimor yatkinlhigi ile iliskilendirilmis 10 gen
ile yaptiklart somatik ve germ hatti mutasyonu taramasinda PALB2 geninde
poplilasyonun %0,3’iinde patolojik germ hatti mutasyonu bulundugunu, etkisi
bilinmeyen varyantlar i¢in ise hem somatik hem de germ hatt1 varyantlari i¢inde zararh
olmayan varyantlarin %4,8 oraninda goriildiigiinii bildirmislerdir. Lang ve ark. (2020),

Cin’de meme tiimori agisindan iki yiiksek risk faktoriine sahip ve BRCA mutasyonu
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bulunmayan meme tiimorii hastalarinda 30 kanser yatkinlik geninde mutasyon
taramislardir. PALB2 geninde tespit edilen patolojik ve patolojik benzeri mutasyonlar
popiilasyonun %1,3’linde tespit edilmis, PALB2 geni en ¢ok mutasyon goriilen
dordiincii gen olarak bildirilmistir. PALB2 mutasyonu tespit edilen bes bireyden
dordiiniin aile hikayesinde meme tiimori oldugu goriilmiistiir. Zhou ve ark. (2020),
BRCA negatif Cinli meme tiimorii hastalari ile yaptiklar1 vaka-kontrol ¢alismasinda
PALB2 germ hatti mutasyonlarmin dagilimlarini ve etkilerini arastirmiglardir. PALB2
mutasyonlart meme tiimorii hastasit grubun 9%0,97’sinde, kontrol grubunun ise
%0,19’unda saptanmistir. PALB2 mutasyonlarinin meme tiimori riskini 5,23 kat
artirdigr bildirilmis, 30 yas altindaki kadinlarda ise bu risk 10,09 kat olarak
hesaplanmistir. Aile dykiisii, tiimdr boyutunun biiytikliigii, ticlii negatif meme timorii,
lenf diiglimlerine metastazis ve ¢ift tarafli meme tiimori gibi klinik 6zellikler PALB?2

mutasyonlart ile iliskilendirilmistir.

Japonya’da Momozawa ve ark. (2018), yaptiklar1 vaka-kontrol ¢alismasinda
Japon popiilasyonu i¢in ailesel meme tiimorii ile iligkili en 6nemli genlerin BRCA,
BRCA2, PALB2 ve TP53 genleri oldugunu bildirmislerdir. PALB2 geninde p.G559X
varyantinin ilk kez bu ¢aligmada tespit edildigi ve tekrarlayan bir mutasyon oldugu
bildirilmis, bu gende toplamda 21 patolojik varyant tespit edildigi ifade edilmistir.
Kaneyasu ve ark. (2020), gii¢lii aile dykiisii bulunan, BRCA 1/2 mutasyonlar1 yoniinden
negatif, Japon ailesel meme ve ovaryum kanseri sendromu hastalarinda panel testi ile
yatkinliga neden olan genleri aragtirmislardir. 12 gende fonksiyon kaybina neden olan
38 germ hatti mutasyonu tespit edilmistir. PALB2, BARDI ve BLM mutasyonlarinin
saglikli popiilasyonlar ile karsilastirildiginda olduk¢a 6nemli olduklari bildirilmistir.
PALB2 geninde bildirilen patolojik ve patolojik olmasi muhtemel mutasyonlarin
yalnizca meme tiimorii vakalarinda goriildiikleri bildirilmistir. Bununla birlikte PALB2
geni i¢in germ hatti mutasyonu tespit edilen bireylerde heterozigotluk kaybi ve
somatik mutasyonlar oldugu da (test edilen bes bireyin birinde heterozigotluk kaybz,

dordiinde somatik mutasyonlar) bildirilmistir.
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Kim ve ark. (2010), Kore’de meme tiimorii hastalarinda PALB2 geninde
c.1592delT ve c¢.229delT mutasyonlarini taramis ve ilgili popiilasyonda bu

mutasyonlarin goriilmedigini bildirmislerdir.

Singapur’da Wong ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada Asya kokenli
bireylerin ailesel meme tlimoriine yatkinliklar1 panel testi ile arastirilmis, hastalarin
%30’unda 67 patolojik varyant tanimlanmis; bu varyantlardan altisinin PALB2
geninde bulundugu (PALB2 mutasyonlar1 hastalarin %9’unda) tespit edilmistir.

Lolas Hamameh ve ark. (2017), meme tiimorii hastas1 Filistinli kadinlarda
yaptiklar1 calismada 11 farkli gende (BRCAI, BRCA2, TP53, ATM, CHEK?2, BARDI,
BRIPI, PALB2, MRE11A, PTEN ve XRCC?2) mutasyon taramis ve hastalardan birinde
PALB?2 geninde mutasyon tespit edildigini bildirmislerdir.

Moradian ve ark. (2021), Ermenistan’daki ailesel meme ve ovaryum kanseri
sendromundan siiphelenilen meme tiimorii hastalarinda germ hattt mutasyonlarinin
dagilimini arastirmislardir. Hastalarin %58’ inde alti gende (BRCA 1, BRCA2, CHEK?,
PALB2, NBN) 26 patolojik ve alt1 patolojik olmas1 muhtemel varyant tespit edilmis,
PALB?2 geninde iki patolojik varyant ve etkisi bilinmeyen {i¢ varyant tespit edildigi
bildirilmigtir.

Afrika’da yapilan caligmalara bakildiginda, Sluiter ve ark. (2009) Giiney
Afrikal 29-45 yas araliginda 48 meme tlimorii hastas1 kadinda PALB2 varyantlarini
aragtirmig, ¢.697delG ve in silico analizlerde patolojik olmadig1 goriilen p.E211G
varyantlarini ilk kez tespit etmislerdir. c.697delG mutasyonunu tastyan bireyin Ingiliz
kokenli oldugu bildirilmistir. Bunun haricinde ¢alismada daha 6nce tespit edilmis, biri
patolojik olan bes yanlis anlam mutasyonu ve {i¢ intronik varyant tespit edilmistir.
Zheng ve ark. (2018), Nijeryali meme tiimorii hastalarinda yaptiklari calismada panel
testi ile kalitsal meme tiimorii yatkinlig: ile iliskilendirilebilecek genleri taramas,
hastalarin %1’inde PALB2 geninde fonksiyon kaybina neden olan mutasyon tespit
ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alismada BRCAI, BRCA2, PALB2 ve TP53 genleri

anlamli derecede meme tiimorii riski ile iliskilendirilmistir. Adedokun ve ark. (2020),
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Uganda ve Kamerunlu kadinlarda meme tiimoriinde predispozisyona neden olan
genlerde germ hatti mutasyonlarinin prevalansini arastirmiglardir. PALB2 geni
prevalansi patolojik ve patolojik olmast muhtemel mutasyonlar agisindan %1 olarak

hesaplanmis ve en sik mutasyon tespit edilen dordiincii gen olarak bildirilmistir.

Southey ve ark. (2010), Avustralya’daki kadin populasyonunda goriilen meme
timorii  vakalarinda PALB2 geninde p.W1038X mutasyonunun pentrans ve
prevalansini arastirmislardir. Mutasyon tespit edilen bireylerin aile ge¢mislerinde
tiimor hikayesi bulunmus ve ayni mutasyonun birden fazla birinci derece veya ikinci
derece yakinlarda saptandigi bildirilmistir. Risk oranit %30,1 olarak, 50 yas icin
kiimiilatif risk %49; 70 yas i¢in ise %91 olarak hesaplanmistir.

Lattimore ve ark. (2021), Yeni Zelanda’da yaptiklar1 panel ¢calismasinda meme
timori hastalarinin %3,5 unda BRCA1, BRCA2, PALB2 veya PTEN genlerinde zararl
mutasyon bulundugunu bildirmislerdir. PALB2 geninde yalnizca p.Q66* varyanti

tespit edilmistir.

Suszynska ve ark. (2019), yaptiklar1 meta-analizde meme tiimorii ve ovaryum
tiimorii calismalarin incelemistir. Incelenen 48 meme tiimérii calismasinda PALB2
geninin dahil edildigi 46 panel testi bulunmustur. Meme tiimorii vakalari
degerlendirildiginde mutasyon frekansi en yiiksek besinci genin %8’lik frekansla
PALB?2 geni oldugu goriilmiistiir. Meta-analiz sonucunda PALB2 geni meme timdrii

icin yiiksek risk grubuna dahil edilmistir.

PALB2 mutasyonlari da BRCAI ve BRCA2 mutasyonlar1 gibi meme timori
vakalarinda hastalik yoOnetimi, tedavi se¢imi, kisa donemli ve hayat boyu risk
hesaplanmasi ve genetik danigsmanlik amaciyla etkin bicimde kullanilmakta ve meme
timoriiniin genetik alt yapisinin arastirilmasi i¢in gelistirilen panellerde 6zellikle aile
hikayesinde meme tiimorii vakasi bulunan bireylerde rutin olarak kullanilmaktadir
(Clifford ve ark., 2016 ve Kwong ve ark., 2016). Frey ve ark. (2017), PALB?2
mutasyonu bulunan bireylerde cerrahi girisim ve tedavi yontemlerine dikkat ¢ekmis,

manyetik rezonans gorlintileme (MRG) ve aile hikayesi 1513inda profilaktik
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mastektomi uygulanabilecegi ve 6liim oranlarnin kemoterapi ile azaltilabilecegini
ifade etmistir. Rosenthal ve ark. (2017), meme tiimorii hastas1 kadinlarda BRCAI ve
BRCA?2 genlerinin de dahil oldugu 25 geni kapsayan ailesel kanser panelini kullanmis,
bunun yani sira meme tiimorii ile iliskili oldugu ortaya konmus yedi gende (CDH],
PTEN, STKI11, TP53, ATM, CHEK2 ve PALB2) de patolojik varyantlari
taramislardir. ATM, CHEK?2 ve PALB2 genlerinde tespit edilen varyantlarin BRCA!
ve BRCA2 yoniinden negatif olan bireylerin %94,8’ini olusturdugu bildirilmis, hayat
boyu meme tiimori riski %20’nin iizerinde hesaplanan kadinlardan %1,2’sinin
patolojik varyant tasidigi, bu hastalarin %26,9’unda PALB2 geni varyanti oldugu
bildirilmistir. MRG gerektiren hastalarin oraninda bu genlerin (47M, CHEK2 ve
PALB?2) kontrol edilmesi sonucunda %68’lik bir artig goriilecegini ve panellere bu
genlerin dahil edilmesi gerektigi ifade edilmistir. Manahan ve ark. (2019), ATM,
CDHI, CHEK?2, NBN, NF1, PALB2 ve STKII genlerinde mutasyon tespit edilen
meme tlimori hastalarinda gelismis tarama yapilmasi gerektigini bildirmis, giiclii bir
aile hikayesi bulunmayan hastalarda mastektomiyi desteklememis ancak yillik tarama,
MRG ve tomosentez mamografi yapilmasini 6nermistir. Teoh ve ark. (2020) ise tek
tarafli meme tiimorii goriilen hastalarda PALB2 genindeki mutasyonlarin iki memede
de risk teskil etmesi nedeniyle profilaktik mastektomi onerilmesine iliskin herhangi

bir veri bulunmadigin bildirmislerdir.

Yalnizca kadinlarda degil, erkeklerde de meme tiimoriine yatkinlikta PALB2
germ hattt mutasyonlarina iliskin yapilmis ¢calismalar mevcuttur (Ding ve ark., 2011a;
Scarpitta ve ark., 2019; Silvestri ve ark., 2010 ve Tedaldi ve ark., 2020) ancak tez
konusu erkek bireyleri kapsamadigi i¢in bu calismalara deginilmemistir. Ayrica,
yapilan arastirmalar arasinda yalnizca PALB2 mutasyonlarinin taranmasi yonelik
caligmalar degil, ayn1 zamanda promotor bdlgesi metilasyonu (Scott ve ark., 2016),
PALB?2 gen ifadesinin prognoza yonelik arastirilmas: (Li ve ark., 2018 ve Pereira-

Veiga ve ark., 2019) gibi ¢calismalar da mevcuttur.

Insan meme tiimérii vakalarinda PALB2 geni mutasyonlarmin etkilerine iliskin
yapilmis caligmalar 6zetlendiginde; PALB2 geninde tespit edilmis bir¢ok varyant

bulundugu, bu varyantlarin bazilarinin patolojik, bazilarinin patolojik olmasi
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muhtemel varyantlar oldugu ve bir kisminin ise etkisinin bilinmedigi bildirilmistir.
Farkli popiilasyonlarda yapilan c¢aligmalarda, PALB2 mutasyonlarinin bazi
poptilasyonlarda sik goriilmesine karsin, bazi popiilasyonlarda hi¢ goriilmemesi dikkat
cekmektedir. Benzer sekilde, meme tlimorii riskinin hesaplandigi ¢alismalar goz dniine
alindiginda, PALB?2 geninin bazi popiilasyonlarda meme tiimorii i¢in orta dereceli risk
teskil eden genlerden biri oldugu, yapilan son ¢aligmalara ve meta-analizlere gore ise

yiiksek derecede risk olusturan genler arasinda bulundugu goriilmiistiir.

Tez c¢alismasi, PALB2 geni WD4(0 domaininde meydana gelen germ hatti
mutasyonlarmin - HR  mekanizmas: iistinden KMT vakalarimin  gelisimi  ve
malignitesinde etkili olabilecegi hipotezi iistiine kurulmustur. Bu amagla KMT hastas1
bireyler ve saglikli kontrolde PALB2 geni WD4(0 domainini kodlayan bolgeler DNA
dizi analizine tabi tutularak tespit edilen varyantlarin KMT gelisimi ve malignitesine
etkilerinin in silico analizlerle arastirllmasi amacglanmistir. Calisma kapsaminda
yalnizca KMT vakalari ele alinmamig, PALB2 varyantlarinin insan ve kopek tiirlerinde
karsilastirilmasi ile karsilastirmali onkoloji alaninda bir ¢alisma gergeklestirilmistir.
Ayni zamanda HR mekanizmasinda PALB2 proteini ile dogrudan etkilesime gecen
BRCA2 ve RADSI1 proteinlerine iliskin veriler de degerlendirilerek HR
mekanizmasinda gorevli bu ii¢ proteinde tespit edilen mutasyonlarin KMT hastas1

bireylerdeki kiimiilatif etkileri arastirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanligi’nin
06.02.2013 tarihli, 2013/01 toplant1 say1l1, 02 karar numarali onayi ile gergeklestirilen
Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmis VF1311 kodlu projede kullanilan 6rneklemden secilen KMT (n=20) ve
saglikli (n=1) bireylere ait kan 6rnekleri Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu’nun 17.07.2018 tarihli, 2018-15-94 numarali izni ile kullanilmistir.

Tez oOnerisinde saglikli birey sayisi ti¢ olarak bildirilmesine karsin, iki saglikli
bireyde (33 ve 35 numarali1 bireyler) fibroadenoma ve lipoma vakalar1 goriildigii tespit
edilmis, Tez izleme Komitesi’nin onayi ile bu iki birey rneklem dig1 birakilarak

caligmaya bir saglikli birey ile devam edilmistir.

Ornekleme dahil edilen KMT li bireylerin se¢iminde Tiirkiye’de KM T ye iligkin
yapilmis ¢caligmalar g6z 6niinde bulundurulmustur (Atalay Vural ve Aydin, 2001; Erer
ve Kiran, 1993 ve Giilgubuk ve Giirel, 2003). Ozmen ve ark. (2017a;b)’ nin BRCA2 ve
RADS51  genlerinde bulduklar1 varyantlar da dikkate almarak orneklem
olusturulmustur. Ornek dagilimi ve bireylere ait bilgiler Cizelge 2.1 ve 2.2°deki
gibidir.

Cizelge 2.1. Orneklerin dagilim.

Calismada incelenen Tiimér Tipleri ve Birey Sayilart

Saghkh (n=1) Benign Tiimor (n=7) Malign Tiimér (n=13)

Polimorfizmlerin | Benign miks tiimér (n=3); 26, 29, 30 | Malign miks karsinoma (n=3); 16, 17 ve 20

validasyonu; 32 | no’lu bireyler no’lu bireyler

no’lu birey Papiller kistik adenoma (n=2); 22, 24 | Kompleks adenokarsinoma (n=2); 1, 21 no’lu
no’lu bireyler bireyler

Fibroadenoma (n=2); 25, 31 no’lu | Karsinosarkoma (n=2); 2, 3 no’lu bireyler
bireyler

Solid karsinoma (n=2); 5, 11 no’lu bireyler

Anaplastik karsinoma (n=2); 6, 12 no’lu
bireyler

Tiibiiler adenokarsinoma (n=2); 10, 13 no’lu
bireyler
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Cizelge 2.2. Secilen KMT vakalarina iliskin bilgiler.

Vaka w e Histolojik Akciger Kisirlagtirma
Kodu Irk Yas | Timér Tipi Derece Metastazisi Durumu

1 Golden retriever 13 Kompleks. 1I - -
adenokarsinoma

2 Melez 9 | Karsinosarkoma I . _

3 Rottweiler 12 | Karsinosarkoma 111 + -

5 Tibetan terrier 12 | Solid karsinoma I _ +

6 Pinscher 15 Anaplastlk 111 - -
karsinoma

10 Tibetan terrier 13 Tubuler . I - -
adenokarsinoma

11 Rottweiler 13 | Solid karsinoma II . R

12 Tibetan terrier 7 Anaplastlk 111 + -
karsinoma

13 Golden retriever 11 Tubuler . 1 - -
adenokarsinoma

16 | Melez 13 | Malign miks i - -
karsinoma

17 English setter 9 Mah_gn mis I - -
karsinoma

20 Kangal 8 Mah_gn jriks II + -
karsinoma

21 Golden retriever 12 Kompleks. 11 - -
adenokarsinoma

2 Boxer 6 Papiller kistik ) ) )
adenoma
Papiller kistik

24 Husky 10 P enoma = = -

25 Yorkshire terrier 8 Fibroadenoma - - -

26 Tibetan terrier 16 | Benign miks tiimor R - -

29 Melez 7 Benign miks timor - - _

30 Tibetan terrier 9 | Benign miks timor - - +

English cocker Fibroadenoma
31 . 10 - - -
spaniel

Bu ¢alismada KMT hastast ve saglikli bireylere ait kan orneklerinden DNA
izolasyonlar1 yapilmis, PALB2 geninin BRCA2 ve RADSI proteinleri ile etkilesime
gectigi fonksiyonel bolge olan WD4(0 domainini kodlayan ekzon 6, ekzon 7, ekzon 8§,
ekzon 9, ekzon 10, ekzon 11, ekzon 12’nin tamami ve ekzon 13’iin bir kism1 Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yiikseltgenmis ve ABIPrism 310 genetik analizor
platformunda Sanger DNA dizileme metodu ile DNA dizileri elde edilmistir.

Proje kapsaminda bulunmamasina karsin, elde edilen verilerin gliglendirilmesi
amaciyla HR mekanizmasinda PALB2 proteini WD4(0 domaini ile etkilesime gecen
BRCAZ2 proteininin ekzon 2 ve ekzon 3 bolgelerinin bir kismi tarafindan kodlanan 21-

39 amino asitleri arasindaki fonksiyonel bolgesi DNA dizi analizine tabi tutulmustur.
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DNA dizi analizlerinden elde edilen veriler biyoinformatik analizler i¢in
hazirlanmais, ardindan protein yapisi ve fonksiyonuna iliskin verilerin elde edilebilmesi
amaciyla in silico analizleri yapilmis ve projenin hedefleri kapsaminda karsilagtirmali
onkoloji alanma katki saglamak i¢in insanlardaki benzer varyasyonlar ile

karsilastirilmistir.

2.1. DNA izolasyonu, DNA Kalite ve Kantitesi ile Biitiinliigiiniin Kontrolii

VF1311 numarali calismadan kalan DNA ornekleri spektrofotometre
(Nanodrop2000, Thermo) ile kontrol edilmistir. DNA yogunluklarinin diisiik olmasi
ve sekiz farkli reaksiyon i¢in gerekmeleri nedeni ile KMT vakalarina (n=20) ait
kanlardan tekrar DNA izolasyonu yapilmais, tiim asamalar ticari kit (Qiagen, Blood and
Tissue DNA extraction kit, Hilden, Germany) protokoline uygun olarak
gerceklestirilmistir.

DNA kalitesi ve kantitesi spektrofotometre (Nanodrop2000, Thermo) ile
olgiilmiistiir. DNA biitiinliigii ise Tris Borik Asit EDTA (TBE) ¢ozeltisi iginde SYBR™
Safe Gel Stain (Thermo Fisher) ile boyanmis %]1’lik agaroz jele 1 mikrolitre (ul) 2X
loading dye (Thermo Fisher)-2ul DNA yiiklenerek, 1 kilobazlik (kb) ladder ile, 80
Volt elektrik akimina tabi tutularak, 25-30 dakika yliriitiilerek goriintiilenmistir
(Kodak Gel Logic 2200 Imaging System). Sonrasinda her bir primer ¢ifti icin PZR

islemlerine ge¢ilmistir.

2.2. Gen Bolgelerinin Yiikseltgenmesi ve Saflastiriimasi

Yiikseltgenecek bolgeler 257 ve 550 baz c¢ifti (bg) uzunlugunda oldugu igin
standart bir DNA polimeraz enzimi secilmistir (Tag DNA Polymerase, recombinant
(5U/ul) 500 units, Thermo Fisher). Caligilacak bolgelere 6zgii primerler PALB2 geni
referans dizisi (ENSCAFG00000030772) ve BRCA2 geni referans dizisi
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(ENSCAFG00000006383) kullanilarak Primer-BLAST web aracinda tasarlanmistir.
Primer-BLAST aracinda bdlgeye 6zgii olup olmadiklar, /DT OligoAnalyzer aracinda
ise dimer ve heterodimer yapilari ile sa¢ tokasi yapisi olusturup olusturmadiklar
kontrol edilerek primer ¢iftlerinin bolgeleri yiikseltgemek i¢in uygun olduklarina karar
verilmistir. Primerler 50 nanomol (nm) sentez skalasinda desalting saflagtirma metodu

ile siparis edilmistir.

Farkli sicaklik ve MgCl, konsantrasyonlar ile gradient PZR kurularak her bir
primer ¢ifti i¢in optimimum c¢aligma kosullart tespit edilmistir. Tasarlanan

oligoniikleotitler ve yiikseltgedikleri bolgeler Cizelge 2.3 te goriilmektedir.

Cizelge 2.3. PALB2 geni WD40 domainini ve BRCA2 geni etkilesim bolgesini kodlayan bdlgelerin
ylikseltgenmesi amaciyla tasarlanmis primer setleri.
be: baz ¢ifti.

Primer ismi Gen Primer dizisi (5’-3’ yoniinde) Amplikon Bolge
uzunlugu
WD40D1 F PALB2 GATGATGAATGAGCAATGCAGGA 257 bg Ekzon 6 parsiyel,

intron 6 parsiyel
WD40D1 R | PALB2 | AGAATGAGGGGAACGCCTG

WD40D2 F PALB2 GAAACAGATCCCAAGTATGGCTTT | 280 bg Intron 6 parsiyel,

ekzon 7, intron 7
WD40D2 R PALB2 TGCCCAGCGACATTACCAT parsiyel

WD40D3 F PALB2 AGAGGATGCTGAACTTTCTCA 319 be Intron 7 parsiyel,

ekzon 8, intron 8
WD40D3 R PALB2 AAACCTACTTTACAACTTGCACT parsiyel

WD40D4 F PALB2 TGAAAAGGCTTACTCCTGAT 302 bg Intron 8 parsiyel,
ekzon 9, intron 9
WD40D4 R PALB2 CCTAAAGCCCAGAAAAACAA

parsiyel
WD40D5 F PALB2 AAGGCAAGGGCTGCTTAGAA 289 be Intron 9 parsiyel,
ekzon 10, intron 10
WD40D5 R PALB2 CCCCCAAACAGTCATATTTACAGTC parsiyel
WD40D6 F PALB2 TTCTCCCTTGGTCACTTCCT 259 bg Intron 10 parsiyel,
ekzon 11, intron 11
WD40D6 R PALB2 CAGTGGGACCATTAGCAACA parsiyel
WD40D7 F PALB2 ACCCTTTGTTTTCCCCACCG 269 be Intron 11 parsiyel,

ekzon 12, intron 12
WD40D7 R PALB2 TTTGCACACGTGCCTTCCA

parsiyel
WD40D8 F PALB2 | CAGGGACTGGACACATGATTGC 550 be Intron 12 parsiyel,
ekzon 13 parsiyel
WD40D8 R | PALB2 | TGGTGCCACTACCATCAGAA
E2 F BRCA2 | TGCATCCCTGTGAAGTGTTATT 240 bg Ekzon 2, intron 2
iyel
E2 R BRCA2 | ATGTTGGCTTCTTTTCAGCAA parsiye
E3 F BRCA2 | ACAGATTGAAAGGAGAATAGGTT 279 bg Intron 2 parsiyel,
ekzon 3 parsiyel
E3 R BRCA2 GGTTTGGTTCATAGCTGATTTT
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PZR reaksiyonlarinda kullanilan kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve PZR
protokolii ¢izelge 2.4 ve cizelge 2.5’te gortilmektedir. PZR reaksiyonlar1 her bir primer
cifti icin 1s1-dongii cihazinda (Mastercycler epgradient, Eppendorf) gergeklestirilerek

agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

Cizelge 2.4. PZR'larda kullanilan kimyasallarin konsantrasyon ve miktarlar.

Kimyasal Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Miktar (Hacmen)
10X Buffer (KCl igeren) 10X 1X 2,5ul

MgCl, 25 mM 2,5 mM 2,5ul

dNTP 10 mM 200 uM 0,5 pl

Ileri yonlii primer 10 pikamol/pl 0,2 pikamol/pl 0,5 ul

Geri yonlii primer 10 pikamol/pl 0,2 pikamol/pl 0,5 ul

Taq polimeraz S1U/pl 0,061U/pul 0,3 ul

Kalip DNA 13,7-45,2 ng/pul 1-3,6 ng/pl 2ul

Toplam 25 ul’ye tamamlayacak hacimde ddH,O eklenir

Cizelge 2.5. PZR reaksiyonlart i¢in 1s1-dongii cihazi protokolii.

Asama Sicakhk Siire

Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 4 dk

Denatiirasyon 94°C 15 sn

Primer baglanmasi 53-62°C* 20 sn X39 dongii
Zincir uzamast 72°C 30 sn

Son uzama 72°C 2 dk

*WDA40D1 igin 59°C; WD40D2 icin 58°C; WD40D3 i¢in 62°C; WD40D4 icin 53°C; WD40D5 i¢in 62°C;
WD40D6 i¢in 57°C; WD40D7 igin 59,5°C; WD40DS icin 59°C; E2 ve E3 igin 56°C.

PZR iiriinleri Tris Borik Asit EDTA (TBE) ¢ozeltisi i¢inde SYBR™ Safe Gel
Stain (Thermo Fisher) ile boyanmis %2’lik agaroz jele 2ul 2X loading dye (Thermo
Fisher)-2ul DNA yiiklenerek, 100 bg¢ ladder ile, 120 Volt elektrik akimina tabi
tutularak, 20 dakika yiiriitiilerek goriintiilenmistir (Kodak Gel Logic 2200 Imaging
System).
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PZR iiriinleri Zincir sonlandirma reaksiyonu ©6ncesinde Izopropanol
Presipitasyonu ile PZR sonrasi saflagtirmaya tabi tutulmustur. Saflastirma

protokoliiniin asamalar1 agagidaki gibidir;
1. Bilinen hacimde PZR iiriiniine 1/5 hacimde 3M sodyum asetat eklenir.
2. PZR iiriinii hacminin %80-100’1 oraninda izopropanol eklenir.
3. Uriinler 15 dakika boyunca -80°C’de bekletilir.
4. 20 dakika boyunca maksimum devirde santrifiij uygulanir.

5. Siipernatant dikkatlice pipetasyonla uzaklastirilir, bu asamada PCR iiriiniinii

gérmek zor olabilir.

6. Tuzlar1 uzaklastirmak icin pelet %70’lik etanol ile yikanir (PZR iiriinii 200
b¢’den kisa ise %95’lik etanol kullanilir).

7. Santrifiij islemi tekrarlanir (adim 4 ve adim 5).
8. PZR {iriinii su veya tercih edilen ¢6zelti i¢inde ¢ozdiiriiliir.

Izopropanol ile PZR iiriinlerinin saflastirilmasiin ardindan fiiriinler zincir

sonlandirma reaksiyonlarina tabi tutulmustur.

2.3. Zincir Sonlandirma Reaksiyonlar

Zincir sonlandirma reaksiyonlar1 WD40D8 primer c¢ifti haricinde Cizelge
2.3’teki primerler kullanilarak gerceklestirilmisti. WD40D8 F ve WD40D8 R
primerleri ile yapilan zincir sonlandirma reaksiyonlar1 ¢oklu adenin ve timin bdlgeleri
nedeniyle diizgiin sekilde okunamadigindan PALB?2 genine ait ekzon 13 i¢in yeni ileri

ve geri primerler sentezlenmistir (Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6 Ekzon 13 i¢in tasarlanan sekans primerleri.

Primer ismi Primer dizisi (5°-3’ yoniinde)

WDS_SeqF GATCATTTTGCAGCCGCAGT

WD8_SeqR GCTGTGTTTTCATATCAGTAGCGG

Her bir PZR fiiriinii; Cizelge 2.7’°deki protokole gore dilue edilerek hazirlanan
mastermix protokolii ile Cizelge 2.8’deki 1s1-dongii cihazi protokoliine uygun olarak

yiikseltgenmistir.

Cizelge 2.7. BigDye reaksiyonu igin mastermix protokolii.

Kimyasal Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Miktar
BigDye premix 2,5X 0,25X 1 ul
5X Buffer 5X 1X 2ul
Primer 3,2 pmol/pl 0,64 pmol/pl 2l
PZR iiriinii 100-250 ng/pl 20-50 ng/pl 2 ul*
Toplam 10 pl’ye tamamlayacak hacimde ddH,O eklenir

*Genellikle 2pl kullanilmakla birlikte, iirtin hacmi agaroz jel elektroforezindeki goriintiilerine gore kullanilmigtir.

Cizelge 2.8. BigDye reaksiyonu igin 1s1-dongii cihazi protokolii.

Asama Sicakhk Siire

Baslangi¢ denatiirasyonu 96°C 1 dk

Denatiirasyon 96°C 10 sn

Primer baglanmasi 50°C 5sn X25 dongii
Zincir uzamasi 60°C 4 dk

Yiikseltgenen iirtinler daha sonra ticari kit protokolii (Zymo DNA sequencing
clean-up kit) ile sekans Oncesi kolon temelli saflagtirma islemine tabi tutulmus ve
genetik analizore yliklenmistir. Zymo DNA sequencing clean-up kit ile yapilan

saflagtirma isleminde kullanilan modifiye edilmis protokol asagidaki gibidir;

1. 5-20 pl PZR iirtiniine 240 pl Binding Buffer eklenerek pipete edilir ve toplama

tiiplerine yerlestirilen kolonlara yiiklenir.
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2. Kolonlar 30 saniye boyunca 13 000 rpm devirde santrifiij edilir.

3. Kolonlarin iizerine 180 ul Wash Buffer eklenir ve 30 saniye boyunca 13 000

rpm devirde santrifiij edilir.

4. Kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarilir ve membranlarinin kurumasi igin

yaklasik 1 dk boyunca beklenir.

5. Kolonlara 60 pl distile su konularak 15 saniye boyunca 13 000 rpm devirde

santrifiij edilir.

6. Tlipte toplanan siv1 sekans tiipiine aktarilarak 4BIPrism310 cihazina ytiklenir.

2.4. Kapiller Jel Elektroforezi

Her bir 6rnegin iki yonlii dizilemeleri ABIPrism310 cihazinda, 37 cm’lik kapiller
kullanilarak yapilmistir. DNA dizileme islemleri sirasinda 310 Data Collection
Software-Version 3.1.0 yazilimi kullanilmig; 6rnekler “Pop6 Rapid E modiilii (1ml)”
secilerek, degisen enjeksiyon siireleri, akimlar ile yilikseltgenen bdlgenin uzunluguna
gore farklr siirelerde yiiriitiilerek dizilenmistir. Degisen enjeksiyon siireleri, akimlar

ve yiiriitme siireleri Cizelge 2.9’daki gibidir.

Cizelge 2.9. Kapiller jel elektroforezinde kullanilan enjeksiyon siireleri, akimi ve yiiriitme siiresi
bilgileri.

Primerler Enjeksiyon siiresi | Enjeksiyon akim Yiiriitme siiresi
WD40D1 F ve R 20 sn 3kV 22 dk
WD40D2 F ve R 25 sn 3kV 22 dk
WD40D3 F ve R 20 sn 2kV 23 dk
WD40D4 F ve R 20 sn 3kV 24 dk
WD40D5 F ve R 18 sn 3kV 23 dk
WD40D6 F ve R 20 sn 3kV 22 dk
WD40D7 F ve R 20 sn 3kV 23 dk
WD8 Seq FveR 30 sn 4kV 28 dk
E2FveR 25 sn 3kV 21 dk
E3FveR 25 sn 3kV 20 dk
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Elde edilen ham veriler Sequencing Analysis 5.3.1 yazilimi ile kullanilan
kapillerin boyutu, BigDye terminator versiyonu ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan

matriks dosyas1 secilerek gorsel hale getirilmistir.

2.5. Elektroferogramlarin Kontrolii ve Hazirlanmasi

DNA dizilerinin hizalanmasi ve polimorfizmlerin saptanmasi amaciyla BioEdit
Sequence Alignment Editor version 7.2.5 (BioEdit, Carlsbad, USA) yazilimi
kullanilmigtir.  Elde edilen diziler kopek PALB2 referans dizileri ile
(ENSCAFT00000049192.1 ve ENSCAFG00000030772) ve BRCA?2 referans dizileri
ile (ENSCAFG00000006383 ve ENSCAFT00000010309.4) karsilagtirilmistir.

Elektroferogramlar goz ile kontrol edilerek hatali atanan niikleotitler diizeltilmis,
“Cap Contig Assembly” araci kullanilarak ayni Ornege ait ileri ve geri diziler
birlestirilmistir. Elde edilen diziler referans diziler ile “ClustalW Multiple Alignment”
aract kullanilarak hizalanmis, kirpilmis ve niikleotit varyantlari tespit edilmistir. Ekzon
ve intron bolgeleri belirlenmis, protein sentezinde gorevli bolgelerdeki olas1 amino asit

degisiklikleri tespit edilmistir.

2.6. Biyoinformatik Analizler

Tespit edilen mutasyonlarin etkilerinin aragtirilmasi i¢in mutasyon tiiriine bagl

olarak Cizelge 2.10’da goriilen in silico analizler gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2.10. Varyant tiirleri igin kullanilan in silico analizler.

Varyant tiirii Kullanilan Araclar

Yanlis anlam mutasyonu VEP, ConSurf, SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, MutPred2, PhD-SNP, SNPEffect
4.0, SWISS-MODEL, FTSite Binding Site Prediction, FunFOLD2, TargetScan,
miRDB, miRWalk, AnimalTFDB3.0, Human Splicing Finder, EX-SKIP

Sinonim mutasyon VEP, ConSurf, TargetScan, miRDB, miRWalk, AnimalTFDB3.0, dbDSM v2.0,
Human Splicing Finder, EX-SKIP

Intronik varyant VEP, AnimalTFDB3.0, Human Splicing Finder
3’UTR varyanti VEP, TargetScan, miRDB, miRWalk, AnimalTFDB3.0, Human Splicing Finder,
EX-SKIP

Biyoinformatik analizlerde yapilan arastirmalar, ilgili varyant tiirleri ve

kullanilan araglar Sekil 2.1°de goriildiigii gibidir.

Varyant tiirii/

pozisyonu

Korunmusluk ) ConSurf
diizeyi bolge OHBUE

SIFT
PROVEAN
Protein yapist ) Yanlis anlam ) PolyPhen-2
ve fonksiyonu mutasyonu MutPred2
PhD-SNP
SNPEffect 4.0
8 8 Yanlis anlam o
Ligand FT Si
i > == > e
bolgeleri sl =
miRNA TargetScan
baglanma ) ) miRDB
bolgeleri miRWalk

= Pag]am‘na ) ) AnimalTFDB 3.0
bolgeleri
Zararl sinonim ) ) DS
v2.0
mutasyon
L
o » EF »

mekanizmasi , ’

Sekil 2.1. Biyoinformatik analiz basamaklar1 ve kullanilan araglar.
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Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) yazilimi biiyiik ve kiiciik 6l¢ekli analiz
caligmalarinda tekli niikleotit varyantlari, kisa insersiyon ve delesyonlar, kopya sayisi
degisiklikleri ve yapisal degisikliklerde transkriptler, diizenleyici bolgeler, daha 6nce
gozlemlenen varyantlarin frekanslari, yayinlar, klinik 6nem bilgileri ve varyantlarin
biyofiziksel sonug¢larinin tahminleri dahil olmak iizere ¢ok cesitli referans verilerini
kullanarak varyantlar1 agiklamaktadir (McLaren ve ark., 2016). VEP aracina
(https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) web adresinden erigim
saglanabilmektedir. DNA dizi analizi ile tespit edilen tiim varyantlara iliskin bilgiler
varyant pozisyonlari girilerek VEP aracinda ayrintili olarak incelenmis, bu ara¢ ayni
zamanda kopek tiiriinde tespit edilen varyantlarin insan tiirii ile karsilastirilmasinda ve

tiimor olusumu ile olasi iligkilerinin arastirilmasinda kullanilmastir.

