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OZET

Meme Kanserinde Molekiiler Belirteclerin Analizi ve Hastalik Biyolojisine Etkisi

Meme kanseri en sik tani konulan kanserdir ve hastaligin karmasik yapisindan dolay1
arastirmalarin genis kapsamli genleri igerecek sekilde yapilmasi oldukc¢a onemlidir.
Bu ¢alismanin amaci, DNA hasar tamiri ve hiicre dongiisii yolaklarinda gorev alan
genlerdeki varyantlarin meme kanseri biyolojisi iizerine etkisinin arastirtlmasidir.
Oncelikle, 355 meme kanseri hastasinda 26 genin yeni nesil dizi analizi
gerceklestirilmis ve varyantlarin patojenite siniflandirmasi yapilmistir. Onemi belirsiz
varyant (OBV/VUS) sayisinin (%51,8), patojenik (%16) ve zararsiz (%32,2) varyant
sayisindan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Varyant degisimlerinin %74 {iniin
yanlis anlamli, %26’sinin ise giidiik varyantlardan meydana geldigi saptanmistir. Tani
yas1 ve varyasyon sayilari; hastalarin aile dykiisii, tlimdrlerin immiinohistokimyasal
smiflandirmasi ve belirli genlerdeki (BRCAL/BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1/MSH2
IMSH6/MUTY /PMS2) varyasyon durumlari igin istatistik hesaplart yapilmistir. Tan1
yas1 analizlerinde sadece aile Oykiisi (p=0,04), 50 yas alt1 / 50 ve {istli gruplandirma
yapildiginda ise VUS sayist (p=0,035) anlamli bulunmustur. Analiz edilen genlerde
toplam varyant sayilar1 ve VUS varyantlar istatistiksel olarak (<0,001) anlamlidir.
BRCA1/BRCA2 ve CHEK2 genlerinde ise patojenik varyantlar (<0,001) anlamli olarak
saptanmistir. Caligmanin ikinci basamaginda, veri seti ClinVar veri tabani kullanilarak
genisletilmistir. Yanlis anlamli varyantlarin protein kararliligina etkisini anlamak igin
hem dizi (SAAF2EC ve MUpro) hem de yapi tabanli (Maestro, mMCSM, CUPSAT) bes
farkli tahmin araci kullanilmistir. Protein yapilar1 AlphaFold2 (AF2) tahmin araci ile
olusturulmustur. AF2 yapilar ile yapilan kararlilik tahminleri orta derecede tutarli
bulunmustur. AF2’nin giiven skorlarinin varyant patojenitesini belirlemede giiglii bir
tahmin araci oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, bu calismada 26 kalitsal kanser

geninin ilk yapisal analizi gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, molekiiler belirteg, yeni nesil dizi analizi, varyant

siiflandirmasi, protein kararliligi



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 CHEK?2 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, mMCSM, 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



1 GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, yaklasik 2,3 milyon yeni vaka ile diinya genelinde en sik tani
konulan kanserdir. Kanser kaynakli 6liimler incelendiginde meme kanseri %6,9 6lim
orani ile besinci sirada yer almaktadir (1). Metastaza ugramamis erken safhadaki
meme kanseri ¢ogunlukla tedavi edilebilir (2). Bu yiizden olusum mekanizmasinin

anlasilmasi ve hastalik ilerlemeden tanisinin konulmasi 6nemlidir.

Meme kanseri hem cevresel hem de genetik risk faktorlerinin birlesimi sonucu
meydana gelir (3). Meme ve yumurtalik kanserlerinin %10-20’si ailesel kiimelenme
gostermesine ragmen, vakalarin sadece %35-10’unun kansere yatkinlik genlerinde
bulunan kalitsal patojenik esey hatt1 varyantlariyla iligkilidir (4). Kalitsal meme
kanserinin en yaygin nedeni, meme kanseri 1 (BRCA1) ve meme kanseri 2 (BRCA2)
genlerindeki varyantlardir. Otozomal dominant kalitim gosteren her iki gen de tiimor
baskilayicidir (5). Ayrica, siklikla mutasyona ugrayan genler arasinda ataksi-
telanjiektazi mutasyon geni (ATM), tiimor proteini 53 (TP53), kontrol noktasi kinaz 2
(CHEK?2), fosfataz ve tensin homolog (PTEN), kaderin-1 (CDH1), serin/ treonin kinaz
11 (STK11), RAD51 paralog D (RAD51D), BRCAL1 iliskili halka domain 1 (BARD1)
ve partner ve lokalize BRCA2 (PALB2) yer almaktadir (6).

Son yillarda, yeni nesil dizileme tekniklerindeki gelismeler genetik kokenli
rahatsizliklara sahip oldugu diisiiniilen hastalar i¢in bir¢ok genin analizinde daha
diisiik maliyet ve molekiiler testlere daha rahat erisim avantaji saglamistir. Bu
karmasik senaryoda, asil sorunlardan biri de kansere yatkinlik siiphesi olan hastalarda
test edilecek genlerin sayisinin ve bu genlerin hangilerinin olacaginin tanimlanmasidir.
Yakin zamanda molekiiler teknolojilerin ilerlemesi, 6zellikle yeni nesil dizileme
yontemi, meme ve/veya yumurtalik kanserine yatkinlikla iliskili farkli penetranslara
sahip birgok genin tanimlanmasina olanak saglamistir (4). BRCAL, BRCA2, TP53,
PTEN, STK11 ve CDH1 genleri meme ve/veya yumurtalik kanseri igin yiiksek
penetranslt genler olarak tanimlanirken, PALB2, BRCAL1 iliskili protein C-terminal
helikaz-1 (BRIP1), ATM, CHEK2, BARD1, nibrin (NBN), RAD51 paralog C



(RAD51C), RAD51D ve yanlis eslesme (mismatch) tamir genleri orta ve diisiik

penetransli genler olarak tanimlanmstir (6).

