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ÖZET 

 

Meme Kanserinde Moleküler Belirteçlerin Analizi ve Hastalık Biyolojisine Etkisi  

 

Meme kanseri en sık tanı konulan kanserdir ve hastalığın karmaşık yapısından dolayı 

araştırmaların geniş kapsamlı genleri içerecek şekilde yapılması oldukça önemlidir. 

Bu çalışmanın amacı, DNA hasar tamiri ve hücre döngüsü yolaklarında görev alan 

genlerdeki varyantların meme kanseri biyolojisi üzerine etkisinin araştırılmasıdır. 

Öncelikle, 355 meme kanseri hastasında 26 genin yeni nesil dizi analizi 

gerçekleştirilmiş ve varyantların patojenite sınıflandırması yapılmıştır. Önemi belirsiz 

varyant (ÖBV/VUS) sayısının (%51,8), patojenik (%16) ve zararsız (%32,2) varyant 

sayısından daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Varyant değişimlerinin %74’ünün 

yanlış anlamlı, %26’sının ise güdük varyantlardan meydana geldiği saptanmıştır. Tanı 

yaşı ve varyasyon sayıları; hastaların aile öyküsü, tümörlerin immünohistokimyasal 

sınıflandırması ve belirli genlerdeki (BRCA1/BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1/MSH2 

/MSH6/MUTY /PMS2) varyasyon durumları için istatistik hesapları yapılmıştır. Tanı 

yaşı analizlerinde sadece aile öyküsü (p=0,04), 50 yaş altı / 50 ve üstü gruplandırma 

yapıldığında ise VUS sayısı (p=0,035) anlamlı bulunmuştur. Analiz edilen genlerde 

toplam varyant sayıları ve VUS varyantlar istatistiksel olarak (<0,001) anlamlıdır. 

BRCA1/BRCA2 ve CHEK2 genlerinde ise patojenik varyantlar (<0,001) anlamlı olarak 

saptanmıştır. Çalışmanın ikinci basamağında, veri seti ClinVar veri tabanı kullanılarak 

genişletilmiştir. Yanlış anlamlı varyantların protein kararlılığına etkisini anlamak için 

hem dizi (SAAF2EC ve MUpro) hem de yapı tabanlı (Maestro, mCSM, CUPSAT) beş 

farklı tahmin aracı kullanılmıştır. Protein yapıları AlphaFold2 (AF2) tahmin aracı ile 

oluşturulmuştur. AF2 yapıları ile yapılan kararlılık tahminleri orta derecede tutarlı 

bulunmuştur. AF2’nin güven skorlarının varyant patojenitesini belirlemede güçlü bir 

tahmin aracı olduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak, bu çalışmada 26 kalıtsal kanser 

geninin ilk yapısal analizi gösterilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: Meme kanseri, moleküler belirteç, yeni nesil dizi analizi, varyant 

sınıflandırması, protein kararlılığı  
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ABSTRACT 

 

Analysis of Molecular Biomarkers in Breast Cancer and Their Effect on Disease 

Biology 

 

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer, and due to the complex nature 

of the disease, it is very important to conduct research to include comprehensive genes. 

The aim of this study is to investigate the effects of variants in genes involved in DNA 

damage repair and cell cycle pathways on breast cancer biology. First, next-generation 

sequencing of 26 genes in 355 breast cancer patients was performed and then detected 

variants were classified for pathogenicity The number of VUS (51,8%) was found 

higher than the number of pathogenic (16%) and benign (32,2%) variants. 74% of the 

detected variants were missense while 26% of them were truncating. The age of 

diagnosis and total variant numbers were analyzed statistically with family history, 

immunohistochemical classification of tumors, and the variation in certain genes 

(BRCA1/BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1/MSH2/MSH6/MUTYH/ PMS2). Only the total 

number of VUS (p=0,035) when grouping below 50 years of age/50 and above, and 

family history (p=0,04) at the age of diagnosis were found to be significant. The total 

number of variants and VUS variants in the analyzed genes were statistically 

significant (<0.001). Pathogenic variants (<0.001) were significant in BRCA1/ BRCA2 

and CHEK2 genes. In the second step of the study, the data set was expanded using 

the ClinVar database. Five different prediction tools, both sequence (SAAF2EC and 

MUpro) and structure-based (Maestro, mCSM, CUPSAT) were used to understand the 

effect of missense variants on protein stability. Protein structures were constructed 

with the AlphaFold2 (AF2) prediction tool. This study represents the first structural 

analysis of the 26 hereditary cancer genes underscoring the thermodynamic stability 

predicted from AF2 structures as a moderate and the confidence score of AF2 as a 

strong descriptor for variant pathogenicity. 

 

Keywords: Breast cancer, biomarker, next generation sequencing, variant 

classification, protein stability   
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1 GİRİŞ VE AMAÇ  

 

Meme kanseri, yaklaşık 2,3 milyon yeni vaka ile dünya genelinde en sık tanı 

konulan kanserdir. Kanser kaynaklı ölümler incelendiğinde meme kanseri %6,9 ölüm 

oranı ile beşinci sırada yer almaktadır (1). Metastaza uğramamış erken safhadaki 

meme kanseri çoğunlukla tedavi edilebilir (2). Bu yüzden oluşum mekanizmasının 

anlaşılması ve hastalık ilerlemeden tanısının konulması önemlidir. 

 

Meme kanseri hem çevresel hem de genetik risk faktörlerinin birleşimi sonucu 

meydana gelir (3). Meme ve yumurtalık kanserlerinin %10-20’si ailesel kümelenme 

göstermesine rağmen, vakaların sadece %5-10’unun kansere yatkınlık genlerinde 

bulunan kalıtsal patojenik eşey hattı varyantlarıyla ilişkilidir (4). Kalıtsal meme 

kanserinin en yaygın nedeni, meme kanseri 1 (BRCA1) ve meme kanseri 2 (BRCA2) 

genlerindeki varyantlardır. Otozomal dominant kalıtım gösteren her iki gen de tümör 

baskılayıcıdır (5). Ayrıca, sıklıkla mutasyona uğrayan genler arasında ataksi-

telanjiektazi mutasyon geni (ATM), tümör proteini 53 (TP53), kontrol noktası kinaz 2 

(CHEK2), fosfataz ve tensin homolog (PTEN), kaderin-1 (CDH1), serin / treonin kinaz 

11 (STK11), RAD51 paralog D (RAD51D), BRCA1 ilişkili halka domain 1 (BARD1) 

ve partner ve lokalize BRCA2 (PALB2) yer almaktadır (6). 

 

Son yıllarda, yeni nesil dizileme tekniklerindeki gelişmeler genetik kökenli 

rahatsızlıklara sahip olduğu düşünülen hastalar için birçok genin analizinde daha 

düşük maliyet ve moleküler testlere daha rahat erişim avantajı sağlamıştır. Bu 

karmaşık senaryoda, asıl sorunlardan biri de kansere yatkınlık şüphesi olan hastalarda 

test edilecek genlerin sayısının ve bu genlerin hangilerinin olacağının tanımlanmasıdır. 

Yakın zamanda moleküler teknolojilerin ilerlemesi, özellikle yeni nesil dizileme 

yöntemi, meme ve/veya yumurtalık kanserine yatkınlıkla ilişkili farklı penetranslara 

sahip birçok genin tanımlanmasına olanak sağlamıştır (4). BRCA1, BRCA2, TP53, 

PTEN, STK11 ve CDH1 genleri meme ve/veya yumurtalık kanseri için yüksek 

penetranslı genler olarak tanımlanırken, PALB2, BRCA1 ilişkili protein C-terminal 

helikaz-1 (BRIP1), ATM, CHEK2, BARD1, nibrin (NBN), RAD51 paralog C 
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(RAD51C), RAD51D ve yanlış eşleşme (mismatch) tamir genleri orta ve düşük 

penetranslı genler olarak tanımlanmıştır (6). 

 

Çalışmamızda seçilen yirmi altı gen, DNA tamir mekanizması ve hücre döngüsü 

yolaklarında görevlidirler. Söz konusu genlerin büyük çoğunluğu BRCA genleri ile 

beraber homolog rekombinasyon yolağında görev alırlar. Homolog rekombinasyon 

yetersizliğine sebep olan en büyük etken tamir yolağındaki gen varyantlarıdır (7). 

Mutasyonlar bireysel özellikleri temsil eden eşey hattında ya da tümör özelliklerini 

temsil eden somatik hücrelerde meydana gelebilir (8). BRCA genlerinin yanı sıra diğer 

tümör baskılayıcı genlerde (CHEK2, menin 1 (MEN1), PTEN, STK11 ve TP53 gibi), 

tümör baskılayıcı genlerin etkinliğini artıran düzenleyici genlerde (Abraxas 1, BRCA1 

kompleks subunit (ABRAXAS1), ATM, BARD1, BRIP1 ve PALB2 gibi), deoksiribo 

nükleik asit (DNA) replikasyonu, bölünmesi ve tamirinde görevli genlerde [BLM 

RecQ benzeri helikaz (BLM), CDH1, MRE11 homolog, çift zincir kırıkları tamiri 

nükleaz (MRE11), MutY DNA glikozilaz (MUTYH), NBN, RAD50 çift zincir kırıkları 

tamir protein (RAD50), RAD51C, RAD51D ve X-Ray Onarım Çapraz Tamamlayıcı 2 

(XRCC2)] ve yanlış eşleşme tamir genlerinde (epitel hücre adezyon molekülü 

(EPCAM), DNA yanlış eşleşme tamir protein MLH1(MLH1), MutS homolog 2 

(MSH2), MutS homolog 6 (MSH6) ve PMS1 homolog 2 (PMS2) gibi) meydana gelen 

eşey hattı varyantları DNA tamir yolaklarının işleyişinin bozulmasına sebep olurlar (9, 

10). 

 

Tamir edilmeyen DNA hasarı, mutasyonların birikmesine ve kontrolsüz hücre 

bölünmesine yol açabilir ve kanser yolaklarının tetiklenmesine sebep olabilir (11). Bu 

yüzden, söz konusu genlerin kapsamlı yüksek çözünürlüklü analizinin yapılması, 

kalıtsal yatkınlıkların altında yatan risk ve sebepleri anlamamıza önemli ölçüde 

yardımcı olacaktır.  

 

Çalışmanın amacı, herediter meme kanserlerinde risk oluşturan moleküler 

belirteçlerin, eşey hattında analiz edilerek tüm varyantların belirlenmesi ve hastalık 

biyolojisi ile ilişkisinin araştırılmasıdır. Moleküler hedeflerimiz arasında hastalıkla 

ilişkisi bilinen tümör baskılayıcı ve DNA tamir mekanizmasında görevli 26 
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(ABRAXAS1, ATM, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, 

MEN1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, 

RAD51C, RAD51D, STK11, TP53 ve XRCC2) gen yer almaktadır. Söz konusu genler 

literatürde herediter meme kanseri başta olmak üzere diğer kanser tipleri ile de 

ilişkilendirilmiştir (7, 9). Çalışma sonucunda, hastalığın oluşumundaki moleküler 

belirteçlerin tanımlanması, tanı, prognoz, tedavi yöntemleri ve sağ kalımla ilişkisinin 

araştırılması hedeflenmiştir. Araştırmanın hedefleri maddeler halinde aşağıda 

belirtilmiştir: 

 

1. Meme kanseri ile ilişkisi bilinen hücre döngüsü ve DNA tamir yolaklarında 

görevli 26 genin meme kanseri tanısı almış örneklerde yeni nesil dizileme yöntemi 

ile dizilenmesi; 

2. Dizileme sonucu ilgili genlerdeki tek nükleotid değişimlerin (yanlış anlamlı, 

anlamsız), insersiyon-delesyon, kırpılma (splice) ve çerçeve kayması gibi tüm 

varyantların tespit edilmesi; 

3. Hasta örneklerinde genomda meydana gelen varyasyonların meme kanseri 

biyolojisini yansıtan belirli değişkenlerle ilişkisinin istatistiksel analizi [yaş, 

cinsiyet, aile öyküsü gibi demografik özellikler, histopatoloji (hormon reseptör 

varlığı), klinik önemi olan varyant sınıflaması, tümör evreleri, hastalık prognozu 

(sağkalım), farklı tedavi araçlarına (kemoterapi/radyoterapi) yanıt gibi]; 

4. Analiz sonucu yatkınlık genlerinin tespit edilmesi, bireylere özel prognostik ve 

prediktif belirteçlerin tanımlanması ve tespit edilen varyantların tedavi yöntemleri 

ile ilişkisinin belirlenmesi; 

5. Elde edilen varyantların, tahmin araçları kullanılarak protein yapısına ve 

kararlılığına etkilerinin araştırılması ve bu araçların varyantların patojenite 

belirlemedeki performanslarının karşılaştırılması hedeflenmiştir. 

 

Tüm bilgiler ışığında, hastalıkla ilişkili olduğu düşünülen bu genlerin her biri 

özellikli moleküler belirteçlerdir ve tanımlanmaları son derece önemlidir.  Elde 

edilecek bulguların, hastalık biyolojisine etkisi ve tedavi yöntemlerine yön vermesi 

açısından aydınlatıcı olacağını ön görmekteyiz. Ayrıca, risk altında olan hasta 

yakınlarının da daha pratik moleküler tekniklerle taranması söz konusu olacaktır. 
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2 GENEL BİLGİLER  

 

2.1 Kanser 

 

Kanser, kitle ya da tümör oluşumuna yol açan kontrolsüz hücre proliferasyonu ve 

anormal hücre çoğalması olarak da bilinen neoplazminin malign özellikler göstermesi 

sonucu meydana gelmektedir (Şekil 1). Malign özellikler, hücrenin kontrolsüz 

büyümesi, komşu dokuları istila edebilmesi veya yakın-uzak mesafelere yayılabilmesi 

yani metastaz yapabilmesi ile karakterize edilmektedir. Kanser, ilk meydana geldiği 

dokunun ismine göre adlandırılmaktadır ve genel olarak altı tipi vardır. Bunlar 

karsinomlar, sarkomlar, lösemiler, lenfomalar, miyelomlar ve gliomlar olarak 

sınıflandırılmaktadır. (12). 

 

 

Şekil 1. Kanserin oluşumunda yer alan evreler (12) 

 

2.1.1 Meme kanseri 

 

Meme kanseri, tanımlanan en eski kanser türlerinden biridir ve Antik Mısır'dan 

günümüze devam eden bir araştırma alanı olmuştur. Roma döneminde yaşamış 

Galen’in teorileri uzun yıllar tıp alanında kullanılmıştır. Bu durum, 16. yüzyılda, 

Ambroise Pare´nin tümör cerrahisini yaygınlaştırmasıyla değişmiştir. 19. yüzyılda, 

Alfred Velpeau meme kanserini ilk defa karsinom olarak tanımlamıştır (13).  
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Meme kanseri meme dokusunda bulunan hücrelerin kontrolsüz bir şekilde 

çoğalıp, büyümesi sonucu oluşmaktadır. Meme, glandüler dokular ve destekleyici 

dokular olmak üzere iki ana doku tipinden meydana gelmektedir. Glandüler dokular 

süt üreten bezleri (lobüler) ve kanalları barındırırken, destekleyici dokular memenin 

yağlı ve bağ dokularını kapsamaktadır. Meme ayrıca hücresel sıvıları ve atıkları 

uzaklaştıran lenfatik dokuları da içermektedir (Şekil 2) (14). 

 

Meme kanseri, kanserli hücrelerin bulunduğu meme dokularına göre duktal ve 

lobüler kanserler olmak üzere başlıca iki kısma ayrılmaktadır (15). Bununla birlikte, 

memede kanallarla sınırlı olan ve memenin çevresindeki yağ ve bağ dokularını istila 

etmeyen kanser hücreleri invaziv olmayan olarak adlandırılmaktadır (16, 17). Duktal 

karsinoma in situ (DKIS), invaziv olmayan meme kanserinin en yaygın şeklidir (%90). 

Lobüler karsinoma in situ (LKIS) ise invaziv olmayan meme kanserinin daha az 

yaygın tipidir ve artmış meme kanseri riskinin bir belirteci olarak kabul edilmektedir 

(18). Kanal ve lobüler duvarı aşan ve memenin çevresindeki yağ ve bağ dokularını 

istila eden kanser hücreleri ise invaziv olarak adlandırılmaktadırlar. Kanser, lenf 

düğümlerine veya diğer organlara metastaz yapmadan da invaziv olabilmektedir (19).  

 

 

Şekil 2. Memenin fizyolojik yapısı (15) 
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2.1.1.1 Epidemiyoloji 

 

Dünya genelinde, 2020 yılında, 2261419 yeni meme kanseri vakası tespit 

edilmiştir (1). Meme kanseri, tüm kanserlerin %11,7’sini oluşturmaktadır. Tüm 

kanserler içerisinde insidansı (11,7:2261419 ) birinci sırada, mortalitesi (6,9:684996) 

değerlendirildiğinde ise beşinci sırada yer almaktadır (20). Meme kanseri insidansı 

Hispanik olmayan beyaz soya ait kadınlarda, diğer soylara göre daha fazladır (21, 22). 

Buna karşılık, mortalite oranı siyah soya ait kadınlarda daha yüksektir ve bu grubun 

en düşük hayatta kalma oranına sahip olduğu bildirilmiştir. Olguların %80’den 

fazlasını 50 yaş üstü bireyler oluşturmaktadır. Bununla birlikte, üçlü negatif meme 

kanseri (ÜNMK) insidansı 40 yaş altı bireylerde daha yüksek, luminal A tipli meme 

kanseri insidansı ise 70 yaş ve üzeri bireylerde daha yüksek gözlenmektedir (23-25). 