ConSurf sunucusu, yap1 ve islev i¢in 6nemli olan bolgeleri ortaya ¢ikarmak i¢in
makromolekiile ait amino asitlerin veya niikleik asitlerin evrimsel modelini analiz
eder. Analiz edilmek istenen diziden veya yapidan baslayarak, homolog dizileri
otomatik olarak toplar, ¢oklu dizi hizalamalarini ¢ikarir ve evrimsel iligkilerini
yansitan bir filogenetik aga¢ olusturur. Bu veriler daha sonra, her dizi pozisyonunun
evrimsel oranlarini tahmin etmek i¢in olasilik ¢ercevesi i¢inde kullanilir. Evrimsel hiz
farkliliklarinin arastirilmasi, yapi analizi ve tahmini, mutasyonlarin yorumlanmasi ve
tasarimi, dogal peptitlerin tanimlanmasi, sistemler ve genom c¢apinda ¢alismalar ve son
ortak ataya iligskin ¢calismalar dahil olmak iizere ¢esitli arastirmalarda kullanilmaktadir.
Bu sunucuya (https://consurf.tau.ac.il) web adresinden erisim saglanabilmektedir.
PALB?2 proteinine (UniprotKB: JONVL4) ait yabanil tip protein dizisi fasta formatinda
ConSurf sunucusuna girilmis ve proteine ait amino asit dizilerinin korunmusluk

diizeyi tespit edilmistir (Ashkenazy ve ark., 2016).

DNA dizi analizi sonucunda tespit edilen yanlis anlam mutasyonlariin protein
yapist ve fonksiyonuna olan etkileri SIF'T (Kumar ve ark., 2009), PROVEAN (Choi ve
Chan, 2015), PolyPhen-2 (Adzhubei ve ark., 2010), MutPred?2 (Pejaver ve ark., 2020),
PhD-SNP (Capriotti ve ark., 2006), SNPEffect 4.0 (De Baets ve ark., 2012) araclari ile
tespit edilmistir.
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SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) aract bir amino asit degisikliginin
etkisini degerlendirmek icin bir protein dizisindeki dnemli pozisyonlarin evrimsel
stirecte korunmus oldugunu ve bu nedenle ilgili pozisyonlardaki amino asit
degisikliklerinin protein fonksiyonunu etkileyebilecegini varsayar. Dizi homolojisini
kullanarak protein dizisindeki her bir pozisyonda tiim olast degisikliklerin etkilerini
tahmin etmekte kullanilir. (https://sift.bii.a-star.edu.sg) web adresinden bu araca erisim
saglanabilmektedir. SIFT aracinda “Single Protein Tools” bashg1 altindaki “SIFT
Sequence” boliimiine yabanil tip proteine ait amino asit dizisi fasta formatinda girilmis
ve yanlis anlam mutasyonunun etkilerinin “UniProt-SwissProt 2010 09 veri
tabanlarinda “Median sequence conservation” degeri 4,32 olacak sekilde aragtirilmasi
istenmistir. SIFT algoritmasinda esik degeri 0,05°tir ve bu degerin altinda kalan
degerlere sahip varyantlar protein fonksiyonunu etkileyen “deleterious”; yani zararl

varyantlar olarak degerlendirilmektedir (Kumar ve ark., 2009).

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) insan ve insan tiirline ait olmayan
protein dizilerinde tek veya c¢oklu amino asit degisiklikleri ve okuma cercevesi ici
insersiyon ve delesyonlar dahil olmak {izere protein dizisi varyasyonlarinin
fonksiyonel etkilerinin tahmini i¢in gelistirilmis bir algoritmadir (Choi ve ark., 2012).
Kullanilan {i¢ aragtan biri olan “PROVEAN Protein” aracinin birincil islevi, herhangi
bir organizmadan kaynaklanan bir protein dizisi i¢in bir tahmin saglamaktir. Arag girdi
olarak bir protein dizisini ve amino asit varyasyonlarini kabul eder, homolog dizileri
tanimlamak i¢in bir BLAST aramasi yapar ve PROVEAN puanlan iiretir. Araca
(http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) web adresinden erisim saglanabilmektedir.
PROVEAN aracina fasta formatindaki yabanil tip protein dizisi ve yanlis anlam
mutasyonuna iligkin amino asit pozisyonu girilerek degisikliklerin protein
fonksiyonuna etkilerinin arastirilmasi istenmistir. PROVEAN skoru -2,5’tan diisiik
skorlar zararl olarak, daha ytiksek skorlar ise ndtral olarak nitelendirilmektedir (Choi

ve Chan, 2015).

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) sunucusu basit fiziksel ve evrimsel
karsilagtirmali degerlendirmeleri kullanarak amino asit degisikliklerinin insan

proteinlerinin yapisi ve islevi tizerindeki olasi etkisini tahmin eden bir yazilim aracidir.
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HumDiv veri seti UniProt veri tabaninda insanlarda Mendel kalitimi gdsteren
hastaliklara neden olan ve protein stabilitesi veya islevinin etkilendigi insan proteinleri
ve bunlarla yakindan iliskili memeli homologlar ile zarar vermedigi varsayilan zararl
alleller derlenerek olusturulmustur. HumVar3 veri seti ise UniProt veri tabaninda
insanlarda hastaliga neden olan tiim mutasyonlar ve insanlarda zararsiz olarak ele
aliman, hastalikla iligkilendirilmemis sinonim olmayan tekli niikleotit
polimorfizmlerinden olusturulmustur. Ara¢ sinonim olmayan varyantlarin fonksiyonel
etkilerini Possibly Damaging (zararli olabilir) ve Probably Damaging (zararli olma
ihtimali oldukga yiiksek) ya da Benign (iyi huylu) olarak nitelendirmektedir. Probably
Damaging ifadesi Possibly Damaging ifadesinden daha kuvvetli bir ifadedir ve
fonksiyonel etkinin zararli olabilecegi ihtimalinin daha kuvvetli oldugunu belirtir.
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) web  adresinden bu araca erigim
saglanabilmektedir. PolyPhen-2 sunucusuna yabanil tip protein dizisi fasta formatinda
yiiklenmis, varyant pozisyonu ve rezidii degisikligine iliskin bilgiler sisteme girilmis
ve substitlisyonun etkilerinin arastirilmasi istenmistir. Sinonim olmayan varyantlarin
fonksiyonel etkileri “Possibly Damaging” ve “Probably Damaging” (PSIC>(0,5) ya da
“Benign” (PSIC<0,5) olarak degerlendirilmektedir. “Probably Damaging” ifadesi
“Possibly Damaging” ifadesinden daha kuvvetli bir ifadedir ve fonksiyonel etkinin
zararli olabilecegi ihtimalinin daha kuvvetli oldugunu belirtir (Adzhubei ve ark.,

2010).

MutPred? makine 6grenimine dayali, amino asit degisikliklerinin patojenitesi
hakkinda olasiliksal olarak tahmin yiriitmek i¢in genetik ve molekiiler verileri
biitiinlestiren bir yazilim paketidir. Bu tahminler sadece patojenite ve molekiiler
degisiklik skorlarinin yorumlanmasini kolaylastirmakla kalmaz, ayn1 zamanda altta
yatan mekanizmalan titizlikle siralamak icin bir ¢erceve saglar. MutPred?, ikincil
yapi, sinyal peptidi ve transmembran topolojisi, katalitik aktivite, makromolekiiler
baglanma, translasyon sonrasi modifikasyonlar, metal baglama ve allosteri dahil
olmak {izere ¢ok c¢esitli yapisal ve fonksiyonel oOzellikleri modeller.
(http://mutpred.mutdb.org/) web adresinden MutPred? yazilimina erigim
saglanabilmektedir. Yabanil tip proteine ait amino asit dizisi fasta formatinda varyant

bilgileri eklenerek MutPred? sistemine girilmis ve sonuclar1 arastirilmistir. MutPred
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uygulamasinda varyantin patojenite ve fenotipe etkilerinin hesaplanabilmesi i¢in esik

deger 0,05’tir (Pejaver ve ark., 2020).

Predictor of Human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms (PhD-SNP)
uygulamasi protein sekansi ve profil bilgileri {izerine gelistirilmis ve test edilmis tek
bir destek vektor makinesine dayali tahmin edici bir aragtir. Arag, sekans temelli
metot, hibrit metot, sekans ve profil temelli metotlar ile tahminde bulunmaktadir.
Sekans temelli metotta destek vektor makinesi hastalikla iligkili mutasyonlara 0, notral
mutasyonlara ise 1 degerlerini atar ve karar esigini 0,05 olarak belirler. Profil temelli
metot mutasyonlar1 hastalik ve nétral polimorfizm olarak siiflandirir. Hastalik,
BLAST programi ¢iktisinda ilgili pozisyonda mutasyona ugramis rezidilye karsi
yabanil allelin frekansinin oranidir. Notral polimorfizm ise eldeki mutasyona gore
hizalanmis dizilerin sayisidir. Hibrit metot sekans temelli metot ve profil temelli
metotlar kullanilarak olusturulan bir karar agacini temel alarak tahmin yiiriitiir.
Uygulamaya (https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html) web adresinden erigim
saglanabilmektedir. PAD-SNP aracina yabanil tip diziye ait amino asitler yalnizca
rezidiiler olacak sekilde girilmis; varyant pozisyonu ve olusan yeni rezidii ilgili
kisimlara yazilarak sekans temelli metot, hibrit metot, sekans ve profil temelli metotlar

kullanilarak sonuglarin arastirilmasi istenmistir (Capriotti ve ark., 2006).

SNPEffect 4.0 web tabanl programi, protein kodlayan bolgelerdeki sinonim
olmayan tekli niikleotit varyantlarinin proteinlerin yapisal fenotiplerini nasil
etkilenecegini dizi temelli ve yapisal temelli yontemler ile tahmin eder. Protein
yapisinda meydana gelen amino asit degisikliklerinin proteinin agregat olusturmaya
yatkinligr (TANGO), amiloid olusturmaya yatkinligi (WALTZ), saperon baglama
egilimi (LIMBO) ve proteinin yapisal stabilitesine olan etkilerini analiz eder. Sisteme
aragtirtlmak istenen mutasyon bildirilerek TANGO, WALTZ ve LIMBO degerleri
hesaplanir. 7ANGO tahmininde d7TANGO>50 agregasyon egiliminde artis;
(dTANGO<-50) ise agregasyon egiliminde diisiisii ifade eder. WALTZ tahmininde
dWALTZ>50 amiloid olusumuna yatkinlikta artis, dWALTZ<-50 ise diisiisii ifade eder.
LIMBO tahmininde ise dLIMBO>50 saperon baglanma egiliminde artig, dLIMBO<-50

ise diistisii ifade eder. Programa (https://snpeffect.switchlab.org) web adresinden
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erisim saglanabilmektedir. SNPEffect 4.0 aracinda yabanil tip protein dizisi fasta
formatinda yiiklenmis ve varyant pozisyonu girilerek TANGO, WALTZ ve LIMBO

degerlerinin hesaplanmasi istenmistir (De Baets ve ark., 2012).

Proteinlerin {i¢ boyutlu yapilari, molekiiler diizeyde islevlerine iliskin degerli
bilgiler saglar. Cogu zaman, protein kompleksleri birgok hiicresel siirecin merkezinde
yer alir. Protein etkilesimlerinin ve genel kuaterner yapimin ayrintili sekilde
aciklanmasi, biyolojik sistemlerin, protein komplekslerinin ve aglarinin nasil
calistigin1 ve onlart nasil yonlendirebilecegimizi kapsamli bir sekilde anlamak igin
gereklidir. SWISS-MODEL sunucusu protein yapilart ve komplekslerinin ii¢ boyutlu
modellenmesinde kullanilir ve bilinen protein dizileri ile deneysel olarak belirlenmis
yapilar arasindaki boslugun daraltilmasina katkida bulunur. Modelleme basamaklari
sirastyla veri girigi, sablon aramasi, sablon se¢imi, model olusturma ve model
kalitesinin kontrolii adimlarin1 kapsar. Protein modellemede kullanilan diger
sunucularla karsilastirildiginda  SWISS-MODEL diger sunuculara (HHpredB,
NaiveBLAST, PRIMO, SPARKS-X, RaptorX, IntFOLD4-TS ve Robetta) kiyasla daha
hizlidir. Baglanma bdlgeleri, yiiksek kaliteli modeller, kuaterner yapi tahmininde
model kalitesinde stiinliikk saglar. Modelin giivenilirligi acisindan da diger
sunuculardan daha 1iyi performans gosterir. SWISS-MODEL sunucusuna
(https://swissmodel.expasy.org) web adresinden erisim saglanabilmektedir. Yabanil
tip ve mutant tip protein dizilerine ait homoloji modellemelerinde SWISS MODEL
kullanilmistir. Yabanil ve mutant proteine iliskin dizilerin tamanu sisteme girildiginde
farkli protein modelleri listelenmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda sekanslanan WD4(0)
domainine ait dizi yabanil ve mutant olarak girildiginde listelenen sablonlar arasindan
%87,14 dizi benzerligi ve 1.90A ¢oziiniirliikte goriilen 2w18.1.A numarali PDB kayd:

secilerek model olusturulmustur (Waterhouse ve ark., 2018).

Mutant proteinde ligand baglanma bdlgelerinin tespiti ve bu bolgelerin yabanil
protein ile karsilastirilabilmesi i¢in F7Site Binding Site Prediction (Kozakov ve ark.,
2015) ve FunFOLD?2 (Roche ve ark., 2013) araglar1 kullanilmistir. F7Site sunucusu
olas1 ligand baglama bdlgelerinin belirlenmesinde serbest enerji temelli metodun

kullanildig1 bir sunucudur. Hesaplamali haritalama 16 farkli kiigiik molekiiler probu
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proteinin gevresine yerlestirir ve serbest enerji fonksiyonlarina gore bu problar uygun
pozisyonlarini bulur. Her bir prob tipi i¢in problar kiimelenir ve konsensus bdlgeleri
olusturulur. En yiiksek temas sayisina sahip konsensus bolgesi ilk sirada yer alir;
yakindaki konsensus bolgeleri de bu kiimeye katilir. Bu yeni tanimlanmis kiimenin
problar ile temas halinde olan amino asit rezidiileri, en {ist siradaki tahmin edilen
ligand baglanma boélgesini olusturur (Ngan ve ark., 2012). Genisletilmis konsensus
bolgesinin 4 A igindeki protein rezidiileri, “Site 17 olarak tanimlanan baglanma
bolgesinin en iist tahminini olustururken, diger konsensus bolgeleri daha diistik siral
tahminleri tanimlar. Bu algoritmada F7Site'in amaci tiim baglanma bolgelerini
siralamak oldugundan, proteinin hi¢bir kismi1 maskelenemez (Kozakov ve ark., 2015).
(https://ftsite.bu.edu) web adresinden sunucuya erisim saglanabilir. FunFOLD?2
sunucusu ii¢ boyutlu modellerin kullanim1 yoluyla protein-ligand baglanmasini tahmin
etmek i¢in gelistirilmistir. Sunucunun kurulu oldugu prensip protein veri tabani i¢inde
ligandlar1 igeren proteinlerin, incelenen hedef proteinin ii¢ boyutlu modeline benzer
bir katlanma ile benzer baglanma bdlgelerine sahip olmalari ihtimalidir. FunFOLD
algoritmasi, biyolojik olarak ilgili ligandlar1 igeren sablonlari IntFOLD2-TS'den
tahmin edilen {i¢ boyutlu yapryla iist liste bindirmek i¢in TM-align yontemini kullanir.
TM skorunun 0,4 ve daha yiiksek oldugu siiperpozisyonlar birlestirilir ve kiimelenir.
Hiyerarsik kiimeleme yontemi ile siirekli temas eden ligandlarin kiitlesi tanimlanir. En
fazla sayida ligand iceren kiime, ligand baglama boélgesinin cebi olarak segilir.
Bolgedeki rezidiilerin tanimlanmasi i¢in rezidii se¢im algoritmasi kullanilir. Rezidii
bir ligand ile temas halinde ise bir atomun Van der Walls yarigap1 art1 0,5 A°'dan kiiciik
veya buna esit bir mesafe olmalidir. FunFOLD algoritmasinin ¢iktisi, varsayilan ligand
baglama yeri kalintilarinin bir listesi ile baglama yeri kiimesi i¢indeki ligandlarin bir

listesidir.  (http://www.reading.ac.uk/bioinf/FunFOLD/FunFOLD_form 2 0.html)

web adresi ile bu sunucuya erisim saglanabilmektedir (Roche ve ark., 2013). FTSite
Binding Site Prediction aracinda WD40 domainine ait yabanil ve mutant protein
dizileri fasta formatinda sisteme yiiklenmis (Kozakov ve ark., 2015), FunFOLD?2
(Roche ve ark., 2013) aracinda ise yabanil ve mutant protein dizilerinin tamamu fasta

formatinda girilerek ligand baglanma bolgeleri arastirilmigtir.
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MikroRNAlar (miRNA) transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda gorevli
yaklagik 18-22 niikleotitten olusan kodlanmayan kii¢iik RNA molekiilleridir. Kanserde
insanlarda oldugu gibi kopeklerde de onkogen gorevi gorebilmektedir (Boggs ve ark.,
2008). Bir mRNA molekiiliiniin baskilanmasini yonlendirmek i¢in, mikroRNA’nin
cekirdek olarak bilinen bir bolgesi, hedef mRNA’daki tamamlayici bir diziye baglanir.
mRNA’da miRNA c¢ekirdegindeki baz dizisi ile tam olarak eslesen baz dizisini i¢eren
bolgeler kanonik bolge adini alir. Bazi kanonik boélgeler, mRNA kontroliinde
digerlerinden daha etkilidir. miRNA c¢ekirdegi ile mRNA arasindaki eslesmenin
tamamen ger¢eklesmedigi kanonik olmayan bolgeler de mevcuttur. Agarwal ve ark.
(2015), miRNA aktivitesini aragtirmak i¢in bilyiik deneysel veri setlerini kullanmistir.
mRNA’lar mikroRNA ile eslesen kanonik boélgelere sahip oldugunda, mRNA
diizeyleri ve kullaniminda diisiis egilimi goriilmiis, kanonik olmayan boélgeler i¢in ise
hicbir etki gozlenmemistir. MikroRNA’larin protein iiretimini kontrol etmek igin
oncelikle kanonik bdlgelere baglandigi gosterilmis ve istatistiksel bir model
gelistirilmistir. TargetScan, her bir miRNA’nin ¢ekirdek bolgesiyle eslesen korunmus
8mer, 7mer ve 6mer bolgelerinin varligini arayarak miRNA’larin biyolojik hedeflerini
tahmin eder. Diisiik derecede korunmus bolgeleri ve korunmus 3’ ve merkezi
bolgelerdeki yanlis baz eslesmelerini de tanimlar. Memelilerde tahminler bdlgelerin
“cumulative weighted context++" puanlar1 kullanilarak hesaplandigi gibi tahmin
edilen hedefleme etkinligine dayali olarak siralanir. Kopek tiirtintin de dahil oldugu 10
farkli memeli tiirlinde hedef gen ve hedefleyen miRNA’lar arastirilabilir.
TargetScanHuman veri tabanina (http://targetscan.org/) web adresinden erigim
saglanabilmektedir (Agarwal ve ark., 2015). miRNA hedeflerinin dogru sekilde
tahmin edilmesi miRNA fonksiyonlarinin karakterizasyonu i¢in kritik 6neme sahip
oldugundan miRNA hedef tahmini ve islevsel agiklamalari i¢in miRDB adli ¢cevrimigi
bir veri tabani gelistirilmistir. miRDB veri tabaninda miRNA hedef tahmini i¢in
gelistirilmis bir algoritma kullanarak, kopek tiirtintin de dahil oldugu bes tiirde 7 000
miRNA tarafindan diizenlenen, 3,5 milyon Ongoriilen hedef dahil olmak {iizere
transkriptom ¢apinda hedef tahmin verileri sunulmaktadir. Yeni tahmin algoritmasinda
kullanici tarafindan girilen dizilere 6zel hedef tahmini miimkiindiir. Bunun yani sira
hiicreye 6zgii miRNA hedefleri de saptanabilmektedir. Hedef tahmini ve gen ontolojisi

verilerinin biitiinlestirici analizi ile miRNA fonksiyonlarinin tahmini i¢in yeni bir
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arayliz de veri tabaninda bulunmaktadir. miRDB veri tabanina (http://mirdb.org/) web
adresinden erisim saglanabilmektedir (Chen ve Wang, 2020). miRWalk, kopek tiirii
dahil olmak tizere alt1 farkl tiire ait bilinen genlerin 6ngoriilen ve dogrulanmis miRNA
baglanma bolgelerini otomatik olarak belirleyen bir arayiize sahip olan acik kaynakli
bir platformdur. miRWalk, 5' UTR (5’ translasyonu yapilmayan bolge), CDS (kodlayan
bolge) ve 3' UTR (3’ translasyonu yapilmayan bolge) dahil olmak iizere tam transkript
dizisini arayan rassal orman algoritmasi temelli TarPmiR yazilimi ile miRNA hedef
bolge tahmininde bulunur ve sonuglari diger veri tabanlarinda 6ngdriilen ve deneysel
olarak dogrulanmis miRNA-hedef -etkilesimleriyle biitiinlestirir. miRWalk veri
tabanmna  (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) = web  adresinden  erisim
saglanabilmektedir (Sticht ve ark., 2018). Kopek miRNA ve hedef genlerinin
sorgulanabildigi TargetScan (Agarwal ve ark., 2015), miRDB (Chen ve Wang, 2020)
ve miRWalk (Sticht ve ark., 2018) veri tabanlar1 kullanilarak PALB?2 transkriptine
baglanan miRNA’lar listelenmis ve calisma kapsaminda tespit edilmis, varyantlara
iliskin pozisyonlarin miRNA baglanma bdlgesinde olup olmadigi arastirilmistir.
TargetScan veri tabani referans transkript olarak Ensembl veri tabanindaki insan
PALB2 genine ait ENST00000261584.4 transkriptini kullanmakta ve bu transkripte
baglanabilecek kopek tiiriine ait miRNA’lar1 tespit etmektedir. miRDB ve miRWalk
veri tabanlar1 ise NCBI veri tabanindaki XM 845578 transkriptini kullanmaktadir.
Ayrica TargetScan ve miRDB veri tabanlarinda yalnizca 3’UTR bdélgelerine baglanan
miRNA’lar listelenmekteyken, miRWalk veri tabaninda transkriptteki tiim

pozisyonlardaki potansiyel miRNA baglanma bolgeleri listelenmektedir.

AnimalTFDB  (The Animal Transcription Factor DataBase) hayvan
transkripsiyon faktorleri (TF) ve kofaktdrler i¢in en kapsamli ve dogru bilgileri
saglamay1 amaglayan kaynaktir. AnimalTFDB3.0 siirimiinde 97 hayvan genomundan
125 135 TF geni ve 80 060 transkripsiyon kofaktdr geni bulunmaktadir. Onceki
stirimlere kiyasla TF aileleri daha dogru bir sekilde atanmakta, transkripsiyon
kofaktorleri siniflandirilmaktadir. Ayrica TF baglanma bolgelerine ait bilgiler, insan
TF'lerinin GWAS (genom boyu iliskilendirme ¢aligmasi) fenotipi ile ilgili bilgiler, 22
hayvan tiirtinde TF ifadeleri, niikleotit dizilerine potansiyel olarak baglanan TF'lerinin

aragtirilabilecegi yeni bir arag, insan TF'lerini daha iyi kullanmak i¢in ayr1 bir insan
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TF veri taban1 web arayiizii (HumanTFDB) tasarlanmistir. AnimalTFDB3.0 veri
tabanma (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB/#!/) web adresinden erisim
saglanabilmektedir. Tespit edilen varyantlari kapsayan niikleotit dizileri yabanil tip ve
mutant tip olacak sekilde AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanina fasta
formatinda girilerek yabanil tip ve mutant tip dizilerin transkripsiyon faktorii

baglanmasina etki edip etmeyecegi kdpek (Canis familiaris) tiriinde aragtirilmistir.

Sinonim mutasyonlar proteinin birincil yapisin1 degistirmediginden, uzun siire
islevsiz olarak kabul edilmistir ancak bu tiir mutasyonlar, spl/icing, mRNA stabilitesi,
RNA’nin sekonder yapisi, transkripsiyon faktorii ve miRNA baglanmasi ve protein
ifadesi gibi faktorleri etkileyerek insan fenotipinde farkliliklara neden olabilmektedir.
dbDSM (Database of Deleterious Synonymous Mutations) veri tabani, zararli sinonim
mutasyonlar ile ilgili birden fazla kaynagi toplayan entegre bir veri tabanidir. dbDSM
v2.0 mutasyon pozisyonu, hastalik, gen ve fonksiyonel skor gibi 6zellikler ile bu tip
mutasyonlar hakkinda ayrintili bilgi saglamaktadir. dbDSM veri tabani halka acik,
ticretsiz bir veri tabanidir ve (http://bioinfo.ahu.edu.cn:8080/dbDSM/index.jsp) web
adresinden erigim saglanabilmektedir. Sinonim varyantlarin zararli olma ihtimali
degerlendirilerek gen ismi girilerek dbDSM v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabaninda
zararli sinonim varyantlarin listelenmesi istenmistir. Yalnizca insan tiiriinde
kullanilabilen bu veri tabaninda sonuglar listelenmis, listelenen insan protein
pozisyonlar1 ile kopek tiirline ait pozisyonlar UniProt veri tabaninda karsilagtirilmis
(The Uniprot Consortium, 2021a), kdpekte tespit edilen sinonim varyantin bulundugu

pozisyonun risk teskil edip etmedigi tespit edilmistir.

Ekzon ve intron bdlgelerinde meydana gelen mutasyonlar splice mekanizmasini
dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilmektedir (Desmet ve ark., 2010). Meydana
gelen mutasyonlar, mRNA’da yeni splice bolgeleri olusturabilir, var olan splice
bolgelerini yok edebilir veya splice mekanizmasinda gorevli yardimer dizilerdeki
sinyallerde degisiklige neden olarak spl/ice mekanizmasini bozabilir. Mutasyonlarin
splice mekanizmasi iistiine etkileri EX-SKIP (Raponi ve ark., 2011) ve Human Splicing
Finder (Desmet ve ark., 2009) aracilifiyla arastirilmistir. EX-SKIP, Perl’de

olusturulmus bir komut dosyasi tizerinden kullanilmakta olan web arayiiziine sahip bir
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aractir. Ekzon bolgelerinde meydana gelen mutasyonlarin splice mekanizmasina
etkilerinin aragtirilabilmesi amaciyla tasarlanmistir. Kullanici tarafindan tiir
gozetilmeksizin  sisteme  yliklenen ekzon bolgesindeki dizilerde splice
mekanizmasinda gorevli ¢esitli elementleri tarar, degerlendirir ve yabanil dizi ile

mutant diziyi karsilagtirarak splice mekanizmasindaki olasi etkileri sunar. EX-SKIP

aracina (https://ex-skip.img.cas.cz) web adresinden ulasilabilmektedir (Raponi ve ark.,
2011). EX-SKIP araci tlir ayrimi gozetmeksizin kullanilabilen bir aracgtir ancak
yalnizca ekzon bolgelerindeki nokta mutasyonlarinin splice mekanizmasi iistiindeki
etkilerini gostermektedir. Ekzon 7 ve ekzon 13’te tespit edilen varyantlar fasta
formatinda yabanil ve mutant diziler olarak sisteme girilerek splice mekanizmasina
etkileri arastirilmistir. Tlirler arasinda benzer etkiye neden olabilecegi gerekgesi ile
kopekte tespit edilen tiim varyantlarin insanlardaki karsiliklar1 Ensembl veri tabaninda
kopek ve insan tiirlerine ait PALB2 genleri hizalanarak tespit edilmis, ekzon-intron
ayrimi olmaksizin tiim varyantlarin insan PALB2 transkripti listlindeki pozisyonlari
Human Splicing Finder aracina girilerek insan genomunun sistemdeki giincel
versiyonunda splice mekanizmasina olan etkileri arastirllmigstir. Human Splicing
Finder (HSF) farkli mutasyonlarin analizini kolaylastirmak i¢in, mutasyonlarin splice
sinyalleri lizerindeki etkilerini tahmin etmek veya herhangi bir insan dizisindeki splice

motiflerini belirlemek tasarlanmisg bir aragtir. (https://www.genomnis.com) web

adresinden bu araca erisim saglanabilmektedir (Desmet ve ark., 2009).

Proteinler hiicrelerin fizyolojik yolaklarinin ana bilesenleridir ve viicutta hayati
islevlere hizmet etmektedirler. Farkli tiplerdeki protein-protein etkilesimleri
(zorunlu/zorunlu olmayan, gegici/kalici, homo-oligomerik/hetero-oligomerik gibi)
hiicre biyolojisinde genom ve cevre etkisinde dinamik bir sekilde degismekte ve
organizmanin yasaminda merkezi bir rol oynamaktadir ( Nooren ve Thornton, 2003 ve
Pastrana ve Jauregi, 2017). IntAct molekiiler etkilesim veritabani1 2002'den beri genis
bir kullanic1 topluluguna standart formatlarda saglanan molekiiler etkilesim verilerini
sunmaktadir. Literatiirden derlenen veya dogrudan veri birikimlerinden elde edilen
verilerle doldurulan acik kaynakli bir molekiiler etkilesim veri tabanidir. MINT
(Molecular INTeraction) ve IntAct veri tabanlari, siirli gelistirici kaynaklarindan en

iyi sekilde yararlanmak ve organizasyon ¢iktilarini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in bir
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araya gelmistir. MINT tarafindan manuel olarak diizenlenen tiim veriler, EMBL-
EBI'deki (European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics
Institute) IntAct veri tabanina tasinmis ve mevcut [IntAct veri kiimesiyle
birlestirilmistir. Hem IntAct hem de MINT, IMEx konsorsiyumuna (International
Molecular  Exchange  Consortium) aktif olarak katkida bulunmaktadir.
(https://www.ebi.ac.uk/intact/) web adresinden [IntAct veri tabanina erigim
saglanabilmektedir (Orchard ve ark., 2014). STRING veri tabani ise halka ag¢ik tiim
protein-protein etkilesim bilgisi kaynaklarini toplamay1, puanlamay1 ve entegre etmeyi
ve bunlart hesaplama tahminleriyle tamamlamay1 amaglar. Dogrudan (fiziksel) ve
dolayl (islevsel) etkilesimler dahil olmak {izere kapsamli ve nesnel genis bir ag elde
etmeyi amaglar. Zenginlestirme analizi i¢in STRING vl1, Gene Ontology ve KEGG
gibi iyi bilinen siniflandirma sistemlerini uygular, ayn1 zamanda ytiksek verimli veri
madenciligine ve iliskilendirme agmin hiyerarsik kiimelenmesine dayanan yeni

siniflandirma sistemleri sunar. (https://string-db.org/) web adresinden STRING veri

tabanina erigim saglanabilmektedir (Szklarczyk ve ark., 2019).

DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) yazilimi, tek bir lokustan veya birkag
lokustan elde edilen verileri kullanarak DNA polimorfizmlerinin analizi i¢in kullanilan
bir yazilim paketidir. DnaSP kodlama yapmayan, sinonim veya sinonim olmayan
bolgelerde veya cesitli kodon konumlarinda popiilasyonlar i¢indeki ve popiilasyonlar
arasindaki DNA dizisi varyasyonunun yani sira, baglant1 dengesizligi, rekombinasyon,
gen akis1 ve gen donilisiim parametrelerini tahmin edebilir. Ayrica, ¢esitli notralite
testlerini yapabilir. Analizlerin sonuglar1 tablo ve grafik seklinde goriintiilenir. DnsSP
yazilimma (http://www.ub.edu/dnasp/) web adresinden erisim saglanabilmektedir.
DnaSP ver. 6.12.13 yazilimi ile PALB2 geni WD4(0 domainine ait sekanslanan ¢oklu
veriler referans DNA dizisi ile hizalanmig, haploid hale getirilmis ve ardindan

polimorfizm verileri ve haplotip verileri elde edilmistir (Rozas ve ark., 2019).
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu, DNA Kalite ve Kantitesi ile Biitiinliigiiniin Kontrolii

DNA konsantrasyonlar1 13,7 ile 45,2 ng/ul arasinda, 260/280 degerleri 1,8 ile
2,83; 230/260 degerleri ise 0,26 ile 2,11 arasinda Sl¢iilmiistiir. DNA’larin agaroz jel
elektroforezi gortintiisii Sekil 3.1°deki gibidir.

Sekil 3.1. DNA izolatlarmin %1'lik agaroz jel elektroforezi goriintiisi.

3.2. Gen Bolgelerinin Yiikseltgenmesi ve Saflastirilmasi

PZR reaksiyonlari “Gere¢ ve Yontem” kapsaminda bildirildigi {izere
gergeklestirilmistir. Sekil 3.2°de reaksiyon sonuclarina iliskin 6rnek bir agaroz jel

elektroforezi gorlintlisii bulunmaktadir.

100bp_ 1 o2 i s e 6 - 10 LD I G e 20 21 22 624 .25 126 20020
'@ (- 45 - .
2

DR R R R R R R

Sekil 3.2. Calismada gergeklestirilen reaksiyonlara iligkin 6rnek bir %2’lik agaroz jel elektroforezi
gorlintiisii.
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3.3. DNA Dizi Analizleri

WDA40D1 bolgesine ait elektroferogramlarin okunmasi sonucunda intron 6’da

2.22220063C>G varyant1 tespit edilmistir. Ornekleme bakildiginda saglikli birey ve

KMT hastasi alt1 birey yabanil tip olarak goriilmektedir. Altit KMT vakasi heterozigot,

sekiz KMT vakasi ise bu varyanti homozigot olarak bulundurmaktadir. Sekil 3.3

Bioedit programinda yapilan hizalamalar goriilmektedir. Sekil 3.4’te ise intron 6’da

tespit edilen varyantlara iliskin elektroferogram goriintiileri bulunmaktadir.

€ dna:primary|-
€ dna:primary|-
532 WD40D1

CMT1 WD40D1
CMT2 WD40D1
CMT3 WD40D1
CMTS WD40D1
CMT€ WD40D1
CMT10 WD40D1 |-
CMT11 WD40D1 |-
cMT12 WD40D1 |-
CMT13 WD40D1 |-
CMT16 WD40D1 |-
cMT17 WD40D1 |-
CMT20 WD40D1 |-
CMT21 WD40D1 |-
CMT22 WD40D1 |-
cMT24 WD40DL |-
CMT25 WD40D1 |-
CMT26 WD40D1 |-
cMT25 WD40D1 |-
CMT30 WD40D1 |- --

(CMT31_WD40DL [+« e s e cesmnennnenneeneeneneeeeeeeeeeeneeneeneueenceneaneeneencnncnns 8.

Sekil 3.3. WD40D1 PZR iiriinlerine ait sekanslar ve 6rneklemin intron 6’daki g.22220063C>G varyant1

acgisindan durumu.

[k ii¢ dizi Ensemb! veri tabanindaki referans dizi, Basenji ve Great dane irklarini; solda S kodlu birey drneklemdeki
saglikli bireyi gostermektedir. CMT kodlu bireyler ise KMT hastast bireyleri gostermektedir; sagda isaretli
niikleotitlerdeki S ise [IUPAC kodlarindan C/G niikleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotlugu gostermektedir.

Wi

Sekil 3.4. Intron 6°daki g.22220063C>G varyantina ait elektroferogram goriintiileri.
A, B, C ileri yondeki okumalari; D, E, F geri yondeki okumalarin ters komplementer dizilerini gostermektedir. A

ve D: Homozigot yabanil tip allel; B ve E: Heterozigot allel; C ve F: Homozigot g.22220063C>G varyanti.
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WD40D2 dizilerinin okunmasi sonucunda Ekzon 7’de iic KMT hastas1 bireyde
heterozigot ¢.3149C>T yanlis anlam mutasyonu (p.A1050V) tespit edilmistir. Sekil
3.5’te Bioedit programinda yapilan hizalamalar goriilmektedir. Sekil 3.6°da ise ekzon

7’de tespit edilen varyantlara iliskin elektroferogram goriintiileri bulunmaktadir.

€ dna:chromos(CAGAR
€ dna:primary
€ dna:primary
$32 WD40D2

CMT1 WD40D2 |- --
CMT2 WD40D2 Y
CMT3 WD40D2 |- --
CMTS WD40D2
CMT6 WD40D2
CMT10 WD40D2
CMT11 WD40D2
CMT12 WD40D2
CMT13 WD40D2
CMT16 WD40D2
CMT17 WD40D2 |- - -
CMT20 WD40D2 |- - -
CMT21 WD40D2 |- - -
CMT22 WD40D2 |- - -
CMT24 WD40D2 |- - -
CMT25 WD40D2

CMT26 WD40D2

CMT2$ WD40D2

CMT30 WD40D2 |- -
CMT31_WD40D2 |- - -

Sekil 3.5. WD40D2 PZR iiriinlerine ait sekanslar ve orneklemin ekzon 7° deki ¢.3149C>T varyanti
acgisindan durumu.

Ilk ii¢ dizi Ensembl veri tabamindaki referans dizi, Basenji ve Great dane klarim; S kodlu dizi 6rneklemdeki
saglikli bireyi gostermektedir, CMT kodlu bireyler ise KMT hastas: bireyleri gostermektedir. Sagda isaretli
niikleotitlerdeki Y ise IUPAC kodlarindan C/T niikleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotlugu gostermektedir.