Calismamizda segilen yirmi alt1 gen, DNA tamir mekanizmasi ve hiicre dongiisti
yolaklarinda gorevlidirler. S6z konusu genlerin biiyiik ¢ogunlugu BRCA genleri ile
beraber homolog rekombinasyon yolaginda gorev alirlar. Homolog rekombinasyon
yetersizligine sebep olan en biiylik etken tamir yolagindaki gen varyantlandir (7).
Mutasyonlar bireysel 6zellikleri temsil eden esey hattinda ya da timdr 6zelliklerini
temsil eden somatik hiicrelerde meydana gelebilir (8). BRCA genlerinin yani sira diger
timor baskilayict genlerde (CHEK2, menin 1 (MEN1), PTEN, STK11 ve TP53 gibi),
timor baskilayici genlerin etkinligini artiran diizenleyici genlerde (Abraxas 1, BRCA1
kompleks subunit (ABRAXAS1), ATM, BARD1, BRIP1 ve PALB2 gibi), deoksiribo
niikleik asit (DNA) replikasyonu, boliinmesi ve tamirinde gorevli genlerde [BLM
RecQ benzeri helikaz (BLM), CDH1, MRE11 homolog, ¢ift zincir kiriklar1 tamiri
niikleaz (MRE11), MutY DNA glikozilaz (MUTYH), NBN, RADS50 ¢ift zincir kiriklar
tamir protein (RAD50), RAD51C, RAD51D ve X-Ray Onarim Capraz Tamamlayici 2
(XRCC2)] ve yanlis eslesme tamir genlerinde (epitel hiicre adezyon molekiilii
(EPCAM), DNA yanlis eslesme tamir protein MLH1(MLH1), MutS homolog 2
(MSH2), MutS homolog 6 (MSH6) ve PMS1 homolog 2 (PMS2) gibi) meydana gelen
esey hatt1 varyantlart DNA tamir yolaklarinin isleyisinin bozulmasina sebep olurlar (9,
10).

Tamir edilmeyen DNA hasari, mutasyonlarin birikmesine ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesine yol agabilir ve kanser yolaklarinin tetiklenmesine sebep olabilir (11). Bu
yiizden, s6z konusu genlerin kapsamli yliksek ¢oziiniirliiklii analizinin yapilmasi,
kalitsal yatkinliklarin altinda yatan risk ve sebepleri anlamamiza 6nemli Slgiide

yardimc1 olacaktir.

Calismanin amaci, herediter meme kanserlerinde risk olusturan molekiiler
belirteclerin, esey hattinda analiz edilerek tiim varyantlarin belirlenmesi ve hastalik
biyolojisi ile iliskisinin arastirilmasidir. Molekiiler hedeflerimiz arasinda hastalikla

iligkisi bilinen tiimor baskilayict ve DNA tamir mekanizmasinda gorevli 26



(ABRAXASL, ATM, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK?2, EPCAM,
MEN1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50,
RAD51C, RAD51D, STK11, TP53 ve XRCC2) gen yer almaktadir. S6z konusu genler
literatiirde herediter meme kanseri basta olmak {izere diger kanser tipleri ile de
iligkilendirilmistir (7, 9). Calisma sonucunda, hastalifin olusumundaki molekiiler
belirteclerin tanimlanmasi, tani, prognoz, tedavi yontemleri ve sag kalimla iliskisinin
arastirtlmas1 hedeflenmistir. Arastirmanin hedefleri maddeler halinde asagida

belirtilmistir:

1. Meme kanseri ile iligkisi bilinen hiicre dongiisii ve DNA tamir yolaklarinda
gorevli 26 genin meme kanseri tanis1 almis 6rneklerde yeni nesil dizileme yontemi
ile dizilenmesi;

2. Dizileme sonucu ilgili genlerdeki tek niikleotid degisimlerin (yanlis anlamli,
anlamsiz), insersiyon-delesyon, kirpilma (splice) ve ger¢eve kaymasi gibi tiim
varyantlarin tespit edilmesi;

3. Hasta orneklerinde genomda meydana gelen varyasyonlarin meme kanseri
biyolojisini yansitan belirli degiskenlerle iliskisinin istatistiksel analizi [yas,
cinsiyet, aile 6ykiisii gibi demografik 6zellikler, histopatoloji (hormon reseptor
varlig), klinik 6nemi olan varyant siniflamasi, timor evreleri, hastalik prognozu
(sagkalim), farkli tedavi araglarina (kemoterapi/radyoterapi) yanit gibi];

4. Analiz sonucu yatkinlik genlerinin tespit edilmesi, bireylere 6zel prognostik ve
prediktif belirteglerin tanimlanmasi ve tespit edilen varyantlarin tedavi yontemleri
ile iligkisinin belirlenmesi;

5. Elde edilen varyantlarin, tahmin araclart kullanilarak protein yapisina ve
kararliligma etkilerinin arastirilmasi ve bu araglarin varyantlarin patojenite

belirlemedeki performanslarinin karsilastirilmasi hedeflenmistir.

Tiim bilgiler 15181inda, hastalikla iliskili oldugu diisiiniilen bu genlerin her biri
ozellikli molekiiler belirteclerdir ve tanimlanmalari son derece Onemlidir. Elde
edilecek bulgularin, hastalik biyolojisine etkisi ve tedavi yontemlerine yon vermesi
acisindan aydinlatict olacagimi 6n gormekteyiz. Ayrica, risk altinda olan hasta

yakinlarinin da daha pratik molekiiler tekniklerle taranmasi s6z konusu olacaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, kitle ya da tiim6r olusumuna yol agan kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve
anormal hiicre gogalmasi olarak da bilinen neoplazminin malign 6zellikler gostermesi
sonucu meydana gelmektedir (Sekil 1). Malign O6zellikler, hiicrenin kontrolsiiz
biiyiimesi, komsu dokulari istila edebilmesi veya yakin-uzak mesafelere yayilabilmesi
yani metastaz yapabilmesi ile karakterize edilmektedir. Kanser, ilk meydana geldigi
dokunun ismine gore adlandirilmaktadir ve genel olarak alti1 tipi vardir. Bunlar
karsinomlar, sarkomlar, losemiler, lenfomalar, miyelomlar ve gliomlar olarak

siiflandiriimaktadir. (12).