 

2.1.1.2 Sınıflandırma 

 

Dünya Sağlık Örgütü’ne (DSÖ) göre meme karsinomları, özel tip olmayan 

invaziv karsinomlar (%70-75; aynı zamanda duktal karsinoma olarak da bilinen 

karsinomlar), lobüler karsinomlar (%10-14) ve diğer özel tip karsinomlar (17 farklı 

nadir histotip ve bunların alt grupları dahil) olmak üzere 19 farklı ana alt tipe 

ayrılmaktadır (Şekil 3) (15, 20, 26). Meme kanserinde histolojik sınıflandırmanın yanı 

sıra moleküler özellikler de tedavi açısından önemlidir. Bu nedenle, bir alt 

sınıflandırma basamağı olarak moleküler özellikler de kullanılmaktadır (27).  
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Şekil 3. Meme kanserinde histolojik sınıflandırma 

 

2000 yılında bildirilen Perou ve Sorlie’nin intrinsik sınıflandırması, meme 

kanserinin dört alt tipini ayırmaktadır: Lüminal A ve Lüminal B  [östrojen reseptörü 

(ER) ifade eden], bazal benzeri ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 

(HER2)-zenginleştirilmiş (ER ifadesi olmadan) (28). Bu sınıflandırma, meme 

kanserinin klinik olarak değerlendirmesini tümör yüküne dayalı olmaktan çıkartıp 

biyoloji merkezli yaklaşımlara kaydırmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalar 

sonucunda intrinsik sınıflandırmasının içerisine Claudin-düşük alt tipi de eklenmiş 

olup, klinik uygulamalarda bu beşli sınıflandırma kullanılmaya başlanmıştır (29).  

 

Meme kanserinin moleküler karakterizasyonunun yanı sıra immünohistokimyasal 

olarak sınıflandırılması da klinik açıdan önemli hale gelmiştir. İmmünohistokimyasal 

sınıflandırmada, ER ve progesteron reseptörü (PR) ifade eden tümörler, hormon 

reseptörü pozitif meme kanserleri olarak kabul edilirken, ER, PR ve HER2 ifade 

etmeyen tümörler, üçlü negatif meme kanseri olarak kabul edilmektedir (15). 

Moleküler ve immünohistokimyasal sınıflandırma Şekil 4’te özetlenmiştir. 
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Şekil 4. Meme kanserine ait moleküler ve immünohistokimyasal sınıflandırma (15) 

 

2.1.1.2.1 Tümör-Nod-Metastaz sınıflandırması 

 

Tümör-Nod-Metastaz (TNM) evreleme sistemi ilk olarak 1959 yılında Amerikan 

Kanser Ortak Komisyonu (AJCC) tarafından yayınlanmıştır (30). Bu sistem, kanserin 

anatomik yayılımını tanımlamak ve evresini belirlemek için dünya çapında kullanılan 

ortak bir dil haline gelmiştir (31). Sistemin amacı; klinisyenlere tedavi planlamasında 

yardımcı olmak, prognoz hakkında fikir vermek, tedavi sonuçlarının 

değerlendirilmesine ve karşılaştırılmasına yardımcı olmak, farklı tedavi merkezleri 

arasında bilgi alışverişini kolaylaştırmak, kötü huylu tümörlerin devam eden 

araştırmalarına katkıda bulunmak ve kanser kontrol faaliyetlerini desteklemektir (32, 

33). TNM alt sınıflandırması Tablo 1’de özetlenmiştir. 

 

Tablo 1. Tümör-Nod-Metastaz alt sınıflandırması (34) 

T (Primer tümörün çapı)* 

Tx Primer tümör 

değerlendirilemiyor 

T2 Tümör >20 mm, Tümör ≤ 50 mm 

T0 Primer tümör bulgusu yok T3 Tümör >50 mm 

Tis Karsinoma in situ T4 Göğüs duvarı veya meme cildi 

içine büyüyen her boyuttaki 

tümör. Buna inflamatuvar göğüs 

kanseri dahildir. 
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Tablo 1. Tümör-Nod-Metastaz alt sınıflandırması (devam) 

Tis 

(DKIS) 

Duktal karsinoma in situ T4a Göğüs (toraks) duvarı invazyonu. 

Toraks duvarından kasıt 

kaburgalar ve interkostal kaslardır. 

Sadece pectoral kaslara invazyon 

sayılmaz. 

Tis 

(LKIS) 

Lobüler karsinoma in situ T4b Meme cildinde ülserasyon veya 

satellit nodüller veya bölgesel 

peau d’orange. 

Tis 

(Paget’s) 

Memenin Paget hastalığı (Altta 

yatan kitle olmaksızın) 

T4c T4a ve T4b’nin beraber bulunduğu 

tümörler 

T1 Tümör ≤ 20 mm T4d İnflamatuar meme karsinomu 

T1mic Tümör ≤ 1 mm   

T1a Tümör >1 mm, Tümör≤ 5 mm   

T1b Tümör >5 mm,Tümör≤ 10 mm   

T1c >10 mm, ≤ 20 mm   

N (Lenf nodu tutulumu) 

Klinik N  Patolojik N 

NX Primer tümör 

değerlendirilemiyor (örneğin 

daha önce alınmış) 

pNX Primer tümör 

değerlendirilemiyor (örneğin 

daha önce alınmış) 

N0 Lenf nodu metastazı yok pN0 Bölgesel lenf nodu metastazı 

yok 

N1 Hareketli ipsilateral, level I-

II lenf nodu (nodları) 

pN0(i+) Histolojik lenf nodu tutulumu 

yok, pozitif immunhistokimya 

N2 Fikse ya da konglomere 

level I-II lenf nodu (nodları) 

veya internal mammarian 

lenf nodları 

pN0(mol+) Histolojik lenf nodu tutulumu 

yok, pozitif ters transkriptaz 

polimeraz zincir reaksiyonu 

N2a Fikse ya da konglomere 

level I-II lenf nodu (nodları) 

pN1 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu 

veya internal mammarian lenf 

nodunda mikroskopik tutulum. 

(klinik olarak benign 

görünüşlü). 
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Tablo 1. Tümör-Nod-Metastaz alt sınıflandırması (devam) 

N2b İnternal mammarian lenf 

nodları (aksillada metastaz 

yok) 

pN1mi Mikrometastaz (0,2-2 mm) 

N3 İpsilateral infraklavikular 

lenf nodu (level3) veya 

internal mammarian lenf 

nodu + level I-II aksiller lenf 

nodu veya, supraklavikular 

lenf nodu tutulumu 

pN1a 1-3 aksiller lenf noduna 

metastaz 

N3a İpsilateral infraklavikular 

lenf nodu (level3) metastazı 

pN1b İnternal mammarian lenf 

nodunda mikroskopik metastaz 

(klinik olarak benign 

görünüşlü). 

N3b İnternal mammarian lenf 

nodu + level I-II aksiller lenf 

nodu metastazı 

pN1c 1-3 aksiller lenf nodu metastazı 

ve internal mammarian lenf 

nodunda mikroskopik metastaz 

N3c Supraklavikular lenf nodu 

tutulumu 

pN2 4-9 aksiller lenf nodu tutulumu 

veya internal mammarian lenf 

nodunda klinik tutulum. 

  pN2a 4-9 aksiller lenf nodu tutulumu 

  pN2b İnternal mammarian lenf 

nodunda klinik tutulum. 

  pN3 10 ya da daha fazla aksiller lenf 

nodu tutulumu veya 

infraklaviküler lenf nodu (level 

III), veya klinik internal 

mammarian lenf nodu tutulumu 

+ aksiller lenf nodu tutulumu 

(levelI-II), veya 3den fazla 

aksilla lenf modu+internal 

mammarian arter 

mikrometastazı veya ipsilateral 

supraklaviküler lenf nodları 
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Tablo 1. Tümör-Nod-Metastaz alt sınıflandırması (devam) 

  pN3a 10 ya da daha fazla aksiller lenf 

nodu tutulumu veya 

infraklaviküler lenf nodu (level 

III) 

  pN3b Klinik internal mammarian lenf 

nodu tutulumu + aksiller lenf 

nodu tutulumu (levelI-II), veya 

3den fazla aksilla lenf 

modu+internal mammarian 

arter mikrometastazı 

  pN3c İpsilateral supraklaviküler lenf 

nodları 

Metastaz 

M0 Uzak metastaz yok pM1  

cM1 Klinik ve radyografik olarak 

tespit edilen uzak 

metastazlar 

  

*mm:milimetre 

 

Tümör evrelendirme kriterleri Tablo 2’de belirtilmiştir. 

 

Tablo 2. Tümör evreleri (34) 

Evre 0 Tis N0 M0 Evre IIIA T1 N2 M0 

Evre IA T1 N0 M0 T2 N2 M0 

Evre IB T0 N1mi M0 T3 N1 M0 

T1 N1mi M0 T3 N2 M0 

Evre IIA T0 N1 M0 Evre IIIB T4 N0 M0 

T1 N1 M0 T4 N1 M0 

T2 N0 M0 T4 N2 M0 

Evre IIB T2 N1 M0 Evre IIIC Her T N3 M0 

T3 N0 M0 Evre IV Her T Her N M1 

Evre IIIA T0 N2 M0     
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2.1.1.3 Etiyoloji, klinik özellikler ve prognoz 

 

Meme kanserinin oluşum mekanizması tam olarak bilinmemekle beraber, 

moleküler kökenini karakterize ederek nasıl oluştuğunu ve ilerlediğini anlamak için 

birçok teori öne sürülmüş ve çalışma yapılmıştır. Bu teorilerden bir tanesi hücre 

düzeyinde, klonal evrim modelidir. Bu modelde mutasyonların biriktiği, tümör 

hücrelerinde epigenetik değişikliklerin meydana geldiği ve ‘en uygun’ hücrenin 

hayatta kaldığı düşünülmektedir (35). Diğer bir teori ise kanser kök hücre modelidir. 

Bu modelde ise sadece öncül kanser hücrelerinin ilerlemeyi başlattığı ve sürdürdüğü 

görüşü ön plandadır (36). Aslında her iki model de birbiri ile ilişkilidir ve kanser kök 

hücrelerinin klonal bir tarzda gelişebileceği gerçeğiyle durum daha da karmaşık bir hal 

almaktadır (37).  

 

Morfolojik düzeyde, normal bezlerden kansere kadar bir dizi lezyon ve genetik 

modifikasyon mevcuttur. Moleküler düzeyde, meme kanserinin evriminin esas olarak 

ER ifadesi, tümör derecesi ve proliferasyon ile ilişkili iki farklı moleküler gelişim 

yolağı üzerinden gerçekleştiğine dair kanıtlar vardır. Ayrıca, meme kanseri yatkınlık 

genlerinin tanımlanması hem sporadik hem de kalıtsal meme kanseri patogenezinin 

bazı yönlerine ışık tutmuştur (15, 35).  

 

Düşük dereceli benzeri yolak olarak da adlandırılan ilk moleküler yolak; 1q 

kazanımı, 16q kaybı, 17q12'nin seyrek amplifikasyonu ve çoğunluğu ER fenotipi, 

diploid veya diploide yakın karyotiplerle ve düşük tümör derecesi ile ilişkili genlerin, 

gen ifadesi imzası ile karakterize edilmektedir. Luminal A grubu ve bir dereceye kadar 

luminal B alt sınıfı bu yolak içerisinde yer almaktadır. Yüksek dereceli benzeri yolak 

olarak da adlandırılan ikinci yolak ise; 13q kaybı, kromozomal bölge 11q13'ün 

kazanımı, 17q12'nin amplifikasyonu (ERBB2 genini içeren) ve hücre döngüsü ve 

hücresel proliferasyonda yer alan genlerin, gen ifadesi imzası ile karakterize 

edilmektedir (38). HER2-pozitif tümörler ve ÜNMK dahil olmak üzere orta ile yüksek 

dereceli tümörler bu yolak içerisinde yer almaktadır (39).  
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Meme kanseri risk faktörleri değiştirilemeyen faktörler ve değiştirilebilir faktörler 

olarak iki gruba ayrılmaktadır. Değiştirilemeyen risk grubunda cinsiyet, yaş, aile 

öyküsü, soy ve etnik köken gibi faktörler yer alırken, değiştirilebilir risk grubunda 

beslenme, alkol kullanımı, hormon tedavisi, obezite, fiziksel aktivite ve sigara 

kullanımı gibi faktörler yer almaktadır (Tablo 3).  

 

Tablo 3. Değiştirilebilir ve değiştirilemez meme kanseri risk faktörleri (25) 

Değiştirilemez Faktörler Değiştirilebilir Faktörler 

Cinsiyet Hormon replasman tedavisi 

İleri yaş Dietilstilbestrol kullanımı 

Aile öyküsü (meme ya da yumurtalık kanseri) Fiziksel aktivite 

Genetik mutasyonlar Fazla kilo / obezite 

Soy / Etnik köken Alkol kullanımı 

Hamilelik ve emzirme Sigara kullanımı 

Menstrual döngü ve menapoz Yetersiz vitamin takviyesi 

Meme dokusunun yoğunluğu Yapay ışığa aşırı maruz kalma 

Meme kanseri öyküsü İşlenmiş gıda tüketimi 

Kanserli olmayan meme hastalıkları Kimyasallara maruz kalma 

Radyasyon tedavisi öyküsü Aşırı ilaç kullanımı 

 

Kadınlarda, artmış hormonal stimülasyon nedeniyle meme kanseri riski erkeklere 

göre daha yüksektir. Erkeklerdeki çok düşük östrojen seviyesinin aksine, kadınlarda 

görülen hormon (özellikle östrojen ve progesteron) seviyelerindeki yükseklik, onları 

bu hormonlara ve hormon dengelerindeki herhangi bir bozulmaya karşı çok hassas 

kılmaktadır. Bu yüzden, dolaşımdaki östrojen ve androjen hormonları, artan meme 

kanseri riski ile pozitif olarak ilişkilendirilmektedir (40). Ayrıca, cinsiyet 

hormonlarının dolaşımdaki seviyelerindeki değişimler, menopoz öncesi ve menopoz 

sonrası kadınlarda meme kanseri riskinin artmasına neden olduğu bildirilmiştir (41-

43). 

 

Meme kanserine yakalanma riskinin ilerleyen yaşla beraber artış gösterdiği ve risk 

artışının 40 yaşında %1,5, 50 yaşında %3 ve 70 yaşında ise %4'ün üzerinde olduğu 

bildirilmiştir (44). Bu durum bazı meme kanseri alt sınıflarında (ÜNMK) değişkenlik 
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gösterse de genel olarak, çok sayıda hücresel değişimin birikmesi ve potansiyel 

karsinojenlere maruz kalma, zamanla karsinojenezin artmasına neden olduğu için ileri 

yaşlarda kanser görülmesi sadece meme kanseri ile sınırlı kalmamaktadır. 

 

Cinsiyet, hormon ve yaş faktörlerinin yanı sıra meme kanseri riskinde artışa neden 

olan bir diğer faktör ise ailede meme kanseri öyküsü olmasıdır. Kadınlarda birinci 

derece akrabasında meme kanseri olmasının, hastalığa yakalanma riskini 2-3 kat 

artırdığı bildirilmiştir (45, 46). Meme kanserlerinin yaklaşık %10-15'inin kalıtsal 

olduğu düşünülmektedir, ancak kalıtsal meme kanseri olanların sadece yaklaşık 

%30'unda bilinen bir patojenik varyant tanımlanmaktadır (47). Meme kanserinin %5-

10'unun, BRCA1 ve BRCA2 genleri de dahil olmak üzere, yüksek penetranslı genlerde 

meydana gelen mutasyonlar sonucu oluştuğu tahmin edilmektedir (48, 49). 

 

Meme kanserinin genel olarak ilk belirtileri, memede şişlik veya yumru (kitle), 

koltuk altında şişlik (lenf düğümleri), meme başı akıntısı (berrak veya kanlı), meme 

ucunda ağrı, meme ucunun içe dönük (geri çekilmiş), pullu veya pul pul olması, meme 

ucunda çukurlaşmış cilt, memede sürekli hassasiyet ve olağandışı göğüs ağrısı veya 

rahatsızlığı olarak sıralanabilir. Hastalığın ileri (metastatik) evrelerinde koltuk altı lenf 

düğümleri, kemik ağrısı (kemik metastazı), nefes darlığı (akciğer metastazı), iştahta 

azalma (karaciğer metastazı), istemsiz kilo kaybı (karaciğer metastazı), baş ağrısı, 

nörolojik ağrı veya zayıflık görülmektedir (14). 

 

Meme kanseri risk kriterlerine göre ailede BRCA1 ya da BRCA2 gen mutasyonları 

taşıyan bireylerin olması, aile soy ağacında aynı tarafta meme ya da yumurtalık kanseri 

olan üç bireyin varlığı, aile soy ağacında aynı tarafta birinci derece akrabalarda 

(ebeveynler, kardeşler ve çocuk)/ ikinci derece akrabalarda (teyze, hala, amca, dayı, 

kuzenler ve büyükanne ve büyükbabalar) 50 yaşın altında meme kanseri ya da 

herhangi bir yaşta yumurtalık kanseri olan iki bireyin varlığı, birinci derece / ikinci 

derece akrabası 35 yaş altında meme kanseri, 50 yaşından önce bilateral meme kanseri, 

erkek meme kanseri, yumurtalık kanseri olan bir birey olması ya da birinci derece 

/ikinci derece akrabası Yahudi (Jewish) kökenli 50 yaşın altından meme kanseri olan 

bir bireyin varlığı, kalıtsal meme kanseri için yüksek risk grubunda 
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değerlendirilmektedir. Yüksek risk grubundaki hiçbir kriteri karşılamayıp, birinci 

derece / ikinci derece akrabası soy ağacının aynı tarafında 70 yaşın altında meme 

kanseri ya da birinci derece / ikinci derece akrabası 35-49 yaşları arasında meme 

kanseri olan birey varsa orta dereceli risk grubu, yüksek ya da orta dereceli risk 

grubundaki hiçbir kriteri karşılamayan bireyler ise düşük risk grubu olarak 

sınıflandırılmaktadır (50). 

 

Klasik prognostik faktörler yaş, evre, tümör derecesi, tümör tipi ve lenfovasküler 

durumunu içermektedir. Otuz beş yaşından önce meme kanseri gelişimi nadirdir 

(hastaların <%5'i), potansiyel olarak daha agresiftir ve sıklıkla kalıtsal meme kanseri 

ile ilişkilendirilmektedir. İleri yaş (>75 yaş) meme kanseri hastaları, genç hastalara 

göre %17 daha yüksek mortaliteye sahiptirler (51). Üçlü negatif meme kanserleri ve 

HER2-pozitif meme kanserleri için, tümör infiltre eden lenfositlerin varlığı iyi prognoz 

ile ilişkilendirilmektedir (52). Ayrıca, meme kanserinin dört alt tipi klinik 

değerlendirme ve farklı tedavi yaklaşımları için önemli bir rol oynamaktadır (53, 54). 