Sekil 3.6. Ekzon 7°deki ¢.3149C>T varyantina ait elektroferogram goriintiileri.
A, B ileri yondeki okumalari; C, D geri yondeki okumalarin ters komplementer dizilerini géstermektedir. A ve C:
Homozigot yabanil tip allel; B ve D: Heterozigot allel.

WD40D3, WD40D4, WD40D5, WD40D6 ve WD40D7 bolgelerinde varyanta

rastlanmamustir.

WD40D8 dizilerinin okunmasi sonucunda ekzon 13’lin kodlanan bolgesinde

c.4062C>T sinonim varyanti1 (p.R1354R); 3°UTR bolgesinde ise ¢.4071T>C varyanti
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olmak ftizere iki adet varyant ilk kez mevcut caligmada tespit edilmistir. WD40D8

bolgesindeki her iki varyant KMT hastasi 6 bireyde heterozigot olarak tespit edilmistir.

Sekil 3.7°de ¢.4062C>T varyantina ait Bioedit hizalamalar1 goriilmektedir. Sekil

3.8’de ise tespit edilen varyanta iligkin elektroferogramlar yer almaktadir. Coklu timin

dizileri nedeniyle geri primerle bu bolgenin okunmasi miimkiin olmamugtir.

6 dna:chromoso:[TCTC.
€ dna:primary
€ dna:primary |---
S32 WD40D8

CMT1 WD40D8
CMT2 WD40D8
CMT3 WD40D8
CMTS WD40D8
CMT6& WD40D8
CMT10 WD40D8
CMT11 WD40D8
CMT12 WD40D8
CMT13 WD40D8
CMT16 WD40D8
CMT17 WD40D8
CMT20 WD40D8
CMT21 WD40D8
CMT22 WD40D8
CMT24 WD40D8
CMT25 WD40D8
CMT26 WD40D8
CMT29 WD40D8
CMT30 WD40D8
CMT31_WD40D8

Sekil 3.7. WD40DS8 PZR iiriinlerine ait sekanslar ve drneklemin ekzon 13’teki ¢.4062C>T varyanti

acgisindan durumu.

Ilk ii¢ dizi Ensembl veri tabamindaki referans dizi, Basenji ve Great dane klarim; S kodlu dizi 6rneklemdeki
saglikli bireyi gostermektedir. CMT kodlu bireyler ise KMT hastas1 bireyleri gostermektedir. Sagda isaretli
niikleotitlerdeki Y ise IUPAC kodlarindan C/T niikleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotlugu gostermektedir.

Sekil 3.8. Ekzon 13’teki ¢.4062C>T varyantina ait elektroferogram goriintiileri.

A: Homozigot yabanil tip allel; B: Heterozigot allel.

Sekil 3.9°da ¢.4071T>C varyantina ait Bioedit hizalamalar1 goriinmektedir.

Sekil 3.10°da ise tespit edilen varyanta iliskin elektroferogramlar yer almaktadir.
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Coklu timin dizileri nedeniyle geri primerle bu bdlgenin okunmasi miimkiin

olmamustir.

CMT31_WD40DB |+« v vvrrrenrrnrnonncnnnennnnns

Sekil 3.9. WD40DS8 PZR iiriinlerine ait sekanslar ve 6rneklemin 3’ UTR bolgesindeki ¢.4071T>C
varyanti agisindan durumu.

Ilk ii¢ dizi Ensembl veri tabamindaki referans dizi, Basenji ve Great dane klarim; S kodlu dizi 6rneklemdeki
saglikli bireyi gostermektedir, CMT kodlu bireyler ise KMT hastast bireyleri gostermektedir. Y ise IUPAC
kodlarindan A/T niikleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotlugu gostermektedir.

Sekil 3.10. Ekzon 13’teki ¢.4071T>C varyantina ait elektroferogram gériintiileri.
A: Homozigot yabanil tip allel; B: Heterozigot allel.

BRCA?2 geninde yiikseltgenen bolgelerden E2 primer seti bolgesinde herhangi
bir varyanta rastlanmamigtir. E3 primer seti bdlgesinde intron 2’de g.7794120C>T
(c.68-104C>T) varyant1 tespit edilmistir. Varyantin hasta bireylerden birinde
homozigot, bes hasta bireyde ise heterozigot oldugu Sekil 3.11°deki gibi
gorlilmektedir. Elektroferogram goriintiileri ise Sekil 3.12°de goriildiigii gibidir.
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532 E3

cMT1 E3
cMT2 E3
cMT3 E3
cMTS E3
CMTE E3
CMT10 E3
cMT11 E3
cMT12 E3
cMT13 E3
CMT16 E3
CMT17 E3
CMT20 E3
cMT21 E3
cMT22 E3
cMT24 E3
cMT25 E3
cMT26 E3
cMT29 E3
cMT30 E3
cMT31_E3

Sekil 3.11. BRCA2 geni E3 primer seti PZR {irtinlerine ait sekanslar ve orneklemin g.7794120C>T
varyanti agisindan durumu.

Tlk dizi referans diziyi, S kodlu dizi 6rneklemdeki saglikli bireyi, CMT kodlu bireyler ise KMT hastas1 bireyleri
gostermektedir. Y ise [IUPAC kodlarindan A/T niikleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotlugu gostermektedir.
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Sekil 3.12. BRCA?2 geni intron 2°deki g.7794120C>T varyantina ait elektroferogram goriintiileri.
A, B, C ileri yondeki okumalar1; D, E, F geri yondeki okumalarin ters komplementer dizilerini gostermektedir. A
ve D: Homozigot yabanil tip allel; B ve E: Heterozigot allel; C ve F: Homozigot g.7794120C>T varyanti.

Calismada DNA dizi analizi sonucunda elde edilen varyantlar, pozisyonlar1 ve
orneklemdeki bireylerde dagilimi Sekil 3.13’te 6zetlenmistir. PALB2 geninde intron
6’da ¢.3096+8C>G splice bolgesi varyanti, ekzon 7’de ¢.3149C>T yanlis anlam
mutasyonu, ekzonl3’te ¢.4062C>T sinonim varyanti ve 3’UTR bolgesinde
c.4071T>C varyant1 tespit edilmistir. BRCA2 geninde ise intron 2’de ¢.68-104C>T

varyanti tespit edilmistir.
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KMT Hastasi Ornekler Saghkh
1|12|(3(5(|6|10|11 (12|13 |16 (17| 20|21 |22 |24 |25|26|29 |30 |31 32
Ekzon 7*
Ekzon 13*
3'UTR*
BRCA2* -
A
Varyant Pozisyonu (Ensembl)
Varyant* Gen . rs kodu
. : Homozigot mutant v gDNA cDNA Protein
intron 6 PALB2 g.22220063C>G ¢.3096+8C>G - rs24292038
D : Heterozigot Ekzon7 | PALB2 | g.22223480C>T €.3149C>T A1050V | rs853188656
(] Homozigot yabam Ekzonl3 | PALB2 | g.22237511C>T | c4062C>T | R1354R -
3’ UTR PALB2 8.22237520T>C c.4071T>C - -
B C BRCA2 BRCA2 g.7794120C>T €.68-104C>T - rs852122207

Sekil 3.13. PALB2 ve BRCA?2 genlerinde tespit edilen varyantlarin 6rneklemdeki dagilimu.
A: Orneklemdeki bireyler ve varyantlarin dagilimim gdsterir tablo, B: Varyantlara iliskin lejant, C: Varyantlarin
genomik DNA, komplementer DNA ve protein dizisindeki pozisyonlar: ve rs kodlarini gosteren ayrintili tablo.

3.4. Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik analizler “Gere¢ ve Yontem” bashiginda bildirildigi gibi
gergeklestirilmistir.

3.4.1. PALB2 Geni Intron 6 Varyantimin Etkileri

Variant Effect Predictor (VEP) analizine gore intron 6’daki ¢.3096+8C>G
varyantinin splice bolgesi varyant1 oldugu ve diisiik etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
varyantin daha onceki ¢aligmalarda tespit edildigi ve rs24292038 kodu ile kayith
oldugu bilgisi VEP’te mevcuttur.

AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabaninda intron 6 varyantinin
bulundugu pozisyonda yabanil veya mutant diziye baglanabilen herhangi bir TF

bulunmamustir.
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Insandaki potansiyel intron 6 varyantlarinin splice mekanizmasina etkilerine
iliskin HSF sonuclar1 Cizelge 3.1°deki gibidir. Goriildiigii lizere tiim potansiyel
varyantlar kriptik akseptor bolge aktivasyonuna neden olarak splice mekanizmasinda

potansiyel degisiklige neden olmaktadir.

Cizelge 3.1. Intron 6 varyanti Human Splicing Finder sonuglar1 (Desmet ve ark., 2009).

Bolge Varyant Etki

c.2586+8G>A Kriptik akseptér  bdlge aktivasyonu. Splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklik.

Intron 6 ¢.2586+8G>C Kriptik akseptér  bdlge aktivasyonu. Splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklik.

¢.2586+8G>T Kriptik akseptér  bdlge aktivasyonu. Splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklik.

3.4.2. PALB? Geni Ekzon 7 Varyantimin Etkileri

VEP analizinde Ekzon 7°deki yanlis anlam mutasyonunun (A1050V) etki
diizeyinin orta derecede olabilecegi ve SIFT skorunun O oldugu goriilmiistiir. Bu
varyant rs853188656 koduyla daha dnce Ensembl veri tabaninda kayitli varyantlar

arasindadir.

ConSurf (Ashkenazy ve ark., 2016) sunucusunda PALB2 protein dizisinin
1050’nci alanin amino asitinin korunmusluk derecesi 9 olarak hesaplanmus, tiirler

arasinda yiiksek oranda korunmus oldugu, ayn1 zamanda ilgili rezidiiniin yapisal bir

rezidii oldugu belirlenmistir (bkz. Sekil 3.14).
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The conservation scale:

- NS « 5 ¢ R

Variable Average Conserved

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
b = A buried residue according to the neural-network algorithm.
f - A predicted functional residue (highly conserved and exposed).
8 - A predicted structural residue (highly conserved and buried).

- Insufficient data - the calculation for this site was
performed on less than 10% of the sequences.

Sekil 3.14. ConSurf sunucusunda kopek PALB2 proteininin korunmusluk diizeyine ait gosterge
cizelgesi (Ashkenazy ve ark., 2016).
Siyah ok A1050V varyantinin pozisyonunu gostermektedir.

A1050V varyantinin protein yapisi ve fonksiyonuna iliskin etkileri i¢in yapilan

analizlerin sonuglar1 Cizelge 3.2°deki gibi dzetlenmistir.

Cizelge 3.2. A1050V yanlis anlam mutasyonunun etkilerine iligkin 6zet ¢izelge.
Gl= Giivenilirlik indeksi. * Giivenilirlikleri diisiik.

Arag Metot Esik | Sonuc¢
deger
SIFT SIFT Sequence* 0,05 0 (Zararl1)
PROVEAN - -2,5 -2,450 (Notral)
PolyPhen-2 Hum-Div 0,5 0,991 (Zararli olma ihtimali oldukga yiiksek)
Hum-Var 0,5 0,986 (Zararli olma ihtimali oldukea yiiksek)
MutPred?2 - 0,05 0,348 (Hesaplanamadi)
PhD-SNP Sekans temelli metot* Hastalikla iliskili (GI=0)
Sekans ve profil temelli metot Nétral (GI=5)
Hibrit metot Hastalikla iliskili (GI=5)
SNPEffect 4.0 TANGO 0,39 (Etkisiz)
WALTZ 23,83 (Etkisiz)
LIMBO 0,00 (Etkisiz)

SWISS MODEL (Waterhouse ve ark., 2018) aracinda olusturulmus WD40
domaini sablonuna (2wl18.1.A) gdre olusturulmus yabanil protein ve A1050V
varyantina iliskin katlanmis yapilar (native state) Sekil 3.15 ve 3.16’da gorildigi
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gibidir. Her iki sekilde A yabanil tip diziye ait modeli, B ise A1050V varyantini

gostermektedir.

Sekil 3.15. SWISS-MODEL ile olusturulan WD4(0 domaini modeli (Waterhouse ve ark., 2018).
A: Yabanil tip. B: A1050V varyanti.

Sekil 3.16. Phyre2 (Kelley ve ark., 2015) ile gorsellestirilen WD40 domaini modeli.
A: Yabanil tip. B: A1050V varyanti.

Ligand baglanma bdlgeleri ve varyantin bu bolgelerde neden olabilecegi
degisiklikler FTSite Binding Site Prediction (Kozakov ve ark., 2015) ve FunFOLD?2
(Roche ve ark, 2013) araglar ile tespit edilmistir. F7Site Binding Site Prediction
sonuclar1 Sekil 3.17°de goriildiigii gibidir. Ortadaki fiime ve yesil renkli bolgeler
ligand baglanma bdlgelerini gostermektedir. Beyaz okun ucundaki kirmizi noktalarla
isaretli bolge ise WD40 domaininin 33’{incii pozisyonunda bulunan ve mutasyon tespit
edilen A1050V varyantinin bulundugu pozisyonu gostermektedir. F7Site Binding Site
Prediction programima gore ligand baglanma bolgeleri A1050V  varyantindan

etkilenmemektedir.
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Sekil 3.17. FTSite Binding Site Prediction ligand baglanma bolgesi analiz sonuglar1 (Kozakov ve ark.,
%A(:) lﬁfsgl;anﬂ tip. B: A1050V varyantt.

FunFOLD?2 sunucusuna ait sonuglar ise Sekil 3.18’deki gibidir. Yabanil tip
dizide 1216 ve 1268 numarali kirmizi renkli rezidiiler ligand baglanma bolgeleri olarak
tespit edilmistir. A1050V varyantinda ise 1009, 1216, 1268; 1047, 1048, 1049, 1050,
1051, 1052, 1053, 1054; 1014, 1015, 1016, 1017, 1236 rezidiileri ligand baglanma
bolgeleri olarak tespit edilmistir. Bu aragta A1050V varyantinda 1050°nci rezidii de

ligand baglanma bdlgelerinden biri olarak goriilmektedir.

Sekil 3.18. FunFOLD? ligand baglanma bolgesi analiz sonuglar1 (Roche ve ark, 2013).
A: Yabanil tip. B: A1050V varyant1. Kirmizi renk: ligand baglanma bélgeleri; yesil renk: 1050°nci rezidii.

Arastirma yapilan veri tabanlarindan yalnizca miRWalk veri tabaninda ekzon 7
bolgesine baglanabilen dort adet miRNA tespit edilmistir. Cizelge 3.3’te bu
miRNA’lar goriilmektedir.
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Cizelge 3.3. miRWalk veri tabaninda varyant bolgesine baglanan miRNA'lar ve baglanma bdlgelerine
iliskin bilgiler ( Kozomara ve ark., 2019 ve Sticht ve ark., 2018).

Pozisyon miRNA Baglanma Bolgesi miRNA Dizisi
cfa-miR-222 2802-2823 >cfa-miR-222 MIMATO0009851
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
Ekzon 7 cfa-miR-8842 2800-2824 >cfa-miR-8842 MIMATO0034335
UGCUGUGGCUCACGCUUUGGUAC
c.2821C>T
cfa-miR-8821 2803-2825 >cfa-miR-8821 MIMAT0034311
(XM_845578) UACUGUGUCCUCCUAUCCAUGG
cfa-miR-8846 2793-2830

>cfa-miR-8846 MIMAT0034340
CGGGACAGAUGUGGCCUCAGAUCAU

Ekzon 7 varyant1 i¢in AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri taban1 sonuglari
Cizelge 3.4’teki gibi listelenmistir.

Cizelge 3.4. AnimalTFDB3.0 veri tabaninda kdpek (Canis familiaris) tirtinde ekzon 7 bolgesinde tespit
edilen transkripsiyon faktorleri (Hu ve ark., 2019).
Wt: yabanil dizi, Mt: mutant dizi.

Bolge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi
ELF1 AIRE SPI1
EZH2 EGR3 TCF4
RELA SETDBI1 -
Ekzon 7 c.3149C>T

RUNX1 - -
SP1 - -

TRIM28 -

Ekzon 7 varyantinin spl/ice mekanizmasina etkileri hem EX-SKI/P hem de HSF
araglarinda arastirilmistir. Ekzon 7 mutant dizisinde ekzon atlanmasi olasiligi EX-

SKIP aracinda yabanil diziden daha yiiksek ¢ikmis, sonug Sekil 3.19°da verilmistir.
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.. EX- E
WP

EX-SKIP - Results for submitted sequences

Seq PESS  FAS-ESS | FAS-ESS lIE 113 NI-ESS = NI-ESS PESE | RESCUE EIE EIE NI-ESE = NI-ESE | ESS ESE | ESS/ESE
he; hex3 trusted all -ESE trusted all
(count) | (count) (count) | (count) (sum) (count) (sum) (count) | (count)  (count) (sum) (count) | (sum) | (total) | (total) (ratio)
WT_Ekzon7 4 12 9 67 953.9716 27 -39.5033 1 " 52 610.2799 30 48.3464 19 94 127
A1050V_Ekzon7 4 14 " 7 1021.1480 30 -43.0874 1 " 52 610.2799 30 48.0324 130 94 1.38

Allele A1050V_Ekzon7 has a higher chance of exon skipping than allele WT_Ekzon7.

Sekil 3.19. Ekzon 7 varyantinin EX-SKIP aracina gore splice mekanizmasina etkisi.

Insandaki potansiyel ekzon 7 varyantlarinin splice mekanizmasina etkilerine
iliskin HSF sonuclar1 Cizelge 3.5’teki gibidir. Ekzon 7°de kopek transkriptinde de
sitozinden timin niikleotitine substitiisyon ger¢eklesen varyantin (insanda ¢.2639C>T)
hem yeni dondr bdlge yaratmasi hem de yardimci sinyallerde degisiklige yol agmasi

s0z konusudur, bu bolgedeki diger varyantlarin ise etkisiz oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.5. Ekzon 7 varyanti Human Splicing Finder sonuglar1 (Desmet ve ark., 2009).
Etki stitununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bolgesinde splice’1 kuvvetlendiren yardimer motif); ESS
= Exonic splicing silencer (Ekzon bolgesinde splice’1 baskilayan yardimci motif).

Bolge Varyant Etki
c.2639C>A Splice sinyallerinde anlamli bir etki yok.
¢.2639C>G Splice sinyallerinde anlamli bir etki yok.
Ekzon 7
¢.2639C>T ESE/ESS motif oraninda anlamli degisiklik (-2). Kriptik

donér bolge aktivasyonu. mekanizmasinda

potansiyel degisiklik.

Splice

3.4.3. PALB?2 Geni Ekzon 13 Varyantinin Etkileri

VEP aracinda ekzon 13’te tespit edilen ve diisiik etkili olarak bildirilen sinonim

varyantin ilk kez mevcut tez ¢caligmasinda tespit edildigi goriilmiistiir.
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R1354R varyantt ConSurf sunucusu (Ashkenazy ve ark., 2016) verilerine gore
yliksek oranda korunmus bir bolgede degildir (Sekil 3.20). Korunmusluk derecesi 2
olarak tespit edilen arjinin rezidiisii insan PALB2 proteininde histidin rezidiisii

(1184’iincii amino asit) olarak goriilmektedir (The Uniprot Consortium, 2021g).

1351 ¢

EvElE

s £

The conservation scale:

23 1 s ¢ [ T EE

Variable Average Conserved

- An exposed residue according to the neural-network algorithm.
b - A buried residue according to the neural-network algorithm.
f - A predicted functional residue (highly conserved and exposed).
s - A predicted structural residue (highly conserved and buried).

- Insufficient data - the calculation for this site was
performed on less than 10% of the sequences.

Sekil 3.20. R1354R varyantina iliskin ConSurf sunucusu sonucu (Ashkenazy ve ark., 2016).

R1354R sinonim mutasyonu, zararli sessiz mutasyonlarin listelendigi dbDSM
v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabaninda arastirilmistir (bkz. Sekil 3.21). PALB2 geni
icin yapilan taramada dort adet zararli sinonim mutasyon listelenmistir. Bu
mutasyonlarin amino asit pozisyonlar: incelendiginde R1354R varyantinin insanda
karsiligr olan 1184’lincli amino asit pozisyonunda zararli bir sinonim varyant

bildirilmedigi goriilmektedir.

Database ofDé{g?e;;Wﬁy{ypu; Mu@tién : i . - B

Mutgtion: CCA TTG ACC AGA Gl GAAY
o Ar Lo

Qz‘ "O.: s % ke )

Home Search Download About Submit Contact us

Search Result: Gene like: PALB2

10 ¢ records per page Showing 110 4 of 4 entries

Disease Gene SNPID GRCh38_Position c.DNA Protein dbDSMscore dbDSM_AccNum
ancer PALB2 rs180177115 16:23629231 €.2559C>T p.Gly853= 1 DSM001486
Breast cance PALB2 n/a 16:23629775 €.2379C>T p.Gly793= 1
PALB:Z n/a 16:23641110 C.48G>A p.lys16= 4
Pancreatic cancer PALB2 n/a 16:23629231 €.2559C>T p.Gly853= 1 DSM002603

Sekil 3.21. PALB?2 genindeki zararli sinonim mutasyonlar; dbDSM v2.0 veri tabani sonuglar1 (Wen ve
ark., 2016).
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Ekzon 13 sinonim varyanti i¢in AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri taban
sonuclar1 Cizelge 3.6’daki gibi listelenmistir. Bu varyantin bulundugu bolgeye tek
basina baglanan herhangi bir TF bulunmamaktadir, ancak sinonim varyant ve 3’ UTR
bolgesi varyantini1 kapsayan dizide yalnizca yabanil allele baglanabilen TF’ler tespit

edilmistir.

Cizelge 3.6. AnimalTFDB3.0 veri tabaninda kopek (Canis familiaris) tiirinde ekzon 13’te tespit edilen
transkripsiyon faktorleri (Hu ve ark., 2019).
Wt: yabanil dizi, Mt: mutant dizi.

Bolge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi
¢.4062C>T (Sinonim) - - -
EP300 - -
¢.4062C>T (Sinonim) ve
201 ¢4071T>C (3’ UTR) HSR - -

varyantlarini kapsayan KDMIA _ -

niikleotit dizisi
TCF12 - -

Splice mekanizmalarindaki etkilere bakildiginda EX-SKIP sonuglarina gore
mutant dizinin yabanil diziye gore ekzon atlama ihtimali daha yiiksek hesaplanmistir

(Sekil 3.22).

. EX- -
e L -

EX-SKIP - Results for submitted sequences

Seq PESS | FAS-ESS | FAS-ESS 113 13 NI-ESS | NI-ESS = PESE | RESCUE EIE EIE NI-ESE | NI-ESE | ESS ESE | ESS/ESE
he: ex3 trusted all -ESE trusted all
(count) = (count) (count) | (count) (sum) (count) = (sum) | (count) (count) | (count) (sum) (count) | (sum) | (total) | (total) (ratio)
WT_Ekzon13 14 13 9 80 1523.6015 44 -59.5507 15 21 72 1060.7044 68 88.8552 160 176 0.91
MT_Ekzon13 15 13 9 79 1510.5072 44 -60.5426 15 20 66 932.8801 67 88.0453 160 168 0.95

Allele MT_Ekzon13 has a higher chance of exon skipping than allele WT_Ekzon13.

Sekil 3.22. Ekzon 13 varyantlarinin EX-SKIP aracina gore splice mekanizmasina etkisi (Raponi ve ark.,
2011).
MT: mutant dizi, WT: yabanil dizi.

HSF sonuglarina gore ekzon 13 bolgesinde kopek transkriptinde de sitozinden

timin niikleotitine substitiisyon gerceklesen varyantin (insanda ¢.3552C>T)

c.3552C>A varyantiyla birlikte yardimc1 motiflerde degisiklige yol agtig1, ¢.3552C>G
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varyantinin ise hem yeni akseptor bolge olusumuna hem de yardimci motiflerde

degisiklige yol actig1 goriilmistiir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Ekzon 13 sinonim varyanti i¢in Human Splicing Finder sonuglar1 (Desmet ve ark., 2009).
Etki stitununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bolgesinde splice’1 kuvvetlendiren yardimer motif); ESS
= Exonic splicing silencer (Ekzon bolgesinde splice’1 baskilayan yardimci motif).

Bolge Varyant Etki
c.3552C>A ESE/ESS motif oraninda anlamli degisiklik (-2).
¢.3552C>G ESE/ESS motif oraninda degisiklik (-4). Kriptik akseptor
Ekzon 13 bolge aktivasyonu. Splice mekanizmasinda potansiyel
degisiklik.
c.3552C>T ESE/ESS motif oraninda anlamli degisiklik (-4).

3.4.4. PALB? Geni 3’ UTR Varyantinin Etkileri

VEP aracindaki verilere gore 3’UTR bolgesi varyanti ilk kez mevcut tez
caligmasinda tespit edilmistir. Bu varyantin modifiye edici etkisi oldugu VEP veri

tabaninda gorilmistiir.

3> UTR varyanti AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabani sonuglari
Cizelge 3.8’deki gibidir.

Cizelge 3.8. AnimalTFDB3.0 veri tabaninda kdpek (Canis familiaris) tirtinde 3> UTR bolgesinde tespit
edilen transkripsiyon faktorleri (Hu ve ark., 2019).
Wt: yabanil dizi, Mt: mutant dizi.

Bolge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi
FOXO03 - FOXP1
¢.4071T>C (3’ UTR) FOXP2 - -
TCF7L2 - -
3’ UTR EP300 - -
¢.4062C>T (Sinonim) ve
¢.4071T>C (3’ UTR) ESRI - -

varyantlarini kapsayan KDMIA - -
niikleotit dizisi
TCF12 - -
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Splice mekanizmasi incelendiginde EX-SKIP aracinda bu bolgenin de dahil
oldugu diziler kullanildigindan mutant dizi i¢in ekzon atlama ihtimali yabanil diziye
gore daha ytliksek ¢ikmistir. HSF sonuglari ise Cizelge 3.9°da goriildiigii gibidir. 3°
UTR bolgesinde c¢.*13T>A varyant1 yeni akseptor bolge olusumuna neden olmus,

diger iki varyantin ise yardimci motiflerinde degisiklik oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.9. 3’ UTR varyanti i¢in Human Splicing Finder sonuglar1 (Desmet ve ark., 2009).
Etki stitununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bolgesinde splice’1 kuvvetlendiren yardimer motif); ESS
= Exonic splicing silencer (Ekzon bolgesinde splice’1 baskilayan yardimci motif).

Bolge Varyant Etki
c.*13T>A Kriptik akseptor  bdlge aktivasyonu. Splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklik.
3"UTR c*13T>G ESE/ESS motif oraninda anlamli degisiklik (-5).
c.*13T>C ESE/ESS motif oraninda anlamli degisiklik (-3).

3.4.5. BRCA2 Geni Intron 2 Varyantimin Etkileri

Intron 2 varyantinin VEP aracinda daha dnce rs852122207 kodu ile kayitli olan
modifiye edici bir varyant oldugu goriilmiistiir. rs852122207 kodlu varyantin verileri
incelendiginde yalnizca popiilasyondaki frekansina iliskin bilgiler bulunmaktadir.
Ayni zamanda transkriptlere gore cDNA pozisyonunun degisiklik gosterdigi

gorilmiistiir.

AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabani sonuglar1 Cizelge 3.10’daki

gibidir; yabanil dizi, mutant dizi ve her iki diziye baglanabilen TF’ler listelenmistir.

Cizelge 3.10. AnimalTFDB3.0 veri tabaninda kdpek (Canis familiaris) tiiriinde intron 2 bolgesinde
tespit edilen transkripsiyon faktorleri (Hu ve ark., 2019).
Wt: yabanil dizi, Mt: mutant dizi.

Bolge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi
TBX2 CUX1 HOXA9
Intron 2 €.68-104C>T TRIM28 NR1H2 NR2E1
NR1H3 TP53
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Insandaki potansiyel varyantlarin splice mekanizmasindaki etkilerine
bakildiginda ise HSF sonuclar1 Cizelge 3.11°deki gibi goriilmektedir. BRCA2 varyanti

s0z konusu oldugunda yalnizca c.68-105T>G varyantinda yeni akseptor bolge

olusumu bildirilmistir.

Cizelge 3.11. Intron 2 bolgesi i¢in Human Splicing Finder sonuglar1 (Desmet ve ark., 2009).

Bolge Varyant Etki
c.68-105T>A Splice sinyallerinde anlaml1 bir etki yok.

intron 2 c.68-105T>G Kriptik akseptor bolge aktivasyonu. Splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklik.

c.68-105T>C Splice sinyallerinde anlamli bir etki yok.

3.4.6. Protein Etkilesimleri

Insanlarda PALB2 proteininin etkilesimde bulundugu proteinlerin listesi IntAct
(Orchard ve ark., 2014) veri tabanindan elde edilmis, listelenen genlerin (Cizelge 3.12)
kopek tiiriinde PALB2 proteiniyle etkilesim halinde olup olmadig: arastirilmistir.
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Cizelge 3.12. IntAct veri tabaninda kopekte de PALB2 proteini ile etkilesimde olan proteinler ve
etkilesim bolgeleri.
Etkilesim bblgesi WD40 domaini olan proteinlerin isimleri kalin harflerle yazilmustir. Insan ve kopek amino
asitlerindeki rezidii farkliliklar1 da kalin harflerle isaretlenmistir.

Genler

BRCAI

BRCA2

KEAPI

MORF4L1

POLH

RADS51

RAD51API

RADSIC

USPI11

XRCC3

Kopekte ilgili dizi

RDTMQDNLIKLQQEMAEL
EAVLEQHESQ

QADLGPISLNWFEELSLEA

Bulunamadi.
DVLDNVAYARAGNTDHQ
TQLLYQASAMMVESRYAL

LIVDSATALYRTDYSGRGEL
SARQMHLARFLRMLLRLAD

Bulunamadi.

Bulunamadi.

insanda ilgili dizi

RDTMQHNLIKLQQEMAEL
EAVLEQHGSQ

KADLGPISLNWFEELSSEA

DVLDNVAYARAFNTDHQ
TQLLYQASAMMVESRYAL
LIVDSATALYRTDYSGRGEL
SARQMHLARFLRMLLRLAD

Not

Etkilesim bolgesi WD40
domaininde degildir
WD40 domaini ile
etkilesimdedir
Etkilesim bolgesi WD40
domaininde degildir
Etkilesim bolgesi WD40
domaininde degildir
WD40 domaini ile
etkilesimdedir

WD40 domaini ile
etkilesimdedir

Etkilesim bolgeleri
bulunamamustir.
WD40 domaini ile
etkilesimdedir
Etkilesim bolgesi WD40
domaininde degildir
WD40 domaini ile
etkilesimdedir

Ayrica STRING Versionl 1.0 (Szklarczyk ve ark., 2019) veri tabani kullanilarak

PALB?2 genine ait, Canis familiaris ve Homo sapiens tiirlerine 6zgli protein-protein
etkilesim (PPI) ag1 olusturulmustur. Elde edilen PPI ag1 Sekil 3.23’te sunulmustur. Bu
ag olusturulurken genlerin komsulugu, fiizyonu, birlikte bulunmalari, birlikte ifade
edilmeleri, protein literatiirdeki verilerinden

homolojileri  ve etkilesim

yararlanilmaktadir.

124



Nodes:

Network nodes represent proteins Node Color Node Content
splice isoforms or post-translational colored nodes: ﬂ empty nodes:
modifications are collapsed, i.e. each node query proteins and first shell of interactors \_/ proteins of unknown 3D structure

represents all the proteins produced by a single,

B white nodes: filled nodes:
protein-coding gene locus. {\ 8 @ I

\Y/ second shell of interactors some 3D structure is known or predicted

Edges:
Edges represent protein-protein associations  Known Interactions Predicted Interactions Others
associations are meant to be specific and @O—O® from curated databases @O—O gene neighborhood O—® textmining
meaningful, i.e. proteins jointly contribute to a

O—® experimentally determined @O—® gene fusions
shared function; this does not necessarily

mean they are physically binding to each other. E— gene co-occurrence ©—E protein homology

C

O—® co-expression

Sekil 3.23. STRING veri tabaninda PALB2 proteini etkilesimleri (Szklarczyk ve ark., 2019).
A: Canis familiaris tiriine ait protein etkilesim agi. B: Homo sapiens tiiriine ait protein etkilesim agi. C. Lejant

3.4.7. Varyantlarin insan Genomunda Tiimér ile Olasi iliskileri

Ensembl veri tabaninda kdpek ve insan tiirlerine ait PALB2 ve BRCA2 genlerinin
hizalanmasi ile (Ensembl, 2021b ve Ensembl, 2021c) elde edilen insan genomu
pozisyonlari, potansiyel varyantlar ve bu bolgelerin VEP’te (McLaren ve ark., 2016)
arastirilmasinda kullanilmis olan HGVS (Human Genome Variation Society)

tanimlayicilart Cizelge 3.13’te goriildiigi gibi bulunmustur.
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Cizelge 3.13. VEP taramasinda kullanilan HGVS tanimlayicilari.
Olas1 tiim varyantlar ¢izelgede ayr1 ayr1 yazilmak yerine [IUPAC kodlariyla yazilmis ancak VEP aracinda her bir
niikleotit listelenerek aratilmistir. D= G/A/T, H= A/C/T, V= G/C/A.

Gen Bolge

Kopekte genomik

pozisyon (yon)

insanda genomik

pozisyon (yon)

VEP taramasinda kullanilan HGVS

tanimlayicilari

intron 6 = £22220063C>G (+)  £.23629196G (-) ENST00000261584.9:¢.2586+8G>H
Ekzon7 = £22223480C>T (+)  £.23626345C (-) ENST00000261584.9:¢.2639C>D
PALB2
Ekzon 13 g22237511C>T (+) | £.23603468C (-) ENST00000261584.9:¢.3552C>D
3UTR  g22237520T>C (+)  .23603446T (-) ENSTO00000261584.9:¢.*13T>V
BRCA2 intron2 = g7794120C>T(-) | £.32318972T (+) ENST00000380152.7:¢.68-105T>V
3.4.7.1. PALB? intron 6

Intron 6 varyantinin bulundugu pozisyondaki yabanil diziye ait niikleotit iki tiir

arasinda farklidir (Sekil 3.24).

Sekil 3.24. intron 6'da tespit edilen varyantin pozisyonu (Ensembl, 2021b).

Insan intron 6 potansiyel varyantlari VEP’te diisiik etkili splice bolgesi
varyantlari olarak goriilmiistiir. insanda bu pozisyonda rs1060504708 kodlu TNP nin
(c.2586+8G>A) bir fenotip-hastalik ile iliskilendirildigi tespit edilmistir (Ensembl,
2021n). Bu varyant primer transkript, alternatif transkript ve NMD (nonsense-

mediated decay) transkriptinde goriilmektedir.

rs1060504708 (Ensembl, 20210), kalitsal kanser yatkinlik sendromu ile

iligkilidir. Klinik anlami diisiik ve benign olma ihtimali yliksek bir varyanttir.
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3.4.7.2. PALB2 Ekzon 7

Ekzon 7 varyantinin bulundugu pozisyondaki yabanil diziye ait niikleotit iki tiir

icin de aynidir (Sekil 3.25).

Sekil 3.25. Ekzon 7'de tespit edilen varyantin pozisyonu (Ensembl, 2021Db).

Insan ekzon 7 potansiyel varyantlar1 dort farkli transkriptte goriilmektedir.
Primer transkript ve alternatif transkriptte tiim varyantlar orta derecede etkili yanlis
anlam mutasyonu olarak goriilmektedir. ENST00000566069.5 transkriptinde ii¢
varyant da upstream gen varyanti olarak, NMD transkriptinde ise 3° UTR varyanti ve
NMD transkript varyanti olarak goriilmektedir. Her iki transkriptte varyantlar
modifiye edici olarak siniflandirilmistir. Fenotip ve hastalik siitunu incelendiginde tiim
varyantlarin en az bir fenotip veya hastalikla iligkili oldugu, bir varyantin (¢.2639C>A)

ise tiim transkriptlerde bir fenotip ve bir hastalikla iligkilendirildigi goriilmektedir.

Primer transkriptteki ¢.2639C>G varyanti haricindeki tiim varyantlarin SIFT
skorlar1 O (zararl) olarak hesaplanmis, bu varyantin SIFT skoru ise 0,01 (zararli)
olarak hesaplanmistir. ¢.2639C>A varyantinin PolyPhen skoru ENST00000261584.9
ve ENST00000568219.5 transkriptleri i¢in 0,956 olarak (zararli olma ihtimali oldukca
yiiksek) hesaplanmigstir. ¢.2639C>G varyantinin PolyPhen skoru ayni transkriptler i¢in
0,935 (zararli olma ihtimali oldukca yiiksek) olarak hesaplanmistir (Ensembl, 2021g).
Kopekteki niikleotit degisikliginin insandaki karsiligir olan ¢.2639C>T varyantinin
PolyPhen skorlart her iki transkript icin 0,881 (zararli olmast muhtemel) olarak

hesaplanmuistir.

Insanda bu pozisyonda 151597085237 TNP ve COSV55166669 somatik TNP
kayitlar1 mevcuttur. Tiim transkriptlerde bildirilen rs1597085237 (Ensembl, 2021r)
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incelendiginde, fenotip ve hastalik verilerinde dogrulanmamis ve giivenilirligi diigiik
olarak bildirilmesine karsin ailesel meme tiimorti ile iliskilendirildigi goriilmektedir.

