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ÖNSÖZ 

Köpek meme tümörleri (KMT) dişi köpeklerde en sık görülen tümör tipidir. 

Veteriner hekimlik alanındaki öneminin yanı sıra, insan meme tümörü vakaları ile 

yüksek oranda benzerlik gösteren bu tümörler, köpek türünün insan meme tümörü 

vakalarında model olarak kullanılabileceğine ilişkin görüşler oluşmasına neden 

olmuştur. İnsanlarda kimi çalışmalarda orta, kimi çalışmalarda ise yüksek düzeyde 

meme tümörü riski ile ilişkilendirilmiş olan PALB2 mutasyonları homolog 

rekombinasyon aracılı DNA tamir mekanizmasında (HR) tümör baskılayıcı rolüyle 

sıklıkla çalışılmasına karşın, köpeklerde bu genin mutasyonları, HR ve KMT 

üzerindeki etkileri ilk kez “Köpek Meme Tümörlü (KMT) Hastalarda PALB2 Geni 

WD40 Domaini Genetik Analizi” başlığı altındaki doktora tezi kapsamında 

araştırılmıştır. Tez çalışmasına ilişkin sonuçlar gerek KMT açısından gerekse 

insanlardaki meme tümörü vakaları ile KMT karşılaştırmaları açısından yapılacak yeni 

çalışmaların önünü açacaktır.  

Doktora öğrenim sürecim boyunca her zaman yanımda olan, maddi ve manevi 
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bulunan sayın hocam Dr. Öğr. Üyesi Nüket Bilgen’e, birlikte yaptığımız çalışmalarda 

ekip çalışmasını öğrendiğim, arkadaşlığı bulduğum ve fikir alışverişleri ile bakış açımı 

genişleten Beylan Canbulat, Araş. Gör. Mustafa Yenal Akkurt, Sevim Isparta, Zeynep 

Bars Yıldırım, Ezgi Nur Ertan, Büşra Cumhur ve ismini sayamayacağım daha birçok 

arkadaşıma, manevi desteklerinden ötürü Farmakoloji Anabilim Dalı’ndan Araş. Gör. 
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ederim. 
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1. GİRİŞ 

Hücrelerden herhangi birinin otonomi kazanarak canlının kontrol 

mekanizmalarının etkisinde kalmadan, sınırsız çoğalması sonucunda oluşan, normal 

dokulara kıyasla çok daha hızlı bir şekilde gelişen ve oluşmasına etken olan sebep ya 

da sebepler ortadan kalktıktan sonra dahi büyümesini sürdüren yeni doku oluşumları 

tümör adını almaktadır (Erer ve Kıran, 2005).  

Meme tümörleri kadınlarda en yaygın görülen tümör tipidir (Ferlay ve ark., 

2015). Miki ve ark. (1994), insan 17’nci kromozomunda meme ve ovaryum kanseri 

duyarlılık geni olan BRCA1’i, Wooster ve ark. (1994) ise 13’üncü kromozomda diğer 

bir meme kanseri duyarlılık geni olan BRCA2’yi keşfetmişlerdir. 2001 yılında insan 

genom projesinin tamamlanmasından bu yana (Lander ve ark., 2001) meme 

tümörlerinin biyolojisinin anlaşılması üzerine birçok çalışma yapılmıştır ve yapılmaya 

devam edilmektedir. 

Meme tümörleri insanlarda görülmelerinin yanı sıra, çeşitli türlerde de 

gözlenebilmektedir (Greenacre, 2004; Hamilton, 1974 ve Munson ve Moresco, 2007). 

Sığır (Bos taurus), at (Equus caballus), domuz (Sus scrofa domesticus), koyun (Ovis 

aries) ve keçi (Capra hircus) gibi evcil hayvanlarda spontan meme tümörü vakalarının 

nadir olarak gözlendiği veya bildirilmediği belirtilmektedir (Hamilton, 1974 ve 

Munson ve Moresco, 2007). Yaban hayvanlarından orman kedisi (Felis chaus), puma 

(Puma concolor), jaguar (Panthera onca), leopar (Panthera pardus), aslan (Panthera 

leo), kaplan (Panthera tigris), siyah ayaklı gelincik (Mustela nigripes), Kaliforniya 

deniz aslanı (Zalophus californianus), misk kedisi (Arctictis binturong), beyaz balina 

(Delphinapterus leucas), kızıl kanguru (Macropus rufus), Parma valabisi (Macropus 

parma), uçan kuskus (Petaurus norfolcensis) ve Tazmanya canavarı (Sarcophilus 

harrisii) gibi türlerde bildirilen vakalar mevcuttur (Munson ve Moresco, 2007). Deney 

hayvanları ve küçük memeliler söz konusu olduğunda ise kobay (Cavia porcellus), 
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Afrika kirpisi (Atelerix albiventris), Rus hamsterı (Phodopus sungorus), fare (Mus 

musculus) ve sıçanlarda (Rattus norvegicus) spontan meme tümörleri görülebildiği 

bildirilmiştir (Greenacre, 2004). Kedi (Felis catus) ve köpeklerde (Canis familiaris) 

tümör olgularının diğer türlerden daha sık görüldüğü bildirilmektedir (Gamlem ve 

ark., 2008 ve Munson ve Moresco, 2007). Yapılan epidemiyolojik çalışmalara göre, 

köpeklerdeki tümör insidansı, kedilerdeki tümör insidansının yaklaşık iki katı kadardır 

(Dorn ve ark., 1967).  

Köpek meme tümörleri (KMT) dişi köpeklerde en yaygın görülen tümör 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 yılında 

köpek genom sekansının tamamlanmasından (Ostrander ve Wayne, 2005) sonra, 

köpekler için oldukça önemli bir sağlık sorunu olan KMT’nin biyolojisinin anlaşılması 

üzerine yapılan moleküler çalışmalar artış göstermiştir. 

Karşılaştırmalı onkoloji alanında insanlarda görülen tümör vakaları ile 

köpeklerde görülen tümör vakaları arasında yüksek oranda benzerlik görüldüğü 

bildirilmekte, köpeklerde yapılan çalışmaların insanlardaki tümör vakalarında model 

organizma olarak kullanılma potansiyeline dikkat çekilmektedir (Waters ve Wildasin, 

2006). Köpeklerde yaşam süresi insanlara kıyasla oldukça kısadır ayrıca ırk, vücut 

büyüklüğü ve akrabalık derecesine göre değişiklik göstermektedir (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 ırkların ortalama 

yaşam süreleri, cüsseleri gibi bilgilere ulaşılabilmekte ve güncel olarak kullanılan 

köpek-insan yaşı kıyaslama tablosuna erişilebilmektedir (The American Kennel Club, 

2021). Yapay seçilim sonucunda meydana gelen birçok köpek ırkı bulunmakta, bu 

ırkların bazılarında kanser veya diğer hastalıklara ilişkin genetik yatkınlık 

görülebilmektedir (Ostrander ve Wayne, 2005). Evciltme ile birlikte insan ve köpek 

türleri yakın temas halinde bulunmakta ve aynı çevresel etkilere maruz kalmaktadırlar 

(Gamlem ve ark., 2008 ve Waters ve Wildasin, 2006). Farklı kanser tiplerinde tedavi 

veya kanser gelişiminin önlenmesi için yeni yöntemler geliştirilmekte ve bu 

yöntemlerin köpeklerde ve insanlarda denenmesi söz konusu olabilmektedir (Waters 
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ve Wildasin, 2006). Tümör vakalarının köpeklerde spontan olarak gelişmesi, yaygın 

olarak görülmesi (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 tümörleri ile benzer maligniteler göstermesi ile iki 

tür arasındaki anatomik ve fizyolojik benzerlikler (Khanna ve ark., 2006) köpek 

türünün insanlarda tümör çalışmaları için en uygun model organizma olduğunu 

göstermektedir (Waters ve Wildasin, 2006). Bu amaçla, 2004 yılında hem veteriner 

hem de insan tümör araştırmalarının ortaklaşa yürütülebilmesi için Köpek 

Karşılaştırmalı Onkoloji ve Genomik Konsorsiyumu kurulmuştur, ancak henüz 

örneklenen tümör tipleri KMT vakalarını kapsamamaktadır (Khanna ve ark., 2006 ve 

Mazcko ve Thomas, 2015). 

1.1. Kuramsal Temeller 

Kanser, genetik ve epigenetik bozukluklar nedeniyle gelişen bir hastalıktır 

(Rivera ve von Euler, 2011). Kanser gelişimini etkileyen genetik faktörlerin başında 

DNA tamir mekanizmalarının bozulması gelmektedir (Bhattacharjee ve Nandi, 2016). 

BRCA2, RAD51 ve PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) proteinleri arasındaki 

etkileşimler, DNA iplikçiğinin hatasız tamirini sağlayan homolog rekombinasyon 

aracılı DNA tamir mekanizmasında kilit rol oynamaktadır (Sun ve ark., 2020). BRCA2 

ve RAD51 proteinlerinin birbirleri ve PALB2 proteini ile etkileşime geçtikleri 

domainlere ait nükleotit dizilerindeki somatik varyantlar daha önce aynı örneklemdeki 

köpeklere ait tümör dokularında yapılan çalışmalar ile belirlenmiştir (Ozmen ve ark., 

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

Sunulan tez çalışması, PALB2 geni WD40 domainindeki germ hattı 

mutasyonlarının meme tümörü gelişimi ve malignitesi üstünde doğrudan veya dolaylı 

olarak (protein-protein etkileşimleri ile) etkili olabileceği hipotezi üzerine 

kurulmuştur. Bu hipotezin test edilebilmesi amacı ile PALB2 proteininin BRCA2 ve 

RAD51 proteinleri ile etkileşime geçtiği bilinen WD40 domainine ait nükleotit 
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dizilerindeki germ hattı varyantlarının araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma 

kapsamında; 

Köpeklerde daha önce araştırılmamış olan PALB2 geninde tümörlü bireylerden 

alınan kanlardan izole edilen DNA’larda varyasyonlar taranarak tümörle ilişkili 

olabilecek varyantların tespit edilmesi,  

Tespit edilen varyantların protein yapısı ve fonksiyonuna etkilerinin 

belirlenmesi ve proteinler arasındaki etkileşimleri nasıl etkilediğinin ortaya 

çıkartılması, 

HR mekanizmasında önemli olduğu bilinen RAD51 ve BRCA2 proteinlerinde 

aynı popülasyonda daha önceden tespit edilmiş olan somatik varyantlardan hangileri 

ile birlikte görüldüklerinin tespit edilmesi, 

Tümör gelişimi ve malignitesinin tespit edilen varyantlardan ne şekilde 

etkilendiklerine dair verilerin ortaya konulması, 

Köpek ve insan meme tümörü vakalarında PALB2 geni WD40 domaininde 

benzer varyantların veya mutasyonların bulunup bulunmadığının ve bu olası 

varyantların türler arasında benzerlik gösterip göstermediğinin araştırılması, 

Bir model organizma olarak düşünüldüğünde elde edilen veriler ışığında KMT 

vakalarının insan meme tümörü vakalarına model teşkil edip edemeyeceğinin 

tartışılması hedeflenmiştir. 

1.2. Epidemiyolojik Çalışmalar ve KMT Gelişimine Etki Eden Faktörler 

Dünya’nın çeşitli yerlerinde, farklı zaman dilimlerinde KMT vakalarına ilişkin 

yapılmış çeşitli çalışmalar mevcuttur (Kelsey ve ark., 1998; Perez Alenza ve ark., 2000 
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ve Philibert ve ark., 2003). Bu çalışmalarda insidans, vakaların cinsiyet, yaş, ırk ve 

kısırlaştırma durumu ile tümör tiplerine göre (benign-iyi huylu veya malign-kötü 

huylu) dağılımları özetlenmeye çalışılmıştır.  

1.2.1. KMT Epidemiyolojisi 

Dorn ve ark. (1967)’ nın Amerika Birleşik Devletleri (ABD) Kaliforniya 

Eyaletinde Alameda ve Contra Costa bölgelerinde köpek ve kedilerde görülen malign 

(kötü huylu) tümör kayıtları üzerine yaptıkları çalışmada tümörlerin insidansı ile yaş, 

cinsiyet ve ırk faktörünün kanser gelişimindeki etkileri araştırılmıştır. Tüm malign 

tümörler (ağız ve yutak, deri, bağ doku, lenfosarkom, meme bezi, diğer bölgeler) göz 

önüne alındığında köpekler için tümör insidansı 100 000’de 381,2 olarak 

hesaplanmıştır. Meme tümörleri için ise bu oran 100 000’de 105,0 olarak 

belirlenmiştir. Tüm vakaların içerisinden en yüksek insidansa sahip tümörlerin KMT 

vakaları olduğu tespit edilmiş, erkek ve dişi cinsiyetlere göre KMT insidansı 

hesaplandığında oranlar sırasıyla 100 000’de 6,0 ve 198,8 olarak bulunmuştur. Erkek 

köpeklerdeki KMT vakalarının toplam vakaların %2,7’sini oluşturduğu gözlenmiştir. 

Meme tümörü vakalarında kısırlaştırılmamış köpeklerde meme tümörü gelişiminin 

kısırlaştırılmış köpeklerden yedi kat fazla olduğu bildirilmiştir. KMT gelişiminde ırk 

faktörünün etkileri incelendiğinde ise, safkan köpeklerde melez köpeklere oranla 

KMT vakalarının anlamlı derecede daha fazla gözlendiği belirtilmiştir. Yaş ile ilişkili 

hesaplamalar yapıldığında ise 10-11 yaşa kadar KMT insidansında artış görüldüğü, 

sonrasında ise bu oranın düştüğü bildirilmiştir.  

Schneider (1970) ABD’nin Kaliforniya Eyaletinde Alameda ve Contra Costa 

bölgeleri kanser kayıtları üzerinde yaptığı çalışma ile insan ve köpek türlerinde 

görülen meme tümörü vakalarını yaş, cinsiyet ve insidans oranlarını göz önünde 

bulundurarak karşılaştırmıştır. Köpek yaşlarının yaklaşık insan yaşlarına 

dönüştürülmesi ile yapılan çalışmada, dişi köpeklerde KMT insidansının kadınlardaki 

meme tümörü oranlarının üç katı, erkek köpeklerdeki KMT insidansının ise erkek 

meme tümörü insidansının 16 katı olduğu belirtilmiştir. Tümör vakalarının yaşa bağlı 
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değişimleri incelendiğinde, kadınlarda menapoz yaşlarına kadar her iki türde tümör 

vakalarındaki artış paralel olarak seyretmiş, bu yaşlarda ise köpeklerde vakalar 

logaritmik olarak artmaya devam ederken, kadınlarda bu artışın yavaşladığı 

görülmüştür. Her iki türde tümör tiplerinin karşılaştırılması sonucunda, insanlarda 

vakaların %74,6’sı adenokarsinoma, %24,7’si karsinoma, %0,2’si sarkoma ve %0,5’i 

ise bilinmeyen tümör tipleri olarak tanımlanmıştır. Köpeklerde ise vakaların %76,1’i 

adenokarsinoma, %18’i malign miks meme tümörü, %2,8’i sarkoma, %1,1’i ise 

malign miyoepitelyoma olarak bulunmuş, oranların her iki türde benzer olduğu ifade 

edilmiştir. 

Cohen ve ark. (1974), Pennsylvania Üniversitesi Veteriner Fakültesi’ne 1952-

1953 yılları arasındaki klinik ve postmortem kayıtlara ait verileri derlemişlerdir. Bu 

kayıtlar incelendiğinde, kayıtların %4,2’sinde tümör bildirildiği; en yaygın tümör 

tipinin 864 vaka ile deri tümörleri, ikinci sırada ise 546 vaka ile meme tümörleri 

olduğu; meme tümörlerinin en çok Fox terrier, Cocker spaniel ve Boston terrier 

ırklarında görüldüğü belirtilmiştir. Çalışmada Boxer ırkının ise vücudun diğer 

bölgelerinde tümör oluşumuna yatkınlıklarına değinilirken meme tümörü vakalarından 

fazla etkilenmedikleri ifade edilmiştir.  

MacVean ve ark. (1978), Tulsa köpek ve kedi neoplazi kayıtları ile yaptıkları 

çalışmada köpeklerin yaklaşık %1’inde tümör vakaları görüldüğünü bildirmişlerdir. 

Tümör insidansı 100 000 köpekte 1 126 olarak hesaplanmıştır. KMT vakalarının en 

sık görülen ikinci tümör tipi olduğu belirtilmiş ve en yaygın görülen malign tümörlerin 

meme tümörü vakaları olduğu ifade edilmiştir. KMT vakalarında benign tümörlerin 

malign tümörlere nazaran daha sık görüldüğü bildirilmiştir. Dişi köpeklerde KMT 

vakaları en sık Pointer, Poodle ve Boston terrier ırklarında görülmüştür. Dachshund 

ırkı ise KMT insidansı en düşük ırk olarak bildirilmiştir. İncelenen yaş grupları dikkate 

alındığında kısırlaştırılmamış dişi köpeklerde kısırlaştırılmış dişi köpeklere göre tümör 

vakalarına daha sık rastlanmıştır. Pointer ırkının ise bu durumun dışında kaldığı ifade 

edilmiştir. 
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Misdorp (1996), kanser etiyolojisi ve patogenezi aracılığıyla veteriner, insan ve 

karşılaştırmalı onkoloji alanlarındaki epidemiyolojik çalışmaları değerlendirmiştir. 

İnsan, köpek ve kedilerdeki primer tümörlerin insidansı yaşa bağlı olarak 

değerlendirildiğinde meme tümörü insidansı insanlar için yılda 100 000’de 43,6; 

köpekler için 50,9 ve kediler için 14,9 olarak hesaplanmıştır. 

Perez Alenza ve ark. (2000)’ın, KMT vakalarının insidansını ve prognozunu 

etkileyen faktörlere ilişkin hazırladıkları derlemede epidemiyolojiye yönelik olarak 

yaş, kısırlaştırma durumu, progestagen uygulamaları ve erken yaşlarda obezite 

görülmesi ve ev yemeği ile beslenmenin KMT vakalarındaki etkilerine değinilmiş; 

yaş, cinsiyet, kısırlaştırma durumu, hormon uygulamaları ve diyet KMT insidansını 

etkileyen risk faktörleri olarak belirlenmiştir. 

O’Brien ve ark. (2000), 1964-1994 yılları arasında Michigan’da toplanan insan 

ve köpek tümör vakalarına ait kayıtlar aracılığıyla kanser paternlerini konum 

(lokasyon) ve zamana bağlı olarak kıyaslamaya çalışmışlardır. Çalışma sonuçları 

köpeklerde ve insanlarda incelenen kanser vakalarının konumsal kümelenmesindeki 

süreçlerin birbirinden bağımsız olmadığını ve farklı coğrafi bölgelerde homojen bir 

şekilde dağılım göstermediğini ortaya koymuştur. Türden bağımsız şekilde 2 000 

metrenin altında yapılan ölçeklendirmede, köpeklerde görülen aynı tipteki tümör 

vakalarının insanlara göre daha kısa mesafelerde daha yoğun bir şekilde kümelendiği 

bildirilmiştir. Aynı çalışmada zamana bağlı olarak gerçekleştirilen karşılaştırmalarda 

ise türler arasında tümör vakalarının zamana bağlı olarak kümelendiğine ilişkin çok az 

kanıt olduğu belirtilmiştir. 

Dobson ve ark. (2002), İngiltere’de sigortalı köpeklere ait kayıtlarda yaptıkları 

çalışmalarda 130 683 kayıttan 2 546’sında tümör ve tümör benzeri oluşum 

görüldüğünü bildirmişlerdir. Çalışmada meme tümörü insidansı 100 000’de 205 olarak 

belirtilmiştir. Meme tümörleri sınıflandırıldığında insidans oranları karsinomalar için 

100 000’de 32; adenokarsinomalar için 100 000’de 18; adenomalar için 100 000’de 

14; miks meme tümörleri için 100 000’de 11 ve diğer histopatolojiler için 100 000’de 

129 olarak hesaplanmıştır. Yaş ile ilişkili incelemeler sonucunda meme tümörü 
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vakalarının genç bireylerde görece daha az görüldüğü; altı ve 10 yaşları arasında 

belirgin bir artış gösterdiği; 10 yaşından büyük bireylerde ise sıklığında düşüş 

görüldüğü bildirilmiştir. Tümör malignitesine bakıldığında ise malign tümörlerin 

(%26) benign tümörlerin (%13) iki katı oranında tespit edildiği görülmüş fakat 

tümörlerin çoğu (%61) sınıflandırılamamıştır. Meme bezinde tümör gelişimine ait 

insidansın genel tümör insidansından yedi kat fazla olduğu bildirilmiştir. 

Egenvall ve ark. (2005), İsveç’te üç ve 10 yaşları aralığındaki sigortalı 

köpeklerle yaptıkları çalışmada, tüm köpekler göz önüne alındığında meme tümörü 

insidansının yılda 10 000’de 111; 1992 ve 1993 yılında doğan köpekler için ise yılda 

10 000’de 154 olduğunu belirtmişlerdir. Aynı çalışmada meme tümörü insidansının 

yaş ve ırk faktörlerinden etkilendiği bildirilmiştir. İlerleyen yaş ile birlikte meme 

tümörü vakalarında artış olduğu ifade edilmiştir. Bununla birlikte çalışmaya dahil 

edilen ırklarda meme tümörü insidansı en yüksek olan ilk 10 ırk sırasıyla English 

springer spaniel, Doberman, Boxer, Softcoated wheatan terrier, American cocker 

spaniel, Yorkshire terrier, Leonberger, Bichon frise, German shepherd ve Papillon 

olarak belirtilmiştir. Aynı çalışmada meme tümörü insidansı en düşük olan 10 ırk ise 

sırasıyla Rough-haired collie, Finnish hound, Newfoundland, Tibetan spaniel, Finnish 

spitz, Shetland sheepdog, Bearded collie, Swedish hound, Border collie ve Tervueren 

olarak tespit edilmiştir. 

Merlo ve ark. (2008), İtalya’da köpek tümör kayıtları ile yaptıkları çalışmada 

evcil köpeklerdeki kanser vakalarının insidanslarını incelemişlerdir. 1985 ve 2002 

yılları arasında toplanan 6 743 biyopsi örneğinden 3 303’üne (%48,9) kanser teşhisi 

konmuştur. Diğer biyopsilerin malign olmadığı belirtilmiştir. Dişi köpeklerde en sık 

rastlanan kanser vakalarının KMT vakaları olduğu ve tüm kanser vakalarının %70’ini 

KMT vakalarının oluşturduğu bildirilmiştir. Tüm kanser vakalarının insidansı erkek 

köpeklerde yılda 100 000’de 99,3; dişi köpeklerde 100 000’de 272,1 iken; KMT 

vakalarının insidansı dişi köpeklerde yılda 100 000’de 191,8 olarak hesaplanmıştır. 

Kanser frekansı üç yaşından küçük dişi köpeklerde %3,1; 11 yaşından büyük dişi 

köpeklerde ise %27,1 olarak hesaplanmıştır. Erkek köpeklerde ise üç yaşın altındaki 

bireylerde kanser frekansı %5,7; 11 yaşın üstündeki bireylerde ise %30 olarak 
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bulunmuştur. Kanser vakalarının %61’i melez köpeklerde, %31’i ise saf ırk 

köpeklerde tespit edilmiştir.  

Gamlem ve ark. (2008), 1990 ve 1998 yılları arasında yapılan Norveç Köpek 

Kanser Projesi kapsamında elde edilen örneklerle çalışmışlardır. Meme tümörü 

insidansının tüm tümörler içinde %30 ile ikinci en çok rastlanan tümör grubu olduğu 

bildirilmiştir. Yapılan daha önceki çalışmalarla kıyaslandığında bu çalışmada meme 

tümörlerinin %94’ünü malign veya premalign lezyonların oluşturduğu belirtilmiştir. 

Çalışma verilerine göre iki ve üç yaş aralığında dişi köpeklerde KMT vakaları %10’luk 

frekans ile üçüncü sırada gelirken, dört ile beş yaş aralığında bu frekansın %35’e 

yükselmesi ile en sık görülen tümör tipi haline gelmektedir. Altı ile yedi yaş aralığında 

ise KMT vakalarının frekansı %46’ya ulaşmaktadır. Sekiz ile dokuz yaş aralığında 

aynı frekansta görülmeye devam ederken, 10 ile 11 yaşları aralığında %50’ye 

ulaşmaktadır. 12 ve 13 yaş aralığında ise KMT frekansı dişi köpeklerde azalmaya 

başlamakta ve 14 yaşından itibaren ise %40’a gerilemektedir.  

Vascellari ve ark. (2009), İtalya’da yaptıkları çalışmada köpek ve kedilerde 

spontan olarak görülen tümör vakalarını incelemişlerdir. Köpeklerde görülen tüm 

tümör vakalarının insidansı yılda 100 000’de 282,2 olarak hesaplanmıştır. Malign ve 

benign tümörlerin erkek ve dişi bireylerde eşit olarak dağılım gösterdiği bildirilmiştir. 

Saf ırklarda malign tümör insidansının melezlerdeki tümör insidansından iki kat fazla 

olduğu ifade edilmiştir. Yaş artışına bağlı olarak ise tümör insidansının arttığı 

görülmüştür. Dişi köpeklerde en sık görülen tümörlerin meme tümörleri (%56) olduğu 

bildirilmiştir. Cinsiyet ayrımı yapılmaksızın incelendiğinde ise meme tümörlerinin 

%34,8 ile en sık görülen ikinci tümör tipi olduğu belirlenmiştir. 

Grüntzig ve ark. (2015), 1955 ve 2008 yılları arasında İsviçre’de köpek kanser 

kayıtları üstünde retrospektif bir çalışma yapmıştır. Kayıtlı köpeklerin %51,83’üne 

tümör tanısı konmuştur. Tüm tümörler göz önünde bulundurulduğunda vakaların 

%47,07’sinin malign olduğu ifade edilmiştir. Meme tümörü vakaları %20,53 frekans 

ile en yaygın görülen ikinci tümör vakası olarak bildirilmiştir. 
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Salas ve ark. (2015), 2002 ve 2012 yılları arasında yapmış oldukları retrospektif 

çalışmada meme tümörü insidansını %16,8 olarak hesaplamışlardır. KMT vakalarının 

%47,7’sinin benign; %47,5’inin ise malign karakterde olduğu bildirilmiştir. 

KMT’nden etkilenen bireylerin %80’inin saf ırk köpeklerden oluştuğu; Poodle, 

Cocker spaniel, German shepherd ve Labrador retriever ırklarının KMT’den daha 

fazla etkilendikleri ifade edilmiştir. KMT insidansının en yüksek olduğu yaş grubunun 

dokuz ve 12 yaşları arasındaki yetişkin köpeklerden oluştuğu tespit edilmiştir. 

Kısırlaştırılmamış köpeklerde ise KMT insidansının daha yüksek olduğu ifade 

edilmiştir. 

Andrade ve ark. (2017), yaptıkları retrospektif çalışmada Brezilya’da 2004 ve 

2014 yılları arasında dişi köpeklerde görülen KMT vakalarını değerlendirmiş ve dişi 

köpeklerde görülen tümör vakalarının %40’ını KMT vakalarının oluşturduğunu 

bildirmişlerdir. Çalışılan köpeklerin bir ve 20 yaşları arasında oldukları; KMT için 

ortalama yaşın 9,99 olduğu ifade edilmiştir. Meme tümöründen en çok etkilenen 

ırkların melez (%39,56) köpekler olduğu; bu frekansı ise Poodle ırkının (%20,19) 

izlediği bildirilmiştir. Poodle, Cocker spaniel, Pointer, Maltese, Yorkshire terrier ve 

Dachshund ırklarının KMT’ye predispoze oldukları belirtilmiştir. 

Pastor ve ark. (2018), İspanya’da Extremadura Üniversitesi Hayvan 

Hastanesi’nin Cerrahi Kliniği’ne 2008-2012 yılları arasında gelen hastalarda KMT 

vakaları üzerine bir epidemiyolojik çalışma yapmışlardır. Kliniğe gelen toplam 858 

dişi hastadan 376’sının onkoloji hastası olduğu; bu hastaların 227’sinde ise meme 

tümörü bulunduğu bildirilmiştir. Çalışmaya göre dişi köpekler için onkolojinin en 

yaygın görülen patoloji olduğu (%43,82), meme tümörlerinin ise neoplaziler içinde en 

sık gözlenen olgular olduğu (%60,37) tespit edilmiştir. Ayrıca ırk, yaş ve hastanın 

boyutları göz önüne alındığında, melez bireylerde safkan köpeklerden daha çok meme 

tümörü olgusu görüldüğü ve bu olguların daha malign (kötü huylu) karakterde olduğu; 

artan yaşın tümör malignitesiyle arasında anlamlı bir doğru orantı bulunduğu ve büyük 

köpek ırklarının küçüklere göre KMT gelişimine daha duyarlı oldukları ifade 

edilmiştir.  
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Do Carmo Silva ve ark. (2019), Brezilya’da Espirito Santo’da patoloji 

laboratuvarına 2012-2016 yılları arasında gelen 255 dişi köpekte KMT vakalarına 

ilişkin epidemiyolojik bir çalışma yapmışlardır. Çalışmada dişi köpeklerde görülen 

tüm neoplazilerin %50-70’inin KMT vakası olduğu ve tümör oluşumunun çiftleşme 

durumu ve hastanın yaşı ile doğrudan ilişkili olduğu bildirilmiştir. Hastaların 

%48,6’sının birden fazla lezyona sahip olduğu bildirilen çalışmada, lezyonların 

%86,8’inin meme neoplazisi olduğu; bu neoplazilerin %67’sinin malign; %20’sinin 

ise benign olduğu; vakaların %26,7’sinin melez, %25,5’inin Poodle, %9,8’inin 

Pinscher, %4,7’sinin ise Dachsund ırkı köpekler olduğu ifade edilmiştir.  

Ramesh ve ark. (2019), Chennai’de (Hindistan) 229 köpek tümör vakası 

arasındaki meme tümörlerinin insidansını hesaplamışlardır. Yapılan çalışma 

sonucunda KMT vakalarının tüm tümör vakaları arasındaki yüzdesi %34,94 olarak 

bulunmuştur. Popülasyonda ise KMT vakasına sahip bireylerin yüzdesi %0,11 olarak 

hesaplanmıştır. KMT insidansının en yüksek olduğu yaş aralığı sekiz ile 12 yaşları 

arası olarak bulunmuştur. KMT vakalarının en sık gözlendiği ırkın Spitz olduğunun 

bildirildiği çalışmada, saf ırklarda tümör olgularının daha fazla gözlendiği ifade 

edilmiştir. 

Türkiye’de yapılmış çalışmalara odaklanıldığında, KMT epidemiyolojisine dair 

yapılmış pek fazla çalışma bulunmadığı görülmektedir. Yapılan çalışmaların 

çoğunlukla KMT patolojisi ile sınırlı kaldığı görülmektedir. Pamukçu ve Ertürk 

(1962), Ankara’da köpeklerde görülen tümör çeşitlerini incelemişlerdir. Bu çalışmada 

1933 ve 1960 yılları arasında elde edilen 106 tümör vakası incelenmiş; en sık rastlanan 

tümörlerin 35 vaka ile meme tümörleri olduğu ifade edilmiştir. Ertürk ve ark. (1971), 

yine Ankara’da 1964 ve 1970 yılları arasında köpek ve kedilerde görülen tümörleri 

incelemişlerdir. İncelenen 52 tümörden yedisinin KMT olduğu belirlenmiştir. 

Köküuslu ve Akkayan (1972) yaptıkları çalışmada 1968 ve 1972 yılları arasında 

Ankara’da kedi ve köpeklere ait primer meme tümörü vakalarını incelemişlerdir. İlgili 

yıl aralığında yalnızca 11 köpek ve üç kediye ait meme tümörü vakası geldiğini 

bildirmişlerdir. Çalışılan köpeklerden birinin yalnızca tümör; birinin benign tümör, 

diğer dokuz vakanın ise malign tümör olduğu ifade edilmiştir. Köpeklerin altı ve 18 



 12 

yaşları arasındaki dişiler oldukları belirtilmiştir. Tümör vakası gözlenen bireylerin 

ırkları Poodle, Pointer, Terrier, Boxer ve melez olarak sınıflandırılmıştır. Vaka azlığı 

ise köpeklere olan ilgisizliğe bağlanmıştır. Türkaslan ve ark. (1983), 1977 ve 1981 

yılları arasında İstanbul Üniversitesi Veteriner Fakültesine getirilen dişi köpeklerdeki 

meme tümörü olgularına dair bir çalışma yapmışlardır. Toplam 14 vakadan 11 adedi 

Poodle, üçü ise Boxer ırkı olarak bildirilmiştir. Poodle ırkı köpeklerin üç buçuk ile 14 

yaş aralığında; Boxer ırkı köpeklerin ise üç ve 14 yaş aralığında oldukları belirtilmiştir. 

Erer ve Kıran (1993), Konya’da 1985 ve 1992 yılları arasında köpeklerde görülen 

tümör vakalarını incelemişlerdir. Süre zarfında 27 köpeğe ait (14 dişi ve 13 erkek) 34 

tümör vakası ele alınmıştır. Tümör oluşumlarının başta meme olmak üzere (%32,4) en 

çok dişi genital sistemde (%44,1) olduğu ifade edilmiştir. Meme tümörlerinin 

%81,8’inin malign olduğu bildirilmiştir. Atalay Vural ve Aydın (2001), 1973 ve 1998 

yılları arasında Ankara’da görülen KMT vakalarını incelemişlerdir. İlgili yıl aralığında 

incelenen 888 tümörün 236’sının (%26,5) KMT vakası olduğunu bildirmişlerdir. KMT 

örneklerinin 208’i dişi, dokuzu erkek, 19’unun cinsiyeti bildirilmemiş köpeklerden 

alındığı ifade edilmiştir. İncelenen 236 vakanın 48’i (%23,08) Poodle, 40’ı (%19,23) 

Toy poodle, 30’u (%14,43) Terrier, 15’i (%7,21) Pinscher, 48’i (%23,08) 13 farklı 

ırka ait, 28’i (%11,86) ise hangi ırk olduğu bilinmeyen köpekler olarak bildirilmiştir. 

Farklı ırklara ait olduğu bildirilen tümör vakalarının, Pointer, Setter, Kangal, melez, 

Cocker, Boxer, Dachshund, Doberman, Chivaua, Afgan tazısı ve Collie ırklarına ait 

oldukları bildirilmiştir. Köpeklerin %96’sının 5-15 yaş arasında olduğu ifade 

edilmiştir. İncelenen tümörlerin 168’inin malign, 68’inin ise benign karakterde olduğu 

bildirilmiştir. Gülçubuk ve Gürel (2003), İstanbul’da 1995 ve 2000 yılları arasında 

köpeklerde görülen tümörleri incelemişlerdir. 182 tümör vakasından %40,10’unun dişi 

genital sistemde bulunduğu, dişi genital sistem tümörlerinin ise %71,23’ünün meme 

tümörü olduğu bildirilmiştir. Sontas ve ark. (2009), 155 KMT hastası köpeğe ilişkin 

retrospektif çalışma yapmışlardır. KMT’den en çok etkilenen ırkların Poodle (n=83), 

Cocker spaniel (n=11), melez (n=10) ve Boxer (n=6) ırkları olduğu bildirilmiştir. 155 

köpeğe ait 212 tümörün %78,3’ünün malign, %12,3’ünün benign, %8,0’inin 

hiperplastik değişimler olduğu, %1,4’ünün ise sınıflandırılamadığı belirtilmiştir. 

Ortalama tümör görülme yaşı çalışmada 9,37 yaş olarak hesaplanmıştır. 119 köpekten 
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46’sı en az bir kez doğum yapmış; 59 köpekten 22’sinin ise yalancı gebelik geçmişi 

olduğu bildirilmiştir.  

1.2.2. KMT Risk Faktörleri 

KMT gelişimini etkileyen birçok faktör bulunmaktadır. Bu faktörler arasından 

en önemlileri yaş, ırk, genetik yatkınlık, hormonlar ve büyüme faktörleri ve son olarak 

da beslenme olarak sayılabilir (Kelsey ve ark., 1998 ve Perez Alenza ve ark., 2000). 

Bu faktörlerden yaş, obezite ve steroid hormonları kanser gelişimini etkilediği kadar 

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

1.2.2.1. Yaş 

Dorn ve ark. (1967), 10-11 yaşlarına kadar KMT insidansında artış görüldüğünü; 

sonrasında ise bu oranın düştüğünü bildirmişlerdir. Schneider ve ark. (1969), KMT 

vakalarının ortalama yaşını 10 yıl-iki ay olarak belirtmişlerdir. Boldizsár ve ark. 

(1992), KMT vakalarının yaş, ırk ve döneme göre dağılımlarını incelemiş ve KMT 

için en yüksek insidansın 10 yaşındaki köpeklerde görüldüğünü bildirmişlerdir. 

Dobson ve ark. (2002), meme tümörü vakalarının genç bireylerde görece daha az 

görüldüğünü, altı ve 10 yaşları arasında belirgin bir artış gösterdiğini, on yaşından 

büyük bireylerde ise KMT frekansında düşüş görüldüğünü ifade etmişlerdir. Zatloukal 

ve ark. (2005), yaptıkları çalışmada meme displazi/hiperplazilerinin sekiz; benign 

tümörlerin 10, malign tümörlerin ise 13 yaşlı köpeklerde en yüksek frekansa 

ulaştıklarını bildirmişlerdir. Gamlem ve ark. (2008), KMT vakalarının 10-11 yaş 

aralığındaki bireylerde %50 ile en yüksek frekansa ulaştığını, sonrasında ise KMT 

frekansında düşüş görüldüğünü bildirmişlerdir. Salas ve ark. (2015), KMT frekansının 

en yüksek olduğu yaş aralığının dokuz ile 12 yaşları arası dönem olduğunu ifade 

ederken, Andrade ve ark. (2017), KMT için ortalama yaşın 9,99 olduğunu 

belirtmişlerdir. Ramesh ve ark. (2019), ise KMT vakalarının en yüksek görüldüğü yaş 

aralığının sekiz ve 12 yaşları arası olduğunu bildirmişlerdir.  
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 Özetlenen çalışmalarda KMT vakalarının genellikle sekiz-10 yaşları aralığında 

geliştikleri, benign ve malign tümörlerin başlangıç yaşının farklı olduğu 

bildirilmektedir. Bu çalışmalara göre benign tümörlerin oluşma yaşı sekiz buçuk iken, 

malign tümörlerin oluşum yaşı dokuz buçuk olarak belirlenmiştir (Sorenmo, 2003). 

Beş yaşından önce malign meme tümörü oluşması ise oldukça nadir gözlenen bir 

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

1.2.2.2. Beslenme 

Sonnenschein ve ark. (1991), vücut kondüsyonu ve diyetin meme tümörü ile 

ilişkisini araştırmışlardır. Dokuz ve 12 aylar arasında zayıf vücut kondüsyonuna sahip 

kısırlaştırılmış köpeklerin %99’unda meme tümörü riskinin azaldığı ifade edilmiştir. 

Kısırlaştırılmayan köpeklerde ise yine aynı yaş aralığındaki bireylerde zayıf vücut 

konformasyonuna sahip köpeklerde riskin %40 azaldığı, fakat bu değerin anlamlı 

bulunmadığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada, kanser teşhisi konulmasından bir yıl önce 

yüksek yağ içerikli diyetle beslenmenin kanser gelişimi üzerinde herhangi bir etkisinin 

görülmediği ifade edilmiştir.  

Pérez Alenza ve ark. (1998), yapmış oldukları vaka-kontrol çalışmasında dişi 

köpeklerde diyet ve meme tümörü gelişimi arasındaki ilişkiyi incelemişlerdir. Meme 

bezinde displazi veya tümör bulunan bireyler ile sağlıklı bireyler karşılaştırılmış, 

köpeklerin vücut yapıları, diyet ve reprodüktif geçmişlerine dair bilgiler toplanmış, 

serum selenyum seviyeleri, retinol konsantrasyonları ve deri altı yağ dokusundaki yağ 

asiti profilleri analiz edilmiştir. Bir yaşından önce obezite görülen köpeklerde ve meme 

tümörü/displazisi teşhisi konulmasından bir yıl öncesinde obezite görülen köpeklerde 

KMT prevalansının anlamlı derecede yüksek olduğu bildirilmiştir. Ev yemeğiyle 

beslenen köpeklerde ve özellikle kırmızı et tüketimi daha yüksek olan bireylerde KMT 

insidansının daha yüksek olduğu ifade edilmiştir. Deri altı yağ dokusunda oleik asit 

konsantrasyonunun sağlıklı bireylerde anlamlı derecede daha yüksek olduğu 

bildirilmiştir.  
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Weeth ve ark. (2004)’nın kanser hastası ve sağlıklı bireylerde vücut kondüsyon 

skorunu göz önünde bulundurarak yaptıkları çalışmada meme bezi adenokarsinoması 

ve karsinoması görülen bireylerde kilolu ve obez köpeklerin prevalansındaki artışın 

sağlıklı bireylerle kıyaslandıklarında anlamlı düzeylere ulaşmadıkları görülmüştür.  

Lim ve ark. (2015)’nın çalışmalarında, üçüncü derece köpek meme 

karsinomalarının oranı kilolu ve obez köpeklerde anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur. Yine aynı çalışmada kilolu veya obez köpeklerde östrojen ve 

progesteron reseptörlerinin ifadesi ile paralel şekilde aromataz ifadesinin anlamlı 

derecede yüksek olduğu gözlemlenmiştir.  

Costa-Santos ve ark. (2019)’nın meme karsinomalı dişi bireylerde yaptıkları 

çalışmada fazla kilolu veya obez olan köpeklerde karsinomaların daha agresif 

oldukları ve bu bireylerde daha yüksek trigliserit, VLDL (çok düşük dansiteli 

lipoprotein kolesterol), albumin, globulin ve laktat konsantrasyonları olduğu 

belirlenmiştir. Diyette %90 omega-3 balık yağı kullanıldığında lipit profilinde 

herhangi bir değişiklik olmamasına karşın; glikoz, total protein ve globulin 

düzeylerinde artış belirlenmiştir. Çalışma sonucunda elde edilen veriler obez 

köpeklerde lipit ve metabolik profillerde değişiklik görüldüğünü ve tümörün 

agresifliği ile dislipidemi arasında önemli bir ilişki olduğunu göstermiştir. 

Andrade ve ark. (2019), fareler üstünde yaptıkları çalışmada gebelik sırasında 

beslenmeye bağlı olarak germ hücrelerinde ve fötal hücrelerde gerçekleşen 

epigenomik değişikliklerin sonraki nesilde tümör oluşumunu etkilediğini göstermiştir. 

1.2.2.3. Hormonal Etkiler 

Östrus siklusu ve kısırlaştırma durumunun KMT oluşum riskini etkilediğine dair 

yaygın bir görüş bulunmaktadır. Schneider ve ark. (1969)’nın çalışmalarında yalancı 

gebelik, doğum ve doğurganlık kategorilerinin KMT oluşumunu etkilemediği 

görülmüştür. Buna karşın, iki ve daha fazla kızgınlık göstermiş olan köpeklerde KMT 
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oluşumu riski %26 iken; bir kez kızgınlık göstermiş köpeklerde %8; kızgınlık 

göstermeden önce kısırlaştırılmış bireylerde ise %0,5 olarak bildirilmiştir. Misdorp 

(1988), geç yaşlarda dahi olsa kısırlaştırmanın KMT gelişimine karşı koruyuculuğu 

olduğunu göstermiştir. Sorenmo ve ark. (2000), ise KMT hastası bireyleri kısırlaştırma 

durumuna göre; kısırlaştırılmamış, tümör operasyonundan iki yıldan az bir süre önce 

veya tümör operasyonu sırasında kısırlaştırılmış ve tümör operasyonundan iki yıldan 

fazla bir süre önce kısırlaştırılmış olarak üç gruba ayırmışlardır. Tümör 

operasyonundan iki yıldan az bir süre önce kısırlaştırılmış olan gruptaki bireylerin 

diğer gruptaki bireylere göre %45 oranında daha uzun yaşadıkları ifade edilmiştir. 

Çalışma kısırlaştırma zamanının önemini gözler önüne sermiş (Sorenmo ve ark., 2000) 

ancak Philibert ve ark. (2003), malign KMT vakalarında kısırlaştırma durumunun 

tümör prognozunu anlamlı şekilde etkilemediğini ifade etmiş; bu durumu KMT 

vakalarının hormon bağımlı veya hormon bağımsız olarak ortaya çıkabileceğine 

bağlamışlardır. Genel kanı kısırlaştırma ve kısırlaştırma yaşının KMT oluşumunu 

etkilemesi yönünde olmasına karşın, Beauvais ve ark. (2012), yaptıkları sistematik 

derlemede yapılan çalışmaların yanlı olabileceğini ve bu konuda kuvvetli bir kanıt 

bulunamadığını ifade etmişlerdir. 

Hormonlara ilişkin araştırmalar başlıca ovaryum hormonları, ön hipofiz 

hormonları ve tiroid hormonlarının KMT oluşumu ve gelişimine etkilerinin 

araştırılmasına yönelik gerçekleştirilmiştir (Rutteman, 1990). 

İnsanlarda kullanılan gebelik önleyici preparatların köpeklerde yapılan uzun 

süreli toksisite çalışmaları progestagenlerin meme dokusunu etkiledikleri ve 

neoplazilere neden olduklarını göstermiştir (Concannon ve ark., 1981; Kwapien ve 

ark., 1980; Nelson ve ark., 1972 ve Weikel ve Nelson, 1977). Köpeklerde meme 

gelişiminde östrojenlerin etkisi düşük olmasına karşın progesteronun oldukça işlevsel 

olduğu bilinmektedir (Chambers ve Günzel, 1979). Köpeklerde yapılan çalışmalar, 

dışarıdan yalnızca östrojen verilmesi durumunda köpeklerin östrojenin karsinojenik 

etkilerine karşı dirençli olduklarını göstermiştir (Segaloff, 1975). Buna karşın gebelik 

önleyici preparatlardan progestinlerin tek başına verilmesi veya progestin-mestranol 

kombinasyonlarının orta ve yüksek dozlarda uzun süreli uygulamalarında KMT 
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gelişiminde artış tespit edilmiştir (Geil ve Lamar, 1977; Giles ve ark., 1978 ve 

Kwapien ve ark., 1977). Toksisite testleri dışında, veteriner hekimlik alanında yapılan 

çalışmalarda da köpeklerde östrus kontrolü için kullanılan progestagenlerin düzenli 

kullanımında KMT insidansında artışa neden oldukları bildirilmiştir (Misdorp, 1988 

ve van Os ve ark., 1981).  

Östrojenler ve progestagenlerin köpek meme dokusunda direkt veya prolaktin 

ve büyüme hormonlarını (GH) uyarmak suretiyle indirekt etki ederek meme bezi 

hiperplazilerine neden olduğu, progesteron etkinliğinin yüksek oranda mamotrofik 

etkili köpek büyüme hormonunu uyardığı düşünülmektedir (Chambers ve Günzel, 

1979 ve El Etreby ve ark., 1979). Östrojenlerin köpek meme bezlerinde duktal 

sistemde proliferasyon ve ektaziyi uyardığı, progestagenlerin ise epitelyal ve 

miyoepitelyal proliferasyonu uyararak lobuloalveoler büyümeye neden olduğu 

bildirilmiştir (El Etreby ve Gräf, 1979). El Etreby ve ark. (1980), spontan KMT 

vakalarında GH salınımındaki artışa dikkat çekmiş ayrıca FSH (follikül uyarıcı 

hormon), LH (lüteinleştirici hormon) ve tirotropin sentezleyen hücrelerde sekresyonun 

baskılandığını belirtmiştir. 

D’Arville ve Pierrepoint (1979), KMT vakalarında östrojen, progesteron ve 

androjen reseptörlerinin varlığını göstermişlerdir. Briggs (1980), spontan köpek 

benign adenomasında progesteron reseptörü (PR) konsantrasyonunun progesteron ile 

uyarılmış meme dokusunun iki katı; uyarılmamış meme dokusundaki reseptör 

konsantrasyonunun ise 10 katı olduğunu göstermiştir. Bu reseptör seviyelerinin ise 

insan ve sıçan meme tümörlerindeki reseptör konsantrasyonlarından daha yüksek 

olduğu belirtilmiştir. MacEwen ve ark. (1982), inceledikleri tümör örneklerinin 

bazılarında östrojen reseptörü (ER) bulunduğunu, bazılarında ise bulunmadığını 

bildirmiştir. ER ve PR varlığı ile ilgili çeşitli araştırmacılar tarafından yapılmış bir çok 

çalışma mevcuttur (Donnay ve ark., 1996; Elling ve Ungemach, 1983 ve Raynaud ve 

ark., 1981). Yapılan çalışmalardan birinde (Elling ve Ungemach, 1983), aynı bireyden 

elde edilen aynı histopatolojideki örneklerin reseptör karakteristiği açısından farklılık 

gösterebildiğine dikkat çekilmiştir. Lespagnard ve ark. (1987), in vitro çalışmalarında 

östrojen ve progesteronun hem ER ve PR pozitif, hem de ER ve PR negatif KMT 
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örneklerinde replikasyonu uyardığını göstermişlerdir. Çalışmada ayrıca ER ve PR 

içeriği ile bazal proliferasyon oranının korelasyon gösterdiği belirtilmiş fakat 

uyarılmış proliferasyon oranı ile arasında herhangi bir korelasyon bulunmamıştır.  

Warner (1977), tarafından köpek meme dokusuna ait duktal bağ dokusu 

displazileri, hiperplastik alveoler lobuler displaziler ve adenoma örnekleri ile yapılan 

in vitro çalışmada, alveoler lezyonlarda hormonlardan bağımsız sekresyon 

gerçekleştiği gösterilmiştir. Duktal bağ dokusu displazilerinde morfolojik değişiklikler 

gözlemlenemediği için büyüme tespit edilememiştir. Adenofibromadaki sekresyonun 

kortizol, mamotropin ve insülin kombinasyonu ile östradiol, progesteron, kortizol, 

mamotropin, somatotropin ve insülin kombinasyonuna duyarlı olduğu ayrıca sağlıklı 

meme dokularının ise aynı hormon kombinasyonlarına yanıt vermediği tespit 

edilmiştir. 

 Prolaktinin (PRL) kemirgenlerde meme tümörü gelişimini tetiklemesi, Saluja 

ve ark. (1973; 1974)’nın köpeklerde PRL seviyeleri ve KMT vakaları arasında bir 

ilişki olup olmadığını araştırmaya yöneltmiştir. Çalışma sonucunda KMT vakalarında 

hipofiz bezinde PRL düzeylerinde dengesizlik görüldüğü; KMT’li bireylerde PRL 

seviyelerinin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde yüksek olduğu ve diöstrustaki 

bireylerde bu farkın çok daha anlamlı olduğu bildirilmiştir. Attia (1982), sağlıklı, 

benign tümörlü ve malign tümörlü köpeklere ait hipofiz bezlerinde PRL ve 

adrenokortikotropin (ACTH) sentezleyen hücrelerin sekretör aktivitelerinde sağlıklı 

bireylere göre benign tümörlü bireylerde hafif, malign tümörlü bireylerde ise belirgin 

bir artış olduğunu tespit etmiştir. Somatotropin (STH) salgılayan hücrelerde ise malign 

tümörlü bireylerde sayıca azalma olmasına karşın sekretör aktivitelerinin sağlıklı 

meme dokusuna sahip bireylerle aynı olduğunu göstermiştir. Queiroga ve ark. (2005), 

çalışmalarında KMT’li köpeklerin serumlarında PRL seviyesinin sağlıklı köpeklerden 

anlamlı düzeyde yüksek olduğunu bildirmiş, benign ve malign KMT’li bireylerin 

serum PRL seviyeleri arasında anlamlı bir değişiklik olmadığını ifade etmişlerdir. 

Aynı çalışmada KMT’li dokulara ait örnekler karşılaştırıldığında PRL seviyeleri en 

yüksekten düşüğe doğru; malign KMT, benign KMT ve sağlıklı doku olarak 

sıralanmıştır. Bu durum tümör dokusunda saptanan PRL’in hipofiz kökenli değil, 
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otokrin veya parakrin etki ile memede değişikliğe uğramış hücrelerden salgılandığını 

düşündürmüştür. Ancak Spoerri ve ark. (2015)’nın yaptıkları çalışmada PRL’in 

parakrin veya otokrin etkinliğinin olduğuna dair herhangi bir kanıt elde edilememiştir. 

PRL ve prolaktin reseptörleri (PRLR) düzeylerinin tümör prognozu ve neoadjuvant 

terapileri için önemli belirteçler olduğu da yayınlarda belirtilmektedir (Guil-Luna ve 

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

Yapılan çalışmalar bazı KMT vakalarının PRLR (Rutteman ve ark., 1986) ve 

epidermal büyüme faktörü reseptörleri (EGFR) (Nerurkar ve ark., 1987) açısından 

pozitif veya negatif olabildiklerini göstermiştir. Epidermal büyüme faktörü (EGF) ve 

dönüştürücü büyüme faktörü alfa (TGF-a) gibi büyüme faktörlerinin EGFR’ye 

bağlanarak bu hücrelerde seçici büyümeye ve hücrenin kontrol mekanizmasından 

kaçmasına neden olabilecekleri düşünülmektedir (Rutteman ve Misdorp, 1993). 

Normal, displazili ve neoplazili dokularla yapılan çalışmada ER, PR ve epidermal 

büyüme faktörü reseptörleri (EGFR) araştırılmıştır. Yalnızca malign tümörlerde ER 

ve EGFR konsantrasyonlarının anlamlı bir korelasyon gösterdiği bildirilmiştir 

(Donnay ve ark., 1996). Bir başka çalışmada ise malign tümörlerde benign KMT ve 

sağlıklı örneklere kıyasla EGF düzeyinin steroid düzeyleriyle paralel olarak anlamlı 

derecede yüksek olduğu tespit edilmiştir. Bu durum EGF’nin tümör oluşumunda 

önemli olabileceğini düşündürmektedir (Queiroga ve ark., 2009). Kennedy ve ark. 

(2011), EGF’nin proliferasyon ve kemotaksise olumlu etkide bulunduğunu; apoptozisi 

etkisizleştirdiğini ve vasküler endotelyal büyüme faktörü üretimini artırdığını ayrıca 

tümöre malign bir fenotip kazandırdığını göstermişlerdir. 

Pagnini ve ark. (2002), KMT hücre hattında GnRH (Gonadotropin salgılatıcı 

hormon) agonistinin (Goserelin) EGF’nin uyarıcı aktivitesini baskılayarak tümör 

proliferasyonunu engellediğini göstermişlerdir. 

İnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF) karsinoma hücreleri veya komşularının 

proliferasyonunu steroidlerden ve GH’den bağımsız olarak uyarmaktadır (Rutteman 

ve Misdorp, 1993). Bunun yanı sıra, progestinlerin GH, IGF-I, IGF-II ve IGF bağlayıcı 

proteinlerin plazma konsantrasyonunda artışa neden olduğu bildirilmiştir (Mol ve ark., 
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1996). Progestinlerle uyarılmış GH’ın meme bezindeki hiperplastik duktular epitelden 

köken aldığı, hipofiz bezinden salgılanan GH ile yüksek oranda benzerlik gösterdiği 

ve biyolojik olarak aktif olduğu tespit edilmiştir (Selman ve ark., 1994). Bu GH 

düzeylerinin büyüme hormonu salgılatıcı hormon (GHRH) ve somatostatine karşı 

duyarsız oldukları fakat antiprogestinlere karşı duyarlı olduğu belirtilmiştir (Mol ve 

ark., 1996). Progestin ile uyarılmış GH’ın meme epitel hücrelerinde proliferasyonu ve 

bazen de transformasyonu uyararak KMT’ye yatkınlığa neden olduğu 

düşünülmektedir (Van Garderen ve ark., 1997). Van Garderen ve ark. (1999), meme 

dokusunda büyüme hormonu reseptörleri (GHR) ile moleküler düzeyde yaptıkları 

çalışmada GHR’ye ait dört farklı transkript olduğunu göstermişlerdir. En malign tümör 

örneklerinde yalnızca esas transkriptin bulunduğu tespit edilmiştir. İşlevsel 

domainlerin atlandığı alternatif transkriptlerin malign tümörlerde olmaması, bu 

tümörlerde GH’a karşı hassasiyetin artabileceği şeklinde yorumlanmıştır. Serum ve 

dokudaki GH ve IGF-I yoğunluğunun malign KMT vakalarında benign KMT vakaları 

ve sağlıklı bireylere göre anlamlı derecede daha yüksek olduğu tespit edilmiştir 

(Queiroga ve ark., 2010). Başka bir çalışmada ise tüm GH sentezleyen hücrelerin PR 

pozitif oldukları fakat tüm PR pozitif hücrelerden GH sentezlenmediği gözlenmiştir 

(Lantinga-van Leeuwen ve ark., 2000). Aktif PR’nin bir çeşit transkripsiyon faktörü 

gibi görev yaparak aynı hücredeki GH ifadesini artırdığı ifade edilmiştir (Lantinga-

van Leeuwen ve ark., 2000 ve Queiroga ve ark., 2008). Meme dokusu ve tümör 

örnekleri ile yapılan bir başka çalışmada (Geraldes ve ark., 2000) hormon reseptörü 

varlığı ile malign KMT’lerdeki hücresel proliferasyon arasında negatif korelasyon 

görüldüğü ve insan çalışmalarında da benzeri sonuçlara rastlandığı ifade edilmiştir.  

El Etreby (1979), KMT’li köpeklerde tiroid fonksiyonları ve KMT arasındaki 

ilişkiyi incelemiştir. Çalışmada kontrol grubuna göre KMT’li vakalarda tiroid 

hormonlarının daha düşük seviyede tespit edilmesi tiroid bezinin de hormonal 

dengesizlikten etkilendiğini göstermiştir. Tiroid hormonları ile PRL ve GH gibi 

hipofiz bezi ile ilişkili hormonların etkileşiminin tümör oluşumunda rol alabileceğini, 

tiroid hormonlarındaki yetersizliğin meme dokusunda PRL ve GH’a hassasiyetini 

etkileyebileceğini öne sürmüştür. 
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Frank ve ark. (1979), uzun süreli medroksiprogesteron asetat ve progesteron 

uygulanan sağlıklı ve kısırlaştırılmış dişi köpeklerde serum insülin, tiroid uyarıcı 

hormon (TSH), triiodotreonin, GH, PRL, 17b-östradiol, progesteron ve kortizol 

seviyelerini ölçtükleri çalışmada, serumdaki GH ve insülin seviyelerinde artış; 

triiodotreonin, kortizol seviyelerinde düşüş tespit etmişlerdir. 17b-östradiol seviyesi 

yalnızca medroksiprogesteron uygulanan grupta düşmüş fakat her iki grupta TSH ve 

PRL seviyelerinde herhangi bir değişiklik olmadığı bildirilmiştir. 

Benavente ve ark. (2019), çalışmalarında benign ve malign tümörler dokularında 

oksitosin reseptörü (OTR) varlığını göstermişlerdir. Benign tümörlerdeki OTR’nin 

malign tümörlere göre daha yüksek oranda bulunduğu bildirilmiştir. Malign 

tümörlerde ise OTR ifadesi I. ve II. derece tümörlerde, III. derece tümörlere kıyasla 

daha yüksek bulunmuştur. 

Hormon ve hormon reseptörü düzeylerinin tümör oluşumunun yanı sıra tümörün 

malignitesi ve prognozu ile de ilişkili olabileceğine dair çalışmalar mevcuttur. Malign 

KMT hastası bireylerin hem serum steroid hormon düzeylerinin hem de meme dokusu 

örneklerindeki steroid hormon düzeylerinin sağlıklı ve benign KMT’li bireylerden 

yüksek olduğu bildirilmiştir (Queiroga ve ark., 2005). Benign tümörlerde progesteron 

ifadesinin yüksek, hücresel proliferasyonun ise daha düşük olduğu; buna karşın malign 

tümörlerde durumun tam tersi olarak görüldüğü tespit edilmiştir. Artan malignite 

tümörün hormon bağımsız hale gelmesi ile ilişkilendirilmiştir (Thuróczy ve ark., 

2007).  

Spoerri ve ark. (2015), ER, PGR, GHR ve PRLR ifadelerinde normal dokudan 

malign fenotipe geçişte anlamlı derecede düşüş görüldüğünü bildirmişlerdir. Bu 

düşüşün benign tümörlerde yalnızca PRLR için anlamlı olduğu ifade edilmiştir. Mohr 

ve ark. (2016), ER, PGR, PRLR ve GHR ifadelerinin malign tümörlerde düşüşü ile 

ilgili olarak Spoerri ve ark (2015)’nın çalışmaları ile paralel sonuçlar elde etmişlerdir. 

Sorenmo ve ark. (2019), östrojenin ER pozitif tümörlerde karsinojen etkide 

bulunduğunu fakat ER negatif tümörlerde koruyucu bir etkisi olabileceğini ifade 

etmişlerdir. 
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Çalışmaların odağında bulunan ovaryum steroidleri, hipofiz ve tiroid 

bezlerinden sentezlenen hormonlar ve büyüme faktörleri haricinde yapılan çalışmalara 

bakıldığında Ressel ve ark. (2012), agresif tümör hücrelerinde leptin ve leptin 

reseptörünün (ObR) düşük düzeylerde ifade edildiğini bildirmişlerdir. Bununla birlikte 

Lim ve ark. (2015), adiponektin ifadesindeki düşüşün kötü prognoz ile korele 

olduğunu, leptin ifadesinin PR ile, ObR’nin ise ER ile korele olduğunu bildirmişlerdir. 

Özetle; ovaryum steroidleri ve bu steroidlere ilişkin reseptörlerin varlığının; bu 

hormonlara bağlı olarak hipofiz bezinden sentezlenen hormonlar ile reseptörlerinin ve 

çeşitli büyüme faktörlerinin tümör oluşumu, proliferasyonu, malignitesi ve prognozu 

ile ilişkili olduğu ve tiroid bezi fonksiyonlarının tümör nedeniyle etkilenebildiği 

söylenebilir. 