Tablo 4’te alt tiplerin hastalık prognozu ile ilişkisi özetlenmiştir. 

 

Tablo 4. Meme kanserinin alt tiplerinin hastalık prognozu ile ilişkisi (55) 

Alt tipler Sınıflandırma Meme 

kanseri 

(%) 

Tümör 

Derecesi 

Proliferasyon Prognoz 

Luminal A ER+/PR+/HER2−  

 

%50 Düşük Düşük İyi 

Luminal B 1.ER+/HER2− /PR− 

2.ER+/HER2+ ve 

PR− 

%20 Lüminal 

A’dan yüksek 

Düşük, ama 

Lüminal A’dan 

yüksek 

İyi, ancak 

LüminalA’dan 

biraz düşük 

HER2-

zengileştirilmiş 

ER−/PR−HER2+ %15 Yüksek  Yüksek  Orta seviye 

Normal benzeri ER−/PR−/HER2− %15 Yüksek  Yüksek Orta seviye, 

ama diğer alt 

tiplerden daha 

kötü 

 

Metastazsız erken meme kanserlerinde, öncelikli tedavi tümörü ameliyat edilebilir 

kabul edilen kişilerde cerrahi müdahaledir. Bununla birlikte, çoğu hastanın bir tür 

sistemik tedaviye de ihtiyacı vardır. Tümör yükünün azaltılmasının tercih edildiği 

büyük tümörlü hastalarda cerrahi öncesi (neoadjuvan) sistemik tedavi (kemoterapi, 

hormonal terapi, hedefe yönelik/akıllı ilaçlar ve immünoterapi) uygulanabilmektedir. 

Ayrıca, cerrahi sonuç veya biyobelirteçler nüks riskinin arttığını gösteriyorsa, 



 

18 

 

ameliyattan sonra (adjuvan)  sistemik tedavi verilebilmektedir. ER-pozitif ve/veya PR-

pozitif meme kanserli tüm hastalar, HER2 durumundan bağımsız olarak, ER 

aktivitesini bloke etmek için endokrin tedavi almaktadır. Cerrahi tedavinin yanı sıra 

kemoterapi, radyoterapi, nano teknolojik yaklaşımlar, gen terapisi gibi birçok yöntem 

uygulanabilir tedaviler arasındadır (15, 25, 27). 

 

2.1.1.4 Genetik parametreler 

 

Birçok gendeki varyant değişiminin meme kanseri riskinin artmasıyla yüksek 

oranda ilişkili olduğu bildirilmiştir. Bu genlerin başında öncelikli olarak yüksek 

penetranslı BRCA1 ve BRCA2 genleri yer almaktadır (56). Her iki gen de otozomal 

dominant kalıtım göstermektedir. Bu genlerde eşey hattı mutasyonlarının yanı sıra, 

somatik mutasyonlar da sıklıkla gözlenmektedir. Diğer yüksek penetranslı meme 

kanseri genlerine TP53, CDH1, PTEN, ve STK11 dahildir (57-61). Bu genlerde 

patojenik varyant taşıyan bireyler meme kanserinde risk artışının yanı sıra, yumurtalık 

kanserine de yatkınlık göstermektedirler. BRCA1 ve BRCA2 genlerine kıyasla daha 

düşük penetrans (orta derece) ile karakterize edilen ATM, PALB2, BRIP1 ve CHEK2 

genleri dahil olmak üzere BRCA genleri ile etkileşime girebilen önemli sayıda DNA 

onarım geninin meme karsinogenezinin indüklenmesinde yer aldığı rapor edilmiştir 

(Tablo 5) (56, 62-65). Son zamanlarda yapılan bir çalışmaya göre XRCC2 genindeki 

mutasyonlar ayrıca potansiyel olarak artan meme kanseri riski ile ilişkilendirilmektedir 

(66). 
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Tablo 5. Meme kanseri riski ile ilişkili başlıca genler* 

Penetrans Gen Kromozomal 

Lokasyonu 

İlişkili 

Sendrom/Hastalık 

Ana İşlevi Meme 

Kanseri 

Riski 

Yüksek 

BRCA1 17q21.31 Meme kanseri 

Yumurtalık kanseri 

Pankreas kanseri 

Fanconi anemi 

DNA tamiri 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

%60 ve 

üzeri 

BRCA2 13q13.1 Meme kanseri 

Yumurtalık kanseri 

Pankreas kanseri 

Prostat kanseri 

Melanoma 

Fanconi anemi 

Glioblastoma 

DNA tamiri 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

%60 ve 

üzeri 

TP53 17p13.1 Meme kanseri 

Kolorektal kanser 

Hepatosellüler 

karsinoma 

Pankreas kanseri 

Li-Fraumeni 

sendromu 

Osteosarkoma 

DNA tamiri 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

Apoptozis 

Senesense 

 

%60 ve 

üzeri 

CDH1 16q22.1 Meme kanseri 

Yumurtalık kanseri 

Endometrial 

karsinoma 

Gastrik kanser 

Prostat kanseri 

Hücresel 

adezyonların 

düzenlenmesi 

Epitel hücrelerin 

kontrolü 

%41-60 

PTEN 10q23.31 Meme kanseri 

Prostat kanseri 

Cowden sendromu1 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

%40-60 

STK11 19p13.3 Meme kanseri 

Pankreas kanseri 

Melanoma 

Peutz-Jeghers 

sendromu 

Hücre döngüsü 

kontrolü ve 

Enerji 

homeostazının 

sürdürülmesi 

%32-54 

*Meme kanseri risk değerleri NCCN Genetik/Ailesel Yüksek Risk 

Değerlendirmesi Kılavuzu’undan alınmıştır (67) 
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Tablo 5. Meme kanseri riski ile ilişkili başlıca genler* (devam) 

Penetrans Gen Kromozomal 

Lokasyonu 

İlişkili 

Sendrom/Hastalık 

Ana İşlevi Meme 

Kanseri 

Riski 

Orta derece 

ATM 11q22.3 Meme kanseri 

Lenfoma 

Ataksi-teleanjiektazi 

DNA tamiri 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

%20-40 

PALB2 16p12.2 Meme kanseri 

Pankreas kanseri 

Fanconi anemi 

DNA tamiri 

 

%41-60 

BRIP1 17q23.2 Meme kanseri 

Fanconi anemi 

DNA tamiri 

 

-  

CHEK2 22q12.1 Meme kanseri 

Li-Fraumeni 

sendromu 

Prostat kanseri 

Osteosarkoma 

Hücre döngüsü 

kontrolü 

%20-40 

XRCC2 7q36.1 Fanconi anemi 

Erken yumurtalık 

yetmezliği 

Spermatojenik 

başarısızlık 

DNA tamiri %32-54 

*Meme kanseri risk değerleri NCCN Genetik/Ailesel Yüksek Risk 

Değerlendirmesi Kılavuzu’undan alınmıştır (67). 

 

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ve EPCAM genleri, DNA replikasyonu ve 

rekombinasyonu sırasında meydana gelen yanlış eşleşme hatalarının tespit ve 

tamirinde görev alan proteinleri kodlamaktadırlar (68). Bu genlerdeki patojenik 

varyantlar, otozomal dominant kalıtım gösteren ve başta kolorektal ve endometrial 

kanser olmak üzere birçok kanser türüne yatkınlık ile ilişkilendirilmiş olan Lynch 

Sendromu’na sebep olmaktadır (69, 70).  Son yıllarda yapılan birçok araştırma meme 

kanseri ve Lynch Sendromu arasında bir bağlantı olabileceğini işaret etmektedir (4, 

71, 72). 

 

2.1.1.4.1 Genetik değişikliklerin sınıflandırılması 

 

Yeni nesil dizi analizi yönteminin yaygınlaşmasıyla beraber birçok geni içeriğinde 

barındıran paneller ile çok kısa sürede sonuç elde etmek oldukça kolaylaşmıştır. 

Ancak, bu durum bir veri kirliliğine yol açmış ve tespit edilen varyantların klinik 

açıdan değerlendirilip, sınıflandırması büyük önem kazanmıştır (73).  

Varyant sınıflandırmasındaki bu karmaşanın ortadan kaldırılıp, ortak bir dil 

oluşturulması için “American College of Medical Genetics and Genomics and The 
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Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP)” 2015 yılında bir kılavuz 

yayınlamıştır (74). Popülasyon verileri, hesaba dayalı ve tahmin verileri, fonksiyonel 

veriler, segregasyon verilerini de kapsayan bir derecelendirme sistemi temel alınmıştır. 

Kılavuz varyantları patojenik (P), muhtemel patojenik (MP/LP), önemi belirsiz 

(ÖBV/VUS), muhtemel zararsız (MZ/LB) ve zararsız (Z/B) olmak üzere beş sınıfa 

ayırmaktadır. Sınıflandırma için güç düzeyleri; tek başına, çok güçlü, güçlü, orta veya 

destekleyici olarak değişebilen toplamda 28 kod kullanılmaktadır (75). Tablo 6’da 

kılavuzda kullanılan kodlar gösterilmektedir. 
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Tablo 6. ACMG varyant sınıflandırma kodları (74) 

 
ZARARSIZ PATOJENİK 

Güçlü Destekleyici Destekleyici Orta Düzey Güçlü Çok Güçlü 

Populasyon 

verisi 

Populasyon frekansı 

veri tabanlarında 

MAF > %5 (BA1), 

MAF hastalık 

oluşturma açısından 

çok yüksek (BS1) ya 

da sağlıklı bireylerde 

tespit edildiği için 

hastalık penetransı ile 

uyumsuz (BS2) 

  
Populasyon 

frekansı veri 

tabanlarında 

varyant 

bulunmuyor (PM2) 

Etkilenmiş 

bireylerde sağlıklı 

kontrollere göre 

artmış 

prevalans(PS4) 

 

In-siliko 

patojenik 

tahmin 

araçları 

 
Birçok in siliko 

araç, varyantın gen 

ve gen ürününde 

etkisi olmadığı 

göstermekte (BP4) 
Yalnız güdük 

varyant görülen 

bölgede yanlış 

anlamlı (missense) 

varyant görülmesi 

(BP1) 
Kırpılmada etkisiz 

olduğu düşünülen 

sessiz varyant 

(BP7) 
Etkisi bilinmeyen 

tekrarlı çerçeve 

içindeki (in-frame) 

varyanlar (BP3) 

Gen ürününün 

etkilendiğine dair çok 

sayıda in-siliko 

kanıt(PP3) 

Daha önce 

patojenik varyant 

gösterilen bölgede 

tespit edilen yanlış 

anlamlı (missense) 

varyant(PM5) 
Protein 

uzunluğunda 

değişime yol açan 

varyantlar (PM4) 

Daha önce 

patojenik olduğu 

bilinen aminoasit 

değişimine yol 

açan varyant(PS1) 

Bilinen hastalık 

mekanizması 

fonksiyon kaybı 

olan gende 

fonksiyon kaybına 

neden olan bir 

varyant tespit 

edilmesi PVS1 

Fonksiyonel 

veri 

Patojenik etki 

olmadığına dair çok 

sayıda fonksiyonel 

kanıt (BS3) 

 
Patojenik yanlış 

anlamlı (missense) 

sayısı çok, zararsız 

yanlış anlamlı 

(missense) 

varyantların az 

görüldüğü gende 

yanlış anlamlı 

(missense) varyant 

tespit edildiği 

durumda (PP2) 

Mutasyonel hotspot 

ya da zararsız 

varyant yer 

almayan iyi 

çalışılmış 

fonksiyonel protein 

domainde varyantın 

tespit edilmesi 

(PM1) 

Patojenik etki 

olduğuna dair çok 

sayıda 

fonksiyonel 

kanıt(PS3) 

 

Aile içi 

dağılım 

Hastalıkla ilgili 

segregasyon yok 

(BS4) 

 
Birden fazla 

etkilenmiş aile 

bireyinde varyantın 

hastalıkla birlikte 

segregasyonu (PP1) 

   

De novo 

verisi 

   
De-novo (paternal 

& maternal 

konfirmasyon 

bulunmuyor) (PM6) 

De-novo(paternal 

& maternal 

konfirme edilmiş 

varyant)(PS2) 

 

Allelik veri 

 
Dominant bir 

varyantla trans 

halde 

görülmesi(BP2) 
Patojenik bir 

varyantla cis halde 

görülmesi(BP2) 

 
Resesif bir 

fenotipte patojenik 

varyantla trans 

halde görülmesi 

(PM3) 

  

Diğer veri 

tabanları 

 
Kabul görmüş 

kaynakların 

varyantı zararsız 

olarak bildirmesi 

(BP6) 

Kabul görmüş 

kaynakların varyantı 

patojenik olarak 

bildirmesi (PP5) 

   

Diğer veri 

 
Hastalık yapıcı 

başka bir varyant 

ile beraber 

bulunması (BP5) 

Hastanın fenotipinin 

ya da aile öyküsünün 

o gen için spesifik 

olması (PP4) 

   



 

23 

 

2.2 Protein Yapısı ve Kararlılığı 

 

2.2.1 Protein yapısının belirlenmesi 

 

Proteinler, hayati biyolojik işlevleri olan makromoleküllerdir. Bu nedenle bulaşıcı 

hastalıklarla mücadeleden çevre kirliliğiyle mücadeleye kadar çok çeşitli araştırma 

faaliyetlerinde, tıbbi ve biyoteknolojik uygulamalarda yer almaktadırlar (76, 77).  Bir 

proteinin atomlarının üç boyutlu (3B) dizisi, proteinin işlevinin temelinde yatan 

mekanizmaları anlamak için önemli ipuçları verebilmektedir (78, 79). Bununla 

birlikte, “Universal Protein Resource (UniProt)” yaklaşık 220 milyon benzersiz 

protein dizisini arşivlerken, “Protein Data Bank (PDB)” 55.000'den fazla farklı protein 

için yalnızca 180.000 civarında 3B yapısını bünyesinde bulundurmaktadır. Bu durum, 

biyomoleküler araştırmalar için protein dizilerinin kullanımını ciddi şekilde 

sınırlandırmaktadır (80-82). 

 

Deneysel olarak elde edilmiş protein yapıları ile protein dizilerini kapsamlı bir 

şekilde elde etmek oldukça zorlu ve yorucu bir süreçtir. Elektron kriyomikroskopi 

alanındaki son gelişmeler ve yapı belirleme için hibrit ve bütünleyici yöntemler protein 

yapısının belirlenme hızını artırmış olsa da, bilinen protein dizileri ile deneysel protein 

yapıları arasındaki boşluk genişlemeye devam etmektedir (81, 83). Bu açığı 

kapatmanın bir yolu, milyonlarca proteinin yapısını tahmin etmekten geçmektedir. 

Araştırmacılar, bir proteinin yapısını sadece amino asit dizisinden hesaplamalı olarak 

tahmin etmek için AlphaFold2 (AF2) gibi Yapay Zeka (YZ) tekniklerini giderek daha 

fazla kullanmaya başlamışlardır (84, 85). 

 

2.2.1.1 AlphaFold2 tahmin aracı 

 

AF2, DeepMind tarafından geliştirilen ve amino asit dizilerinden protein 

yapılarının son teknoloji tahminlerini yapan bir YZ sistemidir (86). AF2'nin benzeri 

görülmemiş doğruluğu ve hızı, büyük ölçekte kapsamlı bir yapı tahminleme veri 

tabanının oluşturulmasına olanak sağlamıştır. Biyoloji alanında hemen hemen her 

protein dizisi için yapısal modeller elde edilmesini kolaylaştırmıştır (87). Deneysel 
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çalışmaların aksine, AF2 yapıları, herhangi bir ampirik veri tarafından desteklenmeyen 

tahmin modellerini temsil etmektedir (88). AF2, tahminlerinin güvenilirliğini 

değerlendirmek için birden fazla ölçüm yapmaktadır. Bu ölçümler, her bir amino asit 

için hesaplanır ve dolayısıyla belirli bir amino asit pozisyonu için AF2 tahmininin 

güvenirliğini yansıtmaktadır. Bu ölçümlerin güven skoru, tahmin edilen yerel fark 

uzaklığı testi (pLDDT) skoru olarak adlandırılır ve bir modelin tüm atomları 

arasındaki yerel uyumu değerlendirmek için üst üste bindirmeden bağımsız bir ölçü 

olan IDDT metriğinden türetilmektedir (89). pLDDT skoru, tahminin mevcut PDB 

verileri ve çoklu dizi hizalamaları ile ne kadar iyi eşleştiğini ölçmektedir (86).  Bu 

güven skorları, belirli bir varyant için hesaplanan yapının kalitesini değerlendirerek, 

AF2 yapılarının yanlış anlamlı varyant araştırmalarında kullanılması için olanak 

sağlamıştır. 

 

AF2’nin, yüksek doğrulukta ve hızlı bir şekilde protein yapılarını tahmin 

edebilmesi sayesinde protein yapılarının ayrıntılı ve atomik seviyedeki modelleri, 

insan proteomundaki protein dizilerinin çoğu için kullanılabilir hale gelmiştir (78). Bu 

durum, birçok kalıtsal hastalıkla ilişkili olarak bildirilmiş tek nükleotid polimorfizm 

varyantlarının proteinler üzerindeki etkilerinin araştırılmasında da yeni kapılar 

açmıştır (90).  

 

2.2.2 Protein kararlılığı 

 

Bir proteinin amino asit dizisi, onun ikincil ve üçüncül yapısını, dinamiklerini ve 

nihayetinde işlevini belirleyen en önemli faktördür. Protein kararlılığını belirleyen 

mekanizmaların anlaşılması, proteomik ve transkriptomikdeki en büyük zorluklardan 

birisidir, çünkü tek bir amino asit değişimi bile yıkıcı bir hastalığa sebep 

olabilmektedir (91). Belirli amino asit değişimlerinin etkisini anlamak için yapılan 

birçok deneyde spesifik mutasyonlara sahip proteinler tasarlanıp, kullanılmıştır (92). 

Delta delta G (∆∆G) değeri, bir nokta mutasyonu meydana geldiğinde, o proteinin 

katlanmış ve katlanmamış durumları arasındaki Gibbs serbest enerjisindeki 

değişikliğin ölçüsüdür. Diğer bir değişle, tek noktalı bir mutasyonun proteini nasıl 

etkileyeceğini tahmin etmeye yönelik bir ölçümdür. Oluşan mutasyonun etkisi ∆∆G 
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ile değerlendirilmektedir (93). Bu değerlendirme, protein kararlılığı açısından bir 

nokta mutasyonunun tolere edilebilir olup olmadığının göstergesi haline gelmiştir 

(94).  