A Geninde B Geninde C Geninde

Mutasyon Artan kromozomal andploidi

Mutasyon Mutasyon
"
: ' »

Artmig Progresif
Normal Hiicre Proliferasyon Erken Neoplazi Neoplazi Karsinoma Metastaz

DNA tamir genlerinde mutasyon igerebilir

Sekil 1. Kanserin olusumunda yer alan evreler (12)

2.1.1 Meme kanseri

Meme kanseri, tanimlanan en eski kanser tiirlerinden biridir ve Antik Misir'dan
giiniimiize devam eden bir arastirma alant olmustur. Roma doneminde yasamis
Galen’in teorileri uzun yillar tip alaninda kullanilmigtir. Bu durum, 16. yiizyilda,
Ambroise Pare'nin tiimor cerrahisini yayginlastirmasiyla degismistir. 19. yiizyilda,

Alfred Velpeau meme kanserini ilk defa karsinom olarak tanimlamistir (13).



Meme kanseri meme dokusunda bulunan hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalip, bliylimesi sonucu olusmaktadir. Meme, glandiiler dokular ve destekleyici
dokular olmak {izere iki ana doku tipinden meydana gelmektedir. Glandiiler dokular
siit lireten bezleri (lobiiler) ve kanallar1 barindirirken, destekleyici dokular memenin
yagli ve bag dokularin1 kapsamaktadir. Meme ayrica hiicresel sivilar1 ve atiklari

uzaklastiran lenfatik dokular1 da igermektedir (Sekil 2) (14).

Meme kanseri, kanserli hiicrelerin bulundugu meme dokularina gore duktal ve
lobiiler kanserler olmak tizere baslica iki kisma ayrilmaktadir (15). Bununla birlikte,
memede Kanallarla sinirli olan ve memenin ¢evresindeki yag ve bag dokularini istila
etmeyen kanser hiicreleri invaziv olmayan olarak adlandirilmaktadir (16, 17). Duktal
karsinoma in situ (DKIS), invaziv olmayan meme kanserinin en yaygin seklidir (%90).
Lobiiler karsinoma in situ (LKIS) ise invaziv olmayan meme kanserinin daha az
yaygin tipidir ve artmis meme kanseri riskinin bir belirteci olarak kabul edilmektedir
(18). Kanal ve lobiiler duvart agan ve memenin gevresindeki yag ve bag dokularini
istila eden kanser hiicreleri ise invaziv olarak adlandirilmaktadirlar. Kanser, lenf

diigtimlerine veya diger organlara metastaz yapmadan da invaziv olabilmektedir (19).

Yag Doku
‘ W Yag Bag Dokusu
\ ) A\
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Kaburgalar arasi kas
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- Limen

epitel

hiicreleri

GoOgils ucu

Toplayici duktal

Bazal miyoepitel hiicreleri

Areola

Sekil 2. Memenin fizyolojik yapisi (15)



2.1.1.1 Epidemiyoloji

Diinya genelinde, 2020 yilinda, 2261419 yeni meme kanseri vakasi tespit
edilmistir (1). Meme kanseri, tiim kanserlerin %11,7’sini olusturmaktadir. Tiim
kanserler igerisinde insidansi (11,7:2261419 ) birinci sirada, mortalitesi (6,9:684996)
degerlendirildiginde ise besinci sirada yer almaktadir (20). Meme kanseri insidansi
Hispanik olmayan beyaz soya ait kadinlarda, diger soylara gore daha fazladir (21, 22).
Buna karsilik, mortalite orani siyah soya ait kadinlarda daha yiiksektir ve bu grubun
en diisiik hayatta kalma oranina sahip oldugu bildirilmistir. Olgularin %80’den
fazlasin1 50 yas istii bireyler olusturmaktadir. Bununla birlikte, tiglii negatif meme
kanseri (UNMK) insidans1 40 yas alt1 bireylerde daha yiiksek, luminal A tipli meme
kanseri insidansi ise 70 yas ve lizeri bireylerde daha yiiksek gozlenmektedir (23-25).

2.1.1.2 Smiflandirma

Diinya Saglik Orgiiti’ne (DSO) gére meme karsinomlari, dzel tip olmayan
invaziv karsinomlar (%70-75; ayn1 zamanda duktal karsinoma olarak da bilinen
karsinomlar), lobiiler karsinomlar (%10-14) ve diger 6zel tip karsinomlar (17 farkli
nadir histotip ve bunlarin alt gruplari dahil) olmak tizere 19 farkli ana alt tipe
ayrilmaktadir (Sekil 3) (15, 20, 26). Meme kanserinde histolojik siniflandirmanin yani
sira molekiiler oOzellikler de tedavi agisindan Onemlidir. Bu nedenle, bir alt

siiflandirma basamagi olarak molekiiler 6zellikler de kullanilmaktadir (27).