COSV55166669 ise endometriyal tiimor ile iliskili bulunmustur (Ensembl, 2021d).

Kopek PALB2 proteininde A1050V varyanti insan PALB2 proteininde 880’inci
rezidiiye denk gelmektedir (The Uniprot Consortium, 2021a). Amino asit dizilerinde
880’inci pozisyona iligkin dort adet varyant bildirildigi goriilmistiir. Bu kayitlardan
birisi kodonun ii¢iincii niikleotitinde gergeklesen sinonim varyantlara (rs752928633),
digeri ise kodonun ilk niikleotitinde gerceklesen A880D yanlis anlam mutasyonuna
iligkindir (daha o©nce belirtilen rs1597085237 ve COSV55166669 kayitlar).
rs752928633 (Ensembl, 2021s) sinonim varyantlarinin ailesel meme timorii ve
kalitsal kanser predispozisyonu sendromuyla iligkili bulunduklar1 ve insanda benign

olabilecekleri bildirilmistir.

3.4.7.3. PALB2 Ekzon 13

Ekzon 13 varyantiin bulundugu pozisyondaki yabanil diziye ait niikleotit iki tiir

icin de ayn1 goriinmektedir (Sekil 3.26).

Sekil 3.26. Ekzon 13’te tespit edilen varyantin pozisyonu (Ensembl, 2021b).

Ekzon 13 potansiyel varyantlarinin ti¢ farkli PALB2 transkriptinde goriilmesi
s0z konusudur. Primer transkript ve alternatif transkriptte (ENST00000261584.9 ve
ENST00000568219.5) ¢.3552C>A ile ¢.3552C>G varyantlar1 yanlis anlam mutasyonu
olarak siniflandirilmis ve orta derecede etkili varyantlar olduklar1 bildirilmistir.
c.3552C>T varyant1 ise bu iki transkriptte diisiik etkili sinonim mutasyondur. Tiim
varyantlar ENST00000566069.5 transkriptinde 3’ UTR varyanti olarak modifiye edici

etkiye sahip olarak siniflandirilmistir. Fenotip ve hastalik boliimiine bakildiginda insan

128



genomunda bu varyantlar i¢in bildirilmis herhangi bir hastalik iligkisi

goriilmemektedir (Ensembl, 2021f).

R1354R sinonim varyant1 insanda 1184’iincii rezidiiye denk gelmektedir (The
Uniprot Consortium, 2021a). R1354R varyantinin ConSurf verilerine gore yiiksek
oranda korunmus bir bolgede olmadigi daha Once belirtilmistir. Kopekte ilgili
pozisyon arjinin rezidiisiiyken, insana ait proteindeki rezidii histidindir. Insan PALB2
proteininin 1184’lincli pozisyonundaki varyantlar Ensembl veri tabanindan elde

edilmigstir (McLaren ve ark., 2016).

1184’lincli pozisyonda 1s1597061743 ve 15770692850 TNP’leri ile
COSV55168966 somatik TNP’si bulunmaktadir. Ilk kayit timin delesyonu ile gergeve
kaymas1 mutasyonuna neden olan rs1597061743 varyantidir. Timin delesyonu ile
meydana gelen ¢erceve kaymasi ve erken sftop kodonu olusumunun ailesel meme
kanseri ve kalitsal kanser predispozisyonu sendromuyla iligkili oldugu gortilmiistiir
(Ensembl, 2021q). rs770692850 varyantinda histidin rezidiisiiniin tirozine doniistigi
goriilmektedir ve bu varyant kalitsal kanser predispozisyonu sendromu ile iligkilidir
(Ensembl, 2021t). COSV55168966 somatik varyantinin ise akciger tiimoriinde
goriildigi bildirilmistir (Ensembl, 2021¢).

3.4.7.4. PALB2 3’ UTR Bolgesi

3> UTR (Untranslated region) varyant pozisyonundaki yabanil niikleotit dizisi
her iki tiirde de ayn1 goriinmektedir (Sekil 3.27).

Sekil 3.27. 3° UTR bolgesinde tespit edilen varyantin pozisyonu (Ensembl, 2021b).
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Potansiyel varyantlarin PALB2 proteinine ait ii¢ transkriptte de modifiye edici
etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Her ne kadar listelenen verilerde mevcut varyantlar
ve fenotip ve hastalik iligkisi silitunlarinda herhangi bir bilgi verilmemis olsa da
transkriptlerde ilgili bolge kontrol edildiginde varyant pozisyonunu da kapsayan
rs1567204889 kodlu indel varyantinin bulundugu goriilmiistiir (Ensembl, 2021a).
rs1567204889 kalitsal kanser predispozisyon sendromuyla iliskilidir (Ensembl,
2021p).

3.4.7.5. BRCA?2 intron 2

BRCA?2 geni intron 2 varyanti pozisyonundaki yabanil niikleotit dizileri iki tiir
arasinda farklilik gostermektedir (Sekil 3.28).

Sekil 3.28. BRCA?2 intron 2’deki g.7794120C>T varyantinin pozisyonu (Ensembl, 2021c).

Potansiyel varyantlar dordii protein kodlamada gorev yapan, biri ise NMD
transktipti olan bes transkriptte de modifiye edici etki gostermektedir. PALB2
genindeki intron bdlgesinden farkli olarak bu pozisyon i¢in yapilan analizlerde
varyantlarin splice mekanizmasina etkilerine iligkin veriler bulundugu goriilmiistiir.
Ilgili pozisyon i¢in bildirilen herhangi bir varyanta ya da fenotip ve hastalik verisine
rastlanmamustir. ¢.68-105T>A varyantlari i¢in tiim transkriptlerde akseptdr kazanimi
delta pozisyonu 16, akseptor kaybi delta pozisyonu 3, donér kazanimi delta pozisyonu
-9, dondr kaybi delta pozisyonu ise -28 olarak bildirilmistir. ¢.68-105T>C varyanti i¢in
tim transkriptlerde akseptdr kazanimi delta pozisyonu 16, akseptor kaybi delta
pozisyonu 8, dondr kazanimi delta pozisyonu -9, dondr kaybi delta pozisyonu ise -28
olarak ifade edilmistir. c.68-105T>G varyanti i¢in tiim transkriptlerde akseptor
kazanimi delta pozisyonu 1, akseptor kaybi delta pozisyonu -9, dondr kazanimi delta

pozisyonu 1, dondr kaybi delta pozisyonu ise -9 olarak hesaplanmistir. Splice
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mekanizmasina iligkin diger verilerde ise herhangi bir degisiklik goriilmemistir

(Ensembl, 2021m).

3.5. PALB? Genine iliskin DnaSP ver. 6.12.03 Verileri

DnaSP ver. 6.12.03 programinda 20 KMT hastasi birey ve bir saglikli bireye ait
sekanslar ile ENSCAFG00000030772 Ensembl kodlu kopek referans genomuna ait
PALB2 geni verilerinden elde edilmis sonuglara gore G+C igerigi 0,407 olarak
hesaplanmistir. Pozisyonlardaki toplam mutasyon sayist i¢in yapilan analizlerde
degisken bolge sayist (S) 4; toplam mutasyon sayist (Eta) 4 olarak hesaplanmuistir.
Bolge basina niikleotit ¢esitliligi (Pi) 0,00071; Pi’nin 6érnekleme varyansi 0,0000000;
Pi’nin standart sapmasi ise 0,00009 olarak hesaplanmistir. Niikleotit farkliliklarinin
ortalama sayis1 (k) 1,12368 olarak; sekans basina S’den theta (Theta-W) 0,91954;
bolge basina S’den theta (Theta-W) ise 0,00058 olarak hesaplanmigtir. Haplotip sayis1
8, haplotip cesitliligi ise 0,728 olarak hesaplanmis, haplotip gesitliliginin varyansi
0,00236; standart sapmasi ise 0,049 olarak tespit edilmistir.

Haplotip dagilimi Cizelge 3.14’teki gibi goriilmektedir. Bireylerde varyantlar
homozigot veya heterozigot kalitim gosterebildigi i¢in diploid diziler haploid dizilere
ayristirildiktan sonra bazi bireyler tek bir haplotip grubunda (homozigot bireyler), bazi
bireyler ise iki haplotip grubunda birden (heterozigot bireyler) bulunabilmektedir.
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Cizelge 3.14. Haplotipler ve DNA dizilerinin haplotiplere gore dagilimi.
ENSCAFG00000030772: kopek referans genomu PALB2 geni, S: saglikli birey, KMT: meme tiimorii hastast

bireyler.
Haplotip Dagilim
H1 H2 H3 H4 HS Ho6 H7 HS8
ENSCAFG00000030772 | KMT 1 | KMT2 | KMT2 | KMT3 | KMT5 | KMT 12 | KMT 13
$32 KMT3 | KMT5 | KMT 11 KMT 31 | KMT 21
KMT 6 KMT 10 | KMT 11 KMT 29
KMT 10 KMT 12
KMT 16 KMT 13
KMT 17 KMT 20
KMT 20 KMT 24
KMT 21 KMT 25
KMT 22 KMT 29
KMT 26 KMT 31
KMT 30
Cizelge 3.15’te ise Cizelge 3.14’teki haplotiplerin niikleotit dizileri

goriilmektedir.

Cizelge 3.15. PALB2 geni WD4(0 domaini niikleotit dagilimlari.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 HS8
Intron 6 (c.3096+8C>G) G G G G G
Ekzon 7 (¢.3149C>T) , , . T
Ekzon 13 (c.4062C>T) T . T . T
3' UTR bolgesi (c.4071T>C) C C C C
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4. TARTISMA

Homolog rekombinasyon aracili DNA tamir mekanizmasi (HR), DNA’da
meydana gelen ¢ift zincir kiriklarinin hatasiz sekilde tamir edilebilmesi i¢in kritik
onem tagimaktadir. Bu mekanizmada gorevli proteinlerin islevini yerine getirememesi,
DNA’da delesyon, insersiyon, translokasyon gibi bir dizi mutasyonun birikimine,
hasarli genlerin islev ve ifadelerinde degisikliklere neden olarak, kanser gelisimini
tetikleyebilmektedir (Abass ve ark., 2016; Hodgson ve Turashvili, 2020; O’Kane ve
ark., 2017 ve Trenner ve Sartori, 2019). HR mekanizmasinda goérevli birgok gen
olmasina karsin BRCA2, RADS51 ve PALB2 proteinlerinin olusturduklari kompleksin
timor baskilayict etkisi bilinmektedir. Bu kompleksin islevinde meydana gelen
bozukluklarin basta meme tiimorii olmak iizere farkli kanserlerin gelisimine neden
olduklar bildirilmistir (Deveryshetty ve ark., 2019; Hodgson ve Turashvili, 2020;
Nepomuceno ve ark., 2017; Park ve ark., 2014 ve Prakash ve ark., 2015). Calisma
kapsaminda arastirilan PALB2 proteininin WD4(0 domaini, BRCA2 ve RADS5I1
proteinleri ile etkilesime gegen kritik bir yapidir (Ducy ve ark., 2019; Oliver ve ark.,
2009; Siaud ve ark., 2011 ve Zhang ve ark., 2009a). Insanlarda PALB2 proteini
mutasyonlarinin meme timorii agisindan 6nemi bilinmekte ve meme tiimorii hastalar
ve risk gruplari i¢in panel testleri ile rutin olarak kontrol edilmektedir (Cock-Rada ve
ark., 2018; Schroeder ve ark., 2015; Slavin ve ark., 2015 ve Yao ve ark., 2020). Bu
timor baskilayict kompleksin bir pargast olan BRCA2 proteinindeki mutasyonlarin
insanlarda oldugu gibi kopeklerde de meme tiimorii gelisiminde etkili oldugu
bildirilmistir (Borge ve ark., 2011; Enginler ve ark., 2014; Kaszak ve ark., 2018;
Ozmen ve ark., 2017a ve Ripoli ve ark., 2016). Kopeklerde RADS51 proteini ve meme
tiimori arasindaki iliski de arastirilmistir (Canadas ve ark., 2018; Ozmen ve ark.,
2017b ve Uemura ve ark., 2019). Kopek tiiriinde PALB2 geni WD4(0 domaininde bir
ilk niteligindeki bu calisma kapsaminda kopek meme tiimori (KMT) hastasi
bireylerde bir intronik varyant; biri yanlis anlam mutasyonu, biri sinonim mutasyon
olmak iizere iki ekzonik varyant ve bir adet 3° UTR varyant1 tespit edilmistir. Tartisma

boliimiinde oncelikle 6rneklemin degerlendirilmesi, tespit edilen varyantlarin etkileri,
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BRCA2, RADS1 ve PALB2 kompleksinin biitiinciil sekilde ele alinmasi, son olarak
insan ve kopek tiirlerinde karsilastirmali olarak meme tiimorii ve WD4(0 domainindeki

mutasyonlarin etkilerine deginilmistir.

4.1. Orneklem Grubunun Varyantlar Acisindan Degerlendirilmesi

Orneklem grubu olusturulurken proje biitcesi nedeni ile VF1311 kodlu proje
kapsaminda kullanilan tiim bireylere ait biyolojik materyal kullanilamamis, 6rneklem
grubu daraltilmak zorunda kalinmistir. KMT hastast (n=20) ve saglikli bireye (n=1)
ait kan orneklerinin se¢iminde Tiirkiye’de KMT ye iliskin yapilmis caligmalar goz
ontinde bulundurulmustur. Tiirkiye’de malign tiimdrler, benign tiimorlerin yaklasik iki
kat1 oraninda goriilmektedir. En sik karsilagilan malign tiimdrlerin, malign miks
karsinoma, kompleks adenokarsinoma, karsinosarkoma, solid karsinoma, anaplastik
karsinoma ve tiibiiler adenokarsinoma vakalari oldugu; benign tiimdrlerin ise benign
miks tiimor, papiller kistik adenoma ve fibroadenoma vakalar1 oldugu; diger timor
histopatolojilerinin ise nadir olarak goriildiigii bildirilmistir (Atalay Vural ve Aydin,
2001; Erer ve Kiran, 1993 ve Giilgubuk ve Giirel, 2003). Bu verilere gére drnek
dagilimi malign miks karsinoma (n=3), kompleks adenokarsinoma (n=2),
karsinosarkoma (n=2), solid karsinoma (n=2), anaplastik karsinoma (n=2), tiibiiler
adenokarsinoma (n=2), benign miks tiimdr (n=3), papiller kistik adenoma (n=2) ve
fibroadenoma (n=2) olarak belirlenmistir. VF1311 kodlu projede saglikl1 bireylerden
elde edilmig DNA izolatlari ile ¢aligilmistir. 33 ve 35 kodlu bireylerde sirasiyla lipoma
ve fibroadenoma goriilmiistiir. Fibroadenomalar benign neoplaziler sinifinda
bulunmaktadir (Goldschmidt ve ark., 2011). Lipoma ise KMT vakalarinda yapilan
timor siniflandirmasi iginde bulunmamaktadir (Goldschmidt ve ark., 2011), ancak
insan ¢aligmalarina gére meme dokusunda en sik goriilen ve diger bdlgelerdeki
lipomalardan ayirt edilemeyen adiposit bir tiimordiir ve tek tarafli, soliter, benign,
asemptomatik bir tiimor olarak kabul edilmektedir (Rowe ve ark., 2017 ve Stolnicu ve
ark., 2015). Bu nedenle her iki 6rnek de drneklem dis1 birakilmistir. KMT hastasi
bireylerde ise kan 6rneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildigi i¢in herhangi bir

karisikliga mahal verilmemistir.
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Tespit edilen varyantlarin tiimdr histopatolojilerine gore dagilimlar1 Cizelge
4.1°deki gibi goriilmektedir. Cizelgede, kirmizi dolgu rengi homozigot mutant
genotipi, sart dolgu rengi heterozigot genotipi, beyaz renk ise homozigot yabanil

genotipi ifade etmektedir.

Cizelge 4.1. PALB?2 varyantlarinin timor histopatolojilerine gore dagilimu.
Kirmizi: homozigot mutant genotip, Sart: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil genotip.

intron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3'UTR
Omek | ¢.3096+8C>G | ¢.3149C>T | ¢.4062C>T | ¢.4071T>C

16

Malign miks karsinoma 17

20

1

Kompleks
adenokarsinoma 21
2
Karsinosarkoma
Malign 3
5
Solid karsinoma

11

6
Anaplastik karsinoma B
Tibiiler 10

adenokarsinoma 13
26
Benign miks timor 29
30
Benign 22
Papiller kistik adenoma
24
25
Fibroadenoma

31
Saghkh - 32

Cizelge 4.1°de intron 6 varyant: toplam 14 drnekte tespit edilmistir. Orneklerin
10’u malign karakterde, dordii ise benign karakterdedir. Malign miks karsinoma
vakalarmin (n=3) yalnizca birinde heterozigot olarak goriilmiistiir. Kompleks
adenokarsinoma (n=2), solid karsinoma (n=2) ve tiibiiler adenokarsinoma (n=2)
vakalarmin yarisinda homozigot, yarisinda ise heterozigot olarak goriilmektedir.
Karsinosarkoma vakalarinin (n=2) tamaminda homozigot olarak gdriilmektedir.

Anaplastik karsinoma vakalarinin (n=2) ise yalnizca birinde heterozigot olarak
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goriilmektedir. Benign tiimorler incelendiginde benign miks tiimdr vakalarinin (n=3)
ve papiller kistik adenoma (n=2) vakalarinin birinde homozigot olarak goriilmiistiir.
Fibroadenoma vakalarinin (n=2) ise yarisinda homozigot, yarisinda ise heterozigot
olarak goriilmektedir. Ekzon 7 varyanti O0rneklem grubunda toplam ii¢ bireyde
heterozigot olarak tespit edilmistir. Orneklerden ikisi malign, biri benign
karakterdedir. Malign 6rneklerden biri kompleks adenokarsinoma, digeri ise tiibiiler
adenokarsinoma Ornegidir. Benign Ornegin ise benign miks timor oldugu
goriilmektedir. Ekzon 13 ve 3 UTR bdlgesi varyantlari tespit edildikleri bireylerde bir
arada goriilmektedir (c.4062C>T ve ¢.4071T>C). Iki varyantin pozisyonlar1 gz
onlinde bulunduruldugunda muhtemelen haplotip olduklar1 goriilmektedir, ancak
plazmite aktarim yapilarak DNA dizilemesi yapilmadigi icin bu iddia
dogrulanamamistir. Bu varyantlarin besi malign 6rneklerde, biri ise benign 6rneklerde
tespit edilmistir. Karsinosarkoma (n=2) ve solid karsinoma (n=2) Orneklerinin
tamaminda; anaplastik karsinoma (n=2) Orneklerinin ise yarisinda tespit edilmistir.
Benign tlimor 6rneklerinden ise yalnizca fibroadenoma (n=2) 6rneklerinin yarisinda

tespit edilmistir.

Insanlarda &zellikle ailesel meme tiimérlerine yatkinlikla iliskilendirilmis genler
ve tiimor histopatolojileri arasindaki baglantiy1 ortaya ¢ikarmak amaciyla yapilmis
cesitli calismalar mevcuttur, ancak PALB2 geni mutasyonlarinin neden oldugu spesifik
bir histopatolojiye iliskin yeterli kanit bulunmamaktadir (Hodgson ve Turashvili,
2020). Tez calismasi kapsaminda ise orneklem grubunda kisith sayida 6rnek
bulunmasi nedeniyle varyant-histopatoloji iliskilendirmesi yapilmasi miimkiin
degildir. Ancak intron 6 varyanti i¢in kompleks adenokarsinoma (n=2), solid
karsinoma (n=2), tiibiiler adenokarsinoma (n=2), karsinosarkoma vakalarinin (n=2) ve
fibroadenoma vakalarinin incelenmesi daha genis kapsamli ¢aligsmalarda onerilebilir.
Benzer sekilde ekzon 13 ve 3° UTR varyantlart icin karsinosarkoma ve solid

karsinoma vakalar1 incelenebilir.

Cizelge 4.2°de malign tiimorlere ait histolojik dereceler ve varyantlarin
derecelere gére dagilimi bulunmaktadir. Orneklerin histolojik derecelere gore dagilimi

dengeli degildir. Derece I olarak degerlendirilmis yalnizca iki 6rnek, derece II olarak
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degerlendirilmis sekiz 6rnek, derece III olarak degerlendirilmis ise yalnizca ii¢ 6rnek
bulunmaktadir. intron 6 varyant1 derece I’deki tiim drneklerde (n=2), derece II’deki
orneklerin (n=8) altisinda, derece III’teki 6rneklerin (n=3) ise ikisinde tespit edilmistir.
Ekzon 7’deki varyantlarin birisi derece I, digeri ise derece Il drneklerinden birinde
tespit edilmistir. Derece III’teki bireylerde ekzon 7 varyanti goriillmemektedir. Ekzon
13 ve 3’ UTR varyantlari derece I 6rneklerinde goriilmemistir. Derece II drneklerinin

(n=8) liclinde; derece III 6rneklerinin ise (n=3) ikisinde bu varyantlar tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. PALB?2 varyantlarinin histolojik derecelere gore dagilimu.
Kirmizi: homozigot mutant genotip, Sart: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil genotip.

intron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3'UTR
Histolojik Derece Ornek

¢.3096+8C>G c.3149C>T c.4062C>T | c4071T>C

II

11 6

Insanlarda yapilan meme tiimérii arastirmalarinda, PALB2 geni ve tiimoriin
histopatolojik derecesi ile ilgili baglanti kurulabilen caligmalarin sayis1 kisithdir.
Heikkinen ve ark. (2009), PALB2 geninde tespit ettikleri 1592delT mutasyonunun
fenotipik Ozelliklerini inceledikleri calismada, tiimorlerin %9,4’linlin derece I,
%37,5’inin derece Il ve %53,1’inin derece III olarak siniflandirildigini bildirmislerdir.
Li ve ark. (2018), meme tiimorii hastalarinda, PALB2 mutasyonlarin1 degil, gen
ifadesindeki degisiklikleri incelemis, PALB2 ifadesindeki artig ile tiimoriin
histopatolojik derecesi arasinda pozitif korelasyon goriildiigiinii bildirmislerdir. Tezin

bulgularinda varyant pozisyonlarinin bulundugu yabanil ve mutant dizilere farkl
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TF’lerin baglanabilecegine deginilmisti. Bu durumun gen ifadesini etkilemesi ve
timor  histopatolojik derecesi ile iliskilendirilebilmesi olanaklar dahilinde

goriilmektedir.

Cizelge 4.3’te varyantlarin akciger metastazis durumuna goére dagilimi
gorlilmektedir ancak metastazis goriilen 6rnek sayist (n=3) oldukca kisithdir ve
varyantlar ile metastazis durumu arasinda ¢ikarimda bulunmak bu nedenle giictiir.
Metastazis goriilen hastalarin tiimiinde intron 6 varyanti, ikisinde ise ekzon 13 ile 3’

UTR varyantlarimin tespit edildigi ve ekzon 7 varyantina rastlanmadig1 sdylenebilir.

Cizelge 4.3. PALB?2 varyantlarinin akciger metastazis durumuna goére dagilimi.
Kirmizi: homozigot mutant genotip, Sar1: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil genotip.

. intron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3'UTR
Akciger Metastazisi Ornek

c.3096+8C>G | ¢.3149C>T | c.4062C>T |c.4071T>C

Var

Yok 17

21

22

24

25

26

29

H

30

31
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Insan meme tiimérii vakalarinda metastazis bulgular1 genellikle lenf diigiimii géz
Ontine alinarak bildirilmis, baz1 yaymlarda hangi doku ve organda olduklarina dair net
bilgi verilmemistir. Heikkinen ve ark. (2009), PALB?2 geninde tespit ettikleri 1592delT
mutasyonunun fenotipik ozelliklerini inceledikleri ¢alismada hastalarin %97’sinde
metastazis goriilmedigini, yalnizca %3 linde metastazis goriildiigiinii bildirmislerdir.
Zhou ve ark. (2020), PALB2 geninde germ hatt1 mutasyonu bulunan meme timorii
hastalarinin %3,13’linde uzak dokulara metastazis goriildiiglinii bildirmistir ancak bu
veri istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Lefebvre ve ark. (2016), insan meme
timorii vakalarinda yaptiklart retrospektif ¢aligma ile metastatik meme timorii
vakalarinda erken yasta meydana gelen meme tiimorii vakalarina nazaran PALB2
geninde daha sik mutasyon goriildiiglinti bildirmistir. Paul ve ark. (2020) da benzer
sekilde PALB2 germ hatti mutasyonlarmin metastazis ile anlamli derecede iliskili

oldugunu bildirmislerdir.

Germ hattindaki patolojik mutasyonlara bagli olarak meydana gelen meme
timori vakalar1 ve erken yasta meme tiimorii tanist konulmasi arasindaki iliski
insanlarda yaygin olarak arastirilan konulardan birisidir (Evans ve ark., 2021).
Kopeklerde yasam siiresinin insanlara gore yaklasik yedi kat kisa oldugu bilimsel
olarak desteklenmemekte; 1k, viicut biiyiikligli ve akrabalik derecesine gore
degisiklik gostermektedir (Galis ve ark., 2007; Patronek ve ark., 1997 ve Yordy ve
ark., 2020). American Kennel Club (AKC) web sitesinde (https://www.akc.org)
kinoloji federasyonunca kabul edilen irklarin ortalama yasam siireleri, ciisseleri gibi
bilgilere ulagilabilmekte ve giincel olarak kullanilan kopek-insan yast kiyaslama
tablosuna erisilebilmektedir (The American Kennel Club, 2021). Orneklemdeki tiim
bireylere ait itk ve yas verileri degerlendirilerek, AKC’deki agirliklarina gore
smiflandirilmig ve insanlardaki yaklasik yas gruplar1 bu sayede degerlendirilmis ve
Cizelge 4.4 olusturulmustur. Melez wrklar i¢in genellikle orta veya biiylik ciisseli
olduklar1 g6z oniinde bulundurularak insan yasina doniistiirme islemi yas araligi
seklinde verilmistir. English setter ve kangal irklar1 icin ise kilolarna iligkin kayit
bulunmadigindan bu Orneklere ait veriler sirasiyla orta-biiyiik ve biiyiik-dev 1rk

siifina girebilecekleri ihtimali tizerinden yas arali1 seklinde verilmistir.
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En geng bireyin 32 numarali saglikli Pug irki 6rnek oldugu ve drneklemin insan

yast ile 45 yas ve lizerindeki orta yas iistii ve yasli bireylerden olustugu goriilmektedir.

Tablodaki genel dagilim incelendiginde, PALB2 varyantlarimin dagiliminin yas ile

iliskisine dair herhangi bir ¢ikarim yapilamayacagi, 6rneklemin kiigiikliigii ve geng

bireylerin bulunmamasi nedeniyle, bu konunun degerlendirilebilmesi i¢in daha genis

bir 6rneklem ve daha genis yas gruplarinda ¢alisilmasi gerektigi goriilmektedir.

Cizelge 4.4. PALB? varyantlarinin yas (kdpek yasi1) gruplaria goére dagilimi.

* isareti melez bireyleri gostermektedir. Bu bireylerde clisse tahmini olarak secilmistir. Kirmizi: homozigot mutant
genotip, Sar1: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil genotip.

i intron 6 Ekzon 7 | Ekzon 13 3'UTR
Ornek Irk Boyut | Yas n;a:l
Y1 03006+8C>G | ¢.3149C>T | ¢.4062C5T | ¢.4071T>C
32 Pug (Saglikly) Kiigiik 4 32
22 Boxer Biiyiik 6 45
12 Tibetan terrier Orta 7 47
25 Yorkshire terrier | Kiigiik 8 48
Orta-
29 Melez biiyiik* 7 | 47-50
30 Tibetan terrier Orta 9 56
24 Husky Orta 10 60
English cocker
31 spaniel Orta 10 60
Orta-
2 Melez biiyiik* 9 | 56-61
Orta-
17 English setter biiytik 9 56-61
Biiyiik-
20 Kangal dev 8 55-64
5 Tibetan terrier Orta 12 69
13 Golden retriever | Biiyiik 11 72 -
10 Tibetan terrier Orta 13 74
6 Pinscher Kiiciik 15 76
3 Rottweiler Biiyiik | 12 77 -
21 Golden retriever | Bilyiik 12 77
Orta-
16 Melez biyiik* | 13 | 74-82
1 Golden retriever | Biiyiik 13 82
11 Rottweiler Biiyiik 13 82
26 Tibetan terrier Orta 16 87
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Cizelge 4.5 ise Orneklemdeki bireylerin yaslar1 ve tiimor tipinin

degerlendirilebilmesi amaciyla hazirlanmstir.

Cizelge 4.5. Orneklem grubuna ait yaslar ve tiimér tipi ve histopatolojileri.
Siralama insan yaslarina gore yapilmistir. * isareti melez bireyleri gostermektedir. Bu bireylerde ciisse tahmini
olarak sec¢ilmistir.

Ornek Irk Boyut Yas | linsan Tiimér tipi Histopatoloji
yast
32 Pug (Sagliklr) Kiiglik 4 32 Saglikli -
22 Boxer Biiyiik 6 45 Benign Papiller kistik adenoma
12 Tibetan terrier Orta 7 47 Malign Anaplastik karsinoma
25 Yorkshire terrier Kiiglik 8 48 Benign Fibroadenoma
29 Melez Orta- 7 47-50 Benign Benign miks timor
biiytik*
30 Tibetan terrier Orta 9 56 Benign Benign miks tiimor
24 Husky Orta 10 60 Benign Papiller kistik adenoma
31 English cocker Orta 10 60 Benign Fibroadenoma
spaniel
2 Melez Orta- 9 56-61 Malign Karsinosarkoma
biiytik*
17 English setter Orta- 9 56-61 Malign Malign miks karsinoma
biiyiik
20 Kangal Biiyiik- 8 55-64 Malign Malign miks karsinoma
dev
5 Tibetan terrier Orta 12 69 Malign Solid karsinoma
13 Golden retriever Biiyiik 11 72 Malign Tiibiiler adenokarsinoma
10 Tibetan terrier Orta 13 74 Malign Tiibiiler adenokarsinoma
6 Pinscher Kiiciik 15 76 Malign Anaplastik karsinoma
3 Rottweiler Biiyiik 12 71 Malign Karsinosarkoma
21 Golden retriever Biiyiik 12 77 Malign Kompleks
adenokarsinoma
16 Melez Orta- 13 74-82 Malign Malign miks karsinoma
biiytik*
1 Golden retriever Biiyiik 13 82 Malign Kompleks
adenokarsinoma
11 Rottweiler Biiyiik 13 82 Malign Solid karsinoma
26 Tibetan terrier Orta 16 87 Benign Benign miks tiimor

Cizelge 4.5’teki verilere gore, geng bireylerde benign, yasl bireylerde ise malign
timorler yaygin olarak goriilmektedir. Tiimor tipi dagilimlar: 12 ve 26 kodlu bireyler

haricinde gen¢ bireylerde benign, yash bireylerde ise malign meme tiimorlerinin
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yaygin olarak goriildiigiinii bildiren ¢aligmalar1 destekler niteliktedir. Epidemiyolojik
caligmalarda genel goriis 10-11 yaslarina kadar KMT insidansinda artig goriildigii;
sonrasinda ise bu oranin diistiigii yoniindedir (Boldizsar ve ark., 1992; Dobson ve ark.,
2002; Dorn ve ark., 1967; Gamlem ve ark., 2008 ve Schneider ve ark., 1969) ancak
orneklemdeki yaslar dikkate alindiginda KMT hastas1 20 bireyden dokuzunun 12 yas
ve listli oldugu ve neredeyse 6rneklem grubunun yarisini temsil ettigi goriilmektedir.
Salas ve ark. (2015), KMT frekansinin en yiiksek oldugu yas araliginin dokuz ile 12
yaslar1 arast donem oldugunu ifade ederken, Andrade ve ark. (2017), KMT igin
ortalama yasin 9,99 oldugunu hesaplamiglardir. Ramesh ve ark. (2019), ise KMT
vakalarmin en yiiksek goriildiigli yas araligmin sekiz ve 12 yaslar1 arast oldugunu
bildirmislerdir. Zatloukal ve ark. (2005), meme displazi/hiperplazilerinin sekiz, benign
timorlerin 10, malign tiimorlerin ise 13 yash kopeklerde en yiiksek frekansa
ulastiklarin1 bildirmiglerdir. Sorenmo ve ark. (2003) ise benign tiimdrlerin olugma
yasini sekiz bucuk; malign tiimoérlerin olugsma yasini dokuz buguk olarak belirlemistir.
Tez calismasindaki 6rneklem grubunda ise benign tiimorler alt1 ve 10 yaslar1 arasinda
goriilmiis ancak 16 yash bir bireyde de tespit edilmistir. Malign tiimorler ise yedi yas
ve Ustli bireylerde tespit edilmistir. Caligma grubunun dagilimi Sorenmo (2003) nun
verilerini destekler niteliktedir. Sleeckx ve ark. (2011), bes yasindan 6nce malign
meme timori olugmasini nadir gozlenen bir durum olarak ifade etmistir, drneklem
grubu kii¢iik olmasina karsin, tez ¢aligmasinda bes yasindan kiigiik herhangi bir
bireyde malign tiimdr goriilmemistir. Yapilan epidemiyolojik caligmalarda irk ve
boyut ayrim1 yapilmaksizin yas gruplandirmasi yapilmistir. Ancak, en azindan irklarin
ciisselerine uygun sekilde siniflandirilarak yas gruplarina ayrilmasi, KMT gelisiminde
yas faktOriinlin arastirilacagi yeni calismalar i¢in daha dogru sonuglar verecektir.
Orneklem grubunda geng kabul edilebilecek yastaki tek bireyin saglikli birey olmasi
nedeniyle, insanlarda PALB2 mutasyonu tespit edilen meme tiimdrii vakalarindaki yas

dagilimina iliskin ¢aligmalar tartisma boliimiine dahil edilmemistir.

Kopek tiirtinde 1rk i¢i genetik heterojenite diger tiirlere nazaran daha diistiktiir
ve homozigotluktaki bu artis nedeniyle belirli rklarda veya irk gruplarinda gerek
hastaliklara, gerekse spesifik timor tiplerinde kansere yatkinlik riski artmaktadir

(Sargan, 2012). Calismaya dahil edilen toplam 11 farkli irk ve melez bireylere ait
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ornekler mevcuttur ve c¢aligmadaki irklar Diinya Kopek Organizasyonu (FCI)
simiflandirma sistemine gore (http://www.fci.be/en/nomenclature/) Cizelge 4.6’da
gruplandirilmistir (Fédération Cynologique Internationale, 2021). Ana gruplardaki
birey sayilarmmin bir ve alti arasinda degistigi, gruplarin dengeli olmadigi

goriilmektedir. Ana gruplardaki varyant dagilimlarindan ¢ikarim yapmak giigtiir.

Cizelge 4.6. FCI siniflandirmasina gore (Fédération Cynologique Internationale, 2021) drneklemdeki
bireyler ve varyant dagilimlar.

Kirmizi: homozigot mutant genotip, Sart: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil genotip. I 6: Intron 6, E
7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13, UTR: 3° UTR varyanti.

Grup (FCI) Boliim Altboliim Irk Ornek | i6 | E7 |E13 | UTR
Spitz and .
Primitive types Nordic Sledge Dogs - Husky 24
1
Retrievers - Retrievers - Golden retriever 13
Flushing Dogs -
Water Dogs 21
Flushing Dogs - English <_:ocker 31
spaniel
| 3
: Rottweiler
Pinscher and Mt?;téff 11
Schnauzer - Molossian type »
Molossoid and Boxer
Swiss Mountain Mountain
K 1
and Cattledogs type anga 20
Pinscher and . .
Schnauzer type Pinscher Pinscher 6
. British and Irish .
Pointing Dogs Pointers and Setters Setter English setter 17
Terriers Toy Terriers - Yorkshire terrier 25 |-
5
10
. Tibetan Breeds - Tibetan terrier 12
Companion and
Toy Dogs 26
30
Small Molossian <
type Dogs - Pug (Saglikli) 32
- - - Melez 2 ‘
- - - Melez 16 -
- - - Melez 29

Kopek irklarinin kokenine ve filogenetigine iliskin yapilmis bir ¢cok ¢alisma
bulunmaktadir (Vila ve Leonard, 2012). En genis kapsamli ¢alismalardan birisi Parker
ve ark. (2004)’nin mikrosatelit ¢aligmasi, bir digeri de Vonholdt ve ark. (2010)
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tarafindan yapilmis genom boyu iliskilendirme ¢aligmasidir. Parker ve ark. (2004),
caligmalar1 kapsaminda 85 kdpek irkinda filogenetik analizde, antik kdkenlere sahip
birka¢ 1rki, modern Avrupa kokenli irklardan ayirmistir. Agirlikli olarak benzer
cografi kokene, morfolojiye veya insan faaliyetlerindeki roliine sahip irklar1 igeren
dort genetik kiime belirlemislerdir. Parker ve Ostrander (2005), bu ¢alismaya iliskin
yaymladiklar1 derleme yayinlarinda irklardaki gruplandirmayr Sekil 4.1°deki gibi

tanimlamislardir.