1.2.2.4. Irk Etkisi 

Geçmişinde akrabalı yetiştirme bulunan köpeklerde ırklar içi çok düşük seviyede 

genetik varyasyon gözlenir. Özellikle insanlarla kıyaslandığında sınırlı popülasyon 

büyüklüğü ve ırklar içi bağlantı dengesizliğinin yüksek derecede görülmesine yol 

açmaktadır. Kalabalık insan popülasyonlarında gözlenen meme kanserleri ile 

kıyaslandığında, düşük genetik varyasyondan dolayı, KMT’nin tek bir ırk içinde daha 

homojen bir kökene sahip olması beklenmektedir. Bu durum ırklar içindeki risk 

faktörlerinin çok 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; Köküuslu 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; Köküuslu ve Akkayan, 1972; Macvean 
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ve ark., 1978; Salas ve ark., 2015; Sontas ve ark., 2009 ve Türkaslan 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; Köküuslu ve Akkayan, 

1972; Sontas ve ark., 2009 ve Türkaslan 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) ırklarında meme tümörü vakalarına 

predispozisyon görüldüğü bildirilmiştir. Buna karşın Collie, Saint bernard, Shetland 

sheepdog, Bernese mountain dog (Rivera ve ark., 2009) ve Rough haired collie 

(Dobson, 2013) ırkları KMT için düşük risk grubu sınıflandırmasına dahil edilmiştir.  

1.2.2.5. KMT’ne Predispozisyon Yaratan Germ Hattı Mutasyonları 

Irklar içi düşük genetik varyasyon görülmesi ve artan homozigotluk (Rivera ve 

ark., 2009) KMT oluşumunda etkili germ hattı mutasyonları bulunabileceği 

düşüncesini kuvvetlendirmektedir. Schafer ve ark. (1998), Beagle ırkına ait ailelerde 

KMT vakalarına ailesel yatkınlık ve direnç görünen hatlar ile çalışmış ve 

örneklemdeki ailelerde aynı genetik faktörlerin KMT’ye yatkınlık ve dirençle ilişkili 

olabileceğini bildirmişlerdir. Köpeklerde meme tümörüne neden olan birçok aday gen 

bulunmaktadır ve bu genlerin tümör oluşumu üzerine etkileri yoğun olarak 

çalışılmaktadır (Borge ve ark., 2011; Klopfleisch ve ark., 2010; Queiroga ve ark., 2011 

ve Rivera ve von Euler, 2011).  

p53 proteini tümör baskılayıcı ve büyümeyi önleyici genlerden birisidir 

(Klopfleisch ve ark., 2010). Chu ve ark. (1998), 74 KMT örneğiyle yaptıkları 

çalışmada benign tümörlerde TP53 (p53) geninde herhangi bir mutasyon tespit 

edememiş fakat malign tümörler olan primer karsinomaların yaklaşık %15’inde 
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mutasyon olduğunu belirlemişlerdir. Ekzon 4, 5, 6 ve 7’de anlamsız mutasyon, splice 

bölgesinde mutasyon ve çerçeve kayması mutasyonları olduğu tespit edilmiştir. Mayr 

ve ark. (1999), meme adenokarsinomasında TP53 geni, ekzon 5’te yanlış anlam 

mutasyonu; meme adenomasında ise ekzon 4’te heterozigot bir sinonim mutasyon 

olduğunu tespit etmişlerdir. Tümör dokularında yapılmış bu çalışmaların yanısıra 

Veldhoen ve ark. (1999), spontan KMT vakalarında TP53 geninde germ hattında 10 

hastanın üçünde mutasyon görüldüğü, iki hastada tümör dokularında ekzon 2 ve ekzon 

5’te mutasyon olduğu, hastalardan birinde ise hem tümör dokusu hem de germ hattında 

ekzon 3’ten 7’ye kadar delesyon bulunduğunu tespit etmişlerdir. Muto ve ark. (2000), 

yine TP53 geninde yaptıkları çalışmada, 38 benign meme tümöründe dört yanlış anlam 

mutasyonu; 25 karsinomada ise beş yanlış anlam mutasyonu ve bir anlamsız mutasyon 

belirlemişlerdir. Lee ve Kweon (2002), TP53 geninde 10 malign tümörde dört yanlış 

anlam mutasyonu, bir anlamsız mutasyon; 10 benign tümörde ise iki yanlış anlam 

mutasyonu ve bir sinonim mutasyon tespit etmiş ve mutasyonlar ile prognoz arasında 

bir ilişki olabileceğini ifade etmişlerdir. Lee ve ark. (2004), bir başka çalışmalarında 

ise tümör dokularında TP53 geni mutasyonları ve gen ifadesini prognoza yönelik 

değerlendirmişlerdir. Mutasyonlar ile gen ifadesinin artışında anlamlı bir korelasyon 

tespit edilen çalışmada, TP53 mutasyonları ve artan protein ifadesi malign karakterde 

artış ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir. Rivera ve ark. (2009), English springer 

spaniel ırkında TP53’ün de dahil olduğu 10 adet gende iki farklı örneklem grubunda 

kan örneklerinde tekli nükleotit polimorfizmi (TNP) taraması yapmışlardır. TP53 

geninde yedi adet TNP tespit edilen çalışmada, ikinci grupta yalnızca bir TNP %5’lik 

minör allel frekansının üstünde bulunmuş ve ileri analizlere geçilmemiştir. Borge ve 

ark. (2011), 32 bireyden oluşan bir örneklemde TP53’ün de içinde bulunduğu aday 

genler için germ hattı mutasyonu taraması yapmış ve TP53 geni için herhangi bir germ 

hattı mutasyonu tespit edememişlerdir. 

Rungsipipat ve ark. (1999), KMT vakalarının genomunda tirozin kinaz ailesine 

bağlı YES1 protoonkogeninin, Murakami ve ark. (2000), ise siklin A ifadesinden 

sorumlu genin (Hibridizasyon temelli metod ile çalışıldığından CCNA1 mı yoksa 

CCNA2 mı olduğu belirsizdir) amplifikasyonlarını araştırarak genomik anormallikleri 
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tespit etmeye çalışmış fakat KMT ile ilişkilerinin saptanabilmesi için ileri çalışmalara 

ihtiyaç duyulduğunu belirtmişlerdir.  

Watzinger ve ark. (2001), insanlardaki tümör vakalarında dikkat çeken NRAS, 

KRAS ve HRAS protoonkogenlerinin en çok mutasyon görünen kodonlarının 

bulunduğu ekzon 1 ve ekzon 2 bölgelerinde KMT vakalarının da dahil olduğu kedi ve 

köpek tümör dokularında mutasyon taraması yapmış; KMT vakalarında bu genlere ve 

ilgili bölgelere ilişkin herhangi bir mutasyona rastlamamışlardır. 

De las Mulas ve ark. (2003), KMT vakalarında tirozin kinaz reseptör proteini 

olan ve onkogen olarak kabul edilen ERBB2 (HER2, c-erbB-2, neu) ile çalışmışlardır. 

İmmünohistokimya ve kromogenik in-situ hibridizasyon sonuçlarına göre proteinin 

KMT vakalarının %17,6’sında gen amplifikasyonu olmaksızın ifade artışı gösterdiği 

bildirilmiştir. İnsan ve köpek meme tümörü vakalarında tespit edilen yüzde oranlarının 

benzerliğine dikkat çekilmiştir. Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel ırkında 

kan örneklerinde ERBB2 genine ait toplam beş TNP tespit etmiş ve KMT vakaları ile 

aralarında anlamlı bir ilişki saptayamamışlardır. Borge ve ark. (2011) ise ERBB2 

geninde yaptıkları çalışmada 32 bireyden oluşan bir örneklemde kan numunelerinde 

sekizi kodlanan bölgede olmak üzere toplamda 23 TNP ve kodlanmayan bölgede bir 

adet indel mutasyonu tespit etmişlerdir. Tespit edilen polimorfizmlerden birinin yanlış 

anlam mutasyonuna neden olduğu, amino asit yükünü değiştirebileceği ve PolyPhen 

tahminine göre zararlı olabileceği bildirilmiştir. 

Kanae ve ark. (2006), 13 tümörlü, iki sağlıklı meme dokusunda tümör 

baskılayıcı olduğu bilinen PTEN geninde varyasyon taraması ve gen ifade düzeylerini 

araştırmışlardır. Mutasyon tespit edilmeyen çalışmada gen ifadesi beş benign tümörün 

dördünde iki ile dört kat arası düşüş göstermiştir. Malign tümörlerde ise sekiz örnekten 

dördünde ifade düşüşü tespit edilirken, diğer örneklerin ifadelerinde herhangi bir ifade 

farklılığı tespit edilememiştir. Borge ve ark. (2011), ise PTEN geninde dördü 

kodlanmayan, biri kodlanan bölgelerde olmak üzere toplam beş adet TNP tespit 

etmişlerdir. Tespit edilen TNP’nin sinonim olduğu ve amino asit dizisini 

değiştirmediği belirtilmiştir. Borge ve ark. (2015), PTEN geninin sıklıkla kayba 
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uğrayan bir lokusta bulunduğu ve tümörlerin beşinde homozigot olarak delesyona 

uğradığını tespit etmişlerdir. 

Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel ırkında yaptıkları çalışmada 

CHEK2 geninde toplamda altı adet TNP tespit etmiş fakat KMT ile aralarında anlamlı 

bir ilişki olduğunu gösterememişlerdir. Borge ve ark. (2011)’nın çalışmalarında ise 

CHEK2 geninde yalnızca kodlanmayan bölgelerde üç adet TNP ve bir adet indel 

mutasyonu tespit edilmiştir. 

Rivera ve ark. (2009), English springer spaniel ırkında yaptıkları çalışmada 

FGFR2 geninde dokuz adet TNP tespit etmiş ve ilk veri setinde TNP’ler ile tümör 

oluşumu arasında anlamlı bir korelasyon elde edilse de ikinci veri seti değerlendirmeye 

katıldığında anlamlı bir sonuç elde edilemediği bildirilmiştir.  

LSP1 geninde yapılan çalışmada (Rivera ve ark., 2009) altı adet TNP tespit 

edilmiş fakat tümör ile aralarında anlamlı bir ilişki bulunmamıştır. 

MAP3K1 geninde altı adet TNP tespit edilmiş fakat tümör oluşumu ile bu 

TNP’ler arasında anlamlı bir korelasyon bulunmamıştır (Rivera ve ark., 2009). 

RCAS1 geninde yapılan TNP taraması sonucunda English springer spaniel 

ırkında beş adet TNP tespit edilmiş fakat tümör oluşumu ile aralarında herhangi bir 

anlamlı korelasyon bulunmamıştır (Rivera ve ark., 2009). 

TOX3 geninde tespit edilen yedi TNP ile tümör oluşumu arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir korelasyon tespit edilmemiştir (Rivera ve ark., 2009). 

Borge ve ark. (2011), BRIP1 geninin kodlanan bölgelerinde iki, kodlanmayan 

bölgelerinde ise üç olmak üzere toplam beş adet TNP tespit etmişlerdir. Yanlış anlam 

mutasyonu ile sonuçlanan bu baz değişimlerinin rezidülerde herhangi bir yük değişimi 

yaratmadığı ve PolyPhen tahmininde benign olarak nitelendirildiği bildirilmiştir. 



 27 

CDH1 geninde yapılan çalışmada kodlanan bölgede bir TNP, üç nükleotitlik bir 

indel, kodlanmayan bölgede ise dört adet TNP ve iki indel saptanmıştır. Kodlanan 

bölgedeki TNP’nin amino asit dizisinde herhangi bir değişikliğe yol açmadığı ifade 

edilmiştir (Borge ve ark., 2011). 

EGFR geninde kodlanan bölgede iki; kodlanmayan bölgede ise dört adet TNP 

tespit edilmiştir. Tespit edilen iki yanlış anlam mutasyonunun korunmuş bir bölgede 

gerçekleşmediği; birinin benign olduğu, diğerinin ise zararlı olabileceği bildirilmiştir 

(Borge ve ark., 2011). 

ESR1 geninde kodlanan bölgede üç; kodlanmayan bölgede ise iki adet TNP 

tespit edilmiştir. Ekzon 2 ve 8’de görülen TNP’lerin amino asit dizisinde herhangi bir 

değişime neden olmadığı; ekzon 4’te görülen yanlış anlam mutasyonunun ise rezidü 

grubunda herhangi bir değişime neden olmadığı ve PolyPhen tahmininde benign 

olarak nitelendirildiği ifade edilmiştir (Borge ve ark., 2011). 

STK11 geninde yapılan taramalarda yalnızca kodlanmayan bölgelerde üç adet 

TNP tespit edildiği bildirilmiştir (Borge ve ark., 2011).  

Rivera ve ark. (2009), KMT vakalarında tümör baskılayıcı olduğu bilinen 

BRCA1 geninin de içinde bulunduğu 10 gen ile yaptıkları polimorfizm çalışmasında 

toplam sekiz adet TNP tespit etmiş; iki farklı örneklemin kullanıldığı ve birlikte 

değerlendirildiği ileri analizlerde ise BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonların 

English springer spaniel ırkında tümör gelişimi ile anlamlı ilişkili olduğunu 

bildirmişlerdir. Borge ve ark. (2011) ise yaptıkları çalışmada BRCA1 geninde 

kodlanan bölgede bir; kodlanmayan bölgede ise iki TNP tespit etmiş; tespit edilen 

varyantın amino asit dizisini değiştirmediğini bildirmiştir. Enginler ve ark. (2014), 

BRCA1 geninin 5’ UTR bölgesi, intron 8 ve ekzon 9 bölgelerinde varyasyon 

taramışlardır. 5’ UTR bölgesinde iki TNP tespit edilen çalışmada intron 8’de iki yeni 

TNP; ekzon 9’da ise iki yeni TNP tespit edilmiştir. Ekzon 9’da tespit edilen 

varyantların sinonim olduğu belirtilmiştir. Qiu ve ark. (2015), BRCA1’in promotor 

bölgesini tanımlamış ve bu bölgede mutasyon taramışlardır. Malign KMT vakalarının 
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%46,6’sının promotor bölgesinde bir sitozin nükleotitinin delesyona uğradığı tespit 

edilmiştir. mRNA ifadesinin KMT vakalarında anlamlı derecede azaldığı bildirilmiş 

fakat benign ve malign tümörler arasında bu ifade düşüşüne ilişkin anlamlı bir farklılık 

tespit edilmemiştir. Qiu ve Lin (2016)’in başka bir çalışmalarında ise bir benign ve bir 

malign tümör örneğinde BRCA1 geninde toplamda dört adet nokta mutasyonu tespit 

edilmiştir. Benign KMT vakasında tespit edilen p.E1589Q mutasyonunun erken stop 

kodonu oluşumuna neden olan zararlı bir mutasyon olduğu bildirilmiştir. Malign KMT 

vakasında tespit edilen p.T1207A mutasyonunun benign, yine malign örnekte tespit 

edilen p.V1336I mutasyonunun ise zararlı bir mutasyon olduğu bildirilmiştir. 5’ 

flanking region’da yapılan çalışma ise malign vakalara ait bir klonda dört CpG 

adasında metilasyon olduğu tespit edilmiştir. 

DNA tamirinde görevli BRCA2 ve RAD51 genlerinin köpeklerdeki cDNA’ları 

(komplementer DNA) klonlanarak DNA dizi analizleri yapılmış ve ilerleyen yıllarda 

KMT vakalarında çalışılması üzerine zemin hazırlanmaya çalışılmıştır. Çalışma 

sonuçları BRCA2 amino asit dizisinde insanla %68, RAD51 geninin ise %99 homoloji 

gösterdiğini ortaya çıkarmıştır (Ochiai ve ark., 2001). Yoshikawa ve ark. (2005), 

BRCA2 geni ile yaptıkları çalışmada ekzon 27’ye ait genomik diziyi analiz etmiş ve 

heterozigotluk kaybının tespiti için kullanılmak üzere polimorfik bir belirteç elde 

etmeye çalışmış, ayrıca çalışma sırasında dört yeni nükleotit polimorfizmi tespit 

etmişlerdir. İleri çalışmalarında ise yine BRCA2 geninde heterozigotluk kaybı analizi 

için üç yeni polimorfik belirteç geliştirmişlerdir (Yoshikawa ve ark., 2008). Rivera ve 

ark. (2009), English springer spaniel ırkında kan örneklerinde yaptıkları TNP 

taramasında BRCA2 genine ait TNP’leri de analiz etmişler; toplamda dört adet TNP 

tespit edilen çalışmada BRCA2 aday geninin KMT gelişiminde etkili olduğu 

bildirilmiştir. Hsu ve ark. (2009), KMT hastası bireylerde BRCA2 geninin BRC 

domainini kodlayan ekzon 11 bölgesinde DNA dizi analizi ile nükleotit 

varyasyonlarını araştırmışlardır. %68’i yanlış anlam mutasyonu; %32’si sinonim 

mutasyon olmak üzere 19 adet sporadik nokta mutasyonu saptanmıştır. Borge ve ark. 

(2011), BRCA2’nin kodlanan bölgelerinde dört TNP, iki indel; kodlanmayan 

bölgelerinde ise iki TNP, bir indel olmak üzere toplam dokuz adet varyasyon tespit 

etmişlerdir. TNP’lerin üçünün yanlış anlam mutasyonuna neden olduğu; PolyPhen 
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tahminine göre bu mutasyonların ikisinin benign; birinin ise zararlı mutasyon olması 

muhtemel olarak görülmüştür. Ochiai ve ark. (2011), RAD51 geni ile BRCA2’deki 

fonksiyonel domainlerinden olan BRC tekrarları arasındaki ilişkiyi iki hibrit analizi 

(two-hybrid assay) ile araştırmışlardır. Sekiz adet BRC tekrarından BRC1, BRC2 ve 

BRC4’ün RAD51 ile kuvvetli; BRC8’in orta; BRC3, BRC5 ve BRC7’nin zayıf bir 

şekilde bağ kurduğu; BRC6’nın ise RAD51 ile bağlanmadığı bildirilmiş; yanlış anlam 

mutasyonları ve proteinin kısa kalmasına neden olan mutasyonların tümör oluşumuna 

neden olabileceği öngörülmüştür. Yoshikawa ve ark. (2012), köpeklerdeki p.T1425P 

ve p.K1435R mutasyonlarının etkilerini incelemişlerdir. İnsan p.K1440R ve 

p.K1440E mutasyonlarının köpeklerdeki p.K1435R mutasyonuna karşılık geldiğini ve 

bu mutasyonun RAD51 ile etkileşimi değiştirerek zararlı etki gösterdiği ifade 

edilmiştir. İnsanlardaki p.T1430P mutasyonuna karşılık gelen p.T1425P 

mutasyonunun ise insan ve köpeklerde benzer etkilere neden olduğu bildirilmiştir. 

Enginler ve ark. (2014), BRCA2 geninin 12, 24 ve 27’nci ekzonlarında polimorfizm 

taraması yapmışlardır. Ekzon 12’de iki; ekzon 24’te biri yeni olmak üzere iki; ekzon 

27’de ise bir yeni TNP ve yine ekzon 27’de bir indel tanımlamışlardır. Ekzon 24’teki 

TNP’lerden birinin ve ekzon 27’deki TNP’nin yanlış anlam mutasyonuna neden 

olduğu belirlenmiştir.  Ochiai ve ark. (2015), 236 KMT hastası bireyde saptanmış 

BRC3 ve BRC4 tekrar bölgelerindeki polimorfizmlerin altı farklı kombinasyonunun 

RAD51’e bağlanmasını iki hibrit analizi ile ölçmüş ve BRC3-4’ün içerdiği 1425P 

allelinin bağlanma gücünde anlamlı bir düşüş görüldüğünü tespit etmişlerdir. 

Yoshikawa ve ark. (2015), yedi sağlıklı meme dokusu ve 17 KMT dokusu ile yaptıkları 

çalışmada BRCA2 geni ifadesinde promotor bölgede herhangi bir mutasyon 

saptanmamasına karşın gen ifadesinde anlamlı derecede düşüş tespit etmişlerdir. Sekiz 

tümör örneğinde iki farklı splice varyantı tespit edilen çalışmada varyantlardan birinin 

çerçeve kayması mutasyonu nedeniyle erken stop kodonu oluşumuna yol açtığı ve 

ifadedeki düşüşün bununla ilişkili olabileceği bildirilmiştir. Özmen ve ark. (2017a), 

ekzon 11’de, 19’u yeni olmak üzere toplam 28 somatik TNP tespit etmişlerdir. In silico 

analizlerde sinonim olmayan 21 TNP’nin protein fonksiyonunu değiştirebileceği, dört 

TNP’nin ise proteine zararlı etkisi olabileceği bildirilmiş; p.T1425P mutasyonunun 

korunmuş bölgede olması nedeniyle tümör oluşumuyla ilişkili olması en muhtemel 

mutasyon olduğu ifade edilmiştir. Maués ve ark. (2018), 48 KMT hastasına ait kan ve 
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doku örneklerinde BRCA2 geninin ekzon 11’inde görülen varyantların frekansını ve 

bu frekansların klinik evrelere ve tümör histopatolojilerine göre dağılımlarını 

araştırmışlardır. Çalışmada üçü muhtemelen zararlı olan toplamda yedi adet varyant 

tespit edilmiştir. Bu üç varyantlardan en az birini taşıyan 21 KMT vakası III. evre ve 

üstünde olarak belirlenmiş; vakalardan biri ise bu grubun dışında kalmıştır. Vakaların 

%97,9’unda tanımlanan yedi polimorfizmden bir ile üç arasında polimorfizme 

rastlanmıştır. TNP’ler ile ırk, yaş, tümör derecesi ve histopatolojisi arasında anlamlı 

bir korelasyon tespit edilmemiştir. 

BRCA2 ile ilişkisi ve homolog rekombinasyon aracılı DNA tamir 

mekanizmasındaki işlevi dolayısıyla (Krejci ve ark., 2012) RAD51 geni KMT 

vakalarında araştırılan genler arasındadır. Özmen ve ark. (2017b), genin PALB2 ve 

BRCA2 proteinleri ile etkileşime geçtiği domainlerinde yaptıkları çalışma sonucunda 

iki TNP ve yedi TNV (tekli nükleotit varyantı) tespit etmiş; p.N196D, p.H199D ve 

p.T225S değişimlerinin zararlı mutasyonlar olduğu ve protein fonksiyonunu 

etkileyebileceğini bildirmişlerdir. Uemura ve ark. (2019) ise yaptıkları çalışmada 

p.A209S ve p.T225S mutantlarının PALB2 proteini ile etkileşimini aksattığını iki 

hibrit analizi ile göstermişlerdir.  

Hennecke ve ark. (2015), malign KMT vakalarının %50’sinde PFDN5 geninin 

de bulunduğu bölgede somatik delesyon tespit edildiğini; delesyon görülen vakalarda 

tümör belirteçlerinden biri olan Ki-67 skorunda artış görüldüğünü bildirmiştir. 

Gendeki delesyonun tümörün agresifliği ile ilişkili olabileceği, daha kapsamlı 

çalışmaların gerekli olduğu ifade edilmiştir.  

Surdyka ve Slaska (2017), KMT hastası bireylerde mitokondriyal genler olan 

ND2, COX2, ATP6 ve COX3 genlerinde varyasyon taramışlardır. 28 polimorfik bölge 

ve 11 mutasyon tanımlanan çalışmada COX2 geninde saptanan p.N117S ve COX3 

geninde saptanan p.A184T mutasyonlarının amino asit değişikliğine yol açtığı 

bildirilmiştir. 
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Lee ve ark. (2019), 20 KMT vakasında yaptıkları ekzom dizileme sonucuna göre 

PIK3CA geninin en sık mutasyon görülen gen olduğunu tespit etmişlerdir (%45). 

İnsanda sıklıkla görülen p.H1047R mutasyonunun köpeklerde de sıklıkla görüldüğü 

bildirilmiştir; örneklemin %29’unda bu mutasyonun görüldüğü ifade edilmiştir. 

1.3. KMT Patolojisi ve KMT’lerinin Derecelendirilmesi 

Tümörler, hücrelerden herhangi birinin otonomi kazanması ve canlının kontrol 

mekanizmalarının etkisinden kurtulması ile sınırsız çoğalması sonucunda meydana 

gelen, normal dokulara kıyasla çok daha hızlı bir şekilde gelişen ve tümör oluşumunu 

başlatıcı etkenler ortadan kalktıktan sonra dahi büyümesini sürdüren yeni doku 

oluşumlarıdır (Erer ve Kıran, 2005a).  

Tümör oluşumunun temelinde genetik hasar ve/veya epigenetik etkisiyle gen 

ifadelerinde meydana gelen değişiklikler bulunmaktadır. Gerek DNA replikasyonunda 

meydana gelen hatalar, gerekse virus, mutajenik kimyasallar ve radyasyon gibi 

ajanların etkileri tümör oluşumunu tetiklemektedir (Cullen ve Breen, 2016). 

Tümör kitlesinin büyümesi tek bir hücrenin neoplastik dönüşüm geçirerek 

bölünmesi ile tek bir klondan köken alarak başlamakta fakat genetik dengesizlikten 

ötürü zamanla heterojen bir hal almaktadır. Tümörün malignitesini etkileyen kilit 

noktalar sürekli olarak proliferasyonun uyarılması, büyümeyi baskılayan 

moleküllerden kaçış, invazyon ve metastazisin aktivasyonu, sürekli hücre bölünmesi, 

damar oluşumu ve hücre ölümüne karşı dayanıklılık olarak sayılabilir (Cullen ve 

Breen, 2016). 

Tümörler, orijinlerine göre ve tümör tipinin karakterine göre isimlendirilirler. 

Bölgeye lokalize olan ve çevre dokulara yayılmayan tümörler benign; çevre dokulara 

ve uzak organlara yayılma eğiliminde olan tümörler ise malign olarak 

adlandırılmaktadır. Benign tümörlerde tümörün köken aldığı dokunun sonuna “-oma” 

eki gelerek isimlendirme yapılmaktadır. Malign karakterdeki tümörlerde ise 
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mezenkimal kökenli tümörler sarkoma, epitelyal kökenli tümörler ise karsinoma 

olarak adlandırılmaktadır. Adlandırmada çeşitli istisnalar bulunabilmektedir. Tek bir 

embriyonal yapraktan köken alan fakat farklı dokular içeren tümörler miks tümör; 

birden fazla embriyonal yapraktan köken alan tümörler ise teratom olarak 

adlandırılmaktadır (Erer ve Kıran, 2005b). 

Meme bezleri parenkim, stroma, kanal, damar ve sinir dokuları içeren; ter 

bezinden farklılaşmış tübüloalveoler bezlerdir. Meme bezlerinde meydana gelen 

tümör oluşumları meme tümörü olarak ifade edilmektedir (Sleeckx ve ark., 2011). 

KMT vakalarında 1974 ve 1999 yıllarında farklı histolojik sınıflandırma 

yöntemleri önerilmiştir (Sleeckx ve ark., 2011). Goldschmidt ve ark. (2011), iki 

yöntemi entegre ederek yeni bir sınıflandırma önermişlerdir ve güncel çalışmalarda 

histopatolojik sınıflandırmada bu yöntem kullanılmaya başlanmıştır. Goldschmidt ve 

ark. (2011)’nın sınıflandırması Çizelge 1.1’de görüldüğü gibidir. 
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Çizelge 1.1. Tümörlerin sınıflandırılması (Türkçeleştirilmiş, (Goldschmidt ve ark., 2011)). 

1) Malign Epitelyal Neoplaziler 
In situ karsinoma 
Basit karsinoma 

a. Tübüler 
b. Tübülopapiller 
c. Kistik papiller 
d. Kribriform 

Mikropapiller invaziv karsinoma 
Solid karsinoma 
Komedokarsinoma 
Anaplastik karsinoma 
Miks adenoma/miks tümörde karsinoma 
Kompleks karsinoma 
Karsinoma ve malign miyoepitelyoma 
Miks karsinoma 
Duktal karsinoma 
İntraduktal papiller karsinoma 

2) Özel Tipteki Malign Epitelyal Neoplaziler 
Skuamoz hücre karsinoması 
Adenoskuamoz karsinoma 
Müsinöz karsinoma 
Lipitten zengin karsinoma 
Mekik hücre karsinoması 

Malign miyoepitelyoma 
Squamoz hücre karsinoması-mekik hücre 
varyantı 
Karsinoma-mekik hücre varyantı 

İnflamatuar (yangısal) karsinoma   

3) Malign Mezenkimal Neoplaziler-Sarkomalar 
Osteosarkoma 
Kondrosarkoma 
Fibrosarkoma 
Hemangiosarkoma 
Diğer sarkomalar 

4) Karsinosarkomalar-Malign Miks Meme 
Tümörleri 

5) Benign Neoplaziler 
Basit adenoma 
İntraduktal papiller adenoma (Duktal papilloma) 
Duktal adenoma (Bazaloid adenoma) 

Skuamoz diferensiasyonlu duktal adenoma 
Fibroadenoma 
Myoepitelyoma 
Kompleks aadenoma (Adenomyoepitelyoma) 
Benign miks tümör 

6) Hiperplazi/Displaziler 
Duktal ektazi 
Lobuler hiperplazi 

Düzenli lobuler hiperplazi 
Sekresyonlu lobuler hiperplazi 
Fibrozisli lobuler hiperplazi 
Atipik lobuler hiperplazi 

Epitelyozis 
Papillomatozis 
Fibroadenomatöz değişiklik 
Jinekomasti 

7) Meme Başı Neoplazileri 
Adenoma 
Karsinoma 
Epidermal infiltrasyonlu karsinoma (Paget benzeri 
hastalık) 

8) Meme Başı Hiperplazi/Displazileri 
Meme başı derisinde melanozis 

 

Tümörün malignitesinin belirlenmesinde en önemli kriterler hematoksilen ve 

eozin boyaması yapılan örneklerde tümör tipi, çekirdekte ve hücrede anlamlı 

pleomorfizm, mitotik indeks, neoplazi içinde nekrozlu alanların varlığı, tümör 

çevresinde veya lenfatik invazyonlar ile bölgesel lenf yumrularında metastazis olarak 

sayılmaktadır (Goldschmidt ve ark., 2011). Meme tümörlerinde histolojik 

derecelendirmede en yaygın kullanılan yöntem 1998 yılında Elston ve Ellis tarafından 

önerilen yöntemdir. Tübül oluşumu, çekirdek pleomorfizmi ve mitotik sayım 

kriterlerinden her biri bir ile üç arasında skorlanarak bu skorlar toplanır. Toplam skor 

üç ve beş arasındaysa tümör iyi derecede farklılaşma göstermiştir ve tümör derecesi I 

olarak kabul edilir. Skor altı ve yedi arasındaysa tümör orta derecede farklılaşma 

göstermiştir ve tümör derecesi II olarak kabul edilir. Skor sekiz ve dokuz arasında ise 

tümör zayıf düzeyde farklılaşma göstermiştir ve tümör derecesi III olarak kabul edilir 
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(Cassali ve ark., 2011; Goldschmidt ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark., 2011). Tümör 

derecesindeki artış zayıf prognozla ve sağkalımdaki düşüşle ilişkilendirilmektedir 

(Goldschmidt ve ark., 2011). 

Çizelge 1.2. TNM sınıflandırması ve klinik evreler (düzenlenmiş) (Cassali ve ark., 2011). 

Primer tümör (T) 

T0 Primer tümöre dair kanıt yok 

T1 Tümör boyutu <3 cm 
a: bağlı değil 
b: deriye bağlı 
c: kasa bağlı 

T2 Tümör boyutu 3-5 cm 
a: bağlı değil 
b: deriye bağlı 
c: kasa bağlı 

T3 Tümör boyutu >5 cm 
a: bağlı değil 
b: deriye bağlı 
c: kasa bağlı 

T4 Herhangi bir boyutta tümör (yangısal karsinoma) 

Bölgesel Lenf Yumruları (N) 

N0 Bölgesel lenf yumrularında metastazis yok 

N1 Tek taraftaki lenf yumrularında tutulum 
a: yok 
b: var 

N2 Bilateral lenf yumrularında tutulum 
a: yok 
b: var 

 

 

Uzak bölgelere metastazis (M) 
M0 Yok 
M1 Uzak lenf yumruları da dahil olmak üzere var 
 
 
 

 

 

Evre I 

 

Evre II 

 

Evre III 

 

Evre IV 

T 

T1a, b ya da c 
 

T0 
T1a, b ya da c 
T2 a, b ya da c 

 

T3 hepsi 
T hepsi 

 

T hepsi 

N 

N0; N1a ya da N2a 
 

N1 
N1 

N0 ya da N1a 
 

N hepsi 
Nb hepsi 

 
 

N hepsi 

M 

M0 
 

 

M0 

 

M0 

 
M1 

Klinik evreler ise 1980 yılında Owen’ın önerdiği TNM sınıflandırmasına göre 

belirlenmektedir. Çizelge 1.2’de klinik evrelerin belirlenmesinde kullanılan kriterler 

ve evreler görülmektedir. Sistemde öncelikle tümöre ilişkin özellikler (T), lenf 

yumrularının durumu (N) ve metastazis durumu (M) değerlendirilir ve skorlanır. 

Ardından yapılan değerlendirmeler gruplanarak vakanın hangi klinik evrede olduğu 

verilere göre tespit edilir. Klinik evreler prognoz için hala kullanılmaya devam 

edilmektedir. Bunun yanı sıra hormon reseptörleri, anjiyogenezis, adezyon molekülleri 

gibi çeşitli moleküler belirteçler tümörün karakteri ve prognozu için 

kullanılabilmektedir (Cassali ve ark., 2011). 
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1.4. KMT Vakalarının Teşhis ve Tedavisi 

KMT vakalarının çoğunda teşhis sırasında vakaların genel sağlık durumunda 

herhangi bir sorun olmadığı, meme dokusunda rutin muayene sırasında ya da hasta 

sahibi tarafından tesadüfen bir veya birden fazla kitleye rastlaması sonucu kliniğe 

başvurulduğu bildirilmiştir (Cassali ve ark., 2011; Sleeckx ve ark., 2011 ve Sorenmo, 

2003). Metastazis görülen vakalar veya yangısal tümör vakalarında ise yorgunluk, 

halsizlik, kilo kaybı, dispne, öksürük, lenfödem, ağrı, topallık, poliüri, polidipsi gibi 

belirtilere rastlanabilmektedir (Sorenmo, 2003 ve Sleeckx ve ark., 2011).  

Klinik muayene anamnez alındıktan sonra fiziksel muayene ile başlar. Fiziksel 

muayenede hasta sırt üstü poziyona alınarak meme dokusu ve meme başları bölgesel 

ülser, yangı, gözle görülebilen bir şişlik olup olmadığı yönünde incelenir, palpasyonla 

torasik bölgeden inguinal bölgeye doğru her iki meme zincirindeki tüm meme bezleri 

kitle varlığı açısından kontrol edilir ve bölgesel lenf yumrularında büyüme olup 

olmadığına bakılır (Cassali ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark., 2011). KMT’lerin 

genellikle sert, sınırlı, değişken büyüklükte ve deri ile kaslarda hareketli yapılar olarak 

karşımıza çıktıkları ve lezyonlarda zaman zaman travmalar ve ülserasyonlar 

görülebileceği bildirilmiştir (Sorenmo, 2003; Cassali ve ark., 2011 ve Sleeckx ve ark., 

2011). 

Kesin teşhis için cerrahi yöntemle tümörlü dokunun eksizyonu ve ardından 

histopatolojik muayenesinin yapılması gerekmektedir (Cassali ve ark., 2011; Sleeckx 

ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003). 

İnce iğne aspirasyonu ile tümör dokusu ve lenf yumrularından alınan örnekler 

ile sitolojik muayene yapılmaktadır. Bu muayene sırasında malignite ile ilişkili 

olabilecek çekirdek büyüklüğü, biçimi, sayısı, çekirdek-sitoplazma oranı gibi kriterler 

değerlendirilir ve lenf yumrularında metastazis olup olmadığı tespit edilir (Cassali ve 

ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003). 
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Tedavi öncesi hematolojik ve biyokimyasal değerlerin kontrolü yapılır. Akciğer 

metastazisinin saptanabilmesi için ventrodorsal, sağ lateral ve sol lateral pozisyonlarda 

toraks radyografileri çekilir veya bilgisayarlı tomografi kullanılabilir. Uzak organlara 

metastazis gibi bazı durumlarda abdominal ultrason veya radyografi de klinik 

muayene prosedürüne dahil edilebilir (Cassali ve ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx 

ve ark., 2011 ve Sorenmo, 2003). 

Meme tümörü tedavisinde esas tedavi cerrahi müdahale ile yapılmakla birlikte, 

adjuvant terapi olarak kemoterapi, hormon terapisi ve radyoterapi kullanılabileceği 

bildirilmiştir. Tümör boyutu, konumu, karakteri ve hastanın genel durumu göz önüne 

alınarak lumpektomi, basit mastektomi, bölgesel mastektomi, tek taraflı mastektomi 

ve çift taraflı mastektomi yaklaşımları ile tümör dokusu sınırları geniş tutularak, tümör 

hücresi sıçramış bölge bırakılmayacak şekilde meme dokusu alınmaktadır. Lenfatik 

drenaj ile meme zincirindeki diğer meme bezlerine ve lenf yumrularına metastazis 

gerçekleşebileceği ihtimali nedeniyle operasyon sırasında ilgili lenf yumruları da rutin 

olarak alınmaktadır. Agresif ve metastatik tümörlerde ilgili meme zincirindeki tüm 

meme bezleri alınabilmektedir (Cassali ve ark., 2011; Novosad, 2003; Sleeckx ve ark., 

2011 ve Sorenmo, 2003).  

İnsanlarda meme tümörü vakalarında yaygın olarak uygulanmasına karşın, KMT 

vakalarında radyoterapi uygulamaları için net bir protokol bulunmamakta ve 

radyoterapi uygulamalarına nadir olarak rastlanmaktadır (Cassali ve ark., 2011; 

Novosad, 2003 ve Sorenmo, 2003). KMT vakalarında çeşitli deneysel çalışmalarda 

kullanılan kemoterapötikler 5-fluorouracil ve cyclophosphamide, paclitaxel, 

doxorubicin veya docetaxel, gemcitabine, mitoxantrone, vincristine ve 

cyclophosphamide, doxorubicine ve cyclophosphamide, doxorubicin, 

cyclophosphamide ve 5-fluorouracil, gemcitabine ve carboplatin kombinasyonları 

olarak sayılabilir. 5-fluorouracil ve cyclophosphamide kombinasyonu ile 

mitoxantrone, vincristine ve cyclophosphamide kombinasyonlarının hafif yan etkileri 

olduğu ve ortalama hayatta kalma süresini anlamlı derecede artırdığı bildirilmiştir 

(Sleeckx ve ark., 2011). Kemoterapi için doxorubicin ve cyclophosphamide kullanımı 

önerilmektedir (Erer ve Kıran, 2005c). Hormon terapilerinin KMT vakalarında 



 37 

denendiği çalışmalarda GnRH agonisti goserelin ile hormon ilişkili KMT vakalarında 

insanlara paralel sonuçlar alındığı, progesteron reseptör blokörü aglepristone ile PR 

pozitif vakalarda proliferasyonun azaldığı bildirilmiştir (Sleeckx ve ark., 2011).  

1.5. KMT ve İnsan Meme Tümörleri Arasındaki Benzerlikler 

Meme tümörleri dişi köpeklerde (Dobson ve ark., 2002; Merlo ve ark., 2008 ve 

Vascellari ve ark., 2009) ve kadınlarda (Ferlay ve ark., 2015) en yaygın görülen kanser 

tipidir. Gerek klinik, gerekse moleküler açıdan iki türde meme tümörleri arasında 

yüksek derecede benzerlik görülmektedir (Queiroga ve ark., 2011). Kanser gelişimi 

her iki türde de spontan olarak görülmektedir (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 vakaları insan meme 

tümörleri ile klinik, histopatolojik, biyokimyasal ve sitolojik bulgular ile oluşum 

mekanizmaları bakımından yüksek oranda benzerlik göstermektedir (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).   

Yaşa bağlı meydana gelen meme tümörü vakaları insanlarda 25, köpeklerde ise 

beş yaşından önce çok nadir olarak gözlenmektedir (Egenvall ve ark., 2005) ve her iki 

türde de meme tümörü vakalarından etkilenen bireylerin genellikle orta yaş grubuna 

dahil oldukları görülmektedir (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018). Her iki türde de 

yaş arttıkça tümörün malignitesinde artış olduğu ifade edilmektedir. Her ne kadar 

benign tümörler için en çok görülen histopatolojik tipler farklılık gösterse de her iki 

türde de ortak olarak basit karsinomalar en yaygın görülen malign tümörler olarak 

tespit edilmiştir (Sorenmo ve ark., 2009).  

İnsan ve köpek meme tümörlerinde anjiyogenez ve kan damarlarının 

morfolojilerinin benzerlik gösterdiği bildirilmiştir (Sleeckx ve ark., 2014). Ayrıca 

meme dokusunda saptanan kolumnar hücre lezyonlarının (meme tümörü gelişiminde 
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etkili olduğu düşünülen öncül oluşumlardan biri) patolojik ve immunofenotipik olarak 

birbirlerine benzedikleri ifade edilmektedir (Ferreira ve ark., 2010). İnsan ve 

köpeklerde meme tümörü vakalarında T-lenfosit infiltrasyonuna ilişkin yayınları 

değerlendiren Carvalho ve ark. (2014), regülatör T hücrelerinin arttığı vakalarda zayıf 

prognoz, malignite ile tümöre infiltre olan lenfositler arasındaki ilişki, CD4+/CD8+ 

olan T hücrelerinin sağkalımı düşürmesi ve yardımcı T2 hücrelerinin tümörün 

ilerlemesini uyarması durumlarını iki tür arasındaki benzer özellikler olarak 

değerlendirmişlerdir. Caceres ve ark. (2017), köpek ve insan yangısal meme tümörü 

hücre hatlarını kök hücre belirteçlerinin ifadeleri, protein üretimi, in vivo tümör 

oluşturma kapasiteleri açısından karşılaştırmış ve her iki hücre hattının yangısal meme 

tümörü vakalarının çalışılmasında uygun modeller olduklarını bildirmişlerdir. 

Mohammed ve ark. (2011), tarafından yapılan bir çalışmada ise KMT’lerin oluşum, 

patern, makro ve mikrokalsifikasyonlar açısından insanlara benzer mammografik 

anomaliler gösterdiği tespit edilmiş ve BI-RADS’ın (Meme Görüntüleme Raporlama 

ve Veri Sistemi) köpeklerde maligniteyi %90 hassasiyet ve %82,8 spesifite ile doğru 

şekilde tespit ettiği bildirilmiştir. Epitelyal-mezenkimal transisyonda etkili olduğu 

düşünülen vimentin filamentlerinin aşırı ifadesi tümör büyüklüğü, tümör derecesi, 

anjiyogenez, proliferasyon katsayısı ve vasküler invazyon ile anlamlı derecede ilişkili 

bulunmuş, insanlardaki vakalarda olduğu gibi KMT vakalarında da vakanın ciddiyeti 

ile ilişkilendirilmiştir (Rismanchi ve ark., 2014). Kanser ilişkili stromadan (CAS) elde 

edilen örneklerle yapılan bir çalışmada (Ettlin ve ark., 2017) ACTA2, COL1A1, FAP, 

PDGFRB gibi CAS belirteçlerinin gen veya protein ifadelerindeki regülasyonun insan 

ve köpek meme tümörlerinde yüksek oranda benzerlik gösterdiği ayrıca CAS 

biyolojisinde bu iki tür arasında önemli ölçüde benzerlik bulunduğu bildirilmiştir. 

İnvaziv KMT vakalarında yapılan bir araştırma kapsamında (Nguyen ve ark., 2018) 

teşhis yaşı, tümör boyutu, lenfovasküler invazyon, histolojik derece, ERα, PR, Ki-67, 

HER2, bazal sitokeratinler 5 ve 6 ile EGFR gibi prognostik faktörler değerlendirilmiş 

ve Cox orantısal risk modeli hazırlanarak insanlardaki invaziv meme tümörü 

vakalarıyla karşılaştırılmış, iki tür arasında prognoz açısından birçok benzerlik 

bulunduğu ifade edilmiştir. Aynı örneklem grubu ile yapılan ikinci bir çalışmada 

(Abadie ve ark., 2018) KMT vakaları insanlardaki immunofenotiplendirmeye uygun 

olarak sınıflandırlmış, popülasyonun %76’sını üçlü negatif (ER, PR ve HER2 ifadesi 
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negatif) KMT vakalarının oluşturduğu; bu vakaların oldukça agresif özellik 

gösterdikleri ayrıca insan üçlü negatif meme tümörü vakaları için model olarak 

kullanılma potansiyellerinin bulunduğu belirtilmiştir. 

BRCA1, BRCA2, RAD51, EGFR, Ki-67, HER2/neu, p53, p63 genleri her iki 

türde de tümör gelişiminde kritik rol oynamaktadır ve uzun süre östrojene maruziyetin 

tümör görülme riskini artırdığı bilinmektedir (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018). 

Benzer şekilde, ATM geni ve proteinindeki ifade düşüşü insan ve köpeklerde tümör 

gelişiminde rol oynamaktadır (Raposo-Ferreira ve ark., 2016). Özellikle üçlü negatif 

vakalar olmak üzere IGF1R ifadesi yüksek olan KMT vakalarında prognozun 

insanlara benzer şekilde olumsuz etkilendiği bildirilmiştir (Jaillardon ve ark., 2015). 

Spontan KMT örneklerinden elde edilmiş hücre hatlarında HOX genlerinin ifadelerini 

araştıran DeInnocentes ve ark. (2015), HOXA11 ve HOXC9 genlerinin tümör 

baskılayıcı olabileceğini ayrıca HOXA1, HOXA13, HOXD4 ve HOXD9 genlerinin ise 

onkogen olma potansiyellerinin bulunduğunu ve bu gen ifadelerindeki değişimin KMT 

vakaları ile insan meme tümörü vakalarında örtüştüğünü bildirmişlerdir. Glutamin 

metabolizmasının tümör hücrelerinin hayatta kalmasındaki önemini belirten Ryu ve 

ark. (2018), bu metabolizmada aktif rol oynayan GLS1 ifadesinin insan meme tümörü 

vakalarına benzer şekilde klinik patoloji ile korelasyon gösterdiğini bildirmişlerdir. Az 

sayıda örnekle yapıldıkları için güvenilirlikleri düşük olmakla birlikte, bazı 

biyobelirteçlerin KMT ve insan meme tümörü vakalarında ortak olarak 

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

Germ hattı mutasyonlarına ilişkin yapılmış çalışmalar bölüm 1.2.2.5’te 

özetlenmeye çalışılmıştır. Yapılan çalışmalar insanlarda görülen mutasyonların 

köpeklerde görülüp görülmediği üzerine tasarlanmış araştırmalardır. Bununla birlikte, 

insan ve köpeklerde BRCA1 ve BRCA2 genlerinde saptanan mutasyonlar 

karşılaştırıldığında korunmuş bölgelerde ortak mutasyonların bulunduğu da 

bildirilmiştir (Goebel ve Merner, 2017).  

Yapılan çalışmalarda kanser vakalarında ifade değişikliği bulunan birçok genin 

türler arasında birbirinin ortoloğu olduğu ve regülasyonlarının benzer şekilde 
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değiştiği, ayrıca siklin bağımlı kinaz tümör baskılayıcı gen ailesinin üyelerinde iki 

türde de delesyon ve kayıp görüldüğü bildirilmiştir (Kabir ve ark., 2016). Hücre 

büyümesi, proliferasyonu ve hücrenin hayatta kalması ile ilişkili MTOR ifadesinin 

meme tümörü dahil insanlarda birçok tümör ile ilişkilendirildiği yapılan bir çalışmada 

(Delgado ve ark., 2015) belirtilmiş, fosfo-MTOR ifadesinin incelenen KMT 

vakalarının %78’inde arttığı bildirilmiştir. Uva ve ark. (2009), insan ve köpeklere ait 

tümörlü ve sağlıklı dokularda genom boyu gen ifadesi verilerini karşılaştırmış ve her 

iki türde tümörlü dokularda ifade değişikliği gösteren ortak genler olduğunu ifade 

etmişlerdir. Yolak analizleri sonrasında PI3K/AKT, KRAS, PTEN, WNT-beta katenin 

ve MAPK gibi kanser ile ilişkili yolakların her iki türde de benzer şekilde 

etkilendiklerini bildirmişlerdir. Klopfleisch ve ark. (2010b), metastatik köpek 

karsinoma vakaları ile insan meme tümörü vakalarını proteom analizi ile 

karşılaştırmışlardır. Çalışmada 21 proteinin ifadesi metastatik ve metastatik olmayan 

KMT’ler arasında farklılık göstermiştir. İfade farklılığı saptanan 21 proteinden 

19’unun insanlarda meme tümörü dahil çeşitli kanser tiplerinde daha önce malignite 

veya metastazis ile ilişkilendirilmiş proteinler oldukları, yine dokuz proteinin (EEF1D, 

FTL, PGDH, PCNA, RANBP1, TPM3, MASPIN, TPM1 ve VCL) ise KMT ve insan 

meme tümörü vakalarında benzer şekilde ifade edildikleri bildirilmiştir. Diğer bir 

çalışmada (Zamani-Ahmadmahmudi ve ark., 2014) köpeklerde serumda proteom 

analizi ile tümör antijenlerinin tanımlanması ve biyobelirteç tespiti amaçlanmıştır. 

Tespit edilen otoantijenlerin daha öncesinde insanlarda da meme tümörü vakalarında 

bildirildikleri ifade edilmiştir. Mikrodizin analizi ile yapılan bir başka çalışmada 

(Klopfleisch ve ark., 2010c) metastatik olan ve olmayan KMT örneklerinde 1011 

genin anlamlı derecede farklı ifade edildiği, bu genlerden hücre bölünmesi, hücre 

büyümesi, kinaz aktivitesi, translasyon, G1-S kontrol noktası ve transkripsiyonun 

regülasyonu ile ilişkili 265 genin insan meme tümörü vakalarında da benzer şekilde 

ifade edildikleri gösterilmiştir. Hussain ve ark. (2018), sağlıklı köpek meme dokuları 

ve KMT vakalarına ait dokularda gerçekleştirdikleri gen ifadesi profillendirme 

çalışmasında farklı ifade edilen genler ve ilişkili oldukları yolakların insanlarda da 

çeşitli tümör tipleri ile ilişkili olabileceğini belirtmişlerdir. Amini ve ark. (2019), 

köpek basit karsinomalarına ait formalinle fikse edilerek parafine gömülmüş stromalar 

ile RNA dizileme çalışması yaparak regülasyonunda değişiklikler olan genleri ve bu 
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genlerin ilişkili olduğu yolakları tespit etmeye çalışmışlardır. Çalışmada elde edilen 

sonuçlar veri tabanlarında kayıtlı insan basit karsinomaları ile yapılan çalışmalarla 

karşılaştırılmış ve veri tabanlarından elde edilen sonuçlar ile çalışmanın bulgularının 

paralel şekilde anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal transisyon, glikoliz, allograft reddi, 

interferon gama ve alfa yanıtları, komplement, erken ve geç östrojen yanıtları, 

adipogenez, yağ asidi metabolizması, E2F hedefleri, G2M kontrol noktası, MYC 

hedefleri, mitotik iğ, katlanmamış protein yanıtı, miyogenez ve mTORc yolaklarında 

gen ifadelerinde değişikliğe neden olduğu bildirilmiştir (Amini ve ark., 2019). Benign 

ve malign tümörlere ait stromalarda yapılan gen ifadesi çalışmasında ise ifadelerinde 

artış görülen epitelyal-mezenkimal transisyon ile ilişkili COL11A1, COL8A2 ve 

ADAM12 genlerinin insanlarda olduğu gibi köpeklerde de invaziv karsinomalarda 

potansiyel biyobelirteçler olarak kullanılabileceği önerilmiştir (Amini ve ark., 2020). 

Kanser vakalarının yalnızca genetik değil, aynı zamanda epigenetik faktörlerden 

etkilendiği bilinmekte, bu da araştırmacıları her iki türde de epigenetik 

mekanizmaların ve bu mekanizmalarda aktif rol alan genlerin tümör oluşumu ve 

gelişimini araştırmaya yönlendirmektedir. Mikro RNA (miRNA) ifade profillerinin 

kanser vakalarında değiştiği ve KMT vakaları ile insan meme tümörü vakalarında bu 

ifade değişikliklerinin güçlü bir korelasyon gösterdiği belirtilmektedir (Kabir ve ark., 

2016). Boggs ve ark. (2008), yaptıkları çalışmada insanlarda onkomir olarak kabul 

edilen 10 adet miRNA’nın KMT vakalarında ifadelerini incelemiş; bir miRNA 

haricinde ifade paternlerinin her iki türde de örtüştüğünü ifade etmişlerdir. Köpeğe ait 

sağlıklı meme epitel hücre kültürü ve KMT vakalarına ait hücre kültüründen elde 

edilen ekzozomlarda yapılan bir çalışmaya göre (Fish ve ark., 2018) insan meme 

tümörü vakalarında olduğu gibi, köpeklerde de sağlıklı ve tümörlü hücre hatlarından 

elde edilen ekzozomlarda miRNA ifadelerinde farklılıklar olduğu görülmüştür. 

DNA metiltransferaz inhibitörü 5-Azasitidinin in vitro etkileri insan, köpek ve 

kedi sağlıklı ve tümörlü meme hücresi hatlarında araştırılmış, gen ifadeleri üzerine 

farklı hücre hatlarında değişen etkiler tespit edilmekle birlikte, tümörleşmede azalma 

olduğu görülmüştür (Harman ve ark., 2016). Choi ve ark. (2016), önemli bir epigenetik 

regülatör olan EZH2 ifadesini araştırmış ve insanlarda görülen meme tümörü 
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vakalarına benzer şekilde KMT vakalarında da bu proteinin ifadesinde anlamlı 

derecede artış olduğunu bildirmişlerdir. Jeong ve ark. (2019)’ın çalışmaları KMT 

vakalarında insanla benzer şekilde genom boyu hipometilasyon görüldüğünü 

bildirmişlerdir. Aynı çalışmada ARHGEF2, TNFRSF12A, SFRP2 gibi apoptozis ile 

ilişkili genlerde hipermetilasyon ve insanlarda onkogen kabul edilen HRAS, FAM83H, 

RET gibi genlerde ise hipometilasyon görüldüğü, ayrıca iki tür arasında korunmuş 

olduğu bilinen miR-96 ve miR-149 ifadelerinin regülasyonunda farklılıklar olduğu 

tespit edilmiştir. Nam ve ark. (2020), çalışmalarında intronik bölgelerdeki metilasyon 

durumunun insan ve köpeklerde korelasyon gösterdiğini ve her iki türde tümör 

baskılayıcı PAX5 transkripsiyon faktörü motifine sahip CDH5 ve LRIG1 genleri ile 

onkogenik PAX6 transkripsiyon faktörü motifine sahip CDH2 ve ADAM19 genlerinin 

ifadelerinin paralellik gösterdiğini bildirmişlerdir. Schabort ve ark. (2020), ANK2 

genine ait CpG adacıklarının birinde köpek ve insan meme tümörlerinde benzer 

şekilde hipermetilasyon olduğunu göstermişlerdir. 

Her iki türde de bazı ırklarda meme tümörüne predispozisyon görülmektedir. 

Örneğin; insanlarda Aşkenazi Yahudilerinde BRCA1 ve BRCA2 mutasyonları (Roy ve 

ark., 2012) ve Finlandiya kökenli popülasyonlarda tekrarlayan PALB2 mutasyonları 

(Obermeier ve ark., 2016) meme tümörüne predispozisyon ile ilişkilendirilmiştir. 

Köpeklerde 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; 

Köküuslu ve Akkayan, 1972 ve Macvean ve ark., 1978), Poodle (Andrade ve ark., 

2017; Atalay Vural ve Aydin, 2001; do Carmo Silva ve ark., 2019; Köküuslu ve 

Akkayan, 1972; Macvean ve ark., 1978; Salas ve ark., 2015; Sontas ve ark., 2009 ve 

Türkaslan 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; Köküuslu ve 

Akkayan, 1972; Sontas ve ark., 2009 ve Türkaslan 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) ırklarında meme tümörü vakalarına 

predispozisyon görüldüğü bildirilmiştir.  

1.6. HR Aracılı DNA Tamir Mekanizması ve KMT Gelişimi Üzerine 

Etkileri 

DNA karmaşık ve kırılgan organik bir moleküldür. DNA replikasyonu sırasında 

meydana gelen hatalar ve genetik materyalin kimyasal yapısında meydana gelen 

hasarlar mutasyonlara neden olmaktadır. Organizmalar mutasyonlara karşı çeşitli 

DNA onarım sistemlerini kullanmaktadır. Hasarlı DNA onarımdan kaçtığında direkt 

tamir, hasarlı bazların çıkarılması, hatalı nükleotitlerin çıkarılması, iplikler arası 

çapraz bağların tamiri; çift zincir kırıklarında ise homolog rekombinasyon (HR) ve 

homolog olmayan uçların birleştirilmesi (NHEJ) gibi mekanizmalar ile tamir 

edilmektedir (Sancar ve ark., 2004).  

Çift zincir kırıklarında genomun bütünlüğü temel olarak HR ve NHEJ 

mekanizmaları ile sağlanmaktadır. NHEJ mekanizması kırık uçların birleştirilmesini 

kapsar ve hücrenin G0/G1 ve G2 evresinde daha baskındır, HR mekanizması ise S ve 

G2 fazlarının ortalarında ve kardeş kromatidin halihazırda bulunduğu durumlarda daha 

yaygın olarak devreye girmektedir. NHEJ tamir mekanizmasında insersiyon, delesyon, 

substitüsyon ve translokasyon gibi çeşitli hatalar meydana gelebilmektedir. HR 

mekanizması ise çift zincir kırığı gerçekleşmiş olan bölgenin kardeş kromatidinin veya 

homolog kromozomunun kalıp olarak kullanılarak iplikçiklerin sentezlenmesi 

temeline dayanmaktadır (Ceccaldi ve ark., 2016; Chapman ve ark., 2012; Sancar ve 

ark., 2004; Scully ve ark., 2019 ve Vítor ve ark., 2020). Çift zincir kırıklarının 

tamirinde bu iki temel mekanizma haricinde alternatif uç birleştirme, mikrohomoloji 

aracılı uç birleştirme, tek zincir bağlanması ve kırık ile indüklenmiş replikasyon gibi 

hata oluşumuna açık bazı mekanizmalar da ortaya çıkabilmekte ve bu tür durumlar 

onkogenik etkilere neden olabilmektedir (Ceccaldi ve ark., 2016 ve Scully ve ark., 

2019). 
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Hücreler iyonize radyasyona veya çift zincir kırığı oluşumuna neden olan başka 

bir etkene maruz kaldıklarında hangi tamir mekanizmasının aktive edileceği birden 

fazla faktöre bağlıdır. Hücre döngüsünün hangi fazda olduğu, kırık uçların 

rezeksiyonunun boyutu, BRCA1 ve 53BP1 mediyatörleri arasındaki denge, DNA 

hasar yanıtıyla ilişkili kinazlar, kırık oluşumu üzerinden geçen süre, kırık uçların 

birbirlerine uzaklıkları ve konumları, histon modifikasyonları, kromatinin yeniden 

modellenmesi, hücre döngüsüne göre ortamda bulunan proteinler ve bu proteinlerin 

birbirleri ile etkileşimi, aktive edilecek tamir mekanizmasını belirlemektedir (Ceccaldi 

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

HR mekanizmasında tamir reaksiyonundan önce DNA hasar tespiti ve tamir 

proteinlerinin devreye sokulabilmesi için fosforilasyon, ubikuitinasyon, ribozilasyon 

ve asetilasyon gibi bir seri kromatin ve protein modifikasyonları gerçekleştirilir 

(Murphy ve Moynahan, 2010). Kırık bölgesi kromatinle ilişkili MRN 

(MRE11/RAD50/NBS1) kompleksi tarafından tespit edilir ve ATM olarak 

adlandırılan ve sinyal iletiminde görev yapan bir serin-treonin kinaz aktivitesinde artış 

görülür (Sun ve ark., 2020). PAR, RAD17, MDC1, CtIP, CHK1, CHK2, H2AX, 

BRCA1, CDK, ATR, RPA ve TOPB1 proteinleri, ATM aktivitesi ile fosforillenir. 

MRN kompleksinin hasarlı bölgede tutulması ve toplanması H2AX’in MDC1, CtIP, 

PAR ve RAD17’ye bağlanmasına bağlıdır. ATR-CHK1 yapısı RPA proteinlerinin 

RAD17’den bağımsız bir şekilde fosforilasyonunu uyararak hasarlı DNA’nın 

rezeksiyonundan sonra zincir tamirini yönetir. S/G2 fazında sinyal iletimi sonrasında 

CtIP BRCA1’den ayrılarak MRN kompleksine bağlanır. BRCA1, RAD50 komponenti 

üstünden MRN kompleksine bağlanır. MRE11’in ve MRN kompleksine bağlı 

CtIP’nin 5’→3’ ekzonükleaz aktivitesinin ardından BLM, EXO1 ve DNA2 aktiviteleri 

ile DNA’da yaklaşık 1 kilobaz (kb) uzunluğunda tek zincirli kuyruklar oluşturulur 

(Abass ve ark., 2016; Krejci ve ark., 2012 ve Marini ve ark., 2019). 

RAD51 proteini HR’de sinaps öncesi aşamada, sinaps aşamasında ve sinaps 

sonrası aşamada görev yapmaktadır (Bhattacharjee ve Nandi, 2016). Sinaps öncesi 

aşamada RAD51 MRN kompleksi tarafında oluşturulmuş ve sonrasında RPA 

proteiniyle kaplanmış tek zincirli DNA molekülüne bağlanır ve sinaps öncesi filamenti 
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oluşturur. BRCA2-PALB2 kompleksi, BRCA1’in BARD1 ile oluşturduğu 

heterodimer yapıya bağlanabilir. RAD50 dimerlerinin coiled-coil domainleri 

aracılığıyla DNA uçları arasında bir köprü oluşturulur. Tek zincirli DNA kuyrukları 

RAD52 (memelilerde bu fonksiyonu BRCA2 gerçekleştirmektedir) tarafından tanınır 

(Zhao ve ark., 2019). Sinaps aşamasında RAD51 homolog DNA dubleksi ve tek 

zincirli DNA arasında fiziksel bağlantı kurulmasını ve D-loop (yer değişimi ilmeği) 

formasyonu oluşumunu sağlar (Abass ve ark., 2016 ve Krejci ve ark., 2012). 