Meme Kanserinde
Histolojik Simiflandirma

Invaziv invaziv olmayan

Lobiiler karsinoma in situ

Duktal karsinoma dzel
tip olmayan

l Lobiiler karsinoma l l Duktal karsinoma in situ

Sekil 3. Meme kanserinde histolojik siniflandirma

2000 yilinda bildirilen Perou ve Sorlie’nin intrinsik siniflandirmasi, meme
kanserinin dort alt tipini ayirmaktadir: Liiminal A ve Liminal B [6strojen reseptorii
(ER) ifade eden], bazal benzeri ve insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2
(HER2)-zenginlestirilmis (ER ifadesi olmadan) (28). Bu smiflandirma, meme
kanserinin klinik olarak degerlendirmesini tiimor yiikiine dayali olmaktan ¢ikartip
biyoloji merkezli yaklasimlara kaydirmaktadir. Son yillarda yapilan c¢aligmalar
sonucunda intrinsik simiflandirmasimin igerisine Claudin-diisiik alt tipi de eklenmis

olup, klinik uygulamalarda bu besli siniflandirma kullanilmaya baslanmistir (29).

Meme kanserinin molekiiler karakterizasyonunun yani sira immiinohistokimyasal
olarak siniflandirilmasi da klinik agidan 6nemli hale gelmistir. Immiinohistokimyasal
siniflandirmada, ER ve progesteron reseptorii (PR) ifade eden tiimorler, hormon
reseptorii pozitif meme kanserleri olarak kabul edilirken, ER, PR ve HER2 ifade
etmeyen timorler, t¢lii negatif meme kanseri olarak kabul edilmektedir (15).

Molekiiler ve immiinohistokimyasal siniflandirma Sekil 4’te 6zetlenmistir.



Meme Kanseri

Molekiiler Siniflandirma immunohistokimyasal
1 Siniflandirma
[ | | |
Laminal A | | Liminal B | Bazal benzeri | | HER-2 zenginlestirilmis | | Claudin disik I—I_I
(ER olmadan) Hormon Pozitif | | Ugli Negatif Meme Kanseri

ER(+)/PR(+) ER(-)/PR(-)/HER2(-)

Sekil 4. Meme kanserine ait molekiiler ve immiinohistokimyasal siniflandirma (15)

2.1.1.2.1 Timoér-Nod-Metastaz siniflandirmasi

Tiimo6r-Nod-Metastaz (TNM) evreleme sistemi ilk olarak 1959 yilinda Amerikan
Kanser Ortak Komisyonu (AJCC) tarafindan yayinlanmustir (30). Bu sistem, kanserin
anatomik yayilimini tanimlamak ve evresini belirlemek i¢in diinya ¢apinda kullanilan
ortak bir dil haline gelmistir (31). Sistemin amact; klinisyenlere tedavi planlamasinda
yardimc1  olmak, prognoz hakkinda fikir vermek, tedavi sonuglarinin
degerlendirilmesine ve karsilastirilmasina yardimer olmak, farkli tedavi merkezleri
arasinda bilgi aligverisini kolaylastirmak, kotii huylu tiimdrlerin devam eden
aragtirmalarina katkida bulunmak ve kanser kontrol faaliyetlerini desteklemektir (32,

33). TNM alt siniflandirmasi Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Timor-Nod-Metastaz alt siniflandirmasi (34)

T (Primer tiimoriin ¢cap1)*

Tx Primer timor | T2 Tiimor >20 mm, Timor < 50 mm
degerlendirilemiyor

TO Primer tiimor bulgusu yok T3 Timor >50 mm

Tis Karsinoma in situ T4 Gogiis duvart veya meme cildi

icine biiyiiyen her boyuttaki
tiimor. Buna inflamatuvar gogiis

kanseri dahildir.
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Tablo 1. Timor-Nod-Metastaz alt siniflandirmasi (devam)

level I-IT Ienf nodu (nodlarr)

Tis Duktal karsinoma in situ T4a Gogls (toraks) duvari invazyonu.
(DKIS) Toraks duvarindan kasit
kaburgalar ve interkostal kaslardir.
Sadece pectoral kaslara invazyon
sayllmaz.
Tis Lobiiler karsinoma in situ T4b Meme cildinde iilserasyon veya
(LKIS) satellit nodiiller veya bolgesel
peau d’orange.
Tis Memenin Paget hastaligi (Altta | T4c T4a ve T4b’nin beraber bulundugu
(Paget’s) | yatan kitle olmaksizin) tiimdrler
T1 Tiimor <20 mm T4d Inflamatuar meme karsinomu
T1mic Timoér < 1 mm
Tla Timor >1 mm, Timor< 5 mm
Tib Timor >5 mm, Timor< 10 mm
Tlc >10 mm, <20 mm
N (Lenf nodu tutulumu)
Klinik N Patolojik N
NX Primer tiimor pNX Primer timor
degerlendirilemiyor (6rnegin degerlendirilemiyor (6rnegin
daha 6nce alinmis) daha 6nce alimmus)
NO Lenf nodu metastazi1 yok pNO Bolgesel lenf nodu metastazi
yok
N1 Hareketli ipsilateral, level I- | pNO(i+) Histolojik lenf nodu tutulumu
II lenf nodu (nodlarr) yok, pozitif immunhistokimya
N2 Fikse ya da konglomere pNO(mol+) | Histolojik lenf nodu tutulumu
level I-1I lenf nodu (nodlarr) yok, pozitif ters transkriptaz
veya internal mammarian polimeraz zincir reaksiyonu
lenf nodlart
N2a Fikse ya da konglomere pN1 1-3 aksiller lenf nodu tutulumu

veya internal mammarian lenf
nodunda mikroskopik tutulum.
(klinik olarak benign

gorliniisglii).
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Tablo 1. Tamor-Nod-Metastaz alt siniflandirmasi (devam)

N2b Internal mammarian lenf pN1mi Mikrometastaz (0,2-2 mm)
nodlar1 (aksillada metastaz
yok)

N3 Ipsilateral infraklavikular pN1la 1-3 aksiller lenf noduna
lenf nodu (level3) veya metastaz
internal mammarian lenf
nodu + level I-11 aksiller lenf
nodu veya, supraklavikular
lenf nodu tutulumu

N3a Ipsilateral infraklavikular pN1b Internal mammarian lenf
lenf nodu (level3) metastazi nodunda mikroskopik metastaz

(klinik olarak benign
gorindsli).