Presa Canario
Rottweiler
Bullmastiff

Newfoundland

German Shepherd Dog

French Bulldog
Miniature Bull Terrier Q
Bulldog '

Clumber Spaniel
Australian Shepherd
Rhodesian Ridgeback

Irish Terrier Soxer N
Bedlington Terrier Mastiff ‘
i Kerry Blue Terrier T
ointer Soft Coated Wheaten Terrier

Irish Setter 3 :
German Shorthaired Pointer Fl&bc;‘;:::’ ;::Jg:' .
Welsh Springer Spaniel Chihuahua Saint Bernard
Bernese Mountain Dog

English Cocker Spaniel
American Cocker Spaniel

Greater Swiss Mountai

Pomeranian Dog

American Water Spaniel
Cavalier King Charles Spaniel Dachshund
Chesapeake Bay‘ Retriever Pug N
Porhiguess Weler Bichon Frise oy
tuguese Water Dog Standard Poodle R} Borzoi
Miniature Schnauzer Whippet 4 i osrf‘m
Standard Schnauzer Manchester Terrier ‘ gain Sheepdog
Giant Schnauzer Keeshond f Belgian Tervuren
American Hairless Teniqr Norwegian Elkhound Collie
West Highland White Terrier Komandor Shetland Sheepdog
Cairn Termer Kivesz
Australian Terrier Great Dane
Airedale Terrier
Doberman Pinscher Samoyed
Italian Greyhound L:as_a Apso
Ibizan Houndr ekingese
Pharaoh Hound Shih Tzu
Old English Sheepdog

Tibetan Terner

Schipperke Afoh
Beagle an Hound %
Basset Hound Saluki ShAk:la ‘), B
Bloodhound iba Inu

Chow Chow <

Chinese Shar-Pei \
\ 1 Alaskan Malamute
\ Siberian Husky
- Basenji

Sekil 4.1. 85 kdpek irkinin popiilasyon yapist (Parker ve Ostrander, 2005).
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Cizelge 4.7. Sekil 4.1'deki popiilasyon dagilimima goére varyantlarin durumu.

Grup bashig1 altindaki renkler Sekil 4.1°deki kiimeleri gostermektedir. I 6: Intron 6, E 7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13,
UTR: 3’ UTR varyanti. Siyah: homozigot mutant genotip, Gri: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanil
genotip.

(Parker ve g:tlrl:nder, 2005) Irk Ornek | 6 | E7 | E13 | UTR
Husky 24 -
5
10
Tibetan terrier 12
26
30
1
Golden retriever 13
21
English cocker spaniel 31
Pug (Saghkl) 32
3
Rottweiler
11
Boxer 22
Kangal 20
Pinscher 6
English setter 17
Yorkshire terrier 25
2
Melez 16
29

Cizelge 4.7°de Kangal, Miniature pinscher, English setter ve Yorkshire terrier
irklar1 Parker ve ark. (2004)’nin ¢aligmalarinda yer almadiklari i¢in gruplandirmalara
dahil edilememistir. Sar1 renkli grupta Siberian husky ve Tibetan terrier 1rklar
bulunmaktadir. Iki Tibetan terrier ki bireyde (26 ve 30 numarali rnekler) higbir
varyant tespit edilmemistir. Intron 6 varyanti hem Siberian husky hem de Tibeten
terrier 1rk1 bireylerin iiglinde (5, 10 ve 12 numarali 6rnekler) belirlenmistir. Bu grupta
intron 6 varyanti, PALB2 varyanti goriilen tiim bireylerde mevcuttur diyebiliriz. Ekzon
7 varyant1 bu gruptaki bireylerin hi¢birinde bulunmamaktadir. Ekzon 13 ve 3> UTR
varyantlari iki Tibetan terrier irki bireyde (5 ve 12 numarali 6rnekler) ayni paternde

goriilmektedir. Kirmizi renkli grupta Tibetan terrier, Golden retriever, English cocker
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spaniel ve Pug 1klar bulunmaktadir. Iki Tibetan terrier ki birey ve saglikli 6rnek
olan Pug wrki birey haricinde intron 6 varyanti bu gruptaki tim bireylerde
goriilmektedir. English cocker spaniel ki birey intron 6, ekzon 13 ve 3° UTR
varyantlarin1 Tibetan terrier ki iki bireyle ayni paternde gostermektedir. Golden
retriever 1rki bireyler incelendiginde, ii¢ 6rnekten ikisinde (13 ve 21 numarali 6rnekler)
intron 6 varyantinin yani sira, ekzon 7 varyant1 da tespit edilmistir. Yesil renkli grupta
yalnizca saglikli birey bulundugu icin bu gruba iligkin herhangi bir ¢ikarimda
bulunmak miimkiin degildir. Mavi renkli grupta ikisi Rottweiler, biri Boxer 1rk1 olmak
tizere yalnizca li¢ 6rnek bulunmaktadir. Boxer 1rki bireyde herhangi bir varyant tespit
edilmemistir. Rottweiler 1rki bireylerde ise intron 6, ekzon 13 ve 3° UTR varyantlari
ayni paternde (homozigot/heterozigot/heterozigot) dagilim gostermistir. Genel olarak
ekzon 7 varyantinin yalnizca kirmizi grupta goriildiigiinii, intron 6, ekzon 13 ve 3’
UTR varyantlarinin yesil grup haricindeki tiim gruplarda goriildiigiinii s6yleyebiliriz.
Yesil grup icin herhangi bir ¢ikarimda bulunamamakla birlikte; irk ve birey sayisinin
dengeli olarak artirilacagi caligmalar bu veriler 15181nda PALB2 varyantlariin dagilinm

acisindan gruplar i¢inde ve gruplar arasinda bilgilendirici olabilir.

Vonholdt ve ark. (2010) tarafindan yapilmig genom boyu iliskilendirme
calismasinda 85 kopek irkinda paylasilan allel ve haplotipler gbz Oniinde
bulundurularak “Neighbour-joining (NJ) tree” olusturulmustur. Tez ¢alismasi
kapsaminda 6rnekleme dahil edilen bazi irklar (Kangal, English setter, Tibetan terrier)
ilgili calismada yer almamaktadir. Haplotiplere gore olusturulmus NJ tree Sekil
4.2.a’daki gibi gorilmektedir. Tez calismasi kapsaminda gruplandirmalar igin
haplotipler géz ontine alinarak Vonholdt ve ark. (2010), tarafindan olusturulan NJ tree

kullanilmistir.
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Sekil 4.2. Vonholdt ve ark. (2010) tarafindan yapilmis genom boyu iligkilendirme galigmasi.
a. 85 1rk igin yapilan genom boyu iligkilendirme ¢aligmasinda elde edilen haplotip verileri ile olusturulmus NJ tree
b. Ayni ¢alismada elde edilen allel verileri ile olusturulmus NJ tree. Tez ¢alismast i¢in gruplandirma haplotip

verilerine gore yapilmustir.
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Vonholdt ve ark. (2010)’nin ¢aligmalar1 sonucunda elde ettikleri haplotiplere
iliskin NJ tree’ye gore 6rneklemdeki Siberian husky irkinin dahil oldugu Antik ve Spitz
irklarinin  ayrilmasimin ardindan, gorerek iz siiren tazilar, ¢oban kopekleri, av
kopekleri, kiigiik terrierler ve mastif benzeri kopeklerin bulundugu genis bir grup ile
spanieller, siis kopekleri, is kopekleri ve koku ile iz siiren tazilar ikinci bir genis grup
olusturmaktadir. Birinci biiyiik grup i¢inde gorerek iz siiren tazilar ve coban kdpekleri
diger gruplara gore daha dnce ayrilmaktadir, ancak bu gruplar i¢indeki irklardan tez
caligmasindaki 6rnekleme dahil edilen herhangi bir irk bulunmamaktadir. Gorerek iz
stiren tazilar ve ¢oban kdpekleri ayrildiktan sonra refrieverlar ve mastif benzeri
kopeklerin bir kismu birlikte bir grup olusturarak ayrilmaktadir. Golden retriever irki
retrieverlarin bulundugu gruba dahildir. Birlikte ayrilan mastif benzeri irklar arasinda
ise Rottweiler ve Great dane 1klart bir grup, Saint bernard ve Bernese mountain dog
irklart ise bir baska grup olusturmaktadir. Tez ¢alismasinda bulunan Rottweiler 1rki
bireyler zaten Vonholdt ve ark. (2010)’nin yayinlarinda bulunmaktadir ve dag
kopeklerinin olusturdugu grup i¢inde mevcuttur. Bu gruplarin ayrilmasinin ardindan
Yorkshire terrierin bulundugu ferrierler grubu ile Boxer ve diger mastif tipi kopeklerin
bulundugu grup birbirinden ayrilmaktadir. Siis kopekleri, spanieller, koklayarak iz
stiren tazilar ve is kopekleri ile baz1 coban kdpegi irklarinin bulundugu ikinci biiyiik
grupta ¢oban kdpekleri diger irklardan ayri bir grup olusturmaktadir. Kalan irklardan
Pug, Miniature pinscher gibi irklari dahil oldugu siis kopeklerinin ayr1 bir grup olarak
ayrildigi, ardindan is kopeklerinin farkli bir grup meydana getirdigi goriilmektedir.
Kalan wrklar ig¢inden spanieller ve koklayarak iz siiren tazilarin iki ayr1 grup
olusturdugu goriilmektedir. English cocker spaniel 1rki, Vonholdt ve ark. (2010) nin
calismasinda spanieller grubunda yer almig irklardandir. Bu ¢alismada olusturulmus
haplotip temelli NJ tree goz onlinde bulundurularak Cizelge 4.8 olusturulmus ve

orneklemdeki varyantlarin dagilimi irklar gruplandirilarak incelenmistir.
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Cizelge 4.8. Vonholdt ve ark (2010)'nin ¢aligmasi sonucunda elde edilen haplotip gruplari, FCI
siniflandirmasi ve varyantlarin dagilimi.

Kirmizi: homozigot mutant genotip, Sari: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabaml genotip. I 6: Intron 6, E
7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13, UTR: 3° UTR varyanti.

Haplotip Grup (FCI) Irk Ornek | 16 |E7| E13 |UTR
Gruplan
1 Spitz and Primitive types Husky 24
1
Retrievers - Flushing Dogs - Water Dogs | Golden retriever 13
21
Pinscher and Schnauzer - Molossoid and Rottweiler 3
5 Swiss Mountain and Cattledogs 11 ‘
Terriers Yorkshire terrier 25 |-
Pinscher and Schnauzer - Molossoid and Boxer 2
Swiss Mountain and Cattledogs
3 Companion and Toy Dogs Pug (Saglikli) 32
Pinscher and Schnauzer - Molossoid and Pinscher 6
Swiss Mountain and Cattledogs
Retrievers - Flushing Dogs - Water Dogs English ;ocker 31
spaniel
Pinscher and Schnauzer - Molossoid and Kaneal 20
Swiss Mountain and Cattledogs &
5
10
Companion and Toy Dogs Tibetan terrier 12
26
) 30
Pointing Dogs English setter 17
2
- Melez 16
29

Cizelge 4.6’da ayn1 haplotip gruplar1 altindaki gri alanlarla birbirinden ayrilmig
wrklar NJ tree’deki daha kiigiik gruplagmalar ifade etmektedir. Haplotip gruplari
(Vonholdt ve ark., 2010) ve FCI smiflandirmasi (Fédération Cynologique
Internationale, 2021) arasinda yapilan karsilastirmada ayni FCI grubunda bulunan bazi
irklarin  farkli gruplarda bulunan 1rklarla haplotip benzerliginin daha yiiksek

cikabildigi goriilmektedir. Cizelgede bu verilerin haricinde gruplandirilamamis
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bireyler ve melez bireylere ait veriler de goriilmektedir. Gerek Vonholdt ve ark.
(2010)’nin c¢aligmasinda, gerekse FCI siniflandirmasinda Siberian Husky ki diger
irklardan ayrilmis goriilmektedir. Bu irk yalnizca intron 6 varyantint homozigot olarak
tasimaktadir. Orneklemde aymi gruba dahil baska bir irk veya birey olmadigindan antik
ve spitz irklarinin bulundugu ilk haplotip grubunda varyant dagilimina dair ¢ikarimda
bulunmak giictiir ancak Parker ve ark. (2004)’nin ¢alismasinda Tibetan terrier irki
Husky ile iliskili goriilmiistiir ve bu konuya daha 6nce deginilmistir. ikinci haplotip
grubu retrieverlar, terrierler ve mastif benzeri irklarin bulundugu genis bir gruptur
(Vonholdt ve ark., 2010). Burada Golden retriever irkinin bulundugu retrieverlar
grubu ve Rottweiler irkinin bulundugu mastif benzeri grubun haplotipleri daha ytiksek
benzerlik gostererek Vonholdt ve ark. (2010) nin ¢alismasina gore diger iki alt gruptan
ayrilmistir ancak Golden retriever irkinin Boxer ve Rottweiler irklarindan keskin bir
sekilde ayrildigin1 bir Onceki gruplandirmada (Parker ve ark., 2004) gormiistiik.
PALB?2 varyantlari a¢isindan incelendiginde Golden retriever irkinda intron 6 varyanti
iki bireyde (1 ve 13 numarali 6rnekler) homozigot, bir bireyde ise (21 numarali 6rnek)
heterozigot olarak goriilmektedir. Ekzon 7 varyant1 6rneklemde yalnizca ii¢ bireyde
goriilmektedir. Ekzon 7°deki varyantlardan ikisi Golden retriever 1irki bireylerde (13
ve 21 numarali 6rnekler) biri ise melez bireyde (29 numarali 6rnek) tespit edilmistir.
Bu 1rktaki bireylerin higbirinde Ekzon 13 ve 3’ UTR varyantlarina rastlanmamastir.
Orneklemin tamami dikkate alindiginda ekzon 7 varyantinin Golden retriever 1rki igin
risk teskil edebilecegi goriilmekte ve daha genis bir 6rneklem grubunda aragtirilmasi
onerilmektedir. Rottweilerlarda her iki bireyde de intron 6 varyanti homozigot, ekzon
13 ve 3’ UTR varyantlar1 ise heterozigot olarak tespit edilmistir. Ekzon 13 ve 3 UTR
varyantinin goriildiigii toplam alt1 6rnek bulunmaktadir. Bu varyantlardan ikisinin
Rottweiler irkinda goriilmesi ve intron 6 varyantinin yine bu irktaki iki bireyde birden
bulunmasi ve ayn1 haplotipin goriilmesi, bu ii¢ varyantin Rottweiler 1rki i¢in risk teskil
edebilecegini gostermektedir. ileride bu varyantlar igin yapilacak calismalarda daha
fazla Rottweiler ki bireyde arastirma yapilmasi onerilmektedir. Ikinci haplotip
grubunda diger bir alt grubu olusturan terrierleri (Vonholdt ve ark., 2010) tez ¢aligmasi
ornekleminde yalnizca Yorkshire terrier irkina mensup bir birey temsil etmektedir.
Parker ve ark. (2004)’nin ¢alismasinda bu irk bulunmadigindan herhangi bir gruba

dahil edilememisti. Bu bireyde yalnizca intron 6 varyantt homozigot olarak tespit
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edilmistir ancak tek bir birey bulundugu i¢in ¢ikarimda bulunmak giigtiir. Ikinci
haplotip grubundaki son alt grubu temsil eden Boxer irkinda ise PALB?2 geninde higbir
germ hatti mutasyonuna rastlanmamistir. Boxer irkinin Parker ve ark. (2004)’nin
caligmasinda Rottweiler 1rki ile ayni grupta bulundugunu gérmiistiik, ancak Vonholdt
ve ark. (2010)’nin ¢alismasinda ayr1 bir alt grup olarak bulundugunu net bir sekilde
gormekteyiz. Haplotip grubu 2 genel olarak degerlendirildiginde higbir varyant tespit
edilmemis olan Boxer 1rki birey haricinde drneklerin tiimiiniin intron 6 varyantini en
az bir allelinde bulundurdugu goriilmektedir. Ekzon 7 varyanti i¢in riski en yliksek
grup yine bu haplotip grubudur ve ekzon 13 ve 3’ UTR varyantlar1 da bu grupta
bulunan bireylerde goriilebilmektedir. Siis kdpekleri ve spaniellerin bulundugu tigiincii
ana haplotip grubunda siis kopekleri ilk alt grubu olusturmaktadir. Bu gruptaki irklarin
genellikle Cin kokenli irklar ve kiiclik kopekler oldugu goriilmiistiir. Saglikli kontrol
olan Pug k1 bu alt grupta bulunmaktadir. Parker ve ark. (2004)’nin ¢alismasinda
bulunmayan Miniature pinscher irkinin ise bu alt gruba diger alt gruplardan daha yakin
oldugu Vonholdt ve ark. (2010)’nin ¢alismasinda goriilmektedir. Saglikli kontrol
olarak orneklemde bulunan Pug irki ve KMT hastas1 Pinscher (Miniature pinscher)
irk1 bireyde herhangi bir varyant tespit edilmemistir. Bu grubun diger bir alt grubu olan
spanieller grubunda ise English cocker spaniel itki bulunmaktadir. English cocker
spaniel 1rki bireyde intron 6, ekzon 13 ve 3’ UTR varyantlari bir arada ve heterozigot
olarak tespit edilmistir. Simiflandirmaya alinamayan bireylerden Kangal 1rki1 FCI
tarafindan Boxer ve Rottweiler irklarinin bulundugu “Molossian” tipi kopekler
smifinda oldugundan ikinci grupta (Vonholdt ve ark., 2010) ve mavi grupta bulunmasi
miimkiin gériinmektedir, ancak alt grubu incelendiginde (bkz Sekil 4.1) “Mountain”
tipindeki Saint bernard, Bernese mountain dog gibi ayni alt gruptaki irklarin
bulundugu mavi-yesil gruplarin kesisim kiimesinde ¢ikma ihtimali ytiksektir (Parker
ve ark., 2004). Ancak mikrosatelit ve genom boyu iligskilendirme c¢aligmalar
yapilmadigr i¢in bunlar hakkinda yalnizca fikir yiiriitmek miimkiindiir. Miniature
pinscher ve English setter irki bireyler muhtemelen kirmizi grupta toplanacaktir ancak
bu irklara iliskin veriler bulunmadigindan herhangi bir varyant tespit edilmemis olan
bu bireyler i¢in ¢ikarimda bulunmak miimkiin degildir. Yalnizca intron 6 varyantinin
bulundugu Yorkshire terrier irki bireyin kirmizi, mavi ya da yesil renkli popiilasyon

gruplarinda (Parker ve ark., 2004) bulunmasi olasidir, ancak elimizde veri olmadigi
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icin bunu degerlendirebilmemiz miimkiin gériinmemektedir. Grup dis1 kalan melez
bireylerden birinde herhangi bir varyant tespit edilmemistir. 29 numarali melez birey
13 numarali1 Golden retriever 1rki drnekle, 2 numaralt melez birey ise 3 ve 11 numarali
Rottweiler 1rk1 Orneklerle ayni paternde germ hatti mutasyonuna sahiptir. Melez
bireyler incelendiginde, 16 numarali 6rnekte herhangi bir germ hattt mutasyonu tespit
edilmemis, iki numarali 6rnekte Rottweiler irkinda goriilen paternde mutasyon oldugu
goriilmiistiir. 29 numarali birey ise 13 numarali Golden retriever ki bireydeki
mutasyon paternini gostermistir. Melez bireylerde ebeveynlere bagli olarak gen
havuzundaki herhangi bir allelin genotipte tespit edilebilmesi miimkiindiir. Bu
nedenle, tespit edilen tiim varyantlar acisindan risk altinda olduklar1 diistiniilebilir.
Salas ve ark. (2015), yaptiklar1 retrospektif calismada meme tiimorii vakalarinin
satkan 1rk fenotipi gosteren bireylerde melez bireylerden yaklasik dort kat fazla
goriildiigiinii bildirmislerdir. Bu durum, saf irklardaki homozigotlugun daha ytiksek
olmas1 (Sargan, 2012) ile aciklanabilir. Irk ve 1k gruplart bazinda germ hatti
mutasyonlarinin dagiliminin saglikli bir bigimde incelenebilmesi i¢in, daha genis ve

dengeli 6rneklem gruplarma ihtiyag vardir.

4.2. Varyantlarin Protein Yapisi ve Fonksiyonuna Etkileri

Tespit edilen varyantlarin protein yapist ve fonksiyonuna etkilerinin
degerlendirilmesi KMT agisindan kritik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle tespit edilen

tiim varyantlarin etkilerine 6zel olarak deginilmistir.

4.2.1. PALB2 Geni Intron 2 Varyanti

Transkriptte ve protein kodlanmasinda yer almayan intron 6 (c.3096+8C>Q)
varyantinin etkileri pozisyona baglanan herhangi bir TF tespit edilmemis olmasi
nedeniyle yalnizca splice mekanizmasina iliskin veriler iizerinden degerlendirilmistir.
Intron 6°da insan PALB2 geninde meydana gelebilecek tiim olasi varyantlarin kriptik

akseptor bolge aktivasyonuna neden oldugu sonucu elde edilmistir (Desmet ve ark.,
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2009). VEP (McLaren ve ark., 2016) aracinda kopek tiiriindeki intron 6 varyantinin
splice bolgesi varyantt oldugu bilgisi ve Great dane 1tkina ait genomda
ENSCAFG00040003287 kodlu PALB2 genine ait ii¢ farkli transkript bulunmasi
varyantin  alternatif = splice’a neden olabilecegi  fikrini  desteklemektedir.
ENSCAFT00040006272.1 transkriptinde ekzon 7 bulunmamakta ve bu transkript
4134 niikleotit uzunlugunda olup, 1301 amino asitlik bir protein {riinii
sentezlemektedir. ENSCAFT00040006296.1 transkriptinde ise ekzon 1, ekzon 9 ve
ekzon 10 bulunmamakta, 3507 niikleotit uzunlugundaki bu transkript 1092 amino asit
uzunlugundaki bir protein iirlinii sentezlemektedir (Ensembl, 2021h). Varyantin
ENSCAFT00040006272.1 transkriptinin sentezlenmesi ile iligkisi olmas1 miimkiin ve
aragtirmaya degerdir. Bu transkriptte bulunmayan ekzon 7°nin WD4(0 domainine dahil
olmas1 nedeniyle, protein ifadesi olmasina karsin PALB2 proteininin diger proteinler
ile etkilesimine zarar vermesi ihtimal dahilindedir. ENSCAFT00040006296.1
transkripti de WD40 domaini agisindan ayni soruna yol agacaktir. Insan rs1060504708
varyantinin kalitsal kanser predispozisyonu ile iliskilendirilmis olmas1 bu varyanta
iliskin énemli bir bulgudur. Ozetle; “intron 6 varyant: alternatif splice mekanizmasi
iistinden PALB2 proteininin yapisini degistirme potansiyeline sahip olabilir ve KMT
predispozisyonu ile iliskilendirilebilir” seklinde yeni bir hipotez kurularak aragtirma

alanin1 genisletmek miimkiindiir.

4.2.2. PALB?2 Geni Ekzon 7 Varyanti

Proteinlerin islevleri {i¢ boyutlu katlanma yapisina dayanmaktadir. Proteinlerin
birincil yapisinda meydana gelen degisiklikler proteinin ikincil ve iigiinciil yapilarini
ve dolayisiyla da proteinin ti¢ boyutlu katlanma bi¢imini belirlemektir (Selzer ve ark.,
2019). Gegici protein-protein arasi etkilesimlerde proteinin katlanma yapisinin farkl
fizyolojik kosullar ve ortamlardaki durumu bile baglanma dinamikleri iizerinden
proteinin fonksiyonunu etkilemektedir (Nooren ve Thornton, 2003). Bu nedenle
birincil yapida meydana gelecek herhangi bir degisiklik protein fonksiyonu agisindan

oldukc¢a 6nemli etkiler yaratabilme potansiyeline sahiptir. DNA dizi analizi sonucunda
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tespit edilen varyantlardan proteinin birincil yapisim1 degistiren tek varyant ekzon

7’deki A1050V yanlis anlam mutasyonudur.

Ekzon 7°deki A1050V varyanti igin yapilan in silico analizlerin sonuglart bu
rezidlinlin protein yapisindaki pozisyonunun yiiksek oranda korunmus oldugunu ve
fonksiyonel bir rezidii oldugunu gostermistir (Ashkenazy ve ark., 2016). Amino asit
dizisinin evrimsel siiregteki korunmusluk durumuna gore yapilandirilmis SIFT
aracinin sonuglart da bu verileri destekler nitelikte “0” olarak bulunmustur. Bu
rezidiiniin tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus olmas1 6nemli bir fonksiyona sahip
olabilecegi ve olasi bir mutasyonun organizma icin zararli olabilecegini isaret
etmektedir. Yabanil proteindeki alanin amino asiti hidrofobik, kii¢iik ve ¢ok kiigiik
amino asitler gruplarinda; mutant proteindeki valin amino asiti ise hidrofobik, kiiciik
ve alifatik amino asitler gruplarinda siiflandirilmaktadir (Selzer ve ark., 2019). insan
tirtinde kontrol edildiginde de ayni rezidii degisikliginin SIFT skoru 0 olarak
bildirilmistir (Ensembl, 2021g). PROVEAN aracinda ise esik degeri -2,5’tir ve
varyantin etkisi -2,450 olarak hesaplanarak notral oldugu bildirilmistir (Choi ve Chan,
2015). Elde edilen sonucun esik degere olduk¢a yakin oldugu bu skorlardan
goriilmektedir. Ayni ara¢ insandaki pozisyon i¢in kullanildiginda varyantin -2,612
skoru ile zararli bir mutasyon oldugu goriilmiistiir (Choi ve Chan, 2015). PROVEAN
araci insan organizmasindaki varyantlarin degerlendirilmesi amaciyla tasarlanmistir.
Bu nedenle insanda bu varyantin zararli oldugunun bildirilmesi kdpekte de benzer bir
etki goriilebilecegi ihtimalini gliglendirmektedir. PolyPhen-2 sunucusunun (Adzhubei
ve ark., 2010) HumDiv modeline gére A1050V varyant1 0,991 (hassasiyet: 0,71;
spesifite: 0,97) skoruyla, HumVar modeline gore ise 0,986 (hassasiyet: 0,54;
spesifite: 0,94) skoruyla “zararli olma ihtimali olduk¢a yiiksek” olarak
degerlendirmistir. Kopekteki niikleotit degisikliginin insandaki karsiligi olan
c.2639C>T varyantinin PolyPhen skoru 0,881 (zararli olmast muhtemel) olarak
hesaplanmistir (Ensembl, 2021g). MutPred? sunucusunda (Pejaver ve ark., 2020)
A1050V varyantinin skoru 0,348 olarak hesaplanmis, varyantin patojenite ve fenotipe
etkisine iligskin veriler sunucu tarafindan saglanmamistir. Insandaki aym varyanta
iliskin MutPred2 sonucu hesaplandiginda ise 0,179 degeri ile yine esik degeri
gecemedigi ve etkilerinin hesaplanmadigi tespit edilmistir. SIFT, PROVEAN,
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PolyPhen ve MutPred? sonucglarinin iki tiir arasinda paralellik gostermesi oldukca
onemlidir. PhD-SNP (Capriotti ve ark., 2006) uygulamasinda sekans temelli metot
kullanildiginda A1050V varyanti hastalikla iliskilendirilmis polimorfizm (giivenilirlik
indeksi: 0); sekans ve profil temelli metot kullanildiginda nétral (gilivenilirlik indeksi:
5); hibrit metot kullanildiginda ise hastalikla iligkili (gilivenilirlik indeksi: 5) olarak
degerlendirilmistir. Giivenilirlik indeksleri degerlendirildiginde sekans ve profil
temelli metot ile hibrit metodun giivenilirligi daha yiliksek goriinmektedir. Ancak
yontemlerden birinde varyantin etkisi noétral, digerinde hastalikla iligkili olarak
degerlendirilmistir. Bu nedenle PAD-SNP aracindan elde edilen sonuglar {izerine
yorum yapmak zordur. SNPEffect 4.0 (De Baets ve ark., 2012) programinda A1050V
varyantinin proteinin agregasyon egiliminin, amiloid olusturmaya yatkinliginin ve
saperon baglama egiliminin etkilenmedigi tespit edilmistir. Protein yapisinin stabilitesi
ise gecerli bir yapisal bilgi bulunmadig i¢in tespit edilememistir. Ligand baglanma
bolgeleri ve varyantin bu bolgelerde neden olabilecegi degisikliklere iliskin F7Site
Binding Site Prediction (Kozakov ve ark., 2015) ve FunFOLD?2 (Roche ve ark, 2013)

araglariin verdigi sonuglar ise birbiri ile ortiismemektedir.

Kopek tiiriinde A1050V varyant1 mevcut tez ¢alismasi dncesinde Ensembl veri
tabanma bildirilmistir. Tlgili calisma arastinnldiginda, “High quality variant calls from
multiple dog genome project - Runl” isminde 238 6rnegin germ hattinda yapilan tiim
genom sekanslamasi ile karsilasilmaktadir (European Variation Archive, 2021).
Orneklerin 1rk, hastalik gibi verileri veya yapilan ¢alismaya iliskin herhangi bir yayina
ulagilamamaktadir. Tez ¢alismasindaki 6rneklem grubunda goriilmemesine karsin, bu
projede A1050V varyantinin homozigot olarak da goriildiigii tespit edilmistir. Insan
caligmalarinda ise kopekteki A1050V varyantinin birebir karsiligi olan A880V
varyantina iliskin bildirilmis herhangi bir vaka bulunmamaktadir. Ilgili niikleotit ve
amino asit pozisyonunda bildirilen tek varyantin A880D varyanti oldugu goriilmiistiir
(Ensembl, 2021g). Bulgular boliimiinde insanda bu pozisyonda goriilen potansiyel
varyantlarin ailesel meme timorli, endometrial timoér ve kalitsal kanser

predispozisyon sendromu ile iligkilendirildigine deginilmistir.
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Yapilan in silico analizlerden bir kismi varyantin nétral etkili oldugunu, bir
kismu ise zararli oldugunu ifade eden sonuglar vermistir. Hem kopek hem de insan
verilerindeki eksiklikler dikkate alindiginda varyantin zararli olup olmadigina dair
kesin sonuca ancak yapilacak vaka-kontrol ¢aligmalar1 ve fonksiyonel testler ile

ulagmak miimkiindiir.

Rezidii degisikligi haricinde A1050V varyant1 bulundugu pozisyona miRNA
baglanabilmesi nedeniyle de onemlidir. Mikro RNA’lar (miRNA) transkripsiyon
sonras1 gen regiilasyonunda aktif olarak gorev yapan yaklasik 18-25 niikleotit
uzunlugundaki kodlanmayan RNA molekiilleridir. Bu diziler spesifik olarak mRNA
dizilerine baglanarak genin translasyonunu baskilamakta veya mRNA’nin
degredasyonunu saglamaktadir. Insanlarda tiimor ilerlemesi, invazyonu ve
metastaziste onkogenik veya tiimor baskilayict etki gosterebildikleri bilinen
miRNA’lar, erken teshis, prognoz, ve risklerin tanimlanmasi ag¢isindan Onem
tagimakta, ayrica kisisellestirilmis kanser tedavilerinde ve Onleyici tipta klinik agidan
kullanilabilme potansiyeli bulunan hedeflerdir (Sethi, 2014). Kopeklerdeki meme
tiimorii vakalarinda da miRNA’larin benzer etkiler gortilmesi s6z konusudur (Boggs

ve ark., 2008; Cullen ve Breen, 2016; Fish ve ark., 2018 ve Kaszak ve ark., 2018).

PALB?2 geninde, transkripsiyonu yapilan tiim varyantlarin (Ekzon 7, ekzon 13
ve 3° UTR bolgesi) bulundugu pozisyonlar tez calismasi kapsaminda ii¢ farkli miRNA
veri tabaninda (7argetScan, miRDB ve miRWalk) arastirilmis ve yalnizca miRWalk
(Sticht ve ark., 2018) veri tabaninda ekzon 7’deki yanlis anlam mutasyonunun
bulundugu bolgeye baglanma potansiyeli olan dort adet miRNA oldugu tespit
edilmistir. Bu miRNA’lar cfa-miR-222, cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-
8846 miRNA’laridir. cfa-miR-222, insan miRNA’lar1 icinde MIMAT0000279 kodlu
hsa-miR-222-3p ile ayni1 niikleotit dizisine sahip korunmus bir miRNA’dir (Kozomara
ve ark., 2019). miRWalk veri tabaninda PALB2 geni i¢in insan tiirli se¢ilerek yapilan
taramada hsa-miR-222-3p’nin NM 024675 transkriptinde 2921-2938 nt’leri
arasindaki bolgeye baglandigi; XM 011545948 transkriptinde ise 80-111 nt’leri ve
3060-3077 nt’leri arasindaki iki bolgeye baglanabildigi goriilmiistiir (Sticht ve ark.,
2018). Buna karsin NCBI veri tabaninda bu transkriptler ve varyant pozisyonu
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incelendiginde varyant pozisyonunun NM 024675 referans transkriptinde 2792 nci
pozisyonunda bulundugu ve miRNA’nin bu bélgeye baglanmadigi (NCBI, 2021a);
XM 011545948 transkriptinde ise varyantin 2931’inci pozisyonunda bulundugu ve
miRNA’nin bu bodlgeye baglanmadigi tespit edilmistir (NCBI, 2021d). Ilgili
miRNA’ya (hsa-miR-222-3p) iligkin insanlarda yapilmis arastirmalara meme timorii
acisindan sorgulandiginda ise goze carpan bazi ¢aligmalar dikkat c¢ekmektedir.
Rinnerthaler ve ark. (2016), primer ve metastatik meme tiimorii vakalarinda yapilacak
caligmalarda normalizasyon icin kullanilmak {izere miR-222-3p’nin de dahil oldugu
11 adet miRNA’nin uygunlugunu kontrol etmis, miR-222-3p’nin farkli timdr alt
tiplerinde ifadelerinin farklilik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica bu calismada
verilen bilgiler dogrultusunda miR-222-3p’nin ERa, p27¥P!, p57 ve TIMP3 ifadelerini
baskiladig1; ayrica ilag direnci ile iliskilendirilmis bir onkomiR (onkogenik etki
gosteren miRNA) oldugu goriilmektedir. Chen ve ark. (2017), {i¢lii negatif meme
timorii hiicre hatti ve ER+/PR+/HER2- hiicre hattinda yaptiklar1 mikrodizin
caligmasinda miRNA ifadelerindeki farkliliklar1 incelemislerdir. Calisma sonucunda
miR-222-3p ifadesinin ii¢lii negatif meme tiimorii hiicre hattinda diger hiicre hattina
gore anlamli derecede yiiksek bulundugu tespit edilmistir. Mavrogiannis ve ark.
(2018), meme tiimori hiicre hatlarinda antimitotik etkisi bulunan vinca alkaloidlerinin
miRNA ifadelerine etkilerini incelemislerdir. Ozellikle ii¢lii negatif meme tiimoriinde
ifade artis1 goriildiigii bilinen miR-222-3p’nin zayif prognoz ve lenf diigiimlerinde
metastazis ile iligskilendirildiginin belirtildigi ¢alismada, vinca alkaloidleri ile muamele
edilen her iki hiicre hattinda miR-222-3p’nin regiilasyonunun 6nemli 6l¢iide degistigi
bildirilmis, ayrica kemoterapide destekleyici olarak miR-222-3p antagonisti ile
tedavinin giiclendirilebilecegi ifade edilmistir. Amini ve ark. (2018), miR-222-3p
ifadesinin tiimorli meme dokulardaki ifade seviyesinin normal meme dokularindaki
ifade seviyelerinden anlamli derecede daha yiiksek oldugunu, ancak ifade seviyeleri
ile yas, viicut kitle indeksi, menopoz durumu, histolojik tip, histolojik derece, tiimor
evresi, tiimor boyutu, lenf diigiimiinde metastazis gibi 6zelliklerle anlamli bir iligkisi
bulunmadigint bildirmislerdir. Caligmada ayrica bu miRNA’nin meme tlimorii
tanisinda biyobelirtec olarak kullanilabilecegi bildirilmis ve malignitenin kontrolii i¢in
hedeflenme potansiyeli oldugu ifade edilmistir. Wang ve ark. (2018), erken teshisli

meme kanserinde tani ve prognozda kullanilmak {izere kan dolasimindaki
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miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyelini arastirdiklar1 ¢aligmada
miR-222-3p’nin dahil oldugu dort farkli miRNA’nin cerrahi miidahale sonrasinda
ifadelerinde anlamli derecede diisiis bildirmis ve bu miRNA’larin (miR-130b-5p, miR-
151a-5p, miR-206 ve miR-222-3p) tan1 ve prognoz icin potansiyel belirtegler
olabilecegini ifade etmislerdir. Bunun yani sira, miR-222-3p’nin hastaliksiz sagkalim
icin bagimsiz bir prognostik faktdr oldugu bildirilmistir. Fang ve ark. (2019), 13
miRNA’nin plazma konsantrasyonlarmin g¢iftler halinde malign, benign ve saglikl
orneklerden olusturulmus havuzlarda erken evre meme timori vakalarinda
biyobelirteg olarak kullanilma potansiyelini global miRNA ifade profillendirmesi ile
aragtirmiglardir. Calisma kapsaminda malign/saglikli, malign/benign,
malign/saglikli+benign 6rnekler arasinda en anlamli ifade degisikligi goriilen miRNA
ciftleri tespit edilmistir. Ifadesi arastirilan 13 miRNA’dan biri olmasima karsin miR-
222-3p onerilen panellerdeki miRNA ciftleri arasinda yer almamistir. Zhang ve ark.
(2019), HER2 pozitif ve iiclii negatif meme tiimorii Ornekleri arasinda miRNA
profillerini karsilagtirmis ve miR-20a-5p, miR-221-3p, miR-362-5p, miR-502-3p ve
miR-222-3p miRNA ifadelerinin iiclii negatif meme tiimorii orneklerinde anlaml
derecede daha yiiksek ifade edildigini bildirmiglerdir. Zhang ve ark. (2020),
neoadjuvan terapi alan HER2 pozitif meme tiimorii hastalarinda serumdaki miR-222-
3p ifadesinin patolojik tam yanitin tahmini, sagkalima faydalar1 ve trastuzumab
uyarimli kardiyotoksisite ile iligkili potansiyel bir etken olabilecegini bildirmislerdir.
Yiiksek miR-222-3p ifadesi trastuzumab direnci ile baglantili olabilecek diisiik
patolojik tam yanit ve zayif prognozla iliskili bulunmustur. Kardiyotoksisite i¢in ise
yiiksek miR-222-3p ifadesinin kalbin korunmasinda etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
Ahmed ve ark. (2021), invaziv ve invaziv olmayan meme tiimorii vakalarinda, kii¢iik
ekstraseliiler vezikiillerde bulunan miR-181b-5p, miR-222-3p ve let-7a-5p ifadelerinin
tanida biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyelini arastirmiglardir. miR-222-3p
ifadesinin invaziv meme tiimorii vakalarinda daha yiiksek oldugu bildirilmis, miR-
222-3p ve let-7a-5p ifadeleri birlikte degerlendirildiginde invaziv ve invaziv olmayan

meme tiimdrii vakalarinin ayriminin giiglii bir sekilde yapilabildigi ifade edilmistir.