BRCA2’nin yardımıyla RAD51 nükleoproteini tek zincirli DNA’ya yüksek derecede 

affinitesi olan ve tek zincirli DNA uçlarında bulunan RPA proteini ile yer değiştirir 

(Murphy ve Moynahan, 2010). Bu sayede RAD51 tarafından 3’ kuyruklar sağlam 

diziler ile buluşturulur ve homolog rekombinasyon aracılı DNA tamiri başlatılır. HR 

mekanizması sırasında sinaps aşamasına kadar gerçekleşen basamaklar Şekil 1.1’de 

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

Sinaps sonrası aşamada, hasarsız homolog kromozoma ait DNA zincirleri kalıp 

olarak kullanılır, tek zincirli DNA’nın 3’ ucu primer görevi görerek zincirin onarımı 

gerçekleşir, RAD51 DNA sentezi için gerekli 3’-OH grubuna maruz kaldığında çift 

zincirli DNA’dan ayrılır. Daha sonra Holliday bağlantısı adı verilen heterodubleks 

yapı ayrılarak tamir edilen DNA zincirleri ligasyonla birleştirilir (Abass ve ark., 2016; 

Krejci ve ark., 2012 ve Murphy ve Moynahan, 2010). 

BRCA2 proteini insanlarda RAD51’in ana mediatörüdür ve aralarında herhangi 

bir homoloji bulunmamasına rağmen; mayadaki RAD52 proteininin fonksiyonunu 

üstlenerek, RAD51’in nükleoprotein filamentlerini oluşturmasını kontrol etmektedir. 

BRCA2’nin C-terminusu RAD51 ile etkileşime girerek tek zincirli DNA’ya bağlanma 

affinitesini artırmakta ve RPA ile yer değişimini sağlamaktadır. Yeni sentezlenen 

DNA’nın degredasyonunun önlenebilmesi için BRCA2 proteini kritik bir rol 

oynamaktadır (Krejci ve ark., 2012).  
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Şekil 1.1. HR basamakları sinaps aşaması (Sun ve ark., 2020; düzenlenmiş ve Türkçeleştirilmiştir).  
A: Çift zincir kırığı ve MRN kompleksinin bölgeye gelişi. B: MRN kompleksi sayesinde ATM’in kırık bölgesine gelmesi. C: 
ATM substratlarının fosforilasyonu ve kısa rezeksiyon. D: BLM, EXO1 ve DNA2 ile zincirin uzun rezeksiyonu ve tek zincirli 
DNA’nın RPA ile kaplanması. E: ATR-ATRIP, RAD9–HUS1–RAD1(9-1-1) ve TOPBP1’in bölgeye gelmesi ve CHK1 
fosforilasyonu. F: BRCA1-BARD1 kompleksi ve BRCA2’nin PALB2 aracılığıyla bölgeye gelişi. G: RAD51’in BRCA2 
aracılığıyla RPA ile yer değiştirmesi. H: Homoloji araması ve zincir invazyonu ile D-loop formasyonu oluşumu (İnsanlarda Shu 
kompleksinin yerini SWS1 ve SWSAP1 kompleksleri almaktadır).  

PALB2 proteini BRCA1 ve BRCA2 arasında köprü görevi görerek BRCA2’nin 

kırık bölgesine gelmesini sağlamaktadır (Chapman ve ark., 2012). BRCA2’nin N-

terminusu ile etkileşime giren PALB2 proteini, BRCA2 regülasyonu ve direkt olarak 

RAD51 fonksiyonunu etkileyerek homolog rekombinasyonda oldukça önemli roller 

oynamaktadır. PALB2, BRCA2’nin biyokimyasal ve tümör baskılayıcı işlevlerinde 

anahtar regülatör görevi görmektedir. Çekirdekte BRCA2 ile birlikte bulunan PALB2, 

kromatin dağılımını yöneterek BRCA2’nin stabilizasyonunu sağlar. PALB2 

oligomerizasyonu ise RAD51’in DNA hasar bölgesine gelişini ve bölgede stabilize 

olmasını yönetmektedir. PALB2, RAD51 ile birlikte DNA’ya bağlanarak D-loop 

formasyonunun oluşumunu yönetir (Krejci ve ark., 2012 ve Prakash ve ark., 2015). 

Bununla birlikte hücre döngüsünün G1 fazında BRCA1–PALB2–BRCA2–RAD51 

rekombinaz kompleksi PALB2’nin proteozom degredasyonuna uğraması sonucunda 

baskılanmaktadır (Scully ve ark., 2019). Bu durum PALB2 geninin HR 

mekanizmasındaki önemini gözler önüne sermektedir. 

Köpeklerde ve insanlarda görülen meme tümörü, prostat kanseri, osteosarkoma, 

cilt kanseri ve bazı hematolojik kanserlerin bir bölümü DNA tamir 
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mekanizmalarındaki aksaklıklar ile ilişkilendirilmektedir (Grosse ve ark., 2014). Çift 

zincir kırıklarının onarımında meydana gelen bozukluklar insanlarda meme ve 

ovaryum kanserlerine ailesel yatkınlıkla ilişkilendirilmiştir (O’Kane ve ark., 2017 ve 

Roy ve ark., 2012). Örneğin; insanlarda germ hattında BRCA1 ve BRCA2 genlerine ait 

mutasyonların meme tümörü riskini popülasyondaki diğer bireylere göre %20-30 

artırdığı; Finlandiya’da ise PALB2 genindeki bir kurucu mutasyonunun bu riski iki-üç 

kat artırdığı bilinmektedir. Bu genler hasarlı genlerin tamirinde rol oynamakta olan 

tümör baskılayıcı genlerdir (Murphy ve Moynahan, 2010). Rivera ve ark. (2009)’nın 

yapmış oldukları çalışmada English springer spaniel ırkı köpeklerde de BRCA1 ve 

BRCA2 genlerinin tümör oluşumuna katıldığı gösterilmiştir. Ailesel meme 

kanserlerinin geri kalan kısmının ise HR aracılı DNA tamir mekanizmasında görevli 

CHK2 (CHEK2), ATM, PALB2, BARD1, RAD51C ve BRIP1 gibi genlerdeki 

mutasyonlardan kaynaklandığı ifade edilmektedir (O’Kane ve ark., 2017 ve Roy ve 

ark., 2012). 

1.6.1. BRCA2, RAD51 ve PALB2 Tümör Baskılayıcı Kompleksi 

HR mekanizmasında görevli BRCA2, RAD51 ve PALB2 tümör baskılayıcı 

kompleksine ilişkin çeşitli çalışmalar yapılmış ve bu proteinlerin birbirleri ile olan 

etkileşimleri araştırılmıştır. Köpeklerde ise yapılmış çalışmalar ve bu proteinlere 

ilişkin bilgiler kısıtlıdır. Bu bölümde insanlarda bu kompleksin yapısına ve 

etkileşimlerine ilişkin genel bilgiler verilmiştir. Köpeklerdeki etkileşim bölgelerine 

ilişkin veriler ise 1.6.2.1; 1.6.2.2. ve 1.6.2.3 başlıklarında sunulmuştur. 

İnsanlarda RAD51 proteini tek zincirli ve çift zincirli DNA’ların fosfat iskeletini 

tanımakla görevli yaklaşık 84 rezidüye sahip amino ucu ve ATP bağlanması ile 

hidrolizinden sorumlu 240 rezidülük bir karboksil ucu olmak üzere 339 amino asitten 

oluşmaktadır. Sinaps öncesi komplekste her bir RAD51 proteini üçlü DNA yapıları ile 

etkileşim kurar. Fiziksel olarak RPA70’in 168-327 rezidüleri ile etkileşime 

girmektedir (Sun ve ark., 2020). 
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RAD51’in tek zincirli DNA’ya bağlanmasını sağlayan en önemli aracı 3418 

amino asitten oluşan BRCA2 proteinidir (Prakash ve ark., 2015). BRCA2, PALB2 

proteini ile direkt etkileşime geçer bu sayede kırık bölgesine gelerek PALB2 

aracılığıyla BRCA1 ile dolaylı olarak etkileşimde bulunur. Karboksil ucundaki DNA 

bağlanma bölgeleri ile tek zincirli DNA’ya bağlanır (Prakash ve ark., 2015; Roy ve 

ark., 2012 ve Sun ve ark., 2020). BRCA2 proteininin RAD51 ile etkileşime geçen ve 

bu proteinin oligomerizasyonunu inhibe eden bir BRC4 motifi, PALB2 proteininin 

WD40 domaini ile etkileşime geçen amino bölgesi, karboksil ucunda ise heliks 

domaini ve tek zincirli DNA’ya ve DSS1 proteinine bağlanmasını sağlayan üç adet 

DNA bağlanma bölgesi bulunmaktadır (Murphy ve Moynahan, 2010; Prakash ve ark., 

2015; Roy ve ark., 2012 ve Sun ve ark., 2020). BRCA2, RAD51 ile karboksil ucundaki 

36 amino asitlik diziden oluşan sekiz adet BRC tekrarı ile etkileşime geçmekte; ilk 

dört BRC tekrarı RAD51’in ATPaz aktivitesini baskılayarak tek zincirli DNA’ya 

bağlanmasını kolaylaştırmaktadır. Diğer BRC tekrarları ise RAD51 filamentinin 

stabilizasyonunu sağlamaktadır. Bunun yanı sıra karboksil ucunda 3265-3330 amino 

asitleri arasında başka bir RAD51 bağlanma bölgesi mevcuttur (Roy ve ark., 2012 ve 

Sun ve ark., 2020).  

PALB2 proteini BRCA1 ve BRCA2 ile kompleks oluşturarak BRCA2’nin kırık 

bölgesine gelişini sağlamaktadır (Sun ve ark., 2020). Amino bölgesinde BRCA1’in 

coiled-coil yapısı ile etkileşime geçtiği bir coiled-coil domaini; proteinin merkezinde 

395-446 amino asitleri arasında PALB2’nin kromatinde lokalizasyonunu sağlayan 

ChAM (kromatin bağlama motifi) ile, karboksil ucunda ise BRCA2’nin 18 amino 

asitlik bölgesi ile etkileşime geçtiği WD40 domaini bulunmaktadır (Buisson ve ark., 

2014; Prakash ve ark., 2015 ve Sun ve ark., 2020). BRCA2, WD40 domaininin β-

yaprak (β-propeller) yapısının dış kısmı ile polar etkileşimler kurar, RAD51 

proteiniyle ise hem amino ucundaki 1-200 arası rezidüleri ile hem de karboksil 

ucundaki 853-1186 rezidüleri ile etkileşime geçer. Hem PALB2 hem de BRCA1-

BARD1 kompleksinin rekombinasyon ve zincir değişimi sırasında RAD51 

nükleoprotein filamentlerinin stabilizasyonunu sağladığı düşünülmektedir (Sun ve 

ark., 2020). Bununla birlikte PALB2 ve BRCA2 komplekslerinin çökmüş replikasyon 

çatallarına HR mekanizmasında aktif görev yapan üç DNA polimerazdan biri olan 
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Polh’nın (DNA polimeraz eta) birikimini sağladığı ve DNA sentezi için Polh ve 

PALB2 arasındaki direkt etkileşimin gerekli olduğu bildirilmiş; Polh ile etkileşime 

geçen bölgelerin PALB2 için WD40 domaini; BRCA2 için ise BRC3, BRC4 ve BRC5 

domainlerini kapsayan bölge olduğu tespit edilmiştir (Buisson ve ark., 2014). 

RAD51, BRCA2 ve PALB2 mutasyonları insanlarda incelendiğinde sırasıyla 

BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu taşıyanlarda meme tümörü; meme, prostat, ovaryum 

kanseri; meme ve pankreas kanseri ile ilişkilendirilmiştir. Bunun haricinde PALB2 ve 

BRCA2 mutasyonlarında fanconi anemi de görülmektedir (Krejci ve ark., 2012). 

1.6.2. PALB2 Geni ve Proteini 

PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) proteini HR mekanizmasında, DNA 

iplikçikleri arasında görülen çapraz bağların tamiratında ve replikasyon çatalı 

çökmesinde aktif rol oynamakta, bunun yanı sıra fanconi anemi, tümör oluşumuna 

yatkınlık gibi çeşitli fenotiplerle ilişkilendirilmektedir (Nepomuceno ve ark., 2017 ve 

Park ve ark., 2014a). Bunun yanı sıra, 2010 yılında yapılan bir çalışma (Rantakari ve 

ark., 2010) homozigot olarak PALB2 geni susturulmuş (knockout) farelerde erken 

embriyonik ölüm görüldüğünü, 2014 yılında yapılan bir çalışma ise (Simhadri ve ark., 

2014) BRCA1-PALB2 etkileşimlerinin sekteye uğratılması sonucunda erkek farelerde 

mayoz bölünmede sorun yaşanması nedeniyle fertilite problemleri oluştuğunu 

göstermiştir. Bipolar bozukluk ve şizofreni hastalıklarına ilişkin örneklemde yapılan 

genom boyu ilişkilendirme çalışmasında PALB2 genine ait rs420259 kodlu TNP’nin 

bipolar bozukluk ile ilişkili bulunduğu bildirilmiştir (Tesli ve ark., 2010). DNA 

hasarında önemli rol oynadığı bilinen PALB2, hasarsız kromatin ile MRG15 sayesinde 

etkileşime geçmekte ve kararlı durumdaki kromomatine bağlanması sayesinde 

transkribe olmuş aktif genleri replikasyon stresinden korumaktadır (Bleuyard ve ark., 

2017). 

İnsan PALB2 geni ilk kez Xia ve ark. (2006) tarafından tanımlanmış, 16’ıncı 

kromozomun p kolunda (16p12.2) 13 ekzondan oluşan bir gendir ve 131 kDa 
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ağırlığında, 1186 amino asitlik (aa) bir protein üretiminden sorumludur (Nepomuceno 

ve ark., 2017; Park ve ark., 2014a ve Pauty ve ark., 2014). NCBI veri tabanında 

FANCN ve PNCA3 olarak da bilinmekte, “Gene ID: 79728” ile kayıtlı; 16p12.2 

bölgesinde komplement zincirde 23,603,162-23,641,337 pozisyonunda 14 ekzonluk 

bir gen olarak görülmektedir, ancak 14 ekzon görülmesinin nedeni X6 transkript 

varyantıdır; primer transkriptinde ise 13 ekzon olduğu görülmektedir (NCBI, 2021b). 

Ensembl veri tabanında ise ENSG00000083093 kodu ile kayıtlı bu gen yine 16. 

kromozomun komplementer zincirinde 23,603,160-23,641,310 pozisyonunda 

bulunmakta; primer transkriptinde (ENST00000261584.9) 13 ekzon olduğu 

görülmektedir (Ensembl, 2021j). 

Biyoinformatik analizler insan PALB2 proteininin amino bölgesi, karboksil 

bölgesi ve merkezinde türler arasında yüksek oranda korunmuş bölgeler olduğunu 

göstermiştir (Sy ve ark., 2009a). PALB2 proteini yapısında iki adet DNA bağlanma 

bölgesi, iki adet RAD51 etkileşim bölgesi, ChAM domaini, bir adet WD40 domaini ve 

kendisi ile etkileşime geçtiği bir bölge bulundurmaktadır (Buisson ve Masson, 2012). 

Amino bölgesinde BRCA1 proteini (1364-1437 aa) ile etkileşime geçtiği coiled-coil 

yapısı (9-42 aa) bulunmaktadır (Sy ve ark., 2009b). Bu yapı aynı zamanda PALB2 

proteininin oligomerizasyonundan sorumludur (Buisson ve Masson, 2012 ve Sy ve 

ark., 2009c). Amino bölgesinde 88-94 amino asitleri arasında KEAP1 proteini ile 

etkileşime geçtiği bir ETGE motifi bulunmaktadır (Ma ve ark., 2012). İki DNA 

bağlanma bölgesinden ilki 146-149 rezidüleri arasında bulunmaktadır; bu bölge 

iplikçik değişimi için RAD51’i uyarmakla birlikte, RAD51 yokluğunda iplikçik 

değişimini yönetme ve DNA ve RNA substratlarını kullanarak ters iplikçik değişimini 

uyarmaktadır (Deveryshetty ve ark., 2019). Amino bölgesindeki ilk 200 amino asitlik 

bölüm RAD51 proteininin 184-257 amino asitleri arasındaki bölge ile etkileşime 

geçtiği bölgelerden birisidir (Buisson ve ark., 2010). 611 ve 764 amino asitleri 

arasındaki merkezi bölgede kromatinin yapısının regülasyonundan sorumlu MRG15 

ve MRGX proteinlerinin etkileşim bölgesi bulunmaktadır (Sy ve ark., 2009a). 

Bleuyard ve ark. (2017), MRG15 bağlanma bölgesinin 611-629 ve 724-737 amino 

asitleri arasında olduğunu bildirmişlerdir. Yedi yapraklı pervane (seven bladed 

propeller) yapısına sahip WD40 domaininin bulunduğu karboksil ucu (Xia ve ark., 
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2006 ve Zhang ve ark., 2009a) 1010-1109 rezidüleri arasında bulunan (Ducy ve ark., 

2019 ve Pauty ve ark., 2014) dördüncü ve beşinci yapraklar aracılığıyla BRCA2 

proteininin 21-39 rezidüleri ile etkileşime geçmektedir (Oliver ve ark., 2009). 853-

1186 amino asitleri aralığı ise RAD51 proteini ile esas etkileşimde bulunduğu ikinci 

bölgedir (Buisson ve ark., 2010). Bu bölge aynı zamanda RAD51 paraloğu olan 

RAD51C ve XRCC3 ile (Park ve ark., 2014b) ve Polh ile de etkileşime geçmektedir 

(Buisson ve ark., 2014). WD40 domaininin 925-948 amino asitleri arasında proteinin 

doğru şekilde lokalizasyonunun sağlanması için CRM1 ile etkileşime geçen nükleer 

çıkış sinyali (Nuclear export signal) olduğu tespit edilmiştir (Pauty ve ark., 2017).  

Köpeklerde ise NCBI veri tabanında köpek PALB2 geni “Gene ID: 608527” 

kodlu gendir. Bu gen köpek genomunun 6. kromozomunda pozitif iplikçikte 

bulunmakta ve 13 ekzondan oluşmaktadır. Genomik pozisyona ilişkin veriler Şekil 

1.2’de görüldüğü gibi beş farklı güncel sekans verisinden elde edilebilmektedir. 

Sekanslanan bireylere ait genomik pozisyonlarda bazı farklılıklar görülebilmektedir 

(NCBI, 2021a). 

 

Şekil 1.2. NCBI veri tabanında köpek PALB2 genine ilişkin genomik pozisyon bilgileri. (NCBI, 2021a). 

RefSeq transkriptleri kontrol edildiğinde ise Şekil 1.3’te görüldüğü gibi bu gene 

ait beş farklı transkript bildirildiği görülmüştür (NCBI, 2021a): XM_038540031.1, 

XM_038604106.1, XM_038478784.1 kayıtlarının genom anotasyonu işlemleri 

sırasında kaldırıldığı; yalnızca XM_845578.6 ve XM_038668831.1 mRNA’larının 

aktif olduğu görülmektedir. Aktif olan iki mRNA dizisinde (XM_845578.6 ve 



 52 

XM_038668831.1) nükleotit sayıları sırasıyla 3395 ve 4023 olmalarına karşın her iki 

dizi 1195 amino asit uzunluğundaki “Partner and Localizer of BRCA2” proteinini 

kodlamaktadır. Bu proteinler sırasıyla XP_850671.2 ve XP_038524759.1 protein 

kodlarına sahip ürünlerdir. Her iki transkripte ait CDS bölgeleri 153-3740 nükleotitleri 

aralığında olup bu aralıktaki nükleotit dizileri birebir örtüşmektedir (NCBI, 2021a). 

 

Şekil 1.3. NCBI veri tabanındaki köpek PALB2 genine ait transkriptler (NCBI, 2021a). 

Ensembl veri tabanında Şekil 1.4’te görüldüğü gibi köpek PALB2 genine ait üç 

farklı kayıt bulunmakta, bu kayıtlardan biri referans genoma ait olup, diğerleri Basenji 

ve Great dane ırklarına ait tüm genom sekanslarına aittir (Ensembl, 2021f). 

 

Şekil 1.4. Ensembl veri tabanında PALB2 genine ilişkin kayıtlar (Ensembl, 2021f). 
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Tez önerisinin verildiği dönemde yalnızca referans genoma ilişkin veriler 

bulunmaktaydı; 2020 yılı Ocak ayından itibaren ise Basenji ve Great dane ırklarına ait 

genomlar da veri tabanına eklenmiş bulunmaktadır. Referans genoma ait 

ENSCAFG00000030772 kodlu genin ENSCAFT00000049192.2 kodlu tek bir 

transkripti bulunmaktadır. 4296 nükleotit uzunluğundaki bu transkriptten 1355 amino 

asitlik bir protein sentezlenmektedir (Ensembl, 2021i). Basenji ırkına ait 

ENSCAFG00030020559 kodlu genin ENSCAFT00030037718.1 kodlu tek bir 

transkripti bulunmaktadır. Referans genomda olduğu gibi bu transkriptin de 4296 baz 

çifti uzunluğunda olduğu ve 1355 amino asitlik bir protein sentezlediği görülmektedir 

(Ensembl, 2021g). Great dane ırkına ait genomda ise ENSCAFG00040003287 kodlu 

PALB2 genine ait üç farklı transkript olduğu görülmektedir. 

ENSCAFT00040006246.1 kodlu transkript referans genom ve Basenji ırkına ait 

genomdaki gibi genin 13 ekzonunu da içeren, 4296 nükleotitlik bir diziye ve 1355 

amino asitlik bir protein ürününe sahiptir. ENSCAFT00040006272.1 transkriptinde 

genin yedinci ekzonu bulunmamakta ve bu transkript 4134 nükleotit uzunluğunda 

olup, 1301 amino asitlik bir protein ürünü sentezlemektedir. 

ENSCAFT00040006296.1 transkriptinde ise genin bir, dokuz ve onuncu ekzonları 

bulunmamakta, 3507 nükleotit uzunluğundaki bu transkript 1092 amino asit 

uzunluğundaki bir protein ürünü sentezlemektedir (Ensembl, 2021h). 

NCBI ve Ensembl veri tabanlarında farklı PALB2 transkriptleri olduğu 

görülmektedir. Her iki veri tabanındaki primer transkriptler karşılaştırıldığında 

başlangıç ve bitiş pozisyonları ve bazı tekli nükleotit varyantları haricinde dizilerin 

örtüştüğü görülmüştür. Şekil 1.5’te NCBI ve Ensembl veri tabanlarında sunulan 

referans transkriptlerin başlangıç noktalarındaki farklılık gösterilmektedir. NCBI veri 

tabanındaki diziler Ensembl veri tabanındaki dizilerin 329’uncu nükleotidinden 

itibaren başlamaktadır. Bitiş noktaları karşılaştırılığında ise Şekil 1.6’da Ensembl veri 

tabanında kayıtlı üç transktipt 4296. pozisyonda sonlanırken; XM_845578.6 dizisi 

4323. pozisyonda (hizalamadaki cetvele göre), XM_038668831.1 dizisi ise 4951. 

pozisyonda (hizalamadaki cetvele göre) sonlanmaktadır. Tez çalışmasında referans 

dizi olarak primer tasarımının da yapıldığı Ensembl veri tabanındaki 
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ENSCAFG00000030772 kodlu gen ve ENSCAFT00000049192.2 kodlu transkript 

kullanılmıştır. 

 

Şekil 1.5. Ugene programında ClustalW ile hizalanmış primer transkriptlere ait bir görsel.  
280-350 nt aralığı. 

 

Şekil 1.6. Ugene programında ClustalW ile hizalanmış primer transkriptlere ait bir görsel.  
4270-4351 nt aralığı. 

Uniprot protein veri tabanında köpek (Canis familiaris) türüne ait iki adet 

PALB2 protein dizisi bulunmaktadır. Bu dizilerden biri J9NVL4 kodlu 1355 amino 

asit uzunluğunda; diğeri ise A0A5S9I5Z8 kodlu 1195 amino asit uzunluğundaki 

proteindir. Tez önerisi ve proje yazım aşamasında bu proteinlerden yalnızca J9NVL4 

kodlu protein dizisi veri tabanında bulunmaktaydı (The Uniprot Consortium, 2021c). 

  

Şekil 1.7. Uniprot veri tabanında köpek PALB2 proteinlerine ilişkin arama sonuçları (The Uniprot 
Consortium, 2021c). 
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Her iki proteine ait amino asit dizileri karşılaştırıldığında J9NVL4 proteinine ait 

ilk 160 amino asitlik bölge haricindeki tüm dizinin birebir örtüştüğü Şekil 1.8’de 

görülmektedir. 

J9NVL4 kodlu proteine bakıldığında Ensembl veri tabanından 

ENSCAFP00000037206 kodlu protein olduğu görülmektedir. Bu protein referans 

genoma ait ENSCAFG00000030772 kodlu gen ve ENSCAFT00000049192 kodlu 

transkript ile bağlantılıdır (The Uniprot Consortium, 2019). A0A5S9I5Z8 kodlu 

proteinin ise BBK93983 kodu ile GenBank’ta kayıtlı olduğu görülmektedir. Bu kayıt 

NCBI veri tabanındaki XM_038668831.1; XM_845578.4 mRNA’ları ve 

XP_038524759.1; XP_850671.2 protein dizileri ile ilişkilidir (The Uniprot 

Consortium, 2021d). 
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Şekil 1.8. J9NVL4 ve A0A5S9I5Z8 kodlu PALB2 proteinlerinin karşılaştırılması (The Uniprot 
Consortium, 2021e). 
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Şekil 1.9’da Uniprot veri tabanındaki her iki köpek PALB2 proteinine ait WD40 

domaininin pozisyonu görülmektedir. J9NVL4 kodlu proteinde domain 1018-1354; 

A0A5S9I5Z8 kodlu proteinde ise 858-1194 rezidülerini kapsamaktadır (The Uniprot 

Consortium, 2021e). 

 

Şekil 1.9. Köpek türüne ait PALB2 proteinlerinde WD40 domaini bölgeleri (The Uniprot Consortium, 
2021e). 
WD40 domaini sarı renk ile işaretlidir. 

1.6.2.1. PALB2 Geni WD40 Domaini ve İşlevleri 

WD40 domainleri ökaryot organizmalarda sinyal üretimi, hücre bölünmesi, 

hücre iskeletindeki değişiklikler, kemotaksis ve RNA işlenmesi gibi çeşitli 

fonksiyonlarda görev almaktadır (Stirnimann ve ark., 2010). Protein-protein 

etkileşimleri, ubikuitinasyon ve histon metilasyonu gibi çeşitli görevlerde de etkinlik 

gösteren (Xu ve Min, 2011) bu domain, PALB2 proteininde protein-protein 

etkileşimlerini sağlamakla görevlidir (Pauty ve ark., 2014). 

WD40 b-pervane yapıları yaklaşık 300 amino asitten oluşan ve üç farklı yüzeyi 

ile protein-protein etkileşimlerini gerçekleştiren yapılardır (Stirnimann ve ark., 2010). 

Amino bölgesinin 11-24 rezidülerinde GH dipeptidi, karboksil bölgelerinde ise WD40 

dipeptidi içeren yaklaşık 44-60 rezidüden oluşan bu domainler her bir WD40 

tekrarında dört zincirli antiparalel b-yapraktan oluşmaktadır. WD40 domainlerinin 
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çoğunlukla yedi yapraklı b-pervane yapısında oldukları bildirilmiştir (Xu ve Min, 

2011). Protein-protein ve protein-peptit etkileşimlerinin çoğuna b-pervane yapılarının 

merkezindeki kanallar dahil olmaktadır (Stirnimann ve ark., 2010). PALB2 proteinine 

ait WD40 yedi yapraklı b-pervane domaini yapısı Şekil 1.10’da görüldüğü gibidir 

(Oliver ve ark., 2009). 

 

Şekil 1.10. PALB2 geni WD40 domaini yapısı (Oliver ve ark., 2009). 

İnsan PALB2 proteinine ait WD tekrarlarına ait amino asit pozisyonları UniProt 

veri tabanı, Q86YC2 kodlu proteinde Şekil 1.11’deki gibi görünmektedir (The Uniprot 

Consortium, 2021g). Köpekte ise J9NVL4 kodlu proteinde WD tekrarlarına ilişkin 

herhangi bir bilgi bulunmamakta ancak domaine ait başlangıç ve bitiş pozisyonlarının 

bulunduğu Şekil 1.12’de görülmektedir (The Uniprot Consortium, 2021f). 
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Şekil 1.11. İnsan PALB2 proteini WD tekrarlarının amino asit pozisyonları (The Uniprot Consortium, 
2021g). 

 

Şekil 1.12. Köpek PALB2 proteini WD40 domaini amino asit pozisyonları (The Uniprot Consortium, 
2021f). 

İnsanda 853-1186 rezidüleri (Pauty ve ark., 2017), köpekte ise J9NVL4 kodlu 

proteinde 1018-1354 rezidüleri arasında 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 etkileşime geçmektedir 

(Buisson ve ark., 2014). Köpeklerde ise veri tabanlarında protein etkileşimlerine 

ilişkin bilgi verilmesine karşın domainin etkileşim halinde olduğu proteinlere ait veri 

bulunmamaktadır. STRING veri tabanında RAD51, BRCA1, BRCA2, BRIP1 ve 

RAD51C proteinleri ile etkileşim halinde görülen PALB2 (STRING CONSORTIUM 

2020, 2020); muhtemeldir ki WD40 domaini aracılığıyla insan ile benzer şekilde 

BRCA2, RAD51 ve RAD51C proteinleri ile etkileşime geçmektedir. 

1.6.2.2. PALB2 ve BRCA2 Proteinleri Arasındaki Etkileşim 

Xia ve ark. (2006), tarafından insan PALB2 proteininin karboksil ucu vasıtasıyla 

BRCA2 ile etkileşim halinde olduğu bildirilmiş; Zhang ve ark. (2009a; 2009b), ise bu 

etkileşim bölgesinin WD40 domaini olduğunu belirtmişlerdir. Oliver ve ark. (2009), 

PALB2-BRCA2 kompleksinin yapısını ortaya çıkarmış ve etkileşim bölgelerinin 

pozisyonlarını bildirmişlerdir. BRCA2 proteininin 21-39 amino asitleri arasındaki 
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bölge, PALB2 proteininin WD40 domaininin dördüncü ve beşinci yapraklarının 

arasında kalan oluk ile etkileşime geçmekte (Oliver ve ark., 2009); bu WD 

tekrarlarının bulunduğu bölge ise 1010-1109 amino asitleri arasındaki bölgeye denk 

gelmektedir (Ducy ve ark., 2019 ve The Uniprot Consortium, 2021g). Şekil 1.13 

BRCA2-PALB2 kompleksini göstermekte; Şekil 1.14 ise BRCA2 proteinine ait 

etkileşim bölgesinin farklı türler arasındaki amino asit dizilerinin karşılaştırılmasını 

göstermektedir (Oliver ve ark., 2009). Köpek PALB2 proteinine ait dördüncü ve 

beşinci yaprakların pozisyonları veri tabanında bildirilmediği için UniProt veri 

tabanında insan PALB2 proteinine ait Q86YC2 ve köpek PALB2 proteinine ait 

J9NVL4 kayıtlarına ilişkin diziler hizalanmış ve insandaki etkileşim bölgesi ile köpek 

dizisindeki olası etkileşim bölgesi tespit edilmeye çalışılmıştır. Köpek dizisinde ilgili 

etkileşim bölgesi Şekil 1.15’teki gibi 1180-1279 amino asitlerini kapsamaktadır (The 

Uniprot Consortium, 2021a). Üçüncü satırda aynı amino asit dizisine sahip bölgeler 

(*) ile işaretlidir. 

 

Şekil 1.13. BRCA2-PALB2 kompleksinin yapısı (Oliver ve ark., 2009). 
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Şekil 1.14. BRCA2 etkileşim bölgesinin farklı türlerde amino asit dizileri (Oliver ve ark., 2009).  
Yukarıdaki siyah okla işaretli dizi insan, aşağıdaki siyah okla işaretli dizi ise köpek türüne ait diziyi göstermektedir. 

 

Şekil 1.15. UniProt veri tabanında dördüncü ve beşinci WD tekrarı bölgelerinin insan ve köpek 
türlerindeki pozisyonları (The Uniprot Consortium, 2021a). 
Kırmızı çerçeve içindeki bölgeler BRCA2 ile etkileşim bölgesini kapsayan WD4 ve WD5 dizilerini, * işaretleri 
birebir örtüşen amino asitleri, renkler ise koyu griden beyaza gidildikçe rezidüler arasındaki benzerliğin azaldığını 
göstermektedir. 

1.6.2.3. PALB2 ve RAD51 Proteinleri Arasındaki Etkileşim 

PALB2 proteininin RAD51 proteini ile etkileşime geçtiği iki farklı bölge 

bulunmaktadır. İnsanda amino bölgesindeki 1-200 aa arasındaki coiled-coil yapısı 

PALB2 proteini üzerindeki etkileşim bölgelerinden birisidir; ikinci ve HR 

mekanizmasında esas fonksiyonel olan etkileşim bölgesi ise 853-1186 pozisyonları 

arasında kalan WD40 domainidir (Buisson ve ark., 2010). UniProt veri tabanında ilgili 

bölge insan ve köpek türleri arasında Şekil 1.16’daki gibi görünmektedir (The Uniprot 

Consortium, 2021a). İnsan dizisinde yeşil renk ile işaretli kısım 853 numaralı rezidü 

ile başlamakta ve bu bölge 1186’ncı amino asite kadar WD40 domaini olarak 

bildirilmektedir ancak köpek türüne ait dizide WD40 domaini veri tabanındaki araç ile 

işaretlendiğinde sarı renkle işaretli bölge olarak görülmektedir. İnsan RAD51 

etkileşim bölgesinin başlangıç noktası baz alındığında köpekte bu bölge 1023’üncü 
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rezidüye denk gelmektedir ancak WD40 domaini köpek türünde işaretlendiğinde 

başlangıç bölgesi 1018. rezidü olarak görülmektedir.  

 

Şekil 1.16. PALB2 proteini WD40 domaininin insan ve köpek türlerinde karşılaştırılması (The Uniprot 
Consortium, 2021a).  

Köpek RAD51 proteinindeki etkileşim bölgesi ise 184-257 olarak tespit 

edilmiştir (Buisson ve ark., 2010). UniProt veri tabanında RAD51 proteini üstündeki 

PALB2 etkileşim bölgesi Şekil 1.17’de de görüldüğü üzere hem insan, hem de köpek 

türlerinde aynı pozisyonlara denk gelmektedir (Ozmen ve ark., 2017a ve The Uniprot 

Consortium, 2021b). 

 

Şekil 1.17. RAD51 proteininin PALB2 ile etkileşim bölgesinin insan ve köpek türlerinde 
karşılaştırılması (The Uniprot Consortium, 2021d). 
Kırmızı çerçeve içindeki bölgeler PALB2 proteini ile etkileşim bölgesini, * işaretleri birebir örtüşen amino asitleri, renkler ise 
koyu griden beyaza gidildikçe rezidüler arasındaki benzerliğin azaldığını göstermektedir. 

1.6.2.4. Köpeklerde PALB2 Genine İlişkin Yapılmış Çalışmalar 

Köpek türünde PALB2 genine ilişkin doğrudan yapılmış herhangi bir çalışma 

bulunmamaktadır ancak HR mekanizmasında etkinlik gösteren genlere ilişkin 

yapılmış çalışmalar mevcuttur. BRCA1, BRCA2 ve RAD51 genleri HR 
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mekanizmasında aktif görev yapan ve köpeklerde çeşitli çalışmalarda araştırılmış 

genlerdir. Yapılan çalışmaların sonuçları incelendiğinde PALB2 proteini ile etkileşim 

bölgeleri nedeniyle ilişki kurulabilecek yalnızca iki çalışma bulunmaktadır. Bu 

çalışmalardan ilki Özmen ve ark. (2017b)’nın tez projesinin örnekleminin de içinden 

seçildiği KMT hastası bireylerde RAD51 geninin BRCA2 ve PALB2 proteinleri ile 

etkileşime girdiği bölgeleri kapsayan ekzon 6-9 bölgelerinin DNA dizi analizi ile 

araştırılmasını kapsayan çalışmadır. Bu çalışma kapsamında p.N196D, p.H199D, 

p.A209S, p.T225S varyantları tespit edilmiş, in silico analizler sonucunda p.N196D, 

p.H199D ve p.T225S varyantlarının HR mekanizmasını etkileyebilecek zararlı 

varyantlar olabileceği bildirilmiştir. P.A209S, p.T225S varyantlarının etkisi Uemura 

ve ark. (2019), tarafından iki hibrit analizi ile araştırılmış; her iki varyantın da RAD51-

PALB2 etkileşimini zayıflattığı bildirilmiştir. 

1.6.2.5. İnsan Meme Tümöründe PALB2 Genine İlişkin Yapılmış 

Çalışmalar 

Yapılan tez çalışması KMT vakalarında PALB2 geni ve meme tümörü arasındaki 

ilişkinin araştırıldığı ilk çalışmadır, ancak insanlarda PALB2 geni mutasyonları ve 

meme tümörü arasındaki ilişki yapılan birçok çalışmada ortaya konmuştur 

(Nepomuceno ve ark., 2021). Tez çalışması kapsamında KMT hastası örneklerde 

PALB2 geni WD40 domaininde mutasyon taranmasının yanı sıra, tespit edilen 

varyantların insanlarla homolog olup olmadığı ve homolog olması durumunda ise 

meme tümörüne ilişkin iki türde de benzer etkilere neden olup olmadığı da araştırma 

hedefleri arasında yer almaktadır. Elde edilen veriler ışığında köpeklerin diğer hayvan 

modellerine karşın tümör çalışmaları için daha uygun olduğu görüşü (Waters ve 

Wildasin, 2006) değerlendirilebilecektir. PALB2 mutasyonları ile ilişkili KMT 

vakalarının insan meme tümörlerinde model olarak kullanımı ve PALB2 mutasyonları 

ile ilişkili insan meme tümörlerinde kullanılan tedavi stratejilerinin köpeklerde 

kullanılma potansiyelinin değerlendirilebilmesi için, insan meme tümörü vakalarında 

yapılan PALB2 genine ilişkin çalışmalar bu bölümde sunulmuştur.  
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İnsan BRCA2 proteininin %50’den fazlası PALB2 ile kompleks oluşturduğu ve 

PALB2’nin homolog rekombinasyon ve S fazı kontrol noktasında BRCA2 aktivitesini 

yönettiği bildirilmiştir (Xia ve ark., 2006). Homolog rekombinasyon sırasında 

BRCA2’nin çekirdekte uygun yerde konumlanabilmesi için PALB2 proteini ile 

etkileşime geçmesi gerektiği vurgulanmış, iki proteinin etkileşime geçtikleri PALB2 

karboksil ucu yapısı ortaya konmuş ve bu bölge ile BRCA2 amino ucunu kodlamakla 

görevli bölgelerde meydana gelen mutasyonların kansere yatkınlıkla ilişkili oldukları 

belirtilmiştir (Oliver ve ark., 2009). PALB2 proteininin BRCA1 ile de etkileşime 

geçtiği, BRCA1’in PALB2 üzerinden BRCA2 ile ilişki kurduğu ve PALB2 ile 

BRCA2’nin DNA hasarı olan bölgeyi hedeflemeleri için BRCA1 ile ilişki kurmaları 

gerektiği ortaya konulmuştur (Zhang ve ark., 2009b). Bowman-Colin ve ark. (2013), 

insanlarda germ hattı kaynaklı PALB2 mutasyonlarının ailesel meme ve pankreas 

kanserlerine yatkınlıkla ilişkili olduğunu bildirmiş ve farede Palb2 ve Trp53’ün 

birlikte delesyon gösterdikleri vakalarda meme tümörü oluşumunun hızlandığını 

deneysel olarak göstermişlerdir. Buisson ve ark. (2014), PALB2 ve BRCA2 genlerinin 

homolog rekombinasyonda D-loop formasyonu oluşumundaki fonksiyonlarının yanı 

sıra, Polh-bağımlı DNA sentezini uyararak bloke olmuş replikasyon çatallarında 

rekombinasyon aracılı DNA sentezini başlattıklarını göstermişlerdir. Obermeier ve 

ark. (2016), PALB2 c.1592delT mutasyonuna sahip lenfoblastoit hücre hattı ve kontrol 

grubunda mutasyona sahip hücre hatlarında çift zincir kırıklarında HR mekanizması 

yerine tek zincir bağlanması ve mikrohomoloji aracılı uç birleştirme 

mekanizmalarında artış görüldüğünü bildirmiş, hataya açık bu tamir mekanizmalarının 

tümör gelişimini tetikleyebileceği üzerinde durulmuştur. Caleca ve ark. (2018), 

BRCA2 ve PALB2 genleri etkileşim bölgelerinde tespit edilmiş olan iki 

mutasyonun (BRCA2; c.91T >G ve PALB2; c.3262C >T) etkilerini fonksiyonel test ile 

araştırmış, test edilen mutasyonların bu iki proteinin birbirine bağlanmasına engel 

olduğu tespit edilmiştir. Boonen ve ark. (2020), PALB2 geninde tespit edilen etkisi 

bilinmeyen mutasyonların fonksiyonel etkilerine ilişkin yapılan çalışmaları bir araya 

getirmişlerdir. WD40 domainine odaklanıldığında bu mutasyonlardan bazılarının 

protein ifadesinde düşüşe neden olduğu, bazılarının diğer proteinler ile etkileşimi 

sekteye uğrattığı, bir kısmının proteinin sitoplazmada yanlış bölgede konumlanmasına 

neden olduğu, bazılarının ise proteinin sitoplazmada degredasyonuna neden olan bir 
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sinyal meydana getirmiş olabileceği bildirilmiştir. Çalışmada yapılan fonksiyonel 

analizlere ilişkin sınırlı sayıda çalışma bulunduğu ve farklı yöntemler kullanılarak 

yapılan bu çalışmaların karşılaştırılmasındaki güçlüğe dikkat çekilmiştir. 

Rahman ve ark. (2007), ailesel meme tümörü gözlenen ailelerde yaptıkları 

çalışma sonucunda tek bir allelde meydana gelen ve erken stop kodonu oluşumuna 

neden olan PALB2 mutasyonlarının meme tümörü riskini iki-üç kat artırdığını 

bildirmişlerdir. Erkko ve ark. (2007), Finlandiya’da c.1592delT mutasyonunun ailesel 

meme tümörü vakalarında anlamlı derecede yüksek olduğunu; aynı mutasyonun ayrıca 

birkaç nesilde prostat kanseri görülen bir ailede de tespit edildiğini ifade etmişlerdir. 

Erkko ve ark. (2008), başka bir çalışmalarında bu mutasyonunun meme tümörü riskini 

6,1 oranında artırdığını, erken yaşlarda riskin daha yüksek olup, ilerleyen yaşlarda 

daha düşük olduğunu bildirmişlerdir. Heikkinen ve ark. (2009) ise aynı mutasyonun 

tümör fenotipi ve prognozu ile ilişkisini araştırmış, ailesel meme tümörü vakalarının 

%2’sinde; sporadik vakaların ise %0,6’sında bu mutasyonun bulunduğunu bildirmiş, 

bu vakaların genellikle tümör derecelerinin yüksek olduğunu ve yüksek oranda Ki-67 

ifade ettiklerini belirtmişlerdir. Özellikle HER2 negatif ailesel meme tümörü 

vakalarında hayatta kalma oranının diğer örneklere nazaran oldukça azaldığını ve bu 

mutasyonun agresif bir tümör fenotipine neden olduğunu ifade etmişlerdir. 

PALB2 geninde tespit edilen mutasyonların meme tümörü ile ilişkilendirilmesi 

sonrasında birçok ülkede PALB2 geninde mutasyon taranması, panel testleri, vaka-

kontrol çalışmaları ve PALB2 varyantlarının meme tümörü riskini nasıl etkilediğinin 

araştırılması söz konusu olmuştur.  

Tischkowitz ve ark. (2007), meme tümörü görülen ailelerde tespit ettikleri 

PALB2 mutasyonlarının meme tümörü riskini artırabileceğini ifade etmişlerdir. 

Peterlongo ve ark. (2011), aile geçmişlerinde pankreas kanseri olan ailesel meme 

tümörü hastalarında her iki kanserin görüldüğü iki bireyden birinde proteinin kısa 

kalmasına neden olan bir mutasyon bulunduğunu bildirmişlerdir. PALB2 mutasyonu 

bulunan dört ailede ince bağırsak karsinoması, meme tümörü, pankreas kanseri, çoklu 

kolorektal kanser ve gastrointestinal kanser gibi çeşitli kanser tipleri görüldüğü tespit 
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edilmiş, ayrıca PALB2 mutasyonlarının kolorektal kanser olasılığını da artırabileceği 

üzerinde durulmuştur. Wong ve ark. (2011), PALB2 mutasyonlarının düşük frekansına 

karşın meme tümörü riskini artırabileceği üzerinde durmuştur. Casadei ve ark. (2011), 

ailesel meme tümörü hastası bireylerde yaptıkları çalışmada PALB2 germ hattı 

mutasyonlarının 55 yaş için tümör riskini 2,3 kat artırdığı 85 yaş için ise 3,4 kat 

artırdığını hesaplamışlardır. Tespit edilen mutasyonların Afrika kökenli Amerikan, 

İngiliz, Fransız, Alman, İrlandalı ve İskoç kökenli bireylerde görüldüğü bildirilmiştir. 

Antoniou ve ark. (2014), PALB2 mutasyonu taşıyan ailelerde 40 yaş altındaki PALB2 

mutasyonu taşıyan bireylerde meme tümörü oluşumu riskinin sekiz ile dokuz kat, 40-

60 yaş arası bireylerde altı ile sekiz kat, 60 yaş üstü bireylerde ise beş kat daha yüksek 

olduğunu ifade etmişlerdir. Ailelerinde meme tümörü geçmişi olmayan fakat PALB2 

mutasyonunu bulunduran bireylerin 70 yaşına geldiklerinde meme tümörüne 

yakalanma risklerinin %33 olduğu, birinci derece akrabalarında meme tümörü geçmişi 

bulunan ve PALB2 mutasyonu taşıyan bireylerin ise 50 yaşına geldiklerinde meme 

tümörü risklerinin %58 olduğu hesaplanmıştır. Shimelis ve ark. (2018), BARD1, 

BRCA1, BRCA2, PALB2 ve RAD51D genlerinin Kafkaslarda yaşayan popülasyon 

genelinde ve Afrika kökenli Amerikalı popülasyonlarda üçlü negatif meme tümörü 

için yüksek riskli genler olduğunu bildirmiştir. Bu genlerdeki germ hattı 

mutasyonlarının meme tümörü gelişimi riskini hayat boyu %20 oranında artırdığı ifade 

edilmiştir. 

Pauty ve ark. (2014), derleme yayınlarında insan PALB2 geninde meme tümörü 

ile ilişkili olarak protein düzeyinde yaklaşık 48, DNA düzeyinde ise yaklaşık 49 

mutasyon olduğunu, çalışılan bu hastalarda BRCA1 ve BRCA2 genlerinde ise herhangi 

bir mutasyon bulunmadığını bildirmişler ve popülasyon düzeyinde yapılan 

çalışmalarda bu mutasyonların ailesel meme tümörü geçmişi olan popülasyonlarda 

frekansının %0,6 ve %4,8 arasında değiştiğini ifade etmişlerdir. Tavtigian ve 

Chenevix-Trench (2014) ise, yine aynı yıl yayınlanan derlemelerinde PALB2 genini 

meme tümöründe orta derecede risk teşkil eden genler arasında saymışlar ve riskli 

görülen mutasyonların erken stop kodonu oluşumu ile ilişkin mutasyonlar olduklarını 

bildirmişlerdir. Couch ve ark. (2015), üçlü negatif meme tümörü hastası bireylerde 

PALB2 geninde hastaların %1,2’sinde zararlı mutasyon bulunduğunu bildirmiştir.  
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Tung ve ark. (2015), BRCA1 ve BRCA2 mutasyonları yönünden test edilecek 

meme tümörü hastaları ve daha önce bu genlerdeki mutasyonlar açısından negatif 

bulunmuş ayrıntılı aile öyküsü alınmış olan ikinci bir meme tümörü hastası grubunda 

25 geni kapsayan bir panel ile germ hattı mutasyonlarını taramıştır. İlk grupta PALB2 

geninde 10 farklı zararlı mutasyon ile 33 adet etkisi bilinmeyen varyant tespit edilmiş, 

diğer grupta ise bir adet zararlı mutasyon ile dokuz adet etkisi bilinmeyen varyant 

bildirilmiştir.  

Ronowicz ve ark. (2015), meme tümörü hastası bireylere ait sağlıklı dokularda 

tespit ettikleri kopya sayısı değişiklikleri ile genom stabilitesini sağlamakla görevli 

genler olan BRCA1, BRCA2, TP53, PALB2 ve NCOR1 gibi genlerde tespit ettikleri 

mutasyonların birlikte görüldüğünü bildirmişlerdir.  

Lefebvre ve ark. (2016), metastatik meme tümörü vakalarında erken yaşta 

meydana gelen meme tümörü vakalarına nazaran ESR1, FSIP2, FRAS1, OSBPL3, 

EDC4, PALB2, IGFN1 ve AGRN genlerinde daha sık mutasyon görüldüğünü 

bildirmiştir. Çalışmada kullanılan örneklerin %4’ünde PALB2 geninde mutasyon 

tespit edilmiş, Kanser Genom Atlasında (TCGA) ise örneklerin yalnızca %0,1’inde 

PALB2 mutasyonu görüldüğü belirtilmiştir.  

Li ve ark. (2016), BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu bulunmayan ailesel meme 

tümörü hastalarında PALB2 geninde 14 ailede sekiz farklı mutasyon tespit etmiş, risk 

hesaplamasında CDH1, CHEK2, PALB2 ve TP53 genlerinin meme tümörü riskini 

anlamlı derecede artırdığını belirtmiştir. Tung ve ark. (2016), meme tümörü 

hastalarına ait kan örneklerinde meme tümörüne yatkınlık ile ilişkilendirilmiş 25 

gende mutasyon taramış, PALB2 geninde mutasyon olduğu tespit edilen yalnızca bir 

birey (%0,2) olduğunu bildirmişlerdir.  

Bunnell ve ark. (2017), kanser hastalarında dört farklı panel testi uygulamıştır. 

Çalışmada orta derecede penetrans gösteren genlerde tespit edilen mutasyonların da 

tedavide değişikliklere yol açabildiği görülmüş, panel testlerinde orta ve bilinmeyen 

penetransa sahip genlerin de kontrol edilmesinin gerekliliği üzerinde durulmuştur. 
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Rummel ve ark. (2017), genç invaziv meme tümörü hastalarında yaptıkları çalışmada 

94 gende germ hattı mutasyonu taramış, 27 hastada patolojik germ hattı mutasyonları 

bulunduğunu (BRCA1, BRCA2, TP53, CHEK2, APC ve MUTYH) tespit etmiştir. ATM, 

BRCA2, CDH1, CHEK2 ve PALB2 genlerinde ise etkisi bilinmeyen varyantlar olduğu 

bildirilmiş, PALB2 geninde bir hastada tespit edilen p.E892K varyantı SIFT ve 

PolyPhen algoritmalarına göre zararlı ve hasar vermesi muhtemel olarak 

değerlendirilmiştir. Ailesel meme tümöründe BRCA1 ve BRCA2 negatif 

bireylerde yapılan bir çalışmada (Slavin ve ark., 2017) PALB2 ve TP53 genleri yüksek 

riskli, ATM ve BARD1 genleri orta derecede riskli, CHEK2 geni ise düşük derecede 

riskli meme tümörü yatkınlık genleri olarak bildirilmiştir. Lee ve ark. (2018), invaziv 

meme tümörü hastalarında PALB2 ve diğer 486 hedeflenmiş gende mutasyon ve kopya 

sayısındaki değişiklikleri araştırmıştır. Hastaların (n=15) beşinde PALB2 heterozigot 

mutasyonları tespit edilmişken, 10 hastada ise null mutasyon görüldüğü bildirilmiştir. 

Yayında bu genin her iki allelinin de inaktive olmasının tümör oluşumunu 

tetikleyebileceğine değinilmiştir. Girard ve ark. (2019), GENESIS projesinde ailesel 

meme tümörü ile ilişkili yaptıkları çalışma kapsamında BRCA1 ve BRCA2 genleri 

haricindeki DNA tamir mekanizmasında görevli 113 gende fonksiyon kaybı 

mutasyonları ve yanlış anlam mutasyonlarını taramış, DNA tamir mekanizmasında 

görevli bu genlerde tespit edilen varyantların meme tümörü ile ilişkisini 

araştırmışlardır. PALB2, ATM, CHEK2, FANCI, MAST1, POLH, RTEL1 ve CHEK2 

genleri meme tümörü ile ilişkili bulunmuştur. PALB2 geninde hem fonksiyon kaybı 

mutasyonlarının hem de yanlış anlam mutasyonlarından zararlı olanların meme 

tümörü riskini artırdığı bildirilmiştir. Petridis ve ark. (2019a), sporadik lobuler meme 

tümörü hastalarında PALB2 geninin de dahil olduğu altı gende patolojik germ hattı 

varyantlarını araştırmışlardır. İnvaziv lobuler meme tümörü vakaları ve in situ lobuler 

karsinoma vakalarında yapılan çalışma sonucunda invaziv lobuler meme tümörü 

vakalarında çok sayıda patolojik BRCA2, CHEK2, PALB2 ve CDH1 varyantı tespit 

edilmiştir. İnvaziv lobuler meme tümörü vakalarında yedisi yeni tespit edilmiş olmak 

üzere 11 bireyde; in situ lobuler karsinoma vakalarında bir bireyde; kontrol grubunda 

ise bir bireyde patolojik PALB2 varyantı bulunduğu bildirilmiştir. Aynı ekibin 

yürüttüğü bir başka çalışmada (Petridis ve ark., 2019b) in situ duktal karsinoma 

hastalarında PALB2 geninin dahil olduğu beş gene ait germ hattı mutasyonları 
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araştırılmış, PALB2 geninde üçü yeni olmak üzere, beş patolojik varyant tespit 

edilmiştir. Shahi ve ark. (2019), BRCA1 ve BRCA2 negatif ailesel meme tümörü 

hastalarında ekzom dizileme ile predispozisyona neden olan aday genleri belirlemeye 

çalışmış, PALB2 genini meme tümörü predispozisyonu için aday gen olarak 

göstermiştir. Li ve ark. (2019), PALB2 geninde patolojik germ hattı mutasyonu 

bulunan bireylerde somatik değişiklikleri araştırmıştır. Somatik mutasyonlardan en 

çok etkilenen genlerin PIK3CA (%29), PALB2 (%21), TP53 (%21) ve NOTCH3 (%17) 

olduğu tespit edilmiş, 16 vakada heterozigotluk kaybı veya ikinci bir mutasyon 

nedeniyle her iki allelin de PALB2 geninde inaktif hale geldiği bildirilmiştir. Ekzom 

dizileme yapılan bireylerden bazılarında (12/16) geniş çaplı transisyonlar görüldüğü 

belirtilmiştir.  

Panel testi ile primer meme tümörleri ve sekonder meme tümörü vakalarındaki 

mutasyonlar araştırılmıştır (Yao ve ark., 2020). Patolojik ve patolojik olması 

muhtemel (likely pathogenic) mutasyonların frekansları primer ve sekonder meme 

tümörleri için PALB2 geni için sırasıyla %0,9 ve %1,4 olarak hesaplanmıştır. 

Çalışmada elde edilen veriler zararlı mutasyona sahip bireylerin ikinci kez meme 

tümörüne yakalanma riskinin mutasyon taşımayan bireylere nazaran daha yüksek 

olduğunu göstermiştir. Bergstrom ve ark. (2020), meme tümörü hastalarında ATM 

(n=24), CHEK2 (n=26) ve PALB2 (n=24) genlerine ait mutasyon taraması yapmış, 

mutasyon tespit edilen 74 hastayı mutasyon tespit edilmeyen hastalarla 

karşılaştırmıştır. Tümör histopatolojisi, tedavi, klinik sonuç ve popülasyona ilişkin 

verilerle birlikte değerlendirerek bu mutasyonların etkilerini araştırmışlardır. Bu 

mutasyonların bulunduğu hastaların aile geçmişinde kanser öyküsünün anlamlı 

derecede daha yüksek olduğu ve teşhis döneminde tümör boyutunun daha büyük 

olduğu bildirilmiş, tedavi sürecinde bu grupta cerrahi müdahale seçiminde daha 

kapsamlı operasyonların tercih edildiği ifade edilmiştir. Bodily ve ark. (2020), Kanser 

Genom Atlasında kayıtlı hasta verileri ile yaptıkları çalışmada meme tümörüne 

yatkınlığa neden olan 61 gene ilişkin mutasyonların profilini araştırmışlardır. PALB2 

geninde mutasyon profilinin BRCA mutasyonları ile benzerlik göstermesine karşın 

vaka sayısının düşük olduğu ifade edilmiştir.  
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Fanale ve ark. (2020), çift taraflı meme tümörü hastalarında yaptıkları çalışmada 

panel testi ile patolojik mutasyonların etkilerini araştırmışlardır. Sekiz hastada PALB2 

geninde patolojik varyant tespit edilen çalışmada PALB2 ve CHEK2 geninde tespit 

edilen patolojik mutasyonlar ile çift taraflı meme tümörü arasında korelasyon 

görüldüğü ifade edilmiştir. Corredor ve ark. (2020), çoklu meme tümörü görülen 

hastalarda yaptıkları panel testinde mutasyon tespit edilen hastaların %17,6’sının 

BRCA1/2 dışı mutasyon taşıdığını bildirmişlerdir. Bu hastalardan ikisinde PALB2 

geninde mutasyon tespit edilmiştir. Aynı yıl Maxwell ve ark. (2020), yüksek riskli 

meme tümörü vakaları ve ailesel meme tümörü vakalarından oluşan iki farklı 

toplulukta BRCA1/2 dışındaki 17 genin mutasyonlarını taramış ve ExAC (Ekzom 

Toplama Konsorsiyumu) konsorsiyumuna ait kontrol grubu ile karşılaştırmışlardır. 

Her iki toplulukta da çoklu meme tümörü hastalarında patolojik mutasyon oranı tekli 

meme tümörü hastalarına göre daha yüksek olarak tespit edilmiş, ATM ve PALB2 

mutasyonlarının her iki hasta grubunda kontrol grubuna oranla daha fazla görüldüğü 

bildirilmiştir. Yüksek riskli meme tümörü hastalarından oluşan toplulukta PALB2 

mutasyon oranları çoklu meme tümörlerinde %0,54; tekli meme tümörlerinde %0,22 

olarak bildirilmiştir. Ailesel meme tümörü vakalarından oluşan grupta ise çoklu meme 

tümörü vakalarında %1,47; tekli vakalarda ise %0,89 olarak bulunmuştur.  

Hu ZY ve ark. (2020), germ hattı PALB2 mutasyonları görülen tümörlerde 

somatik mutasyonların durumunu araştırmışlardır. Ailesel meme tümörü hastası 143 

hastadan 10’unda fonksiyon kaybına neden olan heterozigot PALB2 germ hattı 

mutasyonları olduğu tespit edilmiştir. Aynı hastalarda somatik mutasyonlar 

araştırıldığında yalnızca birinde somatik mutasyon, iki hastada ise heterozigotluk 

kaybı varlığı bildirilmiştir. Ayrıca ailesel ve sporadik vakalarda mutasyon 

imzalarındaki dağılımın farklılık gösterdiği ifade edilmiştir. Kwong ve ark. (2020), 

meme ve ovaryum tümörü hastalarında BRCA1/2, TP53 ve PTEN mutasyonları negatif 

olarak tespit edilen örneklerde panel testi ile mutasyon taramışlardır. En yaygın 

mutasyona uğramış genler PALB2 (%1,4), RAD51D (%0,8) ve ATM (%0,8) olarak 

bildirilmiştir. PALB2 genindeki patolojik mutasyonların bulunduğu bireylerin hepsi 

meme tümörü hastasıdır ve 18 hastadan 14’ünün aile geçmişinde meme tümörü veya 

diğer tümör vakaları olduğu bildirilmiştir. Patolojik varyantların haricinde etkisi 
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bilinmeyen PALB2 mutasyonlarının da görüldüğü ifade edilmiştir. Mutasyon görülen 

hastaların %77,8’i 45 yaşın altındaki hastalardır ve hastaların %33,3’ünde her iki 

memede de tümör oluşumu bildirilmiştir. Evans ve ark. (2021), 30 yaş altı meme 

tümörü hastalarında yaptıkları vaka-kontrol çalışmasında PALB2 geninde meme 

tümörü hastalarının %2,17’sinde, kontrol grubunun ise %0,19’unda patolojik varyant 

tespit edildiğini bildirmiştir. Bu çalışmada PALB2 geni patolojik mutasyonlarının 

istatistiksel olarak anlamlı derecede erken yaşta gelişen meme tümörü vakalarında 

önemli olduğu ifade edilmiştir. Van Veen ve ark. (2021), panel testi sonrasında yapılan 

risk hesaplamasında PALB2 geninin lobüler meme tümörü riskinde artışa neden 

olmadığını bildirmiştir. Chávarri-Guerra ve ark. (2021), 60 yaş üstü, üçlü negatif 

meme tümörü hastalarında mutasyon dağılımını araştırmışlardır. ATM, BRCA1, 

BRCA2, PALB2 ve RAD51C genlerinde patolojik varyantlar tespit edilmiştir. Bu yaş 

grubundaki hastalarda patolojik PALB2 mutasyonlarının %12,5 oranında görüldüğü 

bildirilmiştir. 

Tümör alt tiplerine bakıldığında, Hu C ve ark. (2020), ER, PR ve HER2 

açısından klinik olarak sınıflandırılmış tümör tiplerine özgü germ hattı mutasyonlarını 

araştırmışlardır. Tümörler ER+/HER2-, ER-/HER2+, ER+/HER2+, ER-/HER2- ve 

üçlü negatif (ER-/HER2-/PR-) olarak sınıflandırılmış ve panel testine tabi tutulmuştur. 

En çok germ hattı mutasyonu görülen grup üçlü negatif olarak sınıflandırılan gruptur 

(%14,4), bu grubu ER+/HER+ grup izlemekte (%8,9), ardından ER+/HER2- grup 

gelmekte (%8,6), en düşük germ hattı mutasyonu görülen grup ise ER-/HER2+ olan 

grup olarak görülmektedir. PALB2 mutasyonlarının frekansı örneklemde %1 olarak 

hesaplanmış ve en çok mutasyon tespit edilen dördüncü gen olarak bildirilmiştir. 