N3b Internal mammarian lenf pN1c 1-3 aksiller lenf nodu metastazi
nodu + level I-11 aksiller lenf ve internal mammarian lenf
nodu metastazi nodunda mikroskopik metastaz

N3c Supraklavikular lenf nodu pN2 4-9 aksiller lenf nodu tutulumu
tutulumu veya internal mammarian lenf

nodunda klinik tutulum.
pN2a 4-9 aksiller lenf nodu tutulumu
pN2b Internal mammarian lenf
nodunda klinik tutulum.
pN3 10 ya da daha fazla aksiller lenf

nodu tutulumu veya
infraklavikiiler lenf nodu (level
I1), veya klinik internal
mammarian lenf nodu tutulumu
+ aksiller lenf nodu tutulumu
(levell-11), veya 3den fazla
aksilla lenf modu+internal
mammarian arter
mikrometastazi veya ipsilateral

supraklavikiiler lenf nodlar1
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Tablo 1. Tamor-Nod-Metastaz alt siniflandirmasi (devam)

pN3a

10 ya da daha fazla aksiller lenf
nodu tutulumu veya
infraklavikiiler lenf nodu (level

1)

pN3b

Klinik internal mammarian lenf
nodu tutulumu + aksiller lenf
nodu tutulumu (levell-11), veya
3den fazla aksilla lenf
modu-+internal mammarian

arter mikrometastazi

pN3c

Ipsilateral supraklavikiiler lenf

nodlar1

Metastaz

MO

Uzak metastaz yok

pM1

cM1

Klinik ve radyografik olarak

tespit edilen uzak

metastazlar

*mm:milimetre

Timor evrelendirme kriterleri Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo 2. Tamor evreleri (34)

Evre 0 Tis NO MO Evre IlIA | T1 N2 MO
Evre IA T1 NO MO T2 N2 MO
Evre IB T0 N1imi MO T3 N1 MO
T1 N1imi MO T3 N2 MO
Evre I1A T0 N1 MO Evre llIB | T4 NO MO
T1 N1 MO T4 N1 MO
T2 NO MO T4 N2 MO
Evre 1IB T2 N1 MO Evre IIIC | Her T | N3 MO
T3 NO MO Evre IV HerT | HerN | M1
Evre IIIA | TO N2 MO
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2.1.1.3 Etiyoloji, klinik 6zellikler ve prognoz

Meme kanserinin olusum mekanizmas:t tam olarak bilinmemekle beraber,
molekiiler kokenini karakterize ederek nasil olustugunu ve ilerledigini anlamak igin
bir¢ok teori One siiriilmiis ve ¢alisma yapilmistir. Bu teorilerden bir tanesi hiicre
diizeyinde, klonal evrim modelidir. Bu modelde mutasyonlarin biriktigi, tiimor
hiicrelerinde epigenetik degisikliklerin meydana geldigi ve ‘en uygun’ hiicrenin
hayatta kaldig1 diisiiniilmektedir (35). Diger bir teori ise kanser kok hiicre modelidir.
Bu modelde ise sadece onciil kanser hiicrelerinin ilerlemeyi baslattigi ve siirdiirdiigii
goriisii 6n plandadir (36). Aslinda her iki model de birbiri ile iliskilidir ve kanser kok
hiicrelerinin klonal bir tarzda gelisebilecegi gergegiyle durum daha da karmasik bir hal
almaktadir (37).

Morfolojik diizeyde, normal bezlerden kansere kadar bir dizi lezyon ve genetik
modifikasyon mevcuttur. Molekiiler diizeyde, meme kanserinin evriminin esas olarak
ER ifadesi, tiimor derecesi ve proliferasyon ile iliskili iki farkli molekiiler gelisim
yolagi lizerinden gergeklestigine dair kanitlar vardir. Ayrica, meme kanseri yatkinlik
genlerinin tanimlanmast hem sporadik hem de kalitsal meme kanseri patogenezinin

bazi yonlerine 1s1k tutmustur (15, 35).

Diisiik dereceli benzeri yolak olarak da adlandirilan ilk molekiiler yolak; 1q
kazanimi, 16q kaybi, 17q12'nin seyrek amplifikasyonu ve ¢ogunlugu ER fenotipi,
diploid veya diploide yakin karyotiplerle ve diisiik timor derecesi ile iliskili genlerin,
gen ifadesi imzasi ile karakterize edilmektedir. Luminal A grubu ve bir dereceye kadar
luminal B alt sinifi bu yolak igerisinde yer almaktadir. Yiiksek dereceli benzeri yolak
olarak da adlandirilan ikinci yolak ise; 13q kaybi, kromozomal bolge 11q13'in
kazanimi, 17q12'min amplifikasyonu (ERBB2 genini igeren) ve hiicre dongiisii ve
hiicresel proliferasyonda yer alan genlerin, gen ifadesi imzas1 ile Kkarakterize
edilmektedir (38). HER2-pozitif tiimorler ve UNMK dahil olmak iizere orta ile yiiksek

dereceli tiimorler bu yolak icerisinde yer almaktadir (39).
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Meme kanseri risk faktorleri degistirilemeyen faktorler ve degistirilebilir faktorler
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Degistirilemeyen risk grubunda cinsiyet, yas, aile
Oykiisii, soy ve etnik koken gibi faktorler yer alirken, degistirilebilir risk grubunda
beslenme, alkol kullanimi, hormon tedavisi, obezite, fiziksel aktivite ve sigara

kullanimi gibi faktorler yer almaktadir (Tablo 3).