 

Mutagenez deneyleri pahalı ve zaman alıcı olduğundan, mevcut deneysel veriler 

oldukça sınırlıdır (95). Bu nedenle, yabanıl tipe kıyasla bir mutant proteinde gözlenen 

kararlılık değişikliklerini tahmin etmek için hesaplama yöntemlerinin kullanılması 

önem kazanmıştır (96-98). Hesaplamalı yöntemler; fiziksel potansiyele dayalı 

yöntemler, istatistiksel potansiyele dayalı yöntemler, ampirik potansiyele dayalı 

yöntemler, kombinasyonel ve katılığa dayalı yöntemler ve makine öğrenimi 

yaklaşımları olmak üzere beş ana gruba ayrılmaktadır (99, 100). Son yıllarda 

teknolojinin gelişmesiyle beraber makine öğrenimi temelli YZ sistemlerinin protein 

kararlılığının belirlenmesinde kullanımı oldukça artmış ve yaygınlaşmıştır (101-105). 
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3 GEREÇ VE YÖNTEM  

 

3.1 Gereç 

 

3.1.1 Hasta örnekleri 

 

Bu çalışmaya, Acıbadem Labgen laboratuvarına meme kanseri tanısıyla genetik 

test başvurusunda bulunan 355 gönüllü birey dahil edilmiştir. Bu hastalardan 

aydınlatılmış onam formu alındıktan sonra (EK 1), EDTA’lı tüplere alınan periferik 

kan örneklerinden DNA izolasyonu yapılmış ve +2-8°C’de saklanmıştır. Çalışmamız 

Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi Etik Kurulu ATADEK (karar no: 

2020/2021) tarafından uygun bulunmuştur (EK 2). 

 

3.1.2 Cihazlar  

 

DNA izolasyon cihazı: QIACube – Qiagen, Almanya 

Elektroforez güç kaynağı: Power-Pac-Basic – Bio-rad, ABD 

Elektroforez tankı: Horizon 11.14 – Whatman-Biometra, Almanya 

Florametrik kantitasyon: Qubit Florometer - Thermo Fisher Scientific, ABD 

Hassas terazi: Adventurer Pro – Ohaus, ABD 

Jel görüntüleme sistemi: ORTE Görüntüleme Cihazı – Solubris, ABD 

Manyetik plaka: Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, ABD  

Mikropipet seti: Axygen (P10, P20, P200, P1000) – Axygen, ABD 

Santrifüj: Biofuge fresco – Heraeus, Almanya 

Spektrofotometre: Nanodrop One - Thermo Fisher Scientific, ABD 

Termal döngü cihazı: VeritiTM 96 Well Thermal Cycler - Applied biosystems, ABD  

Vorteks: Multi-Vortex V-32 – Biosan, Letonya 

Yeni nesil dizileme cihazı: Miseq – Illumina, ABD 
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3.1.3 Kimyasallar ve kitler 

 

Bu çalışmada kullanılan kimyasallar ve kitler aşağıda belirtilen üretici firmalardan 

temin edilmiştir (Tablo 7): 

 

Tablo 7. Kimyasal ve kitlerin temin edildiği firmalar 

KİMYASAL / KİT  ÜRETİCİ FİRMA 

DNA izolasyonu 

Etanol (EtOH)  Merck, Almanya 

QIAMP DNA Mini Kit  Qiagen, Almanya 

Agaroz jel 

Agaroz  Wisent, Kanada 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Applichem, Almanya 

Generuler 100 bp DNA ladder Thermo Fisher Scientific, ABD 

Generuler 50bp DNA ladder Thermo Fisher Scientific, ABD 

Orange G Sigma-Aldrich, ABD 

Tris – Base Sigma-Aldrich, ABD 

Yükleme boyası(TiboGold) İnovatif Biyoteknoloji, Türkiye 

Yeni nesil dizileme analizi 

Agencourt AMPure XP Beads  Beckman Coulter Life Sciences, ABD 

Multiplicom BRCA Hereditary Cancer 

MASTR Plus 

Agilent, ABD 

Miseq Reagent Kit V3  Illumina, ABD 

Sodyum hidroksit (NaOH)  Merck, Almanya 

Qubit dsDNA HS Assay Kit  Thermo Fisher Scientific, ABD 
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3.1.4 Cam ve plastik malzemeler 

 

Solüsyon ve tampon çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan cam şişeler (100, 250, 

500 ve 1000 ml) İsolab (Almanya) firmasından, plastik tüpler (200, 600, 1500 ve 2000 

mikrolitre) ise Eppendorf (Almanya) firmasından alınmıştır. Plastik plaklar (yeni nesil 

dizi analizi için) ve pipet uçları (10, 20, 200 ve 1000 mikrolitre) Axygen (ABD) 

firmasından sağlanmıştır. Miseq cihazının plastik malzemeleri ise Illumina (ABD) 

firmasından temin edilmiştir.  

 

3.1.5 Standart solüsyon ve tampon çözeltiler 

 

0,5X TAE (Tris asetat-EDTA) 44,5 mM Tris-base, 1 mM EDTA,  11,4 mL 

asetik asit pH 8,3 

%70 EtOH 100 mL için: 30 mLsteril distile su, 70 mL  

%100 EtOH 

0,2M NaOH 100 mL için: 20mL 1M NaOH, 80 mL 

distile su 

 

3.1.5.1 PZR’ye uygun steril distile su 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), pürifikasyon ve PZR ürünlerinin 

dilüsyonunda kullanılacak sular litrelik distile su şişesinden 1000µl olarak 1,5 mL 

eppendorf tüplere porsiyonlanmış ve 85°C’de 15 dakika inkübe edilmiştir. Soğuduktan 

sonra kullanıma hazır olarak +4°C’de saklanmıştır. 
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3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Periferik kandan genomik DNA izolasyonu 

 

Periferik kandan DNA izolasyon işlemi “QIAmp DNA Mini Kit” kullanılarak 

“QIACube DNA İzolasyon” cihazında üretici firmanın talimatlarına uygun şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Uygun koşullarda saklanan (+2-8 °C) periferik kan örneklerinden 230 µl alınarak 

2 mL’lik tüplere aktarılmıştır. Tüpler, hasta numaralarıyla eşleşecek şekilde 

sıralanarak “QIACube DNA İzolasyon” cihazına yerleştirilmiştir. DNA izolasyonunda 

kullanılacak solüsyonlar ilgili alanlara konulmuştur.  

 

Prosedüre uygun olacak şekilde cihaz, örneklerin üzerine 200 µl Lysis Buffer 

(AL) ve 20 µl Proteinaz K ekledikten sonra vorteksleme ve inkübasyon işlemlerini 

tamamlamıştır. İnkübasyon sonrası örneklerin üzerine 200 µl etanol (absolut) 

eklenmiştir. Örnekler filtreli tüplere aktarılmış ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifüj 

edilmiştir. Temiz tüplere aktarılan filtrelerin üzerlerine 500 µl Washing Solution I 

(AW1) eklenmiş ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir.  Daha sonra aynı işlem 

Washing Solution 2 (AW2) ile tekrar edilmiştir. İzolasyon işleminin son basamağı 

olarak filtreler cihaz tarafından temiz tüplere aktarılmış ve üzerlerine 100 µl Elution 

Buffer (AE) eklenerek 10000 rpm’de 1 dakika santrifüj edilmiştir. DNA’lar cihazdan 

çıkartılarak +2-8 °C’de saklanmıştır. 

 

Elde edilen DNA’ların konsantrasyonları ve saflığı saptanmak üzere 260 nm ve 

280 nm dalga boylarında Nanodrop One cihazı kullanılarak spektrofotometrik ölçüm 

yapılmıştır. A260 / A280 oranı 1,8 – 2,0 olan DNA örnekleri saf olarak kabul edilmiştir. 

 

3.2.2 Yeni nesil dizileme analizi 

 

Bu çalışmada 355 örnekte, hücre döngüsü ve DNA tamir yolaklarında yer alan 26 

genin (ABRAXAS1, ATM, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, 
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EPCAM, MEN1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, 

PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53 ve XRCC2)  yeni nesil dizi analizi 

yapılmıştır.  

 

Genomik DNA kullanılarak yapılan yeni nesil dizileme analizinin aşamaları Şekil 

5’te özetlenmiştir. 

 

 

Şekil 5. Yeni nesil dizi analizi deney akış şeması  

 

3.2.2.1 Birinci PZR işlemi 

 

Çoğaltma basamağına geçmeden önce örnekler “Qubit dsDNA HS Assay Kit” ile 

Qubit Flourometer cihazında kantifikasyonu yapılarak 10 ng/µl olacak şekilde 

normalize edilmiştir. 

 

“Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus” kitinde belirtildiği şekilde 

her bir örnek için 10 µl plex karışımı ve 0.075 µl Taq polimeraz enzimi eklenerek 

reaksiyon hazırlanmıştır. Hazırlanan reaksiyon karışımı normalizasyonu tamamlanmış 

10 µl hasta DNA’sı üzerine eklenerek Tablo 8’de belirtilen PZR koşullarında 

çoğaltılmıştır.  
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Tablo 8. Birinci PZR koşulları 

Derece Basamak Süre Döngü 

98⁰ C İlk denatürasyon 10 dakika 1 

95⁰ C Denatürasyon 45 saniye 20  

Azalma oranı: 1-2°C/s 

[2.5°C/s altında 

(%50)] 

60⁰ C Bağlanma 45 saniye 

68⁰ C Uzatma 2 dakika 

72⁰ C Son Uzatma 10 dakika 1 

4⁰ C Bekletme Sonsuz 1 

 

3.2.2.2 Agaroz jel elektroforezi 

 

Elde edilen PZR ürünleri agaroz jelde yürütülerek kalite kontrolü yapılmıştır. PZR 

ürünleri 0,5 X TAE kullanılarak ORTE yürütme ve görüntüleme cihazı ile 

görüntülenmiştir. Bir şişe içine kullanılacak konsantrasyondaki jeli elde etmek için 

gerekli miktar agaroz ve 0,5X TAE eklenerek tamamen çözülüp homojen bir görüntü 

elde edilinceye kadar mikro dalga fırında kaynatılmıştır.  

 

Örnekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen yükleme boyası TiboGold ve 

Orange G eşit hacimlerde karıştırılıp (örneklerin 1/5 hacminde) yüklenmiş ve analiz 

için uygun sürede (30-45 dakika) 100V’da yürütülmüştür. Ürün boylarının 

belirlenebilmesi için örneklerle birlikte DNA moleküler ağırlık standardı da (ürün 

boyutuna göre 50 bç veya 1 kb) yürütülmüştür.  

 

Ürün boyları 250-500 bç aralığında dağılmış bir bant şeklinde gözlenmiştir. Bant 

görülmeyen PZR ürünlerinin çalışmaları aynı koşullarda tekrarlanmıştır. 

 

3.2.2.3 Birinci PZR sonrası pürifikasyon işlemi 

 

Kalite kontrolü yapılan PZR ürünlerinin pürifikasyonu “Multiplicom Hereditary 

BRCA Cancer MASTR Plus” kitinde belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir.  
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Manyetik boncuklar işlemden 30 dakika önce oda sıcaklığına çıkartılmıştır. 24 µl 

manyetik boncuk 200 µl tüplere dağıtılmış, üzerlerine 20 µl PZR ürünü eklenmiştir. 

Birleştirilen ürün manyetik plaka üzerine alınarak manyetik boncuklar tüp çeperinde 

toplanana kadar beklenmiştir. Bu işlem sonrasında 200 µl‘lik pipet yardımıyla 

süpernatant uzaklaştırılmış ve yıkama işlemine geçilmiştir. İki tekrarlı yıkama 

basamağı %70’lik EtOH kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Örnekler manyetik plaka 

üzerindeyken 200 μl %70 EtOH eklenmiş ve 30 saniye bekletildikten sonra pipet 

yardımı ile çekilip atılmıştır. Tekrarlı yıkama işleminden sonra manyetik plaka 

üzerindeki örneklerin diplerinde kalan EtOH iyice çekilmiş ve sonrasında ürünler 

kurumaya bırakılmıştır. Kuruma işlemi tamamlandıktan sonra ürünlerin üzerine 20 μl 

steril distile su eklenmiştir. Homojen olana kadar pipetle karıştırılımış, daha 

sonrasında da manyetik plak üzerine yeniden konulmuştur. Son olarak, süpernatant 

çekilerek temiz bir tüpe aktarılmıştır. 

 

3.2.2.4 İkinci PZR işlemi 

 

Birinci PZR ürünlerinin 1:1000 oranında dilüsyonu tamamlandıktan sonra ikinci 

PZR reaksiyonu için Tablo 9’da belirtilen şekilde karışım oluşturulmuş ve Tablo 10’de 

belirtilen koşullar kullanılmıştır. 

 

Tablo 9. PZR karışımı bileşenleri ve oranları 

Master Mix Bileşenleri (µl) MASTR Plus Kitleri (µl) 

Plex 1 

Universal PCR Mix 20 

Amplification Reagent 20 

MID-P7 4 

MID-P5 4 

Taq Polymerase 2.5 (1/10 Dilüe Edilen Taq) 

1/1000 Dilüe Edilen 1.PCR 

Ürünü 
2  
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Tablo 10. İkinci PZR koşulları 

Derece Basamak Süre Döngü 

98⁰ C İlk denatürasyon 10 dakika 1 

95⁰ C Denatürasyon 45 saniye 20  

Azalma oranı: 1-2°C/s 

[2.5°C/s altında 

(%50)] 

64⁰ C Bağlanma 45 saniye 

68⁰ C Uzatma 2 dakika 

72⁰ C Son Uzatma 10 dakika 1 

4⁰ C Bekletme Sonsuz 1 

 

3.2.2.5 İkinci PZR sonrası pürifikasyon işlemi 

 

Manyetik boncuklar işlemden 30 dakika önce oda sıcaklığına çıkartılmıştır. 25,5 

µl manyetik boncuk 200 µl tüplere dağıtılmış, üzerlerine 30 µl PZR ürünü eklenmiştir. 

Daha sonra yukarıda birinci PZR pürifikasyon işleminde anlatıldığı gibi yöntemin 

aynısı uygulanmıştır. 

 

3.2.2.6 Amplikonların konsantrasyon ölçümü 

 

Pürifikasyon sonrası amplikonların konsantrasyon ölçümü Nanodrop One cihazı 

kullanılarak spektrofotometrik ölçüm ile gerçekleştirilmiştir. Her örneğin ölçüm 

sonuçları normalizasyon basamağı için kaydedilmiştir. 

 

3.2.2.7 Amplikon kütüphanesinin hazırlanması ve cihaza yüklenmesi 

 

Normalizasyon işlemleri “Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus” 

kitinde belirtildiği şekilde gerçekleştirilmiştir. Kütüphane hazırlıkları ve cihaza 

yükleme basamakları ise “Illumina MiSeq System Denature and Dilute Libraries 

Guide” kılavuzunda üretici firmanın belirtildiği şekilde yapılmıştır ve cihaza 

yüklenmiştir (106). 
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Konsantrasyon ölçüm değerleri kullanılarak her örneğe ait amplikon 

konsantrasyonu, aşağıdaki denklem kullanılarak nM cinsinden hesaplanmıştır. 

 

Amplikon havuz konsant. [nM]= 
Amplikon havuz konsant. [ng/μl] x 106

656.6 x 473 bç
 

 

Elde edilen sonuçlar doğrultusunda örneklerin 10 nM olacak şekilde dilüsyonları 

yapılmış ve daha sonra her örnek eşit hacimlerde birleştirilerek kütüphane 

oluşturulmuştur. Oluşturulan kütüphane seri dilüsyonlarla 4 nM, 20 pM ve son olarak 

10 pM konsantrasyona düşürülmüştür. 

Dilüsyonu tamamlanmış kütüphane üzerine “Illumina MiSeq System Denature 

and Dilute Libraries Guide” kılavuzunda belirtildiği şekilde 12,5 pM konsantrasyonda 

PHix kontrolden eklenmiş ve cihaza yüklenecek olan kütüphanenin son hali elde 

edilmiştir (107). Hazırlıkları tamamlanan örnek kütüphanesi “Miseq Reagent Kit V3” 

kullanılarak MiSeq cihazında yeni nesil dizileme işlemi gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.2.8 Yeni nesil dizi analizi veri incelemesi 

 

Illumina Miseq cihazında gerçekleştirilen dizileme çalışması sonucunda MiSeq 

Reporter v2.6 (Illumina, ABD, 2016) yazılımı ile FASTQ dosyaları oluşturulmuştur 

(108) . Elde edilen R1 (Read 1 - Okuma 1) ve R2 (Read 2 – Okuma 2) FASTQ 

dosyaları paired-end (çift sonlu okuma) olarak, Sophia Genetics DDM v4.2 (Sophia 

Genetics, İsviçre, 2011) analiz programına yüklenmiş ve hasta örneklerine ait 

varyantlar belirlenmiştir (109). Referans genom olarak GRCh37 / hg19 kullanılmıştır. 

Varyantlar, minimum dizi derinliği 30x, minimum varyant fraksiyonu %20 ve minor 

allel frekansı %1’in altında olacak şekilde değerlendirmeye alınmıştır.  Saptanan 

varyantların patojenite sınıflandırılması ACMG kılavuzuna göre yapılmıştır (74). 

 

3.2.2.9 İstatistiksel analiz 

 

Elde edilen veriler hastaların yaş, aile öyküsü, varyant sınıfları ve klinik bulguları 

ile birlikte değerlendirilmiş ve SPSS Release 22.0.0’da (PASW Statistics 2013) 



 

35 

 

istatistik hesapları yapılmıştır (110). P değeri <0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. Varyant sınıflandırması analizlerinde muhtemel patojenik ve muhtemel 

zararsız varyantlar, patojenik ve zararsız grupları altında incelenmiştir. Toplamda 

patojenik, VUS ve zararsız olmak üzere 3 grupta analizler yapılmıştır. 