Gruplara bakıldığında, ER+/HER2- grubunda %0,9 frekansı ile BRCA1 geni ile 

birlikte üçüncü sırada, ER+/HER2+ grubunda %0,7 frekansı ile BRCA1 geni ile 

birlikte beşinci sırada, ER-/HER2+ grubunda %0,5 frekansı ile altıncı sırada, üçlü 

negatif tümör grubunda ise %1,4 frekans ile üçüncü sırada en çok mutasyon bildirilen 

gen olarak gösterilmiştir. Tümör tiplerine göre risk hesaplaması yapıldığında ise 

ER+/HER2- tümör tipinde PALB2 germ hattı mutasyonlarının tümör riskini 5,15 kat, 

ER+/HER2+ tümör tipinde 3,74 kat, ER2-/HER2+ tümör tipinde 3,49 kat, üçlü negatif 

tümör tipinde ise 7,88 kat artırdığı görülmüştür (Hu C ve ark., 2020). Heeke ve ark. 
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(2020), meme tümörü örneklerinde HR mekanizmasında görevli genlerdeki somatik 

mutasyonları araştırmışlardır. Tümör örneklerinin %0,8’inde PALB2 mutasyonu tespit 

edilmiştir. Tümör alt tiplerine bakıldığında ise ER+/PR+/HER2- grubunda mutasyon 

frekansı %1, üçlü negatif meme tümöründe ise %0,8 olarak bildirilmiş, 

ER+/PR+/HER2+ ve ER-/PR-/HER2+ gruplarında ise PALB2 mutasyonu 

görülmemiştir. 

Birçok ülkede PALB2 varyantlarının meme tümörü üzerine etkisi araştırılmıştır. 

Kanada’da Foulkes ve ark. (2007), PALB2 genininde p.Q775X kurucu mutasyonunu 

tespit etmiş ve 50 yaşın altındaki Fransız asıllı Kanada vatandaşlarında meme 

tümöründe %0,5 oranında bu mutasyonun görüldüğünü ifade etmişlerdir. Aynı 

mutasyon yine Fransız asıllı Kanada vatandaşlarından oluşan meme tümörü 

hastalarında tespit edilmiştir, bu mutasyonun görülme olasılığı hesaplanamamış ancak 

penetransı yüksek bir allel olduğu ifade edilmiştir (Ghadirian ve ark., 2009). Guénard 

ve ark. (2010), BRCA1 ve BRCA2 genlerinde herhangi bir mutasyon bulunmayan 

Fransız asıllı Kanada vatandaşlarında PALB2 geninde varyantlar tespit etmiş, STK11 

ve PALB2 genlerindeki varyantların ilgili popülasyon için meme tümörü yatkınlığına 

orta veya zayıf derecede etki edebileceklerini ifade etmişlerdir. Ancot ve ark. (2015), 

Fransız asıllı Kanadalı ailesel meme tümörü hastaları ve meme ve ovaryum 

tümörlerinin birlikte görüldüğü hastalarda yaptıkları çalışmada, bu popülasyonda 

tanımlanmış tek PALB2 mutasyonu olan p.Q775X’in BRCA1/BRCA2 mutasyonlu 

bireylerde görülme sıklığını araştırmış, örneklem grubunda ilgili mutasyonun 

bulunmadığını ifade etmişlerdir. 

Amerika’da yapılan çalışmalara bakıldığında, Ding ve ark. (2011b), Afrika 

kökenli Amerikan vatandaşı kadın meme tümörü hastalarında yaptıkları bir çalışmada 

toplamda 12 varyant tespit etmiş ve bu varyantlar arasından üç varyantın patolojik 

olduğunu tespit etmiş, meme tümörü araştırmalarında her ne kadar frekansları düşük 

olsa da PALB2 mutasyonlarının da oldukça önemli olduğu vurgusunu yapmışlardır. 

Churpek ve ark. (2015), Afrika kökenli Amerikalı hastalarda meme tümörüne 

yatkınlığa neden olan mutasyonları araştırmışlardır. Çalışmada üç hastada PALB2 

geninde sırasıyla c.758insT, c.1479delC, c.3048delT mutasyonları tespit edilmiştir. 
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c.758insT ve c.1479delC mutasyonlarına sahip bireylerin aile hikayesinde meme 

tümörü bulunduğu; ayrıca c.1479delC mutasyonu görülen bireyde tümör teşhisinin 45 

yaşından önce yapıldığı bildirilmiştir. Ding ve ark. (2018), çalışmalarında Afrika 

kökenli Amerikalı kadınlarda meme tümörü ile ilişkili homolog rekombinasyon 

genlerinde mutasyon taramışlardır. PALB2, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, 

XRCC2 ve XRCC3 genlerinin araştırıldığı çalışmada, PALB2 geninde iki varyantın 

hasara neden olabileceği bildirilmiştir. Kurian ve ark. (2019), Amerika’nın iki 

eyaletinde meme tümörü ve ovaryum tümörü hastası popülasyonlarda yapılan bir 

çalışmada meme tümörü hastalarının %24,1’inde genetik test sonucu bulunduğunu, bu 

sonuçlara göre PALB2 patolojik mutasyonlarının prevalansının %1,0 olarak 

hesaplandığını bildirmişlerdir. Lu ve ark. (2019), Amerika’da meme tümörü, ovaryum 

tümörü ve her iki tümör teşhisinin de konulduğu vakalarda yapılan ekzom dizilemede 

meme tümörü hastalarında PALB2 geninin tümör oluşturma riskini %5,53 olarak, 

erkek meme tümörü riskini ise %22,73 olarak hesaplamışlardır. Caskey ve ark. (2020), 

Alabama Üniversitesinde “Kadın Kanserlerinde Önleyici Bakım Programı”na kayıtlı 

kadınlardan BRCA1/2 genleri haricinde mutasyon bulunan kadınlarda yürüttükleri 

çalışma kapsamında en yaygın görülenleri ATM, CHEK2 ve PALB2 genlerinde olan 

16 mutasyon tespit etmiştir. Hastaların %11,5’i profilaktik cerrahi geçirmiş, %88,5’i 

ise aktif olarak izlenmiştir. Popülasyonun yalnızca %11,6’sında biyopsi sonucu malign 

olarak tespit edilmiştir. PALB2 mutasyonu olan bir bireyde invaziv meme tümörü 

görüldüğü bildirilmiştir. Palmer ve ark. (2020), Afrika Kökenli Amerikalı meme 

tümörü hastalarında yaptıkları vaka-kontrol çalışmasında panel testi ile mutasyon 

taraması yapmış ve mutasyonların meme tümörü riski ile ilişkisini değerlendirmiştir. 

PALB2 geni mutasyon frekansı meme tümörü hastası bireylerde %1,05; kontrol 

grubunda ise %0,10 olarak hesaplanmıştır. BRCA1, BRCA2 ve PALB2 genlerindeki 

mutasyonlar yüksek meme tümörü riskleri ile ilişkili bulunmuş, riskler sırasıyla 

BRCA1 için 47,55 kat, BRCA2 için 7,25 kat ve PALB2 için 8,54 kat olarak 

hesaplanmıştır. Walsh ve ark. (2021), “Carolina Breast Cancer Study” ismindeki 

çalışmalarında invaziv meme tümörüne yatkınlığa neden olan biyolojik ve sosyal risk 

faktörlerini araştırmışlardır. Hastaların %5,6’sında BRCA1, BRCA2, PALB2 ve TP53 

genlerinden birinde patolojik varyant tespit edilmiştir. PALB2 mutasyonlarının riski 

tüm tümör tipleri için 9,04 kat olarak hesaplanmış ve BRCA1 ve BRCA2 genlerinden 



 74 

sonra üçüncü sırada risk teşkil ettiği bildirilmiş, üçlü negatif meme tümörü için ise risk 

oranı 10,78 kat olarak hesaplanmıştır. Afrika kökenli Amerikalı hastalarda üçlü negatif 

meme tümörü ve BRCA2 ve PALB2 genleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 

ilişki bulunduğu bildirilmiştir. 

Orta ve Güney Amerika’da yapılan çalışmalar göz önünde bulundurulduğunda, 

Brezilyalı ailesel ovaryum ve meme tümörü hastalarında yapılan çalışmada (Silva ve 

ark., 2014) BRCA1, BRCA2, TP53 ve CHEK2 genlerinde mutasyon taranmış ve 

PALB2 dahil olmak üzere kansere yatkınlıkla ilişkilendirilmiş 14 farklı gende kopya 

sayısı varyasyonu (CNV) araştırılmış ancak PALB2 geninde herhangi bir farklılık 

görülmemiştir. Encinas ve ark. (2018), Brezilyalı hastalarda erken yaşta meydana 

gelen luminal (HER2 negatif) meme tümörlerinde BRCA germ hattı mutasyonları ve 

somatik mutasyonları araştırmışlardır. 36 luminal tümörün 16’sında PALB2 geninin 

de dahil olduğu farklı DNA tamir mekanizmalarında görevli birçok gende varyant 

tespit edilmiş, bu varyantların %54’ünün patolojik olduğu bildirilmiştir. Gomes ve ark. 

(2021), Brezilya’da BRCA1/2 negatif ailesel meme tümörü ve ovaryum kanseri 

hastalarında yüksek ve orta penetranslı genlerde mutasyon taramışlardır. Çalışma 

kapsamında 488 varyant tanımlanmış, hastaların %3,97’sinde patolojik veya patolojik 

olması muhtemel varyantlar tespit edilmiştir. Bu genler ATM (1), CHEK2 (2), PALB2 

(1) ve TP53 (1) genleri olarak bildirilmiştir. PALB2 geninde bir patolojik varyant ve 

iki önemi bilinmeyen varyant bildirilmiştir.  

Jara ve ark. (2017), Orta Amerika ve Güney Amerika’da meme tümörüne 

yatkınlık ile ilişkili genlerdeki mutasyonların araştırıldığı çalışmaları bir araya 

getirerek bu bölgedeki genel durumu gözler önüne sermek istemiş, yapılan çalışmalar 

içinde yalnızca Şili’de PALB2 geninde rs152451 ve rs45551636 varyantlarının aile 

hikayesinde meme tümörü geçmişi bulunan vakalarda meme tümörü riskini artırdığını 

ifade etmişlerdir. Cock-Rada ve ark. (2018), Kolombiya’da 85 hasta üstünde ailesel 

meme ve ovaryum tümörlerini incelemek üzere bu tümör oluşumu ile ilişkili 25 gen 

içeren panel ile çalışmış; BRCA1, BRCA2, PALB2, ATM, MSH2 ve PMS2 genlerinde 

delesyon nedeni ile germ hattında patolojiye sebep olan mutasyonlar tespit etmişlerdir. 

PALB2 genindeki zararlı mutasyonun c.1240C>T (p.R414X) pozisyonunda 
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bulunduğu, ayrıca etkisi bilinmeyen iki varyantın daha tespit edildiği (c.23C>T ve 

c.483C>G) bildirilmiştir. Urbina-Jara ve ark. (2019), Latin Amerika’da meme tümörü 

hastalarında yapılmış çalışmalarda DNA tamir mekanizmasında aktif görev yapan 

genlere ilişkin germ hattı mutasyonu verilerini bir araya getirmişlerdir. PALB2 genine 

ilişkin incelenen 11 Latin Amerika ülkesi içinden yalnızca Şili ve Kolombiya’da 

varyant tespit edildiği, toplamda altı adet PALB2 varyantı bildirildiği tespit edilmiştir.  

Üç varyant yalnızca Şili’de, diğer üç varyant ise yalnızca Kolombiya’da bildirilmiştir. 

Oliver ve ark. (2019) ise yine Latin Amerika’da yürütülen ailesel meme tümörü ve 

ovaryum tümörü çalışmasının (LACAM) ilk fazı kapsamında genomik epidemiyolojik 

bir yaklaşım izlemişlerdir. Proje kapsamında PALB2 geninde Kolombiya’da bir, 

Meksika’da bir varyant olmak üzere toplamda iki patolojik varyant tespit edilmiştir. 

Patolojik varyantların içinde PALB2 genindeki varyantların frekansı %5,1 olarak 

hesaplanmıştır. George ve ark. (2021), Karayipler’de meme tümörü ve ovaryum 

kanseri hastalarında panel testi ile yaptıkları çalışmada hastaların %14,2’sinde germ 

hattında patolojik veya patolojik olması muhtemel mutasyon tespit etmişlerdir. Tespit 

edilen varyantların dağılımı BRCA1 (%64), BRCA2 (%23), PALB2 (%9) ve RAD51C, 

CHEK2, ATM, STK11, NBN genleri (%4) olarak bildirilmiştir. Çalışma yapılan yedi 

ülkeden Bahamalar ve Cayman Adaları’nda hiç patolojik PALB2 varyantına 

rastlanmazken, Barbados ve Jamaika’da dört, Dominik Cumhuriyeti ve Trinidad 

Tobago’da iki, Haiti’de ise bir patolojik varyant görüldüğü ifade edilmiştir. 

İspanya’da García ve ark. (2009), İspanyol meme tümörü hastası ailelerde daha 

önce fanconi anemi çalışmalarında bildirilmiş yanlış anlam 

mutasyonları, c.1056_1057delGA yeni varyantı, 5’ UTR bölgesi varyantı ve intronik 

varyantlar tespit etmiş, ayrıca c.1056_1057delGA varyantına sahip ve BRCA1 ile 

BRCA2 mutasyonu görülmeyen bireyde heterozigotluk kaybı olduğunu 

bildirmişlerdir.  

İrlanda’da McInerney ve ark. (2010), meme tümörü hastalarında CHEK2, BRIP1 

ve PALB2 geni varyantlarını araştırmışlardır. Yapılan çalışmada genin tamamı 

sekanslanmamış, yalnızca Rahman ve ark. (2008)’ın İngiltere’de bildirmiş olduğu beş 

PALB2 mutasyonunun varlığı incelenmiş, bu mutasyonların meme tümörü 
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predispozisyonuna neden olduğunu önerebilecekleri sağlam kanıtlar elde 

edemediklerini bildirmişlerdir. Aloraifi ve ark. (2015) ise İrlandalı BRCA1/2 

mutasyonu bulunmayan ailesel meme tümörü hastası bireylerde 312 geni kapsayan 

çalışmada yalnızca bir hastada PALB2 mutasyonu saptayabilmişlerdir. 

İtalya’da Papi ve ark. (2010), BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu bulunmayan 

bireylerden oluşturulmuş İtalyan popülasyonunda PALB2 genindeki mutasyonları 

taramış ve tespit ettikleri varyantlar arasından p.R753X mutasyonunun anne ve kızında 

görüldüğünü ayrıca zararlı bir mutasyon olduğunu bildirmişlerdir. Aynı yıl İtalya’da 

yapılan bir başka çalışmada (Balia ve ark., 2010), örneklemdeki ailelerden birinde 

PALB2 geninde 10 adet varyant tespit etmiş, p.L451X mutasyonunun İtalya 

popülasyonu için risk oluşturabileceği ifade edilmiştir. 

Polonya’da Dansonka-Mieszkowska ve ark. (2010), Polonyalı meme tümörü ve 

ovaryum kanseri hastaları ile sağlıklı kontrollerde yaptıkları çalışmada PALB2 geninde 

dördü ilk kez tespit edilmiş olmak üzere 10 adet varyant ve hasarlı protein üretimine 

neden olan c.509_510delGA (p.R170fs) mutasyonunu tespit etmişlerdir. Tespit edilen 

delesyon iki ovaryum kanseri hastasında, dört ailesel meme tümörü hastasında ve 

kontrol grubunda bulunan sağlıklı bir bireyde görülmüştür, sporadik meme tümörü 

vakalarında ise bu mutasyon görülmemiştir. Cybulski ve ark. (2019), Polonya’da 

meme tümörü için aile hikayesi bulunan popülasyonda yaptıkları taramada 

probandların %50,3’ünde germ hattı mutasyonu tespit etmiştir. Çalışmada altı gendeki 

(BRCA1, BRCA2, CHEK2, PALB2, NBN ve RECQL) 20 kurucu mutasyonun 

Polonya’daki ailesel meme tümörü görülen ailelerin %82'sinde görüldüğü bildirilmiş, 

ailesel meme tümörü riski PALB2 geni mutasyonları için %15,4 olarak hesaplanmıştır. 

PALB2 geninde tespit edilen altı mutasyondan c.509_510delGA ve 

c.172_175delTTGT kurucu mutasyonlarının PALB2 pozitif vakaların %83’ünü 

oluşturduğu bildirilmiştir. 

Hollanda’da Adank ve ark. (2011), Amsterdam’da birbirleri ile akrabalık 

ilişkileri bulunmayan ancak aile geçmişlerinde tümör hikayesi bulunan, farklı kanser 

türlerinden muzdarip (meme tümörü, ovaryum kanseri, erkek meme tümörü ve 
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pankreas kanseri) kanser hastalarında yaptıkları çalışmada, PALB2 geninde kodlanan 

bölgede yedi yanlış anlam mutasyonu, üç sinonim mutasyon ve bir delesyon tespit 

etmiş; intronik bölgelerde ise 11 varyant bulduklarını bildirmişlerdir.  

Bogdanova ve ark. (2011), Alman ve Rus asıllı bilateral meme tümörü 

hastalarında PALB2 varyantlarını taramış, toplamda 15 varyant tespit etmiştir. Alman 

hastalarda ve Rus hastalarda farklı mutasyonlar bildirilmiştir. Aynı yıl Hellebrand ve 

ark. (2011), Almanya’da ailesel meme tümörü hastalarında yaptıkları çalışmada altısı 

yeni olmak üzere hasarlı protein üretimine neden olan yedi farklı mutasyon tespit 

etmiş, hastalıkla ilişkili olabileceği düşünülen yanlış anlam mutasyonları görüldüğünü 

bildirmişlerdir. Hauke ve ark. (2018), Almanya’da yaşayan BRCA1 ve BRCA2 

mutasyonları yönünden negatif oldukları tespit edilmiş meme tümörü hastalarında 

PALB2 geni mutasyonlarının prevalansının %1,2 oranı ile CHEK2 ve ATM genlerinin 

ardından en yüksek sırada geldiğini bildirmiştir.  

Finlandiya’da PALB2 genine ilişkin tekrarlayan kurucu mutasyonun 

tanımlanmasının ardından (Erkko ve ark., 2007 ve Heikkinen ve ark., 2009), Kuusisto 

ve ark. (2011), ailesel meme ve/veya ovaryum tümörü hastası bireyde yaptıkları 

çalışmada PALB2 geninin de dahil olduğu yedi gende mutasyon taraması yapmış, 

PALB2 geninde üçü yeni olmak üzere dokuz farklı varyant olduğunu tespit 

etmişlerdir. Daha önce Çin popülasyonunda bildirilmiş olan c.2586+58C>T varyantı 

hastaların %43,9’unda tespit edilmiş ve bu varyantın Çin popülasyonunda meme 

tümörü riskini %36 artırdığı belirtilmiştir. Önceden bildirilen diğer varyantların meme 

tümörü riskini artırmadığı, yeni tespit edilen varyantların ise protein tahminlerinde 

nötral olarak değerlendirildiği ifade edilmiştir. Nurmi ve ark. (2019), Finlandiya’da 

orta derecede risk genlerinde tekrarlayan mutasyonların meme tümörü hastalarındaki 

frekansını araştırmışlardır. PALB2 geni c.1592delT mutasyonunun da araştırıldığı 

çalışmada ailesel meme tümörü hastalarında bu mutasyonun frekansını %2,37; 

sporadik vakalarda %0,75; kontrol grubunda ise %0,16 olarak hesaplamışlardır. Tüm 

meme tümörü hastaları göz önünde bulundurulduğunda ise frekansın 1,45 olarak 

hesaplandığı bildirilmiştir.  
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Goidescu ve ark. (2018), Romanya’da PALB2 geninin de dahil olduğu panel 

testine yönlendirilen meme tümörü hastalarında tespit ettikleri mutasyonların 

prevalansını araştırmışlardır. Çalışma sonuçları popülasyonun %62’sinin penetransı 

yüksek genlerde, %29’unun orta derecede penetrans gösteren genlerde, %9’unun ise 

diğer genlerde olduğunu göstermiştir. PALB2 geninde dört patolojik varyant ve etkisi 

bilinmeyen bir varyant çalışmadaki 82 hastadan altısında tespit edilmiştir. 

Hilz ve ark. (2019), Letonya popülasyonunda PALB2 ve RECQL meme tümörü 

yatkınlık genlerindeki varyantları araştırmışlardır. PALB2 genine ait iki varyantın 

tarandığı çalışmada c.509_510delGA varyantına ilişkin göreceli risk 7,18 

olarak, c.172_175delTTGT varyantına ilişkin göreceli risk ise 1,5 olarak 

hesaplanmıştır.  

Zanti ve ark. (2020), Güney Kıbrıs Rum Yönetimi’ndeki BRCA1 ve BRCA2 

genlerinde mutasyon bulunmayan üçlü negatif meme tümörü hastalarında yaptıkları 

panel testi ile BRCA1 ve BRCA2 genleri haricindeki tümör yatkınlık genlerinin 

prevalansını araştırmışlardır. Çalışmaya dahil edilen hastaların %4,3’ünde PALB2 

geninde patolojik varyant tespit edilmiştir. PALB2 geninde tespit edilen mutasyonların 

prevalansının diğer popülasyonlara nazaran daha yüksek olduğu üstünde durulmuştur. 

Fostira ve ark. (2020), Yunanistan’da bir kısmı aile öyküsünde kanser bulunan 

hastalardan, diğer bölümü ise erken yaşta tanımlanan meme tümörü vakalarından 

oluşan vakalarda panel testi ile mutasyon taramış ve gene özgü riskleri 

hesaplamışlardır. PALB2 geninde mutasyon frekansı %0,8 olarak hesaplanmış ve 

meme tümörüne yatkınlık için anlamlı derecede ilişkili bulunan genler arasında 

gösterilmiştir. 

Akçay ve ark. (2021), Türkiye’de meme tümörü ve kolorektal kanser 

hastalarında kanser yatkınlık genlerinde varyant dağılımını araştırmışlardır. Yüksek 

riskli meme tümörü hastalarının %17,2’sinde patolojik germ hattı varyantı tespit edilen 

çalışmada dokuz PALB2 mutasyonu bildirilmiştir. Etkisi bilinmeyen varyantlar ise 19 

yanlış anlam mutasyonu ve bir intronik varyant olarak bildirilmiştir. PALB2 genine 
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ilişkin risk oranı ise meme tümörü için çalışmadaki kontrol grubuna oranla 8,23 kat 

olarak hesaplanmıştır. 

Çin’de yapılan çalışmalara bakıldığında, Chen ve ark. (2008), rs249954, 

rs249935, rs120963 ve rs16940342 kodlu TNP’lerin Çin popülasyonunda düşük 

penetrans ile meme tümörü oluşumunu etkilediklerini bildirmişlerdir. Cao ve ark. 

(2009), Çin’de ailesel meme tümörü geçmişi olan meme tümörü hastası kadınlarda 

dokuzu kodlanan bölge, biri 5’ UTR bölgesi, biri intronik bölge olmak üzere toplamda 

11 varyant tespit etmişlerdir. Cao ve ark. (2010), Doğu Çin’de meme tümörlü ve 

sağlıklı bireylerde popülasyonda yaygın olarak görülen altı adet PALB2 TNP’sinin 

meme tümörüne yatkınlıkla ilişkisini araştırmışlardır. rs249935 varyantındaki G alleli, 

taşınan her bir A alleli için meme tümörü riskinde 1,21 kat artışla ilişkilendirilmiştir. 

rs447529 varyantı için ise dominant kalıtım modeline göre yabanıl tip CC 

homozigotları ile karşılaştırıldığında, varyant homozigot GG ve heterozigot GC 

taşıyıcılarının 0,43 kat daha düşük meme kanseri riskine sahip olduğu bildirilmiştir. 

Jian ve ark. (2017), Çin popülasyonunda panel testi ile ailesel meme tümörünü klinik 

ve genetik açıdan araştırmışlardır. Yarısı meme tümörü hastası; diğer yarısı ise meme 

tümörü açısından yüksek riskli kabul edilen bireylerde yapılan çalışmada PALB2 

genine ilişkin mutasyonlara bakıldığında, meme tümörü hastası bireylerin ikisinde 

(%1,7) mutasyon tespit edilmiş, riskli grupta ise herhangi bir mutasyon görülmediği 

bildirilmiştir. Han ve ark. (2017), Meme Kanseri Derneği Konsorsiyumu (Breast 

Cancer Association Consortium / BCAC) içindeki Asya kökenli bireyler ve Şangay 

Meme Kanseri Genetiği Çalışması (Shanghai Breast Cancer Genetics Study / SBCGS) 

dahilindeki meme tümörü hastası ve kontrol grubu bireylerde yapılan çalışma 

sonucunda PALB2 geninde rs13330119 intronik bölge varyantının tümör riski ile 

istatistiksel olarak anlamlı derecede ilişkili olduğunu tespit etmişlerdir. Xie ve ark. 

(2018), Çinli meme tümörü hastalarında tümör yatkınlığı ile ilişkilendirilmiş 10 gen 

ile yaptıkları somatik ve germ hattı mutasyonu taramasında PALB2 geninde 

popülasyonun %0,3’ünde patolojik germ hattı mutasyonu bulunduğunu, etkisi 

bilinmeyen varyantlar için ise hem somatik hem de germ hattı varyantları içinde zararlı 

olmayan varyantların %4,8 oranında görüldüğünü bildirmişlerdir. Lang ve ark. (2020), 

Çin’de meme tümörü açısından iki yüksek risk faktörüne sahip ve BRCA mutasyonu 
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bulunmayan meme tümörü hastalarında 30 kanser yatkınlık geninde mutasyon 

taramışlardır. PALB2 geninde tespit edilen patolojik ve patolojik benzeri mutasyonlar 

popülasyonun %1,3’ünde tespit edilmiş, PALB2 geni en çok mutasyon görülen 

dördüncü gen olarak bildirilmiştir. PALB2 mutasyonu tespit edilen beş bireyden 

dördünün aile hikayesinde meme tümörü olduğu görülmüştür. Zhou ve ark. (2020), 

BRCA negatif Çinli meme tümörü hastaları ile yaptıkları vaka-kontrol çalışmasında 

PALB2 germ hattı mutasyonlarının dağılımlarını ve etkilerini araştırmışlardır. PALB2 

mutasyonları meme tümörü hastası grubun %0,97’sinde, kontrol grubunun ise 

%0,19’unda saptanmıştır. PALB2 mutasyonlarının meme tümörü riskini 5,23 kat 

artırdığı bildirilmiş, 30 yaş altındaki kadınlarda ise bu risk 10,09 kat olarak 

hesaplanmıştır. Aile öyküsü, tümör boyutunun büyüklüğü, üçlü negatif meme tümörü, 

lenf düğümlerine metastazis ve çift taraflı meme tümörü gibi klinik özellikler PALB2 

mutasyonları ile ilişkilendirilmiştir. 

Japonya’da Momozawa ve ark. (2018), yaptıkları vaka-kontrol çalışmasında 

Japon popülasyonu için ailesel meme tümörü ile ilişkili en önemli genlerin BRCA1, 

BRCA2, PALB2 ve TP53 genleri olduğunu bildirmişlerdir. PALB2 geninde p.G559X 

varyantının ilk kez bu çalışmada tespit edildiği ve tekrarlayan bir mutasyon olduğu 

bildirilmiş, bu gende toplamda 21 patolojik varyant tespit edildiği ifade edilmiştir. 

Kaneyasu ve ark. (2020), güçlü aile öyküsü bulunan, BRCA1/2 mutasyonları yönünden 

negatif, Japon ailesel meme ve ovaryum kanseri sendromu hastalarında panel testi ile 

yatkınlığa neden olan genleri araştırmışlardır. 12 gende fonksiyon kaybına neden olan 

38 germ hattı mutasyonu tespit edilmiştir. PALB2, BARD1 ve BLM mutasyonlarının 

sağlıklı popülasyonlar ile karşılaştırıldığında oldukça önemli oldukları bildirilmiştir. 

PALB2 geninde bildirilen patolojik ve patolojik olması muhtemel mutasyonların 

yalnızca meme tümörü vakalarında görüldükleri bildirilmiştir. Bununla birlikte PALB2 

geni için germ hattı mutasyonu tespit edilen bireylerde heterozigotluk kaybı ve 

somatik mutasyonlar olduğu da (test edilen beş bireyin birinde heterozigotluk kaybı, 

dördünde somatik mutasyonlar) bildirilmiştir. 
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Kim ve ark. (2010), Kore’de meme tümörü hastalarında PALB2 geninde 

c.1592delT ve c.229delT mutasyonlarını taramış ve ilgili popülasyonda bu 

mutasyonların görülmediğini bildirmişlerdir. 

Singapur’da Wong ve ark. (2016) tarafından yapılan çalışmada Asya kökenli 

bireylerin ailesel meme tümörüne yatkınlıkları panel testi ile araştırılmış, hastaların 

%30’unda 67 patolojik varyant tanımlanmış; bu varyantlardan altısının PALB2 

geninde bulunduğu (PALB2 mutasyonları hastaların %9’unda) tespit edilmiştir.  

Lolas Hamameh ve ark. (2017), meme tümörü hastası Filistinli kadınlarda 

yaptıkları çalışmada 11 farklı gende (BRCA1, BRCA2, TP53, ATM, CHEK2, BARD1, 

BRIP1, PALB2, MRE11A, PTEN ve XRCC2) mutasyon taramış ve hastalardan birinde 

PALB2 geninde mutasyon tespit edildiğini bildirmişlerdir. 

Moradian ve ark. (2021), Ermenistan’daki ailesel meme ve ovaryum kanseri 

sendromundan şüphelenilen meme tümörü hastalarında germ hattı mutasyonlarının 

dağılımını araştırmışlardır. Hastaların %58’inde altı gende (BRCA1, BRCA2, CHEK2, 

PALB2, NBN) 26 patolojik ve altı patolojik olması muhtemel varyant tespit edilmiş, 

PALB2 geninde iki patolojik varyant ve etkisi bilinmeyen üç varyant tespit edildiği 

bildirilmiştir.   

Afrika’da yapılan çalışmalara bakıldığında, Sluiter ve ark. (2009) Güney 

Afrikalı 29-45 yaş aralığında 48 meme tümörü hastası kadında PALB2 varyantlarını 

araştırmış, c.697delG ve in silico analizlerde patolojik olmadığı görülen p.E211G 

varyantlarını ilk kez tespit etmişlerdir. c.697delG mutasyonunu taşıyan bireyin İngiliz 

kökenli olduğu bildirilmiştir. Bunun haricinde çalışmada daha önce tespit edilmiş, biri 

patolojik olan beş yanlış anlam mutasyonu ve üç intronik varyant tespit edilmiştir. 

Zheng ve ark. (2018), Nijeryalı meme tümörü hastalarında yaptıkları çalışmada panel 

testi ile kalıtsal meme tümörü yatkınlığı ile ilişkilendirilebilecek genleri taramış, 

hastaların %1’inde PALB2 geninde fonksiyon kaybına neden olan mutasyon tespit 

ettiklerini bildirmişlerdir. Bu çalışmada BRCA1, BRCA2, PALB2 ve TP53 genleri 

anlamlı derecede meme tümörü riski ile ilişkilendirilmiştir. Adedokun ve ark. (2020), 
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Uganda ve Kamerunlu kadınlarda meme tümöründe predispozisyona neden olan 

genlerde germ hattı mutasyonlarının prevalansını araştırmışlardır. PALB2 geni 

prevalansı patolojik ve patolojik olması muhtemel mutasyonlar açısından %1 olarak 

hesaplanmış ve en sık mutasyon tespit edilen dördüncü gen olarak bildirilmiştir.  

 Southey ve ark. (2010), Avustralya’daki kadın populasyonunda görülen meme 

tümörü vakalarında PALB2 geninde p.W1038X mutasyonunun pentrans ve 

prevalansını araştırmışlardır. Mutasyon tespit edilen bireylerin aile geçmişlerinde 

tümör hikayesi bulunmuş ve aynı mutasyonun birden fazla birinci derece veya ikinci 

derece yakınlarda saptandığı bildirilmiştir. Risk oranı %30,1 olarak, 50 yaş için 

kümülatif risk %49; 70 yaş için ise %91 olarak hesaplanmıştır. 

Lattimore ve ark. (2021), Yeni Zelanda’da yaptıkları panel çalışmasında meme 

tümörü hastalarının %3,5’unda BRCA1, BRCA2, PALB2 veya PTEN genlerinde zararlı 

mutasyon bulunduğunu bildirmişlerdir. PALB2 geninde yalnızca p.Q66* varyantı 

tespit edilmiştir. 

Suszynska ve ark. (2019), yaptıkları meta-analizde meme tümörü ve ovaryum 

tümörü çalışmalarını incelemiştir. İncelenen 48 meme tümörü çalışmasında PALB2 

geninin dahil edildiği 46 panel testi bulunmuştur. Meme tümörü vakaları 

değerlendirildiğinde mutasyon frekansı en yüksek beşinci genin %8’lik frekansla 

PALB2 geni olduğu görülmüştür. Meta-analiz sonucunda PALB2 geni meme tümörü 

için yüksek risk grubuna dahil edilmiştir. 

PALB2 mutasyonları da BRCA1 ve BRCA2 mutasyonları gibi meme tümörü 

vakalarında hastalık yönetimi, tedavi seçimi, kısa dönemli ve hayat boyu risk 

hesaplanması ve genetik danışmanlık amacıyla etkin biçimde kullanılmakta ve meme 

tümörünün genetik alt yapısının araştırılması için geliştirilen panellerde özellikle aile 

hikayesinde meme tümörü vakası bulunan bireylerde rutin olarak kullanılmaktadır 

(Clifford ve ark., 2016 ve Kwong ve ark., 2016). Frey ve ark. (2017), PALB2 

mutasyonu bulunan bireylerde cerrahi girişim ve tedavi yöntemlerine dikkat çekmiş, 

manyetik rezonans görüntüleme (MRG) ve aile hikayesi ışığında profilaktik 
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mastektomi uygulanabileceği ve ölüm oranlarının kemoterapi ile azaltılabileceğini 

ifade etmiştir. Rosenthal ve ark. (2017), meme tümörü hastası kadınlarda BRCA1 ve 

BRCA2 genlerinin de dahil olduğu 25 geni kapsayan ailesel kanser panelini kullanmış, 

bunun yanı sıra meme tümörü ile ilişkili olduğu ortaya konmuş yedi gende (CDH1, 

PTEN, STK11, TP53, ATM, CHEK2 ve PALB2) de patolojik varyantları 

taramışlardır. ATM, CHEK2 ve PALB2 genlerinde tespit edilen varyantların BRCA1 

ve BRCA2 yönünden negatif olan bireylerin %94,8’ini oluşturduğu bildirilmiş, hayat 

boyu meme tümörü riski %20’nin üzerinde hesaplanan kadınlardan %1,2’sinin 

patolojik varyant taşıdığı, bu hastaların %26,9’unda PALB2 geni varyantı olduğu 

bildirilmiştir. MRG gerektiren hastaların oranında bu genlerin (ATM, CHEK2 ve 

PALB2) kontrol edilmesi sonucunda %68’lik bir artış görüleceğini ve panellere bu 

genlerin dahil edilmesi gerektiği ifade edilmiştir. Manahan ve ark. (2019), ATM, 

CDH1, CHEK2, NBN, NF1, PALB2 ve STK11 genlerinde mutasyon tespit edilen 

meme tümörü hastalarında gelişmiş tarama yapılması gerektiğini bildirmiş, güçlü bir 

aile hikayesi bulunmayan hastalarda mastektomiyi desteklememiş ancak yıllık tarama, 

MRG ve tomosentez mamografi yapılmasını önermiştir. Teoh ve ark. (2020) ise tek 

taraflı meme tümörü görülen hastalarda PALB2 genindeki mutasyonların iki memede 

de risk teşkil etmesi nedeniyle profilaktik mastektomi önerilmesine ilişkin herhangi 

bir veri bulunmadığını bildirmişlerdir. 

Yalnızca kadınlarda değil, erkeklerde de meme tümörüne yatkınlıkta PALB2 

germ hattı mutasyonlarına ilişkin yapılmış çalışmalar mevcuttur (Ding ve ark., 2011a; 

Scarpitta ve ark., 2019; Silvestri ve ark., 2010 ve Tedaldi ve ark., 2020) ancak tez 

konusu erkek bireyleri kapsamadığı için bu çalışmalara değinilmemiştir. Ayrıca, 

yapılan araştırmalar arasında yalnızca PALB2 mutasyonlarının taranması yönelik 

çalışmalar değil, aynı zamanda promotor bölgesi metilasyonu (Scott ve ark., 2016), 

PALB2 gen ifadesinin prognoza yönelik araştırılması (Li ve ark., 2018 ve Pereira-

Veiga ve ark., 2019) gibi çalışmalar da mevcuttur.  

İnsan meme tümörü vakalarında PALB2 geni mutasyonlarının etkilerine ilişkin 

yapılmış çalışmalar özetlendiğinde; PALB2 geninde tespit edilmiş birçok varyant 

bulunduğu, bu varyantların bazılarının patolojik, bazılarının patolojik olması 
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muhtemel varyantlar olduğu ve bir kısmının ise etkisinin bilinmediği bildirilmiştir. 

Farklı popülasyonlarda yapılan çalışmalarda, PALB2 mutasyonlarının bazı 

popülasyonlarda sık görülmesine karşın, bazı popülasyonlarda hiç görülmemesi dikkat 

çekmektedir. Benzer şekilde, meme tümörü riskinin hesaplandığı çalışmalar göz önüne 

alındığında, PALB2 geninin bazı popülasyonlarda meme tümörü için orta dereceli risk 

teşkil eden genlerden biri olduğu, yapılan son çalışmalara ve meta-analizlere göre ise 

yüksek derecede risk oluşturan genler arasında bulunduğu görülmüştür. 

Tez çalışması, PALB2 geni WD40 domaininde meydana gelen germ hattı 

mutasyonlarının HR mekanizması üstünden KMT vakalarının gelişimi ve 

malignitesinde etkili olabileceği hipotezi üstüne kurulmuştur. Bu amaçla KMT hastası 

bireyler ve sağlıklı kontrolde PALB2 geni WD40 domainini kodlayan bölgeler DNA 

dizi analizine tabi tutularak tespit edilen varyantların KMT gelişimi ve malignitesine 

etkilerinin in silico analizlerle araştırılması amaçlanmıştır. Çalışma kapsamında 

yalnızca KMT vakaları ele alınmamış, PALB2 varyantlarının insan ve köpek türlerinde 

karşılaştırılması ile karşılaştırmalı onkoloji alanında bir çalışma gerçekleştirilmiştir. 

Aynı zamanda HR mekanizmasında PALB2 proteini ile doğrudan etkileşime geçen 

BRCA2 ve RAD51 proteinlerine ilişkin veriler de değerlendirilerek HR 

mekanizmasında görevli bu üç proteinde tespit edilen mutasyonların KMT hastası 

bireylerdeki kümülatif etkileri araştırılmıştır.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışmada, Fırat Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurul Başkanlığı’nın 

06.02.2013 tarihli, 2013/01 toplantı sayılı, 02 karar numaralı onayı ile gerçekleştirilen 

Fırat Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından 

desteklenmiş VF1311 kodlu projede kullanılan örneklemden seçilen KMT (n=20) ve 

sağlıklı (n=1) bireylere ait kan örnekleri Ankara Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu’nun 17.07.2018 tarihli, 2018-15-94 numaralı izni ile kullanılmıştır.  

Tez önerisinde sağlıklı birey sayısı üç olarak bildirilmesine karşın, iki sağlıklı 

bireyde (33 ve 35 numaralı bireyler) fibroadenoma ve lipoma vakaları görüldüğü tespit 

edilmiş, Tez İzleme Komitesi’nin onayı ile bu iki birey örneklem dışı bırakılarak 

çalışmaya bir sağlıklı birey ile devam edilmiştir. 

Örnekleme dahil edilen KMT’li bireylerin seçiminde Türkiye’de KMT’ye ilişkin 

yapılmış çalışmalar göz önünde bulundurulmuştur (Atalay Vural ve Aydin, 2001; Erer 

ve Kıran, 1993 ve Gülçubuk ve Gürel, 2003). Özmen ve ark. (2017a;b)’nın BRCA2 ve 

RAD51 genlerinde buldukları varyantlar da dikkate alınarak örneklem 

oluşturulmuştur. Örnek dağılımı ve bireylere ait bilgiler Çizelge 2.1 ve 2.2’deki 

gibidir. 

Çizelge 2.1. Örneklerin dağılımı. 

Çalışmada İncelenen Tümör Tipleri ve Birey Sayıları 

Sağlıklı (n=1) Benign Tümör (n=7) Malign Tümör (n=13) 

Polimorfizmlerin 
validasyonu; 32 
no’lu birey 

Benign miks tümör (n=3); 26, 29, 30 
no’lu bireyler  

Malign miks karsinoma (n=3); 16, 17 ve 20 
no’lu bireyler  

Papiller kistik adenoma (n=2); 22, 24 
no’lu bireyler 

Kompleks adenokarsinoma (n=2); 1, 21 no’lu 
bireyler 

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

 

 

Karsinosarkoma (n=2); 2, 3 no’lu bireyler 
Solid karsinoma (n=2); 5, 11 no’lu bireyler 
Anaplastik karsinoma (n=2); 6, 12 no’lu 
bireyler 
Tübüler adenokarsinoma (n=2); 10, 13 no’lu 
bireyler 



 86 

Çizelge 2.2. Seçilen KMT vakalarına ilişkin bilgiler. 

Vaka 
Kodu Irk Yaş Tümör Tipi Histolojik 

Derece 
Akciğer 

Metastazisi  
Kısırlaştırma 

Durumu 

1 Golden retriever 13 Kompleks 
adenokarsinoma II - - 

2 Melez 9 Karsinosarkoma II - - 
3 Rottweiler 12 Karsinosarkoma III + - 
5 Tibetan terrier 12 Solid karsinoma II - + 

6 Pinscher 15 Anaplastik 
karsinoma III - - 

10 Tibetan terrier 13 Tubuler 
adenokarsinoma I - - 

11 Rottweiler 13 Solid karsinoma II - - 

12 Tibetan terrier 7 Anaplastik 
karsinoma III + - 

13 Golden retriever 11 Tubuler 
adenokarsinoma I - - 

16 Melez 13 Malign miks 
karsinoma II - - 

17 English setter 9 Malign miks 
karsinoma II - - 

20 Kangal  8 Malign miks 
karsinoma II + - 

21 Golden retriever 12 Kompleks 
adenokarsinoma II - - 

22 Boxer 6 Papiller kistik 
adenoma - - - 

24 Husky 10 Papiller kistik 
adenoma - - - 

25 Yorkshire terrier 8 Fibroadenoma - - - 
26 Tibetan terrier 16 Benign miks tümör - - - 
29 Melez 7 Benign miks tümör - - - 
30 Tibetan terrier 9 Benign miks tümör - - + 

31 English cocker 
spaniel 10 Fibroadenoma - - - 

Bu çalışmada KMT hastası ve sağlıklı bireylere ait kan örneklerinden DNA 

izolasyonları yapılmış, PALB2 geninin BRCA2 ve RAD51 proteinleri ile etkileşime 

geçtiği fonksiyonel bölge olan WD40 domainini kodlayan ekzon 6, ekzon 7, ekzon 8, 

ekzon 9, ekzon 10, ekzon 11, ekzon 12’nin tamamı ve ekzon 13’ün bir kısmı Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yükseltgenmiş ve ABIPrism 310 genetik analizör 

platformunda Sanger DNA dizileme metodu ile DNA dizileri elde edilmiştir. 

Proje kapsamında bulunmamasına karşın, elde edilen verilerin güçlendirilmesi 

amacıyla HR mekanizmasında PALB2 proteini WD40 domaini ile etkileşime geçen 

BRCA2 proteininin ekzon 2 ve ekzon 3 bölgelerinin bir kısmı tarafından kodlanan 21-

39 amino asitleri arasındaki fonksiyonel bölgesi DNA dizi analizine tabi tutulmuştur.  
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DNA dizi analizlerinden elde edilen veriler biyoinformatik analizler için 

hazırlanmış, ardından protein yapısı ve fonksiyonuna ilişkin verilerin elde edilebilmesi 

amacıyla in silico analizleri yapılmış ve projenin hedefleri kapsamında karşılaştırmalı 

onkoloji alanına katkı sağlamak için insanlardaki benzer varyasyonlar ile 

karşılaştırılmıştır. 

2.1. DNA İzolasyonu, DNA Kalite ve Kantitesi ile Bütünlüğünün Kontrolü 

VF1311 numaralı çalışmadan kalan DNA örnekleri spektrofotometre 

(Nanodrop2000, Thermo) ile kontrol edilmiştir. DNA yoğunluklarının düşük olması 

ve sekiz farklı reaksiyon için gerekmeleri nedeni ile KMT vakalarına (n=20) ait 

kanlardan tekrar DNA izolasyonu yapılmış, tüm aşamalar ticari kit (Qiagen, Blood and 

Tissue DNA extraction kit, Hilden, Germany) protokolüne uygun olarak 

gerçekleştirilmiştir.  

DNA kalitesi ve kantitesi spektrofotometre (Nanodrop2000, Thermo) ile 

ölçülmüştür. DNA bütünlüğü ise Tris Borik Asit EDTA (TBE) çözeltisi içinde SYBRTM 

Safe Gel Stain (Thermo Fisher) ile boyanmış %1’lik agaroz jele 1 mikrolitre (µl) 2X 

loading dye (Thermo Fisher)-2µl DNA yüklenerek, 1 kilobazlık (kb) ladder ile, 80 

Volt elektrik akımına tabi tutularak, 25-30 dakika yürütülerek görüntülenmiştir 

(Kodak Gel Logic 2200 Imaging System). Sonrasında her bir primer çifti için PZR 

işlemlerine geçilmiştir. 

2.2. Gen Bölgelerinin Yükseltgenmesi ve Saflaştırılması 

Yükseltgenecek bölgeler 257 ve 550 baz çifti (bç) uzunluğunda olduğu için 

standart bir DNA polimeraz enzimi seçilmiştir (Taq DNA Polymerase, recombinant 

(5U/µl) 500 units, Thermo Fisher). Çalışılacak bölgelere özgü primerler PALB2 geni 

referans dizisi (ENSCAFG00000030772) ve BRCA2 geni referans dizisi 
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(ENSCAFG00000006383) kullanılarak Primer-BLAST web aracında tasarlanmıştır. 

Primer-BLAST aracında bölgeye özgü olup olmadıkları, IDT OligoAnalyzer aracında 

ise dimer ve heterodimer yapıları ile saç tokası yapısı oluşturup oluşturmadıkları 

kontrol edilerek primer çiftlerinin bölgeleri yükseltgemek için uygun olduklarına karar 

verilmiştir. Primerler 50 nanomol (nm) sentez skalasında desalting saflaştırma metodu 

ile sipariş edilmiştir.  

Farklı sıcaklık ve MgCl2 konsantrasyonları ile gradient PZR kurularak her bir 

primer çifti için optimimum çalışma koşulları tespit edilmiştir. Tasarlanan 

oligonükleotitler ve yükseltgedikleri bölgeler Çizelge 2.3’te görülmektedir. 

Çizelge 2.3. PALB2 geni WD40 domainini ve BRCA2 geni etkileşim bölgesini kodlayan bölgelerin 
yükseltgenmesi amacıyla tasarlanmış primer setleri.  
bç: baz çifti. 

Primer ismi Gen Primer dizisi (5’-3’ yönünde) Amplikon 
uzunluğu 

Bölge 

WD40D1_F PALB2 GATGATGAATGAGCAATGCAGGA 257 bç Ekzon 6 parsiyel, 
intron 6 parsiyel 

WD40D1_R PALB2 AGAATGAGGGGAACGCCTG 

WD40D2_F PALB2 GAAACAGATCCCAAGTATGGCTTT 280 bç İntron 6 parsiyel, 
ekzon 7, intron 7 
parsiyel WD40D2_R PALB2 TGCCCAGCGACATTACCAT 

WD40D3_F PALB2 AGAGGATGCTGAACTTTCTCA 319 bç İntron 7 parsiyel, 
ekzon 8, intron 8 
parsiyel WD40D3_R PALB2 AAACCTACTTTACAACTTGCACT 

WD40D4_F PALB2 TGAAAAGGCTTACTCCTGAT 302 bç İntron 8 parsiyel, 
ekzon 9, intron 9 
parsiyel WD40D4_R PALB2 CCTAAAGCCCAGAAAAACAA 

WD40D5_F PALB2 AAGGCAAGGGCTGCTTAGAA 289 bç İntron 9 parsiyel, 
ekzon 10, intron 10 
parsiyel WD40D5_R PALB2 CCCCCAAACAGTCATATTTACAGTC 

WD40D6_F PALB2 TTCTCCCTTGGTCACTTCCT 259 bç İntron 10 parsiyel, 
ekzon 11, intron 11 
parsiyel WD40D6_R PALB2 CAGTGGGACCATTAGCAACA 

WD40D7_F PALB2 ACCCTTTGTTTTCCCCACCG 269 bç İntron 11 parsiyel, 
ekzon 12, intron 12 
parsiyel WD40D7_R PALB2 TTTGCACACGTGCCTTCCA 

WD40D8_F PALB2 CAGGGACTGGACACATGATTGC 550 bç İntron 12 parsiyel, 
ekzon 13 parsiyel 

WD40D8_R PALB2 TGGTGCCACTACCATCAGAA 

E2_F BRCA2 TGCATCCCTGTGAAGTGTTATT 240 bç Ekzon 2, intron 2 
parsiyel 

E2_R BRCA2 ATGTTGGCTTCTTTTCAGCAA 

E3_F BRCA2 ACAGATTGAAAGGAGAATAGGTT 279 bç İntron 2 parsiyel, 
ekzon 3 parsiyel 

E3_R BRCA2 GGTTTGGTTCATAGCTGATTTT 
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PZR reaksiyonlarında kullanılan kimyasalların konsantrasyonları ve PZR 

protokolü çizelge 2.4 ve çizelge 2.5’te görülmektedir. PZR reaksiyonları her bir primer 

çifti için ısı-döngü cihazında (Mastercycler epgradient, Eppendorf) gerçekleştirilerek 

agaroz jel elektroforezine tabi tutulmuştur. 

Çizelge 2.4. PZR'larda kullanılan kimyasalların konsantrasyon ve miktarları. 

Kimyasal Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Miktar (Hacmen) 

10X Buffer (KCl içeren) 10X 1X 2,5 µl 

MgCl2 25 mM 2,5 mM 2,5 µl 

dNTP 10 mM 200 µM 0,5 µl 

İleri yönlü primer 10 pikamol/µl 0,2 pikamol/µl 0,5 µl 

Geri yönlü primer 10 pikamol/µl 0,2 pikamol/µl 0,5 µl 

Taq polimeraz 5IU/µl 0,06IU/µl 0,3 µl 

Kalıp DNA 13,7-45,2 ng/µl 1-3,6 ng/µl 2 µl 

Toplam 25 µl’ye tamamlayacak hacimde ddH2O eklenir 

Çizelge 2.5. PZR reaksiyonları için ısı-döngü cihazı protokolü. 

Aşama Sıcaklık Süre 

Başlangıç denatürasyonu 94°C 4 dk 

Denatürasyon 94°C 15 sn 

X39 döngü Primer bağlanması 53-62°C* 20 sn 

Zincir uzaması 72°C 30 sn 

Son uzama 72°C 2 dk 

*WD40D1 için 59°C; WD40D2 için 58°C; WD40D3 için 62°C; WD40D4 için 53°C; WD40D5 için 62°C; 
WD40D6 için 57°C; WD40D7 için 59,5°C; WD40D8 için 59°C; E2 ve E3 için 56°C. 

PZR ürünleri Tris Borik Asit EDTA (TBE) çözeltisi içinde SYBRTM Safe Gel 

Stain (Thermo Fisher) ile boyanmış %2’lik agaroz jele 2µl 2X loading dye (Thermo 

Fisher)-2µl DNA yüklenerek, 100 bç ladder ile, 120 Volt elektrik akımına tabi 

tutularak, 20 dakika yürütülerek görüntülenmiştir (Kodak Gel Logic 2200 Imaging 

System). 
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PZR ürünleri Zincir sonlandırma reaksiyonu öncesinde İzopropanol 

Presipitasyonu ile PZR sonrası saflaştırmaya tabi tutulmuştur. Saflaştırma 

protokolünün aşamaları aşağıdaki gibidir; 

1. Bilinen hacimde PZR ürününe 1/5 hacimde 3M sodyum asetat eklenir. 

2. PZR ürünü hacminin %80-100’ü oranında izopropanol eklenir. 

3. Ürünler 15 dakika boyunca -80°C’de bekletilir. 

4. 20 dakika boyunca maksimum devirde santrifüj uygulanır. 

5. Süpernatant dikkatlice pipetasyonla uzaklaştırılır, bu aşamada PCR ürününü 

görmek zor olabilir. 

6. Tuzları uzaklaştırmak için pelet %70’lik etanol ile yıkanır (PZR ürünü 200 

bç’den kısa ise %95’lik etanol kullanılır). 

7. Santrifüj işlemi tekrarlanır (adım 4 ve adım 5). 

8. PZR ürünü su veya tercih edilen çözelti içinde çözdürülür. 

İzopropanol ile PZR ürünlerinin saflaştırılmasının ardından ürünler zincir 

sonlandırma reaksiyonlarına tabi tutulmuştur. 

2.3. Zincir Sonlandırma Reaksiyonları 

Zincir sonlandırma reaksiyonları WD40D8 primer çifti haricinde Çizelge 

2.3’teki primerler kullanılarak gerçekleştirilmiştir. WD40D8_F ve WD40D8_R 

primerleri ile yapılan zincir sonlandırma reaksiyonları çoklu adenin ve timin bölgeleri 

nedeniyle düzgün şekilde okunamadığından PALB2 genine ait ekzon 13 için yeni ileri 

ve geri primerler sentezlenmiştir (Çizelge 2.6). 
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Çizelge 2.6 Ekzon 13 için tasarlanan sekans primerleri. 

Primer ismi Primer dizisi (5’-3’ yönünde) 

WD8_SeqF GATCATTTTGCAGCCGCAGT 

WD8_SeqR GCTGTGTTTTCATATCAGTAGCGG 

Her bir PZR ürünü; Çizelge 2.7’deki protokole göre dilue edilerek hazırlanan 

mastermix protokolü ile Çizelge 2.8’deki ısı-döngü cihazı protokolüne uygun olarak 

yükseltgenmiştir. 

Çizelge 2.7. BigDye reaksiyonu için mastermix protokolü. 

*Genellikle 2µl kullanılmakla birlikte, ürün hacmi agaroz jel elektroforezindeki görüntülerine göre kullanılmıştır. 

Çizelge 2.8. BigDye reaksiyonu için ısı-döngü cihazı protokolü. 

Aşama Sıcaklık Süre 

Başlangıç denatürasyonu 96°C 1 dk 

Denatürasyon 96°C 10 sn 

X25 döngü Primer bağlanması 50°C 5 sn 

Zincir uzaması 60°C 4 dk 

Yükseltgenen ürünler daha sonra ticari kit protokolü (Zymo DNA sequencing 

clean-up kit) ile sekans öncesi kolon temelli saflaştırma işlemine tabi tutulmuş ve 

genetik analizöre yüklenmiştir. Zymo DNA sequencing clean-up kit ile yapılan 

saflaştırma işleminde kullanılan modifiye edilmiş protokol aşağıdaki gibidir; 

1. 5-20 µl PZR ürününe 240 µl Binding Buffer eklenerek pipete edilir ve toplama 

tüplerine yerleştirilen kolonlara yüklenir. 

Kimyasal Stok Konsantrasyon Son Konsantrasyon Miktar 

BigDye premix 2,5X 0,25X 1 µl 

5X Buffer 5X 1X 2 µl 

Primer 3,2 pmol/µl 0,64 pmol/µl 2 µl 

PZR ürünü 100-250 ng/µl 20-50 ng/µl 2 µl* 

Toplam 10 µl’ye tamamlayacak hacimde ddH2O eklenir 



 92 

2. Kolonlar 30 saniye boyunca 13 000 rpm devirde santrifüj edilir. 

3. Kolonların üzerine 180 µl Wash Buffer eklenir ve 30 saniye boyunca 13 000 

rpm devirde santrifüj edilir. 

4. Kolonlar yeni toplama tüplerine aktarılır ve membranlarının kuruması için 

yaklaşık 1 dk boyunca beklenir. 

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

santrifüj edilir. 

6. Tüpte toplanan sıvı sekans tüpüne aktarılarak ABIPrism310 cihazına yüklenir. 

2.4. Kapiller Jel Elektroforezi 

Her bir örneğin iki yönlü dizilemeleri ABIPrism310 cihazında, 37 cm’lik kapiller 

kullanılarak yapılmıştır. DNA dizileme işlemleri sırasında 310 Data Collection 

Software-Version 3.1.0 yazılımı kullanılmış; örnekler “Pop6 Rapid E modülü (1ml)” 

seçilerek, değişen enjeksiyon süreleri, akımları ile yükseltgenen bölgenin uzunluğuna 

göre farklı sürelerde yürütülerek dizilenmiştir. Değişen enjeksiyon süreleri, akımları 

ve yürütme süreleri Çizelge 2.9’daki gibidir. 

Çizelge 2.9. Kapiller jel elektroforezinde kullanılan enjeksiyon süreleri, akımı ve yürütme süresi 
bilgileri. 

Primerler  Enjeksiyon süresi Enjeksiyon akımı Yürütme süresi 

WD40D1 F ve R 20 sn 3 kV 22 dk 

WD40D2 F ve R 25 sn 3 kV 22 dk 

WD40D3 F ve R 20 sn 2 kV 23 dk 

WD40D4 F ve R 20 sn 3 kV 24 dk 

WD40D5 F ve R 18 sn 3 kV 23 dk 

WD40D6 F ve R 20 sn 3 kV 22 dk 

WD40D7 F ve R 20 sn 3 kV 23 dk 

WD8_Seq F ve R 30 sn 4 kV 28 dk 

E2 F ve R 25 sn 3 kV 21 dk 

E3 F ve R 25 sn 3 kV 20 dk 
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Elde edilen ham veriler Sequencing Analysis 5.3.1 yazılımı ile kullanılan 

kapillerin boyutu, BigDye terminator versiyonu ve DNA dizi analizi için kullanılan 

matriks dosyası seçilerek görsel hale getirilmiştir.  

2.5. Elektroferogramların Kontrolü ve Hazırlanması 

DNA dizilerinin hizalanması ve polimorfizmlerin saptanması amacıyla BioEdit 

Sequence Alignment Editor version 7.2.5 (BioEdit, Carlsbad, USA) yazılımı 

kullanılmıştır. Elde edilen diziler köpek PALB2 referans dizileri ile 

(ENSCAFT00000049192.1 ve ENSCAFG00000030772) ve BRCA2 referans dizileri 

ile (ENSCAFG00000006383 ve ENSCAFT00000010309.4) karşılaştırılmıştır. 

Elektroferogramlar göz ile kontrol edilerek hatalı atanan nükleotitler düzeltilmiş, 

“Cap Contig Assembly” aracı kullanılarak aynı örneğe ait ileri ve geri diziler 

birleştirilmiştir. Elde edilen diziler referans diziler ile “ClustalW Multiple Alignment” 

aracı kullanılarak hizalanmış, kırpılmış ve nükleotit varyantları tespit edilmiştir. Ekzon 

ve intron bölgeleri belirlenmiş, protein sentezinde görevli bölgelerdeki olası amino asit 

değişiklikleri tespit edilmiştir. 

2.6. Biyoinformatik Analizler 

Tespit edilen mutasyonların etkilerinin araştırılması için mutasyon türüne bağlı 

olarak Çizelge 2.10’da görülen in silico analizler gerçekleştirilmiştir.  
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Çizelge 2.10. Varyant türleri için kullanılan in silico analizler. 

Varyant türü Kullanılan Araçlar 

Yanlış 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 

İntronik varyant VEP, AnimalTFDB3.0, Human Splicing Finder 

3’UTR varyantı VEP, TargetScan, miRDB, miRWalk, AnimalTFDB3.0, Human Splicing Finder, 

EX-SKIP 

Biyoinformatik analizlerde yapılan araştırmalar, ilgili varyant türleri ve 

kullanılan araçlar Şekil 2.1’de görüldüğü gibidir. 

 

Şekil 2.1. Biyoinformatik analiz basamakları ve kullanılan araçlar. 
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Ensembl Variant Effect Predictor (VEP) yazılımı büyük ve küçük ölçekli analiz 

çalışmalarında tekli nükleotit varyantları, kısa insersiyon ve delesyonlar, kopya sayısı 

değişiklikleri ve yapısal değişikliklerde transkriptler, düzenleyici bölgeler, daha önce 

gözlemlenen varyantların frekansları, yayınlar, klinik önem bilgileri ve varyantların 

biyofiziksel sonuçlarının tahminleri dahil olmak üzere çok çeşitli referans verilerini 

kullanarak varyantları açıklamaktadır (McLaren ve ark., 2016). VEP aracına 

(https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html) web adresinden erişim 

sağlanabilmektedir. DNA dizi analizi ile tespit edilen tüm varyantlara ilişkin bilgiler 

varyant pozisyonları girilerek VEP aracında ayrıntılı olarak incelenmiş, bu araç aynı 

zamanda köpek türünde tespit edilen varyantların insan türü ile karşılaştırılmasında ve 

tümör oluşumu ile olası ilişkilerinin araştırılmasında kullanılmıştır. 

ConSurf sunucusu, yapı ve işlev için önemli olan bölgeleri ortaya çıkarmak için 

makromoleküle ait amino asitlerin veya nükleik asitlerin evrimsel modelini analiz 

eder. Analiz edilmek istenen diziden veya yapıdan başlayarak, homolog dizileri 

otomatik olarak toplar, çoklu dizi hizalamalarını çıkarır ve evrimsel ilişkilerini 

yansıtan bir filogenetik ağaç oluşturur. Bu veriler daha sonra, her dizi pozisyonunun 

evrimsel oranlarını tahmin etmek için olasılık çerçevesi içinde kullanılır. Evrimsel hız 

farklılıklarının araştırılması, yapı analizi ve tahmini, mutasyonların yorumlanması ve 

tasarımı, doğal peptitlerin tanımlanması, sistemler ve genom çapında çalışmalar ve son 

ortak ataya ilişkin çalışmalar dahil olmak üzere çeşitli araştırmalarda kullanılmaktadır. 