Kopekte ve insanda baglanma boélgeleri farkli olmasina karsin, hsa-miR-222-

3p’nin onkogenik etkili oldugu ve her iki tiirde bu miRNA dizilerinin PALB2 protein
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ifadesini baskilayabilecegi goriilmektedir. Kopekteki varyant pozisyonunda meydana
gelen niikleotit degisiminin miRNA affinitesine etkisi ise bu alanda herhangi bir

caligma yapilana kadar merak konusudur.

cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-8846 miRNA’lar1 ise insanda
homologu bulunmayan miRNA’lardir ve bu miRNA’lara iliskin kopek tiiriinde

yapilmis herhangi bir calismaya rastlanmamaktadir.

miRNA-mRNA etkilesimlerinde, miRNA dizisi veya hedef gendeki baglanma
bolgesinde bulunan niikleotit dizilerinde meydana gelen polimorfizmler miRNA
aracilt transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunu etkileyebilir. Bunun nedeni
polimorfizm goriilen miRNA baglanma bolgelerinde transkript ile miRNA
affinitesinin degismesi nedeniyle daha kuvvetli baglanma veya daha diisiik giicte
baglanma gergeklesmesidir. Insanlarda miRNA hedef genlerinde bulunan baglanma
bolgelerindeki tekli niikleotit polimorfizmleri (TNP) genom boyu iliskilendirme
caligmasi yapilarak saglikli ve kanserli dokularda arastirilmistir (Ying, 2008). Bazi
genlerde miRNA hedef genlerinin miRNA baglanma bdlgelerinde tespit edilen
TNP’lerin frekanslarinin, popiilasyondaki tiimorlii bireylerde ve saglikli bireylerde
farkli bulundugu bildirilmistir. Bazit miRNA’larin hedef genlerindeki miRNA
baglanma dizilerinde tespit edilen TNP’lerin frekans1 saglikli bireylerde; bazi
miRNAlarin hedef genlerindeki miRNA baglanma dizilerinde tespit edilen TNP’lerin
frekansi ise tiimorlii bireylerde daha yiiksek goriilmiistiir. Ilgili alisma (Ying, 2008)
TNP’ler nedeniyle miRNA baglanma bolgelerinde miRNA’larin yabanil tip dizi ve
mutant dizilere affinitesinin farkli oldugunu ve bu nedenle ilgili hedef genlerin
transkripsiyon sonrasi regiilasyonlarinda degisiklik meydana geldigini ve ifadelerinin

degistigini One siirmiistiir.

Her bir miRNA baglanma bdolgesindeki TNP i¢in Ying ve ark. (2008)’nin
onerdigi gibi yabanil dizi ve mutant diziler i¢in gen regiilasyonunun etkilenmesi ve
gen ifadelerinin degismesi nedeniyle tiimoér olusumunun tetiklenmesi miimkiin
goriinmektedir. Ancak bu simdilik yalnizca bir hipotezdir ve ilgili durumun deneysel

olarak test edilmesi gerekmektedir. Yabanil allel ve mutant allelin miRNA ve mRNA
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arasindaki iliskiye etkisinin ve gen ifadelerindeki potansiyel degisikliklerin
belirlenebilmesi i¢in fonksiyonel testlere gereksinim vardir. Tez ¢alismasi kapsaminda
tespit edilen ve baglanma skorlar1 %84 olarak goriinen (Sticht ve ark., 2018) cfa-miR-
222, cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-8846 miRNA’larinin PALB2 mRNA
dizisine ger¢ekten baglanip baglanmadiginin ve ifade degisimlerinin protein sentezine
olan etkilerinin arastirilmasi i¢in ileri asamalarda fonksiyonel testlerin kullanilmasi

Onerilmektedir.

Ekzon 7 bolgesi varyantinin splice mekanizmasina etkilerinin arastirilmasi i¢in
yapilan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi ve ark., 2011) araci mutant dizide
ekzon atlanma ihtimalinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Human Splicing Finder
(Desmet ve ark., 2009) aracinda ise ¢.2639C>A ve ¢.2639C>G olas1 insan varyantlari
splice sinyallerinde herhangi bir anlamli etkiye neden olmamis, yalnizca ¢.2639C>T
olas1 varyant1 splice enhancer ve silencer motif oranlarinda degisiklige neden olmus
ve pozisyon i¢in kriptik donor bolge aktivasyonu olabilecegi bildirilmistir. Ekzon 7°de
kopek transkriptinde de sitozinden timin niikleotitine substitlisyon gerceklesen bu
varyantin (insanda ¢.2639C>T) hem yeni dondr bolge yaratmasi hem de yardimci
sinyallerde degisiklige yol agmasi Onemlidir. A1050V varyanti alternatif splice
mekanizmasida da degisiklige neden olabilir. Intron 6 varyanti degerlendirilirken

yapilan yorumlarin bu varyant iizerine de yapilabilmesi miimkiindiir.

Ekzon 7 varyanti i¢in son olarak TF baglanmasi iizerinde durulmustur.
Transkripsiyon faktorleri (TF) DNA’daki diizenleyici dizilere baglanarak
transkripsiyonu artirmak veya azaltmak suretiyle gen ifadesini diizenlemektedir. Bazi
transkripsiyon faktorleri gen ifadesini artirarak aktivator gérevi gérmekte, bazilari ise
transkripsiyonu baskilayarak represér gorevi gormektedir. DNA’da bulunan
diizenleyici diziler genin yakininda, uzaginda veya gen bolgesinde bulunabilmektedir
(Klug ve ark., 2019). Transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinde meydana gelen
tekli niikleotit polimorfizmleri regiilatdr proteinlerin bu bdlgelere olan affinitelerini
degistirebilmekte, yeni TF baglanma bdlgelerine neden olabilmekte veya TF
baglanmasina olumsuz etki edebilmekte ve bu nedenle pankreas kanseri, akciger

kanseri, prostat kanseri, Parkinson hastaligi, koroner arter hastaligi, biligsel hasar,
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sistemik lupus eritematozu gibi kompleks hastaliklara ve patolojik durumlara neden
olabilmektedir (Degtyareva ve ark., 2021). Meme dokusundaki normal hiicrelerin
malign karaktere doniigiimiinde bir dizi gen ve proteinin aktivitesindeki degisikliklerin
rol aldig1 ve bu siirecte ¢esitli hormonlarin (bunlar transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapmaktadir) ve transkripsiyon faktorlerinin 6nemli etkileri oldugu bilinmektedir
(Mester ve Redeuilh, 2012). Bu nedenle TF’lerini taklit eden ve meme tiimoriinde
kritik rol oynayan genlerin aktivasyonunu veya baskilanmasini hedefleyen sentetik
oligoniikleotitler ile bireysel timoér tedavilerine iliskin c¢aligmalar yapilmasi sz
konusudur (Piva ve Gambari, 2002). Benzer sekilde TF olarak gbrev yapan gesitli
hormonlar da farkli preparatlar ile hedeflenerek gen regiilasyonu normal seyrine

dondiiriilmeye calisilmaktadir (Mester ve Redeuilh, 2012).

Ekzon 7 bolgesindeki ¢.3149C>T varyantinin bulundugu pozisyonda yabanil ve
mutant dizilere ortak olarak baglanabilen iki adet TF oldugu tespit edilmistir. Yalnizca
yabanil diziye baglanabilen alti, yalnizca mutant diziye baglanabilen ise ii¢ farkli TF
oldugu dikkati ¢ekmistir. Yabanil tip diziye baglanabilen ELF1, EZH2, RELA,
RUNXI1, SP1 ve TRIM28 TF’lerinin meme timorii ile iliskileri 6zetlenmeye

calisilmistir.

GABPa, elk-1, elf-1 (E74-like factor-1) ve PEA3 gibi ETS (Erythroblast
Transformation Specific) TF ailesine 6zgii baglanma bolgesini tagiyan bazi genlerin
insan meme tiimori hiicre hatlarinda HER2 promotor bdlgesine baglanma potansiyeli
oldugu ve HER? gen ifadesini artirabilecegi bildirilmistir (Scott ve ark., 1994). BRCA?2
geni promotor bolgesinde USF-1 ve USF-2 baglanmadig: taktirde Elf-1 transkripsiyon
faktoriiniin baglanabildigi ve bu {i¢ TF’nin BRCA2 regiilasyonunda onemli rol
oynadigi bildirilmistir (Davis ve ark., 1999). Hu ve ark. (2004), ELFI ifadesinin
saglikli fare ve insan meme dokularinda yiiksek oldugunu, meme tiimdrii bulunan
dokularda ise diger ETS ailesinde bulunan TF’lerin aksine her iki tiirde de gen
ifadesinin diistiigiinii bildirmiglerdir (Hu ve ark., 2004). Gerloff ve ark. (2011)
niikleustaki Elf-1 ifadesinin tiimoriin histolojik derecelendirmesi ve tiimdr boyutu ile
ters orantili oldugu bildirmis ancak hastaligin prognozu ile iliskili herhangi bir

cikarimda bulunulmamustir. ChIP veri setleri ile meme tiimorii hiicre hattinda yapilan
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bir calisma (Duan ve ark., 2020) sonucunda ELF-1’in kemokin aracili malign tiimér

hiicrelerinin regiilasyonunda gorevli oldugu bildirilmistir.

Yapilan c¢aligmalara bakildiginda, ELF-1’in meme tiimorii tedavisi ve
prognozunda onemli olan HER2 ve DNA tamirindeki gorevi nedeniyle timor
baskilayic1 komplekste gorevli BRCA?2 ile etkilesime gegebilecegi, ifadesinin fare ve
insan tiirlerinde normal meme dokusunda yiiksek, timorlii dokularda ise diisiik olmast,
bununla birlikte tiimdriin histolojik derecesi ile ifadesinin ters orantili olmasi s6z
konusudur. PALB2 proteini de DNA tamirinde BRCA2 proteini gibi tiimor baskilayici
komplekste bulunmaktadir. ELF-1’in yabanil diziye baglanip mutant diziye
baglanmamasi, yabanil diziyi tasiyan hiicrelerde tiimor gelisimini uyarma potansiyeli
bulunan c¢ift zincir kiriklarimin tamirinde PALB2 ifadesinin uyarilarak timor
baskilayic1 etkiye katki sunabilecegine iliskin yeni bir hipotez olusturulmasini
saglayabilir. Ancak, yabanil dizi ve mutant dizi ile ELF-1 etkilesiminin fonksiyonel

testler ile belirlenmesi gerekmektedir.

EZH2 (Enhancer of zeste-2) histon metil transferaz aktivitesi bulunan,
kromatinin yeniden modellenmesinde ve DNA metilasyonunda direkt olarak gorev
yapan bir TF olarak bilinmektedir (Chase ve Cross, 2011; Simon ve Lange, 2008 ve
Zeidler ve Kleer, 2006). EZH2’de meydana gelen degisikliklerin duruma goére hem
timor baskilayict hem de tiimdr olusumunu tetikleyici etkileri olabildigi ifade
edilmektedir (Anwar ve ark., 2021). Invaziv ve metastatik meme tiimérleri gibi agresif
meme tlimorlerinde ifade artis1 gozlenen bu TF’nin asir1 ifadesi, yiiksek histolojik
dereceler, ER ve PR negatif vakalar ve kotli prognoz ile iligkilendirilmistir (Chase ve
Cross, 2011; Simon ve Lange, 2008 ve Zeidler ve Kleer, 2006). Yine bu vakalarin
cogunlukla HER2 pozitif vakalar oldugu (Wang ve ark., 2015) ve yiiksek p53 ifadesi
goriildiigi bildirilmistir (Jiang ve ark., 2016). EZH2 retinoblastoma ailesindeki tlimor
baskilayici proteinlerin histon deasetilaz-1 aktivitesi ile yarisarak bu genlerin inaktif
kalmasina neden olmaktadir ve bu durum timorlerde agresif karakterle
iligkilendirilmektedir (Tonini ve ark., 2008). EZH2 proteininin PRC2 (Polycomb
repressive complex 2) kompleksinin katalitik alt iinitesi oldugu bilinmektedir. Ayni

komplekste bulunan EED proteininin kristal yapisina bakildiginda, PALB2
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proteinindeki gibi yedi yaprakli B-pervane yapisinda bir WD tekrart icerdigi bu tekrar
bolgesi ile EZH2 proteininin amino bolgesinin etkilesim kurdugu bildirilmistir (Tan
ve ark., 2014). Protein domainlerindeki yapisal benzerlige bakilarak, EZH2 proteininin
PALB2 proteini WD40 domaini ile de direkt olarak etkilesime gecebilme potansiyeli
olduguna dair bir ¢ikarimda bulunmak miimkiindiir, ancak bu iddianin gerek in silico
analizler gerekse fonksiyonel testlerle dogrulanmasi gerekmektedir. EZH2 mutant: ile
yapilan ¢alismalar, farelerde normal meme bezi gelisiminde de bu proteinin énemli
oldugunu gostermistir (Bae ve Hennighausen, 2014). Yiiksek EZH?2 ifadesi goriilen
meme epitel hiicrelerinde RADS51 paraloglarinin mRNA ifadesinde diisiis oldugu
tespit edilmis ve EZH?2 ifadesi ile HR mekanizmasi arasinda bir iliski olabilecegi ve
bu iligkinin arastirilmasi gerektigi ifade edilmistir (Zeidler ve Kleer, 2006). EZH2 nin
HR mekanizmasinda gorevli RADS51 genini hedeflemesinin yani sira, BRCAI
mutasyonlariin agresif karakter ve zayif prognoz gozlemlenen ti¢lii negatif meme
karsinomlarina neden olmasi ve EZH2 ifadesinin bu tip kanserlerde yiiksek goriilmesi,
EZH?2 ifadesi yiiksek oldugunda BRCA1 fosforilasyonunun diismesi sonucu hiicre
proliferasyonunun uyarilmast ve BRCA1 eksikligi bulunan fare meme tiimorii
vakalarinda EZH2 inhibitoriine hassasiyetin 20 kat arttigina dair veriler, BRCALI ile
bu TF arasinda iligski kurulabilecegini gostermistir (Bae ve Hennighausen, 2014).
EZH2’nin hormona direngli kanserlerde umut verici bir terapotik hedef oldugu ve
tedavide EZH2 inhibitorlerinin diger terapdtik ajanlarla birlikte kullanilabilecegi
bildirilmistir (Deb ve ark., 2013 ve Walsh ve ark., 2016).

RELA, NF-kB (Niikleer faktor kappa B) alt {initesidir, transkripsiyon faktorii
p65 olarak da bilinmektedir ve hiicresel proliferasyon, neoplastik transformasyon,
apoptozis kontroliinde yer alan bir¢cok genin regiilasyonunu diizenlemektedir. Kim ve
ark. (2000), RELA ve AhR’nin bir onkogen olan c-myc’nin meme hiicrelerinde
transaktivasyonunu birlikte sagladiklarin1 tespit etmistir. Ricca ve ark. (2001),
RELA’nin asir1 ifadesinde hiicre proliferasyonunda azalma ve apoptozisin
aktivasyonunun uyarildigini tespit etmis, ayrica RELA ifadesi yliksek hiicre hatlarinin
enjekte edildigi atimik farelerde tiimor olusumunun azaldigini ve tiimoriin goriiniir
hale gelme siirelerinin ortalamasinda artig goriildiigiinii bildirmistir. Van Laere ve ark.

(2006), yangisal meme tiimorii ve yangisal olmayan meme tiimorii drneklerinde
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yaptiklar1 aragtirmada NF-kB ve hedef genlerinin ifadelerini incelemis, yangisal meme
timorii orneklerinde NF-kB hedef genlerinin ifadelerinde artis tespit etmis, ancak
RELA ifadesi agisindan iki grup arasinda herhangi bir farklilik tespit edememislerdir.
Lerebours ve ark. (2008), ise g¢aligmalarinda yangisal meme tiimorii grubunda,
yangisal olmayan meme tiimorii grubuna kiyasla RELA dahil olmak iizere birgok NF-
kB iligkili genin ifadesinde anlamli derecede artis goriildiigiinii bildirmistir. Lee ve
ark. (2011), ER negatif bazal benzeri meme tiimdrii hiicrelerinde EZH2 nin RELA ve
RELB ile fiziksel etkilesime girerek NF-kB ifadesini artirdigini; bununla birlikte
limen benzeri ER pozitif hiicrelerde ise histon metilasyonunu yonlendirerek NF-kB
ifadesini  baskiladigin1  gdstermislerdir. Liu ve ark. (2012), RELA’nin
fosforilasyonunun, tiimor nekrozis faktoriine yanit olarak DNMT-1'in kromatine
dogrudan alinmasini sagladigini; bunun ardindan metastazisi 6nleyici BRMS1 geninin
promotor bdlgesinde DNA metilasyonuna neden oldugunu tespit etmistir. RELA’nin
bu sekilde BRMSI’in aktif transkripsiyonunu baskilayarak timor metastazisini
uyardigini bildirmislerdir. Bouchal ve ark. (2015), proteom ve transkriptom
caligmalar1 sonucunda, diisiik dereceli meme tiimorlerinde metastazis goriilmesi ve
RELA’nin dahil oldugu bazi protein ifadelerinin arasinda korelasyon goriildiigiinii ve
bu protein ifadelerinin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Kim ve
ark. (2018) ise NFATc2 ve NFKB1/RELA’nin, hiicre go¢ii ve invazyonunda etkili bir
proto-onkogen oldugu bilinen E7S/ geninin promotor bdlgesinde tespit edilen
diizenleyici element ile etkilesime gegerek, gen ifadesini artirdigini tespit etmistir.
Jeong ve ark. (2019), RELA geninde DNA metilasyon diizeyinin TNF-a ifadesine bagl
olarak artig gosterdigini ve bu drneklerde ayni zamanda NF-kB1 ifadesinin arttigin
bildirmislerdir. Biswas ve ark. (2019), primer meme tiimorlerinde lenf diigiimlerine
metastazis ile iliskisi oldugu tespit edilen CXCLI3 ve CXCR5 mRNA ifadeleri ile
RELA ifadesi arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermis; RELA’nin CXCLI3
promotor bolgesine baglanarak gen ifadesini artirdigi ve timor metastazisinde rol
oynadigim bildirmislerdir. Kemoterapide olusan diren¢ mekanizmasinin iistesinden
gelebilme amaciyla, RELA ile negatif bir geri besleme dongiisii olusturacak miR-
519d-5p gibi miRNA’lar veya CRL1101 gibi kiiciik inhibitér molekiillerin ve
kemoterapotik ajanlarin kombinasyon halinde kullanimina ydnelik yeni tedavi

stratejileri Onerilmektedir (Kanzaki ve ark., 2021 ve Li ve ark., 2021). Yapilan
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caligmalar ele alindiginda 6zetle RELA’nin onkogenlerin ifadelerinde artisa neden
oldugu ve metastazisi tetikleyecek gen ifadelerini uyardigi, HR mekanizmasi ve

PALB2 proteinine iligkin ise herhangi bir calisma bulunmadigi goriilmektedir.

RUNXI1 (Runt-related transcription factor 1), onkogen veya tiimor baskilayici
gibi davranabilen, ayn1 aileye bagl ii¢ transkripsiyon faktoriinden birisidir (Chimge
ve Frenkel, 2013; Groner ve ark., 2017 ve Janes, 2011). Bu TF, RUNX ailesindeki
TF’leri arasindan meme epitelinde baskin sekilde ifade edilen ve tiimdr olusumlarinda
regililasyonunda bozukluklar meydana gelebilen bir transkripsiyon faktoriidiir (Chimge
ve Frenkel, 2013 ve Janes, 2011). Janes (2011), meme tiimoriinde RUNX1 TF’niin
tiimor baskilayict olarak rol oynayacagi hipotezini 6ne siirmiistiir. Chimge ve Frenkel
(2013) ise primer tiimor orneklerinde tespit edilen RUNX1 somatik mutasyonlarini,
bu TF’niin dstrojen sinyali antagonisti olarak gérev yapmasini ve ifadesinin agresif
tiimorlerde azalmasini 6ne siirerek bu diislinceyi desteklemistir. Van Bragt ve ark.
(2014), RUNXTI’in 6nemli bir regiilator oldugunu; kaybmin ER+ luminal meme
timori hiicrelerinde TP53 ve RB1 kaybina neden olabildigini farelerde yaptiklar: gen
susturma calismasinda gostermislerdir. Buna karsin Ferrari ve ark. (2014), primer
invaziv duktal meme tiimdrii vakalarinda yaptiklari ¢aligmada {iglii negatif meme
timorii vakalarinda RUNXT ifadesini kotii prognozla iligskilendirmistir. Browne ve
ark. (2015), transgenik fare meme tiimorii modelinde yaptiklar1 ¢alismada RNA
interferens ile Runx1 ifadesini baskiladiklarinda, agresif kanser fenotipine neden olan
hiicre gog¢ii ve invazyonunun anlamli 6l¢iide ortadan kalktigini gostermis ve
RUNXT’in bu bilgiler dogrultusunda insanlarda da onkogenik etki gosterebilecegini
one siirmiislerdir. Chimge ve ark. (2016), ER+ meme tiimdrlerinde RUNX1’in
ostrojen aracili AXIN1 supresyonunu engelledigini ve [-catenin aktivasyonunu
saglayarak timor baskilayic1 olarak gorev yaptigini in vitro ve in vivo olarak
gostermislerdir. Barutcu ve ark. (2016), RUNX1’in meme tiimorii hiicre hattinda
kromatin organizasyonu ve gen regiilasyonuna etkilerini incelemis, RUNXI gen
susturmasinin hiicre dis1 matriks icerigi ile iligkili genlerin ifadesinde diisiise neden
oldugunu bildirmislerdir. Calismada RUNXI1 ifadesinin ayni1 zamanda uzun
kodlanmayan RNA’lar olan NEATI ve MALAT]I ifadelerini de diizenledigi tespit

edilmis, kromatin organizasyonunda ise genel bir diizenlemede degil, bolgesel olarak
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islevsel oldugu bildirilmistir. Recouvreux ve ark. (2016), RUNX1’in onkogen RSPO3
ve timdr baskilayict GJA1’in promotor bdlgelerine baglanabildigini, sirasiyla bu
proteinlerin ifadelerini artirdig1 ve azalttigin tespit etmis; ayrica FOXP3 proteini ile
normal meme timorii hiicrelerinde fiziksel olarak etkilesime girdigini ve bu
etkilesimin RUNXI transkripsiyonel aktivitesini bloke ettigini ve buna bagl olarak
timor hiicrelerinin gdclinde diislis tespit edildigini bildirmislerdir. Hong ve ark.
(2017), normale benzer MCF10A hiicre hattinda, epitelyal-mezenkimal transisyon
uyarilinca RUNXI1 ifadesinde kayip meydana geldigini, RUNX1’in tiikenmesi
sonucunda hiicrelerin mezenkimal hiicre morfolojisine doniistiigli gdzlemlenmistir.
RUNXI1 ifadesi yeniden saglandiginda ise meme tiimorii hiicrelerinin epitel
morfolojisini geri kazanabildigi goriilmiig, bunun E-cadherin’in dogrudan kontrolii
tizerinden gerceklestigi bildirilmistir. Diisiik RUNXI1 ifadesi kotii prognozla
iligkilendirilmistir. Karsli-Ceppioglu ve ark. (2017), translasyon sonrasi histon
modifikasyonlarinin meme tiimdrleri iizerine etkisini incelemis, epigenetik olarak
diizenlenmis ve meme tlimoriiniin ilerlemesi ile iliskilendirilmis genlerden olusan bir
ag yapist meydana getirmislerdir. Bu ag yapisinin merkezinde bulunan PAX3, DLX5,
RUNXI ve GATA4 genlerinden, RUNXI’in onkogen islevine sahip oldugu
gosterilmistir. Chimge ve ark. (2017), ER- meme tiimoérii alt tiplerinde RUNX1 ve
AXIN1 ifadeleri arasinda korelasyon tespit etmis, ER+ ve ER- tip tiimorlerde
agresyonun AXINI’e o0zgii farkli splice varyantlarinin ifade oranlart ile
iligkilendirilebilecegini one siirmiislerdir. Kulkarni ve ark. (2018), RUNXI1 ve
RUNX3 ifadelerinin meme epitel hiicre hatlarinda YAP ifadesini baskilayarak, YAP
aracilt hiicre gogii ve kok hiicre karakteristigi kazanmak gibi faaliyetlerini ve epitelyal
mezenkimal transisyonu engelledigini bildirmislerdir. Hong ve ark. (2018), meme
timori hiicrelerinde RUNX1’in ektopik ekspresyonun, farelerde meme yag yastiginda
hiicre gogli, invazyon ve in vivo timor biiylimesini %57 oraninda azalttigini
bildirmislerdir. RUNX1’in kanser kok hiicre aktivitesinin baskilanmasindaki
mekanizmasinin, ZEBI1 ifadesinin dogrudan inhibe edilmesi ile gerceklestigini
bildirmislerdir. Fritz ve ark. (2020), RUNX1 kaybimin -epitelyal-mezenkimal
doniisiimde 6nemli bir tetikleyici oldugunu bildirmislerdir. Gao ve Zhou (2021),
tiimOriin patogenezi ve metastazisin immun sistem hiicrelerinden etkilenebilecegi

gerekgesi ile meme tiimoriinde RUNX ve TGF-f aracili immun hiicre infiltrasyonunun
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regililasyonunu arastirmig; RUNX ailesi iiyelerinin ifade diizeyleri, mutasyonlari, gen
kopya sayilar1 ve metilasyon durumlarina bagli olarak meme tiimoriinde gesitli
bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonunu etkileyebilecegini tespit etmislerdir. Calismada
RUNX1 mutasyonlarmm meme timérinde CD8'T, CD4'T hiicrelerinin ve
makrofajlarin infiltrasyonunu 6nemli Ol¢lide arttirdigi bildirilmistir. Lan ve ark.
(2021), meme timorii dokusunda STAT3, TIPE2 ve RUNXI protein ifadelerinin,
klinik durum ile iligkisini immunohistokimya ve hasta verilerini karsilagtirarak
arastirmistir. Gozlem grubunda RUNX1 ifadesi kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Calismada STAT3 ifadesinde artis, TIPE2 ve RUNXI
ifadelerinde diisiis, zayif histolojik farklilasma, TNM evreleri Il ve IV ile uzak
dokulardaki metastazis, meme tlimorii hastalarinin 2 y1llik prognozunu etkileyebilecek
faktorler olarak tanimlanmis; iic proteine ait ifadelerin birlikte degerlendirilmesi
gerektigi iizerinde durulmustur. Yapilan caligmalar RUNXI1 ifadesinin meme
timoriinde onkogen veya tiimor baskilayici islevlerinin bulunabilecegini gostermis,
ancak HR mekanizmas1 veya PALB2 proteini ile iligkili herhangi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

SP1 (Specifity protein 1) transkripsiyon faktorii, meme tiimoriinde onkogen gibi
fonksiyon gosteren birgok genin regiilasyonunda rol oynamaktadir. Ornegin, ER+
meme timori hiicre hattinda, c-fos protoonkogeninin (Duan ve ark., 1998), IGFBP-4
(Qin ve ark., 1999), ADA (Xie ve ark., 1999), cad (Khan ve ark., 2003), PR (Petz ve
Nardulli, 2000; Petz ve ark., 2004 ve Schultz ve ark., 2003), VEGF (Stoner ve ark.,
2004), IGF-1R (Maor ve ark., 2006), asB: integrin (Sisci ve ark., 2010) proteinlerinin
ostrojen ile uyarimi i¢in SP1’in ER ile olusturdugu kompleksin gerekli oldugu tespit
edilmistir. SP1, ERa ifadesi i¢in gereklidir (DeGraffenried ve ark., 2002), ayrica canli
meme tiimori hiicrelerinde ERa ve SP1 arasindaki etkilesim FRET (Floresan rezonans
enerji transferi) analizi ile in vitro olarak kanitlanmig (Kim ve ark., 2005), DNA-
SP1/ERa iligkisi PR gen ifadesi {istiinden SPR (Yiizey plazmon rezonans)
spektroskopisi ile gercek zamanli olarak gosterilmistir (Siew ve ark., 2009). ER+
meme timori hiicrelerinde, epitel hiicrelerinde biiylimenin baskilanmasina neden olan
TGF-B’ya karst gelisen direncin mekanizmasi arastirilmig; SP1 diizeyi kararli halde

olmayan hiicrelerde TGF-3 reseptorii tip I[I'nin ifadesinde diisiis goriildiigii ve kararl
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SP1 diizeylerinde bu reseptdriin ifadesinin artarak hiicrelerin TGF-f i¢in duyarli hale
geldigi bildirilmistir (Ammanamanchi ve ark., 1998). Benzer sekilde SP1 eksikligi
bulunan hiicrelerde TGF-f reseptdrii tip I’in ifadesinin baskilandig1 tespit edilmistir
(Periyasamy ve ark., 2000). Abdelrahim ve ark. (2002), SP1 transkripsiyon faktoriinii
siRNA ile inhibe ettikleri ¢alismada, bazal ve Ostrojen uyarimli biiyiime ile gen
ifadelerinde SP1’in kritik derecede 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Meme tiimdrii
hiicrelerinde SP1’in yag asidi sentezlenmesinde gorevli FAS’1 regiile ederek lipogenez
ve hiicre proliferasyonunu uyardig bildirilmistir (Lu ve Archer, 2010). SP1 ayrica
cesitli proteinlerin birbirlerinin ifadelerini uyardigi durumlarda araci olarak islev
gorebilmekte; buna 6rnek olarak prolaktin reseptorii ile progesteron (Goldhar ve ark.,
2011), HBXIP ile PDGFB onkoproteinleri (Zhang ve ark., 2013) veya benzer sekilde
HBXIP ile LMO4 (Yue ve ark., 2013) arasindaki iliski gosterilebilmektedir. HBXIP
onkogeninin SP1 araciligiyla ZEB1 (Jiang ve ark., 2018) ve FGF4 (Shi ve ark., 2016)
gibi proliferasyon ve migrasyonu uyaracak proteinlerin ifadesinde artiga neden oldugu
bildirilmistir. Knappskog ve ark. (2011), p53 proteinine baglanarak inhibisyonuna
neden olan MDM?2 fosfoproteininin promotor bolgesinde tespit edilen iki varyantin,
SP1 ile etkilesimini nasil etkiledigini SPR spektroskopisi ile incelemis; SNP309T>G
promotor polimorfizminin SP1 baglanmasin1 artirarak kanser riskinde yiikselise;
SNP285G>C polimorfizminin ise SP1 baglanmasin1 azaltarak, tespit edildigi Kafkas
popiilasyonunda yumurtalik ve meme kanseri riskinde diislise neden oldugunu
bildirmislerdir. Bu durum hedef genlerde SP1 baglanma bolgesinde meydana gelen
varyantlarin kansere yatkinlik ve diren¢ durumunda degisiklige yol agabilecegini
gostermistir. SP1 ile ilgili daha 6nce bahsedilen proteinlerin karsinojenik etkileri ve
proliferasyonu artirmalart séz konusu oldugu halde, ilerlemis meme tiimori
vakalarinda SP1 hedeflerinden biri olan DIRAS3 ifadesinin SP1 yokluguna bagh
olarak diisiis gbstermesinin metastazisi uyardigi tespit edilmis, timdr baslangicinda
terapotik olarak hedeflenme potansiyeli bulunan SP1’in ge¢ donemde ifadesinin
uyarilmasinin prognoz agisindan dnemli olabilecegi iistiinde durulmustur (Li ve ark.,
2014). Benzer bir sekilde luminal meme tiimorii alt tipinde diisiik PAR3 ifadesinin
tiimor olusumu ve artan metastazis ile iligkilendirildigi ve bu protein ifadesinin SP1
tarafindan tetiklendigi, SP1 ifadesinin susturulmasi séz konusu oldugunda ise

metastatik davranista artis ve kotii prognoz goriildiigl bildirilmistir (Zhao ve ark.,
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2021). SP1 aktivitesi ve HR mekanizmasinda gorevli proteinler arasindaki iligki
arastirlldiginda ise BRCA1 ve BRCA2 proteinleri ile iliskili ¢alismalar goéze
carpmaktadir. Maor ve ark. (2000), tarafindan gerceklestirilen c¢alismada IGF-IR
ifadesinin BRCAI1 tarafindan baskilandig1 tespit edilmis, iki protein arasindaki bu
iliskinin SP1 araciligiyla gerceklesebilecegi hipotezi One siiriilmiistiir. Abramovitch
ve ark. (2003), aymi iliskiyi arastirdiklar1 caligmalarinda EMSA ve birlikte
immunopresipitasyon analizleri ile BRCA1 ve IGF-IR arasinda dogrudan bir iliski
olmadigint gostermis, BRCAI1 proteininin SP1 ile etkilesime girerek IGF-IR’nin
promotor bdlgesine baglanmasina engel oldugunu bildirmislerdir. Maor ve ark.
(2007), IGF-I’in SP1 araciligiyla BRCAI ifadesini uyardigini ifade etmislerdir. Ayn
yil yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise BRCAI mutasyonu bulunan ve bulunmayan
primer meme tiimorii Orneklerinde, immunohistokimya ile IGF-IR diizeylerinin
mutasyon bulunan 6rneklerde anlamli derecede yiiksek ¢iktigini belirlemis, kromatin
immunopresipitasyon ile SP1’in BRCA1 transaktivasyonunda gorev aldigim
gostermislerdir. Jin ve ark. (2008), BRCA2, p53, ERa, ERP etkilesimlerinin BRCA2
ifadesine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, BRCA2 promotor bolgesinde bulunan SP1
baglanma bolgeleri dikkat ¢ekmektedir. Yapilan ¢aligmalar SP1’in hedef genlerinin
promotor bolgelerine baglandigini ve genlerin ifadelerini artirdigini gostermektedir.
Ayrica bu hedef genlerin bazi istisnalar haricinde onkogenik etki gdsteren, hiicre
biliylimesi, proliferasyonu, invazyonu ve metastazisi uyarici etkilerde bulunan genler

oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Ekzon 7 bdlgesinde yalnizca yabanil diziye baglanabildigi goriinen son
transkripsiyon faktoriinin  TRIM28 (Tripartite motif containing 28) oldugu
goriilmistlir. Bu transkripsiyon faktoriiniin meme ve akciger tiimorlerinde mRNA
ifadesinin saglikli dokulara nazaran daha yiiksek oldugu ve erken evre akciger
kanserlerinde TRIM2S8 ifadesi yiiksek bulunan hastalarda sagkalimin daha yiiksek
oldugu gozlemi, Chen ve ark. (2012)’nin bu proteinin proliferasyonu engelledigine
iliskin bir hipotez gelistirmelerini saglamistir. Bu hipotezin test edilmesi igin
gerceklestirilen ¢alismada, meme ve akciger tlimorii hiicre kiiltiirlerinde TRIM28

ifadesinin hiicre proliferasyonunu E2F ailesinde bulunan transkripsiyon faktorlerini
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baskilayarak engelledigi tespit edilmistir. HR mekanizmasi ve TRIM28 aktivitesine

iligkin ise herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamaktadir.

Ekzon 7 bolgesi i¢in AIRE, EGR3 ve SETDBI transkripsiyon faktorlerinin
mutant diziye baglanabilecegi tespit edilmistir. Bu transkripsiyon faktorlerinin meme

tiimorii ve varsa HR mekanizmasi ile iligkileri 6zetlenmeye calisilmistir.

AIRE (Autoimmune regulator gene) T lenfositlerin canlinin kendi dokularinda
iretilen antijenlere karsi tolerans gelistirmesini diizenleyen, defekt bulunmasi
durumunda ¢esitli otoimmun hastaliklarla iligkilendirilebilen bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bianchi ve ark. (2016), AIRE ifadelerini arastirmis ve meme tiimori
vakalarinin {igte birinde AIRE ifadesi tespit etmislerdir. AIRE ifadesi bulunan grubun
sagkalim siiresinin diger gruba gore daha yiiksek oldugu bildirilmis, ER+ meme
tiimori vakalarinda AIRE ifadesi ve iyi prognoz arasinda anlamli bir korelasyon tespit
edilmig, ayrica luminal meme tiimorii hiicre hatlarinda AIRE ifadesinin timor

agresyonunda diisiis ile iliskili oldugu ifade edilmistir.