 

Örnekler normal dağılım göstermediğinden, bağımsız grupların ortalamalarını 

karşılaştırmak için non-parametrik Mann-Whitney U (ikili karşılaştırmalar için) veya 

Kruskal-Wallis testi (ikiden çoklu karşılaştırmalar için) kullanılmıştır. Ayrıca 

değişken gruplar için Wilcoxon rank-sum testi, kategorik değişkenler için Ki-kare testi 

kullanılmıştır (Tablo 12). Aile öyküsü ile immünohistokimyasal sınıflandırmaya göre 

genetik değişiklikler ve tanı yaşı karşılaştırması yapılmıştır. Tanı yaşı (50 yaş altı / 50 

ve 50 üstü), aile öyküsü (var / yok), gibi ikili karşılaştırmalar için Mann Whitney U 

test; tanı yaşı (35 yaş altı / 35-45 yaş arası / 45 yaş üstü), genetik değişikliklerin 

patojenite sınıflandırması (zararsız / VUS / patojenik) gibi ikiden çoklu 

karşılaştırmalar için Kruskal Wallis testi kullanılmıştır. Yedi hastanın klinik bilgileri 

eksik olduğundan ÜNMK parametresi ile yapılan karşılaştırılmalara dahil 

edilememiştir. 

 

3.2.3 ClinVar veri tabanı yanlış anlamlı (missense) varyantlar 

 

Toplam 26 gende gözlemlenen patojenik ve zararsız varyantları toplamak için 

10/08/2022 tarihli ClinVar veritabanı (111) sorgulanmıştır. "Cancer", "tumor", 

"tumour" anahtar kelimelerinden herhangi birini içeren patolojik bir durumla bağlantılı 

varyantlar toplanmıştır. Bu listeden, en az 2 yıldızlı inceleme skoruna sahip yanlış 

anlamlı varyantlar ClinVar veri seti olarak düzenlenmiştir. Mevcut örnek grubunda 

tespit edilen yanlış anlamlı varyantlar, ClinVar seti ile birleştirilmiş ve ortaya çıkan 

varyant listesi, beş farklı protein kararlılık tahmin aracı kullanılarak taranmıştır (EK4). 

 

3.2.4 AlphaFold2 tahmin analizi 

 

Çalışmaya dahil edilen 26 gen arasından 24 tanesinin yapısı, AlphaFold-EBI yapı 

veri tabanının (https://alphafold.ebi.ac.uk) web sunucusuna yüklenmiştir. ATM ve 
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BRCA2 proteinlerinin yapıları ise 2700 amino asitten daha büyük olduğu için web 

sunucusuna yüklenememiştir. Bu tür uzun proteinler, proteom tahmin analizlerine 

dahil edilmiştir. ATM ve BRCA2 yapıları insan proteom koleksiyonundan alınmıştır 

(UP000005640). Her iki proteinin yapısının tahmin işlemi, sırasıyla F1, F2, …, Fn 

olarak etiketlenen kısmi yapılar ile örtüşen sıralı turlar sonucunda gerçekleştirilmiştir. 

Örneğin, BRCA2 yapısı (3418 amino asit), üst üste binen on iki yapıyla sonuçlanan 

on iki sıralı turda tahmin edilmiştir. Üst üste binen yapılar, iki ardışık yapıyı birbiriyle 

hizalamak için kullanılmıştır. Hizalama işleminden sonra bu yapılardan bir tanesi 

kaldırılmıştır. Daha sonra ayrı zincirler hem ATM hem de BRCA2 için tam 

uzunluktaki yapıyı oluşturan amid bağları ile birbirine bağlanmıştır. Birbiri üstüne 

bindirme, örtüşme giderme ve model birleştirme işlemleri Chimera UCSF (112) ile 

gerçekleştirilmiştir. Model birleştirme sırasında, AF2 tahminleri (pLDDT) için güven 

skorları pdb dosyasının beta sütununda tutulmuştur.  

 

3.2.5 Protein kararlılığı tahmin analizi 

 

Varyantların proteinin katlanma serbest enerjisi (ΔΔG) üzerindeki etkisini tahmin 

etmek için mCSM (113), MAESTRO (101), CUPSAT (102), SAAFEC-SEQ (114) ve 

MUpro (100) olmak üzere beş farklı kararlılık tahmin aracı kullanılmıştır. Bu tahmin 

araçları genellikle hesaplama işlemi için girdi olarak dizi veya yapıyı kabul 

etmektedirler (Tablo 11). Bu araçlardan SAAFEC-SEQ ve MUpro dizi tabanlı iken, 

mCSM, MAESTRO ve CUPSAT girdi olarak 3B yapıları kullanmaktadır. Yapı tabanlı 

yöntemler için, tüm genlerde AF2 yapıları seçilmiştir. Maestro, stabilize edici 

varyantları negatif bir ΔΔG işaretiyle etiketlerken, diğer tahmin araçları stabilize edici 

varyantları pozitif bir işaretle etiketlemektedir. Diğer tahmin araçları ile tutarlı olması 

için Maestro'nun işaret etiketleri, stabilize edici varyantlar için pozitif, kararlılığı 

bozan varyantlar için negatif olarak değiştirilmiştir. 

 

 

 

 

 



 

37 

 

Tablo 11. Protein kararlılığı tahmin araçları 

Ad Girdi İşaret değişimi Referanslar 

mCSM Yapı ΔΔG<0.0 istikrarsızlaştırıcı (113) 

MAESTRO Yapı ΔΔG<0.0 istikrarsızlaştırıcı (101) 

CUPSAT Yapı ΔΔG<0.0 istikrarsızlaştırıcı (102) 

SAAFEC-SEQ Dizi ΔΔG<0.0 istikrarsızlaştırıcı (114) 

MUpro Dizi ΔΔG<0.0 istikrarsızlaştırıcı (100) 

 

3.3 Sınırlılıklar  

 

Çalışma sırasında ikinci PZR sonrası yapılan pürifikasyonda istenilen 

konsantrasyon seviyelerinde ürün elde edilemeyen örnekler olmuştur. Bu örneklerin 

birinci PZR aşamasından itibaren tekrar edilmesi gerekmiştir.  

 

Çalışmaya katılan yedi hastanın klinik bilgileri eksik olduğundan istatiksel 

analizlerde üçlü negatif meme kanseri sorgulaması ile yapılan karşılaştırılmalara dahil 

edilememiştir. 

 

Örneklerin tümör evrelerinin, hastaların sağ-kalımlarının ve 

kemoterapi/radyoterapi gibi tedavilere yanıtlarının bilgilerine büyük çoğunlukla 

ulaşamadığımız için bu hedefler doğrultusunda çalışmamız gerçekleştirilememiştir. 

 

AlphaFold2 yapı analizlerinde ATM ve BRCA2 proteinlerinin dizileri çok uzun 

olduğu için bu iki proteinin yapısı AlphaFold2 aracı kullanılarak gerçekleştirilememiş 

ve yapıları insan proteom koleksiyonundan alınmak zorunda kalınmıştır. 

 

Karşılaşılan bir diğer zorluk ise maddi kısıtlılıklardan dolayı daha fazla hasta 

örneği ile çalışılamaması ve örnek havuzunun kısıtlı tutulmasıdır. Aynı kısıtlılıktan 

dolayı analiz sırasında tespit edilen nokta varyantlarının protein fonksiyonuna gerçek 

etkisinin belirlenmesi için fonksiyon çalışması gerçekleştirilememiştir. Ayrıca 

hastaların tümör dokusunda somatik varyantlar da değerlendirilememiştir. 
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4 BULGULAR  

 

4.1 Yeni Nesil Dizi Analizi 

 

4.1.1 Örneklerin genel bilgileri 

 

Toplamda 355 örneğin 118’inde (%33,3) hastalıkla ilişkili varyant saptanmamış 

(polimorfizm hariç), 237’sinde (%66,7) ise varyant saptanmıştır. Cinsiyet dağılımına 

bakıldığında varyant saptanmamış örneklerin tümünün kadın (K), saptananların ise 

3’ünün (%1,3) erkek (E), 234’ünün (%98,7) kadın olduğu görülmüştür. Histolojik alt 

değerlendirmede ise örneklerin 15’i (%4,3) lobüler, 330’u (%95,7) duktal 

karsinomdur. Örneklerin sadece 70’i (%20,1) üçlü negatif meme kanseridir (ÜNMK). 

ÜNMK olmayan 278 (%79,9) örneğin immünohistokimyasal dağılımı ise şu 

şekildedir: ER için 103 (%29,6) negatif, 245 (%70,4) pozitif; PR için 143 (% 41,3) 

negatif, 203 (%58,7) pozitif; HER2 için 271 (%80) negatif, 68 (%20) pozitiftir. Tüm 

örneklerin yaşının medyan değeri 47 (%31-78), tanı yaşının medyan değeri ise 41 (%0-

71) olarak hesaplanmıştır.  Örneklerin 62’sinin (%18,5) bilinen aile öyküsü yokken, 

274’ünün (%81,5) vardır. Hasta bilgileri Tablo 12’de özetlenmiş, analiz sonuçları ile 

birlikte detaylı olarak Ek 3’te verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 

 

Tablo 12. Yeni nesil dizileme yapılan hastaların genel bilgileri 

  

  

Varyant 

saptanmamış (118) 

Varyant saptanmış 

(237) 
p* Toplam (355) 

medyan

/n 
range/% medyan/n 

range/

% 
  

medyan/

n 

range/

% 

   Yaş  46 31-77 47 31-78 0.752 47 31-78 

Tanı  yaşı  40 0-70 41 25-71 0.876 41 0-71 

Cinsiyet 
K 118 %100.0 234 %98.7 

0.554 
352 %99.2 

E 0 % 0.0 3 %1.3 3 %0.8 

Histolojik Duktal 111 %96.5 219 %95.2 
0.805 

330 %95.7 

alt tip Lobüler 4 %3.5 11 %4.8 15 %4.3 

Üçlü Hayır 94 %80.3 184 %79.7 
0.764 

278 %79.9 

negatif Evet 23 %19.7 47 %20.3 70 %20.1 

ER 
Negatif 40 %34.2 63 %27.3 

0.237 
103 %29.6 

Pozitif 77 %65.8 168 %72.7 245 %70.4 

PR 
Negatif 54 %46.6 89 %38.7 

0.228 
143 %41.3 

Pozitif 62 %53.4 141 %61.3 203 %58.7 

HER2 
Negatif 91 %79.8 181 %80.1 

0.607 
272 %80.0 

Pozitif 23 %20.2 45 %19.9 68 %20.0 

Aile Hayır 17 %15.6 45 %20.2 
0.298 

62 %18.5 

öyküsü Evet 92 %84.4 178 %79.8 274 %81.5 

* Varyant tespit edilen ve tespit edilmeyen gruplardaki değişkenleri karşılaştırmak için parametrik olmayan 

testler kullanılmıştır. Sürekli değişkenler için Wilcoxon rank-sum testi, kategorik değişkenler için Ki-kare 

testi kullanılmıştır. 

 

4.1.2 Hedef genlerin amplifikasyonu 

 

Hedef genlere ait bölgeler “Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus” 

kiti kullanılarak çoğaltılmış ve amplikonlar agoroz jel elektroforezi ile kontrol 

edilmiştir (Şekil 6). Daha sonra yeni nesil dizi analizi gerçekleştirilmiştir.  
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Şekil 6. Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus kiti ile PZR. Ürünler 

%2’lik agaroz jelde yürütülmüştür. 1. HP-2018-05 hasta örneği PZR ürünü. 2. HP-

2018-06 hasta örneği PZR ürünü 3. Örnek bulunmayan negatif kontrol. M: 50 bç DNA 

moleküler ağırlıklı standardı.  

 

4.1.3 Verilerin değerlendirilmesi 

 

4.1.3.1 Hedef genlerde saptanan varyant sayıları 

 

Yeni nesil dizi analizinden elde edilen FASTQ dosyaları her örnek için ayrı ayrı 

Sophia Genetics DDM (v4.2) analiz programına yüklenmiş (109), varyant allel 

fraksiyonları ve varyantlar belirlenmiştir. Ayrıca, tüm dizi analizi ham verileri 

Sequence Read Archive (SRA) veri bankasına bildirilmiştir 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA895859). 

 

Çalışmaya alınan örneklerden 237’sinin (%66,2) en az bir varyant taşıdığı tespit 

edilmişken, 118’inde (%33,8) polimorfizm hariç, hastalıkla ilişkili varyant 

saptanmamıştır (Şekil 7A).  237 örnekte toplam 397 varyant tespit edilmiştir. Bir 

örnekte en az bir, en fazla dört varyant gözlenmiştir (Şekil 7B). Tekrarlı varyantlar 

(n=11) göz ardı edildiğinde özgün 256 varyant olduğu tespit edilmiştir. Bu 

varyantların 179’u daha önce ClinVar veritabanında (111) bildirilmemiş, geri kalan 

79’u ise bildirilmiştir (Şekil 7C). 190’ı (%74) yanlış anlamlı (missense) varyant, 66’sı 

(%26) ise anlamsız (nonsense), çerçeve kayması (frameshift) ya da kırpılma bölgesi 

(splice) olan güdük (truncating) varyantlardır (Şekil 7D). Yanlış anlamlı varyantların 
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15’i (%8) patojenik, 108’i (%57) VUS ve 67’si (%35) zararsız, diğer varyantların ise 

49’u (%74) patojenik, 11’i (%17) VUS ve 6’sı (%9) zararsız olarak sınıflandırılmıştır 

(Şekil 7E).  

 

 

Şekil 7. Varyant özelliklerinin dağılımı. A. Hastalıkla ilişkili varyant saptanan ve 

saptanmayan örneklerin dağılımını B. Her bir hasta için varyant sayısını C., D., E. ve 

F.  varyantların sırasıyla özgünlük, tip, klinik önem ve genlere göre dağılımlarını 

göstermektedir.  

 

Tüm varyantlar içinde 245 tek nükleotid değişimi saptanmış, bunların %66,9’u 

transisyon, geriye kalanlar (%33,1) ise transversiyon varyantlarıdır. Değişikliklerin 

hangi nükleotidler arasında olduğu Şekil 8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 8. Varyantlardaki tek nükleotid değişimlerinin dağılımı. Transisyonların oranı 

(%66,9) transversiyonlara (%33,1) göre daha fazladır. 

 

Tespit edilen varyantların ACMG sınıflandırmasına göre tüm genlerdeki 

dağılımları Şekil 9’da özetlenmiştir. Önemi belirsiz varyant (ÖBV/VUS) sayısının 

(%51,8), patojenik (%16) ve zararsız (%32,2) varyant sayısından daha fazla olduğu 

saptanmıştır.  

 

 

Şekil 9. Tüm genlerdeki varyant sınıflarının dağılımı. En çok patojenik varyant BRCA1 

ve BRCA2 genlerinde (%9,26), en çok VUS varyant ise (%17,8) ATM geninde tespit 

edilmiştir. 

 

Varyantların, tespit edildikleri gen üzerindeki dağılımını değerlendirmek için 

varyant frekansları hesaplanmıştır. Tüm örneklerde tespit edilen varyant sayılarının 
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(Şekil 10A) ve frekanslarının (Şekil 10B)  genlere göre dağılımı Şekil 10’da 

özetlenmiştir.  

 

 

Şekil 10. Varyant sayılarının ve frekanslarının genlere göre dağılımı. A. Varyant sayısı 

B. Varyant frekansı. Toplam genlere ait varyant frekansları; gen varyant sayısı, genin 

baz çifti (bç) olarak büyüklüğüne bölünerek normalize edilmiş ve hesaplanmıştır. En 

yüksek varyant sayısı BRCA2 geninde, varyant frekansı ise RAD50 geninde tespit 

edilmiştir.  

 

Varyantların immünohistokimyasal özelliklerine göre dağılımı Şekil 11’de 

özetlenmiştir. 

 

 

Şekil 11. İmmünohistokimyasal sınıflandırma ile varyant sayılarının dağılımı. Hormon 

pozitif [HR: ER(+) / PR(+)], üçlü pozitif [ER(+) / PR(+) / HER2(+)], üçlü negatif 

[ER(-) / PR(-) / HER2(-)] 

 

Tespit edilen tüm varyantların 51’i (%16,8) patojenik olarak sınıflandırılmıştır. 

Patojenik varyantların yaş aralıklarına göre dağılımı Şekil 12’de gösterilmiştir. 
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Şekil 12. Yaş gruplarına göre patojenik varyantların dağılımı. Tüm yaş gruplarında en 

yüksek patojenik varyant sayısı BRCA2 (%35,2) geninde tespit edilmiştir. 

 

4.1.4 Verilerin istatistiksel analizi 

 

4.1.4.1 Analiz sonuçlarının belirli parametrelerle karşılaştırılması 

 

Tanı yaşı ve varyasyon sayıları (toplam ve patojenite durumuna göre ayrı ayrı 

olmak üzere); hastaların aile öyküsü, tümörlerin immünohistokimyasal sınıflandırması 

ve belirli genlerdeki (BRCA1 / BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1 / MSH2 / MSH6 / 

MUTYH / PMS2) varyasyon durumları ile birlikte değerlendirilmiş ve istatistik 

hesapları yapılmıştır. Aile öyküsü varlığı ailede meme / yumurtalık, pankreas veya 

prostat kanseri öyküsü olması durumuna göre belirlenmiştir. Ayrıca, analizler tanı yaşı 

aralıklarına (35 altı / 35-45 / 45 üzeri veya 50 yaş altı / 50 ve üstü) göre de yapılmıştır.  

 

Tanı yaşı analizlerinde sadece aile öyküsü (p=0,04), 50 yaş altı / 50 ve üstü 

gruplandırma yapıldığında ise VUS sayısı (p=0,035) anlamlı bulunmuştur. Tanı yaşı 

35 altı / 35-45 / 45 üzeri değerlendirmesinde ise 35 yaş altı ve 35-45 (p=0,025) grupları 

arasında patojenik varyantlarda anlamlı farklar saptanmıştır.  

 

Toplam varyant sayıları değerlendirildiğinde, sadece analiz edilen genlere göre 

anlamlı farklılıklar saptanmıştır (Tablo 13). İmmünohistokimyasal [ER / PR / HER2 / 
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ÜNMK (var / yok)] sonuçlar ve varyantların patojenite sınıfları değerlendirildiğinde 

ise, VUS dağılımı sadece HER2 grubunda (p=0,041) anlamlı bulunmuştur. Diğer 

gruplar ile yapılan karşılaştırmalarda istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç tespit 

edilmemiştir. Gen analizinde zararsız varyantlar CHEK2 hariç tüm genlerde, VUS tüm 

genlerde, patojenik varyantlar ise BRCA1 / BRCA2 ve CHEK2 genlerinde anlamlı 

olarak saptanmıştır (Tablo 13). 