Bu sunucuya (https://consurf.tau.ac.il) web adresinden erişim sağlanabilmektedir. 

PALB2 proteinine (UniprotKB: J9NVL4) ait yabanıl tip protein dizisi fasta formatında 

ConSurf  sunucusuna girilmiş ve proteine ait amino asit dizilerinin korunmuşluk 

düzeyi tespit edilmiştir (Ashkenazy ve ark., 2016). 

DNA dizi analizi sonucunda tespit edilen yanlış anlam mutasyonlarının protein 

yapısı ve fonksiyonuna olan etkileri SIFT (Kumar ve ark., 2009), PROVEAN (Choi ve 

Chan, 2015), PolyPhen-2 (Adzhubei ve ark., 2010), MutPred2 (Pejaver ve ark., 2020), 

PhD-SNP (Capriotti ve ark., 2006), SNPEffect 4.0 (De Baets ve ark., 2012) araçları ile 

tespit edilmiştir.  
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SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) aracı bir amino asit değişikliğinin 

etkisini değerlendirmek için bir protein dizisindeki önemli pozisyonların evrimsel 

süreçte korunmuş olduğunu ve bu nedenle ilgili pozisyonlardaki amino asit 

değişikliklerinin protein fonksiyonunu etkileyebileceğini varsayar. Dizi homolojisini 

kullanarak protein dizisindeki her bir pozisyonda tüm olası değişikliklerin etkilerini 

tahmin etmekte kullanılır. (https://sift.bii.a-star.edu.sg) web adresinden bu araca erişim 

sağlanabilmektedir. SIFT aracında “Single Protein Tools” başlığı altındaki “SIFT 

Sequence” bölümüne yabanıl tip proteine ait amino asit dizisi fasta formatında girilmiş 

ve yanlış anlam mutasyonunun etkilerinin “UniProt-SwissProt_2010_09” veri 

tabanlarında “Median sequence conservation” değeri 4,32 olacak şekilde araştırılması 

istenmiştir. SIFT algoritmasında eşik değeri 0,05’tir ve bu değerin altında kalan 

değerlere sahip varyantlar protein fonksiyonunu etkileyen “deleterious”; yani zararlı 

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

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) insan ve insan türüne ait olmayan 

protein dizilerinde tek veya çoklu amino asit değişiklikleri ve okuma çerçevesi içi 

insersiyon ve delesyonlar dahil olmak üzere protein dizisi varyasyonlarının 

fonksiyonel etkilerinin tahmini için geliştirilmiş bir algoritmadır (Choi ve ark., 2012). 

Kullanılan üç araçtan biri olan “PROVEAN Protein” aracının birincil işlevi, herhangi 

bir organizmadan kaynaklanan bir protein dizisi için bir tahmin sağlamaktır. Araç girdi 

olarak bir protein dizisini ve amino asit varyasyonlarını kabul eder, homolog dizileri 

tanımlamak için bir BLAST araması yapar ve PROVEAN puanları üretir. Araca 

(http://provean.jcvi.org/seq_submit.php) web adresinden erişim sağlanabilmektedir. 

PROVEAN aracına fasta formatındaki yabanıl tip protein dizisi ve yanlış anlam 

mutasyonuna ilişkin amino asit pozisyonu girilerek değişikliklerin protein 

fonksiyonuna etkilerinin araştırılması istenmiştir. PROVEAN skoru -2,5’tan düşük 

skorlar zararlı olarak, daha yüksek skorlar ise nötral olarak nitelendirilmektedir (Choi 

ve Chan, 2015). 

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) sunucusu basit fiziksel ve evrimsel 

karşılaştırmalı değerlendirmeleri kullanarak amino asit değişikliklerinin insan 

proteinlerinin yapısı ve işlevi üzerindeki olası etkisini tahmin eden bir yazılım aracıdır. 



 97 

HumDiv veri seti UniProt veri tabanında insanlarda Mendel kalıtımı gösteren 

hastalıklara neden olan ve protein stabilitesi veya işlevinin etkilendiği insan proteinleri 

ve bunlarla yakından ilişkili memeli homologları ile zarar vermediği varsayılan zararlı 

alleller derlenerek oluşturulmuştur. HumVar3 veri seti ise UniProt veri tabanında 

insanlarda hastalığa neden olan tüm mutasyonlar ve insanlarda zararsız olarak ele 

alınan, hastalıkla ilişkilendirilmemiş sinonim olmayan tekli nükleotit 

polimorfizmlerinden oluşturulmuştur. Araç sinonim olmayan varyantların fonksiyonel 

etkilerini Possibly Damaging (zararlı olabilir) ve Probably Damaging (zararlı olma 

ihtimali oldukça yüksek) ya da Benign (iyi huylu) olarak nitelendirmektedir. Probably 

Damaging ifadesi Possibly Damaging ifadesinden daha kuvvetli bir ifadedir ve 

fonksiyonel etkinin zararlı olabileceği ihtimalinin daha kuvvetli olduğunu belirtir. 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) web adresinden bu araca erişim 

sağlanabilmektedir. PolyPhen-2 sunucusuna yabanıl tip protein dizisi fasta formatında 

yüklenmiş, varyant pozisyonu ve rezidü değişikliğine ilişkin bilgiler sisteme girilmiş 

ve substitüsyonun etkilerinin araştırılması istenmiştir. Sinonim olmayan varyantların 

fonksiyonel etkileri “Possibly Damaging” ve “Probably Damaging” (PSIC>0,5) ya da 

“Benign” (PSIC<0,5) olarak değerlendirilmektedir. “Probably Damaging” ifadesi 

“Possibly Damaging” ifadesinden daha kuvvetli bir ifadedir ve fonksiyonel etkinin 

zararlı olabileceği ihtimalinin daha kuvvetli olduğunu belirtir (Adzhubei ve ark., 

2010). 

MutPred2 makine öğrenimine dayalı, amino asit değişikliklerinin patojenitesi 

hakkında olasılıksal olarak tahmin yürütmek için genetik ve moleküler verileri 

bütünleştiren bir yazılım paketidir. Bu tahminler sadece patojenite ve moleküler 

değişiklik skorlarının yorumlanmasını kolaylaştırmakla kalmaz, aynı zamanda altta 

yatan mekanizmaları titizlikle sıralamak için bir çerçeve sağlar. MutPred2, ikincil 

yapı, sinyal peptidi ve transmembran topolojisi, katalitik aktivite, makromoleküler 

bağlanma, translasyon sonrası modifikasyonlar, metal bağlama ve allosteri dahil 

olmak üzere çok çeşitli yapısal ve fonksiyonel özellikleri modeller. 

(http://mutpred.mutdb.org/) web adresinden MutPred2 yazılımına erişim 

sağlanabilmektedir. Yabanıl tip proteine ait amino asit dizisi fasta formatında varyant 

bilgileri eklenerek MutPred2 sistemine girilmiş ve sonuçları araştırılmıştır. MutPred 
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uygulamasında varyantın patojenite ve fenotipe etkilerinin hesaplanabilmesi için eşik 

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

Predictor of Human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms (PhD-SNP) 

uygulaması protein sekansı ve profil bilgileri üzerine geliştirilmiş ve test edilmiş tek 

bir destek vektör makinesine dayalı tahmin edici bir araçtır. Araç, sekans temelli 

metot, hibrit metot, sekans ve profil temelli metotlar ile tahminde bulunmaktadır. 

Sekans temelli metotta destek vektör makinesi hastalıkla ilişkili mutasyonlara 0, nötral 

mutasyonlara ise 1 değerlerini atar ve karar eşiğini 0,05 olarak belirler. Profil temelli 

metot mutasyonları hastalık ve nötral polimorfizm olarak sınıflandırır. Hastalık, 

BLAST programı çıktısında ilgili pozisyonda mutasyona uğramış rezidüye karşı 

yabanıl allelin frekansının oranıdır. Nötral polimorfizm ise eldeki mutasyona göre 

hizalanmış dizilerin sayısıdır. Hibrit metot sekans temelli metot ve profil temelli 

metotlar kullanılarak oluşturulan bir karar ağacını temel alarak tahmin yürütür. 

Uygulamaya (https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html) web adresinden erişim 

sağlanabilmektedir. PhD-SNP aracına yabanıl tip diziye ait amino asitler yalnızca 

rezidüler olacak şekilde girilmiş; varyant pozisyonu ve oluşan yeni rezidü ilgili 

kısımlara yazılarak sekans temelli metot, hibrit metot, sekans ve profil temelli metotlar 

kullanılarak sonuçların araştırılması istenmiştir (Capriotti ve ark., 2006). 

SNPEffect 4.0 web tabanlı programı, protein kodlayan bölgelerdeki sinonim 

olmayan tekli nükleotit varyantlarının proteinlerin yapısal fenotiplerini nasıl 

etkileneceğini dizi temelli ve yapısal temelli yöntemler ile tahmin eder. Protein 

yapısında meydana gelen amino asit değişikliklerinin proteinin agregat oluşturmaya 

yatkınlığı (TANGO), amiloid oluşturmaya yatkınlığı (WALTZ), şaperon bağlama 

eğilimi (LIMBO) ve proteinin yapısal stabilitesine olan etkilerini analiz eder. Sisteme 

araştırılmak istenen mutasyon bildirilerek TANGO, WALTZ ve LIMBO değerleri 

hesaplanır. TANGO tahmininde dTANGO>50 agregasyon eğiliminde artış; 

(dTANGO<-50) ise agregasyon eğiliminde düşüşü ifade eder. WALTZ tahmininde 

dWALTZ>50 amiloid oluşumuna yatkınlıkta artış, dWALTZ<-50 ise düşüşü ifade eder. 

LIMBO tahmininde ise dLIMBO>50 şaperon bağlanma eğiliminde artış, dLIMBO<-50 

ise düşüşü ifade eder. Programa (https://snpeffect.switchlab.org) web adresinden 
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erişim sağlanabilmektedir. SNPEffect 4.0 aracında yabanıl tip protein dizisi fasta 

formatında yüklenmiş ve varyant pozisyonu girilerek TANGO, WALTZ ve LIMBO 

değerlerinin hesaplanması istenmiştir (De Baets ve ark., 2012).  

Proteinlerin üç boyutlu yapıları, moleküler düzeyde işlevlerine ilişkin değerli 

bilgiler sağlar. Çoğu zaman, protein kompleksleri birçok hücresel sürecin merkezinde 

yer alır. Protein etkileşimlerinin ve genel kuaterner yapının ayrıntılı şekilde 

açıklanması, biyolojik sistemlerin, protein komplekslerinin ve ağlarının nasıl 

çalıştığını ve onları nasıl yönlendirebileceğimizi kapsamlı bir şekilde anlamak için 

gereklidir. SWISS-MODEL sunucusu protein yapıları ve komplekslerinin üç boyutlu 

modellenmesinde kullanılır ve bilinen protein dizileri ile deneysel olarak belirlenmiş 

yapılar arasındaki boşluğun daraltılmasına katkıda bulunur. Modelleme basamakları 

sırasıyla veri girişi, şablon araması, şablon seçimi, model oluşturma ve model 

kalitesinin kontrolü adımlarını kapsar. Protein modellemede kullanılan diğer 

sunucularla karşılaştırıldığında SWISS-MODEL diğer sunuculara (HHpredB, 

NaiveBLAST, PRIMO, SPARKS-X, RaptorX, IntFOLD4-TS ve Robetta) kıyasla daha 

hızlıdır. Bağlanma bölgeleri, yüksek kaliteli modeller, kuaterner yapı tahmininde 

model kalitesinde üstünlük sağlar. Modelin güvenilirliği açısından da diğer 

sunuculardan daha iyi performans gösterir. SWISS-MODEL sunucusuna 

(https://swissmodel.expasy.org) web adresinden erişim sağlanabilmektedir. Yabanıl 

tip ve mutant tip protein dizilerine ait homoloji modellemelerinde SWISS MODEL 

kullanılmıştır. Yabanıl ve mutant proteine ilişkin dizilerin tamamı sisteme girildiğinde 

farklı protein modelleri listelenmiştir. Tez çalışması kapsamında sekanslanan WD40 

domainine ait dizi yabanıl ve mutant olarak girildiğinde listelenen şablonlar arasından 

%87,14 dizi benzerliği ve 1.90Å çözünürlükte görülen 2w18.1.A numaralı PDB kaydı 

seçilerek model oluşturulmuştur (Waterhouse ve ark., 2018). 

Mutant proteinde ligand bağlanma bölgelerinin tespiti ve bu bölgelerin yabanıl 

protein ile karşılaştırılabilmesi için FTSite Binding Site Prediction (Kozakov ve ark., 

2015) ve FunFOLD2 (Roche ve ark., 2013) araçları kullanılmıştır. FTSite sunucusu 

olası ligand bağlama bölgelerinin belirlenmesinde serbest enerji temelli metodun 

kullanıldığı bir sunucudur. Hesaplamalı haritalama 16 farklı küçük moleküler probu 
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proteinin çevresine yerleştirir ve serbest enerji fonksiyonlarına göre bu problar uygun 

pozisyonlarını bulur. Her bir prob tipi için problar kümelenir ve konsensus bölgeleri 

oluşturulur. En yüksek temas sayısına sahip konsensus bölgesi ilk sırada yer alır; 

yakındaki konsensus bölgeleri de bu kümeye katılır. Bu yeni tanımlanmış kümenin 

probları ile temas halinde olan amino asit rezidüleri, en üst sıradaki tahmin edilen 

ligand bağlanma bölgesini oluşturur (Ngan ve ark., 2012). Genişletilmiş konsensus 

bölgesinin 4 Å içindeki protein rezidüleri, “Site 1” olarak tanımlanan bağlanma 

bölgesinin en üst tahminini oluştururken, diğer konsensus bölgeleri daha düşük sıralı 

tahminleri tanımlar. Bu algoritmada FTSite'ın amacı tüm bağlanma bölgelerini 

sıralamak olduğundan, proteinin hiçbir kısmı maskelenemez (Kozakov ve ark., 2015). 

(https://ftsite.bu.edu) web adresinden sunucuya erişim sağlanabilir. FunFOLD2 

sunucusu üç boyutlu modellerin kullanımı yoluyla protein-ligand bağlanmasını tahmin 

etmek için geliştirilmiştir. Sunucunun kurulu olduğu prensip protein veri tabanı içinde 

ligandları içeren proteinlerin, incelenen hedef proteinin üç boyutlu modeline benzer 

bir katlanma ile benzer bağlanma bölgelerine sahip olmaları ihtimalidir. FunFOLD 

algoritması, biyolojik olarak ilgili ligandları içeren şablonları IntFOLD2-TS'den 

tahmin edilen üç boyutlu yapıyla üst üste bindirmek için TM-align yöntemini kullanır. 

TM skorunun 0,4 ve daha yüksek olduğu süperpozisyonlar birleştirilir ve kümelenir. 

Hiyerarşik kümeleme yöntemi ile sürekli temas eden ligandların kütlesi tanımlanır. En 

fazla sayıda ligand içeren küme, ligand bağlama bölgesinin cebi olarak seçilir. 

Bölgedeki rezidülerin tanımlanması için rezidü seçim algoritması kullanılır. Rezidü 

bir ligand ile temas halinde ise bir atomun Van der Walls yarıçapı artı 0,5 A˚'dan küçük 

veya buna eşit bir mesafe olmalıdır. FunFOLD algoritmasının çıktısı, varsayılan ligand 

bağlama yeri kalıntılarının bir listesi ile bağlama yeri kümesi içindeki ligandların bir 

listesidir. (http://www.reading.ac.uk/bioinf/FunFOLD/FunFOLD_form_2_0.html) 

web adresi ile bu sunucuya erişim sağlanabilmektedir (Roche ve ark., 2013). FTSite 

Binding Site Prediction aracında WD40 domainine ait yabanıl ve mutant protein 

dizileri fasta formatında sisteme yüklenmiş (Kozakov ve ark., 2015), FunFOLD2 

(Roche ve ark., 2013) aracında ise yabanıl ve mutant protein dizilerinin tamamı fasta 

formatında girilerek ligand bağlanma bölgeleri araştırılmıştır. 
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MikroRNAlar (miRNA) transkripsiyon sonrası gen regülasyonunda görevli 

yaklaşık 18-22 nükleotitten oluşan kodlanmayan küçük RNA molekülleridir. Kanserde 

insanlarda olduğu gibi köpeklerde de onkogen görevi görebilmektedir (Boggs ve ark., 

2008). Bir mRNA molekülünün baskılanmasını yönlendirmek için, mikroRNA’nın 

çekirdek olarak bilinen bir bölgesi, hedef mRNA’daki tamamlayıcı bir diziye bağlanır. 

mRNA’da miRNA çekirdeğindeki baz dizisi ile tam olarak eşleşen baz dizisini içeren 

bölgeler kanonik bölge adını alır. Bazı kanonik bölgeler, mRNA kontrolünde 

diğerlerinden daha etkilidir. miRNA çekirdeği ile mRNA arasındaki eşleşmenin 

tamamen gerçekleşmediği kanonik olmayan bölgeler de mevcuttur. Agarwal ve ark. 

(2015), miRNA aktivitesini araştırmak için büyük deneysel veri setlerini kullanmıştır. 

mRNA’lar mikroRNA ile eşleşen kanonik bölgelere sahip olduğunda, mRNA 

düzeyleri ve kullanımında düşüş eğilimi görülmüş, kanonik olmayan bölgeler için ise 

hiçbir etki gözlenmemiştir. MikroRNA’ların protein üretimini kontrol etmek için 

öncelikle kanonik bölgelere bağlandığı gösterilmiş ve istatistiksel bir model 

geliştirilmiştir. TargetScan, her bir miRNA’nın çekirdek bölgesiyle eşleşen korunmuş 

8mer, 7mer ve 6mer bölgelerinin varlığını arayarak miRNA’ların biyolojik hedeflerini 

tahmin eder. Düşük derecede korunmuş bölgeleri ve korunmuş 3’ ve merkezi 

bölgelerdeki yanlış baz eşleşmelerini de tanımlar. Memelilerde tahminler bölgelerin 

“cumulative weighted context++” puanları kullanılarak hesaplandığı gibi tahmin 

edilen hedefleme etkinliğine dayalı olarak sıralanır. Köpek türünün de dahil olduğu 10 

farklı memeli türünde hedef gen ve hedefleyen miRNA’lar araştırılabilir. 

TargetScanHuman veri tabanına (http://targetscan.org/) web adresinden erişim 

sağlanabilmektedir (Agarwal ve ark., 2015). miRNA hedeflerinin doğru şekilde 

tahmin edilmesi miRNA fonksiyonlarının karakterizasyonu için kritik öneme sahip 

olduğundan miRNA hedef tahmini ve işlevsel açıklamaları için miRDB adlı çevrimiçi 

bir veri tabanı geliştirilmiştir. miRDB veri tabanında miRNA hedef tahmini için 

geliştirilmiş bir algoritma kullanarak, köpek türünün de dahil olduğu beş türde 7 000 

miRNA tarafından düzenlenen, 3,5 milyon öngörülen hedef dahil olmak üzere 

transkriptom çapında hedef tahmin verileri sunulmaktadır. Yeni tahmin algoritmasında 

kullanıcı tarafından girilen dizilere özel hedef tahmini mümkündür. Bunun yanı sıra 

hücreye özgü miRNA hedefleri de saptanabilmektedir. Hedef tahmini ve gen ontolojisi 

verilerinin bütünleştirici analizi ile miRNA fonksiyonlarının tahmini için yeni bir 
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arayüz de veri tabanında bulunmaktadır. miRDB veri tabanına (http://mirdb.org/) web 

adresinden erişim sağlanabilmektedir (Chen ve Wang, 2020). miRWalk, köpek türü 

dahil olmak üzere altı farklı türe ait bilinen genlerin öngörülen ve doğrulanmış miRNA 

bağlanma bölgelerini otomatik olarak belirleyen bir arayüze sahip olan açık kaynaklı 

bir platformdur. miRWalk, 5' UTR (5’ translasyonu yapılmayan bölge), CDS (kodlayan 

bölge) ve 3' UTR (3’ translasyonu yapılmayan bölge) dahil olmak üzere tam transkript 

dizisini arayan rassal orman algoritması temelli TarPmiR yazılımı ile miRNA hedef 

bölge tahmininde bulunur ve sonuçları diğer veri tabanlarında öngörülen ve deneysel 

olarak doğrulanmış miRNA-hedef etkileşimleriyle bütünleştirir. miRWalk veri 

tabanına (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) web adresinden erişim 

sağlanabilmektedir (Sticht ve ark., 2018). Köpek miRNA ve hedef genlerinin 

sorgulanabildiği TargetScan (Agarwal ve ark., 2015), miRDB (Chen ve Wang, 2020) 

ve miRWalk (Sticht ve ark., 2018) veri tabanları kullanılarak PALB2 transkriptine 

bağlanan miRNA’lar listelenmiş ve çalışma kapsamında tespit edilmiş, varyantlara 

ilişkin pozisyonların miRNA bağlanma bölgesinde olup olmadığı araştırılmıştır. 

TargetScan veri tabanı referans transkript olarak Ensembl veri tabanındaki insan 

PALB2 genine ait ENST00000261584.4 transkriptini kullanmakta ve bu transkripte 

bağlanabilecek köpek türüne ait miRNA’ları tespit etmektedir. miRDB ve miRWalk 

veri tabanları ise NCBI veri tabanındaki XM_845578 transkriptini kullanmaktadır. 

Ayrıca TargetScan ve miRDB veri tabanlarında yalnızca 3’UTR bölgelerine bağlanan 

miRNA’lar listelenmekteyken, miRWalk veri tabanında transkriptteki tüm 

pozisyonlardaki potansiyel miRNA bağlanma bölgeleri listelenmektedir. 

AnimalTFDB (The Animal Transcription Factor DataBase) hayvan 

transkripsiyon faktörleri (TF) ve kofaktörler için en kapsamlı ve doğru bilgileri 

sağlamayı amaçlayan kaynaktır. AnimalTFDB3.0 sürümünde 97 hayvan genomundan 

125 135 TF geni ve 80 060 transkripsiyon kofaktör geni bulunmaktadır. Önceki 

sürümlere kıyasla TF aileleri daha doğru bir şekilde atanmakta, transkripsiyon 

kofaktörleri sınıflandırılmaktadır. Ayrıca TF bağlanma bölgelerine ait bilgiler, insan 

TF'lerinin GWAS (genom boyu ilişkilendirme çalışması) fenotipi ile ilgili bilgiler, 22 

hayvan türünde TF ifadeleri, nükleotit dizilerine potansiyel olarak bağlanan TF'lerinin 

araştırılabileceği yeni bir araç, insan TF'lerini daha iyi kullanmak için ayrı bir insan 
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TF veri tabanı web arayüzü (HumanTFDB) tasarlanmıştır. AnimalTFDB3.0 veri 

tabanına (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/AnimalTFDB/#!/) web adresinden erişim 

sağlanabilmektedir. Tespit edilen varyantları kapsayan nükleotit dizileri yabanıl tip ve 

mutant tip olacak şekilde AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanına fasta 

formatında girilerek yabanıl tip ve mutant tip dizilerin transkripsiyon faktörü 

bağlanmasına etki edip etmeyeceği köpek (Canis familiaris) türünde araştırılmıştır. 

Sinonim mutasyonlar proteinin birincil yapısını değiştirmediğinden, uzun süre 

işlevsiz olarak kabul edilmiştir ancak bu tür mutasyonlar, splicing, mRNA stabilitesi, 

RNA’nın sekonder yapısı, transkripsiyon faktörü ve miRNA bağlanması ve protein 

ifadesi gibi faktörleri etkileyerek insan fenotipinde farklılıklara neden olabilmektedir. 

dbDSM (Database of Deleterious Synonymous Mutations) veri tabanı, zararlı sinonim 

mutasyonlar ile ilgili birden fazla kaynağı toplayan entegre bir veri tabanıdır. dbDSM 

v2.0 mutasyon pozisyonu, hastalık, gen ve fonksiyonel skor gibi özellikler ile bu tip 

mutasyonlar hakkında ayrıntılı bilgi sağlamaktadır. dbDSM veri tabanı halka açık, 

ücretsiz  bir veri tabanıdır ve (http://bioinfo.ahu.edu.cn:8080/dbDSM/index.jsp) web 

adresinden erişim sağlanabilmektedir. Sinonim varyantların zararlı olma ihtimali 

değerlendirilerek gen ismi girilerek dbDSM v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabanında 

zararlı sinonim varyantların listelenmesi istenmiştir. Yalnızca insan türünde 

kullanılabilen bu veri tabanında sonuçlar listelenmiş, listelenen insan protein 

pozisyonları ile köpek türüne ait pozisyonlar UniProt veri tabanında karşılaştırılmış 

(The Uniprot Consortium, 2021a), köpekte tespit edilen sinonim varyantın bulunduğu 

pozisyonun risk teşkil edip etmediği tespit edilmiştir.  

Ekzon ve intron bölgelerinde meydana gelen mutasyonlar splice mekanizmasını 

doğrudan veya dolaylı olarak etkileyebilmektedir (Desmet ve ark., 2010). Meydana 

gelen mutasyonlar, mRNA’da yeni splice bölgeleri oluşturabilir, var olan splice 

bölgelerini yok edebilir veya splice mekanizmasında görevli yardımcı dizilerdeki 

sinyallerde değişikliğe neden olarak splice mekanizmasını bozabilir. Mutasyonların 

splice mekanizması üstüne etkileri EX-SKIP (Raponi ve ark., 2011) ve Human Splicing 

Finder (Desmet ve ark., 2009) aracılığıyla araştırılmıştır. EX-SKIP, Perl’de 

oluşturulmuş bir komut dosyası üzerinden kullanılmakta olan web arayüzüne sahip bir 
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araçtır. Ekzon bölgelerinde meydana gelen mutasyonların splice mekanizmasına 

etkilerinin araştırılabilmesi amacıyla tasarlanmıştır. Kullanıcı tarafından tür 

gözetilmeksizin sisteme yüklenen ekzon bölgesindeki dizilerde splice 

mekanizmasında görevli çeşitli elementleri tarar, değerlendirir ve yabanıl dizi ile 

mutant diziyi karşılaştırarak splice mekanizmasındaki olası etkileri sunar. EX-SKIP 

aracına (https://ex-skip.img.cas.cz) web adresinden ulaşılabilmektedir (Raponi ve ark., 

2011). EX-SKIP aracı tür ayrımı gözetmeksizin kullanılabilen bir araçtır ancak 

yalnızca ekzon bölgelerindeki nokta mutasyonlarının splice mekanizması üstündeki 

etkilerini göstermektedir. Ekzon 7 ve ekzon 13’te tespit edilen varyantlar fasta 

formatında yabanıl ve mutant diziler olarak sisteme girilerek splice mekanizmasına 

etkileri araştırılmıştır. Türler arasında benzer etkiye neden olabileceği gerekçesi ile 

köpekte tespit edilen tüm varyantların insanlardaki karşılıkları Ensembl veri tabanında 

köpek ve insan türlerine ait PALB2 genleri hizalanarak tespit edilmiş, ekzon-intron 

ayrımı olmaksızın tüm varyantların insan PALB2 transkripti üstündeki pozisyonları 

Human Splicing Finder aracına girilerek insan genomunun sistemdeki güncel 

versiyonunda splice mekanizmasına olan etkileri araştırılmıştır. Human Splicing 

Finder (HSF) farklı mutasyonların analizini kolaylaştırmak için, mutasyonların splice 

sinyalleri üzerindeki etkilerini tahmin etmek veya herhangi bir insan dizisindeki splice 

motiflerini belirlemek tasarlanmış bir araçtır. (https://www.genomnis.com) web 

adresinden bu araca erişim sağlanabilmektedir (Desmet ve ark., 2009). 

Proteinler hücrelerin fizyolojik yolaklarının ana bileşenleridir ve vücutta hayati 

işlevlere hizmet etmektedirler. Farklı tiplerdeki protein-protein etkileşimleri 

(zorunlu/zorunlu olmayan, geçici/kalıcı, homo-oligomerik/hetero-oligomerik gibi) 

hücre biyolojisinde genom ve çevre etkisinde dinamik bir şekilde değişmekte ve 

organizmanın yaşamında merkezi bir rol oynamaktadır ( Nooren ve Thornton, 2003 ve 

Pastrana ve Jauregi, 2017). IntAct moleküler etkileşim veritabanı 2002'den beri geniş 

bir kullanıcı topluluğuna standart formatlarda sağlanan moleküler etkileşim verilerini 

sunmaktadır. Literatürden derlenen veya doğrudan veri birikimlerinden elde edilen 

verilerle doldurulan açık kaynaklı bir moleküler etkileşim veri tabanıdır. MINT 

(Molecular INTeraction) ve IntAct veri tabanları, sınırlı geliştirici kaynaklarından en 

iyi şekilde yararlanmak ve organizasyon çıktılarını en üst düzeye çıkarmak için bir 
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araya gelmiştir. MINT tarafından manuel olarak düzenlenen tüm veriler, EMBL-

EBI'deki (European Molecular Biology Laboratory-European Bioinformatics 

Institute) IntAct veri tabanına taşınmış ve mevcut IntAct veri kümesiyle 

birleştirilmiştir. Hem IntAct hem de MINT, IMEx konsorsiyumuna (International 

Molecular Exchange Consortium) aktif olarak katkıda bulunmaktadır. 

(https://www.ebi.ac.uk/intact/) web adresinden IntAct veri tabanına erişim 

sağlanabilmektedir (Orchard ve ark., 2014). STRING veri tabanı ise halka açık tüm 

protein-protein etkileşim bilgisi kaynaklarını toplamayı, puanlamayı ve entegre etmeyi 

ve bunları hesaplama tahminleriyle tamamlamayı amaçlar. Doğrudan (fiziksel) ve 

dolaylı (işlevsel) etkileşimler dahil olmak üzere kapsamlı ve nesnel geniş bir ağ elde 

etmeyi amaçlar. Zenginleştirme analizi için STRING v11, Gene Ontology ve KEGG 

gibi iyi bilinen sınıflandırma sistemlerini uygular, aynı zamanda yüksek verimli veri 

madenciliğine ve ilişkilendirme ağının hiyerarşik kümelenmesine dayanan yeni 

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

tabanına erişim sağlanabilmektedir (Szklarczyk ve ark., 2019). 

DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) yazılımı, tek bir lokustan veya birkaç 

lokustan elde edilen verileri kullanarak DNA polimorfizmlerinin analizi için kullanılan 

bir yazılım paketidir. DnaSP kodlama yapmayan, sinonim veya sinonim olmayan 

bölgelerde veya çeşitli kodon konumlarında popülasyonlar içindeki ve popülasyonlar 

arasındaki DNA dizisi varyasyonunun yanı sıra, bağlantı dengesizliği, rekombinasyon, 

gen akışı ve gen dönüşüm parametrelerini tahmin edebilir. Ayrıca, çeşitli nötralite 

testlerini yapabilir. Analizlerin sonuçları tablo ve grafik şeklinde görüntülenir. DnsSP 

yazılımına (http://www.ub.edu/dnasp/) web adresinden erişim sağlanabilmektedir. 

DnaSP ver. 6.12.13 yazılımı ile PALB2 geni WD40 domainine ait sekanslanan çoklu 

veriler referans DNA dizisi ile hizalanmış, haploid hale getirilmiş ve ardından 

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

3.1. DNA İzolasyonu, DNA Kalite ve Kantitesi ile Bütünlüğünün Kontrolü 

DNA konsantrasyonları 13,7 ile 45,2 ng/µl arasında, 260/280 değerleri 1,8 ile 

2,83; 230/260 değerleri ise 0,26 ile 2,11 arasında ölçülmüştür. DNA’ların agaroz jel 

elektroforezi görüntüsü Şekil 3.1’deki gibidir. 

 

Şekil 3.1. DNA izolatlarının %1'lik agaroz jel elektroforezi görüntüsü. 

3.2. Gen Bölgelerinin Yükseltgenmesi ve Saflaştırılması 

PZR reaksiyonları “Gereç ve Yöntem” kapsamında bildirildiği üzere 

gerçekleştirilmiştir. Şekil 3.2’de reaksiyon sonuçlarına ilişkin örnek bir agaroz jel 

elektroforezi görüntüsü bulunmaktadır. 

 

Şekil 3.2. Çalışmada gerçekleştirilen reaksiyonlara ilişkin örnek bir %2’lik agaroz jel elektroforezi 
görüntüsü.  
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3.3. DNA Dizi Analizleri 

WD40D1 bölgesine ait elektroferogramların okunması sonucunda intron 6’da 

g.22220063C>G varyantı tespit edilmiştir. Örnekleme bakıldığında sağlıklı birey ve 

KMT hastası altı birey yabanıl tip olarak görülmektedir. Altı KMT vakası heterozigot, 

sekiz KMT vakası ise bu varyantı homozigot olarak bulundurmaktadır. Şekil 3.3 

Bioedit programında yapılan hizalamalar görülmektedir. Şekil 3.4’te ise intron 6’da 

tespit edilen varyantlara ilişkin elektroferogram görüntüleri bulunmaktadır. 

 

 

Şekil 3.3. WD40D1 PZR ürünlerine ait sekanslar ve örneklemin intron 6’daki g.22220063C>G varyantı 
açısından durumu. 
İlk üç dizi Ensembl veri tabanındaki referans dizi, Basenji ve Great dane ırklarını; solda S kodlu birey örneklemdeki 
sağlıklı bireyi göstermektedir. CMT kodlu bireyler ise KMT hastası bireyleri göstermektedir; sağda işaretli 
nükleotitlerdeki S ise IUPAC kodlarından C/G nükleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotluğu göstermektedir. 

 

Şekil 3.4. İntron 6’daki g.22220063C>G varyantına ait elektroferogram görüntüleri. 
A, B, C ileri yöndeki okumaları; D, E, F geri yöndeki okumaların ters komplementer dizilerini göstermektedir. A 
ve D: Homozigot yabanıl tip allel; B ve E: Heterozigot allel; C ve F: Homozigot g.22220063C>G varyantı. 
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WD40D2 dizilerinin okunması sonucunda Ekzon 7’de üç KMT hastası bireyde 

heterozigot c.3149C>T yanlış anlam mutasyonu (p.A1050V) tespit edilmiştir. Şekil 

3.5’te Bioedit programında yapılan hizalamalar görülmektedir. Şekil 3.6’da ise ekzon 

7’de tespit edilen varyantlara ilişkin elektroferogram görüntüleri bulunmaktadır. 

 

Şekil 3.5. WD40D2 PZR ürünlerine ait sekanslar ve örneklemin ekzon 7’ deki c.3149C>T varyantı 
açısından durumu. 
İlk üç dizi Ensembl veri tabanındaki referans dizi, Basenji ve Great dane ırklarını; S kodlu dizi örneklemdeki 
sağlıklı bireyi göstermektedir, CMT kodlu bireyler ise KMT hastası bireyleri göstermektedir. Sağda işaretli 
nükleotitlerdeki Y ise IUPAC kodlarından C/T nükleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotluğu göstermektedir. 

 

Şekil 3.6. Ekzon 7’deki c.3149C>T varyantına ait elektroferogram görüntüleri. 
A, B ileri yöndeki okumaları; C, D geri yöndeki okumaların ters komplementer dizilerini göstermektedir. A ve C: 
Homozigot yabanıl tip allel; B ve D: Heterozigot allel. 

WD40D3, WD40D4, WD40D5, WD40D6 ve WD40D7 bölgelerinde varyanta 

rastlanmamıştır. 

WD40D8 dizilerinin okunması sonucunda ekzon 13’ün kodlanan bölgesinde 

c.4062C>T sinonim varyantı (p.R1354R); 3’UTR bölgesinde ise c.4071T>C varyantı 
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olmak üzere iki adet varyant ilk kez mevcut çalışmada tespit edilmiştir. WD40D8 

bölgesindeki her iki varyant KMT hastası 6 bireyde heterozigot olarak tespit edilmiştir. 

Şekil 3.7’de c.4062C>T varyantına ait Bioedit hizalamaları görülmektedir. Şekil 

3.8’de ise tespit edilen varyanta ilişkin elektroferogramlar yer almaktadır. Çoklu timin 

dizileri nedeniyle geri primerle bu bölgenin okunması mümkün olmamıştır. 

 

Şekil 3.7. WD40D8 PZR ürünlerine ait sekanslar ve örneklemin ekzon 13’teki c.4062C>T varyantı 
açısından durumu. 
İlk üç dizi Ensembl veri tabanındaki referans dizi, Basenji ve Great dane ırklarını; S kodlu dizi örneklemdeki 
sağlıklı bireyi göstermektedir. CMT kodlu bireyler ise KMT hastası bireyleri göstermektedir. Sağda işaretli 
nükleotitlerdeki Y ise IUPAC kodlarından C/T nükleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotluğu göstermektedir. 

 

Şekil 3.8. Ekzon 13’teki c.4062C>T varyantına ait elektroferogram görüntüleri. 
A: Homozigot yabanıl tip allel; B: Heterozigot allel. 

Şekil 3.9’da c.4071T>C varyantına ait Bioedit hizalamaları görünmektedir. 

Şekil 3.10’da ise tespit edilen varyanta ilişkin elektroferogramlar yer almaktadır. 
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Çoklu timin dizileri nedeniyle geri primerle bu bölgenin okunması mümkün 

olmamıştır. 

 

Şekil 3.9. WD40D8 PZR ürünlerine ait sekanslar ve örneklemin 3’ UTR bölgesindeki c.4071T>C 
varyantı açısından durumu. 
İlk üç dizi Ensembl veri tabanındaki referans dizi, Basenji ve Great dane ırklarını; S kodlu dizi örneklemdeki 
sağlıklı bireyi göstermektedir, CMT kodlu bireyler ise KMT hastası bireyleri göstermektedir. Y ise IUPAC 
kodlarından A/T nükleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotluğu göstermektedir. 

 

Şekil 3.10. Ekzon 13’teki c.4071T>C varyantına ait elektroferogram görüntüleri. 
A: Homozigot yabanıl tip allel; B: Heterozigot allel. 

BRCA2 geninde yükseltgenen bölgelerden E2 primer seti bölgesinde herhangi 

bir varyanta rastlanmamıştır. E3 primer seti bölgesinde intron 2’de g.7794120C>T 

(c.68-104C>T) varyantı tespit edilmiştir. Varyantın hasta bireylerden birinde 

homozigot, beş hasta bireyde ise heterozigot olduğu Şekil 3.11’deki gibi 

görülmektedir. Elektroferogram görüntüleri ise Şekil 3.12’de görüldüğü gibidir. 
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Şekil 3.11. BRCA2 geni E3 primer seti PZR ürünlerine ait sekanslar ve örneklemin g.7794120C>T 
varyantı açısından durumu. 
İlk dizi referans diziyi, S kodlu dizi örneklemdeki sağlıklı bireyi, CMT kodlu bireyler ise KMT hastası bireyleri 
göstermektedir. Y ise IUPAC kodlarından A/T nükleotitlerini temsil etmekte ve heterozigotluğu göstermektedir. 

 

Şekil 3.12. BRCA2 geni intron 2’deki g.7794120C>T varyantına ait elektroferogram görüntüleri. 
A, B, C ileri yöndeki okumaları; D, E, F geri yöndeki okumaların ters komplementer dizilerini göstermektedir. A 
ve D: Homozigot yabanıl tip allel; B ve E: Heterozigot allel; C ve F: Homozigot g.7794120C>T varyantı. 

Çalışmada DNA dizi analizi sonucunda elde edilen varyantlar, pozisyonları ve 

örneklemdeki bireylerde dağılımı Şekil 3.13’te özetlenmiştir. PALB2 geninde intron 

6’da c.3096+8C>G splice bölgesi varyantı, ekzon 7’de c.3149C>T yanlış anlam 

mutasyonu, ekzon13’te c.4062C>T sinonim varyantı ve 3’UTR bölgesinde 

c.4071T>C varyantı tespit edilmiştir. BRCA2 geninde ise intron 2’de c.68-104C>T 

varyantı tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.13. PALB2 ve BRCA2 genlerinde tespit edilen varyantların örneklemdeki dağılımı. 
A: Örneklemdeki bireyler ve varyantların dağılımını gösterir tablo, B: Varyantlara ilişkin lejant, C: Varyantların 
genomik DNA, komplementer DNA ve protein dizisindeki pozisyonları ve rs kodlarını gösteren ayrıntılı tablo.  

3.4. Biyoinformatik Analizler 

Biyoinformatik analizler “Gereç ve Yöntem” başlığında bildirildiği gibi 

gerçekleştirilmiştir. 

3.4.1. PALB2 Geni İntron 6 Varyantının Etkileri 

Variant Effect Predictor (VEP) analizine göre intron 6’daki c.3096+8C>G 

varyantının splice bölgesi varyantı olduğu ve düşük etkili olduğu görülmüştür. Bu 

varyantın daha önceki çalışmalarda tespit edildiği ve rs24292038  kodu ile kayıtlı 

olduğu bilgisi VEP’te mevcuttur.  

AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanında intron 6 varyantının 

bulunduğu pozisyonda yabanıl veya mutant diziye bağlanabilen herhangi bir TF 

bulunmamıştır. 
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İnsandaki potansiyel intron 6 varyantlarının splice mekanizmasına etkilerine 

ilişkin HSF sonuçları Çizelge 3.1’deki gibidir. Görüldüğü üzere tüm potansiyel 

varyantlar kriptik akseptör bölge aktivasyonuna neden olarak splice mekanizmasında 

potansiyel değişikliğe neden olmaktadır. 

Çizelge 3.1. İntron 6 varyantı Human Splicing Finder sonuçları (Desmet ve ark., 2009).  

Bölge Varyant Etki 

İntron 6 

c.2586+8G>A Kriptik akseptör bölge aktivasyonu. Splice 
mekanizmasında potansiyel değişiklik. 

c.2586+8G>C Kriptik akseptör bölge aktivasyonu. Splice 
mekanizmasında potansiyel değişiklik. 

c.2586+8G>T Kriptik akseptör bölge aktivasyonu. Splice 
mekanizmasında potansiyel değişiklik. 

 

3.4.2. PALB2 Geni Ekzon 7 Varyantının Etkileri 

VEP analizinde Ekzon 7’deki yanlış anlam mutasyonunun (A1050V) etki 

düzeyinin orta derecede olabileceği ve SIFT skorunun 0 olduğu görülmüştür. Bu 

varyant rs853188656 koduyla daha önce Ensembl veri tabanında kayıtlı varyantlar 

arasındadır. 

ConSurf (Ashkenazy ve ark., 2016) sunucusunda PALB2 protein dizisinin 

1050’nci alanin amino asitinin korunmuşluk derecesi 9 olarak hesaplanmış, türler 

arasında yüksek oranda korunmuş olduğu, aynı zamanda ilgili rezidünün yapısal bir 

rezidü olduğu belirlenmiştir (bkz. Şekil 3.14).  
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Şekil 3.14. ConSurf sunucusunda köpek PALB2 proteininin korunmuşluk düzeyine ait gösterge 
çizelgesi (Ashkenazy ve ark., 2016). 
Siyah ok A1050V varyantının pozisyonunu göstermektedir. 

A1050V varyantının protein yapısı ve fonksiyonuna ilişkin etkileri için yapılan 

analizlerin sonuçları Çizelge 3.2’deki gibi özetlenmiştir. 

Çizelge 3.2. A1050V yanlış anlam mutasyonunun etkilerine ilişkin özet çizelge. 
Gİ= Güvenilirlik indeksi. * Güvenilirlikleri düşük. 

Araç Metot Eşik 
değer 

Sonuç 

SIFT  SIFT Sequence* 0,05 0 (Zararlı) 

PROVEAN - -2,5 -2,450 (Nötral) 

PolyPhen-2 Hum-Div 0,5 0,991 (Zararlı olma ihtimali oldukça yüksek) 

Hum-Var 0,5 0,986 (Zararlı olma ihtimali oldukça yüksek) 

MutPred2 - 0,05 0,348 (Hesaplanamadı) 

PhD-SNP Sekans temelli metot*  Hastalıkla ilişkili (Gİ=0) 

Sekans ve profil temelli metot  Nötral (Gİ=5) 

Hibrit metot  Hastalıkla ilişkili (Gİ=5) 

SNPEffect 4.0 TANGO  0,39 (Etkisiz) 

 WALTZ  23,83 (Etkisiz) 

 LIMBO  0,00 (Etkisiz) 

SWISS MODEL (Waterhouse ve ark., 2018) aracında oluşturulmuş WD40 

domaini şablonuna (2w18.1.A) göre oluşturulmuş yabanıl protein ve A1050V 

varyantına ilişkin katlanmış yapılar (native state) Şekil 3.15 ve 3.16’da görüldüğü 
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gibidir. Her iki şekilde A yabanıl tip diziye ait modeli, B ise A1050V varyantını 

göstermektedir.  

 

Şekil 3.15. SWISS-MODEL ile oluşturulan WD40 domaini modeli (Waterhouse ve ark., 2018). 
A: Yabanıl tip. B: A1050V varyantı. 

 

Şekil 3.16. Phyre2 (Kelley ve ark., 2015) ile görselleştirilen WD40 domaini modeli. 
A: Yabanıl tip. B: A1050V varyantı. 

Ligand bağlanma bölgeleri ve varyantın bu bölgelerde neden olabileceği 

değişiklikler FTSite Binding Site Prediction (Kozakov ve ark., 2015) ve FunFOLD2 

(Roche ve ark, 2013) araçları ile tespit edilmiştir. FTSite Binding Site Prediction 

sonuçları Şekil 3.17’de görüldüğü gibidir. Ortadaki füme ve yeşil renkli bölgeler 

ligand bağlanma bölgelerini göstermektedir. Beyaz okun ucundaki kırmızı noktalarla 

işaretli bölge ise WD40 domaininin 33’üncü pozisyonunda bulunan ve mutasyon tespit 

edilen A1050V varyantının bulunduğu pozisyonu göstermektedir. FTSite Binding Site 

Prediction programına göre ligand bağlanma bölgeleri A1050V varyantından 

etkilenmemektedir.  
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Şekil 3.17. FTSite Binding Site Prediction ligand bağlanma bölgesi analiz sonuçları (Kozakov ve ark., 
2015). 
A: Yabanıl tip. B: A1050V varyantı. 

FunFOLD2 sunucusuna ait sonuçlar ise Şekil 3.18’deki gibidir. Yabanıl tip 

dizide 1216 ve 1268 numaralı kırmızı renkli rezidüler ligand bağlanma bölgeleri olarak 

tespit edilmiştir. A1050V varyantında ise 1009, 1216, 1268; 1047, 1048, 1049, 1050, 

1051, 1052, 1053, 1054; 1014, 1015, 1016, 1017, 1236 rezidüleri ligand bağlanma 

bölgeleri olarak tespit edilmiştir. Bu araçta A1050V varyantında 1050’nci rezidü de 

ligand bağlanma bölgelerinden biri olarak görülmektedir. 

 

Şekil 3.18. FunFOLD2 ligand bağlanma bölgesi analiz sonuçları (Roche ve ark, 2013). 
A: Yabanıl tip. B: A1050V varyantı. Kırmızı renk: ligand bağlanma bölgeleri; yeşil renk: 1050’nci rezidü.  

Araştırma yapılan veri tabanlarından yalnızca miRWalk veri tabanında ekzon 7 

bölgesine bağlanabilen dört adet miRNA tespit edilmiştir. Çizelge 3.3’te bu 

miRNA’lar görülmektedir. 
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Çizelge 3.3. miRWalk veri tabanında varyant bölgesine bağlanan miRNA'lar ve bağlanma bölgelerine 
ilişkin bilgiler ( Kozomara ve ark., 2019 ve Sticht ve ark., 2018). 

Pozisyon  miRNA Bağlanma Bölgesi miRNA Dizisi 

Ekzon 7 

c.2821C>T 

(XM_845578) 

cfa-miR-222 2802-2823 >cfa-miR-222 MIMAT0009851 
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU 

cfa-miR-8842 2800-2824 >cfa-miR-8842 MIMAT0034335 
UGCUGUGGCUCACGCUUUGGUAC 

cfa-miR-8821 2803-2825 >cfa-miR-8821 MIMAT0034311 
UACUGUGUCCUCCUAUCCAUGG 

cfa-miR-8846 2793-2830 >cfa-miR-8846 MIMAT0034340 
CGGGACAGAUGUGGCCUCAGAUCAU 

Ekzon 7 varyantı için AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanı sonuçları 

Çizelge 3.4’teki gibi listelenmiştir. 

Çizelge 3.4. AnimalTFDB3.0 veri tabanında köpek (Canis familiaris) türünde ekzon 7 bölgesinde tespit 
edilen transkripsiyon faktörleri (Hu ve ark., 2019). 
Wt: yabanıl dizi, Mt: mutant dizi. 

Bölge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi 

Ekzon 7 c.3149C>T 

ELF1 AIRE SPI1 

EZH2 EGR3 TCF4 

RELA SETDB1 - 

RUNX1 - - 

SP1 - - 

TRIM28 - - 

Ekzon 7 varyantının splice mekanizmasına etkileri hem EX-SKIP hem de HSF 

araçlarında araştırılmıştır. Ekzon 7 mutant dizisinde ekzon atlanması olasılığı EX-

SKIP aracında yabanıl diziden daha yüksek çıkmış, sonuç Şekil 3.19’da verilmiştir. 
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Şekil 3.19. Ekzon 7 varyantının EX-SKIP aracına göre splice mekanizmasına etkisi. 

 İnsandaki potansiyel ekzon 7 varyantlarının splice mekanizmasına etkilerine 

ilişkin HSF sonuçları Çizelge 3.5’teki gibidir. Ekzon 7’de köpek transkriptinde de 

sitozinden timin nükleotitine substitüsyon gerçekleşen varyantın (insanda c.2639C>T) 

hem yeni donör bölge yaratması hem de yardımcı sinyallerde değişikliğe yol açması 

söz konusudur, bu bölgedeki diğer varyantların ise etkisiz olduğu görülmektedir. 

Çizelge 3.5. Ekzon 7 varyantı Human Splicing Finder sonuçları (Desmet ve ark., 2009).  
Etki sütununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bölgesinde splice’ı kuvvetlendiren yardımcı motif); ESS 
= Exonic splicing silencer (Ekzon bölgesinde splice’ı baskılayan yardımcı motif). 

Bölge Varyant Etki 

Ekzon 7 

c.2639C>A Splice sinyallerinde anlamlı bir etki yok. 

c.2639C>G Splice sinyallerinde anlamlı bir etki yok. 

c.2639C>T ESE/ESS motif oranında anlamlı değişiklik (-2). Kriptik 
donör bölge aktivasyonu. Splice mekanizmasında 
potansiyel değişiklik. 

 

3.4.3. PALB2 Geni Ekzon 13 Varyantının Etkileri 

VEP aracında ekzon 13’te tespit edilen ve düşük etkili olarak bildirilen sinonim 

varyantın ilk kez mevcut tez çalışmasında tespit edildiği görülmüştür.  
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R1354R varyantı ConSurf sunucusu (Ashkenazy ve ark., 2016) verilerine göre 

yüksek oranda korunmuş bir bölgede değildir (Şekil 3.20). Korunmuşluk derecesi 2 

olarak tespit edilen arjinin rezidüsü insan PALB2 proteininde histidin rezidüsü 

(1184’üncü amino asit) olarak görülmektedir (The Uniprot Consortium, 2021g). 

 

Şekil 3.20. R1354R varyantına ilişkin ConSurf sunucusu sonucu (Ashkenazy ve ark., 2016). 

R1354R sinonim mutasyonu, zararlı sessiz mutasyonların listelendiği dbDSM 

v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabanında araştırılmıştır (bkz. Şekil 3.21). PALB2 geni 

için yapılan taramada dört adet zararlı sinonim mutasyon listelenmiştir. Bu 

mutasyonların amino asit pozisyonları incelendiğinde R1354R varyantının insanda 

karşılığı olan 1184’üncü amino asit pozisyonunda zararlı bir sinonim varyant 

bildirilmediği görülmektedir. 

 

Şekil 3.21. PALB2 genindeki zararlı sinonim mutasyonlar; dbDSM v2.0 veri tabanı sonuçları (Wen ve 
ark., 2016). 
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Ekzon 13 sinonim varyantı için AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanı 

sonuçları Çizelge 3.6’daki gibi listelenmiştir. Bu varyantın bulunduğu bölgeye tek 

başına bağlanan herhangi bir TF bulunmamaktadır, ancak sinonim varyant ve 3’ UTR 

bölgesi varyantını kapsayan dizide yalnızca yabanıl allele bağlanabilen TF’ler tespit 

edilmiştir. 

Çizelge 3.6. AnimalTFDB3.0 veri tabanında köpek (Canis familiaris) türünde ekzon 13’te tespit edilen 
transkripsiyon faktörleri (Hu ve ark., 2019). 
Wt: yabanıl dizi, Mt: mutant dizi. 

Bölge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi 

Ekzon 13 

c.4062C>T (Sinonim) - - - 

c.4062C>T (Sinonim) ve 

c.4071T>C (3’ UTR) 

varyantlarını kapsayan 

nükleotit dizisi 

EP300 - - 

ESR1 - - 

KDM1A - - 

TCF12 - - 

Splice mekanizmalarındaki etkilere bakıldığında EX-SKIP sonuçlarına göre 

mutant dizinin yabanıl diziye göre ekzon atlama ihtimali daha yüksek hesaplanmıştır 

(Şekil 3.22). 

 

Şekil 3.22. Ekzon 13 varyantlarının EX-SKIP aracına göre splice mekanizmasına etkisi (Raponi ve ark., 
2011). 
MT: mutant dizi, WT: yabanıl dizi. 

 HSF sonuçlarına göre ekzon 13 bölgesinde köpek transkriptinde de sitozinden 

timin nükleotitine substitüsyon gerçekleşen varyantın (insanda c.3552C>T) 

c.3552C>A varyantıyla birlikte yardımcı motiflerde değişikliğe yol açtığı, c.3552C>G 
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varyantının ise hem yeni akseptör bölge oluşumuna hem de yardımcı motiflerde 

değişikliğe yol açtığı görülmüştür (Çizelge 3.7). 

Çizelge 3.7. Ekzon 13 sinonim varyantı için Human Splicing Finder sonuçları (Desmet ve ark., 2009).  
Etki sütununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bölgesinde splice’ı kuvvetlendiren yardımcı motif); ESS 
= Exonic splicing silencer (Ekzon bölgesinde splice’ı baskılayan yardımcı motif). 

Bölge Varyant Etki 

Ekzon 13 

c.3552C>A ESE/ESS motif oranında anlamlı değişiklik (-2).  

c.3552C>G ESE/ESS motif oranında değişiklik (-4). Kriptik akseptör 
bölge aktivasyonu. Splice mekanizmasında potansiyel 
değişiklik. 

c.3552C>T ESE/ESS motif oranında anlamlı değişiklik (-4).  

 

3.4.4. PALB2 Geni 3’ UTR Varyantının Etkileri 

VEP aracındaki verilere göre 3’UTR bölgesi varyantı ilk kez mevcut tez 

çalışmasında tespit edilmiştir. Bu varyantın modifiye edici etkisi olduğu VEP veri 

tabanında görülmüştür. 

3’ UTR varyantı AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanı sonuçları 

Çizelge 3.8’deki gibidir. 

Çizelge 3.8. AnimalTFDB3.0 veri tabanında köpek (Canis familiaris) türünde 3’ UTR bölgesinde tespit 
edilen transkripsiyon faktörleri (Hu ve ark., 2019). 
Wt: yabanıl dizi, Mt: mutant dizi. 

Bölge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi 

3’ UTR 

c.4071T>C (3’ UTR) 

FOXO3 - FOXP1 

FOXP2 - - 

TCF7L2 - - 

c.4062C>T (Sinonim) ve 
c.4071T>C (3’ UTR) 

varyantlarını kapsayan 
nükleotit dizisi 

EP300 - - 

ESR1 - - 

KDM1A - - 

TCF12 - - 
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Splice mekanizması incelendiğinde EX-SKIP aracında bu bölgenin de dahil 

olduğu diziler kullanıldığından mutant dizi için ekzon atlama ihtimali yabanıl diziye 

göre daha yüksek çıkmıştır. HSF sonuçları ise Çizelge 3.9’da görüldüğü gibidir. 3’ 

UTR bölgesinde c.*13T>A varyantı yeni akseptör bölge oluşumuna neden olmuş, 

diğer iki varyantın ise yardımcı motiflerinde değişiklik olduğu tespit edilmiştir. 

Çizelge 3.9. 3’ UTR varyantı için Human Splicing Finder sonuçları (Desmet ve ark., 2009).  
Etki sütununda ESE = Exonic splicing enhancer (Ekzon bölgesinde splice’ı kuvvetlendiren yardımcı motif); ESS 
= Exonic splicing silencer (Ekzon bölgesinde splice’ı baskılayan yardımcı motif). 

Bölge Varyant Etki 

3' UTR 

c.*13T>A Kriptik akseptör bölge aktivasyonu. Splice 
mekanizmasında potansiyel değişiklik. 

c.*13T>G ESE/ESS motif oranında anlamlı değişiklik (-5). 

c.*13T>C ESE/ESS motif oranında anlamlı değişiklik (-3). 

3.4.5. BRCA2 Geni İntron 2 Varyantının Etkileri 

İntron 2 varyantının VEP aracında daha önce rs852122207 kodu ile kayıtlı olan 

modifiye edici bir varyant olduğu görülmüştür. rs852122207 kodlu varyantın verileri 

incelendiğinde yalnızca popülasyondaki frekansına ilişkin bilgiler bulunmaktadır. 

Aynı zamanda transkriptlere göre cDNA pozisyonunun değişiklik gösterdiği 

görülmüştür. 

AnimalTFDB3.0 (Hu ve ark., 2019) veri tabanı sonuçları Çizelge 3.10’daki 

gibidir; yabanıl dizi, mutant dizi ve her iki diziye bağlanabilen TF’ler listelenmiştir. 

Çizelge 3.10. AnimalTFDB3.0 veri tabanında köpek (Canis familiaris) türünde intron 2 bölgesinde 
tespit edilen transkripsiyon faktörleri (Hu ve ark., 2019). 
Wt: yabanıl dizi, Mt: mutant dizi. 

Bölge Varyant Wt Dizi Mt Dizi Wt ve Mt Dizi 

İntron 2 c.68-104C>T 

TBX2 CUX1 HOXA9 

TRIM28 NR1H2 NR2E1 

 NR1H3 TP53 
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 İnsandaki potansiyel varyantların splice mekanizmasındaki etkilerine 

bakıldığında ise HSF sonuçları Çizelge 3.11’deki gibi görülmektedir. BRCA2 varyantı 

söz konusu olduğunda yalnızca c.68-105T>G varyantında yeni akseptör bölge 

oluşumu bildirilmiştir.  

Çizelge 3.11. İntron 2 bölgesi için Human Splicing Finder sonuçları (Desmet ve ark., 2009).  

Bölge Varyant Etki 

İntron 2 

c.68-105T>A Splice sinyallerinde anlamlı bir etki yok. 

c.68-105T>G Kriptik akseptör bölge aktivasyonu. Splice 
mekanizmasında potansiyel değişiklik. 

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

3.4.6. Protein Etkileşimleri 

İnsanlarda PALB2 proteininin etkileşimde bulunduğu proteinlerin listesi IntAct 

(Orchard ve ark., 2014) veri tabanından elde edilmiş, listelenen genlerin (Çizelge 3.12) 

köpek türünde PALB2 proteiniyle etkileşim halinde olup olmadığı araştırılmıştır.  
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Çizelge 3.12. IntAct veri tabanında köpekte de PALB2 proteini ile etkileşimde olan proteinler ve 
etkileşim bölgeleri.  
Etkileşim bölgesi WD40 domaini olan proteinlerin isimleri kalın harflerle yazılmıştır. İnsan ve köpek amino 
asitlerindeki rezidü farklılıkları da kalın harflerle işaretlenmiştir. 

Genler Köpekte ilgili dizi İnsanda ilgili dizi Not 

BRCA1 RDTMQDNLIKLQQEMAEL 
EAVLEQHESQ 

RDTMQHNLIKLQQEMAEL 
EAVLEQHGSQ 

Etkileşim bölgesi WD40 
domaininde değildir 

BRCA2 QADLGPISLNWFEELSLEA KADLGPISLNWFEELSSEA WD40 domaini ile 
etkileşimdedir 

KEAP1   Etkileşim bölgesi WD40 
domaininde değildir 

MORF4L1   Etkileşim bölgesi WD40 
domaininde değildir 

POLH Bulunamadı.  WD40 domaini ile 
etkileşimdedir 

RAD51 
DVLDNVAYARAGNTDHQ 
TQLLYQASAMMVESRYAL 

LIVDSATALYRTDYSGRGEL 
SARQMHLARFLRMLLRLAD 

DVLDNVAYARAFNTDHQ 
TQLLYQASAMMVESRYAL 

LIVDSATALYRTDYSGRGEL 
SARQMHLARFLRMLLRLAD 

WD40 domaini ile 
etkileşimdedir 

RAD51AP1   Etkileşim bölgeleri 
bulunamamıştır. 

RAD51C Bulunamadı.  WD40 domaini ile 
etkileşimdedir 

USP11   Etkileşim bölgesi WD40 
domaininde değildir 

XRCC3 Bulunamadı.  WD40 domaini ile 
etkileşimdedir 

Ayrıca STRING Version11.0 (Szklarczyk ve ark., 2019) veri tabanı kullanılarak 

PALB2 genine ait, Canis familiaris ve Homo sapiens türlerine özgü protein-protein 

etkileşim (PPI) ağı oluşturulmuştur. Elde edilen PPI ağı Şekil 3.23’te sunulmuştur. Bu 

ağ oluşturulurken genlerin komşuluğu, füzyonu, birlikte bulunmaları, birlikte ifade 

edilmeleri, protein homolojileri ve literatürdeki etkileşim verilerinden 

yararlanılmaktadır. 
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Şekil 3.23. STRING veri tabanında PALB2 proteini etkileşimleri (Szklarczyk ve ark., 2019). 
A: Canis familiaris türüne ait protein etkileşim ağı. B: Homo sapiens türüne ait protein etkileşim ağı. C. Lejant. 