EGR3 (Early growth response 3) ekzon 7 bolgesindeki varyant pozisyonunun
dahil oldugu niikleotit dizisine baglanabilen diger bir TF’dir. Inoue ve ark. (2004),
ER+ meme tiimorii hiicre hattinda EGR3’iin 6strojen sinyal yolaginda bulundugunu,
Ostrojen etkisiyle uyarilarak ifade artis1 gosterdigini tespit etmis, ayrica NAB2, FasL
ve TSC403 ifadelerini uyararak meme tiimoriiniin ilerlemesi ve metastaziste etkili
olabilecegini ifade etmislerdir. Suzuki ve ark. (2007), EGR3 ifadesindeki artigin lenf
yumrularimin durumu, uzak organ metastazisi ve bazi hastalarda tiimoriin niiksetmesi
ile pozitif korelasyon gdsterdigini tespit etmislerdir. Hayashi ve Yamaguchi (2008) ise
EGR3’lin ERa tarafindan hedeflendigini ve meme tiimdriinde invazyonu uyardigini
bildirmistir. Buna karsin, Li ve ark. (2017), NCBI-GEO’dan elde ettikleri 14 meme
timorii veri seti ile yaptiklart biyoinformatik ¢alismada, EGR3 ifadesinin meme
dokusu orneklerinde diisiis, kan orneklerinde ise artis gosterdigini bildirmislerdir.
Yapilan bir bagka biyoinformatik ¢aligmada (Liu ve ark., 2021) EGR3 ile hastaliin

prognozu arasinda anlamli bir korelasyon tespit edildigi bildirilmis, bu goriis prostat,
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mide, akciger kanserleri ve 16semide bu TF’nin tiimor baskilayici etki gosterdigine

iliskin yapilan arastirmalar 6ne siiriilerek desteklenmeye ¢alisilmistir.

Ekzon 7 varyantinin bulundugu pozisyona baglanabilen son TF ise SETDB1
(SET domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1) olarak tespit edilmistir.
Zhang ve ark. (2014), miR-7 ile onkogen olarak kabul edildigi bildirilen SETDBI
transkripsiyon faktoriinli inhibe ederek, epitelyal mezenkimal transisyonu (EMT)
kismen engellemis, meme kanseri kok hiicrelerinin hareketlerini kisitlamistir.
SETDBI1, EMT’nin baskilanmasi, kanser kok hiicresi olusumu, kanser hiicrelerinin
hareketliligi, invazyon, metastazis ve bazi kanser ilaglarina karsi hassasiyet ile
iligkilidir. Du ve ark. (2018), meme tiimoriinde SETDB1 ifadesinde artig gozlenmesine
kargin, EMT sirasinda meme tiimorii hiicre kiiltlirlerinde epitelyal karakterin azalarak
invazyonun artmast i¢in SETDB1 ifadesinde diisiis meydana geldigini ayrica SETDBI1
ifadesindeki diistisiin kanser invazyonu ve hiicre gociinii kolaylastirabilecegini ve
meme timorii  hastalarinda daha diisik hayatta kalma olasihigi ile
iliskilendirebilecegini bildirmistir. Ayrica ifade degisikliklerinin bazi terapdtik
ajanlara kars1 duyarlilig: etkiledigi ifade edilmistir. Buna karsin Yang ve ark. (2019),
SETDBI ifadesi diislisiinde hiicre proliferasyonunda farkli hiicre hatlarinda farkli
sonuclarla karsilasmistir. SETDB1 eksikliginde hiicre gd¢li ve invazyonunun
baskilandigi, in vivo olarak akciger metastazisini azalttigini bildirmis; asir1 ifade
artisinin ise MCF7 hiicre hattinda SNAIL transkripsiyon faktorii araciligiyla EMT yi

uyardigini géstermislerdir.

4.2.3. PALB?2 Geni Ekzon 13 Sinonim Varyanti

Sinonim mutasyonlar amino asit dizisinde herhangi bir degisiklige neden
olmamaktadir, ancak mRNA’nin ikincil yapisinda ve stabilitesinde degisiklige,
mRNA’nin diger RNA’lar ve proteinler gibi spesifik ligandlarla etkilesiminde
degisikliklere, farkli hiicresel kullanilabilirlige sahip tRNA'lar tarafindan okunan
kodonlarin  degistirilerek translasyon kinetiginin ve protein katlanmasinin

etkilenmesine (Fernandez-Calero ve ark., 2016), splice dogrulugu ve etkinligine
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(Cartegni ve ark., 2002; Fernandez-Calero ve ark., 2016 ve Pagani ve ark., 2005),
kodon uygunluguna bagli olarak translasyon hizinda degisiklige (Fernandez-Calero ve
ark., 2016 ve Li ve ark., 2021) neden olabilmektedir. Insanlarda sinonim mutasyonlara
bagl olarak karaciger kanseri gelisimi (Li ve ark., 2021), ¢oklu ilag direnci gelisimi
(Kimchi-Sarfaty ve ark., 2007), kistik fibrozis gelisimi (Pagani ve ark., 2005), kronik
obstriiktif pulmoner hastalik gibi patolojik durumlar (Rauscher ve Ignatova, 2018),
sigirlarda ise kantitatif Ozelliklerin etkilendigine dair bilgiler (Nayyef, 2020)
mevcuttur. Tez caligmas1 kapsaminda R1354R sinonim varyanti tespit edilmistir.
ConSurf'sunucusu (Ashkenazy ve ark., 2016) verilerine gére bu varyant yliksek oranda
korunmus bir bolgede degildir. Korunmusluk derecesi 2 olarak tespit edilen arjinin
rezidiisii, insan PALB2 proteininde histidin rezidiisii (1184’lincii amino asit) olarak
goriilmektedir (The Uniprot Consortium, 2021g). Zararli sinonim mutasyonlarin
listelendigi dbDSM v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabaninda yalnizca insanlarda tespit
edilen zararli sinonim mutasyonlar listelenmektedir. insan PALB2 geninde bu veri
tabaninda yalnizca dort adet zararli sinonim mutasyon bulunmus, bu mutasyonlarin
amino asit pozisyonlari incelendiginde R1354R varyantinin insanda karsiligi olan
1184’lincli amino asit pozisyonunda zararli bir sinonim varyant bildirilmedigi

gorilmiistiir.

Ekzon 13 bolgesi varyant1 i¢in yapilan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi
ve ark., 2011) arac1 mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu
sonucunu vermistir. Human Splicing Finder (Desmet ve ark., 2009) aracinda ise tiim
olas1 varyantlar i¢in splice enhancer ve silencer motif oranlarinda degisiklik tespit
edilmig, ¢.3552C>G varyantinda ise bunun yani sira kriptik akseptor bolge
aktivasyonu bildirilmistir. Ekzon 13 boélgesinde kdpek transkriptinde de sitozinden
timin niikleotitine substitlisyon gergeklesen varyantin (insanda c¢.3552C>T) yalnizca

yardimc1 motiflerinde oransal degisiklik bildirilmistir.

Ekzon 13’{in protein kodlanmasina dahil olan dizisinde tespit edilen ¢.4062C>T
varyantinin bulundugu pozisyona (R1354R) tek basina baglanabilen herhangi bir TF

tespit edilmemistir. Ancak yine ekzon 13’te bulunan ve 3’UTR bdlgesinde yer alan
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c.4071T>C varyant1 pozisyonuna baglanabilen ve her iki varyantin pozisyonlarimi

kapsayan bolgeye baglanabilen TF’ler tespit edilmistir.

Ekzon 13’teki her iki varyantin bulundugu bdlgede yabanil diziye baglanabilen
dort farkli transkripsiyon faktorii tespit edilmistir. EP300, ESR1, KDM1A ve TCF12

TF’leri ile meme tiimdrii arasindaki iliskin bilgiler sunulmustur.

EP300 (E1A binding protein P300) hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasinda
onemli, histon asetiltransferaz gorevi listlenen tiimdr baskilayici bir proteindir ve DNA
baglama islevi bulunan bazi proteinler icin transkripsiyonel koaktivatér gorevi
gormektedir. Ayrica hiicre dongiisii ve p53’iin asetilasyonunda da gorev aldigi
bilinmektedir (Wirtenberger ve ark., 2006). Wang ve ark. (2013), HR mekanizmasinda
kritik 6neme sahip olan BRCAL1 ifadesinin diizenlenmesinde, NRF2 transkripsiyon
faktoriinin CBP ve EP300 ile etkilesime girerek aktif transkripsiyon kompleksi
olusturdugunu bildirmistir. MCF7 meme tiimorii hiicre hattinda yapilan ¢aligmada,
Ostrojen uyarimiyla baskilanan genler, aktive edilen genler ve Gstrojen tarafindan
diizenlenmeyen genler karsilagtirllmistir. Baskilanan genlerin Gstrojen uyarimi
sonrasindaki erken donemde ER ile gecici olarak baglandig: tespit edilmis, ayrica
Ostrojen uyarimi sonrasinda EP300’iin ER olmayan enhancerlardan ER enhancerlara
kantitatif olarak yeniden dagilim gosterdigi bildirilmistir (Guertin ve ark., 2014).
MCF7 hiicre hattinda yapilan bir diger ¢caligmada, EP300’iin MRTF-A ile birlikte
hiicre goglinde gorev alarak metastazisi etkileyen genlerin ifadesini artirdig1

bildirilmistir (He ve ark., 2015).

ESR1 (Estrogen receptor 1) ERa olarak da bilinmektedir. Meme tiimdri
hiicrelerinde  steroid hormonlar biliylime, proliferasyon ve metastazisi
etkileyebilmektedir (Bettuzzi ve ark., 1992 ve Hansen ve Fuqua, 1999). ESR1, ligand
ile aktive edilen ve hormon yanit elementi olarak adlandirilan DNA enhancerlarina
baglanan, trans-aktive edici transkripsiyon faktorleri arasinda yer almaktadir (Bettuzzi
ve ark., 1992). Ostrojenler proliferatif etkilerini hiicre igi bir reseptér olan ER
araciliryla gerceklestirirler. Ostrojenler hiicre zarindan gecer ve ER'yi baglar ve bu

sayede ER’yi DNA'y1 baglayan ve cesitli genlerin ifadesini diizenleyen aktif bir
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transkripsiyon faktoriine doniistiiriir (Hansen ve Fuqua, 1999). ESR1’in aktivitesi igin
ostrojen ile aktive edilmesinin yani sira, hedef genlerine ait dstrojen yanit elementinin
kromatinde erisilebilir konumda olmasi gerekmektedir; bu nedenle epigenetik
damgalama, RECQ1 (Lu ve ark., 2021) ile FOXA1 (Arruabarrena-Aristorena ve ark.,
2020) gibi oncii faktorler ve histon modifikasyonlar: gibi bir ¢ok faktor TF islevinde
aktif olarak gérev yapmaktadir (Magnani ve Lupien, 2014). insan genomunda 71 119
Ostrojen yanit elementi bulundugu tespit etmis, bu yanit elementlerinin yaklasik
%1’inin insan ve fareler arasinda korunmus oldugunu ve insan genomunda 230’dan
fazla Ostrojen tarafindan uyarilabilme potansiyeline sahip gen bulundugunu
bildirmislerdir (Bourdeau ve ark., 2004). Bu durum ESR1 transkripsiyon faktoriiniin
bir¢ok gen ifadesinin diizenlenmesinde aktif olarak gorev yapabilecegini ve ¢ok sayida
gen ile etkilesime gecebilecegini gostermektedir. Klinik veriler meme timori
vakalarinda ER kaybinin agresif karakter (DeGraffenried ve ark., 2002), endokrin
direng, niiks ve kotii prognoza neden oldugu bilinmektedir (Stossi ve ark., 2012).
Bailey ve ark. (2016), ER+ meme tiimorlerinin %7’sinde ESR1 ifadesini diizenleyen
ve birgok kanser risk lokusundaki regiilator elementlerde meydana gelen somatik
mutasyonlarin ESR1 ifadesini etkiledigini bildirmis ve bu diizenleyici elementlerin tek
bir gen iizerindeki etkisinin birlikte ele alinmas1 gerektigi lizerinde durmustur. ESR1
mutasyonlarinin ER+ meme tiimdrlerinde endokrin terapilerine direng gelistirebildigi
bildirilmigtir (Freitag ve ark., 2021). HR mekanizmasinda aktif olarak bulunan
BRCA1 proteininde mutasyon tespit edilen ¢ogu meme tiimoriiniin ER- oldugu
bilinmektedir, Hosey ve ark. (2007), tarafindan bu durumun altinda yatan neden
aragtirtlmigtir. BRCA1 yoklugu veya fonksiyonel BRCA1 proteini bulunmamasi
halinde ESR1 mRNA’smin ifadesinde diisiis meydana geldigi tespit edilmis, ESR1
ifadesi icin Oct-1 ile BRCAT’in etkilesime gegerek ESR1’in promotor bdlgesine

baglanmas1 gerektigi bildirilmistir.

KDMI1A (Lysine demethylase 14) LSD1 olarak da bilinen, histon demetilaz
aktivitesine sahip bir transkripsiyon faktoriidiir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde
transkripsiyonu uyarabilmekte veya baskilayabilmektedir (Perillo ve ark., 2020). Hu
ve ark. (2019), luminal meme tiimoriinde KDM1A’nin invazyon, hiicre gogii ve

metastazisi baskiladigini ve tiimor baskilayict olarak gorev yaptigini géstermislerdir.
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Bennesch ve ark. (2016), KDM1A’nin ESR1’in dstrojen ve cAMP tarafindan aktive
edilebilmesi icin COREST baskilayic1 kompleksini devreye soktugunu bildirmislerdir.
Zheng ve ark. (2018) ise meme tiimori hiicrelerinde SIX3/LSD1/NuRD kompleksi
iizerinden karsinogenez ve metastazisin baskilandigimi bildirmistir. Kanser
hiicrelerinin ¢ekirdegindeki LSD1’in epigenetik inhibitorler araciligryla yeniden
programlanmasi ile kombine edilmis bir immunoterapinin niiks etme riski bulunan ve
metastatik 6zellik gosteren vakalarda kullanilmasinin gerekliligi Tu ve ark. (2020),
tarafindan farelerde gergeklestirilen deneysel calisma sonuglart g6z Onilinde

bulundurularak 6nerilmistir.

TCF12 (Transcription Factor 12) ekzon 13’teki her iki yabanil tip diziye ortak
olarak baglanabildigi tespit edilmis son TF’diir. Meme tiimdrii alaninda yapilmis
calismalarda TCF12 ile iliskili fazla veri bulunmamaktadir. Tang ve ark. (2016),
kanser iligkili fibroblastlarin aktivasyonunun hiicre disinda olusturduklart matriks
proteinleri araciligiyla kanser hiicrelerinde invazyonu tetikledigini bildirmislerdir.
Normal meme dokusuna ait stromaya nazaran invaziv meme tiimorii dokusuna ait
stromada TCF12 ifadesinde artig goriildiigii bildirilmis, ER- meme timori
dokularinda bu ifade artisinin ER+ vakalara kiyasla daha yiiksek oldugu ve koti
prognozla iliskilendirildigi ifade edilmistir.

Ekzon 13 sinonim varyantinin niikleotit pozisyonunda meydana gelen potansiyel
insan varyantlarinin her ne kadar bolge korunmus olmasa da ailesel meme kanseri,
kalitsal kanser predispozisyonu sendromu ve akciger timori ile iligkili olduguna

bulgular boliimiinde deginilmistir.

4.2.4. PALB?2 Geni 3’ UTR Varyanti

Transkriptte bulunan, ancak protein yapisina katilmayan 3’ UTR varyanti

(c.4071T>C) splice mekanizmasi ve TF baglanmas1 yoniinden incelenmistir.
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Ekzon 13 boélgesi varyant1 i¢in yapilan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi
ve ark., 2011) arac1 mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin daha yiiksek oldugu
sonucunu vermistir. Human Splicing Finder (Desmet ve ark., 2009) aracinda ise
3’UTR varyantinda yapilan analizlere goére c.*13T>G ve c.*13T>C olasi
varyantlarinda splice enhancer ve silencer motif oranlarinda degisiklik tespit edilmis,
c.*13T>A varyantinda ise kriptik akseptor bolge aktivasyonu bildirilmistir.
c.4071T>C varyantiin da splice mekanizmasini etkileyebilecegini sdylemek

miumkindir.

TF baglanma bdlgeleri i¢in yapilan analiz sonuglarina bakildiginda ise 3’UTR
bolgesinde yer alan ¢.4071T>C pozisyonunun yabanil tip dizisine baglanip, mutant
dizisine baglanmayan FOXO3, FOXP2 ve TCF7L2 TF’lerine iligskin bilgiler

sunulmustur.

FOXO3 (Forkhead Box O3) transkripsiyon faktoriinin ERa regiilasyonunda
olduk¢a 6nemli oldugu ve meme tiimorii hiicre hattinda ERa ifadesinin aktif FOXO3
diizeyi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Guo ve Sonenshein, 2004). Timor
baskilayici fonksiyon gosterdigi ifade edilen FOXO3’iin, ERa ve ER[ proteinleri ile
etkilesime girdigi, Ostrojen bagimli, ER tarafindan diizenlenen transkripsiyonel
aktiviteleri inhibe ettigi ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerinin ifadesini artirarak
hiicre biiyiimesini engelledigi tespit edilmistir (Zou ve ark., 2008). invaziv meme
tlimorii hastalarinda FOXO3 proteininin lokalizasyonu arastirilmis, hem ¢ekirdek hem
de sitoplazmada ifade edilen proteinin c¢ekirdekte baskin olarak ifade edildigi
orneklerde iyi prognozla iliskilendirilmis biyobelirtecler tespit edilmis, sagkalim
stiresi ve uzak metastazis goriilmeyen donemin bu hastalarda daha uzun oldugu
bildirilmigtir (Habashy ve ark., 2011). Jiang ve ark. (2013), FOXO3 ifadesini ER+
karakter, histolojik dereceler I ve II, aksiller lenf diigiimiinde metastazis goriilmemesi
ve TNM evreleri I ve Il ile iligkilendirmis, ayrica yliksek protein ifadesinin sagkalima
olumlu etkisini bildirerek FOXO3’1i prognostik bir belirteg olarak tanimlamistir. Sisci
ve ark. (2013), FOXO3’iin invazyon ve metastazis lizerindeki fonksiyonunu ERa
varligina bagl olarak gerceklestirdigini; ER+ vakalarda invazyon ve metastaziste

baskilanma olmasina karsin ER- vakalarda bu karakterlerde artig gorildiigiinii
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bildirmislerdir. Song ve ark. (2021) ise FOXO3 ifadesinin miR-29b-2 ve miR-338
mikroRNA’larinin ifadesini uyardigini ve bu miRNA’lar iizerinden EMT, hiicre goc¢ii,

invazyon ve metastazisi baskiladigini bildirmislerdir.

FOXP2 (Forkhead box P2) transkripsiyon faktoriiniin meme tiimori
hiicrelerinde susturulmasinin kanser kok hiicresi yayilimini, tiimdr baslangicini ve
metastazisi uyarmasi ile malign timorlerde ve kotii prognozlu hastalarda diisiik
seviyede ifade edilmesi (Cuiffo ve ark., 2014) tiimor baskilayici bir TF olabilecegini
gostermektedir. FOXP2 ifadesindeki diististin TGFB/SMAD sinyal yolag: iizerinden
meme tiimoriinde invazyon ve hiicre go¢iinii uyarmasi (Chen ve ark., 2018) bu verileri
destekler niteliktedir. Yapilan en gilincel ¢alismada ise FOXP2'nin meme timorii
hiicrelerinde FOXA2 ile etkilesim kurdugunu, E-cadherin ve PHF2 proteinlerini
kodlayan genlerin transkripsiyonunu uyararak EMT'yi inhibe edebildigini gostermistir
(Liu ve ark., 2021).

TCF7L2 (The transcription factor 7-like 2) Wnt/[-catenin yolaginda bulunan ve
anormal gen ifadesinin onkogenik etkileri oldugu bildirilen bir TF’dir. Normal meme
dokusunda osteopontin ifadesini baskiladigi ifade edilen bu TF’nin, meme tiimorii
vakalarinda ifadelerinde normal meme dokusuna nazaran diisiis goriildiigiine iliskin
veriler mevcuttur (El-Tanani ve ark., 2008). Bunun haricinde bu TF’de tespit edilen
polimorfizmlerin meme tiimdriine predispozisyon yarattigini1 bildiren ¢ok sayida
caligma ve bunlarin degerlendirildigi bir¢ok meta-analiz bulunmaktadir (Burwinkel ve
ark., 2006; Chen ve ark., 2013; Connor ve ark., 2012; Goode ve ark., 2009; Lu ve ark.,
2015; Min ve ark., 2016; Naidu ve ark., 2012; Wang ve ark., 2015; Wang ve ark., 2021
ve Zhang ve ark., 2018). Lan ve ark. (2011), TCF7L2’nin miR-21 6rnegi {izerinden
miRNA’larin da transkripsiyonlarii uyararak kanser hiicrelerinde proliferasyon ve

invazyon gibi etkilere neden olabileceklerini gdstermislerdir.

3> UTR bolgesi varyantinin insandaki niikleotit pozisyonunda meydana gelen
indel mutasyonunun kalitsal kanser predispozisyonu sendromuyla iligkili oldugu

verisine bulgular boliimiinde deginilmistir.
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4.3. Fonksiyonel Cahsmalara iliskin Oneriler

Tez caligmasi kapsaminda splice bolgesi varyanti, yanlis anlam mutasyonu,
sinonim mutasyon ve 3° UTR bolgesi varyanti gibi farkli tiirde varyantlar tespit edilmis
ve biyoinformatik analizlerle etkileri ortaya konulmustur. Her bir varyantin etkilerini
tartisirken bu etkilerin fonksiyonel analizlerle dogrulanmasi gerektigi {istliinde
durulmustur. Bu béliimde in silico analizlerde tespit edilen etkilerin dogrulanmasi igin

onerilebilecek fonksiyonel testlerden bahsedilmistir.

Fonksiyonel caligmalar patojeniteyi destekleyen giiclii bir ara¢ olabilir, ancak
tiim fonksiyonel ¢caligmalar, bir gen veya protein fonksiyonu tizerindeki etkiyi tahmin
etmede etkili degildir, fonksiyonel bir testin gegerliligini degerlendirmek icin testin

biyolojik ortami1 ne kadar yansittig1 dnemlidir (Richards ve ark., 2015).

PALB?2 proteini, homolog rekombinasyon aracili DNA tamir mekanizmasinda
aktif rol oynamaktadir, bu nedenle homoloji aracili tamir analizi (Homology-directed
repair (HDR) assay) veya diger bir isimle ¢ift zincir kirig1 tamiri-yesil floresan proteini
raportOr analizi (DR-GFP reporter assay) ile mutant PALB2 proteininin indiiklenmis
cift zincir kiriklarinda HR mekanizmasindaki aktivitesi degerlendirilebilir (Boonen ve
ark., 2020 ve Guidugli ve ark., 2014). Keza CRISPR-LMNA HR analizi ile homolog
rekombinasyon etkinli§inin mutant ve yabanil tip proteinler igin Olcililmesi
miimkiindiir. RADS51 odagi olusumu analizi (RADS51 foci formation assay), PARPi
hayatta kalma analizi (PARPi survival assay) ve cisplatin hayatta kalma analizi
(cisplatin survival assay) gibi yontemler ile G2/M kontrol noktasi analizi (G2/M
checkpoint assay) yine HR mekanizmasinin aktivitesinin etkilenip etkilenmedigine
yonelik kullanilabilecek yontemlerdir (Boonen ve ark., 2020). Benzer sekilde, HR
mekanizmasinin sekteye ugramasi nedeniyle SSA (tek zincir baglanmasi) gibi hataya
actkk DNA tamir mekanizmalarindaki artigin tespit edildigi, insan hiicrelerinde
homolog rekombinasyon analizi (Homologous recombination assay in human cells)
gibi dolayli yontemler kullanilabilir. Maya rekombinasyon analizi (Yeast
recombination assay) de yine HR mekanizmasinin aktivitesinin dl¢iildiigii fonksiyonel

testlerden birisidir. Embriyonik kok hiicre temelli fonksiyonel analiz (Embryonic stem
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cell-based functional assay) yapilarak da HR mekanizmasinda protein fonksiyonun

etkilenip etkilenmedigi tespit edilebilir (Guidugli ve ark., 2014).

Proteinin faaliyetini diizgiin bir bigimde gerceklestirebilmesi i¢in hiicre
dongiistiniin  ¢esitli fazlarinda hiicrenin belirli lokalizasyonlarinda bulunmasi
gereklidir. Bunun kontrolii i¢in ise yesil floresan isaretli protein kullanilarak ¢ekirdek
konum analizi (Nuclear localization assay) yapilmasi onerilebilir (Guidugli ve ark.,

2014).

Protein-protein etkilesimlerinin ne derece etkilendiginin 6l¢iilebilmesi amaciyla
birlikte immiinopresipitasyon (Co-immunoprecipitation), maya veya memeli iki-hibrit
analizi (Yeast two-hybrid assay / Mammalian two-hybrid assay), Far-Western analizi
dogrudan; elektroforetik hareketlilik kaydirma analizi (Electrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA)) dolayli olarak proteinlerin birbirlerine baglanmalarindaki
degisikliklerin dlgiilebilmesi i¢in Onerilebilecek fonksiyonel analizlerdir (Boonen ve

ark., 2020; Guidugli ve ark., 2014 ve Lieberman ve Hopkins, 2010).

miRNA calismalarinda kullanilabilen bir¢ok analiz bulunmaktadir. Caligilan
miRNA sayisi, 6rneklem biiyiikliigii, calismanin amaci ve laboratuvardaki ekipmana
gore kullanilacak yontem avantaj ve dezavantajlar1 goz oOniinde bulundurularak
belirlenebilir. miRNA saptama ve profil olusturma i¢in en yaygin kullanilan stratejiler
hibridizasyon ve PZR tabanli tekniklerdir. miRNA ifadelerinin kantitatif olarak
oOlgiilebilmesi i¢in kantitatif es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Stem-loop Real-
time RT PCR / gRT-PCR), tek hiicre kantitatif es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Single Cell Stem-looped Real-time PCR), altin nanopartikiil prob (Gold Nanoparticle
Probe Method) yontemleri kullanilabilir. Bunun yani sira ters transkripsiyon PZR (R7-
PCR) sonrasinda miRNA’larin adaptorlere baglanarak kullanildig1 mikrodizi (array)
temelli ifade profillendirme yontemi de mevcuttur. miRNA-hedef mRNA etkilesimleri
icin ise miRNA fonksiyonu-raportdér ifade analizi (miRNA Function-Reporter
Expression Assay) (Wang ve Yang, 2010), gen raportor analizi (Yousef ve Allmer,
2014), hedef mRNA’nin immunopresipitasyonu sonrasinda miRNA dizisini i¢eren

prob ile Northern blot analizi, in vitro ve in vivo gen susturma ve miRNA aracili RNA
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interferens deney tasarimlart ve transgenik model hayvan ¢alismalart (Ying, 2006),
CRISPR/Cas9 teknigiyle fonksiyonel miRNA-hedef gen etkilesimlerinin aragtirilmasi
(Dalmay, 2017), miRNA ve hedef mRNA’sinin bagli oldugu argonat proteini veya
TNRC6’nin  birlikte immunopresipitasyonu kapsayan CLIP (Cross-linking
immunoprecipitation) analizi (Beitzinger ve Meister, 2014 ve Thomson ve ark., 2011),
lisiferaz raportor analizi (Luciferase reporter assay), Western blot analizi, 5> RLM-
RACE analizi (5’ rapid identification of cDNA ends), PARE analizi (Parallel analysis
of RNA ends), HITS-CLIP (High throughput sequencing of cross-linking
immunoprecipitation) analizi, PAR-CLIP (Photoactivatable-ribonucleoside-enhanced
cross-linking and immunoprecipitation) analizi, biyotin ile etiketlenmis miRNA’nin
immunopresipitasyonunu izleyen mikrodizi analizi (Thomson ve ark., 2011) gibi

cesitli yontemler bulunmaktadir.

Biyoinformatik analizlerde PALB2 geninde tespit edilen varyantlarin bulundugu
bolgeleri kapsayan dizilere baglanabilen ¢ok sayida TF tespit edilmis, bunlardan
bazilarinin yalnizca yabanil diziye, bazilariin yalnizca mutant diziye, bir kisminin ise
her iki diziye birden baglanabildigi goriilmiistiir. Gen ifadesinin bu transkripsiyon
faktorlerinden etkilenip etkilenmediginin tespit edilebilmesi i¢in iki hibrit analizi,
EMSA, lisiferaz analizi, birlikte immunopresipitasyon ve SPR (Yiizey plazmon
rezonans) spektroskopisi gibi ¢esitli fonksiyonel testler ile dogrulanmasi
gerekmektedir. TF’lerin meme timori ile iliskileri aragtirildiginda ise bazilarinin
onkogen, bazilarinin timor baskilayici, bazilarinin ise her iki sekilde de etki
gosterebildigi goriilmiis, bir kisminin ise meme tiimori ile iliskisi yeterli diizeyde
belirlenememistir. Gelecekte yapilabilecek fonksiyonel testler ile varyantlar ve TF’ler
arasindaki iliskinin agiga ¢ikarilmasit durumunda, PALB2 proteini iizerinden meme
timorii olusumunu ne sekilde etkilediklerine dair ¢ikarim yapilabilmesi miimkiin

olabilir.

Alternatif splice mekanizmasi belirli sayidaki genlerden sayica daha fazla
protein {retilebilmesini saglayarak proteom havuzunu zenginlestiren bir
mekanizmadir. Bu sayede, canlilarin gelisimsel siire¢ veya hiicre tipine spesifik ve

ihtiyaca gore sekillenmis, farkli fonksiyonlar1 gergeklestirebilecegi genis bir protein
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repertuarina sahip olmasi miimkiin olmaktadir. Alternatif sp/ice mekanizmast DNA
dizisinde bulunan akseptdr ve donor bolgeler, dallanma noktalar1 ve yardimei regiilator
motifler ile bunlara baglanan transkripsiyon faktorleri, RNA ve proteinlerden olusan
spliceosome kompleksi araciligiyla diizenlenmektedir. Splice sinyallerinde meydana
gelen nokta mutasyonlart bu mekanizmay1 etkileyerek ekzon eklenmesi veya ekzon
atlanmasina neden olur ve protein yapisini degistirerek hastalik veya kanser fenotipine
neden olabilir (Baralle ve ark., 2009; Cartegni ve ark., 2002 ve Chen ve ark., 2019).
Ornegin, meme veya ovaryum tiimérlerinde RAD51C geninde incelenen 20 varyantin
19’u splice mekanizmasii etkilemis, 18’1 ciddi anomalilere neden olmustur
(Sanoguera-Miralles ve ark., 2020). Splice sinyallerinde meydana gelen nokta
mutasyonlarinin hastalik ile iligkisinin arastirilabilmesi igin ¢esitli biyoinformatik
araglar gelistirilmistir (Grodecka ve ark., 2017). In silico analizlerde elde edilen
sonuglarin dogrulanabilmesi icin fonksiyonel testlerin yapilmasi
gerekmektedir. Fonksiyonel analizler DNA, RNA, RNA-protein etkilesimleri veya
protein diizeyinde yapilabilmektedir. En etkin yontemin hastadan alinan RNA
orneginin cDNA’ya doniistliriilmesinin ardindan DNA dizi analizine tabi tutulmasi
oldugu ifade edilmektedir. Diger yontemler ise minigen analizi, QRT-PZR, protein
kesme analizi olarak sayilabilmektedir (Anna ve Monika, 2018). Tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilen veriler géz 6niinde bulunduruldugunda 6zellikle intron 6 ve

ekzon 7 varyantlar1 i¢in fonksiyonel test yapilmasi 6nerilmektedir.

Insanlarda yapilan arastirmalar i¢in Human Splicing Finder (Desmet ve ark.,
2009) gibi giiclii araclar bulunmasina karsin, bu araglarin bir cogunun kopek tiirtinde
kullanilamiyor olmasi (Grodecka ve ark., 2017) biiyiik bir dezavantaj olsa da, en
azindan insan ve kopek tiirleri arasinda varyantlarin etkilerine iligkin ¢ikarim
saglamaya imkan tanimistir. Veteriner Hekimlik alaninda yapilan ve yapilacak
caligmalarda splice mekanizmasina etki edebilecek varyantlarin arastirilabilmesi icin
EX-SKIP gibi araglar bulunsa da, yeterli giicte degildir ve bu alanda farkl tiirler i¢in

gelistirilebilecek yeni programlara gereksinim oldugu da gézden kagmamustir.
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4.4. BRCA2, RADS1 ve PALB2 Etkilesimlerinin Degerlendirilmesi

Yapilan tez caligmasi kapsaminda hedeflerden birisi de HR mekanizmasinda
gorevli diger proteinlerde (BRCA2 ve RADSI) ayni oOrneklemde tespit edilen
varyantlarin KMT agisindan birlikte degerlendirilmesiydi. PALB2 geninde toplam dort
adet germ hatt1 varyanti tespit edilmistir. BRCA2 geninin PALB2 proteininin WD40
domaini ile etkilesim bolgesini kapsayan bolgesinde ise bir adet intronik germ hatti
varyanti saptanmistir. Tespit edilen bu germ hatti mutasyonlar1 haricinde ayni
orneklemde gerceklestirilen calismalarda, BRCA2 proteininin RADS1 proteini ile
etkilesim bolgelerinde (Ozmen ve ark., 2017a) ve RADS51 proteininin BRCA2 ve
PALB2 proteinleri ile etkilesim bolgelerinde (Ozmen ve ark., 2017b) tiimor
dokularinda somatik mutasyonlar bildirilmistir. Germ hatti mutasyonlar1 ve somatik
mutasyonlarin bir arada degerlendirilmesi her ne kadar tartismali olsa da germ hattinda
tespit edilen varyantlarin tiimor dokularinda da goriilmesi s6z konusudur. Ancak tiimér
hiicrelerinin kontrolsiiz bdliinmesi ve zaten hipotezin temel aldigit DNA tamir
mekanizmalarindaki olast bozukluklar tlimor dokularinda germ hattina nazaran daha
fazla mutasyon tespit edilebilme ihtimalini miimkiin kilmaktadir. Ozmen ve ark.
(2017a; 2017b) tarafindan gerceklestirilen ¢aligmalarda tespit edilmis olan, protein
kodlamasima katilan ve sinonim olmayan varyantlar tez ¢aligmasma dahil edilen
orneklerle sinirlandirilmis, benign 6zellik gosteren varyantlar diglanarak Sekil 4.3 teki

cizelge olusturulmustur.
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Sekil 4.3. PALB2, RADS51 ve BRCA2 genlerinin etkilesim bolgelerinde tespit edilen sinonim olmayan
varyantlar.

Sar1: Heterozigot, Kirmizi: Homozigot, Bej: Homozigot veya heterozigot olabilir (Haplotip verileri ile
olusturulmustur).

Orneklem incelendiginde, 2 ve 17 numarali bireyler haricinde saglikli birey dahil
olmak iizere tiim 6rneklerde en az bir varyant tespit edildigi goriilmiistiir. 32 kodlu
saglikli bircy RADS51 proteininin BRCA2 ve PALB2 proteinleri ile etkilesim
bolgelerinde yapilan calismaya (Ozmen ve ark., 2017b) dahil edilmedigi i¢in bu

bireyde RADS51 mutasyonuna iligkin bir veri bulunmamaktadir.

Proteinlerin birincil yapisinda meydana gelen degisiklikler proteinin ikincil ve
ticlinciil yapilarim1 ve dolayisiyla da proteinin {ic boyutlu katlanma bi¢imini,
dolayistyla da fonksiyonunu etkilemektedir (Selzer ve ark., 2019). Gegici protein-
protein arasi etkilesimlerde, proteinin katlanma yapisinin farkli fizyolojik kosullar ve
ortamlardaki durumu bile fonksiyonu agisindan 6nemlidir (Nooren ve Thornton,
2003). PALB2 proteini A1050V varyant1 bulgular boéliimiinde ifade edildigi iizere,
tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus bir pozisyonda bulunmus, in silico analizlerin
bazilarinda zararli, bazilarinda ise noétral olarak degerlendirilmistir. Birincil yapida
degisiklik meydana getirmesi nedeniyle heniiz fonksiyonel testlerle dogrulanmis

olmasa da bu kisimda zararl1 bir mutasyon olarak degerlendirilecektir.
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BRCA2 ve PALB?2 proteinleri arasindaki etkilesim, tez calismasi kapsaminda
ilgili bolgelerde DNA dizi analizi ile arastirilmis, BRCA2 proteininin PALB?2 ile
etkilesim bdlgesini kapsayan ekzonik dizilerde herhangi bir varyant tespit
edilmemistir. iki protein arasindaki iliskiyi etkileyerek HR mekanizmasinda sorun
yaratabilecek tek varyantin PALB2 proteini WD4(0 domainindeki A1050V mutasyonu
oldugu tespit edilmistir. PALB2 proteininde tespit edilen mutasyonlarin homozigot
olarak goriilmesi insanlarda fanconi anemi, heterozigot olarak goriilmesi ise meme
timori ile iliskilendirilmistir (Adank ve ark., 2011; Antoniou ve ark., 2014;
Nepomuceno ve ark., 2021 ve Xia ve ark., 2007). A1050V varyantinin heterozigot
olarak goriilmesi insanlar ile benzer sekilde kopeklerde de PALB2 proteini
mutasyonlarinin meme tiimdrii ile iliskisi olabilecegini gdstermektedir. 13, 21 ve 29
numarali KMT hastalar1 i¢in, “BRCA2-PALB?2 etkilesimindeki aksaklik nedeniyle HR
mekanizmasinda bozukluk meydana gelerek tiimor olusumunu tetiklemistir” seklinde
bir hipotez kurulabilir. Elbette ki bu etkilesimdeki olasi aksakliklarin fonksiyonel
testlerle dogrulanmasi gerekecektir. BRCA2-PALB?2 iliskisi germ hattinda mutasyon
taranarak gerceklestirildigi i¢in, bu etkilesimdeki aksakliklarin insanlardaki gibi
ailesel meme tiimorii vakalart veya tiimdr predispozisyonu ile iligkili olmasi

muhtemeldir.