 

Tablo 13. Belirli genlerdeki toplam ve patojenite durumuna göre sınıflandırılmış 

varyant sayılarının istatistiksel analizi 

Gen(ler) Varyant 

Sayısı 

Patojenik 

Varyantlar 

VUS 

Varyantlar 

Zararsız 

Varyantlar 

ATM <0,001 0,051 <0,001 0,001 

BRCA1 / 2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

CHEK2 <0,001 0,001 <0,001 0,073 

MLH1 / MSH2 / 

MSH6/ MUTYH 

/ PMS2 

<0,001 0,149 <0,001 <0,001 

 

P değeri <0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

 

4.1.5 ClinVar veri tabanından toplanan verilerin değerlendirilmesi 

 

Çalışmada tespit edilen yanlış anlamlı varyantlara ek olarak ClinVar veri 

tabanından 26 gende tespit edilmiş 31.253 yanlış anlamlı varyant toplanmıştır (Şekil 

13A). Daha güvenilir bir değerlendirme yapmak adına patojenite sınıfı çelişkili veya 

tek bir kişi tarafından bildirilmiş (değerlendirme skoru=1) olan varyantlar elenmiş, 

geriye 16.572 varyant kalmıştır (Şekil 13B). Önemi belirsiz etiketliler çıkartılıp, 

sadece patojenik ve zararsız etiketli varyantlar hesaplandığında 1457 varyant tespit 

edilmiştir (Şekil 13C). ClinVar veri tabanından elde edilen sonuçlar Şekil 13’de 

özetlenmiştir (EK 4).  
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Şekil 13. ClinVar veri tabanındaki yanlış anlamlı varyantların dağılımı. A. 

Varyantların değerlendirme skoruna göre dağılımları. B. Değerlendirme skoru en az 

iki olan varyantların klinik öneme göre dağılımı. C. Patojenik ve zararsız varyantların 

genlerdeki dağılımı. D. VUS varyantların genlerdeki dağılımı 

 

4.1.6 AlphaFold2 tahmin aracı analizlerinin değerlendirilmesi 

 

Yanlış anlamlı varyantların yapısal etkisini araştırmak için AF2 tarafından tahmin 

edilen yapılar kullanılmıştır. Doğru tahminleri yanlış olanlardan ayırt etmek için, her 

bir proteindeki her pozisyonun kalıntı başına güven skoru (pLDDT) hesaplanmıştır. 
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ATM ve BRCA2 proteinleri çok uzun oldukları için AF2 yapıları elde edilememiştir. 

Bu iki protein haricinde geriye kalan 24 gen için protein yapısı oluşturulmuştur. Tablo 

14’de 26 gen için protein yapılarının analiz sonuçları gösterilmektedir. 

 

Tablo 14. 26 genin deneysel ve AF2 yapılarının özeti 

Gen Adı 
Uniprot 

ID 

Uzunluk 

(aa) 

PDB 

yapı 

sayısı 

AF2 tahmin 
Küresel pLDDT 

(medyan) 

ABRAXAS1 Q6UWZ7 409 4 AF2 DB 89.01 

ATM Q13315 3056 10 İnsan proteom 85.88* 

BARD1 Q99728 777 10 AF2 DB 75.84 

BLM P54132 1417 13 AF2 DB 44.02 

BRCA1 P38398 1863 30 AF2 DB 30.66 

BRCA2 P51587 3418 6 İnsan proteom 32.615* 

BRIP1 Q9BX63 1249 3 AF2 DB 80.57 

CDH1 P12830 882 20 AF2 DB 89.695 

CHEK2 O96017 543 38 AF2 DB 88.74 

EPCAM P16422 314 2 AF2 DB 93.435 

MEN1 O00255 615 39 AF2 DB 96.32 

MLH1 P40692 756 7 AF2 DB 89.36 

MRE11 P49959 708 1 AF2 DB 87.92 

MSH2 P43246 934 9 AF2 DB 88.03 

MSH6 P52701 1360 7 AF2 DB 88.285 

MUTYH Q9UIF7 546 2 AF2 DB 92.835 

NBN O60934 754 2 AF2 DB 59.985 

PALB2 Q86YC2 1186 2 AF2 DB 37.15 

PMS2 P54278 862 8 AF2 DB 84.82 

PTEN P60484 403 10 AF2 DB 95.99 

RAD50 Q92878 1312 1 AF2 DB 82.765 

RAD51C O43502 376 0 AF2 DB 92.625 

RAD51D O75771 328 1 AF2 DB 93.095 

STK11 Q15831 433 3 AF2 DB 94.02 

TP53 P04637 393 243 AF2 DB 91.36 

XRCC2 O43543 280 0 AF2 DB 94.24 

*Üç tahmin birleştirilmiştir ve küresel pLDDT skorları ATM protein için 85.71,87.455, 

82.515 ve BRCA2 proteini için 31.725,28.81,83.48 gibidir. 
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Tam uzunluktaki yapıyı elde etmek için, yapılardaki kesişen bölgeler yinelemeli 

olarak üst üste bindirilmiş ve oluşan modeller birleştirilmiştir. ATM için F1, F7 ve F10 

yapıları kullanılmıştır (Şekil 14A). Bu yapıların yüksek küresel pLDDT skoruna 

(sırasıyla 85,710, 87,455 ve 82,515) sahip olduğu görülmüştür. Elde edilen veriler, 

ATM'nin kısmi parçalarına karşılık gelen tahminlerin doğru olduğunu işaret 

etmektedir. ATM proteininin tam uzunluğunu elde ederken, F1 ve F7 yapılarının 200 

amino asitlik bir örtüşmeye sahip olduğu görülmüş ve bu iki yapının üst üste 

bindirilmesi ATM tahmini için bir süreklilik sağlayan küçük bir ortalama karekök yer 

değişimine (RMSD) yol açmıştır (Şekil 14A). Şekil 14B’de ATM proteinine ait AF2 

yapısına karşı C terminalinin kristal yapısı üst üste bindirilmiş olarak ve Şekil 14C’de 

ise pLDDT güven skoruna göre renklendirilmiş ATM proteininin tam uzunlukta yapısı 

gösterilmiştir. Şekil 14D-E ve F’de sırası ile BRCA2 proteinin tam uzunluktaki AF2 

yapısı, pLDDT skorlarına göre renklendirilmiş RAD51C ve XRCC2'nin AF2 yapıları 

görülmektedir.  
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Şekil 14. Tam uzunluktaki protein yapılarının AF2 tahminleri. A. ATM AF2 

tahminleri ile örtüşen ikili üst üste binmiş dizi eşleşmelerini göstermektedir. C alfa 

atomlarının ortalama karekök yer değişimi (RMSD / OKYD) gösterilmiştir. Bu analiz 

sırasında eşleştirilmiş toplam atom sayısı parantez içinde verilmiştir. B. ATM 

proteinine ait AF2 yapısına karşı C terminalinin kristal yapısı üst üste bindirilmiş 

olarak gösterilmiştir (PDB ID: 7ni6). C. pLDDT güven skoruna göre renklendirilmiş 

ATM proteininin tam uzunlukta yapısını göstermektedir. D. BRCA2 proteinin tam 

uzunluktaki AF2 yapısı, tahminin güvenirliğine dayalı olarak renklendirilmiştir. E. ve 

F. sırasıyla pLDDT skorlarına göre renklendirilmiş RAD51C ve XRCC2'nin AF2 

yapılarını göstermektedir (86). Isı haritası olarak verilen grafikler, her bir amino asit 

çiftinin konumsal hatasını göstermektedir (86, 89). 
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4.1.7 Protein kararlılığı tahmin analizlerinin değerlendirilmesi 

 

Kapsamlı bir veri setini oluşturmak için meme kanseri çalışmasından elde edilen 

veriler ClinVar veri tabanındaki veri seti ile birleştirilmiştir. ClinVar’dan gelen 

varyant pozisyonları ve Uniprot konumlarındaki uyumsuzluk gösteren varyantlar 

elenmiştir. Sonuç olarak, 1201 tekrarsız yanlış anlamlı varyant ana veri seti olarak 

toplanmıştır. Elde edilen veri seti, Maestro, mCSM, SAAFEC, MUpro ve CUPSAT 

olmak üzere beş farklı protein kararlılığı belirleyicisi tarafından analiz edilmiştir. 

SAAFEC ve MUpro dizi bilgisini kullanırken, araçların geri kalanında, AF2 

yapılarının temel alındığı üç boyutlu yapılar kullanılmıştır. Öngörülen ΔΔG 

skorlarının patojenik varyantları, zararsız varyantlardan ayırıp ayırmadığını analiz 

etmek için alıcı işletim karakteristiği (ROC/AİK) eğrileri kullanılmıştır (Şekil 15A). 

Eğri altındaki alan (EAA/AUC) hesaplamalarına göre, mCSM ve SAAFEC başta 

olmak üzere varyant sınıflandırmasında Maestro ve CUPSAT orta düzeyde bir 

performans göstermiştir (Tablo 15). Daha az erişilebilir pozisyonlar için göreceli 

erişilebilir yüzey alanı (rASA / gEYA) eşik değeri 0,7’nin altı olarak kabul edilmiştir 

ve bu alt veri seti için ayrı bir analiz yapılmıştır. Bu set aynı zamanda yüksek pLDDT 

skoru olan varyantları temsil etmektedir. Kararlılık tahmin programlarının performansı 

bu alt sette tüm sete kıyasla bir miktar düşmüştür (Şekil 15).  

 

 

Şekil 15. Protein kararlılığı araçlarının ve AF2 yapılarına ait iki özelliğin patojenite 

tahmin performansı. A. ROC eğrisi. B. ΔΔG belirleyicilerinin korelasyon analizleri 

(patojenik: 445, zararsız: 647). 
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Tablo 15. ROC eğrisi altında kalan protein kararlılığı tahmin araçları ve iki AF2 

yapısının performans değerlendirmesi 

 Toplam (P:  456, Z: 637)* pLDDT >= 50 (P: 417, Z: 288)* 
 ROCEAA 95% CI p ROCEAA 95% CI p 

Maestro 0.650 0.616-0.684 <0.001 0.613 0.572-0.655 <0.001 

mCSM 0.719 0.687-0.752 <0.001 0.666 0.626-0.705 <0.001 

SAAFEC(s) 0.711 0.679-0.742 <0.001 0.682 0.642-0.722 <0.001 

Mupro(s) 0.534 0.499-0.570 0.089 0.528 0.485-0.570 0.207 

CUPSAT 0.614 0.578-0.649 <0.001 0.596 0.554-0.638 <0.001 

plDDT 0.852 0.789-0.845 <0.001 0.762 0.727-0.797 <0.001 

rASA 0.817 0.830-0.874 <0.001 0.765 0.729-0.801 <0.001 

*P: Patojenik, Z:Zararsız 

 

Deneysel olarak elde edilmiş ΔΔG değerleri dahi patojenisite mekanizmalarını 

tam olarak açıklamayabilir. Ancak, ΔΔG tahmin araçlarının birbirleriyle tutarlı 

sonuçlar üretmesi beklenmektedir. Bu araçların tutarlılığını değerlendirmek için, 

skorların çapraz korelasyonları, toplam veri seti skorları ve yüksek pLDDT puanları 

olan alt kümeler için hesaplanmıştır. Çapraz korelasyon analizi sonucunda farklı 

araçların ΔΔG skorları arasında büyük farklar olduğu tespit edilmiştir. En iyi 

performans gösteren mCSM ve SAAFEC skorları arasında orta düzeyde bir 

korelasyon bulunmuştur. Diğer araçlar için korelasyon skoru elde edilememiştir. 

Özellikle ROC eğrisi ve ΔΔG korelasyon analizlerinde performans göstermeyen 

MUpro; SAAFEC ve mCSM ile ilişkili skorlar üretmiştir. MUpro’nun aksine 

patojenik varyantları ayırt etmede düşük düzeyde performans gösteren CUPSAT, 

tahmin araçlarının hiçbiriyle korele skorlar üretememiştir. Aslında, Maestro ve diğer 

araçların skorları arasındaki korelasyonlar, yüksek pLDDT skorlarına sahip zararsız 

varyantlar için biraz iyileşirken, patojenik varyantlar için korelasyonlar 

etkilenmemiştir (Şekil 16). 
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Şekil 16. Toplam veri seti ve yüksek güvenilirliğe sahip bölgeler (pLDDT yüksek) için 

kararlılık araçlarının çapraz korelasyonu 

 

Son olarak, patojenik ve zararsız varyantları ayırt etmede varyantların güven 

skorlarından yüksek performans elde edilmiştir. pLDDT skorlarının ve rASA 

değerlerinin AUC (Şekil 17A) ve korelasyona dayalı performanslarının (Şekil 17B) 

kanser patojenitesi için iyi bir tahmin aracı olduğu gözlenmiştir. Varyantın güven 

skoru arttıkça, patojenik bir varyant olma olasılığı da artmaktadır. Buna karşılık, 

varyantın 3B yapıdaki erişilebilirliliği azaldıkça, patojenik bir varyant olma olasılığı 

da yükselmektedir (Şekil 17). 
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Şekil 17. AF2 yapılarına ait iki özelliğin değerlendirilmesi. A. ROC eğrisi. B. 

Korelasyon analizleri. C. pLDDT ve rASA dağılımı D. pLDDT dağılımı (zararsız: 

yeşil, patojenik: kırmızı) 
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5 TARTIŞMA  

 

5.1 Tartışma 

 

Meme kanseri vakalarının %75-80'i genellikle sporadikken, geri kalan vakalar ya 

ailesel (%15-20) ya da kalıtsal (%5-10) meme kanseri ile ilişkili genlerdeki eşey hattı 

patojenik varyantlarından kaynaklanmaktadır (115). Yeni nesil dizi analizi ile beraber 

başta BRCA1 ve BRCA2 genleri olmak üzere meme kanseri ile ilişkili birçok gen tespit 

edilmiştir (67). Bu durum, risk taşıyıcı bireylerde ve hastalarda söz konusu genlerin 

hızlı bir şekilde analiz edilebilmesi için hedefe yönelik gen paneli çalışmalarını 

artırmıştır (116). Özellikle, homolog rekombinasyon (HR) eksikliği olan kanserler için 

hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesiyle birlikte tedaviye yardımcı olacak genlerin 

belirlenmesi ve etkilerinin araştırılması oldukça önem kazanmıştır (117). 

 

Yakın zamanda yapılan çalışmalar, panel testlerinin artı ve eksilerinin 

değerlendirilmesi gerektiğini işaret etmektedir (118, 119). Özellikle bu panellerde 

tespit edilen varyantların çoğunluğunu hasta kaygısına yol açabilecek VUS’ların 

oluşturması çoklu gen panellerinin faydalarını gölgelemektedir (120). Dolayısıyla 

panellerde tespit edilen VUS’ların hastalık seyrine etkisinin belirlenmesi büyük önem 

kazanmıştır. Paneldeki birçok genin aksine, keşiflerinden günümüze kadar BRCA 1 / 

2 genlerindeki varyantlar için kapsamlı veri elde edilmiştir (115). BRCA 1 / 2 

genlerinde çok sayıda varyant tespit edilmesi, bu genlerin yüksek meme kanseri riski 

ile ilişkisi göz önünde bulundurulduğunda oldukça anlamlıdır. Diğer yandan ATM, 

BARD1, CHEK2, RAD51D ve NBN gibi daha az sayıda varyanta sahip genler, düşük / 

orta riskli meme kanseri genleri olarak sınıflandırılmaktadır (121).  

 

Son zamanlarda doğru sayıda gen içeren doğru paneli seçmenin önemi iyice 

artmıştır, bu durum testlerin güncellenmesi ve sonuçlarının yeniden gözden 

geçirilmesi ihtiyacının altını çizmektedir (119). Bu nedenle, doğru panel testinin 

seçilmesi ve daha da önemlisi doğru sayıda genin seçilmesi teşhis sürecinin ayrılmaz 

bir parçası olarak hastaya büyük fayda sağlayacaktır.  
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Amacımız doğrultusunda 355 meme kanseri hasta grubunda hastalıkla ilişkili 

olduğu düşünülen 26 gen yeni nesil dizi analizi yöntemi ile incelenmiştir. Saptanan 

varyant değişimleri ACMG kılavuzuna göre sınıflandırılmış ve belirli değişkenler [tanı 

yaşı, immünohistokimyasal değerlendirmesi (ER / PR / HER2), aile öyküsü] ile olan 

ilişkisi istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. Ayrıca çeşitli tahmin araçları 

kullanılarak tespit edilen varyantların protein yapısına ve kararlığına etkisi 

araştırılmıştır.  

 

5.1.1 Yeni nesil dizi analizi 

 

Yeni nesil dizi analizi sonucunda 237 (%66,2) örnekte en azından bir tane varyant 

tespit edilmişken, 118 (%33,8) örnekte meme kanseri ile ilişkili olabilecek varyant 

tespit edilmemiştir. Varyant tespit edilen ve tespit edilmeyen gruplar arasında hasta 

özellikleri açısından anlamlı bir farklılık bulunmamıştır (Tablo 12). Bu durum, meme 

kanserinin moleküler veya klinik özellikleri ile 26 gende bir varyant saptanması 

arasında zayıf bir bağlantı olduğunu düşündürmektedir. Özellikle, meme kanserinin 

önemli moleküler özelliklerinden biri olan ve hastalığın prognozu ile ilişkili olan ER, 

PR ve HER2 (122) gibi hormon reseptörlerinden herhangi birinin varlığı ya da 

yokluğu, 26 genden birinde varyant olan ve olmayan gruplar arasında değişiklik 

göstermemiştir. 