3.4.7. Varyantların İnsan Genomunda Tümör ile Olası İlişkileri 

Ensembl veri tabanında köpek ve insan türlerine ait PALB2 ve BRCA2 genlerinin 

hizalanması ile (Ensembl, 2021b ve Ensembl, 2021c) elde edilen insan genomu 

pozisyonları, potansiyel varyantlar ve bu bölgelerin VEP’te (McLaren ve ark., 2016) 

araştırılmasında kullanılmış olan HGVS (Human Genome Variation Society) 

tanımlayıcıları Çizelge 3.13’te görüldüğü gibi bulunmuştur. 
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Çizelge 3.13. VEP taramasında kullanılan HGVS tanımlayıcıları.  
Olası tüm varyantlar çizelgede ayrı ayrı yazılmak yerine IUPAC kodlarıyla yazılmış ancak VEP aracında her bir 
nükleotit listelenerek aratılmıştır. D= G/A/T, H= A/C/T, V= G/C/A. 

Gen Bölge Köpekte genomik 

pozisyon (yön) 

İnsanda genomik 

pozisyon (yön) 

VEP taramasında kullanılan HGVS 

tanımlayıcıları  

PALB2 

İntron 6 g.22220063C>G (+) g.23629196G (-) ENST00000261584.9:c.2586+8G>H 

Ekzon 7 g.22223480C>T (+) g.23626345C (-) ENST00000261584.9:c.2639C>D 

Ekzon 13 g.22237511C>T (+) g.23603468C (-) ENST00000261584.9:c.3552C>D 

3' UTR g.22237520T>C (+) g.23603446T (-) ENST00000261584.9:c.*13T>V 

BRCA2 İntron 2 g.7794120C>T (-) g.32318972T (+) ENST00000380152.7:c.68-105T>V 

3.4.7.1. PALB2 İntron 6  

İntron 6 varyantının bulunduğu pozisyondaki yabanıl diziye ait nükleotit iki tür 

arasında farklıdır (Şekil 3.24). 

 

Şekil 3.24. İntron 6'da tespit edilen varyantın pozisyonu (Ensembl, 2021b). 

İnsan intron 6 potansiyel varyantları VEP’te düşük etkili splice bölgesi 

varyantları olarak görülmüştür. İnsanda bu pozisyonda rs1060504708 kodlu TNP’nin 

(c.2586+8G>A) bir fenotip-hastalık ile ilişkilendirildiği tespit edilmiştir (Ensembl, 

2021n). Bu varyant primer transkript, alternatif transkript ve NMD (nonsense-

mediated decay) transkriptinde görülmektedir.  

rs1060504708 (Ensembl, 2021o), kalıtsal kanser yatkınlık sendromu ile 

ilişkilidir. Klinik anlamı düşük ve benign olma ihtimali yüksek bir varyanttır.  
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3.4.7.2. PALB2 Ekzon 7 

Ekzon 7 varyantının bulunduğu pozisyondaki yabanıl diziye ait nükleotit iki tür 

için de aynıdır (Şekil 3.25).  

 

Şekil 3.25. Ekzon 7'de tespit edilen varyantın pozisyonu (Ensembl, 2021b). 

İnsan ekzon 7 potansiyel varyantları dört farklı transkriptte görülmektedir. 

Primer transkript ve alternatif transkriptte tüm varyantlar orta derecede etkili yanlış 

anlam mutasyonu olarak görülmektedir. ENST00000566069.5 transkriptinde üç 

varyant da upstream gen varyantı olarak, NMD transkriptinde ise 3’ UTR varyantı ve 

NMD transkript varyantı olarak görülmektedir. Her iki transkriptte varyantlar 

modifiye edici olarak sınıflandırılmıştır. Fenotip ve hastalık sütunu incelendiğinde tüm 

varyantların en az bir fenotip veya hastalıkla ilişkili olduğu, bir varyantın (c.2639C>A) 

ise tüm transkriptlerde bir fenotip ve bir hastalıkla ilişkilendirildiği görülmektedir.  

Primer transkriptteki c.2639C>G varyantı haricindeki tüm varyantların SIFT 

skorları 0 (zararlı) olarak hesaplanmış, bu varyantın SIFT skoru ise 0,01 (zararlı) 

olarak hesaplanmıştır. c.2639C>A varyantının PolyPhen skoru ENST00000261584.9 

ve ENST00000568219.5 transkriptleri için 0,956 olarak (zararlı olma ihtimali oldukça 

yüksek) hesaplanmıştır. c.2639C>G varyantının PolyPhen skoru aynı transkriptler için 

0,935 (zararlı olma ihtimali oldukça yüksek) olarak hesaplanmıştır (Ensembl, 2021g). 

Köpekteki nükleotit değişikliğinin insandaki karşılığı olan c.2639C>T varyantının 

PolyPhen skorları her iki transkript için 0,881 (zararlı olması muhtemel) olarak 

hesaplanmıştır. 

İnsanda bu pozisyonda rs1597085237 TNP ve COSV55166669 somatik TNP 

kayıtları mevcuttur. Tüm transkriptlerde bildirilen rs1597085237 (Ensembl, 2021r) 
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incelendiğinde, fenotip ve hastalık verilerinde doğrulanmamış ve güvenilirliği düşük 

olarak bildirilmesine karşın ailesel meme tümörü ile ilişkilendirildiği görülmektedir. 

COSV55166669 ise endometriyal tümör ile ilişkili bulunmuştur (Ensembl, 2021d). 

Köpek PALB2 proteininde A1050V varyantı insan PALB2 proteininde 880’inci 

rezidüye denk gelmektedir (The Uniprot Consortium, 2021a). Amino asit dizilerinde 

880’inci pozisyona ilişkin dört adet varyant bildirildiği görülmüştür. Bu kayıtlardan 

birisi kodonun üçüncü nükleotitinde gerçekleşen sinonim varyantlara (rs752928633), 

diğeri ise kodonun ilk nükleotitinde gerçekleşen A880D yanlış anlam mutasyonuna 

ilişkindir (daha önce belirtilen rs1597085237 ve COSV55166669 kayıtları). 

rs752928633 (Ensembl, 2021s) sinonim varyantlarının ailesel meme tümörü ve 

kalıtsal kanser predispozisyonu sendromuyla ilişkili bulundukları ve insanda benign 

olabilecekleri bildirilmiştir. 

3.4.7.3. PALB2 Ekzon 13 

Ekzon 13 varyantının bulunduğu pozisyondaki yabanıl diziye ait nükleotit iki tür 

için de aynı görünmektedir (Şekil 3.26). 

 

Şekil 3.26. Ekzon 13’te tespit edilen varyantın pozisyonu (Ensembl, 2021b). 

Ekzon 13 potansiyel varyantlarının üç farklı PALB2 transkriptinde görülmesi 

söz konusudur. Primer transkript ve alternatif transkriptte (ENST00000261584.9 ve 

ENST00000568219.5) c.3552C>A ile c.3552C>G varyantları yanlış anlam mutasyonu 

olarak sınıflandırılmış ve orta derecede etkili varyantlar oldukları bildirilmiştir. 

c.3552C>T varyantı ise bu iki transkriptte düşük etkili sinonim mutasyondur. Tüm 

varyantlar ENST00000566069.5 transkriptinde 3’ UTR varyantı olarak modifiye edici 

etkiye sahip olarak sınıflandırılmıştır. Fenotip ve hastalık bölümüne bakıldığında insan 



 129 

genomunda bu varyantlar için bildirilmiş herhangi bir hastalık ilişkisi 

görülmemektedir (Ensembl, 2021f). 

R1354R sinonim varyantı insanda 1184’üncü rezidüye denk gelmektedir (The 

Uniprot Consortium, 2021a). R1354R varyantının ConSurf verilerine göre yüksek 

oranda korunmuş bir bölgede olmadığı daha önce belirtilmiştir. Köpekte ilgili 

pozisyon arjinin rezidüsüyken, insana ait proteindeki rezidü histidindir. İnsan PALB2 

proteininin 1184’üncü pozisyonundaki varyantlar Ensembl veri tabanından elde 

edilmiştir (McLaren ve ark., 2016). 

1184’üncü pozisyonda rs1597061743 ve rs770692850 TNP’leri ile 

COSV55168966 somatik TNP’si bulunmaktadır. İlk kayıt timin delesyonu ile çerçeve 

kayması mutasyonuna neden olan rs1597061743 varyantıdır. Timin delesyonu ile 

meydana gelen çerçeve kayması ve erken stop kodonu oluşumunun ailesel meme 

kanseri ve kalıtsal kanser predispozisyonu sendromuyla ilişkili olduğu görülmüştür 

(Ensembl, 2021q). rs770692850 varyantında histidin rezidüsünün tirozine dönüştüğü 

görülmektedir ve bu varyant kalıtsal kanser predispozisyonu sendromu ile ilişkilidir 

(Ensembl, 2021t). COSV55168966 somatik varyantının ise akciğer tümöründe 

görüldüğü bildirilmiştir (Ensembl, 2021e). 

3.4.7.4. PALB2 3’ UTR Bölgesi 

3’ UTR (Untranslated region) varyant pozisyonundaki yabanıl nükleotit dizisi 

her iki türde de aynı görünmektedir (Şekil 3.27).  

 

Şekil 3.27. 3’ UTR bölgesinde tespit edilen varyantın pozisyonu (Ensembl, 2021b). 
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Potansiyel varyantların PALB2 proteinine ait üç transkriptte de modifiye edici 

etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. Her ne kadar listelenen verilerde mevcut varyantlar 

ve fenotip ve hastalık ilişkisi sütunlarında herhangi bir bilgi verilmemiş olsa da 

transkriptlerde ilgili bölge kontrol edildiğinde varyant pozisyonunu da kapsayan 

rs1567204889 kodlu indel varyantının bulunduğu görülmüştür (Ensembl, 2021a). 

rs1567204889 kalıtsal kanser predispozisyon sendromuyla ilişkilidir (Ensembl, 

2021p). 

3.4.7.5. BRCA2 İntron 2 

BRCA2 geni intron 2 varyantı pozisyonundaki yabanıl nükleotit dizileri iki tür 

arasında farklılık göstermektedir (Şekil 3.28). 

 

Şekil 3.28. BRCA2 intron 2’deki g.7794120C>T varyantının pozisyonu (Ensembl, 2021c). 

Potansiyel varyantlar dördü protein kodlamada görev yapan, biri ise NMD 

transktipti olan beş transkriptte de modifiye edici etki göstermektedir. PALB2 

genindeki intron bölgesinden farklı olarak bu pozisyon için yapılan analizlerde 

varyantların splice mekanizmasına etkilerine ilişkin veriler bulunduğu görülmüştür. 

İlgili pozisyon için bildirilen herhangi bir varyanta ya da fenotip ve hastalık verisine 

rastlanmamıştır. c.68-105T>A varyantları için tüm transkriptlerde akseptör kazanımı 

delta pozisyonu 16, akseptör kaybı delta pozisyonu 3, donör kazanımı delta pozisyonu 

-9, donör kaybı delta pozisyonu ise -28 olarak bildirilmiştir. c.68-105T>C varyantı için 

tüm transkriptlerde akseptör kazanımı delta pozisyonu 16, akseptör kaybı delta 

pozisyonu 8, donör kazanımı delta pozisyonu -9, donör kaybı delta pozisyonu ise -28 

olarak ifade edilmiştir. c.68-105T>G varyantı için tüm transkriptlerde akseptör 

kazanımı delta pozisyonu 1, akseptör kaybı delta pozisyonu -9, donör kazanımı delta 

pozisyonu 1, donör kaybı delta pozisyonu ise -9 olarak hesaplanmıştır. Splice 
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mekanizmasına ilişkin diğer verilerde ise herhangi bir değişiklik görülmemiştir 

(Ensembl, 2021m). 

3.5. PALB2 Genine İlişkin DnaSP ver. 6.12.03 Verileri 

DnaSP ver. 6.12.03 programında 20 KMT hastası birey ve bir sağlıklı bireye ait 

sekanslar ile ENSCAFG00000030772 Ensembl kodlu köpek referans genomuna ait 

PALB2 geni verilerinden elde edilmiş sonuçlara göre G+C içeriği 0,407 olarak 

hesaplanmıştır. Pozisyonlardaki toplam mutasyon sayısı için yapılan analizlerde 

değişken bölge sayısı (S) 4; toplam mutasyon sayısı (Eta) 4 olarak hesaplanmıştır. 

Bölge başına nükleotit çeşitliliği (Pi) 0,00071; Pi’nin örnekleme varyansı 0,0000000; 

Pi’nin standart sapması ise 0,00009 olarak hesaplanmıştır. Nükleotit farklılıklarının 

ortalama sayısı (k) 1,12368 olarak; sekans başına S’den theta (Theta-W) 0,91954; 

bölge başına S’den theta (Theta-W) ise 0,00058 olarak hesaplanmıştır. Haplotip sayısı 

8, haplotip çeşitliliği ise 0,728 olarak hesaplanmış, haplotip çeşitliliğinin varyansı 

0,00236; standart sapması ise 0,049 olarak tespit edilmiştir.  

Haplotip dağılımı Çizelge 3.14’teki gibi görülmektedir. Bireylerde varyantlar 

homozigot veya heterozigot kalıtım gösterebildiği için diploid diziler haploid dizilere 

ayrıştırıldıktan sonra bazı bireyler tek bir haplotip grubunda (homozigot bireyler), bazı 

bireyler ise iki haplotip grubunda birden (heterozigot bireyler) bulunabilmektedir. 
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Çizelge 3.14. Haplotipler ve DNA dizilerinin haplotiplere göre dağılımı.  
ENSCAFG00000030772: köpek referans genomu PALB2 geni, S: sağlıklı birey, KMT: meme tümörü hastası 
bireyler.  

Haplotip Dağılımı 

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 

ENSCAFG00000030772 KMT 1 KMT 2 KMT 2 KMT 3 KMT 5 KMT 12 KMT 13 

S 32 KMT 3 KMT 5 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        

Çizelge 3.15’te ise Çizelge 3.14’teki haplotiplerin nükleotit dizileri 

görülmektedir. 

Çizelge 3.15. PALB2 geni WD40 domaini nükleotit dağılımları. 

 H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 
İntron 6 (c.3096+8C>G) . G G G G . . G 
Ekzon 7 (c.3149C>T) . . . . . . . T 
Ekzon 13 (c.4062C>T) . . T . T . T . 
3' UTR bölgesi (c.4071T>C) . . . C C C C . 
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4. TARTIŞMA 

Homolog rekombinasyon aracılı DNA tamir mekanizması (HR), DNA’da 

meydana gelen çift zincir kırıklarının hatasız şekilde tamir edilebilmesi için kritik 

önem taşımaktadır. Bu mekanizmada görevli proteinlerin işlevini yerine getirememesi, 

DNA’da delesyon, insersiyon, translokasyon gibi bir dizi mutasyonun birikimine, 

hasarlı genlerin işlev ve ifadelerinde değişikliklere neden olarak, kanser gelişimini 

tetikleyebilmektedir (Abass ve ark., 2016; Hodgson ve Turashvili, 2020; O’Kane ve 

ark., 2017 ve Trenner ve Sartori, 2019). HR mekanizmasında görevli birçok gen 

olmasına karşın BRCA2, RAD51 ve PALB2 proteinlerinin oluşturdukları kompleksin 

tümör baskılayıcı etkisi bilinmektedir. Bu kompleksin işlevinde meydana gelen 

bozuklukların başta meme tümörü olmak üzere farklı kanserlerin gelişimine neden 

oldukları bildirilmiştir (Deveryshetty ve ark., 2019; Hodgson ve Turashvili, 2020; 

Nepomuceno ve ark., 2017; Park ve ark., 2014 ve Prakash ve ark., 2015). Çalışma 

kapsamında araştırılan PALB2 proteininin WD40 domaini, BRCA2 ve RAD51 

proteinleri ile etkileşime geçen kritik bir yapıdır (Ducy ve ark., 2019; Oliver ve ark., 

2009; Siaud ve ark., 2011 ve Zhang ve ark., 2009a). İnsanlarda PALB2 proteini 

mutasyonlarının meme tümörü açısından önemi bilinmekte ve meme tümörü hastaları 

ve risk grupları için 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 

tümör baskılayıcı kompleksin bir parçası olan BRCA2 proteinindeki mutasyonların 

insanlarda olduğu gibi köpeklerde de meme tümörü gelişiminde etkili olduğu 

bildirilmiştir (Borge ve ark., 2011; Enginler ve ark., 2014; Kaszak ve ark., 2018; 

Ozmen ve ark., 2017a ve Ripoli ve ark., 2016). Köpeklerde RAD51 proteini ve meme 

tümörü arasındaki ilişki de araştırılmıştır (Canadas ve ark., 2018; Ozmen ve ark., 

2017b ve Uemura ve ark., 2019). Köpek türünde PALB2 geni WD40 domaininde bir 

ilk niteliğindeki bu çalışma kapsamında köpek meme tümörü (KMT) hastası 

bireylerde bir intronik varyant; biri yanlış anlam mutasyonu, biri sinonim mutasyon 

olmak üzere iki ekzonik varyant ve bir adet 3’ UTR varyantı tespit edilmiştir. Tartışma 

bölümünde öncelikle örneklemin değerlendirilmesi, tespit edilen varyantların etkileri, 
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BRCA2, RAD51 ve PALB2 kompleksinin bütüncül şekilde ele alınması, son olarak 

insan ve köpek türlerinde karşılaştırmalı olarak meme tümörü ve WD40 domainindeki 

mutasyonların etkilerine değinilmiştir. 

4.1. Örneklem Grubunun Varyantlar Açısından Değerlendirilmesi 

Örneklem grubu oluşturulurken proje bütçesi nedeni ile VF1311 kodlu proje 

kapsamında kullanılan tüm bireylere ait biyolojik materyal kullanılamamış, örneklem 

grubu daraltılmak zorunda kalınmıştır. KMT hastası (n=20) ve sağlıklı bireye (n=1) 

ait kan örneklerinin seçiminde Türkiye’de KMT’ye ilişkin yapılmış çalışmalar göz 

önünde bulundurulmuştur. Türkiye’de malign tümörler, benign tümörlerin yaklaşık iki 

katı oranında görülmektedir. En sık karşılaşılan malign tümörlerin, malign miks 

karsinoma, kompleks adenokarsinoma, karsinosarkoma, solid karsinoma, anaplastik 

karsinoma ve tübüler adenokarsinoma vakaları olduğu; benign tümörlerin ise benign 

miks tümör, papiller kistik adenoma ve fibroadenoma vakaları olduğu; diğer tümör 

histopatolojilerinin ise nadir olarak görüldüğü bildirilmiştir (Atalay Vural ve Aydin, 

2001; Erer ve Kıran, 1993 ve Gülçubuk ve Gürel, 2003). Bu verilere göre örnek 

dağılımı malign miks karsinoma (n=3), kompleks adenokarsinoma (n=2), 

karsinosarkoma (n=2), solid karsinoma (n=2), anaplastik karsinoma (n=2), tübüler 

adenokarsinoma (n=2), benign miks tümör (n=3), papiller kistik adenoma (n=2) ve 

fibroadenoma (n=2) olarak belirlenmiştir. VF1311 kodlu projede sağlıklı bireylerden 

elde edilmiş DNA izolatları ile çalışılmıştır. 33 ve 35 kodlu bireylerde sırasıyla lipoma 

ve fibroadenoma görülmüştür. Fibroadenomalar benign neoplaziler sınıfında 

bulunmaktadır (Goldschmidt ve ark., 2011). Lipoma ise KMT vakalarında yapılan 

tümör sınıflandırması içinde bulunmamaktadır (Goldschmidt ve ark., 2011), ancak 

insan çalışmalarına göre meme dokusunda en sık görülen ve diğer bölgelerdeki 

lipomalardan ayırt edilemeyen adiposit bir tümördür ve tek taraflı, soliter, benign, 

asemptomatik bir tümör olarak kabul edilmektedir (Rowe ve ark., 2017 ve Stolnicu ve 

ark., 2015). Bu nedenle her iki örnek de örneklem dışı bırakılmıştır. KMT hastası 

bireylerde ise kan örneklerinden DNA izolasyonu gerçekleştirildiği için herhangi bir 

karışıklığa mahal verilmemiştir. 
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Tespit edilen varyantların tümör histopatolojilerine göre dağılımları Çizelge 

4.1’deki gibi görülmektedir. Çizelgede, kırmızı dolgu rengi homozigot mutant 

genotipi, sarı dolgu rengi heterozigot genotipi, beyaz renk ise homozigot yabanıl 

genotipi ifade etmektedir.  

Çizelge 4.1. PALB2 varyantlarının tümör histopatolojilerine göre dağılımı.  
Kırmızı: homozigot mutant genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. 

 
 İntron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3' UTR 

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

Malign 

Malign miks karsinoma 

16     

17     

20     

Kompleks 
adenokarsinoma 

1     

21     

Karsinosarkoma 
2     

3     

Solid karsinoma 
5     

11     

Anaplastik karsinoma 
6     

12     

Tübüler 
adenokarsinoma 

10     

13     

Benign 

Benign miks tümör 

26     

29     

30     

Papiller kistik adenoma 
22     

24     

Fibroadenoma 
25     

31     

Sağlıklı - 32     

Çizelge 4.1’de intron 6 varyantı toplam 14 örnekte tespit edilmiştir. Örneklerin 

10’u malign karakterde, dördü ise benign karakterdedir. Malign miks karsinoma 

vakalarının (n=3) yalnızca birinde heterozigot olarak görülmüştür. Kompleks 

adenokarsinoma (n=2), solid karsinoma (n=2) ve tübüler adenokarsinoma (n=2) 

vakalarının yarısında homozigot, yarısında ise heterozigot olarak görülmektedir. 

Karsinosarkoma vakalarının (n=2) tamamında homozigot olarak görülmektedir. 

Anaplastik karsinoma vakalarının (n=2) ise yalnızca birinde heterozigot olarak 
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görülmektedir. Benign tümörler incelendiğinde benign miks tümör vakalarının (n=3) 

ve papiller kistik adenoma (n=2) vakalarının birinde homozigot olarak görülmüştür. 

Fibroadenoma vakalarının (n=2) ise yarısında homozigot, yarısında ise heterozigot 

olarak görülmektedir. Ekzon 7 varyantı örneklem grubunda toplam üç bireyde 

heterozigot olarak tespit edilmiştir. Örneklerden ikisi malign, biri benign 

karakterdedir. Malign örneklerden biri kompleks adenokarsinoma, diğeri ise tübüler 

adenokarsinoma örneğidir. Benign örneğin ise benign miks tümör olduğu 

görülmektedir. Ekzon 13 ve 3’ UTR bölgesi varyantları tespit edildikleri bireylerde bir 

arada görülmektedir (c.4062C>T ve c.4071T>C). İki varyantın pozisyonları göz 

önünde bulundurulduğunda muhtemelen haplotip oldukları görülmektedir, ancak 

plazmite aktarım yapılarak DNA dizilemesi yapılmadığı için bu iddia 

doğrulanamamıştır. Bu varyantların beşi malign örneklerde, biri ise benign örneklerde 

tespit edilmiştir. Karsinosarkoma (n=2) ve solid karsinoma (n=2) örneklerinin 

tamamında; anaplastik karsinoma (n=2) örneklerinin ise yarısında tespit edilmiştir. 

Benign tümör örneklerinden ise yalnızca fibroadenoma (n=2) örneklerinin yarısında 

tespit edilmiştir. 

İnsanlarda özellikle ailesel meme tümörlerine yatkınlıkla ilişkilendirilmiş genler 

ve tümör histopatolojileri arasındaki bağlantıyı ortaya çıkarmak amacıyla yapılmış 

çeşitli çalışmalar mevcuttur, ancak PALB2 geni mutasyonlarının neden olduğu spesifik 

bir histopatolojiye ilişkin yeterli kanıt bulunmamaktadır (Hodgson ve Turashvili, 

2020). Tez çalışması kapsamında ise örneklem grubunda kısıtlı sayıda örnek 

bulunması nedeniyle varyant-histopatoloji ilişkilendirmesi yapılması mümkün 

değildir. Ancak intron 6 varyantı için kompleks adenokarsinoma (n=2), solid 

karsinoma (n=2), tübüler adenokarsinoma (n=2), karsinosarkoma vakalarının (n=2) ve 

fibroadenoma vakalarının incelenmesi daha geniş kapsamlı çalışmalarda önerilebilir. 

Benzer şekilde ekzon 13 ve 3’ UTR varyantları için karsinosarkoma ve solid 

karsinoma vakaları incelenebilir. 

Çizelge 4.2’de malign tümörlere ait histolojik dereceler ve varyantların 

derecelere göre dağılımı bulunmaktadır. Örneklerin histolojik derecelere göre dağılımı 

dengeli değildir. Derece I olarak değerlendirilmiş yalnızca iki örnek, derece II olarak 
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değerlendirilmiş sekiz örnek, derece III olarak değerlendirilmiş ise yalnızca üç örnek 

bulunmaktadır. İntron 6 varyantı derece I’deki tüm örneklerde (n=2), derece II’deki 

örneklerin (n=8) altısında, derece III’teki örneklerin (n=3) ise ikisinde tespit edilmiştir. 

Ekzon 7’deki varyantların birisi derece I, diğeri ise derece II örneklerinden birinde 

tespit edilmiştir. Derece III’teki bireylerde ekzon 7 varyantı görülmemektedir. Ekzon 

13 ve 3’ UTR varyantları derece I örneklerinde görülmemiştir. Derece II örneklerinin 

(n=8) üçünde; derece III örneklerinin ise (n=3) ikisinde bu varyantlar tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.2. PALB2 varyantlarının histolojik derecelere göre dağılımı.  
Kırmızı: homozigot mutant genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. 

Histolojik Derece Örnek 
İntron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3' UTR 

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

I 
10     

13     

II 

1     

2     

5     

11     

16     

17     

20     

21     

III 

3     

6     

12     

İnsanlarda yapılan meme tümörü araştırmalarında, PALB2 geni ve tümörün 

histopatolojik derecesi ile ilgili bağlantı kurulabilen çalışmaların sayısı kısıtlıdır. 

Heikkinen ve ark. (2009), PALB2 geninde tespit ettikleri 1592delT mutasyonunun 

fenotipik özelliklerini inceledikleri çalışmada, tümörlerin %9,4’ünün derece I, 

%37,5’inin derece II ve %53,1’inin derece III olarak sınıflandırıldığını bildirmişlerdir. 

Li ve ark. (2018), meme tümörü hastalarında, PALB2 mutasyonlarını değil, gen 

ifadesindeki değişiklikleri incelemiş, PALB2 ifadesindeki artış ile tümörün 

histopatolojik derecesi arasında pozitif korelasyon görüldüğünü bildirmişlerdir. Tezin 

bulgularında varyant pozisyonlarının bulunduğu yabanıl ve mutant dizilere farklı 
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TF’lerin bağlanabileceğine değinilmişti. Bu durumun gen ifadesini etkilemesi ve 

tümör histopatolojik derecesi ile ilişkilendirilebilmesi olanaklar dahilinde 

görülmektedir. 

Çizelge 4.3’te varyantların akciğer metastazis durumuna göre dağılımı 

görülmektedir ancak metastazis görülen örnek sayısı (n=3) oldukça kısıtlıdır ve 

varyantlar ile metastazis durumu arasında çıkarımda bulunmak bu nedenle güçtür. 

Metastazis görülen hastaların tümünde intron 6 varyantı, ikisinde ise ekzon 13 ile 3’ 

UTR varyantlarının tespit edildiği ve ekzon 7 varyantına rastlanmadığı söylenebilir. 

Çizelge 4.3. PALB2 varyantlarının akciğer metastazis durumuna göre dağılımı.  
Kırmızı: homozigot mutant genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. 

Akciğer Metastazisi Örnek 
İntron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3' UTR 

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

Var 

3     

12     

20     

Yok 

1     

2     

5     

6     

10     

11     

13     

16     

17     

21     

22     

24     

25     

26     

29     

30     

31     
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İnsan meme tümörü vakalarında metastazis bulguları genellikle lenf düğümü göz 

önüne alınarak bildirilmiş, bazı yayınlarda hangi doku ve organda olduklarına dair net 

bilgi verilmemiştir. Heikkinen ve ark. (2009), PALB2 geninde tespit ettikleri 1592delT 

mutasyonunun fenotipik özelliklerini inceledikleri çalışmada hastaların %97’sinde 

metastazis görülmediğini, yalnızca %3’ünde metastazis görüldüğünü bildirmişlerdir. 

Zhou ve ark. (2020), PALB2 geninde germ hattı mutasyonu bulunan meme tümörü 

hastalarının %3,13’ünde uzak dokulara metastazis görüldüğünü bildirmiştir ancak bu 

veri istatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Lefebvre ve ark. (2016), insan meme 

tümörü vakalarında yaptıkları retrospektif çalışma ile metastatik meme tümörü 

vakalarında erken yaşta meydana gelen meme tümörü vakalarına nazaran PALB2 

geninde daha sık mutasyon görüldüğünü bildirmiştir. Paul ve ark. (2020) da benzer 

şekilde PALB2 germ hattı mutasyonlarının metastazis ile anlamlı derecede ilişkili 

olduğunu bildirmişlerdir. 

Germ hattındaki patolojik mutasyonlara bağlı olarak meydana gelen meme 

tümörü vakaları ve erken yaşta meme tümörü tanısı konulması arasındaki ilişki 

insanlarda yaygın olarak araştırılan konulardan birisidir (Evans ve ark., 2021). 

Köpeklerde yaşam süresinin insanlara göre yaklaşık yedi kat kısa olduğu bilimsel 

olarak desteklenmemekte; ırk, vücut büyüklüğü ve akrabalık derecesine göre 

değişiklik göstermektedir (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 ırkların ortalama yaşam süreleri, cüsseleri gibi 

bilgilere ulaşılabilmekte ve güncel olarak kullanılan köpek-insan yaşı kıyaslama 

tablosuna erişilebilmektedir (The American Kennel Club, 2021). Örneklemdeki tüm 

bireylere ait ırk ve yaş verileri değerlendirilerek, AKC’deki ağırlıklarına göre 

sınıflandırılmış ve insanlardaki yaklaşık yaş grupları bu sayede değerlendirilmiş ve 

Çizelge 4.4 oluşturulmuştur. Melez ırklar için genellikle orta veya büyük cüsseli 

oldukları göz önünde bulundurularak insan yaşına dönüştürme işlemi yaş aralığı 

şeklinde verilmiştir. English setter ve kangal ırkları için ise kilolarına ilişkin kayıt 

bulunmadığından bu örneklere ait veriler sırasıyla orta-büyük ve büyük-dev ırk 

sınıfına girebilecekleri ihtimali üzerinden yaş aralığı şeklinde verilmiştir.  
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En genç bireyin 32 numaralı sağlıklı Pug ırkı örnek olduğu ve örneklemin insan 

yaşı ile 45 yaş ve üzerindeki orta yaş üstü ve yaşlı bireylerden oluştuğu görülmektedir. 

Tablodaki genel dağılım incelendiğinde, PALB2 varyantlarının dağılımının yaş ile 

ilişkisine dair herhangi bir çıkarım yapılamayacağı, örneklemin küçüklüğü ve genç 

bireylerin bulunmaması nedeniyle, bu konunun değerlendirilebilmesi için daha geniş 

bir örneklem ve daha geniş yaş gruplarında çalışılması gerektiği görülmektedir. 

Çizelge 4.4. PALB2 varyantlarının yaş (köpek yaşı) gruplarına göre dağılımı.  
* işareti melez bireyleri göstermektedir. Bu bireylerde cüsse tahmini olarak seçilmiştir. Kırmızı: homozigot mutant 
genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. 

Örnek Irk Boyut Yaş İnsan 
yaşı 

İntron 6 Ekzon 7 Ekzon 13 3' UTR 

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

32 Pug (Sağlıklı) Küçük 4 32         

22 Boxer Büyük 6 45         

12 Tibetan terrier Orta 7 47         

25 Yorkshire terrier Küçük 8 48         

29 Melez 
Orta-

büyük* 7 47-50         
30 Tibetan terrier Orta 9 56         
24 Husky Orta 10 60         

31 
English cocker 

spaniel Orta 10 60         

2 Melez 
Orta-

büyük* 9 56-61         

17 English setter 
Orta-
büyük 9 56-61         

20 Kangal  
Büyük-

dev 8 55-64         
5 Tibetan terrier Orta 12 69         

13 Golden retriever Büyük 11 72         

10 Tibetan terrier Orta 13 74         

6 Pinscher Küçük 15 76         
3 Rottweiler Büyük 12 77         

21 Golden retriever Büyük 12 77         

16 Melez 
Orta-

büyük* 13 74-82         
1 Golden retriever Büyük 13 82         

11 Rottweiler Büyük 13 82         
26 Tibetan terrier Orta 16 87         
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 Çizelge 4.5 ise örneklemdeki bireylerin yaşları ve tümör tipinin 

değerlendirilebilmesi amacıyla hazırlanmıştır. 

Çizelge 4.5. Örneklem grubuna ait yaşlar ve tümör tipi ve histopatolojileri.  
Sıralama insan yaşlarına göre yapılmıştır. * işareti melez bireyleri göstermektedir. Bu bireylerde cüsse tahmini 
olarak seçilmiştir. 

Örnek Irk Boyut Yaş İnsan 
yaşı 

Tümör tipi Histopatoloji 

32 Pug (Sağlıklı) Küçük 4 32 Sağlıklı - 

22 Boxer Büyük 6 45 Benign Papiller kistik adenoma 

12 Tibetan terrier Orta 7 47 Malign Anaplastik karsinoma 

25 Yorkshire terrier Küçük 8 48 Benign Fibroadenoma 

29 Melez Orta-
büyük* 

7 47-50 Benign Benign miks tümör 

30 Tibetan terrier Orta 9 56 Benign Benign miks tümör 

24 Husky Orta 10 60 Benign Papiller kistik adenoma 

31 English cocker 
spaniel 

Orta 10 60 Benign Fibroadenoma 

2 Melez Orta-
büyük* 

9 56-61 Malign Karsinosarkoma 

17 English setter Orta-
büyük 

9 56-61 Malign Malign miks karsinoma 

20 Kangal Büyük-
dev 

8 55-64 Malign Malign miks karsinoma 

5 Tibetan terrier Orta 12 69 Malign Solid karsinoma 

13 Golden retriever Büyük 11 72 Malign Tübüler adenokarsinoma 

10 Tibetan terrier Orta 13 74 Malign Tübüler adenokarsinoma 

6 Pinscher Küçük 15 76 Malign Anaplastik karsinoma 

3 Rottweiler Büyük 12 77 Malign Karsinosarkoma 

21 Golden retriever Büyük 12 77 Malign Kompleks 
adenokarsinoma 

16 Melez Orta-
büyük* 

13 74-82 Malign Malign miks karsinoma 

1 Golden retriever Büyük 13 82 Malign Kompleks 
adenokarsinoma 

11 Rottweiler Büyük 13 82 Malign Solid karsinoma 

26 Tibetan terrier Orta 16 87 Benign Benign miks tümör 

Çizelge 4.5’teki verilere göre, genç bireylerde benign, yaşlı bireylerde ise malign 

tümörler yaygın olarak görülmektedir. Tümör tipi dağılımları 12 ve 26 kodlu bireyler 

haricinde genç bireylerde benign, yaşlı bireylerde ise malign meme tümörlerinin 
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yaygın olarak görüldüğünü bildiren çalışmaları destekler niteliktedir. Epidemiyolojik 

çalışmalarda genel görüş 10-11 yaşlarına kadar KMT insidansında artış görüldüğü; 

sonrasında ise bu oranın düştüğü yönündedir (Boldizsár ve ark., 1992; Dobson ve ark., 

2002; Dorn ve ark., 1967; Gamlem ve ark., 2008 ve Schneider ve ark., 1969) ancak 

örneklemdeki yaşlar dikkate alındığında KMT hastası 20 bireyden dokuzunun 12 yaş 

ve üstü olduğu ve neredeyse örneklem grubunun yarısını temsil ettiği görülmektedir. 

Salas ve ark. (2015), KMT frekansının en yüksek olduğu yaş aralığının dokuz ile 12 

yaşları arası dönem olduğunu ifade ederken, Andrade ve ark. (2017), KMT için 

ortalama yaşın 9,99 olduğunu hesaplamışlardır. Ramesh ve ark. (2019), ise KMT 

vakalarının en yüksek görüldüğü yaş aralığının sekiz ve 12 yaşları arası olduğunu 

bildirmişlerdir. Zatloukal ve ark. (2005), meme displazi/hiperplazilerinin sekiz, benign 

tümörlerin 10, malign tümörlerin ise 13 yaşlı köpeklerde en yüksek frekansa 

ulaştıklarını bildirmişlerdir. Sorenmo ve ark. (2003) ise benign tümörlerin oluşma 

yaşını sekiz buçuk; malign tümörlerin oluşma yaşını dokuz buçuk olarak belirlemiştir. 

Tez çalışmasındaki örneklem grubunda ise benign tümörler altı ve 10 yaşları arasında 

görülmüş ancak 16 yaşlı bir bireyde de tespit edilmiştir. Malign tümörler ise yedi yaş 

ve üstü bireylerde tespit edilmiştir. Çalışma grubunun dağılımı Sorenmo (2003)’nun 

verilerini destekler niteliktedir. Sleeckx ve ark. (2011), beş yaşından önce malign 

meme tümörü oluşmasını nadir gözlenen bir durum olarak ifade etmiştir, örneklem 

grubu küçük olmasına karşın, tez çalışmasında beş yaşından küçük herhangi bir 

bireyde malign tümör görülmemiştir. Yapılan epidemiyolojik çalışmalarda ırk ve 

boyut ayrımı yapılmaksızın yaş gruplandırması yapılmıştır. Ancak, en azından ırkların 

cüsselerine uygun şekilde sınıflandırılarak yaş gruplarına ayrılması, KMT gelişiminde 

yaş faktörünün araştırılacağı yeni çalışmalar için daha doğru sonuçlar verecektir. 

Örneklem grubunda genç kabul edilebilecek yaştaki tek bireyin sağlıklı birey olması 

nedeniyle, insanlarda PALB2 mutasyonu tespit edilen meme tümörü vakalarındaki yaş 

dağılımına ilişkin çalışmalar tartışma bölümüne dahil edilmemiştir. 

Köpek türünde ırk içi genetik heterojenite diğer türlere nazaran daha düşüktür 

ve homozigotluktaki bu artış nedeniyle belirli ırklarda veya ırk gruplarında gerek 

hastalıklara, gerekse spesifik tümör tiplerinde kansere yatkınlık riski artmaktadır 

(Sargan, 2012). Çalışmaya dahil edilen toplam 11 farklı ırk ve melez bireylere ait 
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örnekler mevcuttur ve çalışmadaki ırklar Dünya Köpek Organizasyonu (FCI) 

sınıflandırma sistemine göre (http://www.fci.be/en/nomenclature/) Çizelge 4.6’da 

gruplandırılmıştır (Fédération Cynologique Internationale, 2021). Ana gruplardaki 

birey sayılarının bir ve altı arasında değiştiği, grupların dengeli olmadığı 

görülmektedir. Ana gruplardaki varyant dağılımlarından çıkarım yapmak güçtür. 

Çizelge 4.6. FCI sınıflandırmasına göre (Fédération Cynologique Internationale, 2021) örneklemdeki 
bireyler ve varyant dağılımları.  
Kırmızı: homozigot mutant genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. İ 6: İntron 6, E 
7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13, UTR: 3’ UTR varyantı. 

Grup (FCI) Bölüm Altbölüm Irk Örnek İ 6 E 7 E 13 UTR 

Spitz and 
Primitive types 

Nordic Sledge Dogs - Husky 24         

Retrievers - 
Flushing Dogs - 

Water Dogs 

Retrievers - Golden retriever 

1         
13         
21         

Flushing Dogs - English cocker 
spaniel 31         

Pinscher and 
Schnauzer - 

Molossoid and 
Swiss Mountain 
and Cattledogs 

Molossian type 

Mastiff 
type 

Rottweiler 
3         
11         

Boxer 22         
Mountain 

type Kangal 20         
Pinscher and 

Schnauzer type 

Pinscher Pinscher 6         

Pointing Dogs 

British and Irish 
Pointers and Setters Setter English setter 17         

Terriers Toy Terriers - Yorkshire terrier 25         

Companion and 
Toy Dogs 

Tibetan Breeds - Tibetan terrier 

5         
10         
12         
26         
30         

Small Molossian 
type Dogs - Pug (Sağlıklı) 32         

- - - Melez 2         
- - - Melez 16         
- - - Melez 29         

Köpek ırklarının kökenine ve filogenetiğine ilişkin yapılmış bir çok çalışma 

bulunmaktadır (Vila ve Leonard, 2012). En geniş kapsamlı çalışmalardan birisi Parker 

ve ark. (2004)’nın mikrosatelit çalışması, bir diğeri de Vonholdt ve ark. (2010) 
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tarafından yapılmış genom boyu ilişkilendirme çalışmasıdır. Parker ve ark. (2004), 

çalışmaları kapsamında 85 köpek ırkında filogenetik analizde, antik kökenlere sahip 

birkaç ırkı, modern Avrupa kökenli ırklardan ayırmıştır. Ağırlıklı olarak benzer 

coğrafi kökene, morfolojiye veya insan faaliyetlerindeki rolüne sahip ırkları içeren 

dört genetik küme belirlemişlerdir. Parker ve Ostrander (2005), bu çalışmaya ilişkin 

yayınladıkları derleme yayınlarında ırklardaki gruplandırmayı Şekil 4.1’deki gibi 

tanımlamışlardır. 

 

Şekil 4.1. 85 köpek ırkının popülasyon yapısı (Parker ve Ostrander, 2005). 
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Çizelge 4.7. Şekil 4.1'deki popülasyon dağılımına göre varyantların durumu.  
Grup başlığı altındaki renkler Şekil 4.1’deki kümeleri göstermektedir. İ 6: İntron 6, E 7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13, 
UTR: 3’ UTR varyantı. Siyah: homozigot mutant genotip, Gri: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl 
genotip. 

Grup  
(Parker ve Ostrander, 2005) Irk Örnek İ 6 E 7 E 13 UTR 

  

      Husky 24         

  

    

Tibetan terrier 

5         
    10         
    12         
    26         
    30         

      
Golden retriever 

1         
      13         
      21         
      English cocker spaniel 31         
      Pug (Sağlıklı) 32         
      

  
Rottweiler 

3         
      11         
      Boxer 22         

  

Kangal 20         
Pinscher 6         

English setter 17         
Yorkshire terrier 25         

Melez 

2         
16         
29         

Çizelge 4.7’de Kangal, Miniature pinscher, English setter ve Yorkshire terrier 

ırkları Parker ve ark. (2004)’nın çalışmalarında yer almadıkları için gruplandırmalara 

dahil edilememiştir. Sarı renkli grupta Siberian husky ve Tibetan terrier ırkları 

bulunmaktadır. İki Tibetan terrier ırkı bireyde (26 ve 30 numaralı örnekler) hiçbir 

varyant tespit edilmemiştir. İntron 6 varyantı hem Siberian husky hem de Tibeten 

terrier ırkı bireylerin üçünde (5, 10 ve 12 numaralı örnekler) belirlenmiştir. Bu grupta 

intron 6 varyantı, PALB2 varyantı görülen tüm bireylerde mevcuttur diyebiliriz. Ekzon 

7 varyantı bu gruptaki bireylerin hiçbirinde bulunmamaktadır. Ekzon 13 ve 3’ UTR 

varyantları iki Tibetan terrier ırkı bireyde (5 ve 12 numaralı örnekler) aynı paternde 

görülmektedir. Kırmızı renkli grupta Tibetan terrier, Golden retriever, English cocker 
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spaniel ve Pug ırkları bulunmaktadır. İki Tibetan terrier ırkı birey ve sağlıklı örnek 

olan Pug ırkı birey haricinde intron 6 varyantı bu gruptaki tüm bireylerde 

görülmektedir. English cocker spaniel ırkı birey intron 6, ekzon 13 ve 3’ UTR 

varyantlarını Tibetan terrier ırkı iki bireyle aynı paternde göstermektedir. Golden 

retriever ırkı bireyler incelendiğinde, üç örnekten ikisinde (13 ve 21 numaralı örnekler) 

intron 6 varyantının yanı sıra, ekzon 7 varyantı da tespit edilmiştir. Yeşil renkli grupta 

yalnızca sağlıklı birey bulunduğu için bu gruba ilişkin herhangi bir çıkarımda 

bulunmak mümkün değildir. Mavi renkli grupta ikisi Rottweiler, biri Boxer ırkı olmak 

üzere yalnızca üç örnek bulunmaktadır. Boxer ırkı bireyde herhangi bir varyant tespit 

edilmemiştir. Rottweiler ırkı bireylerde ise intron 6, ekzon 13 ve 3’ UTR varyantları 

aynı paternde (homozigot/heterozigot/heterozigot) dağılım göstermiştir. Genel olarak 

ekzon 7 varyantının yalnızca kırmızı grupta görüldüğünü, intron 6, ekzon 13 ve 3’ 

UTR varyantlarının yeşil grup haricindeki tüm gruplarda görüldüğünü söyleyebiliriz. 

Yeşil grup için herhangi bir çıkarımda bulunamamakla birlikte; ırk ve birey sayısının 

dengeli olarak artırılacağı çalışmalar bu veriler ışığında PALB2 varyantlarının dağılımı 

açısından gruplar içinde ve gruplar arasında bilgilendirici olabilir.  

Vonholdt ve ark. (2010) tarafından yapılmış genom boyu ilişkilendirme 

çalışmasında 85 köpek ırkında paylaşılan allel ve haplotipler göz önünde 

bulundurularak “Neighbour-joining (NJ) tree” oluşturulmuştur. Tez çalışması 

kapsamında örnekleme dahil edilen bazı ırklar (Kangal, English setter, Tibetan terrier) 

ilgili çalışmada yer almamaktadır. Haplotiplere göre oluşturulmuş NJ tree Şekil 

4.2.a’daki gibi görülmektedir. Tez çalışması kapsamında gruplandırmalar için 

haplotipler göz önüne alınarak Vonholdt ve ark. (2010), tarafından oluşturulan NJ tree 

kullanılmıştır. 
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Şekil 4.2. Vonholdt ve ark. (2010) tarafından yapılmış genom boyu ilişkilendirme çalışması.  
a. 85 ırk için yapılan genom boyu ilişkilendirme çalışmasında elde edilen haplotip verileri ile oluşturulmuş NJ tree 
b. Aynı çalışmada elde edilen allel verileri ile oluşturulmuş NJ tree. Tez çalışması için gruplandırma haplotip 
verilerine göre yapılmıştır. 
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 Vonholdt ve ark. (2010)’nın çalışmaları sonucunda elde ettikleri haplotiplere 

ilişkin NJ tree’ye göre örneklemdeki Siberian husky ırkının dahil olduğu Antik ve Spitz 

ırklarının ayrılmasının ardından, görerek iz süren tazılar, çoban köpekleri, av 

köpekleri, küçük terrierler ve mastif benzeri köpeklerin bulunduğu geniş bir grup ile 

spanieller, süs köpekleri, iş köpekleri ve koku ile iz süren tazılar ikinci bir geniş grup 

oluşturmaktadır. Birinci büyük grup içinde görerek iz süren tazılar ve çoban köpekleri 

diğer gruplara göre daha önce ayrılmaktadır, ancak bu gruplar içindeki ırklardan tez 

çalışmasındaki örnekleme dahil edilen herhangi bir ırk bulunmamaktadır. Görerek iz 

süren tazılar ve çoban köpekleri ayrıldıktan sonra retrieverlar ve mastif benzeri 

köpeklerin bir kısmı birlikte bir grup oluşturarak ayrılmaktadır. Golden retriever ırkı 

retrieverların bulunduğu gruba dahildir. Birlikte ayrılan mastif benzeri ırklar arasında 

ise Rottweiler ve Great dane ırkları bir grup, Saint bernard ve Bernese mountain dog 

ırkları ise bir başka grup oluşturmaktadır. Tez çalışmasında bulunan Rottweiler ırkı 

bireyler zaten Vonholdt ve ark. (2010)’nın yayınlarında bulunmaktadır ve dağ 

köpeklerinin oluşturduğu grup içinde mevcuttur. Bu grupların ayrılmasının ardından 

Yorkshire terrierin bulunduğu terrierler grubu ile Boxer ve diğer mastif tipi köpeklerin 

bulunduğu grup birbirinden ayrılmaktadır. Süs köpekleri, spanieller, koklayarak iz 

süren tazılar ve iş köpekleri ile bazı çoban köpeği ırklarının bulunduğu ikinci büyük 

grupta çoban köpekleri diğer ırklardan ayrı bir grup oluşturmaktadır. Kalan ırklardan 

Pug, Miniature pinscher gibi ırkların dahil olduğu süs köpeklerinin ayrı bir grup olarak 

ayrıldığı, ardından iş köpeklerinin farklı bir grup meydana getirdiği görülmektedir. 

Kalan ırklar içinden spanieller ve koklayarak iz süren tazıların iki ayrı grup 

oluşturduğu görülmektedir. English cocker spaniel ırkı, Vonholdt ve ark. (2010)’nın 

çalışmasında spanieller grubunda yer almış ırklardandır. Bu çalışmada oluşturulmuş 

haplotip temelli NJ tree göz önünde bulundurularak Çizelge 4.8 oluşturulmuş ve 

örneklemdeki varyantların dağılımı ırklar gruplandırılarak incelenmiştir. 
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Çizelge 4.8. Vonholdt ve ark (2010)'nın çalışması sonucunda elde edilen haplotip grupları, FCI 
sınıflandırması ve varyantların dağılımı.  
Kırmızı: homozigot mutant genotip, Sarı: heterozigot genotip, Beyaz: homozigot yabanıl genotip. İ 6: İntron 6, E 
7: Ekzon 7, E 13: Ekzon 13, UTR: 3’ UTR varyantı. 

Haplotip 
Grupları Grup (FCI) Irk Örnek İ 6 E 7 E 13 UTR 

1 Spitz and Primitive types Husky 24     
 

2 

Retrievers - Flushing Dogs - Water Dogs Golden retriever 
1     
13     
21     

 

Pinscher and Schnauzer - Molossoid and 
Swiss Mountain and Cattledogs Rottweiler 

3     
11     

 

Terriers Yorkshire terrier 25     

 
Pinscher and Schnauzer - Molossoid and 

Swiss Mountain and Cattledogs Boxer 22     
 

3 Companion and Toy Dogs Pug (Sağlıklı) 32     

 Pinscher and Schnauzer - Molossoid and 
Swiss Mountain and Cattledogs Pinscher 6     

  
 Retrievers - Flushing Dogs - Water Dogs 

English cocker 
spaniel 31     

 

- 

Pinscher and Schnauzer - Molossoid and 
Swiss Mountain and Cattledogs Kangal 20     

Companion and Toy Dogs Tibetan terrier 

5     
10     
12     
26     
30     

Pointing Dogs English setter 17     

- Melez 

2     
16     

29     

Çizelge 4.6’da aynı haplotip grupları altındaki gri alanlarla birbirinden ayrılmış 

ırklar NJ tree’deki daha küçük gruplaşmaları ifade etmektedir. Haplotip grupları 

(Vonholdt ve ark., 2010) ve FCI sınıflandırması (Fédération Cynologique 

Internationale, 2021) arasında yapılan karşılaştırmada aynı FCI grubunda bulunan bazı 

ırkların farklı gruplarda bulunan ırklarla haplotip benzerliğinin daha yüksek 

çıkabildiği görülmektedir. Çizelgede bu verilerin haricinde gruplandırılamamış 
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bireyler ve melez bireylere ait veriler de görülmektedir. Gerek Vonholdt ve ark. 

(2010)’nın çalışmasında, gerekse FCI sınıflandırmasında Siberian Husky ırkı diğer 

ırklardan ayrılmış görülmektedir. Bu ırk yalnızca intron 6 varyantını homozigot olarak 

taşımaktadır. Örneklemde aynı gruba dahil başka bir ırk veya birey olmadığından antik 

ve spitz ırklarının bulunduğu ilk haplotip grubunda varyant dağılımına dair çıkarımda 

bulunmak güçtür ancak Parker ve ark. (2004)’nın çalışmasında Tibetan terrier ırkı 

Husky ile ilişkili görülmüştür ve bu konuya daha önce değinilmiştir. İkinci haplotip 

grubu retrieverlar, terrierler ve mastif benzeri ırkların bulunduğu geniş bir gruptur 

(Vonholdt ve ark., 2010). Burada Golden retriever ırkının bulunduğu retrieverlar 

grubu ve Rottweiler ırkının bulunduğu mastif benzeri grubun haplotipleri daha yüksek 

benzerlik göstererek Vonholdt ve ark. (2010)’nın çalışmasına göre diğer iki alt gruptan 

ayrılmıştır ancak Golden retriever ırkının Boxer ve Rottweiler ırklarından keskin bir 

şekilde ayrıldığını bir önceki gruplandırmada (Parker ve ark., 2004) görmüştük. 

PALB2 varyantları açısından incelendiğinde Golden retriever ırkında intron 6 varyantı 

iki bireyde (1 ve 13 numaralı örnekler) homozigot, bir bireyde ise (21 numaralı örnek) 

heterozigot olarak görülmektedir. Ekzon 7 varyantı örneklemde yalnızca üç bireyde 

görülmektedir. Ekzon 7’deki varyantlardan ikisi Golden retriever ırkı bireylerde (13 

ve 21 numaralı örnekler) biri ise melez bireyde (29 numaralı örnek) tespit edilmiştir. 

Bu ırktaki bireylerin hiçbirinde Ekzon 13 ve 3’ UTR varyantlarına rastlanmamıştır. 

Örneklemin tamamı dikkate alındığında ekzon 7 varyantının Golden retriever ırkı için 

risk teşkil edebileceği görülmekte ve daha geniş bir örneklem grubunda araştırılması 

önerilmektedir. Rottweilerlarda her iki bireyde de intron 6 varyantı homozigot, ekzon 

13 ve 3’ UTR varyantları ise heterozigot olarak tespit edilmiştir. Ekzon 13 ve 3’ UTR 

varyantının görüldüğü toplam altı örnek bulunmaktadır. Bu varyantlardan ikisinin 

Rottweiler ırkında görülmesi ve intron 6 varyantının yine bu ırktaki iki bireyde birden 

bulunması ve aynı haplotipin görülmesi, bu üç varyantın Rottweiler ırkı için risk teşkil 

edebileceğini göstermektedir. İleride bu varyantlar için yapılacak çalışmalarda daha 

fazla Rottweiler ırkı bireyde araştırma yapılması önerilmektedir. İkinci haplotip 

grubunda diğer bir alt grubu oluşturan terrierleri (Vonholdt ve ark., 2010) tez çalışması 

örnekleminde yalnızca Yorkshire terrier ırkına mensup bir birey temsil etmektedir. 

Parker ve ark. (2004)’nın çalışmasında bu ırk bulunmadığından herhangi bir gruba 

dahil edilememişti. Bu bireyde yalnızca intron 6 varyantı homozigot olarak tespit 
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edilmiştir ancak tek bir birey bulunduğu için çıkarımda bulunmak güçtür. İkinci 

haplotip grubundaki son alt grubu temsil eden Boxer ırkında ise PALB2 geninde hiçbir 

germ hattı mutasyonuna rastlanmamıştır. Boxer ırkının Parker ve ark. (2004)’nın 

çalışmasında Rottweiler ırkı ile aynı grupta bulunduğunu görmüştük, ancak Vonholdt 

ve ark. (2010)’nın çalışmasında ayrı bir alt grup olarak bulunduğunu net bir şekilde 

görmekteyiz. Haplotip grubu 2 genel olarak değerlendirildiğinde hiçbir varyant tespit 

edilmemiş olan Boxer ırkı birey haricinde örneklerin tümünün intron 6 varyantını en 

az bir allelinde bulundurduğu görülmektedir. Ekzon 7 varyantı için riski en yüksek 

grup yine bu haplotip grubudur ve ekzon 13 ve 3’ UTR varyantları da bu grupta 

bulunan bireylerde görülebilmektedir. Süs köpekleri ve spaniellerin bulunduğu üçüncü 

ana haplotip grubunda süs köpekleri ilk alt grubu oluşturmaktadır. Bu gruptaki ırkların 

genellikle Çin kökenli ırklar ve küçük köpekler olduğu görülmüştür. Sağlıklı kontrol 

olan Pug ırkı bu alt grupta bulunmaktadır. Parker ve ark. (2004)’nın çalışmasında 

bulunmayan Miniature pinscher ırkının ise bu alt gruba diğer alt gruplardan daha yakın 

olduğu Vonholdt ve ark. (2010)’nın çalışmasında görülmektedir. Sağlıklı kontrol 

olarak örneklemde bulunan Pug ırkı ve KMT hastası Pinscher (Miniature pinscher) 

ırkı bireyde herhangi bir varyant tespit edilmemiştir. Bu grubun diğer bir alt grubu olan 

spanieller grubunda ise English cocker spaniel ırkı bulunmaktadır. English cocker 

spaniel ırkı bireyde intron 6, ekzon 13 ve 3’ UTR varyantları bir arada ve heterozigot 

olarak tespit edilmiştir. Sınıflandırmaya alınamayan bireylerden Kangal ırkı FCI 

tarafından Boxer ve Rottweiler ırklarının bulunduğu “Molossian” tipi köpekler 

sınıfında olduğundan ikinci grupta (Vonholdt ve ark., 2010) ve mavi grupta bulunması 

mümkün görünmektedir, ancak alt grubu incelendiğinde (bkz Şekil 4.1) “Mountain” 

tipindeki Saint bernard, Bernese mountain dog gibi aynı alt gruptaki ırkların 

bulunduğu mavi-yeşil grupların kesişim kümesinde çıkma ihtimali yüksektir (Parker 

ve ark., 2004). Ancak mikrosatelit ve genom boyu ilişkilendirme çalışmaları 

yapılmadığı için bunlar hakkında yalnızca fikir yürütmek mümkündür. Miniature 

pinscher ve English setter ırkı bireyler muhtemelen kırmızı grupta toplanacaktır ancak 

bu ırklara ilişkin veriler bulunmadığından herhangi bir varyant tespit edilmemiş olan 

bu bireyler için çıkarımda bulunmak mümkün değildir. Yalnızca intron 6 varyantının 

bulunduğu Yorkshire terrier ırkı bireyin kırmızı, mavi ya da yeşil renkli popülasyon 

gruplarında (Parker ve ark., 2004) bulunması olasıdır, ancak elimizde veri olmadığı 
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için bunu değerlendirebilmemiz mümkün görünmemektedir. Grup dışı kalan melez 

bireylerden birinde herhangi bir varyant tespit edilmemiştir. 29 numaralı melez birey 

13 numaralı Golden retriever ırkı örnekle, 2 numaralı melez birey ise 3 ve 11 numaralı 

Rottweiler ırkı örneklerle aynı paternde germ hattı mutasyonuna sahiptir. Melez 

bireyler incelendiğinde, 16 numaralı örnekte herhangi bir germ hattı mutasyonu tespit 

edilmemiş, iki numaralı örnekte Rottweiler ırkında görülen paternde mutasyon olduğu 

görülmüştür. 29 numaralı birey ise 13 numaralı Golden retriever ırkı bireydeki 

mutasyon paternini göstermiştir. Melez bireylerde ebeveynlere bağlı olarak gen 

havuzundaki herhangi bir allelin genotipte tespit edilebilmesi mümkündür. Bu 

nedenle, tespit edilen tüm varyantlar açısından risk altında oldukları düşünülebilir. 

Salas ve ark. (2015), yaptıkları retrospektif çalışmada meme tümörü vakalarının 

safkan ırk fenotipi gösteren bireylerde melez bireylerden yaklaşık dört kat fazla 

görüldüğünü bildirmişlerdir. Bu durum, saf ırklardaki homozigotluğun daha yüksek 

olması (Sargan, 2012) ile açıklanabilir. Irk ve ırk grupları bazında germ hattı 

mutasyonlarının dağılımının sağlıklı bir biçimde incelenebilmesi için, daha geniş ve 

dengeli örneklem gruplarına ihtiyaç vardır. 

4.2. Varyantların Protein Yapısı ve Fonksiyonuna Etkileri 

Tespit edilen varyantların protein yapısı ve fonksiyonuna etkilerinin 

değerlendirilmesi KMT açısından kritik önem taşımaktadır. Bu nedenle tespit edilen 

tüm varyantların etkilerine özel olarak değinilmiştir. 

4.2.1. PALB2 Geni İntron 2 Varyantı 

Transkriptte ve protein kodlanmasında yer almayan intron 6 (c.3096+8C>G) 

varyantının etkileri pozisyona bağlanan herhangi bir TF tespit edilmemiş olması 

nedeniyle yalnızca splice mekanizmasına ilişkin veriler üzerinden değerlendirilmiştir. 

İntron 6’da insan PALB2 geninde meydana gelebilecek tüm olası varyantların kriptik 

akseptör bölge aktivasyonuna neden olduğu sonucu elde edilmiştir (Desmet ve ark., 
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2009). VEP (McLaren ve ark., 2016) aracında köpek türündeki intron 6 varyantının 

splice bölgesi varyantı olduğu bilgisi ve Great dane ırkına ait genomda 

ENSCAFG00040003287 kodlu PALB2 genine ait üç farklı transkript bulunması 

varyantın alternatif splice’a neden olabileceği fikrini desteklemektedir. 

ENSCAFT00040006272.1 transkriptinde ekzon 7 bulunmamakta ve bu transkript 

4134 nükleotit uzunluğunda olup, 1301 amino asitlik bir protein ürünü 

sentezlemektedir. ENSCAFT00040006296.1 transkriptinde ise ekzon 1, ekzon 9 ve 

ekzon 10 bulunmamakta, 3507 nükleotit uzunluğundaki bu transkript 1092 amino asit 

uzunluğundaki bir protein ürünü sentezlemektedir (Ensembl, 2021h). Varyantın 

ENSCAFT00040006272.1 transkriptinin sentezlenmesi ile ilişkisi olması mümkün ve 

araştırmaya değerdir. Bu transkriptte bulunmayan ekzon 7’nin WD40 domainine dahil 

olması nedeniyle, protein ifadesi olmasına karşın PALB2 proteininin diğer proteinler 

ile etkileşimine zarar vermesi ihtimal dahilindedir. ENSCAFT00040006296.1 

transkripti de WD40 domaini açısından aynı soruna yol açacaktır. İnsan rs1060504708 

varyantının kalıtsal kanser predispozisyonu ile ilişkilendirilmiş olması bu varyanta 

ilişkin önemli bir bulgudur. Özetle; “intron 6 varyantı alternatif splice mekanizması 

üstünden PALB2 proteininin yapısını değiştirme potansiyeline sahip olabilir ve KMT 

predispozisyonu ile ilişkilendirilebilir” şeklinde yeni bir hipotez kurularak araştırma 

alanını genişletmek mümkündür. 