PALB2-RADS1 iliskisi ele alindiginda, PALB2’nin RADS51 proteini ile
etkilesime gectigi iki farkli bolge bulunmaktadir (Park ve ark., 2014 ve Prakash ve
ark., 2015). Bu bolgeler coiled-coil yapis1 ve tez g¢aligmasi kapsaminda DNA dizi
analizi yapilan WD4(0 domainidir (Buisson ve ark., 2010). Ozmen ve ark. (2017b),
tarafindan RADS1 proteininin PALB?2 ile etkilesim bdlgesinde tespit edilen N196D,
H199D, A209S ve T225S varyantlarindan yalnizca ticti (N196D, H199D ve T225S)
tez projesinin Orneklemine dahil edilen bireylerde goriilmektedir. In silico analiz
sonuglari ii¢ varyantin da zararli olabilecegini gdstermistir. Uemura ve ark. (2019) ise
yaptiklar1 fonksiyonel ¢aligmada, A209S ve T225S mutantlarinin (Ozmen ve ark.,
2017b) PALB2 proteini ile etkilesimini aksattigint memeli iki hibrit analizi ile
gostermislerdir. N196D ve H199D mutasyonlar1 ise fonksiyonel ¢aligmaya dahil
edilmedigi icin yalnizca in silico analiz sonuglarina iliskin veriler mevcuttur. Ayrica

in silico analizlerde benign olarak goriilen A209S mutantinin (Ozmen ve ark., 2017b)
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fonksiyonel ¢alismada protein-protein etkilesimini aksatmasi (Uemura ve ark., 2019)
onemli bir bilgidir, ancak tez calismasinda bu mutanti tasiyan 6rnek olmamasi
nedeniyle RADSI1-PALB2 arasindaki etkilesim degerlendirilirken g6z Oniinde
bulundurulmayacaktir. Her iki proteindeki varyantlar in silico analizlerden elde edilen
sonuclara gore zararli kabul edilerek 6rneklem incelendiginde 1, 12, 13, 20, 21 ve 29
numarali 6rnekler i¢in “PALB2-RADS5]1 etkilesimi zarar gérerek HR mekanizmasinin
sekteye ugramasina ve dolayisiyla meme tiimorii gelisimine neden olmaktadir”
hipotezi One siiriilebilmektedir. Memeli iki hibrit analizi sonuglarinda protein
etkilesimlerinde aksaklik goriilmesi 1 numarali 6rnek i¢in destekleyici olmakla birlikte
(Uemura ve ark., 2019) diger varyantlar icin de benzer fonksiyonel caligmalar
yapilmasi ve protein-protein etkilesimleri ile sinirli kalinmayarak HR mekanizmasi
tizerindeki etkilerin arastirilacag: ileri ¢alismalar gerekli goriinmektedir. RADS1
proteininde tespit edilen varyantlar, germ hattinda degil, tiimor dokusunda tarandigi
icin 1, 12 ve 20 numaral1 bireylerdeki tiimor vakalarinda germ hattinda ayn1 RADS1
mutasyonlariin bulunup bulunmadigina dair bir veri bulunmamaktadir. 13, 21 ve 29
numarali vakalar icin ise PALB2-BRCA2 etkilesimi {izerine yapilan yorumlar

PALB2-RADS1 etkilesimi iizerine de yapilabilir.

BRCA2 ve RADSI etkilesimini aragtirmak tlizere BRCA2 geninde yapilan
calismada, K801Q, V919A, S1078W, F1096S ve T1425P varyantlarinin SIFT
algoritmasinda protein fonksiyonunu etkiledigi, K801Q, V919A, Q1072P, S1078W,
F1096S, K1179Q, T1425P varyantlarinin PROVEAN algoritmasinda zararli oldugu
tespit edilmistir (Ozmen ve ark., 2017a). PolyPhen sonuglar1 ise HumDiv algoritmasi
icin K801Q, Q1072P, S1078V, K1179Q, T1425P ve L1601I varyantlar1 “zararli olma
ihtimali olduk¢a yiiksek”, F1096S varyanti1 ise “zararli olabilir” seklinde
degerlendirilmistir. HumVar sonuglarina bakildiginda ise S1078W, K1179Q, T1425P
ve L16011 varyantlar1 “zararli olma ihtimali oldukga yiiksek”, Q1072P ise “zararl
olabilir” seklinde degerlendirilmistir. S1I078W varyantinin etkileri MutPred araci
haricindeki tiim in silico araglarda zararh olarak tespit edilmistir, T1425P varyanti ise
tim araglara gore zararl tespit edilmistir, ayrica bu varyant RADS]1 ile siki bir
etkilesim saglayan ilk dért BRC tekrarlarindan BRC3 tekrarinda bulunmaktadir ve bu

nedenle olduk¢a &nemlidir. Insanlardaki T1430P mutasyonu ile benzer etkiler
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gosterdigi tespit edilen (Yoshikawa ve ark., 2012) T1425P varyantinin RADS1 ile
etkilesimi zayiflattigt memeli iki hibrit analizi ile belirlenmistir (Ochiai ve ark., 2015).
3,6, 10, 11 ve 26 numarali 6rneklere ait tiimor dokularinda bu varyant tespit edilmistir
(Ozmen ve ark., 2017a). RADS1 proteinindeki T225S varyant1 da dahil edildiginde 1,
3, 6, 10, 11 ve 26 numarali 6rneklerde HR mekanizmasinda meydana gelebilecek
aksakliklarin tiimor gelisimine neden olabilecegi hipotezinin daha giiglii bir sekilde
desteklendigi goriilmiistiir (Ochiai ve ark., 2015; Ozmen ve ark., 2017a ve Uemura ve
ark., 2019). HR mekanizmasinin bu bireylerde gercekten 6nemli Olciide etkilenip
etkilenmediginin anlagilabilmesi i¢in fonksiyonel testlerin gerektigi ileri arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. 2, 17 ve 29 numarali bireyler icin BRCA2-RADS51 etkilesimine
zarar verebilecek hi¢bir mutasyon tespit edilmemistir, diger bireylerin ise 1, 3, 6, 10,
11 ve 26 numaral1 6rnekler kadar olmasa da HR mekanizmasini etkileme potansiyelleri

mevcuttur. Bu 6rneklere iligkin veriler Cizelge 4.9°daki gibi gériinmektedir.

Cizelge 4.9. Fonksiyonel analizlerle desteklenen zararli varyantlarin bulundugu bireylere iliskin veriler.

Vaka Irk Yas Tiimér Tipi Akciger
Kodu Metastazis
Durumu
1 Golden 13 Kompleks -
retriever adenokarsinoma
3 Rottweiler 12 Karsinosarkoma +
6 Pinscher 15 Anaplastik -
karsinoma
10 Tibetan terrier 13 Tubuler -
adenokarsinoma
11 Rottweiler 13 Solid karsinoma -
26 Tibetan terrier | 16 Benign miks tiimor -

RAD51 ve BRCA2 icin yapilan c¢alismalar meme tiimorii dokularinda
gerceklestirildigi i¢in germ hattinda bu mutasyonlarin bulunup bulunmadig:

bilinmemektedir. Cizelge 4.10°da proteinler arasindaki etkilesimler ve bireylerde bu
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etkilesimleri ve HR mekanizmasii etkileme potansiyeli bulunan varyant sayilar

verilmeye caligilmistir.

Cizelge 4.10. Orneklemdeki bireyler ve bu bireylerde protein-protein etkilesimlerini etkileyebilecek

varyant sayilari.

Cizelgedeki her bir yildiz (*), o mekanizmada potansiyel bir soruna yol agabilecek varyant sayisin1 vermektedir.
*=1 varyant, **=2 varyant, ***= 3 varyant, ****=4 varyant1 ifade etmektedir. HR siitunu haricindeki tiim siitunlar
birbirinden bagimsizdir; HR siitunu ise bir bireyde incelenen tiim genlerdeki toplam varyantlarin sayisini

gostermektedir.

Ornek

BRCA2-PALB2

RADS1-PALB2

BRCA2-RADS1

HR

sk

ok

ok

sk

ek

sk

10

dokok

ok

11

sekokok

sekoksk

12

sk

sk

13

ek

16

ek

sk

17

20

sk

seskokok

ekoksk

21

sk

22

24

25

dokck

ok

26

Hokck

ok

29

30

Hokck

ok

31

ek

ek

Insan calismalar1 dikkate alindiginda meme tiimérii vakalarinda bir mekanizma

ile iliskili birden fazla gende veya bir gende birden fazla pozisyonda mutasyon tespit
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edilmesi s6z konusu olabilmektedir (Cock-Rada ve ark., 2018 ve Urbina-Jara ve ark.,

2019).

Tez calismast kapsaminda PALB2-BRCA?2 etkilesiminin incelenebilmesi igin
BRCAZ2 proteininin PALB2 ile etkilesime gectigi amino asit dizilerini kodlayan
bolgeleri de DNA dizi analizine tabi tutulmus ancak protein kodlayan bolgelerinde
herhangi bir varyant tespit edilmemistir. intron 2 bolgesinde ise ¢.68-104C>T varyant
tespit edilmistir. Splice mekanizmasinin arastirilmasina yonelik bulgulara bakildiginda
yalnizca ¢.68-105T>G varyantinin kriptik akseptor bolge aktivasyonu ve splice
mekanizmasinda potansiyel degisiklige neden olabilecegi bildirilmistir (Desmet ve
ark., 2009). Bu varyantin bulundugu pozisyonda yabanil tip diziye baglanabilen TBX2
ve TRIM28, yalnizca mutant diziye baglanabilen ise CUX1, NR1H2 ve NRIH3
transkripsiyon faktorlerinin tespit edildigi (Hu ve ark., 2019) bulgular bdliimiinde
ifade edilmistir. PALB2 varyantlar1 degerlendirilirken de ifade edildigi gibi, splice
mekanizmasinda meydana gelebilecek degisiklikler ve TF baglanma bdolgelerinde
meydana gelen degisikliklerin HR mekanizmasina olan etkilerinin fonksiyonel testler
ile aragtirtlmas1t BRCA2 varyant1 i¢in de gereklidir. Bu tiir degisikliklerin hastalik ve

kanser fenotiplerine neden olabilmesi ihtimali mevcuttur.

Orneklemdeki 2 ve 17 numarali bireylerde herhangi bir mutasyon tespit
edilmemistir. HR mekanizmasinda gorevli proteinler yalnizca BRCA2, PALB2 ve
RADSI ile smirli degildir, BRCA1 basta olmak iizere mekanizmada gorevli bircok
protein mevcuttur (Wright ve ark., 2018). Bunun yam1 sira, HR mekanizmasi
haricindeki genlerin onkogenik veya tiimor baskilayic1 etkilerinin mutasyonlar
nedeniyle degismesi veya protein fonksiyonlart etkilenmeksizin epigenetik
mekanizmalar nedeniyle gen ifadelerinde anormallikler goriilmesi de timor

gelisiminde etkili olabilmektedir (Klopfleisch ve ark., 2011).
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4.5. Varyantlarin insan ve Kopek Tiirleri Arasinda Karsilastirilmasi

Kanser gelisimi insan ve kopeklerde spontan olarak goriilmektedir (Dobson ve
ark., 2002; Gamlem ve ark., 2008; Hamilton, 1974; Merlo ve ark., 2008; Moulton ve
ark., 1970; Sleeckx ve ark., 2011; Sorenmo, 2003 ve Vascellari ve ark., 2009). KMT
vakalar1 insan meme tliimorleri ile klinik, histopatolojik, biyokimyasal ve sitolojik
bulgular ile olusum mekanizmalari bakimindan yiliksek oranda benzerlik
gostermektedir (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018; Antuofermo ve ark., 2007;
Cassali ve ark., 2007; Kumaraguruparan ve ark., 2006a; Kumaraguruparan ve ark.,
2006b; Rivera ve ark., 2009 ve Rivera ve von Euler, 2011). Ayrica, yas (Egenvall ve
ark., 2005), en yaygin goriilen malign tlimorlerin basit karsinomalar olmas1 (Sorenmo
ve ark., 2009), anjiyogenez ve kan damarlarinin morfolojilerinin benzerlik gostermesi
(Sleeckx ve ark., 2014), patolojik ve immunofenotipik benzerlikler (Ferreira ve ark.,
2010), mammografik anomalilerin benzerligi (Mohammed ve ark., 2011), kanser
iligkili stromanin benzerlik gostermesi (Ettlin ve ark., 2017), prognostik belirtecler
(Nguyen ve ark., 2018), BRCAI, BRCA2, RAD51, EGFR, Ki-67, HER2/neu, p53, p63
genlerinin her iki tiirde de timor gelisiminde kritik rol oynamasi ve uzun siire dstrojene
maruziyetin timor goriilme riskini artirmasi1 (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018),
insan ve kopeklerde BRCAI ve BRCA2 genlerinde korunmus bolgelerde ortak
mutasyonlar bulunmasi (Goebel ve Merner, 2017), PI3K/AKT, KRAS, PTEN, WNT-
beta katenin ve MAPK gibi kanser ile iligkili yolaklarin her iki tiirde de benzer sekilde
etkilenmeleri (Uva ve ark., 2009) gibi faktorler tiimor gelisiminde insan ve kdpek
tiirleri arasinda yiiksek oranda benzerlik bulundugunu gostermektedir. Bu nedenle
meme timori ¢alismalarinda kopek tiiri model organizma olarak kullanilabilme

potansiyelindedir (Grosse ve ark., 2014 ve Rasotto ve ark., 2014).

Tez calismasi kapsaminda PALB2 geni WD40 domaininde tespit edilen
varyantlarin insan genomundaki pozisyonlar1 ve bu pozisyondaki insan varyantlari ile
meme timori gelisimine etkileri incelendiginde, intron 6 varyantinin insandaki
pozisyonunda DNA dizisinde farkli bir niikleotit bulundugu (Ensembl, 2021b), ancak
insanda bu pozisyonda tespit edilmis kalitsal kanser yatkinlik sendromu ile iligkili bir

TNP varlig1 dikkat ¢ekmektedir (Ensembl, 20210). Ayrica bu varyant VEP aracinda
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hem kopek hem de insan tiirlinde splice bolgesi varyanti olarak goriilmektedir. Bunun
yant sira, HSF (Desmet ve ark., 2009) aracinda insanlardaki pozisyonunda
olusabilecek tiim varyantlarin kriptik akseptor bolge aktivasyonu nedeniyle splice

mekanizmasinda potansiyel degisiklige neden olacagi tespit edilmistir.

Ekzon 7 bdlgesi varyantinda ise DNA dizisindeki niikleotitin iki tlirde ayni
oldugu (Ensembl, 2021b) ve bu bolgede her ne kadar ayni amino asit degisikligi
(kopekte A1050V/ insanda A880V) bildirilmemisse de; insanlarda bildirilen diger
varyantlarin ailesel meme timorii (A880A ve A880D), kalitsal kanser yatkinlik
sendromu (A880A) ve endometriyal timor (A880D) gibi fenotipler ile iligkili oldugu
gorlilmiistiir (Ensembl, 2021d; Ensembl, 2021r; Ensembl, 2021s). Kaldi ki insanlarda
meydana gelen meme tiimorii vakalarinda A880V varyantinin heniiz bildirilmemis
olmasi ilerleyen donemlerde bildirilmeyecegi anlamina gelmemektedir. Ayrica ekzon
7 bolgesindeki gerek niikleotit gerek amino asit dizisinin korunmus olmasi, bu bdlgede
meydana gelen bir mutasyonun kanser riski olusturabilecegi diislincesini de
giiclendirmektedir. Bu varyant i¢in (A1050V/A880V) SIFT (Kumar ve ark., 2009) ve
PolyPhen (Choi ve ark., 2012) skorlar iki tiirde de mutasyonun zararl olabilecegine
iliskin sonu¢ vermis, ayrica MutPred? (Pejaver ve ark., 2020) aracinda iki tiirde de
varyantin etkisi esik degeri gecemeyerek hesaplanamamigtir. Ekzon 7 varyanti splice
mekanizmasi agisindan incelendiginde, insandaki yabanil tip niikleotitin kdpek tiiriiyle
ayni olmasinin yani sira, kOpekte meydana gelen mutasyon insan tiiriinde
gerceklestiinde meydana gelen kriptik dondr bolge aktivasyonu ve splice
sinyallerindeki degisikligin insanda alternatif splice’a neden olabilecegi verisi
(Desmet ve ark., 2009) diger varyant bolgelerine kiyasla, bu bolgedeki substitiisyonun
daha onemli oldugunu gostermektedir. Bunun yani sira, tespit edilen varyantlar
arasinda miRNA baglanma bolgesi icerisinde bulunan tek pozisyonun ekzon 7
varyant1 oldugu goriilmiis (Sticht ve ark., 2018), kopekler ve insanlar arasinda cfa-
miR-222/hsa-miR-222-3p’nin niikleotit dizilerinin %100 ortiismesi (Kozomara ve
ark., 2019) ve her iki tiirde de bu miRNA dizisinin (her ne kadar baglanma bolgeleri
farkli olsa da) PALB2 transkriptini hedefledigi tespit edilmistir. insan caligmalarinda
bu miRNA’nin onkomiR (Rinnerthaler ve ark., 2016) olarak gorev yapmasi dikkat
cekmistir. PALB2 proteininin DNA  tamirindeki goérevi g6z Onilinde
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bulunduruldugunda, insan meme tiimorlerinde ifade diizeyi yiiksek oldugu bilinen bu
miRNA’nin, her iki tiirde PALB2 ifadesini baskilayarak tiimor gelisimini farkli bir

mekanizma {lizerinden de tetiklemesi miimkiin gériinmektedir.

Ekzon 13 i¢in ise ekzon 7 bolgesinde ifade edilen durum s6z konusu degidir.
DNA dizisindeki niikleotit tiirler arasinda korunmus goriinmesine karsin, amino asit
dizileri iki tlir arasinda farklilik gostermektedir ve bu pozisyon i¢in iki tiir arasinda
karsilagtirma yapilabilecek kuvvetli bir argliman bulunmamaktadir. Ancak insanda bu
pozisyonun karsilig1 olan 1184’{lincii rezidiiye denk gelen TNP kaydinin (Ensembl,
2021q) neden oldugu yanlis anlam mutasyonunun ailesel meme tiimorii ve kalitsal
kanser predispozisyonu sendromuna neden olmasma karsin, sinonim mutasyon

bulunduguna iligskin herhangi bir kayit s6z konusu degildir.

3> UTR varyantinda ise bolgedeki niikleotitin DNA dizilerinde ayn1 oldugu
tespit edilmistir (Ensembl, 2021b). Bu varyant miRNA baglanmast ac¢isindan
degerlendirilmis, ancak kdpek ve insan tiirleri arasinda bu bolgeye baglanan korunmus
bir miRNA tespit edilmemistir (Agarwal ve ark., 2015; Chen ve Wang, 2020 ve Sticht
ve ark., 2018). Splice mekanizmasi i¢in ise bolgedeki substitiisyonun insandaki
karsiliginin yalnizca yardimer motiflerin oranlarinda degisiklige neden oldugu
goriilmiistiir (Desmet ve ark., 2009). Insandaki niikleotit pozisyonunu kapsayan
bolgede tespit edilen bir indel mutasyonunun, kalitsal kanser predispozisyonu

sendromu ile iliskilendirildigine bulgular boliimiinde deginilmistir (Ensembl, 2021p).

Bu veriler 15181nda, PALB2 proteini agisindan insan ile en ¢ok benzerlik gosteren
varyantin ekzon 7°deki A1050V varyanti1 oldugu sdylenebilir, diger varyantlar icin ise
bu derecede bir benzerlik goriilmemektedir. Tez kapsaminda tespit edilen KMT
vakalarindaki PALB2 geni WD4(0 domaini varyantlarinin PALB2 geni ile iligkili insan
meme timorii arastirmalarinda model olarak kullanilabilme potansiyeli oldugunu
fonksiyonel testler ve hiicre kiiltiiriinde yapilacak ¢aligmalar olmaksizin sdylemek
miimkiin degildir, ancak ekzon 7 varyantinin bu tiir ¢alismalar i¢in potansiyelinin daha
yiiksek oldugu in silico analizler ve tiirler arasinda yapilan karsilastirmalar géz ontinde

bulunduruldugunda sdylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Meme tiimorii vakalart hem kadinlarda hem de disi kopeklerde en sik karsilagilan
timor vakalardir. PALB2 geni mutasyonlari insanlarda meme tiimorii vakalarinda
ayrintili olarak arastirilmis ve tiimor olusumuna etkisi ortaya ¢ikartilmistir. Ancak
gerek veteriner hekimlik alaninda kdpeklerin sagligi agisindan, gerekse meme tiimorii
vakalarinda model organizma olarak kullanilabilmesi agisindan PALB2 mutasyonlari
ve KMT vakalarinin arasindaki iliskinin daha 6nce arastirilmadigi goriilmiistiir. Tez
caligmas1 kapsaminda PALB2 geni WD4(0 domainindeki germ hatti mutasyonlarinin
meme timori gelisimi ve malignitesi {istinde dogrudan veya dolayli olarak etkili
olabilecegi hipotezi, DNA dizi analizi ile arastirtlmistir. Calismanin hedeflerinden bir
digeri de kopek ve insan tiirleri arasinda meme tiimorii acisindan benzerlik ve
farkliliklarin PALB2 germ hatti mutasyonlar1 kapsaminda degerlendirilmesi ve
kopeklerin model organizma olarak kullanilabilme potansiyeli ve KMT vakalarinda
insanlarda kullanilan tedavi yontemlerinin uygulanabilip uygulanamayacaginin
tartisilmasidir. Arastirma i¢cin 20 KMT hastast ve bir saglikli 6rnek kullanilmis;
orneklem grubundaki hastalarin dagilimi 13 malign, yedi benign tiimor 6rnegi seklinde
belirlenmis, histopatoloji caligmalarinda yaygin goriilen timdr tipleri segilerek
histopatolojik tipler siirlandirilmistir. Orneklem grubundaki birey sayismin kisith
olmasinin yani sira; tiimorlerin histopatolojik derecelerinin, 6rneklemdeki irklarin,
kisirlagtirma durumunun, akciger metastazisinin ve Orneklerin yaslarmin dagilimi
diizenli degildir. Orneklerin ebeveyn hatlarinda KMT vakasi gériiliip goriilmedigine
dair veri olmadigindan vakalarin sporadik mi yoksa kalitsal m1 seyrettigi
bilinmemektedir. Ayrica PALB2 proteininin diger proteinler ile etkilesime gecen
ikinci Onemli bolgesi olan coiled-coil yapist c¢alismaya dahil edilememistir.
Calismadaki eksiklikler biraz once belirtildigi gibi olmakla birlikte, ayn1 drneklem
grubunda PALB?2 proteininin tiimdr baskilayict komplekste etkilesime gectigi RADS1
ve BRCA2 proteinlerinin etkilesim bolgelerinde yapilan Onceki projenin verileri

PALB?2 varyantlari ile birlikte degerlendirilerek HR mekanizmasinin BRCA2, RADS1
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ve PALB2 tiimor baskilayici kompleksi mutasyonlarindan nasil etkilendigini

gorebilmek agisindan ¢alisma sonuglarint kuvvetlendirmektedir.

DNA dizi analizi sonucunda daha 6nce rs24292038 kodu ile bildirilmis olan bir
adet splice bolgesi varyanti (c.3096+8C>Q), biri rs853188656 koduyla daha once
bildirilmis olan (c.3149C>T, p.A1050V), digeri ise ilk kez bu ¢aligsmada tespit edilen
(c.4062C>T, p.R1354R) iki adet ekzon bdlgesi varyanti ve yine ilk kez bu ¢alismada
tespit edilen bir adet 3 UTR bolgesi varyanti (¢.4071T>C) bulunmustur. Varyant
etkileri in silico analizler ile protein yapisi ve fonksiyonundaki degisiklikler, ligand
baglanma bolgelerindeki degisiklikler, miRNA ve TF baglanma bdlgelerindeki
degisiklikler, splice mekanizmasi tiizerindeki olasi etkiler ve sessiz mutasyonun
etkilerini kapsayacak sekilde farkli agilardan arastirilmistir. Orneklemdeki altt KMT
hastasinda heterozigot, sekiz KMT hastasinda homozigot olarak bulunan intronik
varyantin (¢.3096+8C>G) splice bolgesi varyant1 oldugu ve insandaki ilgili niikleotitte
gerceklesebilecek  tiim  mutasyonlarin  splice mekanizmasini  degistirecegi
biyoinformatik olarak tespit edilmistir. Kopek tiirlinde de benzer bir sonucun meydana
gelme ihtimali olmasina karsin bu tliirde mutasyonun spl/ice mekanizmasina etkisinin
olgtilebildigi kuvvetli bir ara¢ bulunamamaistir. Ayn1 varyantin bulundugu bolgenin ne
yabanil tip ne de mutant tip dizi i¢in herhangi bir TF baglanma bolgesi igermedigi
biyoinformatik olarak tespit edilmistir. Orneklemdeki alt1 bireyde heterozigot olarak
bulunan ekzon 13’teki varyantin (c.4062C>T, p.R1354R) tiirler arasinda korunmus
olmadig1 tespit edilmistir. Bolgeye baglanan herhangi bir miRNA bulunmamustir.
Bolge tek basina degerlendirildiginde herhangi bir TF’nin baglanma dizisini
icermemektedir. Ancak, 3> UTR bolgesi varyant: ile birlikte seyreden bu varyant
yabanil dizide EP300, ESR1, KDMIA ve TCFI12 TF’lerinin baglanma dizisini
icermektedir. Zararli sinonim mutasyonlarin bulundugu veri tabaninda bu varyantin
insandaki pozisyonuna iligkin herhangi bir zararli etki tespit edilmemistir. Splice
mekanizmasi i¢in yapilan analizlerde mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin yabanil
diziden yiiksek oldugu ve insandaki niikleotit bolgesinde {i¢ olas1 substitiisyonun da
yardimc1 motiflerde degisiklige neden oldugu, bir substitiisyonun ise kriptik akseptor
bolge aktivasyonuna neden olarak splice mekanizmasinda potansiyel bir degisiklige

neden olacagi biyoinformatik olarak tespit edilmistir. Kopek tiiriinde de benzer bir etki
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goriilebilmesi muhtemeldir. 3° UTR varyantinin (c.4071T>C) tespit edilen tiim
bireylerde Ekzon 13 varyantiyla birlikte goriildiigii goze carpmustir. Klonlama
yapilarak dogrulanmamis olmasina karsin bu iki varyantin pozisyonlar1 da dikkate
alinarak haplotip olusturabilecegi iddia edilebilir. 3° UTR bolgesine baglanan herhangi
bir miRNA tespit edilmemistir, ancak yabanil dizinin bulundugu bolge tek basina
diisiiniildiigiinde FOXO3, FOXP2 ve TCF7L2 TF’lerinin baglanma dizisini; ekzon 13
varyanti ile birlikte ise EP300, ESR1, KDM1A ve TCF12 TF’lerinin baglanma dizisini
icermektedir. Splice mekanizmasindaki olas1 etkilere bakildiginda ise iki olasi
substitiisyonun insanlarda yardimec1 motiflerin oraninda degisiklige neden olacagi, bir
substitiisyonun ise kriptik akseptdr bolge aktivasyonu nedeniyle splice mekanizmasini
degistirebilecegi tespit edilmistir. Kopek tiriinde de bu tiir bir ihtimalin varlig
degerlendirilebilir. DNA dizi analizi sonucunda elde edilen en 6nemli varyant ekzon
7’deki A1050V varyant1 olarak goriilmektedir. KMT hastas1 {i¢ bireyde heterozigot
olarak tespit edilmistir. Tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus oldugu tespit edilen
bu yanlis anlam mutasyonu bazi biyoinformatik araglarda protein yapisini ve
fonksiyonunu etkilemekte, bazi araglarda ise notral kabul edilmektedir. Ligand
baglanma bolgeleri i¢in de benzer bir durumdan bahsedilebilir. Ayrica bolgeye
baglanabilme potansiyeli olan dort farklt miRNA (cfa-miR-222, cfa-miR-8842, cfa-
miR-8821 ve cfa-miR-8846) tespit edilmis, yabanil tip dizi i¢in alt1 farkli TF baglanma
dizisi (ELF1, EZH2, RELA, RUNXI, SP1 ve TRIM28), mutant dizi i¢in ise {i¢ farkl
TF baglanma dizisi (AIRE, EGR3, SETDBI1) saptanmistir. Splice mekanizmasina
bakildiginda mutant dizide yabanil diziye oranla ekzon atlanma ihtimali daha yiiksek
bulunmus, varyantin insandaki birebir karsiliginda hem yardimer motif oranlarinda

degisiklik hem de kriptik dondr bdlge aktivasyonu oldugu tespit edilmistir.

HR mekanizmasi agisindan ¢ikarim yapilabilmesi amaciyla BRCA2 proteininin
PALB?2 ile etkilesim bolgesinde de mutasyon taranmis, yalnizca intron 2 bolgesinde
bir varyant (c.68-104C>T) tespit edilmistir. Tek bir olas1 varyantinin kriptik akseptor
bolge aktivasyonu ve splice mekanizmasinda potansiyel degisiklige neden olabilecegi
bulunmus, varyantin bulundugu pozisyonda yabanil tip diziye baglanabilen TBX2 ve
TRIM28; yalnizca mutant diziye baglanabilen ise CUX1, NR1H2 ve NRI1H3 TF

baglanma dizileri tespit edilmistir.
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Varyantlarin HR mekanizmasi {iistiinden tiimor gelisimine neden olup
olmadiginin belirlenebilmesi i¢in biyoinformatik analiz sonuglarinin fonksiyonel
testler ile arastirilmasi1 gerekmektedir. Bunun i¢in HR mekanizmasinin saglikli bir
sekilde calisip ¢aligmadiginin kontrol edilebilecegi deneysel ¢aligmalar veya protein-
protein etkilesimlerinin varyantlardan nasil etkilendigi arastirilabilir. Keza miRNA ve
transkripsiyon faktorlerinin yabanil ve mutant dizilere gercekten baglanip
baglanmadiginin tespiti ve alternatif splice gergeklesip gerceklesmediginin kontrolii
icin fonksiyonel testler yapilmasi gerekli goriilmektedir. Varyantlarin tiimor
karakterini (benign/malign) etkilemedigi goriilmiis, 1rk, metastazis durumu, timor
histopatolojisi ve kisirlastirma durumunu ne sekilde etkilediklerine dair bir yorum
yapilamamugtir. Tespit edilen varyant pozisyonlar: insanlarda arastirildiginda ailesel
meme tiimoril, endometriyal tiimdr, kalitsal kanser predispozisyonu sendromu gibi
kanserle iliskili fenotiplerle karsilagilmistir ancak iki tiir arasindaki benzerligin PALB2
dizisi agisindan sinirli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle deneysel ¢alismalar i¢in KMT
vakalarinin model olarak kullanimina iliskin eldeki mevcut verilere dayanarak 6neride
bulunmak miimkiin gériinmemekte, ileri aragtirmalara gereksinim duyulmaktadir. HR
mekanizmasi ¢ergevesinde bakildiginda ise amino asit degisimine neden olan tim
varyantlar riskli kabul edilerek degerlendirildiginde yalnizca iki bireyin hicbir
mutasyon barindirmadigi gériilmiistiir. Ileride yapilabilecek benzer calismalarda
orneklemin sayica artirilmasi, irk, yas, kisirlastirma durumu, metastazis durumu,
ailesel timor gegmisi gibi verilerin dengeli bir sekilde ele alinmasi ve diger bir
fonksiyonel bolge olan coiled-coil yapisinin ve etkilesime gectigi BRCAI geninin de

caligmalara dahil edilmesi faydali olacaktir.
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OZET

Kopek Meme Tiimorlii (KMT) Hastalarda PALB2 Geni WD40 Domaini Genetik Analizi

DNA tamir mekanizmalarinin bozulmasi, tiimor olusumu icin 6nde gelen genetik
faktorlerden biridir. BRCA2, RADS1 ve PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) proteinleri
arasindaki etkilesimler, DNA ¢ift zincir kiriklarmin hatasiz tamirini saglayan homolog
rekombinasyon aracili DNA tamir mekanizmasinda (HR) kilit rol oynamaktadir. Tez ¢aligmasi
kapsaminda, kdpek PALB2 proteininin BRCA2 ve RADS]1 proteinleri ile etkilesime gectigi
bilinen WD40 domainine ait niikleotit dizilerindeki germ hatti mutasyonlar1 kopek meme
timorii (KMT) hastalar1 (n=20) ve saglikli kontrolde (n=1) Sanger DNA dizileme ile
aragtinlmigtir.  Calisma  sonucunda, bir intron (c.3096+8C>G), iki ekzon
(c.3149C>T/p.A1050V ve c.4062C>T/p.R1354R) ve bir 3° UTR (c.4071T>C) varyant1 olmak
iizere toplamda dort adet varyant tespit edilmistir. ¢.4062C>T/p.R1354R ve c.4071T>C
varyantlar ilk kez bu ¢alismada saptanmustir. Tespit edilen varyantlarm etkileri in silico
analizler ile arastirillmistir. p.A1050V yanlis anlam mutasyonu etkileri bakimindan énemli
gorililmiis ancak bu mutasyona iliskin in silico analiz sonuglarinda tutarsizliklar bulunmustur.
Tiim tespit edilen varyantlar i¢in biyoinformatik analizlerin fonksiyonel testlerle dogrulanmasi
gereklidir. Varyantlarm tiimor malignitesine iliskin herhangi bir etkisi bulunamamistir. Ayni
orneklem grubunun dahil edildigi daha 6nceki ¢caligsmalarin verileri de degerlendirilerek, HR
mekanizmas1 ve KMT arasindaki iligki biitiinciil olarak ele alinmistir. Orneklem grubundaki
iki birey haricinde tiim KMT hastasi bireylerde BRCA2, RADS1 ve PALB2 etkilesim
bolgelerinin en az birinde zararl olma potansiyeli bulunan bir varyant goriilmiistiir. Insanlarda
germ hatti PALB2 mutasyonlarma bagl gelisen meme tiimoérii vakalan ile kdpeklerde tez
caligmast kapsaminda tespit edilen varyantlar karsilastirilarak, yeteri derecede benzerlik
saptanmamistir. Sonug olarak, kopeklerin PALB2 mutasyonlar1 agisindan model olarak
kullaniminin uygun olup olmadiginin tartisilabilmesi igin veriler yetersizdir ve daha genis bir
orneklem ve fonksiyonel testlerle yapilacak ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Képek meme tiimorii, KMT, Partner and localizer of BRCA2, PALB2,
WD40 domaini.
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SUMMARY

Genetic Analysis of PALB2 Gene WD40 Domain in Canine Mammary Tumour (CMT)

Patients

Disruption of DNA-repair mechanisms is one of the leading genetic factors for
tumorigenesis. Interactions of BRCA2, RADS51, and PALB2 (Partner and Localizer of
BRCA?2) proteins have a key role in the DNA-repair mechanism mediated by homologous
recombination (HR), which ensures the error-free repair of DNA double-strand breaks. Within
the scope of the dissertation project, germline mutations in the nucleotide sequences of the
WD40 domain of the canine PALB2 gene, which is known to interact with the BRCA2 and
RADS51 proteins, were investigated by Sanger sequencing in samples of canine mammary
tumour (CMT) (n=20) and a healthy control (n=1). In the results of study, four nucleotide
variants were detected, which were an intronic (c.3096+8C>G), two exonic
(c.3149C>T/p.A1050V and c.4062C>T/ p.R1354R) and a 3> UTR variant (c.4071T>C).
c.4062C>T/p.R1354R and c.4071T>C novel variants were detected for the first time in this
study. The effects of detected variants were investigated by in silico analysis. The p.A1050V
missense mutation is found important in terms of its effects. However, the results of in silico
analysis of this mutation have inconsistencies. Confirmation of results of bioinformatics
analysis with functional studies is essential for all variants. It seems there's no effect of variants
on tumour malignancy. Data from previous studies was also used for the same sample group
to consider the relationship between HR mechanism and CMT and discussed holistically. At
least one potentially pathogenic variant was seen in one of the BRCA2, RADS1, or PALB2
interaction sites in CMT, except for two samples. Breast cancer cases due to germline PALB2
mutations in humans, and variants detected within the scope of the dissertation study in dogs
with CMT, were compared. However, sufficient similarity could not be determined. In
conclusion, data are insufficient to discuss whether dogs are suitable as a model for PALB2
mutations of breast cancer cases, and further studies with a larger sample group and functional
studies are needed.

Keywords: Canine mammary tumour, CMT, Partner and localizer of BRCA2, PALB2, WD40

domain.
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