 

Tespit edilen varyantların değişim tipine bakıldığında patojenik olarak 

sınıflandırılan varyantların daha çok güdük değişimler olduğu, buna karşılık VUS ve 

zararsız varyantların yanlış anlamlı değişimler olduğu saptanmıştır. Güdük 

varyantların, tek nükleotid değişimlerine göre daha yüksek olasılıkla protein yapısının 

bozulmasına ve işlev kaybına sebep olması beklenmektedir. Elde edilen sonuç bu 

görüş ile uyumludur (123). Varyant değişimlerinin tipleri, genlere göre de farklılıklar 

sergilemiştir. Özellikle, ATM, CHEK2, PALB2 ve RAD50 genlerindeki varyantlar 

büyük ölçüde yanlış anlamlı varyantlarken, BRCA genlerinde ise yüksek oranda güdük 

varyantlar gözlenmiştir. 
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DNA hasarı ve onu oluşturan DNA onarımı mekanizmaları tarafından tanımlanan 

her mutasyon süreci, kanser genomu üzerinde karakteristik bir iz veya mutasyon 

imzası bırakır (124).  Sonuç olarak meydana gelen mutasyon, onu oluşturan kaynağa 

ne kadar süre ve yoğunlukta maruz kalındığı ile belirlenmektedir (125). Meme 

kanserindeki mutasyon imzalarını tespit etmek için yapılan çalışmada 12 farklı 

mutasyon imzası saptanmıştır (126). Meme kanserinde gözlenen bu imzalar içerisinde, 

imza 1B (imza 1 ve imza 5 olarakta bilinmektedir) tanı yaşı ile ilişkilendirilmiştir, imza 

2 ve 13 APOBEC sitidin deaminazlarının aktivitesiyle, imza 3 BRCA1 / BRCA2 

yetersizliği ile, imza 6, 20, ve 26 ise yanlış eşleşme tamir mekanizması eksikliği ile 

ilişkilendirilmiştir (126, 127). Mutasyon imzası profillerinin belirlenmesinde rol 

oynayan tek nükleotid değişimleri göz önünde bulundurulduğunda çalışmamızda C>T 

değişimi (%38,8) yüksek oranda gözlemlenmiştir. Bu değişimi, T>C (%20,8) takip 

etmektedir (Şekil 8). Elde edilen veriler, COSMIC veri tabanındaki (128) mutasyon 

imzası profilleri ile karşılaştırılmış ve imza 5 ile yakın bir benzerlik gösterdiği 

saptanmıştır. Bu sonuç, imza 5’in meme kanserinde %75’ten fazla sıklıkla görülmesi 

ve tanı yaşı ile ilişkisi olması açısından çalışmamız ile uyumlu bulunmuştur (127). 

Eşey hattı tek nükleotid değişimlerinin de hastanın mutasyon imzası profilinin ve 

tedavi seçeneklerinin belirlenmesinde katkı sağlayabileceği göz önünde 

bulundurulmalıdır.  

 

Tüm genlerdeki varyant dağılımı incelendiğinde VUS sayısının (%51,8), 

patojenik (%16) ve zararsız (%32,2) varyant sayısının önüne geçtiği saptanmıştır. 

Patojenik varyant taşıyan sekiz gen tespit edilmiştir. İki patojenik varyantı bir arada 

taşıyan dört hasta mevcuttur. Sekiz varyantın yedisi güdük, bir tanesi ise yanlış anlamlı 

varyant tipinde gözlenmiş olup, bu varyantlar ATM ve RAD51D, BRCA2 ve PTEN, 

BRCA2 ve CHEK2, PALB2 ve CHEK2 gen ikililerinde saptanmıştır. TP53 ve EPCAM 

hariç tüm genlerde VUS varyant saptanmış, en yüksek VUS varyant oranı ATM 

(%17,8) geninde görülmüştür. Zararsız varyantlar en çok BRCA2 ve RAD50 

genlerinde saptanmış, CHEK2, PTEN, TP53 ve XRCC2 genlerinde zararsız varyant 

saptanmamıştır. En çok varyant BRCA2 geninde gözlemlenmiş, EPCAM geninde ise 

varyant tespit edilmemiştir (Şekil 9). En yüksek VUS varyant sayısına sahip genlerde 

varyant lokalizasyonları incelendiğinde ATM geninde FAT (%11,1) ve PI3K / PI4K 
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(%11,1) domainleri, CHEK2 geninde ise Protein kinaz (%52,63) ve FHA (%16) 

domainlerinin öne çıktığı gözlemlenmiştir. Özellikle, CHEK2 geninde saptamış 

olduğumuz patojenik varyasyonların da bu iki domainde yer aldığı görülmüştür. 

 

Varyant sayıları ve klinik sınıflandırma dağılımlarına bakıldığında özellikle 

BRCA1, BRCA2, ATM, ve CHEK2 genlerinin ön plana çıktığı saptanmıştır (Şekil 9). 

Patojenik varyantlar göz önünde bulundurulduğunda beklenildiği gibi en çok patojenik 

varyant meme kanseri genleri olarakta bilinen ve meme ve yumurtalık kanseri gibi 

belirli epitelyal malignite türlerinin gelişme olasılığını önemli ölçüde artıran tümör 

baskılayıcı BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilmiştir (129, 130). Bu genleri, DNA 

hasarına yanıt dahil olmak üzere bir dizi hücresel süreçte görev alan nükleer kinaz 

proteinini kodlayan CHEK2 geni (131) ve BRCA2 ile etkileşime girerek, nükleer 

yapılarda lokalizasyonunu ve stabilitesini kolaylaştıran, rekombinasyonel onarım ve 

kontrol noktası fonksiyonlarını sağlamada görevli bir protein kodlayan PALB2 geni 

takip etmektedir (132). Her iki gen de meme kanseri riski ile ilişkilendirilmiş genler 

oldukları için bu sonuçlar literatür ile uyumlu bulunmuştur (115).  

 

Varyant sayılarına bakıldığında DNA onarımı ve hücre döngüsü kontrolünde 

görevli bir protein kinazı kodlayan ATM geni ikinci sırada yer almaktadır (133). Son 

yıllarda yapılan çalışmalarda ATM geninin bazı varyantlarının meme kanseri riskini 

artırdığı ve kötü prognoz ile ilişkilendirildiği bildirilmiştir (134). ATM gen 

mutasyonlarının meme kanseri tedavisindeki terapötik stratejilerin sonuçlarına ilişkin 

etkileri tartışmalı olmakla birlikte; BRCA1 / 2 mutasyonlarında olduğu gibi, kanser 

hücrelerini platin türevi ilaçlara duyarlı hale getirebilirken, radyoterapi durumunda 

daha kötü bir etkiye sebep olduğu, radyoterapiden sonra ikinci bir tümörün gelişme 

riskini artırdığı da bildirilmiştir (135-138). Tüm bu bilgiler göz önünde 

bulundurulduğunda ATM genindeki VUS varyantların tanıda olmasa bile tedavi 

seçeneklerinin değerlendirilmesinde bir önem arz ettiği düşünülmektedir.  

 

Varyant frekansı ve sayıları karşılaştırıldığında BRCA2 geninin varyant sayısı 

değerlendirmesinde en yüksek orana sahip olduğu görülmüştür. Varyant frekansı 

değerlendirmesinde ise RAD50 birinci sırada yer almaktadır. Ayrıca, ATM yüksek 
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varyant sayısına sahip genlerden biri olmasına rağmen büyük bir gen olduğu için 

varyant frekansının düşük olduğu tespit edilmiştir.  

 

İmmünohistokimyasal ve varyant sınıflandırmaları karşılaştırıldığında en yüksek 

patojenik varyant sayısı (%58,3) HR (+) / HER2 (-) grubunda tespit edilmiştir. Bu 

grubun meme kanserlerinin %50’sinde tespit edildiği göz önünde bulundurulduğunda 

patojenik varyant sayısının yüksek olması anlamlı bulunmuştur (55). VUS varyant 

sayısı en yüksek yine HR (+) / HER2 (-) grubunda saptanmış olup, üçlü pozitif ve 

sadece HER2 (+) grubunda VUS’ların sayısı diğer sınıfların önüne geçmiştir. Zararsız 

varyant sayıları değerlendirildiğinde HR (+) / HER2 (-) ve ÜNMK grubu en yüksek 

orana sahiptir. HR (+) / HER2 (-) grubunun tüm varyant sınıflarında en yüksek orana 

sahip olmasının, çalışmada bu grubun kapsadığı örnek sayısının diğerlerinden fazla 

olmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

 

Dünya genelinde kalıtsal meme kanseri risk değerlendirmelerine göre 

birinci/ikinci derece akrabalarda 50 yaş altında meme kanseri ya da herhangi bir yaşta 

yumurtalık kanseri varlığı yüksek risk olarak gruplandırılmaktadır. Ayrıca, 

birinci/ikinci derece akrabası 35 yaş altında meme kanseri olanlar da bu grupta 

değerlendirilmektedir. Bunlardan dolayı ve ülkemizde meme kanseri taraması 40 yaş 

itibariyle başladığı için patojenik varyantlar üç yaş grubu (35 yaş / 35-45 / 45 yaş üstü) 

altında da incelemiştir (139). Bu inceleme sonucunda BRCA1 ve BRCA2 genlerinin 

tüm yaş gruplarında en yüksek patojenik varyant sayısına sahip olduğu görülmüştür. 

Kalıtsal meme kanseri hastalarının %30 gibi bir kısmında bilinen patojenik varyantlar 

saptanmış olmasına rağmen (47), bu oran çalışmamızda %16,8 olarak hesaplanmıştır. 

Aradaki sayısal farkın çalışma grubuna dahil edilen hasta sayısının 355 ile sınırlı 

olmasından kaynaklı olabileceği düşünülmüştür. 

 

Analiz sonuçlarına göre yatkınlık genlerinin tespit edilebilmesi, kişiye özel 

prognostik ve prediktif belirteçlerin tanımlanabilmesi ve saptanan varyantların tedavi 

yöntemleri ile ilişkilendirilebilmesi için belirli parametrelerle analizler yapılmıştır. 

Örneğin, genomda meydana gelen varyasyonların meme kanseri biyolojisini yansıtan 

belirli değişkenlerle [yaş, aile öyküsü gibi demografik özellikler, histopatoloji 
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(hormon reseptör varlığı), klinik önemi olan varyant sınıflaması vb.] ilişkisinin 

istatistiksel değerlendirilmesi yapılmıştır. 

 

Veri setimizden elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde BRCA1, BRCA2, ATM 

ve CHEK2 genleri hem varyant sayısı ve sınıflandırmalarında hem de literatürde ön 

plana çıktığı için bu genler istatistiksel analizlere dahil edilmiştir. Bu genlerin yanı sıra 

DNA tamir genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ve MUTYH) veri setindeki diğer 

parametreler ile ilişkisini anlamak ve özel bir dağılım gösterip göstermediğini tespit 

etmek için istatistiksel çalışmalar yapılmıştır. Ancak söz konusu genlerde bireysel 

olarak tespit edilen varyant sayısı az olduğundan, tek bir grup altında bir bütün olarak 

analizler yapılmıştır. Ayrıca, BRCA1 ve BRCA2 genleri birlikte değerlendirilmiş olup 

BRCA grubu altında karşılaştırmalar yapılmıştır. 

 

Tanı yaşı ile yapılan karşılaştırmalarda sadece aile öyküsü (p=0,04) anlamlı 

bulunmuş, 50 yaş altı / 50 ve üstü gruplandırma yapıldığında ise VUS sayısı (p=0,035) 

anlamlı bulunmuştur. Bu durum, yaşın ilerlemesiyle beraber hücrelerde oluşan 

mutasyonların artması ve hücrede yüksek oranda birikmesiyle ilişkilendirilmiştir (15, 

27). Ayrıca, patojenik varyant sayısı ve tanı yaşı 35 altı / 35-45 / 45 üzerine yapılan 

değerlendirmede ise 35 yaş altı ve 35-45 (p=0,025) gruplarında patojenik varyantlarda 

anlamlı farklar saptanmıştır.  

 

Meme kanserinde immünohistokimyasal sınıflandırma hastanın tedavi 

seçenekleri ve prognozu için önem arz etmektedir (55). Bu nedenle örneklere ait 

immünohistokimyasal değerlendirmeler de istatistiksel analizlere dahil edilmiştir. 

Analiz sonucunda immünohistokimyasal [ER / PR / HER2 / ÜNMK (var / yok)] 

sonuçlar ve varyantların patojenite sınıfları değerlendirildiğinde, VUS dağılımı sadece 

HER2 grubunda (p=0,041) anlamlı bulunmuştur. Diğer gruplar ile yapılan 

karşılaştırmalarda istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç tespit edilmemiştir. Tanı yaşı 

ve immünohistokimyasal sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde anlamlı bir fark 

saptanmamıştır.  
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Toplam varyant sayıları ile yapılan karşılaştırmalarda, sadece analiz edilen 

genlere göre anlamlı farklılıklar tespit edilmiştir. Zararsız varyantlar CHEK2 hariç tüm 

genlerde, VUS tüm genlerde, patojenik varyantlar ise BRCA1 / BRCA2 ve CHEK2 

genlerinde anlamlı olarak saptanmıştır (Tablo 13).  BRCA1 / BRCA2 genlerinin meme 

kanseri ile ilişkisi göz önünde bulundurulduğunda varyant sayıları ile yapılan 

değerlendirmelerde tüm sınıflarda (zararsız / VUS / patojenik) istatistiksel olarak 

farklılığa sahip olması beklenen bir durumdur (4, 6, 67). 

 

Çalışmada elde edilen veriler yüksek heterojenite gösterdiğinden belirtilen 

sonuçlar hariç istatistiksel olarak anlamlı sonuç elde edilememiştir.  

 

5.1.2 ClinVar verilerinin değerlendirilmesi 

 

Çalışmamızdaki veri seti ile ClinVar veri tabanından alınan veri seti 

karşılaştırıldığında her ikisinde de özellikle yanlış anlamlı varyant grubunun büyük bir 

kısmının VUS olarak sınıflandırıldığı görülmüştür (Şekil 7E). Genel olarak, 

ClinVar’da çalışmaya dahil edilen 26 gende en az 2 yıldız değerlendirme skoru ile 

yapılan sorgulamada 957 yanlış anlamlı varyant tespit edilmiştir.  

 

Değerlendirme skoru yüksek olan az sayıda gen saptanmıştır (Şekil 13C). Yanlış 

anlamlı varyantların sayılarına bakıldığında 26 genin 19’unda toplam varyant sayısının 

50’ye ulaşmadığı görülmüştür. Özellikle de; ATM, BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2, 

PTEN ve TP53 genlerinde yanlış anlamlı varyantlar oldukça fazla bildirilmiştir. 

Ayrıca, zararsız veya patojenik sınıflandırılmış yanlış anlamlı varyantların az sayıda 

bildirildiği genlerde, VUS’lar da az bildirilmiştir (Şekil 13D). Örneğin, ABRAXAS1, 

BLM, EPCAM, MEN1 ve XRCC2 genlerinde yanlış anlamlı varyantlar, klinik önemi 

ne olursa olsun son derece nadirdir. Bu sayının en az olduğu gen, BRCA1'e bağlanarak 

kompleks oluşturan ve DNA hasar yanıtı için gerekli bir proteini kodlayan 

ABRAXAS1’dir (140). Bu gendeki patojenik/muhtemel patojenik varyantların meme 

kanseri riskinde artışa sebep olduğu bilinmesine rağmen (4), bildirilmiş varyant sayısı 

çok azdır.  

 



 

61 

 

Kopya sayısı varyantları gibi yanlış anlamlı varyantların dışında da hastalıkla 

ilişkili varyant tipleri olabileceği için 26 gendeki bu tip değişimlerin dağılımı da ayrıca 

incelenmiştir. Sonuç olarak, az sayıda yanlış anlamlı varyant bulunan genlerde diğer 

varyant değişimlerinin de az sayıda olduğu tespit edilmiştir. ClinVar veri setini de 

kullanarak elimizdeki varyant sayısı artırılmıştır. Yine aynı şekilde, yanlış anlamlı 

varyantların genler içerisinde dengesiz bir dağılıma sahip olduğu gözlenmiştir. 

 

5.1.3 AlphaFold2 tahmin aracı analizlerinin değerlendirilmesi 

 

Neredeyse tüm insan proteinlerinin tam uzunluktaki yapısı AlphaFold2 veri 

tabanından kolaylıkla elde edilebildiğinden, çalışma kapsamındaki genlerin kodladığı 

proteinler için AF2 yapıları kullanılmıştır (Tablo 14). Ancak, ATM ve BRCA2'nin tam 

uzunluktaki AF2 yapılarının elde edilmesinde bazı zorluklar yaşanmıştır. Bu iki 

protein, diğer 24 proteinden daha büyük olduğu için protein yapıları insan proteom 

koleksiyonundan temin edilmiştir.  

 

ATM'nin yapısı daha öncesinde karakterize edildiğinden (141), tam uzunluktaki 

tahminlerin deneysel yapıyla ne kadar iyi eşleştiği de analiz edilmiştir (Tablo 14). 

Ortaya çıkan tam uzunluktaki ATM yapısının, deneysel olarak çözülmemiş bölgeler 

için bile yüksek güven skorlarına sahip olduğu görülmüş, yüksek bir küresel güven 

skoruna sahip olduğu doğrulanmıştır (Şekil 14B-C).  

 

BRCA2 için yinelemeli üst üste bindirme yöntemi, temel olarak yapısındaki 

kapsamlı düzensizlik nedeniyle başarısız olmuştur. Bindirmelerin uzunluğu, on iki 

kısmi yapının tamamının üst üste bindirilmesiyle maksimize edilmiş olsa da, son yapı 

tam olarak oturmamıştır. Bu yüzden oturmamış kısımlar ColabFold kullanılarak 

tamamlanmıştır (142). Öngörülen yapıların uçtan uca birleştirilmesi, BRCA2'nin tam 

uzunluktaki yapısını oluşturulmasını sağlamıştır. Bu yapının küresel ve yerel olarak 

güvenilirliğini değerlendirmek için AF2'nin güven skoru kullanılmıştır. BRCA2 

yapısındaki kapsamlı bozukluk, BRCA2 için düşük bir küresel güven skoruna yol 

açmıştır. Bununla birlikte, bireysel tahmin skorları incelendiğinde, BRCA2’nin C-

terminaline karşılık gelen üçüncü yapının bu bölge için yüksek bir küresel skora sahip 
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olması güvenilir bir tahmin yapıldığını göstermektedir. BRCA2 yapısının tam boy 

tahminlerine bakıldığında, temelde düzensiz bölgelerin düşük pLDDT skorlarına sahip 

olduğu, tanımlanmış ikincil yapıya sahip bölgelerin ise daha yüksek skora sahip 

olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 14D). Ayrıca, yapıları deneysel olarak 

incelenmemesine rağmen RAD51C (Şekil 14E) ve XRCC2 (Şekil 14F)  proteinlerinin, 

AF2 tahminlerinin yüksek güvenilirlik gösterdiği saptanmıştır.  