4.2.2. PALB2 Geni Ekzon 7 Varyantı 

Proteinlerin işlevleri üç boyutlu katlanma yapısına dayanmaktadır. Proteinlerin 

birincil yapısında meydana gelen değişiklikler proteinin ikincil ve üçüncül yapılarını 

ve dolayısıyla da proteinin üç boyutlu katlanma biçimini belirlemektir (Selzer ve ark., 

2019). Geçici protein-protein arası etkileşimlerde proteinin katlanma yapısının farklı 

fizyolojik koşullar ve ortamlardaki durumu bile bağlanma dinamikleri üzerinden 

proteinin fonksiyonunu etkilemektedir (Nooren ve Thornton, 2003). Bu nedenle 

birincil yapıda meydana gelecek herhangi bir değişiklik protein fonksiyonu açısından 

oldukça önemli etkiler yaratabilme potansiyeline sahiptir. DNA dizi analizi sonucunda 
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tespit edilen varyantlardan proteinin birincil yapısını değiştiren tek varyant ekzon 

7’deki A1050V yanlış anlam mutasyonudur. 

Ekzon 7’deki A1050V varyantı için yapılan in silico analizlerin sonuçları bu 

rezidünün protein yapısındaki pozisyonunun yüksek oranda korunmuş olduğunu ve 

fonksiyonel bir rezidü olduğunu göstermiştir (Ashkenazy ve ark., 2016). Amino asit 

dizisinin evrimsel süreçteki korunmuşluk durumuna göre yapılandırılmış SIFT 

aracının sonuçları da bu verileri destekler nitelikte “0” olarak bulunmuştur. Bu 

rezidünün türler arasında yüksek oranda korunmuş olması önemli bir fonksiyona sahip 

olabileceği ve olası bir mutasyonun organizma için zararlı olabileceğini işaret 

etmektedir. Yabanıl proteindeki alanin amino asiti hidrofobik, küçük ve çok küçük 

amino asitler gruplarında; mutant proteindeki valin amino asiti ise hidrofobik, küçük 

ve alifatik amino asitler gruplarında sınıflandırılmaktadır (Selzer ve ark., 2019). İnsan 

türünde kontrol edildiğinde de aynı rezidü değişikliğinin SIFT skoru 0 olarak 

bildirilmiştir (Ensembl, 2021g). PROVEAN aracında ise eşik değeri -2,5’tir ve 

varyantın etkisi -2,450 olarak hesaplanarak nötral olduğu bildirilmiştir (Choi ve Chan, 

2015). Elde edilen sonucun eşik değere oldukça yakın olduğu bu skorlardan 

görülmektedir. Aynı araç insandaki pozisyon için kullanıldığında varyantın -2,612 

skoru ile zararlı bir mutasyon olduğu görülmüştür (Choi ve Chan, 2015). PROVEAN 

aracı insan organizmasındaki varyantların değerlendirilmesi amacıyla tasarlanmıştır. 

Bu nedenle insanda bu varyantın zararlı olduğunun bildirilmesi köpekte de benzer bir 

etki görülebileceği ihtimalini güçlendirmektedir. PolyPhen-2 sunucusunun (Adzhubei 

ve ark., 2010) HumDiv modeline göre A1050V varyantı 0,991 (hassasiyet: 0,71; 

spesifite: 0,97) skoruyla; HumVar modeline göre ise 0,986 (hassasiyet: 0,54; 

spesifite: 0,94) skoruyla “zararlı olma ihtimali oldukça yüksek” olarak 

değerlendirmiştir. Köpekteki nükleotit değişikliğinin insandaki karşılığı olan 

c.2639C>T varyantının PolyPhen skoru 0,881 (zararlı olması muhtemel) olarak 

hesaplanmıştır (Ensembl, 2021g). MutPred2 sunucusunda (Pejaver ve ark., 2020) 

A1050V varyantının skoru 0,348 olarak hesaplanmış, varyantın patojenite ve fenotipe 

etkisine ilişkin veriler sunucu tarafından sağlanmamıştır. İnsandaki aynı varyanta 

ilişkin MutPred2 sonucu hesaplandığında ise 0,179 değeri ile yine eşik değeri 

geçemediği ve etkilerinin hesaplanmadığı tespit edilmiştir. SIFT, PROVEAN, 
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PolyPhen ve MutPred2 sonuçlarının iki tür arasında paralellik göstermesi oldukça 

önemlidir. PhD-SNP (Capriotti ve ark., 2006) uygulamasında sekans temelli metot 

kullanıldığında A1050V varyantı hastalıkla ilişkilendirilmiş polimorfizm (güvenilirlik 

indeksi: 0); sekans ve profil temelli metot kullanıldığında nötral (güvenilirlik indeksi: 

5); hibrit metot kullanıldığında ise hastalıkla ilişkili (güvenilirlik indeksi: 5) olarak 

değerlendirilmiştir. Güvenilirlik indeksleri değerlendirildiğinde sekans ve profil 

temelli metot ile hibrit metodun güvenilirliği daha yüksek görünmektedir. Ancak 

yöntemlerden birinde varyantın etkisi nötral, diğerinde hastalıkla ilişkili olarak 

değerlendirilmiştir. Bu nedenle PhD-SNP aracından elde edilen sonuçlar üzerine 

yorum yapmak zordur. SNPEffect 4.0 (De Baets ve ark., 2012) programında A1050V 

varyantının proteinin agregasyon eğiliminin, amiloid oluşturmaya yatkınlığının ve 

şaperon bağlama eğiliminin etkilenmediği tespit edilmiştir. Protein yapısının stabilitesi 

ise geçerli bir yapısal bilgi bulunmadığı için tespit edilememiştir. Ligand bağlanma 

bölgeleri ve varyantın bu bölgelerde neden olabileceği değişikliklere ilişkin FTSite 

Binding Site Prediction (Kozakov ve ark., 2015) ve FunFOLD2 (Roche ve ark, 2013) 

araçlarının verdiği sonuçlar ise birbiri ile örtüşmemektedir. 

Köpek türünde A1050V varyantı mevcut tez çalışması öncesinde Ensembl veri 

tabanına bildirilmiştir. İlgili çalışma araştırıldığında, “High quality variant calls from 

multiple dog genome project - Run1” isminde 238 örneğin germ hattında yapılan tüm 

genom sekanslaması ile karşılaşılmaktadır (European Variation Archive, 2021). 

Örneklerin ırk, hastalık gibi verileri veya yapılan çalışmaya ilişkin herhangi bir yayına 

ulaşılamamaktadır. Tez çalışmasındaki örneklem grubunda görülmemesine karşın, bu 

projede A1050V varyantının homozigot olarak da görüldüğü tespit edilmiştir. İnsan 

çalışmalarında ise köpekteki A1050V varyantının birebir karşılığı olan A880V 

varyantına ilişkin bildirilmiş herhangi bir vaka bulunmamaktadır. İlgili nükleotit ve 

amino asit pozisyonunda bildirilen tek varyantın A880D varyantı olduğu görülmüştür 

(Ensembl, 2021g). Bulgular bölümünde insanda bu pozisyonda görülen potansiyel 

varyantların ailesel meme tümörü, endometrial tümör ve kalıtsal kanser 

predispozisyon sendromu ile ilişkilendirildiğine değinilmiştir.  
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Yapılan in silico analizlerden bir kısmı varyantın nötral etkili olduğunu, bir 

kısmı ise zararlı olduğunu ifade eden sonuçlar vermiştir. Hem köpek hem de insan 

verilerindeki eksiklikler dikkate alındığında varyantın zararlı olup olmadığına dair 

kesin sonuca ancak yapılacak vaka-kontrol çalışmaları ve fonksiyonel testler ile 

ulaşmak mümkündür.  

Rezidü değişikliği haricinde A1050V varyantı bulunduğu pozisyona miRNA 

bağlanabilmesi nedeniyle de önemlidir. Mikro RNA’lar (miRNA) transkripsiyon 

sonrası gen regülasyonunda aktif olarak görev yapan yaklaşık 18-25 nükleotit 

uzunluğundaki kodlanmayan RNA molekülleridir. Bu diziler spesifik olarak mRNA 

dizilerine bağlanarak genin translasyonunu baskılamakta veya mRNA’nın 

degredasyonunu sağlamaktadır. İnsanlarda tümör ilerlemesi, invazyonu ve 

metastaziste onkogenik veya tümör baskılayıcı etki gösterebildikleri bilinen 

miRNA’lar, erken teşhis, prognoz, ve risklerin tanımlanması açısından önem 

taşımakta, ayrıca kişiselleştirilmiş kanser tedavilerinde ve önleyici tıpta klinik açıdan 

kullanılabilme potansiyeli bulunan hedeflerdir (Sethi, 2014). Köpeklerdeki meme 

tümörü vakalarında da miRNA’ların benzer etkiler görülmesi söz konusudur (Boggs 

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

PALB2 geninde, transkripsiyonu yapılan tüm varyantların (Ekzon 7, ekzon 13 

ve 3’ UTR bölgesi) bulunduğu pozisyonlar tez çalışması kapsamında üç farklı miRNA 

veri tabanında (TargetScan, miRDB ve miRWalk) araştırılmış ve yalnızca miRWalk 

(Sticht ve ark., 2018) veri tabanında ekzon 7’deki yanlış anlam mutasyonunun 

bulunduğu bölgeye bağlanma potansiyeli olan dört adet miRNA olduğu tespit 

edilmiştir. Bu miRNA’lar cfa-miR-222, cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-

8846 miRNA’larıdır. cfa-miR-222, insan miRNA’ları içinde MIMAT0000279 kodlu 

hsa-miR-222-3p ile aynı nükleotit dizisine sahip korunmuş bir miRNA’dır (Kozomara 

ve ark., 2019). miRWalk veri tabanında PALB2 geni için insan türü seçilerek yapılan 

taramada hsa-miR-222-3p’nin NM_024675 transkriptinde 2921-2938 nt’leri 

arasındaki bölgeye bağlandığı; XM_011545948 transkriptinde ise 80-111 nt’leri ve 

3060-3077 nt’leri arasındaki iki bölgeye bağlanabildiği görülmüştür (Sticht ve ark., 

2018). Buna karşın NCBI veri tabanında bu transkriptler ve varyant pozisyonu 
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incelendiğinde varyant pozisyonunun NM_024675 referans transkriptinde 2792’nci 

pozisyonunda bulunduğu ve miRNA’nın bu bölgeye bağlanmadığı (NCBI, 2021a); 

XM_011545948 transkriptinde ise varyantın 2931’inci pozisyonunda bulunduğu ve 

miRNA’nın bu bölgeye bağlanmadığı tespit edilmiştir (NCBI, 2021d). İlgili 

miRNA’ya (hsa-miR-222-3p) ilişkin insanlarda yapılmış araştırmalara meme tümörü 

açısından sorgulandığında ise göze çarpan bazı çalışmalar dikkat çekmektedir. 

Rinnerthaler ve ark. (2016), primer ve metastatik meme tümörü vakalarında yapılacak 

çalışmalarda normalizasyon için kullanılmak üzere miR-222-3p’nin de dahil olduğu 

11 adet miRNA’nın uygunluğunu kontrol etmiş, miR-222-3p’nin farklı tümör alt 

tiplerinde ifadelerinin farklılık gösterdiğini bildirmişlerdir. Ayrıca bu çalışmada 

verilen bilgiler doğrultusunda miR-222-3p’nin ERα, p27Kip1, p57 ve TIMP3 ifadelerini 

baskıladığı; ayrıca ilaç direnci ile ilişkilendirilmiş bir onkomiR (onkogenik etki 

gösteren miRNA) olduğu görülmektedir. Chen ve ark. (2017), üçlü negatif meme 

tümörü hücre hattı ve ER+/PR+/HER2- hücre hattında yaptıkları mikrodizin 

çalışmasında miRNA ifadelerindeki farklılıkları incelemişlerdir. Çalışma sonucunda 

miR-222-3p ifadesinin üçlü negatif meme tümörü hücre hattında diğer hücre hattına 

göre anlamlı derecede yüksek bulunduğu tespit edilmiştir. Mavrogiannis ve ark. 

(2018), meme tümörü hücre hatlarında antimitotik etkisi bulunan vinca alkaloidlerinin 

miRNA ifadelerine etkilerini incelemişlerdir. Özellikle üçlü negatif meme tümöründe 

ifade artışı görüldüğü bilinen miR-222-3p’nin zayıf prognoz ve lenf düğümlerinde 

metastazis ile ilişkilendirildiğinin belirtildiği çalışmada, vinca alkaloidleri ile muamele 

edilen her iki hücre hattında miR-222-3p’nin regülasyonunun önemli ölçüde değiştiği 

bildirilmiş, ayrıca kemoterapide destekleyici olarak miR-222-3p antagonisti ile 

tedavinin güçlendirilebileceği ifade edilmiştir. Amini ve ark. (2018), miR-222-3p 

ifadesinin tümörlü meme dokulardaki ifade seviyesinin normal meme dokularındaki 

ifade seviyelerinden anlamlı derecede daha yüksek olduğunu, ancak ifade seviyeleri 

ile yaş, vücut kitle indeksi, menopoz durumu, histolojik tip, histolojik derece, tümör 

evresi, tümör boyutu, lenf düğümünde metastazis gibi özelliklerle anlamlı bir ilişkisi 

bulunmadığını bildirmişlerdir. Çalışmada ayrıca bu miRNA’nın meme tümörü 

tanısında biyobelirteç olarak kullanılabileceği bildirilmiş ve malignitenin kontrolü için 

hedeflenme potansiyeli olduğu ifade edilmiştir.  Wang ve ark. (2018), erken teşhisli 

meme kanserinde tanı ve prognozda kullanılmak üzere kan dolaşımındaki 
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miRNA’ların biyobelirteç olarak kullanılma potansiyelini araştırdıkları çalışmada 

miR-222-3p’nin dahil olduğu dört farklı miRNA’nın cerrahi müdahale sonrasında 

ifadelerinde anlamlı derecede düşüş bildirmiş ve bu miRNA’ların (miR-130b-5p, miR-

151a-5p, miR-206 ve miR-222-3p) tanı ve prognoz için potansiyel belirteçler 

olabileceğini ifade etmişlerdir. Bunun yanı sıra, miR-222-3p’nin hastalıksız sağkalım 

için bağımsız bir prognostik faktör olduğu bildirilmiştir. Fang ve ark. (2019), 13 

miRNA’nın plazma konsantrasyonlarının çiftler halinde malign, benign ve sağlıklı 

örneklerden oluşturulmuş havuzlarda erken evre meme tümörü vakalarında 

biyobelirteç olarak kullanılma potansiyelini global miRNA ifade profillendirmesi ile 

araştırmışlardır. Çalışma kapsamında malign/sağlıklı, malign/benign, 

malign/sağlıklı+benign örnekler arasında en anlamlı ifade değişikliği görülen miRNA 

çiftleri tespit edilmiştir. İfadesi araştırılan 13 miRNA’dan biri olmasına karşın miR-

222-3p önerilen panellerdeki miRNA çiftleri arasında yer almamıştır. Zhang ve ark. 

(2019), HER2 pozitif ve üçlü negatif meme tümörü örnekleri arasında miRNA 

profillerini karşılaştırmış ve miR-20a-5p, miR-221-3p, miR-362-5p, miR-502-3p ve 

miR-222-3p miRNA ifadelerinin üçlü negatif meme tümörü örneklerinde anlamlı 

derecede daha yüksek ifade edildiğini bildirmişlerdir. Zhang ve ark. (2020), 

neoadjuvan terapi alan HER2 pozitif meme tümörü hastalarında serumdaki miR-222-

3p ifadesinin patolojik tam yanıtın tahmini, sağkalıma faydaları ve trastuzumab 

uyarımlı kardiyotoksisite ile ilişkili potansiyel bir etken olabileceğini bildirmişlerdir. 

Yüksek miR-222-3p ifadesi trastuzumab direnci ile bağlantılı olabilecek düşük 

patolojik tam yanıt ve zayıf prognozla ilişkili bulunmuştur. Kardiyotoksisite için ise 

yüksek miR-222-3p ifadesinin kalbin korunmasında etkili olabileceği öne sürülmüştür. 

Ahmed ve ark. (2021), invaziv ve invaziv olmayan meme tümörü vakalarında, küçük 

ekstraselüler veziküllerde bulunan miR-181b-5p, miR-222-3p ve let-7a-5p ifadelerinin 

tanıda biyobelirteç olarak kullanılma potansiyelini araştırmışlardır. miR-222-3p 

ifadesinin invaziv meme tümörü vakalarında daha yüksek olduğu bildirilmiş, miR-

222-3p ve let-7a-5p ifadeleri birlikte değerlendirildiğinde invaziv ve invaziv olmayan 

meme tümörü vakalarının ayrımının güçlü bir şekilde yapılabildiği ifade edilmiştir.  

Köpekte ve insanda bağlanma bölgeleri farklı olmasına karşın, hsa-miR-222-

3p’nin onkogenik etkili olduğu ve her iki türde bu miRNA dizilerinin PALB2 protein 



 159 

ifadesini baskılayabileceği görülmektedir. Köpekteki varyant pozisyonunda meydana 

gelen nükleotit değişiminin miRNA affinitesine etkisi ise bu alanda herhangi bir 

çalışma yapılana kadar merak konusudur.  

cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-8846 miRNA’ları ise insanda 

homoloğu bulunmayan miRNA’lardır ve bu miRNA’lara ilişkin köpek türünde 

yapılmış herhangi bir çalışmaya rastlanmamaktadır. 

miRNA-mRNA etkileşimlerinde, miRNA dizisi veya hedef gendeki bağlanma 

bölgesinde bulunan nükleotit dizilerinde meydana gelen polimorfizmler miRNA 

aracılı transkripsiyon sonrası gen regülasyonunu etkileyebilir. Bunun nedeni 

polimorfizm görülen miRNA bağlanma bölgelerinde transkript ile miRNA 

affinitesinin değişmesi nedeniyle daha kuvvetli bağlanma veya daha düşük güçte 

bağlanma gerçekleşmesidir. İnsanlarda miRNA hedef genlerinde bulunan bağlanma 

bölgelerindeki tekli nükleotit polimorfizmleri (TNP) genom boyu ilişkilendirme 

çalışması yapılarak sağlıklı ve kanserli dokularda araştırılmıştır (Ying, 2008). Bazı 

genlerde miRNA hedef genlerinin miRNA bağlanma bölgelerinde tespit edilen 

TNP’lerin frekanslarının, popülasyondaki tümörlü bireylerde ve sağlıklı bireylerde 

farklı bulunduğu bildirilmiştir. Bazı miRNA’ların hedef genlerindeki miRNA 

bağlanma dizilerinde tespit edilen TNP’lerin frekansı sağlıklı bireylerde; bazı 

miRNA’ların hedef genlerindeki miRNA bağlanma dizilerinde tespit edilen TNP’lerin 

frekansı ise tümörlü bireylerde daha yüksek görülmüştür. İlgili çalışma (Ying, 2008) 

TNP’ler nedeniyle miRNA bağlanma bölgelerinde miRNA’ların yabanıl tip dizi ve 

mutant dizilere affinitesinin farklı olduğunu ve bu nedenle ilgili hedef genlerin 

transkripsiyon sonrası regülasyonlarında değişiklik meydana geldiğini ve ifadelerinin 

değiştiğini öne sürmüştür. 

Her bir miRNA bağlanma bölgesindeki TNP için Ying ve ark. (2008)’nın 

önerdiği gibi yabanıl dizi ve mutant diziler için gen regülasyonunun etkilenmesi ve 

gen ifadelerinin değişmesi nedeniyle tümör oluşumunun tetiklenmesi mümkün 

görünmektedir. Ancak bu şimdilik yalnızca bir hipotezdir ve ilgili durumun deneysel 

olarak test edilmesi gerekmektedir. Yabanıl allel ve mutant allelin miRNA ve mRNA 
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arasındaki ilişkiye etkisinin ve gen ifadelerindeki potansiyel değişikliklerin 

belirlenebilmesi için fonksiyonel testlere gereksinim vardır. Tez çalışması kapsamında 

tespit edilen ve bağlanma skorları %84 olarak görünen (Sticht ve ark., 2018) cfa-miR-

222, cfa-miR-8842, cfa-miR-8821 ve cfa-miR-8846 miRNA’larının PALB2 mRNA 

dizisine gerçekten bağlanıp bağlanmadığının ve ifade değişimlerinin protein sentezine 

olan etkilerinin araştırılması için ileri aşamalarda fonksiyonel testlerin kullanılması 

önerilmektedir. 

Ekzon 7 bölgesi varyantının splice mekanizmasına etkilerinin araştırılması için 

yapılan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi ve ark., 2011) aracı mutant dizide 

ekzon atlanma ihtimalinin daha yüksek olduğunu bildirmiştir. Human Splicing Finder 

(Desmet ve ark., 2009) aracında ise c.2639C>A ve c.2639C>G olası insan varyantları 

splice sinyallerinde herhangi bir anlamlı etkiye neden olmamış, yalnızca c.2639C>T 

olası varyantı splice enhancer ve silencer motif oranlarında değişikliğe neden olmuş 

ve pozisyon için kriptik donör bölge aktivasyonu olabileceği bildirilmiştir. Ekzon 7’de 

köpek transkriptinde de sitozinden timin nükleotitine substitüsyon gerçekleşen bu 

varyantın (insanda c.2639C>T) hem yeni donör bölge yaratması hem de yardımcı 

sinyallerde değişikliğe yol açması önemlidir. A1050V varyantı alternatif splice 

mekanizmasında da değişikliğe neden olabilir. İntron 6 varyantı değerlendirilirken 

yapılan yorumların bu varyant üzerine de yapılabilmesi mümkündür. 

Ekzon 7 varyantı için son olarak TF bağlanması üzerinde durulmuştur. 

Transkripsiyon faktörleri (TF) DNA’daki düzenleyici dizilere bağlanarak 

transkripsiyonu artırmak veya azaltmak suretiyle gen ifadesini düzenlemektedir. Bazı 

transkripsiyon faktörleri gen ifadesini artırarak aktivatör görevi görmekte, bazıları ise 

transkripsiyonu baskılayarak represör görevi görmektedir. DNA’da bulunan 

düzenleyici diziler genin yakınında, uzağında veya gen bölgesinde bulunabilmektedir 

(Klug ve ark., 2019). Transkripsiyon faktörü bağlanma bölgelerinde meydana gelen 

tekli nükleotit polimorfizmleri regülatör proteinlerin bu bölgelere olan affinitelerini 

değiştirebilmekte, yeni TF bağlanma bölgelerine neden olabilmekte veya TF 

bağlanmasına olumsuz etki edebilmekte ve bu nedenle pankreas kanseri, akciğer 

kanseri, prostat kanseri, Parkinson hastalığı, koroner arter hastalığı, bilişsel hasar, 
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sistemik lupus eritematozu gibi kompleks hastalıklara ve patolojik durumlara neden 

olabilmektedir (Degtyareva ve ark., 2021). Meme dokusundaki normal hücrelerin 

malign karaktere dönüşümünde bir dizi gen ve proteinin aktivitesindeki değişikliklerin 

rol aldığı ve bu süreçte çeşitli hormonların (bunlar transkripsiyon faktörü olarak görev 

yapmaktadır) ve transkripsiyon faktörlerinin önemli etkileri olduğu bilinmektedir 

(Mester ve Redeuilh, 2012). Bu nedenle TF’lerini taklit eden ve meme tümöründe 

kritik rol oynayan genlerin aktivasyonunu veya baskılanmasını hedefleyen sentetik 

oligonükleotitler ile bireysel tümör tedavilerine ilişkin çalışmalar yapılması söz 

konusudur (Piva ve Gambari, 2002). Benzer şekilde TF olarak görev yapan çeşitli 

hormonlar da farklı preparatlar ile hedeflenerek gen regülasyonu normal seyrine 

döndürülmeye çalışılmaktadır (Mester ve Redeuilh, 2012). 

Ekzon 7 bölgesindeki c.3149C>T varyantının bulunduğu pozisyonda yabanıl ve 

mutant dizilere ortak olarak bağlanabilen iki adet TF olduğu tespit edilmiştir. Yalnızca 

yabanıl diziye bağlanabilen altı, yalnızca mutant diziye bağlanabilen ise üç farklı TF 

olduğu dikkati çekmiştir. Yabanıl tip diziye bağlanabilen ELF1, EZH2, RELA, 

RUNX1, SP1 ve TRIM28 TF’lerinin meme tümörü ile ilişkileri özetlenmeye 

çalışılmıştır. 

GABPα, elk-1, elf-1 (E74-like factor-1) ve PEA3 gibi ETS (Erythroblast 

Transformation Specific) TF ailesine özgü bağlanma bölgesini taşıyan bazı genlerin 

insan meme tümörü hücre hatlarında HER2 promotor bölgesine bağlanma potansiyeli 

olduğu ve HER2 gen ifadesini artırabileceği bildirilmiştir (Scott ve ark., 1994). BRCA2 

geni promotor bölgesinde USF-1 ve USF-2 bağlanmadığı taktirde Elf-1 transkripsiyon 

faktörünün bağlanabildiği ve bu üç TF’nin BRCA2 regülasyonunda önemli rol 

oynadığı bildirilmiştir (Davis ve ark., 1999). Hu ve ark. (2004), ELF1 ifadesinin 

sağlıklı fare ve insan meme dokularında yüksek olduğunu, meme tümörü bulunan 

dokularda ise diğer ETS ailesinde bulunan TF’lerin aksine her iki türde de gen 

ifadesinin düştüğünü bildirmişlerdir (Hu ve ark., 2004). Gerloff ve ark. (2011) 

nükleustaki Elf-1 ifadesinin tümörün histolojik derecelendirmesi ve tümör boyutu ile 

ters orantılı olduğu bildirmiş ancak hastalığın prognozu ile ilişkili herhangi bir 

çıkarımda bulunulmamıştır. ChIP veri setleri ile meme tümörü hücre hattında yapılan 
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bir çalışma (Duan ve ark., 2020) sonucunda ELF-1’in kemokin aracılı malign tümör 

hücrelerinin regülasyonunda görevli olduğu bildirilmiştir.  

Yapılan çalışmalara bakıldığında, ELF-1’in meme tümörü tedavisi ve 

prognozunda önemli olan HER2 ve DNA tamirindeki görevi nedeniyle tümör 

baskılayıcı komplekste görevli BRCA2 ile etkileşime geçebileceği, ifadesinin fare ve 

insan türlerinde normal meme dokusunda yüksek, tümörlü dokularda ise düşük olması, 

bununla birlikte tümörün histolojik derecesi ile ifadesinin ters orantılı olması söz 

konusudur. PALB2 proteini de DNA tamirinde BRCA2 proteini gibi tümör baskılayıcı 

komplekste bulunmaktadır. ELF-1’in yabanıl diziye bağlanıp mutant diziye 

bağlanmaması, yabanıl diziyi taşıyan hücrelerde tümör gelişimini uyarma potansiyeli 

bulunan çift zincir kırıklarının tamirinde PALB2 ifadesinin uyarılarak tümör 

baskılayıcı etkiye katkı sunabileceğine ilişkin yeni bir hipotez oluşturulmasını 

sağlayabilir. Ancak, yabanıl dizi ve mutant dizi ile ELF-1 etkileşiminin fonksiyonel 

testler ile belirlenmesi gerekmektedir. 

EZH2 (Enhancer of zeste-2) histon metil transferaz aktivitesi bulunan, 

kromatinin yeniden modellenmesinde ve DNA metilasyonunda direkt olarak görev 

yapan bir TF olarak bilinmektedir (Chase ve Cross, 2011; Simon ve Lange, 2008 ve 

Zeidler ve Kleer, 2006). EZH2’de meydana gelen değişikliklerin duruma göre hem 

tümör baskılayıcı hem de tümör oluşumunu tetikleyici etkileri olabildiği ifade 

edilmektedir (Anwar ve ark., 2021). İnvaziv ve metastatik meme tümörleri gibi agresif 

meme tümörlerinde ifade artışı gözlenen bu TF’nin aşırı ifadesi, yüksek histolojik 

dereceler, ER ve PR negatif vakalar ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Chase ve 

Cross, 2011; Simon ve Lange, 2008 ve Zeidler ve Kleer, 2006). Yine bu vakaların 

çoğunlukla HER2 pozitif vakalar olduğu (Wang ve ark., 2015) ve yüksek p53 ifadesi 

görüldüğü bildirilmiştir (Jiang ve ark., 2016). EZH2 retinoblastoma ailesindeki tümör 

baskılayıcı proteinlerin histon deasetilaz-1 aktivitesi ile yarışarak bu genlerin inaktif 

kalmasına neden olmaktadır ve bu durum tümörlerde agresif karakterle 

ilişkilendirilmektedir (Tonini ve ark., 2008). EZH2 proteininin PRC2 (Polycomb 

repressive complex 2) kompleksinin katalitik alt ünitesi olduğu bilinmektedir. Aynı 

komplekste bulunan EED proteininin kristal yapısına bakıldığında, PALB2 
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proteinindeki gibi yedi yapraklı b-pervane yapısında bir WD tekrarı içerdiği bu tekrar 

bölgesi ile EZH2 proteininin amino bölgesinin etkileşim kurduğu bildirilmiştir (Tan 

ve ark., 2014). Protein domainlerindeki yapısal benzerliğe bakılarak, EZH2 proteininin 

PALB2 proteini WD40 domaini ile de direkt olarak etkileşime geçebilme potansiyeli 

olduğuna dair bir çıkarımda bulunmak mümkündür, ancak bu iddianın gerek in silico 

analizler gerekse fonksiyonel testlerle doğrulanması gerekmektedir. EZH2 mutantı ile 

yapılan çalışmalar, farelerde normal meme bezi gelişiminde de bu proteinin önemli 

olduğunu göstermiştir (Bae ve Hennighausen, 2014). Yüksek EZH2 ifadesi görülen 

meme epitel hücrelerinde RAD51 paraloglarının mRNA ifadesinde düşüş olduğu 

tespit edilmiş ve EZH2 ifadesi ile HR mekanizması arasında bir ilişki olabileceği ve 

bu ilişkinin araştırılması gerektiği ifade edilmiştir (Zeidler ve Kleer, 2006). EZH2’nin 

HR mekanizmasında görevli RAD51 genini hedeflemesinin yanı sıra, BRCA1 

mutasyonlarının agresif karakter ve zayıf prognoz gözlemlenen üçlü negatif meme 

karsinomlarına neden olması ve EZH2 ifadesinin bu tip kanserlerde yüksek görülmesi, 

EZH2 ifadesi yüksek olduğunda BRCA1 fosforilasyonunun düşmesi sonucu hücre 

proliferasyonunun uyarılması ve BRCA1 eksikliği bulunan fare meme tümörü 

vakalarında EZH2 inhibitörüne hassasiyetin 20 kat arttığına dair veriler, BRCA1 ile 

bu TF arasında ilişki kurulabileceğini göstermiştir (Bae ve Hennighausen, 2014). 

EZH2’nin hormona dirençli kanserlerde umut verici bir terapötik hedef olduğu ve 

tedavide EZH2 inhibitörlerinin diğer terapötik ajanlarla birlikte kullanılabileceği 

bildirilmiştir (Deb ve ark., 2013 ve Walsh ve ark., 2016).  

RELA, NF-kB (Nükleer faktör kappa B) alt ünitesidir, transkripsiyon faktörü 

p65 olarak da bilinmektedir ve hücresel proliferasyon, neoplastik transformasyon, 

apoptozis kontrolünde yer alan birçok genin regülasyonunu düzenlemektedir. Kim ve 

ark. (2000), RELA ve AhR’nin bir onkogen olan c-myc’nin meme hücrelerinde 

transaktivasyonunu birlikte sağladıklarını tespit etmiştir. Ricca ve ark. (2001), 

RELA’nın aşırı ifadesinde hücre proliferasyonunda azalma ve apoptozisin 

aktivasyonunun uyarıldığını tespit etmiş, ayrıca RELA ifadesi yüksek hücre hatlarının 

enjekte edildiği atimik farelerde tümör oluşumunun azaldığını ve tümörün görünür 

hale gelme sürelerinin ortalamasında artış görüldüğünü bildirmiştir. Van Laere ve ark. 

(2006), yangısal meme tümörü ve yangısal olmayan meme tümörü örneklerinde 
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yaptıkları araştırmada NF-kB ve hedef genlerinin ifadelerini incelemiş, yangısal meme 

tümörü örneklerinde NF-kB hedef genlerinin ifadelerinde artış tespit etmiş, ancak 

RELA ifadesi açısından iki grup arasında herhangi bir farklılık tespit edememişlerdir. 

Lerebours ve ark. (2008), ise çalışmalarında yangısal meme tümörü grubunda, 

yangısal olmayan meme tümörü grubuna kıyasla RELA dahil olmak üzere birçok NF-

kB ilişkili genin ifadesinde anlamlı derecede artış görüldüğünü bildirmiştir. Lee ve 

ark. (2011), ER negatif bazal benzeri meme tümörü hücrelerinde EZH2’nin RELA ve 

RELB ile fiziksel etkileşime girerek NF-kB ifadesini artırdığını; bununla birlikte 

lümen benzeri ER pozitif hücrelerde ise histon metilasyonunu yönlendirerek NF-kB 

ifadesini baskıladığını göstermişlerdir. Liu ve ark. (2012), RELA’nın 

fosforilasyonunun, tümör nekrozis faktörüne yanıt olarak DNMT-1'in kromatine 

doğrudan alınmasını sağladığını; bunun ardından metastazisi önleyici BRMS1 geninin 

promotor bölgesinde DNA metilasyonuna neden olduğunu tespit etmiştir. RELA’nın 

bu şekilde BRMS1’in aktif transkripsiyonunu baskılayarak tümör metastazisini 

uyardığını bildirmişlerdir. Bouchal ve ark. (2015), proteom ve transkriptom 

çalışmaları sonucunda, düşük dereceli meme tümörlerinde metastazis görülmesi ve 

RELA’nın dahil olduğu bazı protein ifadelerinin arasında korelasyon görüldüğünü ve 

bu protein ifadelerinin biyobelirteç olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir. Kim ve 

ark. (2018) ise NFATc2 ve NFKB1/RELA’nın, hücre göçü ve invazyonunda etkili bir 

proto-onkogen olduğu bilinen ETS1 geninin promotor bölgesinde tespit edilen 

düzenleyici element ile etkileşime geçerek, gen ifadesini artırdığını tespit etmiştir. 

Jeong ve ark. (2019), RELA geninde DNA metilasyon düzeyinin TNF-α ifadesine bağlı 

olarak artış gösterdiğini ve bu örneklerde aynı zamanda NF-kB1 ifadesinin arttığını 

bildirmişlerdir. Biswas ve ark. (2019), primer meme tümörlerinde lenf düğümlerine 

metastazis ile ilişkisi olduğu tespit edilen CXCL13 ve CXCR5 mRNA ifadeleri ile 

RELA ifadesi arasında pozitif korelasyon olduğunu göstermiş; RELA’nın CXCL13 

promotor bölgesine bağlanarak gen ifadesini artırdığı ve tümör metastazisinde rol 

oynadığını bildirmişlerdir. Kemoterapide oluşan direnç mekanizmasının üstesinden 

gelebilme amacıyla, RELA ile negatif bir geri besleme döngüsü oluşturacak miR-

519d-5p gibi miRNA’lar veya CRL1101 gibi küçük inhibitör moleküllerin ve 

kemoterapötik ajanların kombinasyon halinde kullanımına yönelik yeni tedavi 

stratejileri önerilmektedir (Kanzaki ve ark., 2021 ve Li ve ark., 2021). Yapılan 
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çalışmalar ele alındığında özetle RELA’nın onkogenlerin ifadelerinde artışa neden 

olduğu ve metastazisi tetikleyecek gen ifadelerini uyardığı, HR mekanizması ve 

PALB2 proteinine ilişkin ise herhangi bir çalışma bulunmadığı görülmektedir. 

RUNX1 (Runt-related transcription factor 1), onkogen veya tümör baskılayıcı 

gibi davranabilen, aynı aileye bağlı üç transkripsiyon faktöründen birisidir (Chimge 

ve Frenkel, 2013; Groner ve ark., 2017 ve Janes, 2011). Bu TF, RUNX ailesindeki 

TF’leri arasından meme epitelinde baskın şekilde ifade edilen ve tümör oluşumlarında 

regülasyonunda bozukluklar meydana gelebilen bir transkripsiyon faktörüdür (Chimge 

ve Frenkel, 2013 ve Janes, 2011). Janes (2011), meme tümöründe RUNX1 TF’nün 

tümör baskılayıcı olarak rol oynayacağı hipotezini öne sürmüştür. Chimge ve Frenkel 

(2013) ise primer tümör örneklerinde tespit edilen RUNX1 somatik mutasyonlarını, 

bu TF’nün östrojen sinyali antagonisti olarak görev yapmasını ve ifadesinin agresif 

tümörlerde azalmasını öne sürerek bu düşünceyi desteklemiştir. Van Bragt ve ark. 

(2014), RUNX1’in önemli bir regülatör olduğunu; kaybının ER+ luminal meme 

tümörü hücrelerinde TP53 ve RB1 kaybına neden olabildiğini farelerde yaptıkları gen 

susturma çalışmasında göstermişlerdir. Buna karşın Ferrari ve ark. (2014), primer 

invaziv duktal meme tümörü vakalarında yaptıkları çalışmada üçlü negatif meme 

tümörü vakalarında RUNX1 ifadesini kötü prognozla ilişkilendirmiştir. Browne ve 

ark. (2015), transgenik fare meme tümörü modelinde yaptıkları çalışmada RNA 

interferens ile Runx1 ifadesini baskıladıklarında, agresif kanser fenotipine neden olan 

hücre göçü ve invazyonunun anlamlı ölçüde ortadan kalktığını göstermiş ve 

RUNX1’in bu bilgiler doğrultusunda insanlarda da onkogenik etki gösterebileceğini 

öne sürmüşlerdir. Chimge ve ark. (2016), ER+ meme tümörlerinde RUNX1’in 

östrojen aracılı AXIN1 supresyonunu engellediğini ve b-catenin aktivasyonunu 

sağlayarak tümör baskılayıcı olarak görev yaptığını in vitro ve in vivo olarak 

göstermişlerdir. Barutçu ve ark. (2016), RUNX1’in meme tümörü hücre hattında 

kromatin organizasyonu ve gen regülasyonuna etkilerini incelemiş, RUNX1 gen 

susturmasının hücre dışı matriks içeriği ile ilişkili genlerin ifadesinde düşüşe neden 

olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmada RUNX1 ifadesinin aynı zamanda uzun 

kodlanmayan RNA’lar olan NEAT1 ve MALAT1 ifadelerini de düzenlediği tespit 

edilmiş, kromatin organizasyonunda ise genel bir düzenlemede değil, bölgesel olarak 
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işlevsel olduğu bildirilmiştir. Recouvreux ve ark. (2016), RUNX1’in onkogen RSPO3 

ve tümör baskılayıcı GJA1’in promotor bölgelerine bağlanabildiğini, sırasıyla bu 

proteinlerin ifadelerini artırdığı ve azalttığını tespit etmiş; ayrıca FOXP3 proteini ile 

normal meme tümörü hücrelerinde fiziksel olarak etkileşime girdiğini ve bu 

etkileşimin RUNX1 transkripsiyonel aktivitesini bloke ettiğini ve buna bağlı olarak 

tümör hücrelerinin göçünde düşüş tespit edildiğini bildirmişlerdir. Hong ve ark. 

(2017), normale benzer MCF10A hücre hattında, epitelyal-mezenkimal transisyon 

uyarılınca RUNX1 ifadesinde kayıp meydana geldiğini, RUNX1’in tükenmesi 

sonucunda hücrelerin mezenkimal hücre morfolojisine dönüştüğü gözlemlenmiştir. 

RUNX1 ifadesi yeniden sağlandığında ise meme tümörü hücrelerinin epitel 

morfolojisini geri kazanabildiği görülmüş, bunun E-cadherin’in doğrudan kontrolü 

üzerinden gerçekleştiği bildirilmiştir. Düşük RUNX1 ifadesi kötü prognozla 

ilişkilendirilmiştir. Karslı-Ceppioğlu ve ark. (2017), translasyon sonrası histon 

modifikasyonlarının meme tümörleri üzerine etkisini incelemiş, epigenetik olarak 

düzenlenmiş ve meme tümörünün ilerlemesi ile ilişkilendirilmiş genlerden oluşan bir 

ağ yapısı meydana getirmişlerdir. Bu ağ yapısının merkezinde bulunan PAX3, DLX5, 

RUNX1 ve GATA4 genlerinden, RUNX1’in onkogen işlevine sahip olduğu 

gösterilmiştir. Chimge ve ark. (2017), ER- meme tümörü alt tiplerinde RUNX1 ve 

AXIN1 ifadeleri arasında korelasyon tespit etmiş, ER+ ve ER- tip tümörlerde 

agresyonun AXIN1’e özgü farklı splice varyantlarının ifade oranları ile 

ilişkilendirilebileceğini öne sürmüşlerdir. Kulkarni ve ark. (2018), RUNX1 ve 

RUNX3 ifadelerinin meme epitel hücre hatlarında YAP ifadesini baskılayarak, YAP 

aracılı hücre göçü ve kök hücre karakteristiği kazanmak gibi faaliyetlerini ve epitelyal 

mezenkimal transisyonu engellediğini bildirmişlerdir. Hong ve ark. (2018), meme 

tümörü hücrelerinde RUNX1’in ektopik ekspresyonun, farelerde meme yağ yastığında 

hücre göçü, invazyon ve in vivo tümör büyümesini %57 oranında azalttığını 

bildirmişlerdir. RUNX1’in kanser kök hücre aktivitesinin baskılanmasındaki 

mekanizmasının, ZEB1 ifadesinin doğrudan inhibe edilmesi ile gerçekleştiğini 

bildirmişlerdir. Fritz ve ark. (2020), RUNX1 kaybının epitelyal-mezenkimal 

dönüşümde önemli bir tetikleyici olduğunu bildirmişlerdir. Gao ve Zhou (2021), 

tümörün patogenezi ve metastazisin immun sistem hücrelerinden etkilenebileceği 

gerekçesi ile meme tümöründe RUNX ve TGF-b aracılı immun hücre infiltrasyonunun 
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regülasyonunu araştırmış; RUNX ailesi üyelerinin ifade düzeyleri, mutasyonları, gen 

kopya sayıları ve metilasyon durumlarına bağlı olarak meme tümöründe çeşitli 

bağışıklık hücrelerinin infiltrasyonunu etkileyebileceğini tespit etmişlerdir. Çalışmada 

RUNX1 mutasyonlarının meme tümöründe CD8+T, CD4+T hücrelerinin ve 

makrofajların infiltrasyonunu önemli ölçüde arttırdığı bildirilmiştir. Lan ve ark. 

(2021), meme tümörü dokusunda STAT3, TIPE2 ve RUNX1 protein ifadelerinin, 

klinik durum ile ilişkisini immunohistokimya ve hasta verilerini karşılaştırarak 

araştırmıştır. Gözlem grubunda RUNX1 ifadesi kontrol grubuna göre anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur. Çalışmada STAT3 ifadesinde artış, TIPE2 ve RUNX1 

ifadelerinde düşüş, zayıf histolojik farklılaşma, TNM evreleri Ⅲ ve Ⅳ ile uzak 

dokulardaki metastazis, meme tümörü hastalarının 2 yıllık prognozunu etkileyebilecek 

faktörler olarak tanımlanmış; üç proteine ait ifadelerin birlikte değerlendirilmesi 

gerektiği üzerinde durulmuştur. Yapılan çalışmalar RUNX1 ifadesinin meme 

tümöründe onkogen veya tümör baskılayıcı işlevlerinin bulunabileceğini göstermiş, 

ancak HR mekanizması veya PALB2 proteini ile ilişkili herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. 

SP1 (Specifity protein 1) transkripsiyon faktörü, meme tümöründe onkogen gibi 

fonksiyon gösteren birçok genin regülasyonunda rol oynamaktadır. Örneğin, ER+ 

meme tümörü hücre hattında,  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), α5b1 integrin (Sisci ve ark., 2010) proteinlerinin 

östrojen ile uyarımı için SP1’in ER ile oluşturduğu kompleksin gerekli olduğu tespit 

edilmiştir. SP1, ERα ifadesi için gereklidir (DeGraffenried ve ark., 2002), ayrıca canlı 

meme tümörü hücrelerinde ERα ve SP1 arasındaki etkileşim FRET (Floresan rezonans 

enerji transferi) analizi ile in vitro olarak kanıtlanmış (Kim ve ark., 2005), DNA-

SP1/ERα ilişkisi PR gen ifadesi üstünden SPR (Yüzey plazmon rezonans) 

spektroskopisi ile gerçek zamanlı olarak gösterilmiştir (Siew ve ark., 2009). ER+ 

meme tümörü hücrelerinde, epitel hücrelerinde büyümenin baskılanmasına neden olan 

TGF-b’ya karşı gelişen direncin mekanizması araştırılmış; SP1 düzeyi kararlı halde 

olmayan hücrelerde TGF-b reseptörü tip II’nin ifadesinde düşüş görüldüğü ve kararlı 
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SP1 düzeylerinde bu reseptörün ifadesinin artarak hücrelerin TGF-b için duyarlı hale 

geldiği bildirilmiştir (Ammanamanchi ve ark., 1998). Benzer şekilde SP1 eksikliği 

bulunan hücrelerde TGF-b reseptörü tip I’in ifadesinin baskılandığı tespit edilmiştir 

(Periyasamy ve ark., 2000). Abdelrahim ve ark. (2002), SP1 transkripsiyon faktörünü 

siRNA ile inhibe ettikleri çalışmada, bazal ve östrojen uyarımlı büyüme ile gen 

ifadelerinde SP1’in kritik derecede önemli olduğunu bildirmişlerdir. Meme tümörü 

hücrelerinde SP1’in yağ asidi sentezlenmesinde görevli FAS’ı regüle ederek lipogenez 

ve hücre proliferasyonunu uyardığı bildirilmiştir (Lu ve Archer, 2010). SP1 ayrıca 

çeşitli proteinlerin birbirlerinin ifadelerini uyardığı durumlarda aracı olarak işlev 

görebilmekte; buna örnek olarak prolaktin reseptörü ile progesteron (Goldhar ve ark., 

2011), HBXIP ile PDGFB onkoproteinleri (Zhang ve ark., 2013) veya benzer şekilde 

HBXIP ile LMO4 (Yue ve ark., 2013) arasındaki ilişki gösterilebilmektedir. HBXIP 

onkogeninin SP1 aracılığıyla ZEB1 (Jiang ve ark., 2018) ve FGF4 (Shi ve ark., 2016) 

gibi proliferasyon ve migrasyonu uyaracak proteinlerin ifadesinde artışa neden olduğu 

bildirilmiştir. Knappskog ve ark. (2011), p53 proteinine bağlanarak inhibisyonuna 

neden olan MDM2 fosfoproteininin promotor bölgesinde tespit edilen iki varyantın, 

SP1 ile etkileşimini nasıl etkilediğini SPR spektroskopisi ile incelemiş; SNP309T>G 

promotor polimorfizminin SP1 bağlanmasını artırarak kanser riskinde yükselişe; 

SNP285G>C polimorfizminin ise SP1 bağlanmasını azaltarak, tespit edildiği Kafkas 

popülasyonunda yumurtalık ve meme kanseri riskinde düşüşe neden olduğunu 

bildirmişlerdir. Bu durum hedef genlerde SP1 bağlanma bölgesinde meydana gelen 

varyantların kansere yatkınlık ve direnç durumunda değişikliğe yol açabileceğini 

göstermiştir. SP1 ile ilgili daha önce bahsedilen proteinlerin karsinojenik etkileri ve 

proliferasyonu artırmaları söz konusu olduğu halde, ilerlemiş meme tümörü 

vakalarında SP1 hedeflerinden biri olan DIRAS3 ifadesinin SP1 yokluğuna bağlı 

olarak düşüş göstermesinin metastazisi uyardığı tespit edilmiş, tümör başlangıcında 

terapötik olarak hedeflenme potansiyeli bulunan SP1’in geç dönemde ifadesinin 

uyarılmasının prognoz açısından önemli olabileceği üstünde durulmuştur (Li ve ark., 

2014). Benzer bir şekilde luminal meme tümörü alt tipinde düşük PAR3 ifadesinin 

tümör oluşumu ve artan metastazis ile ilişkilendirildiği ve bu protein ifadesinin SP1 

tarafından tetiklendiği, SP1 ifadesinin susturulması söz konusu olduğunda ise 

metastatik davranışta artış ve kötü prognoz görüldüğü bildirilmiştir (Zhao ve ark., 
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2021). SP1 aktivitesi ve HR mekanizmasında görevli proteinler arasındaki ilişki 

araştırıldığında ise BRCA1 ve BRCA2 proteinleri ile ilişkili çalışmalar göze 

çarpmaktadır. Maor ve ark. (2000), tarafından gerçekleştirilen çalışmada IGF-IR 

ifadesinin BRCA1 tarafından baskılandığı tespit edilmiş, iki protein arasındaki bu 

ilişkinin SP1 aracılığıyla gerçekleşebileceği hipotezi öne sürülmüştür. Abramovitch 

ve ark. (2003), aynı ilişkiyi araştırdıkları çalışmalarında EMSA ve birlikte 

immunopresipitasyon analizleri ile BRCA1 ve IGF-IR arasında doğrudan bir ilişki 

olmadığını göstermiş, BRCA1 proteininin SP1 ile etkileşime girerek IGF-IR’nin 

promotor bölgesine bağlanmasına engel olduğunu bildirmişlerdir. Maor ve ark. 

(2007), IGF-I’in SP1 aracılığıyla BRCA1 ifadesini uyardığını ifade etmişlerdir. Aynı 

yıl yaptıkları bir başka çalışmada ise BRCA1 mutasyonu bulunan ve bulunmayan 

primer meme tümörü örneklerinde, immunohistokimya ile IGF-IR düzeylerinin 

mutasyon bulunan örneklerde anlamlı derecede yüksek çıktığını belirlemiş, kromatin 

immunopresipitasyon ile SP1’in BRCA1 transaktivasyonunda görev aldığını 

göstermişlerdir. Jin ve ark. (2008), BRCA2, p53, ERα, ERb etkileşimlerinin BRCA2 

ifadesine etkilerini araştırdıkları çalışmada, BRCA2 promotor bölgesinde bulunan SP1 

bağlanma bölgeleri dikkat çekmektedir. Yapılan çalışmalar SP1’in hedef genlerinin 

promotor bölgelerine bağlandığını ve genlerin ifadelerini artırdığını göstermektedir. 

Ayrıca bu hedef genlerin bazı istisnalar haricinde onkogenik etki gösteren, hücre 

büyümesi, proliferasyonu, invazyonu ve metastazisi uyarıcı etkilerde bulunan genler 

olduğunu söylemek mümkündür.  

Ekzon 7 bölgesinde yalnızca yabanıl diziye bağlanabildiği görünen son 

transkripsiyon faktörünün TRIM28 (Tripartite motif containing 28) olduğu 

görülmüştür. Bu transkripsiyon faktörünün meme ve akciğer tümörlerinde mRNA 

ifadesinin sağlıklı dokulara nazaran daha yüksek olduğu ve erken evre akciğer 

kanserlerinde TRIM28 ifadesi yüksek bulunan hastalarda sağkalımın daha yüksek 

olduğu gözlemi, Chen ve ark. (2012)’nın bu proteinin proliferasyonu engellediğine 

ilişkin bir hipotez geliştirmelerini sağlamıştır. Bu hipotezin test edilmesi için 

gerçekleştirilen çalışmada, meme ve akciğer tümörü hücre kültürlerinde TRIM28 

ifadesinin hücre proliferasyonunu E2F ailesinde bulunan transkripsiyon faktörlerini 
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baskılayarak engellediği tespit edilmiştir. HR mekanizması ve TRIM28 aktivitesine 

ilişkin ise herhangi bir çalışmaya rastlanmamaktadır.  

Ekzon 7 bölgesi için AIRE, EGR3 ve SETDB1 transkripsiyon faktörlerinin 

mutant diziye bağlanabileceği tespit edilmiştir. Bu transkripsiyon faktörlerinin meme 

tümörü ve varsa HR mekanizması ile ilişkileri özetlenmeye çalışılmıştır. 

AIRE (Autoimmune regulator gene) T lenfositlerin canlının kendi dokularında 

üretilen antijenlere karşı tolerans geliştirmesini düzenleyen, defekt bulunması 

durumunda çeşitli otoimmun hastalıklarla ilişkilendirilebilen bir transkripsiyon 

faktörüdür. Bianchi ve ark. (2016), AIRE ifadelerini araştırmış ve meme tümörü 

vakalarının üçte birinde AIRE ifadesi tespit etmişlerdir. AIRE ifadesi bulunan grubun 

sağkalım süresinin diğer gruba göre daha yüksek olduğu bildirilmiş, ER+ meme 

tümörü vakalarında AIRE ifadesi ve iyi prognoz arasında anlamlı bir korelasyon tespit 

edilmiş, ayrıca luminal meme tümörü hücre hatlarında AIRE ifadesinin tümör 

agresyonunda düşüş ile ilişkili olduğu ifade edilmiştir. 

EGR3 (Early growth response 3) ekzon 7 bölgesindeki varyant pozisyonunun 

dahil olduğu nükleotit dizisine bağlanabilen diğer bir TF’dir. Inoue ve ark. (2004), 

ER+ meme tümörü hücre hattında EGR3’ün östrojen sinyal yolağında bulunduğunu, 

östrojen etkisiyle uyarılarak ifade artışı gösterdiğini tespit etmiş, ayrıca NAB2, FasL 

ve TSC403 ifadelerini uyararak meme tümörünün ilerlemesi ve metastaziste etkili 

olabileceğini ifade etmişlerdir. Suzuki ve ark. (2007), EGR3 ifadesindeki artışın lenf 

yumrularının durumu, uzak organ metastazisi ve bazı hastalarda tümörün nüksetmesi 

ile pozitif korelasyon gösterdiğini tespit etmişlerdir. Hayashi ve Yamaguchi (2008) ise 

EGR3’ün ERα tarafından hedeflendiğini ve meme tümöründe invazyonu uyardığını 

bildirmiştir. Buna karşın, Li ve ark. (2017), NCBI-GEO’dan elde ettikleri 14 meme 

tümörü veri seti ile yaptıkları biyoinformatik çalışmada, EGR3 ifadesinin meme 

dokusu örneklerinde düşüş, kan örneklerinde ise artış gösterdiğini bildirmişlerdir. 

Yapılan bir başka biyoinformatik çalışmada (Liu ve ark., 2021) EGR3 ile hastalığın 

prognozu arasında anlamlı bir korelasyon tespit edildiği bildirilmiş, bu görüş prostat, 
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mide, akciğer kanserleri ve lösemide bu TF’nin tümör baskılayıcı etki gösterdiğine 

ilişkin yapılan araştırmalar öne sürülerek desteklenmeye çalışılmıştır. 

Ekzon 7 varyantının bulunduğu pozisyona bağlanabilen son TF ise SETDB1 

(SET domain bifurcated histone lysine methyltransferase 1) olarak tespit edilmiştir. 

Zhang ve ark. (2014), miR-7 ile onkogen olarak kabul edildiği bildirilen SETDB1 

transkripsiyon faktörünü inhibe ederek, epitelyal mezenkimal transisyonu (EMT) 

kısmen engellemiş, meme kanseri kök hücrelerinin hareketlerini kısıtlamıştır. 

SETDB1, EMT’nin baskılanması, kanser kök hücresi oluşumu, kanser hücrelerinin 

hareketliliği, invazyon, metastazis ve bazı kanser ilaçlarına karşı hassasiyet ile 

ilişkilidir. Du ve ark. (2018), meme tümöründe SETDB1 ifadesinde artış gözlenmesine 

karşın, EMT sırasında meme tümörü hücre kültürlerinde epitelyal karakterin azalarak 

invazyonun artması için SETDB1 ifadesinde düşüş meydana geldiğini ayrıca SETDB1 

ifadesindeki düşüşün kanser invazyonu ve hücre göçünü kolaylaştırabileceğini ve 

meme tümörü hastalarında daha düşük hayatta kalma olasılığı ile 

ilişkilendirebileceğini bildirmiştir. Ayrıca ifade değişikliklerinin bazı terapötik 

ajanlara karşı duyarlılığı etkilediği ifade edilmiştir. Buna karşın Yang ve ark. (2019), 

SETDB1 ifadesi düşüşünde hücre proliferasyonunda farklı hücre hatlarında farklı 

sonuçlarla karşılaşmıştır. SETDB1 eksikliğinde hücre göçü ve invazyonunun 

baskılandığı, in vivo olarak akciğer metastazisini azalttığını bildirmiş; aşırı ifade 

artışının ise MCF7 hücre hattında SNAIL transkripsiyon faktörü aracılığıyla EMT’yi 

uyardığını göstermişlerdir. 

4.2.3. PALB2 Geni Ekzon 13 Sinonim Varyantı 

Sinonim mutasyonlar amino asit dizisinde herhangi bir değişikliğe neden 

olmamaktadır, ancak mRNA’nın ikincil yapısında ve stabilitesinde değişikliğe, 

mRNA’nın diğer RNA’lar ve proteinler gibi spesifik ligandlarla etkileşiminde 

değişikliklere, farklı hücresel kullanılabilirliğe sahip tRNA'lar tarafından okunan 

kodonların değiştirilerek translasyon kinetiğinin ve protein katlanmasının 

etkilenmesine (Fernández-Calero ve ark., 2016), splice doğruluğu ve etkinliğine 
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(Cartegni ve ark., 2002; Fernández-Calero ve ark., 2016 ve Pagani ve ark., 2005), 

kodon uygunluğuna bağlı olarak translasyon hızında değişikliğe (Fernández-Calero ve 

ark., 2016 ve Li ve ark., 2021) neden olabilmektedir. İnsanlarda sinonim mutasyonlara 

bağlı olarak karaciğer kanseri gelişimi (Li ve ark., 2021), çoklu ilaç direnci gelişimi 

(Kimchi-Sarfaty ve ark., 2007), kistik fibrozis gelişimi (Pagani ve ark., 2005), kronik 

obstrüktif pulmoner hastalık gibi patolojik durumlar (Rauscher ve Ignatova, 2018), 

sığırlarda ise kantitatif özelliklerin etkilendiğine dair bilgiler (Nayyef, 2020) 

mevcuttur. Tez çalışması kapsamında R1354R sinonim varyantı tespit edilmiştir. 

ConSurf sunucusu (Ashkenazy ve ark., 2016) verilerine göre bu varyant yüksek oranda 

korunmuş bir bölgede değildir. Korunmuşluk derecesi 2 olarak tespit edilen arjinin 

rezidüsü, insan PALB2 proteininde histidin rezidüsü (1184’üncü amino asit) olarak 

görülmektedir (The Uniprot Consortium, 2021g). Zararlı sinonim mutasyonların 

listelendiği dbDSM v2.0 (Wen ve ark., 2016) veri tabanında yalnızca insanlarda tespit 

edilen zararlı sinonim mutasyonlar listelenmektedir. İnsan PALB2 geninde bu veri 

tabanında yalnızca dört adet zararlı sinonim mutasyon bulunmuş, bu mutasyonların 

amino asit pozisyonları incelendiğinde R1354R varyantının insanda karşılığı olan 

1184’üncü amino asit pozisyonunda zararlı bir sinonim varyant bildirilmediği 

görülmüştür.  

Ekzon 13 bölgesi varyantı için yapılan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi 

ve ark., 2011) aracı mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin daha yüksek olduğu 

sonucunu vermiştir. Human Splicing Finder (Desmet ve ark., 2009) aracında ise tüm 

olası varyantlar için splice enhancer ve silencer motif oranlarında değişiklik tespit 

edilmiş, c.3552C>G varyantında ise bunun yanı sıra kriptik akseptör bölge 

aktivasyonu bildirilmiştir. Ekzon 13 bölgesinde köpek transkriptinde de sitozinden 

timin nükleotitine substitüsyon gerçekleşen varyantın (insanda c.3552C>T) yalnızca 

yardımcı motiflerinde oransal değişiklik bildirilmiştir. 

Ekzon 13’ün protein kodlanmasına dahil olan dizisinde tespit edilen c.4062C>T 

varyantının bulunduğu pozisyona (R1354R) tek başına bağlanabilen herhangi bir TF 

tespit edilmemiştir. Ancak yine ekzon 13’te bulunan ve 3’UTR bölgesinde yer alan 
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c.4071T>C varyantı pozisyonuna bağlanabilen ve her iki varyantın pozisyonlarını 

kapsayan bölgeye bağlanabilen TF’ler tespit edilmiştir.  

Ekzon 13’teki her iki varyantın bulunduğu bölgede yabanıl diziye bağlanabilen 

dört farklı transkripsiyon faktörü tespit edilmiştir. EP300, ESR1, KDM1A ve TCF12 

TF’leri ile meme tümörü arasındaki ilişkin bilgiler sunulmuştur. 

EP300 (E1A binding protein P300) hücre proliferasyonu ve farklılaşmasında 

önemli, histon asetiltransferaz görevi üstlenen tümör baskılayıcı bir proteindir ve DNA 

bağlama işlevi bulunan bazı proteinler için transkripsiyonel koaktivatör görevi 

görmektedir. Ayrıca hücre döngüsü ve p53’ün asetilasyonunda da görev aldığı 

bilinmektedir (Wirtenberger ve ark., 2006). Wang ve ark. (2013), HR mekanizmasında 

kritik öneme sahip olan BRCA1 ifadesinin düzenlenmesinde, NRF2 transkripsiyon 

faktörünün CBP ve EP300 ile etkileşime girerek aktif transkripsiyon kompleksi 

oluşturduğunu bildirmiştir. MCF7 meme tümörü hücre hattında yapılan çalışmada, 

östrojen uyarımıyla baskılanan genler, aktive edilen genler ve östrojen tarafından 

düzenlenmeyen genler karşılaştırılmıştır. Baskılanan genlerin östrojen uyarımı 

sonrasındaki erken dönemde ER ile geçici olarak bağlandığı tespit edilmiş, ayrıca 

östrojen uyarımı sonrasında EP300’ün ER olmayan enhancerlardan ER enhancerlara 

kantitatif olarak yeniden dağılım gösterdiği bildirilmiştir (Guertin ve ark., 2014). 