Tablo 3. Degistirilebilir ve degistirilemez meme kanseri risk faktorleri (25)

Degistirilemez Faktorler Degistirilebilir Faktorler
Cinsiyet Hormon replasman tedavisi
Ileri yas Dietilstilbestrol kullanimi1
Aile 6ykiisii (meme ya da yumurtalik kanseri) Fiziksel aktivite
Genetik mutasyonlar Fazla kilo / obezite
Soy / Etnik koken Alkol kullanimi1
Hamilelik ve emzirme Sigara kullanimi
Menstrual dongii ve menapoz Yetersiz vitamin takviyesi
Meme dokusunun yogunlugu Yapay 1518a asirt maruz kalma
Meme kanseri oykiisii Islenmis gida tiiketimi
Kanserli olmayan meme hastaliklar Kimyasallara maruz kalma
Radyasyon tedavisi dykiisii Asirt ilag kullanimi

Kadinlarda, artmig hormonal stimiilasyon nedeniyle meme kanseri riski erkeklere
gore daha yiiksektir. Erkeklerdeki ¢ok diisiik Ostrojen seviyesinin aksine, kadinlarda
goriilen hormon (6zellikle Ostrojen ve progesteron) seviyelerindeki yiikseklik, onlar
bu hormonlara ve hormon dengelerindeki herhangi bir bozulmaya karsi ¢ok hassas
kilmaktadir. Bu yiizden, dolagimdaki 6strojen ve androjen hormonlari, artan meme
kanseri riski ile pozitif olarak iliskilendirilmektedir (40). Ayrica, cinsiyet
hormonlarinin dolagimdaki seviyelerindeki degisimler, menopoz dncesi ve menopoz
sonrasi kadinlarda meme kanseri riskinin artmasina neden oldugu bildirilmistir (41-

43).

Meme kanserine yakalanma riskinin ilerleyen yasla beraber artis gosterdigi ve risk
artisinin 40 yasinda %1,5, 50 yasinda %3 ve 70 yasinda ise %4'lin iizerinde oldugu
bildirilmistir (44). Bu durum bazi meme kanseri alt siniflarinda (UNMK) degiskenlik
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gosterse de genel olarak, cok sayida hiicresel degisimin birikmesi ve potansiyel
karsinojenlere maruz kalma, zamanla karsinojenezin artmasina neden oldugu igin ileri

yaslarda kanser goriilmesi sadece meme kanseri ile sinirl kalmamaktadir.

Cinsiyet, hormon ve yas faktorlerinin yan1 sira meme kanseri riskinde artiga neden
olan bir diger faktor ise ailede meme kanseri Oykiisii olmasidir. Kadinlarda birinci
derece akrabasinda meme kanseri olmasinin, hastaliga yakalanma riskini 2-3 kat
artirdigi bildirilmistir (45, 46). Meme kanserlerinin yaklagik %10-15'inin kalitsal
oldugu diisiiniilmektedir, ancak kalitsal meme kanseri olanlarin sadece yaklagik
%30'unda bilinen bir patojenik varyant tanimlanmaktadir (47). Meme kanserinin %5-
10'unun, BRCA1 ve BRCAZ2 genleri de dahil olmak {izere, yiikksek penetransli genlerde

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

Meme kanserinin genel olarak ilk belirtileri, memede sislik veya yumru (kitle),
koltuk altinda sislik (lenf diiglimleri), meme bas1 akintisi (berrak veya kanli), meme
ucunda agr1, meme ucunun i¢e doniik (geri ¢ekilmis), pullu veya pul pul olmasi, meme
ucunda ¢ukurlagmis cilt, memede siirekli hassasiyet ve olagandisi gogiis agris1 veya
rahatsizlig1 olarak siralanabilir. Hastaligin ileri (metastatik) evrelerinde koltuk alti lenf
diigiimleri, kemik agrisi (kemik metastazi), nefes darligi (akciger metastazi), istahta
azalma (karaciger metastazi), istemsiz kilo kaybi (karaciger metastazi), bas agrisi,

norolojik agr1 veya zayiflik goriilmektedir (14).

Meme kanseri risk kriterlerine gore ailede BRCA1 ya da BRCA2 gen mutasyonlari
tastyan bireylerin olmasi, aile soy agacinda ayni tarafta meme ya da yumurtalik kanseri
olan ii¢ bireyin varligi, aile soy agacinda ayni tarafta birinci derece akrabalarda
(ebeveynler, kardesler ve ¢ocuk)/ ikinci derece akrabalarda (teyze, hala, amca, day,
kuzenler ve biiyilkanne ve biiyiikbabalar) 50 yasin altinda meme kanseri ya da
herhangi bir yasta yumurtalik kanseri olan iki bireyin varligi, birinci derece / ikinci
derece akrabasi 35 yas altinda meme kanseri, 50 yasindan 6nce bilateral meme kanseri,
erkek meme kanseri, yumurtalik kanseri olan bir birey olmasi ya da birinci derece
/ikinci derece akrabasi Yahudi (Jewish) kdkenli 50 yasin altindan meme kanseri olan

bir bireyin varhigi, kalitsal meme kanseri i¢in yiiksek risk grubunda
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degerlendirilmektedir. Yiiksek risk grubundaki higbir kriteri karsilamayip, birinci
derece / ikinci derece akrabasi soy agacinin ayni tarafinda 70 yasin altinda meme
kanseri ya da birinci derece / ikinci derece akrabasi 35-49 yaslar1 arasinda meme
kanseri olan birey varsa orta dereceli risk grubu, yiiksek ya da orta dereceli risk
grubundaki higbir kriteri karsilamayan bireyler ise diisiik risk grubu olarak
smiflandirilmaktadir (50).