 

BRCA2 örneği, AF2 yapılarına neden körü körüne güvenilemeyeceğinin açık bir 

kanıtıdır. Ancak, BRCA2 proteini tek değildir. N terminalindeki kapsamlı düzensizlik 

nedeniyle p53 proteininin de hiçbir zaman tam uzunluktaki yapısı oluşturulamamıştır 

(143). Ayrıca, AF2'nin tahmin ettiği BRCA1, BLM ve PALB2 yapılarının küresel 

pLDDT skorlarının 50'den daha düşük olduğu görülmüştür, bu da genel yapıları için 

düşük güvenilirlik anlamına gelmektedir (Tablo 14).  

 

Özet olarak, AF2 tahminleri, neredeyse tüm insan protein yapılarının tam 

uzunlukta kolayca elde edilmesi açısından büyük avantaj sağlamaktadır. Bu nedenle 

çalışmamızda varyantların analizi için güvenilir ve güvenilmez bölgeler arasında 

ayrım yapmak amacıyla varyant pozisyonlarının güven skoru AF2 tahmin araçları 

kullanılarak yapılmıştır. 

 

5.1.4 Protein kararlılığı tahmin analizlerinin değerlendirilmesi 

 

Yakın zamanda kanser varyantlarına özel olmayan daha büyük bir yanlış anlamlı 

varyant veri seti üzerinde yapılan çalışmada, 13 farklı yapı tabanlı ΔΔG 

belirleyicisinin performansı analiz edilmiştir (144). Bu çalışma ile MUpro dışında 

kullandığımız ΔΔG tahmin araçlarının performansı karşılaştırıldığında, şaşırtıcı bir 

şekilde, CUPSAT ve mCSM'nin sınıflandırma performansının 26 proteinin 

varyantlarında, diğer veri setine oranla daha yüksek performans gösterdiği tespit 

edilmiştir (Şekil 15A). Bununla birlikte, ΔΔG skorlarının, patojenik varyantları ayırt 

etme konusunda düşük ile orta düzeyde bir kapasiteye sahip olduğu saptanmıştır 

(Tablo 15). Bu sonucun ardındaki sebep protein istikrarsızlığı veya kararlılığının 

dışında, kanser patojenitesini yönlendiren alternatif mekanizmalar olması şeklinde 
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açıklanabilir (144). Protein-protein etkileşimleri, alternatif bir mekanizma örneğidir. 

BRCA1, BRCA1 ile ilişkili genom izleme kompleksi olarak bilinen multimerik bir 

kompleks oluşturan tümör baskılayıcı bir proteindir (9). Benzer şekilde, BRCA2 

proteini, bir BRCA1-PALB2-BRCA2 kompleksinin oluşumu yoluyla rekombinaz 

RAD51'in DNA çift sarmal kopmalarına bağlanmasını kontrol etmektedir (145). 

Bunun yanı sıra BRCA2, PALB2 ve p53 gibi bu paneldeki bazı genler tarafından 

kodlanan proteinlerle etkileşime girmektedir (145, 146). Söz konusu proteinler 

BRCA2 haricinde hücre döngüsü kontrol yolağındaki başka proteinlerle beraber 

çalışabilmektedir. Örneğin,  PALB2 homolog rekombinasyon süreci boyunca sarmal 

invazyonunu uyarmak için tek sarmallı DNA ve rekombinaz RAD51D ile iletişime 

geçmektedir (4). Yolakta görev alan bir başka protein ise BRIP1 geni tarafından 

kodlanmakta olup, hasarlı DNA'yı onarmak için BRCA1'in BRCT alanı ile doğrudan 

etkileşime girmektedir (147). Tüm bu etkileşimler proteinler arasında büyük bir 

iletişim ağı oluşturmaktadır. Proteinler içindeki bu iletişim ağı, yanlış anlamlı 

varyantların kolayca, serbest formun yapısal kararlılığını değiştirmeden karmaşık 

etkileşimleri tetikleyerek patojenik bir etki sağlayabileceğini öne sürmektedir. 

 

ΔΔG tahmin araçlarının birbirleriyle olan tutarlılıkları değerlendirildiğinde, 

tahmin tutarlılığının yüksek güven skorlarına sahip alt kümeler için daha iyi olduğu 

gözlemlenmiştir. Daha da önemlisi, bu gelişme sadece zararsız varyantlarda tespit 

edildiğinden, bu bulgu aynı zamanda zararsız ve patojenik varyantların pLDDT skor 

dağılımlarında bir ayrım yapılabileceği anlamına da gelmektedir. 

 

AF2 güven skorlarının patojenik varyantları ayırt etmede şaşırtıcı bir performans 

gösterdiği tespit edilmiştir (Şekil 17). Varyantın güven skoru arttıkça, patojenik bir 

varyant olma olasılığının da arttığı gözlemlenmiştir (Şekil 17C). Bu yeni bulgu, AF2 

yapılarının, patojenite tahmini için YZ modellerinin gelecekteki çalışmalarına katkıda 

bulunacak, pLDDT skorları gibi sağlam özellikleri ortaya çıkarmak için 

kullanılabileceğini düşündürmektedir. AF2 tahminlerinin güven skoru ile patojenite 

arasındaki yakın ilişki, yanlış anlamlı varyantların riskini değerlendirmek için yeni 

kapılar açacaktır. 

 



 

64 

 

Çalışmamızda AF2 tahminlerinin güven skorlarının patojenite tahmini üzerinde 

anlamlı bir etkisi olmasına rağmen, aynı durumun kararlılık tahminleri için geçerli 

olmadığı gösterilmiştir. Ayrıca, literatürde, pLDDT skorlarından başka 

belirleyicilerin, pozisyona özgü skorlama matrisleri veya yapısal özellikler gibi farklı 

parametreler kullanılarak varyant patojenitesini tahmin ettiği bildirilmiştir (148, 149). 

Analiz edilen veri setimiz için, AF2 güven skorlarının bu bilinen sıralı ve yapısal 

özelliklerle benzer bir performans gösterdiği saptanmıştır.  
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6 SONUÇ 

 

Son yıllarda yeni nesil dizi teknolojilerinin gelişmesiyle beraber daha kısa 

zamanda çok daha fazla bireyde önemli sayıda genin dizilenmesi mümkün kılınmıştır 

(150). Bu durum tanı ve tedavi süreçlerinde hastalıkla ilişkili genlerin ve o genlerdeki 

varyant değişimlerinin etkilerinin keşfedilmesine ışık tutmuştur (151). Ancak, doğru 

panel testinin seçilmesi ve daha da önemlisi doğru genlerin seçilmesi teşhis sürecinin 

ayrılmaz bir parçası olmaya devam etmektedir. 

 

Bu amaçla, çalışmaya alınan 26 gen incelenmiş ve meme kanseri ilişkileri 

araştırılmıştır. Çalışma sonucunda BRCA1 ve BRCA2 genlerinin patojenik varyant 

sınıflandırmasında başı çekerken, ATM ve CHEK2 genlerinin VUS sınıflandırmasında 

ön plana çıktığı görülmüştür. Varyant türleri değerlendirildiğinde güdük 

değişimlerinin ağırlıklı olarak patojenik varyant sınıfında, yanlış anlamlı değişimlerin 

ise VUS varyant sınıfında olduğu tespit edilmiştir. Özellikle saptanan varyant 

sayılarına bakıldığında VUS varyant sayısının patojenik ve zararsız varyant 

sayılarından fazla olduğu saptanmıştır. Bu sonuç, bir kez daha VUS varyantların 

gerçek klinik öneminin belirlenmesinin ne kadar önemli olduğunu göstermiştir.  

 

Varyant değişimlerinin %74’ünün yanlış anlamlı, %26’sının ise güdük 

varyantlardan meydana geldiği saptanmıştır. Tanı yaşı ve varyasyon sayıları; 

hastaların aile öyküsü, tümörlerin immünohistokimyasal sınıflandırması ve belirli 

genlerdeki (BRCA1 / BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1 / MSH2 / MSH6 / MUTYH / 

PMS2) varyasyon durumları için istatistik analizleri yapılmıştır. Tanı yaşı 

analizlerinde sadece aile öyküsü (p=0,04), 50 yaş altı / 50 ve üstü gruplandırma 

yapıldığında ise VUS sayısı (p=0,035) anlamlı bulunmuştur. Analiz edilen genlerde 

toplam varyant sayıları ve VUS varyantlar istatistiksel olarak (<0,001) anlamlıdır. 

BRCA1/BRCA2 ve CHEK2 genlerinde ise patojenik varyantlar (<0,001) anlamlı olarak 

saptanmıştır. 

 

Çalışmamızdaki tek nükleotid değişimleri karşılaştırıldığında transisyonların 

oranının (%66,9) transversiyonlara (%33,1) göre daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 
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Mutasyon imzası profilleri, somatik tek nükleotid değişimleri ile ilişkilendirilmiş olsa 

da çalışmamızdaki genler DNA tamir yolaklarında da rol oynadığı için her bir gende 

meydana gelen tek nükleotid değişimleri incelenmiş ve imza 5 ile uyumlu 

bulunmuştur.  

 

ACMG kılavuzunda yanlış anlamlı varyantların patojenite sınıflandırmasında 

varyantın işlevsel bir domain üzerinde olup olmadığı büyük bir önem taşıdığı için 

çalışmamızda tespit edilen tüm yanlış anlamlı varyantların protein yapısına ve 

kararlılığına etkisi araştırılmış, özellikle hangi tahmin araçlarının daha doğru bir sonuç 

vereceğini tespit etmek için beş tahmin aracı da birbirleriyle karşılaştırılmıştır. Sonuç 

olarak, çalışmamızda protein kararlılığı araçlarının patojenite sınıflandırması üzerine 

yaptığı tahminler karşılaştırıldığında, AF2 yapı tahmin araçları ve deneysel yapı 

kökenli tahmin araçları arasında büyük bir fark tespit edilmemiştir. 

 

Bu çalışma sonuçları literatür bilgileri ile de karşılaştırıldığında uyumlu 

bulunmuştur. AF2 yapıları ile yapılan kararlılık tahminlerinin orta derecede tutarlılık 

gösterdiği saptanmıştır (152). AF2’nin güven skorlarının varyant patojenitesini 

belirlemede güçlü bir tahmin aracı olduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak, bu çalışmada 

26 kalıtsal kanser geninin ilk yapısal analizi gösterilmiştir. 

 

6.1 Çalışmanın Gelecek Planları 

 

Çalışmamızda kapsamlı ve oldukça heterojen bulgular elde edilmiştir. Özellikle 

hastalarda tespit edilen bireysel varyantların tanıda ve tedavide ne gibi bir etkiye sebep 

olabileceği bilinmemektedir. Varyant saptanan ve saptanmayan hastalar arasında 

tedaviye yanıtlılık açısından bir fark olup olmadığının araştırılması, hastanın 

prognozunun belirlenmesine fayda sağlayacaktır. Ayrıca aile bireylerinde meme 

kanseri olanlarda aynı varyant değişimlerinin olup olmadığının incelenmesi ve risk 

altında olan hasta yakınlarının da taranması hastalık biyolojisi ile ilgili belirteçlerin 

tanımlanmasına yol açabilecektir. 
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ÜNMK’lar oldukça heterojendir ve analiz edilen sınırlı sayıda ÜNMK nedeniyle, 

alt tipleri ve prognozu yönlendiren moleküler değişimler kesin olarak 

belirlenmemiştir. Bu nedenle, alt tiplerinin anlaşılması tedaviye özgü yeni hedeflerin 

de belirlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Gerek deneysel gerekse de in siliko 

olarak transkriptom seviyesinde de araştırmalar yapılması tedavi seçenekleri kısıtlı 

ÜNMK’nın moleküler yapısının aydınlatılmasında değerli bir adım olacaktır. 

 

Örnek grubunun sayısı daha da genişletilip, özellikle her bir örneğin hem kandan 

hem de tümör dokusundan hedefe yönelik gen paneli çalışılması, kalıtsal ve somatik 

değişiklikleri karşılaştırmada daha aydınlatıcı ve yönlendirici olabilecektir. 

 

Tespit edilen VUS varyantlarda, özellikle de yanlış anlamlı varyantlarda hem 

protein tahmin sonuçlarını doğrulamak hem de klinik öneme sahip olan varyantların 

tanımlanması amacıyla fonksiyon çalışmaları yapılması çok önemli olacaktır. Böylece 

hem varyantın protein üzerindeki gerçek etkisinin anlaşılması hem de kullanılan 

tahmin araçlarının güvenilirliğinin doğrulanması oldukça büyük önem arz etmektedir. 

Ayrıca, proteinin üç boyutlu yapısındaki değişimlerin web tabanlı araçlarla izlenmesi 

VUS’ların in-siliko fonksiyonel karakterizasyonu açısından çok önemlidir. 

 

Hastaların tümör derecelerinin ve sağkalımlarının bilinmesi, varyant dağılımının 

bu bilgiler ışığında istatistiksel olarak değerlendirilmesi hastalık biyolojisinin 

anlaşılmasında yol gösterici olacaktır. 

 

Mevcut çalışmamıza dahil edilmemiş ama hücre döngüsü ve DNA tamir 

yolaklarında görevli diğer genleri de kapsayan daha geniş bir gen grubuyla çalışılması, 

özellikle hastalıkla ilişkili varyant saptanmayan örneklerde genetik kökenin 

anlaşılması açısından çok değerlidir. 
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8 EKLER 

 

EK 1: Hasta aydınlatılmış onam formu 

 

Bilimsel Çalışma: 

 

Meme kanserinde moleküler belirteçlerin analizi ve hastalık biyolojisine etkisi 

 

HASTA AYDINLATILMIŞ ONAM FORMU 

 

Sayın Katılımcı, 

 

Bu belge, Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi, Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı, Sağlık Bilimleri 

Enstitüsü Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Doktora Programı, Acıbadem Mehmet Ali Aydınlar Üniversitesi 

Araştırma Laboratuvarı, Acıbadem Sağlık Grubu Labgen Laboratuvarı ve Acıbadem Sağlık Grubu Patoloji 

Laboratuvarı ortaklığında yürütülmekte olan bilimsel bir çalışma ile ilgilidir.  

 

Çalışmanın ismi “Meme kanserinde moleküler belirteçlerin analizi ve hastalık biyolojisine etkisi”dir. Etik ilkelere 

hassasiyetle uyularak yürütülen bilimsel bir çalışmadır.  

 

Bu projenin amacı, meme kanseri oluşumundaki moleküler belirteçlerin tanımlanması ve tespit edilen varyantların 

tedavi yöntemleri ile ilişkisinin belirlenmesi ve hastalık biyolojisine etkisinin araştırılmasıdır. 

 

Bunun için sizden alınan periferik kan örneklerinin incelenmesine ihtiyaç duyuyoruz. Çalışma için sizden başka 

herhangi bir ek tetkik ya da benzeri inceleme istenmeyecektir. 

 

Alınan periferik kan örneklerinden yeni nesil dizileme yöntemi ile hedef genlerde DNA dizilimi belirlenecektir ve 

sonuçlar sadece bilimsel amaçlı olarak kullanılacaktır. Bu araştırma esnasında elde edilen bilgi ve veriler sadece 

araştırmacıların ulaşabileceği veri tabanında saklı tutularak, isimler, kimlik bilgileri başkalarıyla paylaşılmayacak, 

mesleki gizliliğe uyulacaktır. Araştırmamızın bilimsel toplantılarda sunulması, makale olarak yayımlanması 

aşamalarında kimlik bilgileri saklı tutularak kişi mahremiyeti korunacaktır.  

 

Bu araştırmaya katılım gönüllülük esasına dayanmaktadır ve araştırmaya katılmayı reddetme hakkına sahipsiniz. 

Onam vermiş olsanız bile araştırmanın herhangi bir safhasında araştırmadan çekilebilme hakkına sahipsiniz. 

Hiçbir durumda tedaviniz olumsuz etkilenmeyecektir.  

 

Tüm tetkikler için finansal destek araştırma projelerinden sağlanacaktır. Araştırmaya katılımınız size mali bir külfet 

getirmeyecek ve sizden ek bir ücret talep edilmeyecektir. Aynı şekilde araştırmacılar da bu çalışmayı yürütürken 

herhangi bir kurum ya da kişi ile ticari çıkar ilişkisi içinde değillerdir. Hastalar çalışmanın sonuçlarına her zaman 

ulaşım hakkına sahiptir.  

 

Katkılarınız için teşekkür ederiz.  
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EK 1: Hasta aydınlatılmış onam formu (devam) 

 

 

HASTA ONAMI  

 

Hasta bilgilendirme formunda çalışma hakkında anlatılanları okudum ya da bizzat ilgili doktor 

tarafından bilgilendirildim. Tedavi kayıtlarımın ve patolojik örneklerin bu çalışmada kullanılmasını, 

çıkacak olan sonuçların değerlendirilmesini ve bilimsel amaçlı milletlerarası ya da ulusal 

toplantılarda sunulmasını ve akademik yayın olarak bilimsel biçimde değerlendirilmesini kabul 

ediyorum. Çalışma sonucunda elde edilen tüm bilgilere ulaşma hakkımın ve istediğim takdirde ve 

istediğim zamanda çalışmadan ayrılma hakkımın saklı kaldığını biliyorum. 

 

 

 

Tarih: 

 

 

 

Hastanın Adı Soyadı:      İmza 

 

 

 

 

Hastanın Vekilinin Adı Soyadı     İmza  

 

 

 

 

Bilgilendiren Doktorun Adı ve soyadı:    İmza 
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EK 2: Etik kurul karar 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi 

 

 

 



 

79 

 

EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 3: Hastaların genel bilgisi (devam) 
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EK 4 : ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi  
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 

 

 

 

 



 

99 

 

EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 4: ClinVar veri tabanı meme kanseri tüm varyant listesi (devam) 
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EK 5: Makale 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 

 

 

 

 



 

111 

 

EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 

 

 

 

 



 

118 

 

EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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EK 5: Makale(devam) 
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9 ÖZGEÇMİŞ 
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Uluslararası ve Ulusal Yayınları/Bildirileri/Sertifikaları 

 

 



 

 

 

 

 