MCF7 hücre hattında yapılan bir diğer çalışmada, EP300’ün MRTF-A ile birlikte 

hücre göçünde görev alarak metastazisi etkileyen genlerin ifadesini artırdığı 

bildirilmiştir (He ve ark., 2015). 

ESR1 (Estrogen receptor 1) ERα olarak da bilinmektedir. Meme tümörü 

hücrelerinde steroid hormonlar büyüme, proliferasyon ve metastazisi 

etkileyebilmektedir (Bettuzzi ve ark., 1992 ve Hansen ve Fuqua, 1999).  ESR1, ligand 

ile aktive edilen ve hormon yanıt elementi olarak adlandırılan DNA enhancerlarına 

bağlanan, trans-aktive edici transkripsiyon faktörleri arasında yer almaktadır (Bettuzzi 

ve ark., 1992). Östrojenler proliferatif etkilerini hücre içi bir reseptör olan ER 

aracılığıyla gerçekleştirirler. Östrojenler hücre zarından geçer ve ER'yi bağlar ve bu 

sayede ER’yi DNA'yı bağlayan ve çeşitli genlerin ifadesini düzenleyen aktif bir 
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transkripsiyon faktörüne dönüştürür (Hansen ve Fuqua, 1999). ESR1’in aktivitesi için 

östrojen ile aktive edilmesinin yanı sıra, hedef genlerine ait östrojen yanıt elementinin 

kromatinde erişilebilir konumda olması gerekmektedir; bu nedenle epigenetik 

damgalama, RECQ1 (Lu ve ark., 2021) ile FOXA1 (Arruabarrena-Aristorena ve ark., 

2020) gibi öncü faktörler  ve histon modifikasyonları gibi bir çok faktör TF işlevinde 

aktif olarak görev yapmaktadır (Magnani ve Lupien, 2014). İnsan genomunda 71 119 

östrojen yanıt elementi bulunduğu tespit etmiş, bu yanıt elementlerinin yaklaşık 

%1’inin insan ve fareler arasında korunmuş olduğunu ve insan genomunda 230’dan 

fazla östrojen tarafından uyarılabilme potansiyeline sahip gen bulunduğunu 

bildirmişlerdir (Bourdeau ve ark., 2004). Bu durum ESR1 transkripsiyon faktörünün 

birçok gen ifadesinin düzenlenmesinde aktif olarak görev yapabileceğini ve çok sayıda 

gen ile etkileşime geçebileceğini göstermektedir. Klinik veriler meme tümörü 

vakalarında ER kaybının agresif karakter (DeGraffenried ve ark., 2002), endokrin 

direnç, nüks ve kötü prognoza neden olduğu bilinmektedir (Stossi ve ark., 2012). 

Bailey ve ark. (2016), ER+ meme tümörlerinin %7’sinde ESR1 ifadesini düzenleyen 

ve birçok kanser risk lokusundaki regülatör elementlerde meydana gelen somatik 

mutasyonların ESR1 ifadesini etkilediğini bildirmiş ve bu düzenleyici elementlerin tek 

bir gen üzerindeki etkisinin birlikte ele alınması gerektiği üzerinde durmuştur. ESR1 

mutasyonlarının ER+ meme tümörlerinde endokrin terapilerine direnç geliştirebildiği 

bildirilmiştir (Freitag ve ark., 2021). HR mekanizmasında aktif olarak bulunan 

BRCA1 proteininde mutasyon tespit edilen çoğu meme tümörünün ER- olduğu 

bilinmektedir, Hosey ve ark. (2007), tarafından bu durumun altında yatan neden 

araştırılmıştır. BRCA1 yokluğu veya fonksiyonel BRCA1 proteini bulunmaması 

halinde ESR1 mRNA’sının ifadesinde düşüş meydana geldiği tespit edilmiş, ESR1 

ifadesi için Oct-1 ile BRCA1’in etkileşime geçerek ESR1’in promotor bölgesine 

bağlanması gerektiği bildirilmiştir. 

KDM1A (Lysine demethylase 1A) LSD1 olarak da bilinen, histon demetilaz 

aktivitesine sahip bir transkripsiyon faktörüdür. Gen ifadesinin düzenlenmesinde 

transkripsiyonu uyarabilmekte veya baskılayabilmektedir (Perillo ve ark., 2020). Hu 

ve ark. (2019), luminal meme tümöründe KDM1A’nın invazyon, hücre göçü ve 

metastazisi baskıladığını ve tümör baskılayıcı olarak görev yaptığını göstermişlerdir. 
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Bennesch ve ark. (2016), KDM1A’nın ESR1’in östrojen ve cAMP tarafından aktive 

edilebilmesi için CoREST baskılayıcı kompleksini devreye soktuğunu bildirmişlerdir. 

Zheng ve ark. (2018) ise meme tümörü hücrelerinde SIX3/LSD1/NuRD kompleksi 

üzerinden karsinogenez ve metastazisin baskılandığını bildirmiştir. Kanser 

hücrelerinin çekirdeğindeki LSD1’in epigenetik inhibitörler aracılığıyla yeniden 

programlanması ile kombine edilmiş bir immunoterapinin nüks etme riski bulunan ve 

metastatik özellik gösteren vakalarda kullanılmasının gerekliliği Tu ve ark. (2020), 

tarafından farelerde gerçekleştirilen deneysel çalışma sonuçları göz önünde 

bulundurularak önerilmiştir.  

TCF12 (Transcription Factor 12) ekzon 13’teki her iki yabanıl tip diziye ortak 

olarak bağlanabildiği tespit edilmiş son TF’dür. Meme tümörü alanında yapılmış 

çalışmalarda TCF12 ile ilişkili fazla veri bulunmamaktadır. Tang ve ark. (2016), 

kanser ilişkili fibroblastların aktivasyonunun hücre dışında oluşturdukları matriks 

proteinleri aracılığıyla kanser hücrelerinde invazyonu tetiklediğini bildirmişlerdir. 

Normal meme dokusuna ait stromaya nazaran invaziv meme tümörü dokusuna ait 

stromada TCF12 ifadesinde artış görüldüğü bildirilmiş, ER- meme tümörü 

dokularında bu ifade artışının ER+ vakalara kıyasla daha yüksek olduğu ve kötü 

prognozla ilişkilendirildiği ifade edilmiştir. 

Ekzon 13 sinonim varyantının nükleotit pozisyonunda meydana gelen potansiyel 

insan varyantlarının her ne kadar bölge korunmuş olmasa da ailesel meme kanseri, 

kalıtsal kanser predispozisyonu sendromu ve akciğer tümörü ile ilişkili olduğuna 

bulgular bölümünde değinilmiştir. 

4.2.4. PALB2 Geni 3’ UTR Varyantı 

Transkriptte bulunan, ancak protein yapısına katılmayan 3’ UTR varyantı 

(c.4071T>C) splice mekanizması ve TF bağlanması yönünden incelenmiştir.  
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Ekzon 13 bölgesi varyantı için yapılan sorgulama sonucunda EX-SKIP (Raponi 

ve ark., 2011) aracı mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin daha yüksek olduğu 

sonucunu vermiştir. Human Splicing Finder (Desmet ve ark., 2009) aracında ise 

3’UTR varyantında yapılan analizlere göre c.*13T>G ve c.*13T>C olası 

varyantlarında splice enhancer ve silencer motif oranlarında değişiklik tespit edilmiş, 

c.*13T>A varyantında ise kriptik akseptör bölge aktivasyonu bildirilmiştir. 

c.4071T>C varyantının da splice mekanizmasını etkileyebileceğini söylemek 

mümkündür. 

TF bağlanma bölgeleri için yapılan analiz sonuçlarına bakıldığında ise 3’UTR 

bölgesinde yer alan c.4071T>C pozisyonunun yabanıl tip dizisine bağlanıp, mutant 

dizisine bağlanmayan FOXO3, FOXP2 ve TCF7L2 TF’lerine ilişkin bilgiler 

sunulmuştur. 

FOXO3 (Forkhead Box O3) transkripsiyon faktörünün ERα regülasyonunda 

oldukça önemli olduğu ve meme tümörü hücre hattında ERα ifadesinin aktif FOXO3 

düzeyi ile korelasyon gösterdiği bildirilmiştir (Guo ve Sonenshein, 2004). Tümör 

baskılayıcı fonksiyon gösterdiği ifade edilen FOXO3’ün, ERα ve ERb proteinleri ile 

etkileşime girdiği, östrojen  bağımlı, ER tarafından düzenlenen transkripsiyonel 

aktiviteleri inhibe ettiği ve siklin bağımlı kinaz inhibitörlerinin ifadesini artırarak 

hücre büyümesini engellediği tespit edilmiştir (Zou ve ark., 2008). İnvaziv meme 

tümörü hastalarında FOXO3 proteininin lokalizasyonu araştırılmış, hem çekirdek hem 

de sitoplazmada ifade edilen proteinin çekirdekte baskın olarak ifade edildiği 

örneklerde iyi prognozla ilişkilendirilmiş biyobelirteçler tespit edilmiş, sağkalım 

süresi ve uzak metastazis görülmeyen dönemin bu hastalarda daha uzun olduğu 

bildirilmiştir (Habashy ve ark., 2011). Jiang ve ark. (2013), FOXO3 ifadesini ER+ 

karakter, histolojik dereceler I ve II, aksiller lenf düğümünde metastazis görülmemesi 

ve TNM evreleri I ve II ile ilişkilendirmiş, ayrıca yüksek protein ifadesinin sağkalıma 

olumlu etkisini bildirerek FOXO3’ü prognostik bir belirteç olarak tanımlamıştır. Sisci 

ve ark. (2013), FOXO3’ün invazyon ve metastazis üzerindeki fonksiyonunu ERα 

varlığına bağlı olarak gerçekleştirdiğini; ER+ vakalarda invazyon ve metastaziste 

baskılanma olmasına karşın ER- vakalarda bu karakterlerde artış görüldüğünü 
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bildirmişlerdir. Song ve ark. (2021) ise FOXO3 ifadesinin miR-29b-2 ve miR-338 

mikroRNA’larının ifadesini uyardığını ve bu miRNA’lar üzerinden EMT, hücre göçü, 

invazyon ve metastazisi baskıladığını bildirmişlerdir.  

FOXP2 (Forkhead box P2) transkripsiyon faktörünün meme tümörü 

hücrelerinde susturulmasının kanser kök hücresi yayılımını, tümör başlangıcını ve 

metastazisi uyarması ile malign tümörlerde ve kötü prognozlu hastalarda düşük 

seviyede ifade edilmesi (Cuiffo ve ark., 2014) tümör baskılayıcı bir TF olabileceğini 

göstermektedir. FOXP2 ifadesindeki düşüşün TGFβ/SMAD sinyal yolağı üzerinden 

meme tümöründe invazyon ve hücre göçünü uyarması (Chen ve ark., 2018) bu verileri 

destekler niteliktedir. Yapılan en güncel çalışmada ise FOXP2'nin meme tümörü 

hücrelerinde FOXA2 ile etkileşim kurduğunu, E-cadherin ve PHF2 proteinlerini 

kodlayan genlerin transkripsiyonunu uyararak EMT'yi inhibe edebildiğini göstermiştir 

(Liu ve ark., 2021).  

TCF7L2 (The transcription factor 7-like 2) Wnt/b-catenin yolağında bulunan ve 

anormal gen ifadesinin onkogenik etkileri olduğu bildirilen bir TF’dir. Normal meme 

dokusunda osteopontin ifadesini baskıladığı ifade edilen bu TF’nin, meme tümörü 

vakalarında ifadelerinde normal meme dokusuna nazaran düşüş görüldüğüne ilişkin 

veriler mevcuttur (El-Tanani ve ark., 2008). Bunun haricinde bu TF’de tespit edilen 

polimorfizmlerin meme tümörüne predispozisyon yarattığını bildiren çok sayıda 

çalışma ve bunların değerlendirildiği birçok meta-analiz bulunmaktadır (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 örneği üzerinden 

miRNA’ların da transkripsiyonlarını uyararak kanser hücrelerinde proliferasyon ve 

invazyon gibi etkilere neden olabileceklerini göstermişlerdir. 

3’ UTR bölgesi varyantının insandaki nükleotit pozisyonunda meydana gelen 

indel mutasyonunun kalıtsal kanser predispozisyonu sendromuyla ilişkili olduğu 

verisine bulgular bölümünde değinilmiştir. 
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4.3. Fonksiyonel Çalışmalara İlişkin Öneriler 

Tez çalışması kapsamında splice bölgesi varyantı, yanlış anlam mutasyonu, 

sinonim mutasyon ve 3’ UTR bölgesi varyantı gibi farklı türde varyantlar tespit edilmiş 

ve biyoinformatik analizlerle etkileri ortaya konulmuştur. Her bir varyantın etkilerini 

tartışırken bu etkilerin fonksiyonel analizlerle doğrulanması gerektiği üstünde 

durulmuştur. Bu bölümde in silico analizlerde tespit edilen etkilerin doğrulanması için 

önerilebilecek fonksiyonel testlerden bahsedilmiştir. 

Fonksiyonel çalışmalar patojeniteyi destekleyen güçlü bir araç olabilir, ancak 

tüm fonksiyonel çalışmalar, bir gen veya protein fonksiyonu üzerindeki etkiyi tahmin 

etmede etkili değildir, fonksiyonel bir testin geçerliliğini değerlendirmek için testin 

biyolojik ortamı ne kadar yansıttığı önemlidir (Richards ve ark., 2015).  

PALB2 proteini, homolog rekombinasyon aracılı DNA tamir mekanizmasında 

aktif rol oynamaktadır, bu nedenle homoloji aracılı tamir analizi (Homology-directed 

repair (HDR) assay) veya diğer bir isimle çift zincir kırığı tamiri-yeşil floresan proteini 

raportör analizi (DR-GFP reporter assay) ile mutant PALB2 proteininin indüklenmiş 

çift zincir kırıklarında HR mekanizmasındaki aktivitesi değerlendirilebilir (Boonen ve 

ark., 2020 ve Guidugli ve ark., 2014). Keza CRISPR-LMNA HR analizi ile homolog 

rekombinasyon etkinliğinin mutant ve yabanıl tip proteinler için ölçülmesi 

mümkündür. RAD51 odağı oluşumu analizi (RAD51 foci formation assay), PARPi 

hayatta kalma analizi (PARPi survival assay) ve cisplatin hayatta kalma analizi 

(cisplatin survival assay) gibi yöntemler ile G2/M kontrol noktası analizi (G2/M 

checkpoint assay) yine HR mekanizmasının aktivitesinin etkilenip etkilenmediğine 

yönelik kullanılabilecek yöntemlerdir (Boonen ve ark., 2020). Benzer şekilde, HR 

mekanizmasının sekteye uğraması nedeniyle SSA (tek zincir bağlanması) gibi hataya 

açık DNA tamir mekanizmalarındaki artışın tespit edildiği, insan hücrelerinde 

homolog rekombinasyon analizi (Homologous recombination assay in human cells) 

gibi dolaylı yöntemler kullanılabilir. Maya rekombinasyon analizi (Yeast 

recombination assay) de yine HR mekanizmasının aktivitesinin ölçüldüğü fonksiyonel 

testlerden birisidir. Embriyonik kök hücre temelli fonksiyonel analiz (Embryonic stem 
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cell-based functional assay) yapılarak da HR mekanizmasında protein fonksiyonun 

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

Proteinin faaliyetini düzgün bir biçimde gerçekleştirebilmesi için hücre 

döngüsünün çeşitli fazlarında hücrenin belirli lokalizasyonlarında bulunması 

gereklidir. Bunun kontrolü için ise yeşil floresan işaretli protein kullanılarak çekirdek 

konum analizi (Nuclear localization assay) yapılması önerilebilir (Guidugli ve ark., 

2014).  

Protein-protein etkileşimlerinin ne derece etkilendiğinin ölçülebilmesi amacıyla 

birlikte immünopresipitasyon (Co-immunoprecipitation), maya veya memeli iki-hibrit 

analizi (Yeast two-hybrid assay / Mammalian two-hybrid assay), Far-Western analizi 

doğrudan; elektroforetik hareketlilik kaydırma analizi (Electrophoretic Mobility Shift 

Assay (EMSA)) dolaylı olarak proteinlerin birbirlerine bağlanmalarındaki 

değişikliklerin ölçülebilmesi için önerilebilecek fonksiyonel analizlerdir (Boonen ve 

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

miRNA çalışmalarında kullanılabilen birçok analiz bulunmaktadır. Çalışılan 

miRNA sayısı, örneklem büyüklüğü, çalışmanın amacı ve laboratuvardaki ekipmana 

göre kullanılacak yöntem avantaj ve dezavantajları göz önünde bulundurularak 

belirlenebilir. miRNA saptama ve profil oluşturma için en yaygın kullanılan stratejiler 

hibridizasyon ve PZR tabanlı tekniklerdir. miRNA ifadelerinin kantitatif olarak 

ölçülebilmesi için kantitatif eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (Stem-loop Real-

time RT PCR / qRT-PCR), tek hücre kantitatif eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

(Single Cell Stem-looped Real-time PCR), altın nanopartikül prob (Gold Nanoparticle 

Probe Method) yöntemleri kullanılabilir. Bunun yanı sıra ters transkripsiyon PZR (RT-

PCR) sonrasında miRNA’ların adaptörlere bağlanarak kullanıldığı mikrodizi (array) 

temelli ifade profillendirme yöntemi de mevcuttur. miRNA-hedef mRNA etkileşimleri 

için ise miRNA fonksiyonu-raportör ifade analizi  (miRNA Function-Reporter 

Expression Assay) (Wang ve Yang, 2010), gen raportör analizi (Yousef ve Allmer, 

2014), hedef mRNA’nın immunopresipitasyonu sonrasında miRNA dizisini içeren 

prob ile Northern blot analizi, in vitro ve in vivo gen susturma ve miRNA aracılı RNA 



 180 

interferens deney tasarımları ve transgenik model hayvan çalışmaları (Ying, 2006), 

CRISPR/Cas9 tekniğiyle fonksiyonel miRNA-hedef gen etkileşimlerinin araştırılması 

(Dalmay, 2017), miRNA ve hedef mRNA’sının bağlı olduğu argonat proteini veya 

TNRC6’nın birlikte immunopresipitasyonu kapsayan CLIP (Cross-linking 

immunoprecipitation) analizi (Beitzinger ve Meister, 2014 ve Thomson ve ark., 2011), 

lüsiferaz raportör 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 etiketlenmiş miRNA’nın 

immunopresipitasyonunu izleyen mikrodizi analizi (Thomson ve ark., 2011) gibi 

çeşitli yöntemler bulunmaktadır. 

Biyoinformatik analizlerde PALB2 geninde tespit edilen varyantların bulunduğu 

bölgeleri kapsayan dizilere bağlanabilen çok sayıda TF tespit edilmiş, bunlardan 

bazılarının yalnızca yabanıl diziye, bazılarının yalnızca mutant diziye, bir kısmının ise 

her iki diziye birden bağlanabildiği görülmüştür. Gen ifadesinin bu transkripsiyon 

faktörlerinden etkilenip etkilenmediğinin tespit edilebilmesi için iki hibrit analizi, 

EMSA, lüsiferaz analizi, birlikte immunopresipitasyon ve SPR (Yüzey plazmon 

rezonans) spektroskopisi gibi çeşitli fonksiyonel testler ile doğrulanması 

gerekmektedir. TF’lerin meme tümörü ile ilişkileri araştırıldığında ise bazılarının 

onkogen, bazılarının tümör baskılayıcı, bazılarının ise her iki şekilde de etki 

gösterebildiği görülmüş, bir kısmının ise meme tümörü ile ilişkisi yeterli düzeyde 

belirlenememiştir. Gelecekte yapılabilecek fonksiyonel testler ile varyantlar ve TF’ler 

arasındaki ilişkinin açığa çıkarılması durumunda, PALB2 proteini üzerinden meme 

tümörü oluşumunu ne şekilde etkilediklerine dair çıkarım yapılabilmesi mümkün 

olabilir. 

Alternatif splice mekanizması belirli sayıdaki genlerden sayıca daha fazla 

protein üretilebilmesini sağlayarak proteom havuzunu zenginleştiren bir 

mekanizmadır. Bu sayede, canlıların gelişimsel süreç veya hücre tipine spesifik ve 

ihtiyaca göre şekillenmiş, farklı fonksiyonları gerçekleştirebileceği geniş bir protein 
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repertuarına sahip olması mümkün olmaktadır. Alternatif splice mekanizması DNA 

dizisinde bulunan akseptör ve donör bölgeler, dallanma noktaları ve yardımcı regülatör 

motifler ile bunlara bağlanan transkripsiyon faktörleri, RNA ve proteinlerden oluşan 

spliceosome kompleksi aracılığıyla düzenlenmektedir. Splice sinyallerinde meydana 

gelen nokta mutasyonları bu mekanizmayı etkileyerek ekzon eklenmesi veya ekzon 

atlanmasına neden olur ve protein yapısını değiştirerek hastalık veya kanser fenotipine 

neden olabilir (Baralle ve ark., 2009; Cartegni ve ark., 2002 ve Chen ve ark., 2019). 

Örneğin, meme veya ovaryum tümörlerinde RAD51C geninde incelenen 20 varyantın 

19’u splice mekanizmasını etkilemiş, 18’i ciddi anomalilere neden olmuştur 

(Sanoguera-Miralles ve ark., 2020). Splice sinyallerinde meydana gelen nokta 

mutasyonlarının hastalık ile ilişkisinin araştırılabilmesi için çeşitli biyoinformatik 

araçlar geliştirilmiştir (Grodecká ve ark., 2017). In silico analizlerde elde edilen 

sonuçların doğrulanabilmesi için fonksiyonel testlerin yapılması 

gerekmektedir. Fonksiyonel analizler DNA, RNA, RNA-protein etkileşimleri veya 

protein düzeyinde yapılabilmektedir. En etkin yöntemin hastadan alınan RNA 

örneğinin cDNA’ya dönüştürülmesinin ardından DNA dizi analizine tabi tutulması 

olduğu ifade edilmektedir. Diğer yöntemler ise minigen analizi, qRT-PZR, protein 

kesme analizi olarak sayılabilmektedir (Anna ve Monika, 2018). Tez çalışması 

kapsamında elde edilen veriler göz önünde bulundurulduğunda özellikle intron 6 ve 

ekzon 7 varyantları için fonksiyonel test yapılması önerilmektedir. 

İnsanlarda yapılan araştırmalar için Human Splicing Finder (Desmet ve ark., 

2009) gibi güçlü araçlar bulunmasına karşın, bu araçların bir çoğunun köpek türünde 

kullanılamıyor olması (Grodecká ve ark., 2017) büyük bir dezavantaj olsa da, en 

azından insan ve köpek türleri arasında varyantların etkilerine ilişkin çıkarım 

sağlamaya imkan tanımıştır. Veteriner Hekimlik alanında yapılan ve yapılacak 

çalışmalarda splice mekanizmasına etki edebilecek varyantların araştırılabilmesi için 

EX-SKIP gibi araçlar bulunsa da, yeterli güçte değildir ve bu alanda farklı türler için 

geliştirilebilecek yeni programlara gereksinim olduğu da gözden kaçmamıştır. 
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4.4. BRCA2, RAD51 ve PALB2 Etkileşimlerinin Değerlendirilmesi 

Yapılan tez çalışması kapsamında hedeflerden birisi de HR mekanizmasında 

görevli diğer proteinlerde (BRCA2 ve RAD51) aynı örneklemde tespit edilen 

varyantların KMT açısından birlikte değerlendirilmesiydi. PALB2 geninde toplam dört 

adet germ hattı varyantı tespit edilmiştir. BRCA2 geninin PALB2 proteininin WD40 

domaini ile etkileşim bölgesini kapsayan bölgesinde ise bir adet intronik germ hattı 

varyantı saptanmıştır. Tespit edilen bu germ hattı mutasyonları haricinde aynı 

örneklemde gerçekleştirilen çalışmalarda, BRCA2 proteininin RAD51 proteini ile 

etkileşim bölgelerinde (Ozmen ve ark., 2017a) ve RAD51 proteininin BRCA2 ve 

PALB2 proteinleri ile etkileşim bölgelerinde (Ozmen ve ark., 2017b) tümör 

dokularında somatik mutasyonlar bildirilmiştir. Germ hattı mutasyonları ve somatik 

mutasyonların bir arada değerlendirilmesi her ne kadar tartışmalı olsa da germ hattında 

tespit edilen varyantların tümör dokularında da görülmesi söz konusudur. Ancak tümör 

hücrelerinin kontrolsüz bölünmesi ve zaten hipotezin temel aldığı DNA tamir 

mekanizmalarındaki olası bozukluklar tümör dokularında germ hattına nazaran daha 

fazla mutasyon tespit edilebilme ihtimalini mümkün kılmaktadır. Özmen ve ark. 

(2017a; 2017b) tarafından gerçekleştirilen çalışmalarda tespit edilmiş olan, protein 

kodlamasına katılan ve sinonim olmayan varyantlar tez çalışmasına dahil edilen 

örneklerle sınırlandırılmış, benign özellik gösteren varyantlar dışlanarak Şekil 4.3’teki 

çizelge oluşturulmuştur. 
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Şekil 4.3. PALB2, RAD51 ve BRCA2 genlerinin etkileşim bölgelerinde tespit edilen sinonim olmayan 
varyantlar.  
Sarı: Heterozigot, Kırmızı: Homozigot, Bej: Homozigot veya heterozigot olabilir (Haplotip verileri ile 
oluşturulmuştur). 

Örneklem incelendiğinde, 2 ve 17 numaralı bireyler haricinde sağlıklı birey dahil 

olmak üzere tüm örneklerde en az bir varyant tespit edildiği görülmüştür. 32 kodlu 

sağlıklı birey RAD51 proteininin BRCA2 ve PALB2 proteinleri ile etkileşim 

bölgelerinde yapılan çalışmaya (Ozmen ve ark., 2017b) dahil edilmediği için bu 

bireyde RAD51 mutasyonuna ilişkin bir veri bulunmamaktadır.  

Proteinlerin birincil yapısında meydana gelen değişiklikler proteinin ikincil ve 

üçüncül yapılarını ve dolayısıyla da proteinin üç boyutlu katlanma biçimini, 

dolayısıyla da fonksiyonunu etkilemektedir (Selzer ve ark., 2019). Geçici protein-

protein arası etkileşimlerde, proteinin katlanma yapısının farklı fizyolojik koşullar ve 

ortamlardaki durumu bile fonksiyonu açısından önemlidir (Nooren ve Thornton, 

2003). PALB2 proteini A1050V varyantı bulgular bölümünde ifade edildiği üzere, 

türler arasında yüksek oranda korunmuş bir pozisyonda bulunmuş, in silico analizlerin 

bazılarında zararlı, bazılarında ise nötral olarak değerlendirilmiştir. Birincil yapıda 

değişiklik meydana getirmesi nedeniyle henüz fonksiyonel testlerle doğrulanmış 

olmasa da bu kısımda zararlı bir mutasyon olarak değerlendirilecektir.  
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BRCA2 ve PALB2 proteinleri arasındaki etkileşim, tez çalışması kapsamında 

ilgili bölgelerde DNA dizi analizi ile araştırılmış, BRCA2 proteininin PALB2 ile 

etkileşim bölgesini kapsayan ekzonik dizilerde herhangi bir varyant tespit 

edilmemiştir. İki protein arasındaki ilişkiyi etkileyerek HR mekanizmasında sorun 

yaratabilecek tek varyantın PALB2 proteini WD40 domainindeki A1050V mutasyonu 

olduğu tespit edilmiştir. PALB2 proteininde tespit edilen mutasyonların homozigot 

olarak görülmesi insanlarda fanconi anemi, heterozigot olarak görülmesi ise meme 

tümörü ile ilişkilendirilmiştir (Adank ve ark., 2011; Antoniou ve ark., 2014; 

Nepomuceno ve ark., 2021 ve Xia ve ark., 2007). A1050V varyantının heterozigot 

olarak görülmesi insanlar ile benzer şekilde köpeklerde de PALB2 proteini 

mutasyonlarının meme tümörü ile ilişkisi olabileceğini göstermektedir. 13, 21 ve 29 

numaralı KMT hastaları için, “BRCA2-PALB2 etkileşimindeki aksaklık nedeniyle HR 

mekanizmasında bozukluk meydana gelerek tümör oluşumunu tetiklemiştir” şeklinde 

bir hipotez kurulabilir. Elbette ki bu etkileşimdeki olası aksaklıkların fonksiyonel 

testlerle doğrulanması gerekecektir. BRCA2-PALB2 ilişkisi germ hattında mutasyon 

taranarak gerçekleştirildiği için, bu etkileşimdeki aksaklıkların insanlardaki gibi 

ailesel meme tümörü vakaları veya tümör predispozisyonu ile ilişkili olması 

muhtemeldir.  

PALB2-RAD51 ilişkisi ele alındığında, PALB2’nin RAD51 proteini ile 

etkileşime geçtiği iki farklı bölge bulunmaktadır (Park ve ark., 2014 ve Prakash ve 

ark., 2015). Bu bölgeler coiled-coil yapısı ve tez çalışması kapsamında DNA dizi 

analizi yapılan WD40 domainidir (Buisson ve ark., 2010). Özmen ve ark. (2017b), 

tarafından RAD51 proteininin PALB2 ile etkileşim bölgesinde tespit edilen N196D, 

H199D, A209S ve T225S varyantlarından yalnızca üçü (N196D, H199D ve T225S) 

tez projesinin örneklemine dahil edilen bireylerde görülmektedir. In silico analiz 

sonuçları üç varyantın da zararlı olabileceğini göstermiştir. Uemura ve ark. (2019) ise 

yaptıkları fonksiyonel çalışmada, A209S ve T225S mutantlarının (Ozmen ve ark., 

2017b) PALB2 proteini ile etkileşimini aksattığını memeli iki hibrit analizi ile 

göstermişlerdir. N196D ve H199D mutasyonları ise fonksiyonel çalışmaya dahil 

edilmediği için yalnızca in silico analiz sonuçlarına ilişkin veriler mevcuttur. Ayrıca 

in silico analizlerde benign olarak görülen A209S mutantının (Ozmen ve ark., 2017b) 
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fonksiyonel çalışmada protein-protein etkileşimini aksatması (Uemura ve ark., 2019) 

önemli bir bilgidir, ancak tez çalışmasında bu mutantı taşıyan örnek olmaması 

nedeniyle RAD51-PALB2 arasındaki etkileşim değerlendirilirken göz önünde 

bulundurulmayacaktır. Her iki proteindeki varyantlar in silico analizlerden elde edilen 

sonuçlara göre zararlı kabul edilerek örneklem incelendiğinde 1, 12, 13, 20, 21 ve 29 

numaralı örnekler için “PALB2-RAD51 etkileşimi zarar görerek HR mekanizmasının 

sekteye uğramasına ve dolayısıyla meme tümörü gelişimine neden olmaktadır” 

hipotezi öne sürülebilmektedir. Memeli iki hibrit analizi sonuçlarında protein 

etkileşimlerinde aksaklık görülmesi 1 numaralı örnek için destekleyici olmakla birlikte 

(Uemura ve ark., 2019) diğer varyantlar için de benzer fonksiyonel çalışmalar 

yapılması ve protein-protein etkileşimleri ile sınırlı kalınmayarak HR mekanizması 

üzerindeki etkilerin araştırılacağı ileri çalışmalar gerekli görünmektedir. RAD51 

proteininde tespit edilen varyantlar, germ hattında değil, tümör dokusunda tarandığı 

için 1, 12 ve 20 numaralı bireylerdeki tümör vakalarında germ hattında aynı RAD51 

mutasyonlarının bulunup bulunmadığına dair bir veri bulunmamaktadır. 13, 21 ve 29 

numaralı vakalar için ise PALB2-BRCA2 etkileşimi üzerine yapılan yorumlar 

PALB2-RAD51 etkileşimi üzerine de yapılabilir. 

BRCA2 ve RAD51 etkileşimini araştırmak üzere BRCA2 geninde yapılan 

çalışmada, K801Q, V919A, S1078W, F1096S ve T1425P varyantlarının SIFT 

algoritmasında protein fonksiyonunu etkilediği, K801Q, V919A, Q1072P, S1078W, 

F1096S, K1179Q, T1425P varyantlarının PROVEAN algoritmasında zararlı olduğu 

tespit edilmiştir (Ozmen ve ark., 2017a). PolyPhen sonuçları ise HumDiv algoritması 

için K801Q, Q1072P, S1078V, K1179Q, T1425P ve L1601I varyantları “zararlı olma 

ihtimali oldukça yüksek”, F1096S varyantı ise “zararlı olabilir” şeklinde 

değerlendirilmiştir. HumVar sonuçlarına bakıldığında ise S1078W, K1179Q, T1425P 

ve L1601I varyantları “zararlı olma ihtimali oldukça yüksek”, Q1072P ise “zararlı 

olabilir” şeklinde değerlendirilmiştir. S1078W varyantının etkileri MutPred aracı 

haricindeki tüm in silico araçlarda zararlı olarak tespit edilmiştir, T1425P varyantı ise 

tüm araçlara göre zararlı tespit edilmiştir, ayrıca bu varyant RAD51 ile sıkı bir 

etkileşim sağlayan ilk dört BRC tekrarlarından BRC3 tekrarında bulunmaktadır ve bu 

nedenle oldukça önemlidir. İnsanlardaki T1430P mutasyonu ile benzer etkiler 
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gösterdiği tespit edilen (Yoshikawa ve ark., 2012) T1425P varyantının RAD51 ile 

etkileşimi zayıflattığı memeli iki hibrit analizi ile belirlenmiştir (Ochiai ve ark., 2015). 

3, 6, 10, 11 ve 26 numaralı örneklere ait tümör dokularında bu varyant tespit edilmiştir 

(Ozmen ve ark., 2017a). RAD51 proteinindeki T225S varyantı da dahil edildiğinde 1, 

3, 6, 10, 11 ve 26 numaralı örneklerde HR mekanizmasında meydana gelebilecek 

aksaklıkların tümör gelişimine neden olabileceği hipotezinin daha güçlü bir şekilde 

desteklendiği görülmüştür (Ochiai ve ark., 2015; Ozmen ve ark., 2017a ve Uemura ve 

ark., 2019). HR mekanizmasının bu bireylerde gerçekten önemli ölçüde etkilenip 

etkilenmediğinin anlaşılabilmesi için fonksiyonel testlerin gerektiği ileri araştırmalara 

ihtiyaç duyulmaktadır. 2, 17 ve 29 numaralı bireyler için BRCA2-RAD51 etkileşimine 

zarar verebilecek hiçbir mutasyon tespit edilmemiştir, diğer bireylerin ise 1, 3, 6, 10, 

11 ve 26 numaralı örnekler kadar olmasa da HR mekanizmasını etkileme potansiyelleri 

mevcuttur. Bu örneklere ilişkin veriler Çizelge 4.9‘daki gibi görünmektedir.  

Çizelge 4.9. Fonksiyonel analizlerle desteklenen zararlı varyantların bulunduğu bireylere ilişkin veriler. 

Vaka 

Kodu 

Irk Yaş Tümör Tipi Akciğer 

Metastazis 

Durumu 

1 Golden 

retriever 

13 Kompleks 

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 tümör - 

RAD51 ve BRCA2 için yapılan çalışmalar meme tümörü dokularında 

gerçekleştirildiği için germ hattında bu mutasyonların bulunup bulunmadığı 

bilinmemektedir. Çizelge 4.10’da proteinler arasındaki etkileşimler ve bireylerde bu 
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etkileşimleri ve HR mekanizmasını etkileme potansiyeli bulunan varyant sayıları 

verilmeye çalışılmıştır.  

Çizelge 4.10. Örneklemdeki bireyler ve bu bireylerde protein-protein etkileşimlerini etkileyebilecek 
varyant sayıları. 
Çizelgedeki her bir yıldız (*), o mekanizmada potansiyel bir soruna yol açabilecek varyant sayısını vermektedir. 
*= 1 varyant, **= 2 varyant, ***= 3 varyant, ****= 4 varyantı ifade etmektedir. HR sütunu haricindeki tüm sütunlar 
birbirinden bağımsızdır; HR sütunu ise bir bireyde incelenen tüm genlerdeki toplam varyantların sayısını 
göstermektedir. 

Örnek BRCA2-PALB2 RAD51-PALB2 BRCA2-RAD51 HR 

1 
 

* ** ** 

2 
    

3 
  

** ** 

5 
  

* * 

6 
  

** ** 

10 
  

*** *** 

11 
  

**** **** 

12 
 

* ** ** 

13 * * * ** 

16 
  

** ** 

17 
    

20 
 

** **** **** 

21 * * * ** 

22 
  

* * 

24 
  

* * 

25 
  

*** *** 

26 
  

*** *** 

29 * * 
 

* 

30 
  

*** *** 

31 
  

** ** 

İnsan çalışmaları dikkate alındığında meme tümörü vakalarında bir mekanizma 

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

2019). 

Tez çalışması kapsamında PALB2-BRCA2 etkileşiminin incelenebilmesi için 

BRCA2 proteininin PALB2 ile etkileşime geçtiği amino asit dizilerini kodlayan 

bölgeleri de DNA dizi analizine tabi tutulmuş ancak protein kodlayan bölgelerinde 

herhangi bir varyant tespit edilmemiştir. İntron 2 bölgesinde ise c.68-104C>T varyantı 

tespit edilmiştir. Splice mekanizmasının araştırılmasına yönelik bulgulara bakıldığında 

yalnızca c.68-105T>G varyantının kriptik akseptör bölge aktivasyonu ve splice 

mekanizmasında potansiyel değişikliğe neden olabileceği bildirilmiştir (Desmet ve 

ark., 2009). Bu varyantın bulunduğu pozisyonda yabanıl tip diziye bağlanabilen TBX2 

ve TRIM28, yalnızca mutant diziye bağlanabilen ise CUX1, NR1H2 ve NR1H3 

transkripsiyon faktörlerinin tespit edildiği (Hu ve ark., 2019) bulgular bölümünde 

ifade edilmiştir. PALB2 varyantları değerlendirilirken de ifade edildiği gibi, splice 

mekanizmasında meydana gelebilecek değişiklikler ve TF bağlanma bölgelerinde 

meydana gelen değişikliklerin HR mekanizmasına olan etkilerinin fonksiyonel testler 

ile araştırılması BRCA2 varyantı için de gereklidir. Bu tür değişikliklerin hastalık ve 

kanser fenotiplerine neden olabilmesi ihtimali mevcuttur.  

Örneklemdeki 2 ve 17 numaralı bireylerde herhangi bir mutasyon tespit 

edilmemiştir. HR mekanizmasında görevli proteinler yalnızca BRCA2, PALB2 ve 

RAD51 ile sınırlı değildir, BRCA1 başta olmak üzere mekanizmada görevli birçok 

protein mevcuttur (Wright ve ark., 2018). Bunun yanı sıra, HR mekanizması 

haricindeki genlerin onkogenik veya tümör baskılayıcı etkilerinin mutasyonlar 

nedeniyle değişmesi veya protein fonksiyonları etkilenmeksizin epigenetik 

mekanizmalar nedeniyle gen ifadelerinde anormallikler görülmesi de tümör 

gelişiminde etkili olabilmektedir (Klopfleisch ve ark., 2011). 
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4.5. Varyantların İnsan ve Köpek Türleri Arasında Karşılaştırılması 

Kanser gelişimi insan ve köpeklerde spontan olarak görülmektedir (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 

vakaları insan meme tümörleri ile klinik, histopatolojik, biyokimyasal ve sitolojik 

bulgular ile oluşum mekanizmaları bakımından yüksek oranda benzerlik 

göstermektedir (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). Ayrıca, yaş (Egenvall ve 

ark., 2005), en yaygın görülen malign tümörlerin basit karsinomalar olması (Sorenmo 

ve ark., 2009), anjiyogenez ve kan damarlarının morfolojilerinin benzerlik göstermesi 

(Sleeckx ve ark., 2014), patolojik ve immunofenotipik benzerlikler (Ferreira ve ark., 

2010), mammografik anomalilerin benzerliği (Mohammed ve ark., 2011), kanser 

ilişkili stromanın benzerlik göstermesi (Ettlin ve ark., 2017), prognostik belirteçler 

(Nguyen ve ark., 2018), BRCA1, BRCA2, RAD51, EGFR, Ki-67, HER2/neu, p53, p63 

genlerinin her iki türde de tümör gelişiminde kritik rol oynaması ve uzun süre östrojene 

maruziyetin tümör görülme riskini artırması (Abdelmegeed ve Mohammed, 2018), 

insan ve köpeklerde BRCA1 ve BRCA2 genlerinde korunmuş bölgelerde ortak 

mutasyonlar bulunması (Goebel ve Merner, 2017), PI3K/AKT, KRAS, PTEN, WNT-

beta katenin ve MAPK gibi kanser ile ilişkili yolakların her iki türde de benzer şekilde 

etkilenmeleri (Uva ve ark., 2009) gibi faktörler tümör gelişiminde insan ve köpek 

türleri arasında yüksek oranda benzerlik bulunduğunu göstermektedir. Bu nedenle 

meme tümörü çalışmalarında köpek türü model organizma olarak kullanılabilme 

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

Tez çalışması kapsamında PALB2 geni WD40 domaininde tespit edilen 

varyantların insan genomundaki pozisyonları ve bu pozisyondaki insan varyantları ile 

meme tümörü gelişimine etkileri incelendiğinde, intron 6 varyantının insandaki 

pozisyonunda DNA dizisinde farklı bir nükleotit bulunduğu (Ensembl, 2021b), ancak 

insanda bu pozisyonda tespit edilmiş kalıtsal kanser yatkınlık sendromu ile ilişkili bir 

TNP varlığı dikkat çekmektedir (Ensembl, 2021o). Ayrıca bu varyant VEP aracında 
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hem köpek hem de insan türünde splice bölgesi varyantı olarak görülmektedir. Bunun 

yanı sıra, HSF (Desmet ve ark., 2009) aracında insanlardaki pozisyonunda 

oluşabilecek tüm varyantların kriptik akseptör bölge aktivasyonu nedeniyle splice 

mekanizmasında potansiyel değişikliğe neden olacağı tespit edilmiştir. 

Ekzon 7 bölgesi varyantında ise DNA dizisindeki nükleotitin iki türde aynı 

olduğu (Ensembl, 2021b) ve bu bölgede her ne kadar aynı amino asit değişikliği 

(köpekte A1050V/ insanda A880V) bildirilmemişse de; insanlarda bildirilen diğer 

varyantların ailesel meme tümörü (A880A ve A880D), kalıtsal kanser yatkınlık 

sendromu (A880A) ve endometriyal tümör (A880D) gibi fenotipler ile ilişkili olduğu 

görülmüştür (Ensembl, 2021d; Ensembl, 2021r; Ensembl, 2021s). Kaldı ki insanlarda 

meydana gelen meme tümörü vakalarında A880V varyantının henüz bildirilmemiş 

olması ilerleyen dönemlerde bildirilmeyeceği anlamına gelmemektedir. Ayrıca ekzon 

7 bölgesindeki gerek nükleotit gerek amino asit dizisinin korunmuş olması, bu bölgede 

meydana gelen bir mutasyonun kanser riski oluşturabileceği düşüncesini de 

güçlendirmektedir. Bu varyant için (A1050V/A880V) SIFT (Kumar ve ark., 2009) ve 

PolyPhen (Choi ve ark., 2012) skorları iki türde de mutasyonun zararlı olabileceğine 

ilişkin sonuç vermiş, ayrıca MutPred2 (Pejaver ve ark., 2020) aracında iki türde de 

varyantın etkisi eşik değeri geçemeyerek hesaplanamamıştır. Ekzon 7 varyantı splice 

mekanizması açısından incelendiğinde, insandaki yabanıl tip nükleotitin köpek türüyle 

aynı olmasının yanı sıra, köpekte meydana gelen mutasyon insan türünde 

gerçekleştiğinde meydana gelen kriptik donör bölge aktivasyonu ve splice 

sinyallerindeki değişikliğin insanda alternatif splice’a neden olabileceği verisi 

(Desmet ve ark., 2009) diğer varyant bölgelerine kıyasla, bu bölgedeki substitüsyonun 

daha önemli olduğunu göstermektedir. Bunun yanı sıra, tespit edilen varyantlar 

arasında miRNA bağlanma bölgesi içerisinde bulunan tek pozisyonun ekzon 7 

varyantı olduğu görülmüş (Sticht ve ark., 2018), köpekler ve insanlar arasında cfa-

miR-222/hsa-miR-222-3p’nin nükleotit dizilerinin %100 örtüşmesi (Kozomara ve 

ark., 2019) ve her iki türde de bu miRNA dizisinin (her ne kadar bağlanma bölgeleri 

farklı olsa da) PALB2 transkriptini hedeflediği tespit edilmiştir. İnsan çalışmalarında 

bu miRNA’nın onkomiR (Rinnerthaler ve ark., 2016) olarak görev yapması dikkat 

çekmiştir. PALB2 proteininin DNA tamirindeki görevi göz önünde 



 191 

bulundurulduğunda, insan meme tümörlerinde ifade düzeyi yüksek olduğu bilinen bu 

miRNA’nın, her iki türde PALB2 ifadesini baskılayarak tümör gelişimini farklı bir 

mekanizma üzerinden de tetiklemesi mümkün görünmektedir. 

Ekzon 13 için ise ekzon 7 bölgesinde ifade edilen durum söz konusu değidir. 

DNA dizisindeki nükleotit türler arasında korunmuş görünmesine karşın, amino asit 

dizileri iki tür arasında farklılık göstermektedir ve bu pozisyon için iki tür arasında 

karşılaştırma yapılabilecek kuvvetli bir argüman bulunmamaktadır. Ancak insanda bu 

pozisyonun karşılığı olan 1184’üncü rezidüye denk gelen TNP kaydının (Ensembl, 

2021q) neden olduğu yanlış anlam mutasyonunun ailesel meme tümörü ve kalıtsal 

kanser predispozisyonu sendromuna neden olmasına karşın, sinonim mutasyon 

bulunduğuna ilişkin herhangi bir kayıt söz konusu değildir. 

3’ UTR varyantında ise bölgedeki nükleotitin DNA dizilerinde aynı olduğu 

tespit edilmiştir (Ensembl, 2021b). Bu varyant miRNA bağlanması açısından 

değerlendirilmiş, ancak köpek ve insan türleri arasında bu bölgeye bağlanan korunmuş 

bir miRNA tespit edilmemiştir (Agarwal ve ark., 2015; Chen ve Wang, 2020 ve Sticht 

ve ark., 2018). Splice mekanizması için ise bölgedeki substitüsyonun insandaki 

karşılığının yalnızca yardımcı motiflerin oranlarında değişikliğe neden olduğu 

görülmüştür (Desmet ve ark., 2009). İnsandaki nükleotit pozisyonunu kapsayan 

bölgede tespit edilen bir indel mutasyonunun, kalıtsal kanser predispozisyonu 

sendromu ile ilişkilendirildiğine bulgular bölümünde değinilmiştir (Ensembl, 2021p).  

Bu veriler ışığında, PALB2 proteini açısından insan ile en çok benzerlik gösteren 

varyantın ekzon 7’deki A1050V varyantı olduğu söylenebilir, diğer varyantlar için ise 

bu derecede bir benzerlik görülmemektedir. Tez kapsamında tespit edilen KMT 

vakalarındaki PALB2 geni WD40 domaini varyantlarının PALB2 geni ile ilişkili insan 

meme tümörü araştırmalarında model olarak kullanılabilme potansiyeli olduğunu 

fonksiyonel testler ve hücre kültüründe yapılacak çalışmalar olmaksızın söylemek 

mümkün değildir, ancak ekzon 7 varyantının bu tür çalışmalar için potansiyelinin daha 

yüksek olduğu in silico analizler ve türler arasında yapılan karşılaştırmalar göz önünde 

bulundurulduğunda söylenebilir.   
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Meme tümörü vakaları hem kadınlarda hem de dişi köpeklerde en sık karşılaşılan 

tümör vakalarıdır. PALB2 geni mutasyonları insanlarda meme tümörü vakalarında 

ayrıntılı olarak araştırılmış ve tümör oluşumuna etkisi ortaya çıkartılmıştır. Ancak 

gerek veteriner hekimlik alanında köpeklerin sağlığı açısından, gerekse meme tümörü 

vakalarında model organizma olarak kullanılabilmesi açısından PALB2 mutasyonları 

ve KMT vakalarının arasındaki ilişkinin daha önce araştırılmadığı görülmüştür. Tez 

çalışması kapsamında PALB2 geni WD40 domainindeki germ hattı mutasyonlarının 

meme tümörü gelişimi ve malignitesi üstünde doğrudan veya dolaylı olarak etkili 

olabileceği hipotezi, DNA dizi analizi ile araştırılmıştır. Çalışmanın hedeflerinden bir 

diğeri de köpek ve insan türleri arasında meme tümörü açısından benzerlik ve 

farklılıkların PALB2 germ hattı mutasyonları kapsamında değerlendirilmesi ve 

köpeklerin model organizma olarak kullanılabilme potansiyeli ve KMT vakalarında 

insanlarda kullanılan tedavi yöntemlerinin uygulanabilip uygulanamayacağının 

tartışılmasıdır. Araştırma için 20 KMT hastası ve bir sağlıklı örnek kullanılmış; 

örneklem grubundaki hastaların dağılımı 13 malign, yedi benign tümör örneği şeklinde 

belirlenmiş, histopatoloji çalışmalarında yaygın görülen tümör tipleri seçilerek 

histopatolojik tipler sınırlandırılmıştır. Örneklem grubundaki birey sayısının kısıtlı 

olmasının yanı sıra; tümörlerin histopatolojik derecelerinin, örneklemdeki ırkların, 

kısırlaştırma durumunun, akciğer metastazisinin ve örneklerin yaşlarının dağılımı 

düzenli değildir. Örneklerin ebeveyn hatlarında KMT vakası görülüp görülmediğine 

dair veri olmadığından vakaların sporadik mi yoksa kalıtsal mı seyrettiği 

bilinmemektedir. Ayrıca PALB2 proteininin diğer proteinler ile etkileşime geçen 

ikinci önemli bölgesi olan coiled-coil yapısı çalışmaya dahil edilememiştir. 

Çalışmadaki eksiklikler biraz önce belirtildiği gibi olmakla birlikte, aynı örneklem 

grubunda PALB2 proteininin tümör baskılayıcı komplekste etkileşime geçtiği RAD51 

ve BRCA2 proteinlerinin etkileşim bölgelerinde yapılan önceki projenin verileri 

PALB2 varyantları ile birlikte değerlendirilerek HR mekanizmasının BRCA2, RAD51 
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ve PALB2 tümör baskılayıcı kompleksi mutasyonlarından nasıl etkilendiğini 

görebilmek açısından çalışma sonuçlarını kuvvetlendirmektedir.  

DNA dizi analizi sonucunda daha önce rs24292038 kodu ile bildirilmiş olan bir 

adet splice bölgesi varyantı (c.3096+8C>G), biri rs853188656 koduyla daha önce 

bildirilmiş olan (c.3149C>T, p.A1050V), diğeri ise ilk kez bu çalışmada tespit edilen 

(c.4062C>T, p.R1354R) iki adet ekzon bölgesi varyantı ve yine ilk kez bu çalışmada 

tespit edilen bir adet 3’ UTR bölgesi varyantı (c.4071T>C) bulunmuştur.  Varyant 

etkileri in silico analizler ile protein yapısı ve fonksiyonundaki değişiklikler, ligand 

bağlanma bölgelerindeki değişiklikler, miRNA ve TF bağlanma bölgelerindeki 

değişiklikler, splice mekanizması üzerindeki olası etkiler ve sessiz mutasyonun 

etkilerini kapsayacak şekilde farklı açılardan araştırılmıştır. Örneklemdeki altı KMT 

hastasında heterozigot, sekiz KMT hastasında homozigot olarak bulunan intronik 

varyantın (c.3096+8C>G) splice bölgesi varyantı olduğu ve insandaki ilgili nükleotitte 

gerçekleşebilecek tüm mutasyonların splice mekanizmasını değiştireceği 

biyoinformatik olarak tespit edilmiştir. Köpek türünde de benzer bir sonucun meydana 

gelme ihtimali olmasına karşın bu türde mutasyonun splice mekanizmasına etkisinin 

ölçülebildiği kuvvetli bir araç bulunamamıştır. Aynı varyantın bulunduğu bölgenin ne 

yabanıl tip ne de mutant tip dizi için herhangi bir TF bağlanma bölgesi içermediği 

biyoinformatik olarak tespit edilmiştir. Örneklemdeki altı bireyde heterozigot olarak 

bulunan ekzon 13’teki varyantın (c.4062C>T, p.R1354R) türler arasında korunmuş 

olmadığı tespit edilmiştir. Bölgeye bağlanan herhangi bir miRNA bulunmamıştır. 

Bölge tek başına değerlendirildiğinde herhangi bir TF’nin bağlanma dizisini 

içermemektedir. Ancak, 3’ UTR bölgesi varyantı ile birlikte seyreden bu varyant 

yabanıl dizide EP300, ESR1, KDM1A ve TCF12 TF’lerinin bağlanma dizisini 

içermektedir. Zararlı sinonim mutasyonların bulunduğu veri tabanında bu varyantın 

insandaki pozisyonuna ilişkin herhangi bir zararlı etki tespit edilmemiştir. Splice 

mekanizması için yapılan analizlerde mutant dizide ekzon atlanma ihtimalinin yabanıl 

diziden yüksek olduğu ve insandaki nükleotit bölgesinde üç olası substitüsyonun da 

yardımcı motiflerde değişikliğe neden olduğu, bir substitüsyonun ise kriptik akseptör 

bölge aktivasyonuna neden olarak splice mekanizmasında potansiyel bir değişikliğe 

neden olacağı biyoinformatik olarak tespit edilmiştir. Köpek türünde de benzer bir etki 
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görülebilmesi muhtemeldir. 3’ UTR varyantının (c.4071T>C) tespit edilen tüm 

bireylerde Ekzon 13 varyantıyla birlikte görüldüğü göze çarpmıştır. Klonlama 

yapılarak doğrulanmamış olmasına karşın bu iki varyantın pozisyonları da dikkate 

alınarak haplotip oluşturabileceği iddia edilebilir. 3’ UTR bölgesine bağlanan herhangi 

bir miRNA tespit edilmemiştir, ancak yabanıl dizinin bulunduğu bölge tek başına 

düşünüldüğünde FOXO3, FOXP2 ve TCF7L2 TF’lerinin bağlanma dizisini; ekzon 13 

varyantı ile birlikte ise EP300, ESR1, KDM1A ve TCF12 TF’lerinin bağlanma dizisini 

içermektedir. Splice mekanizmasındaki olası etkilere bakıldığında ise iki olası 

substitüsyonun insanlarda yardımcı motiflerin oranında değişikliğe neden olacağı, bir 

substitüsyonun ise kriptik akseptör bölge aktivasyonu nedeniyle splice mekanizmasını 

değiştirebileceği tespit edilmiştir. Köpek türünde de bu tür bir ihtimalin varlığı 

değerlendirilebilir. DNA dizi analizi sonucunda elde edilen en önemli varyant ekzon 

7’deki A1050V varyantı olarak görülmektedir. KMT hastası üç bireyde heterozigot 

olarak tespit edilmiştir. Türler arasında yüksek oranda korunmuş olduğu tespit edilen 

bu yanlış anlam mutasyonu bazı biyoinformatik araçlarda protein yapısını ve 

fonksiyonunu etkilemekte, bazı araçlarda ise nötral kabul edilmektedir. Ligand 

bağlanma bölgeleri için de benzer bir durumdan bahsedilebilir. Ayrıca bölgeye 

bağlanabilme potansiyeli olan dört farklı miRNA (cfa-miR-222, cfa-miR-8842, cfa-

miR-8821 ve cfa-miR-8846) tespit edilmiş, yabanıl tip dizi için altı farklı TF bağlanma 

dizisi (ELF1, EZH2, RELA, RUNX1, SP1 ve TRIM28), mutant dizi için ise üç farklı 

TF bağlanma dizisi (AIRE, EGR3, SETDB1) saptanmıştır. Splice mekanizmasına 

bakıldığında mutant dizide yabanıl diziye oranla ekzon atlanma ihtimali daha yüksek 

bulunmuş, varyantın insandaki birebir karşılığında hem yardımcı motif oranlarında 

değişiklik hem de kriptik donör bölge aktivasyonu olduğu tespit edilmiştir. 

HR mekanizması açısından çıkarım yapılabilmesi amacıyla BRCA2 proteininin 

PALB2 ile etkileşim bölgesinde de mutasyon taranmış, yalnızca intron 2 bölgesinde 

bir varyant (c.68-104C>T) tespit edilmiştir. Tek bir olası varyantının kriptik akseptör 

bölge aktivasyonu ve splice mekanizmasında potansiyel değişikliğe neden olabileceği 

bulunmuş, varyantın bulunduğu pozisyonda yabanıl tip diziye bağlanabilen TBX2 ve 

TRIM28; yalnızca mutant diziye bağlanabilen ise CUX1, NR1H2 ve NR1H3 TF 

bağlanma dizileri tespit edilmiştir. 



 195 

Varyantların HR mekanizması üstünden tümör gelişimine neden olup 

olmadığının belirlenebilmesi için biyoinformatik analiz sonuçlarının fonksiyonel 

testler ile araştırılması gerekmektedir. Bunun için HR mekanizmasının sağlıklı bir 

şekilde çalışıp çalışmadığının kontrol edilebileceği deneysel çalışmalar veya protein-

protein etkileşimlerinin varyantlardan nasıl etkilendiği araştırılabilir. Keza miRNA ve 

transkripsiyon faktörlerinin yabanıl ve mutant dizilere gerçekten bağlanıp 

bağlanmadığının tespiti ve alternatif splice gerçekleşip gerçekleşmediğinin kontrolü 

için fonksiyonel testler yapılması gerekli görülmektedir. Varyantların tümör 

karakterini (benign/malign) etkilemediği görülmüş, ırk, metastazis durumu, tümör 

histopatolojisi ve kısırlaştırma durumunu ne şekilde etkilediklerine dair bir yorum 

yapılamamıştır. Tespit edilen varyant pozisyonları insanlarda araştırıldığında ailesel 

meme tümörü, endometriyal tümör, kalıtsal kanser predispozisyonu sendromu gibi 

kanserle ilişkili fenotiplerle karşılaşılmıştır ancak iki tür arasındaki benzerliğin PALB2 

dizisi açısından sınırlı olduğu görülmüştür. Bu nedenle deneysel çalışmalar için KMT 

vakalarının model olarak kullanımına ilişkin eldeki mevcut verilere dayanarak öneride 

bulunmak mümkün görünmemekte, ileri araştırmalara gereksinim duyulmaktadır. HR 

mekanizması çerçevesinde bakıldığında ise amino asit değişimine neden olan tüm 

varyantlar riskli kabul edilerek değerlendirildiğinde yalnızca iki bireyin hiçbir 

mutasyon barındırmadığı görülmüştür. İleride yapılabilecek benzer çalışmalarda 

örneklemin sayıca artırılması, ırk, yaş, kısırlaştırma durumu, metastazis durumu, 

ailesel tümör geçmişi gibi verilerin dengeli bir şekilde ele alınması ve diğer bir 

fonksiyonel bölge olan coiled-coil yapısının ve etkileşime geçtiği BRCA1 geninin de 

çalışmalara dahil edilmesi faydalı olacaktır.  
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ÖZET 

Köpek Meme Tümörlü (KMT) Hastalarda PALB2 Geni WD40 Domaini Genetik Analizi 

DNA tamir mekanizmalarının bozulması, tümör oluşumu için önde gelen genetik 
faktörlerden biridir. BRCA2, RAD51 ve PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) proteinleri 
arasındaki etkileşimler, DNA çift zincir kırıklarının hatasız tamirini sağlayan homolog 
rekombinasyon aracılı DNA tamir mekanizmasında (HR) kilit rol oynamaktadır. Tez çalışması 
kapsamında, köpek PALB2 proteininin BRCA2 ve RAD51 proteinleri ile etkileşime geçtiği 
bilinen WD40 domainine ait nükleotit dizilerindeki germ hattı mutasyonları köpek meme 
tümörü (KMT) hastaları (n=20) ve sağlıklı kontrolde (n=1) Sanger DNA dizileme ile 
araştırılmıştır. Çalışma 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) varyantı olmak 
üzere toplamda dört adet varyant tespit edilmiştir. c.4062C>T/p.R1354R ve c.4071T>C 
varyantları ilk kez bu çalışmada saptanmıştır. Tespit edilen varyantların etkileri in silico 
analizler ile araştırılmıştır. p.A1050V yanlış anlam mutasyonu etkileri bakımından önemli 
görülmüş ancak bu mutasyona ilişkin in silico analiz sonuçlarında tutarsızlıklar bulunmuştur. 
Tüm tespit edilen varyantlar için biyoinformatik analizlerin fonksiyonel testlerle doğrulanması 
gereklidir. Varyantların tümör malignitesine ilişkin herhangi bir etkisi bulunamamıştır. Aynı 
örneklem grubunun dahil edildiği daha önceki çalışmaların verileri de değerlendirilerek, HR 
mekanizması ve KMT arasındaki ilişki bütüncül olarak ele alınmıştır. Örneklem grubundaki 
iki birey haricinde tüm KMT hastası bireylerde BRCA2, RAD51 ve PALB2 etkileşim 
bölgelerinin en az birinde zararlı olma potansiyeli bulunan bir varyant görülmüştür. İnsanlarda 
germ hattı PALB2 mutasyonlarına bağlı gelişen meme tümörü vakaları ile köpeklerde tez 
çalışması kapsamında tespit edilen varyantlar karşılaştırılarak, yeteri derecede benzerlik 
saptanmamıştır. Sonuç olarak, köpeklerin PALB2 mutasyonları açısından model olarak 
kullanımının uygun olup olmadığının tartışılabilmesi için veriler yetersizdir ve daha geniş bir 
örneklem ve fonksiyonel testlerle yapılacak ileri çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Köpek meme tümörü, 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, RAD51, and PALB2 (Partner and Localizer of 
BRCA2) 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 
RAD51 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, RAD51, 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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