Klasik prognostik faktorler yasg, evre, timor derecesi, timor tipi ve lenfovaskiiler
durumunu igermektedir. Otuz bes yasindan once meme kanseri gelisimi nadirdir
(hastalarin <%5'"), potansiyel olarak daha agresiftir ve siklikla kalitsal meme kanseri
ile iliskilendirilmektedir. ileri yas (>75 yas) meme kanseri hastalari, gen¢ hastalara
gbre %17 daha yiiksek mortaliteye sahiptirler (51). Uclii negatif meme kanserleri ve
HER2-pozitif meme kanserleri i¢in, tiimor infiltre eden lenfositlerin varligi iyi prognoz
ile iligkilendirilmektedir (52). Ayrica, meme kanserinin dort alt tipi klinik
degerlendirme ve farkli tedavi yaklagimlari i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir (53, 54).

Tablo 4’te alt tiplerin hastalik prognozu ile iligkisi 6zetlenmistir.

Tablo 4. Meme kanserinin alt tiplerinin hastalik prognozu ile iligkisi (55)

Alt tipler Siniflandirma Meme Tiimoér Proliferasyon Prognoz
kanseri | Derecesi
(%)
Luminal A ER+/PR+/HER2— %50 Diisiik Diisiik Iyi
Luminal B 1.ER+/HER2— /PR— %20 Liiminal Diisiik, ama | lyi, ancak
2.ER+/HER2+ ve A’dan yiiksek | Liminal A’dan | LiiminalA’dan
PR— yiiksek biraz diisiik
HER2- ER—/PR-HER2+ %15 Yiiksek Yiiksek Orta seviye
zengilestirilmis
Normal benzeri | ER—/PR—/HER2— %15 Yiiksek Yiiksek Orta seviye,
ama diger alt
tiplerden daha
kotii

Metastazsiz erken meme kanserlerinde, oncelikli tedavi timort ameliyat edilebilir
kabul edilen kisilerde cerrahi miidahaledir. Bununla birlikte, cogu hastanin bir tiir
sistemik tedaviye de ihtiyaci vardir. Timor yiikiiniin azaltilmasmin tercih edildigi
biiyiik tiimorli hastalarda cerrahi 6ncesi (neoadjuvan) sistemik tedavi (kemoterapi,
hormonal terapi, hedefe yonelik/akill ilaglar ve immiinoterapi) uygulanabilmektedir.

Ayrica, cerrahi sonu¢ veya biyobelirtegler niiks riskinin arttigin1 gosteriyorsa,
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ameliyattan sonra (adjuvan) sistemik tedavi verilebilmektedir. ER-pozitif ve/veya PR-
pozitif meme kanserli tiim hastalar, HER2 durumundan bagimsiz olarak, ER
aktivitesini bloke etmek i¢in endokrin tedavi almaktadir. Cerrahi tedavinin yani sira
kemoterapi, radyoterapi, nano teknolojik yaklagimlar, gen terapisi gibi bir¢ok yontem

uygulanabilir tedaviler arasindadir (15, 25, 27).

2.1.1.4 Genetik parametreler

Birgok gendeki varyant degisiminin meme kanseri riskinin artmasiyla yiliksek
oranda iligkili oldugu bildirilmistir. Bu genlerin basinda oncelikli olarak yiiksek
penetransli BRCA1 ve BRCA2 genleri yer almaktadir (56). Her iki gen de otozomal
dominant kaliim gostermektedir. Bu genlerde esey hatti mutasyonlarinin yani sira,
somatik mutasyonlar da siklikla gozlenmektedir. Diger yiiksek penetransli meme
kanseri genlerine TP53, CDH1, PTEN, ve STK11 dahildir (57-61). Bu genlerde
patojenik varyant tasiyan bireyler meme kanserinde risk artisinin yani sira, yumurtalik
kanserine de yatkinlik gostermektedirler. BRCAL ve BRCA2 genlerine kiyasla daha
diisiik penetrans (orta derece) ile karakterize edilen ATM, PALB2, BRIP1 ve CHEK2
genleri dahil olmak iizere BRCA genleri ile etkilesime girebilen 6nemli sayida DNA
onarim geninin meme karsinogenezinin indiiklenmesinde yer aldigi rapor edilmistir
(Tablo 5) (56, 62-65). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismaya gére XRCC2 genindeki
mutasyonlar ayrica potansiyel olarak artan meme kanseri riski ile iligkilendirilmektedir

(66).
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Tablo 5. Meme kanseri riski ile iliskili baglica genler*

Penetrans | Gen Kromozomal Mliskili Ana Islevi Meme
Lokasyonu Sendrom/Hastalik Kanseri
Riski
BRCA1 | 17¢g21.31 Meme kanseri DNA tamiri %60 ve
Yumurtalik kanseri Hiicre dongiisii | iizeri
Pankreas kanseri kontrolii
Fanconi anemi
BRCA2 | 13¢g13.1 Meme kanseri DNA tamiri %60 ve
Yumurtalik kanseri Hiicre dongiisii | iizeri
Pankreas kanseri kontrolii
Prostat kanseri
Melanoma
Fanconi anemi
Glioblastoma
TP53 17p13.1 Meme kanseri DNA tamiri %60 ve
Kolorektal kanser Hiicre dongiisii | tizeri
Hepatoselliiler kontroli
karsinoma Apoptozis
Pankreas kanseri Senesense
Li-Fraumeni
Yiiksek sendromu
Osteosarkoma
CDH1 16g22.1 Meme kanseri Hiicresel %41-60
Yumurtalik kanseri adezyonlarin
Endometrial diizenlenmesi
karsinoma Epitel hiicrelerin
Gastrik kanser kontrolii
Prostat kanseri
PTEN 10923.31 Meme kanseri Hiicre dongiisti | %40-60
Prostat kanseri kontroli
Cowden sendromul
STK11 19p13.3 Meme kanseri Hiicre dongiisii | %32-54
Pankreas kanseri kontrolii ve
Melanoma Enerji
Peutz-Jeghers homeostazinin
sendromu stirdiiriilmesi
*Meme kanseri risk degerleri NCCN Genetik/Ailesel Yiiksek Risk
Degerlendirmesi Kilavuzu’undan alinmistir (67)
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Tablo 5. Meme kanseri riski ile iligkili baslica genler* (devam)

Penetrans | Gen Kromozomal | iliskili Ana Islevi Meme
Lokasyonu Sendrom/Hastahk Kanseri
Riski
ATM 11922.3 Meme kanseri DNA tamiri %20-40
Lenfoma Hiicre dongiisii
Ataksi-teleanjiektazi | kontrolii
PALB2 16p12.2 Meme kanseri DNA tamiri %41-60

Pankreas kanseri
Fanconi anemi
BRIP1 17923.2 Meme kanseri DNA tamiri -
Fanconi anemi
CHEK2 | 22qg12.1 Meme kanseri Hiicre dongiisti | %20-40
Li-Fraumeni kontrolii
sendromu
Prostat kanseri
Osteosarkoma
XRCC2 7936.1 Fanconi anemi DNA tamiri %32-54
Erken yumurtalik
yetmezligi
Spermatojenik
basarisizlik

*Meme kanseri risk degerleri NCCN  Genetik/Ailesel Yiiksek Risk
Degerlendirmesi Kilavuzu’undan alinmstir (67).

Orta derece

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ve EPCAM genleri, DNA replikasyonu ve
rekombinasyonu sirasinda meydana gelen yanlis eslesme hatalarmin tespit ve
tamirinde gorev alan proteinleri kodlamaktadirlar (68). Bu genlerdeki patojenik
varyantlar, otozomal dominant kalitim gdsteren ve basta kolorektal ve endometrial
kanser olmak iizere birgok kanser tiiriine yatkinlik ile iliskilendirilmis olan Lynch
Sendromu’na sebep olmaktadir (69, 70). Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma meme

kanseri ve Lynch Sendromu arasinda bir baglanti1 olabilecegini isaret etmektedir (4,
71,72).

2.1.1.4.1 Genetik degisikliklerin siniflandirilmasi

Yeni nesil dizi analizi yonteminin yayginlagmasiyla beraber birgok geni i¢eriginde
barindiran paneller ile ¢ok kisa siirede sonug¢ elde etmek olduk¢a kolaylagsmustir.
Ancak, bu durum bir veri kirliligine yol agmis ve tespit edilen varyantlarin klinik
acidan degerlendirilip, siniflandirmasi bityiik 6nem kazanmustir (73).

Varyant siniflandirmasindaki bu karmasanin ortadan kaldirihip, ortak bir dil

olusturulmasi i¢in “American College of Medical Genetics and Genomics and The
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Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP)” 2015 yilinda bir kilavuz
yayinlamistir (74). Popiilasyon verileri, hesaba dayali ve tahmin verileri, fonksiyonel
veriler, segregasyon verilerini de kapsayan bir derecelendirme sistemi temel alinmustir.
Kilavuz varyantlar1 patojenik (P), muhtemel patojenik (MP/LP), 6nemi belirsiz
(OBV/VUS), muhtemel zararsiz (MZ/LB) ve zararsiz (Z/B) olmak iizere bes sinifa
ayirmaktadir. Siniflandirma igin gii¢ diizeyleri; tek basina, ¢cok gii¢li, giiclii, orta veya
destekleyici olarak degisebilen toplamda 28 kod kullanilmaktadir (75). Tablo 6’da

kilavuzda kullanilan kodlar gosterilmektedir.
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Tablo 6. ACMG varyant siiflandirma kodlari (74)

olarak bildirmesi
(BP6)

bildirmesi (PP5)

ZARARSIZ PATOJENIK
Giiglii Destekleyici Destekleyici Orta Diizey Giigclii Cok Giiglii
Populasyon frekansi Populasyon Etkilenmis
veri tabanlarinda frekansi veri bireylerde saglikli
MAF > %5 (BALl), tabanlarinda kontrollere gore
MATF hastalik varyant artmis
Populasyon Jolusturma agisindan bulunmuyor (PM2) |prevalans(PS4)
verisi ¢ok yiiksek (BS1) ya
da saglikh bireylerde
tespit edildigi igin
hastalik penetransi ile
uyumsuz (BS2)
Birgok in siliko Gen liriiniiniin Daha once Daha once Bilinen hastalik
arag, varyantin gen |etkilendigine dair ¢ok |patojenik varyant | patojenik oldugu |mekanizmasi
ve gen lriiniinde say1da in-siliko gosterilen bolgede | bilinen aminoasit | fonksiyon kayb1
etkisi olmadig1 kanit(PP3) tespit edilen yanls | degisimine yol olan gende
gostermekte (BP4) anlamli (missense) [agan varyant(PS1) | fonksiyon kaybina
Yalniz giidik varyant(PM5) neden olan bir
varyant goriilen Protein varyant tespit
. bolgede yanhs uzunlugunda edilmesi PVS1
In-siliko . <
patojenik anlamli (r'l"nﬁsense_) degisime yol agan
. varyant goriilmesi varyantlar (PM4)
tahmin (8P1)
araglan Kirpilmada etkisiz
oldugu diistiniilen
sessiz varyant
(BP7)
Etkisi bilinmeyen
tekrarli gerceve
i¢indeki (in-frame)
varyanlar (BP3)
Patojenik etki Patojenik yanlis Mutasyonel hotspot | Patojenik etki
olmadigina dair gok anlamli (missense) ya da zararsiz olduguna dair gok
sayida fonksiyonel sayis1 ok, zararsiz varyant yer sayida
kanit (BS3) yanlis anlamlt almayan iyi fonksiyonel
. (missense) calisilmis kamit(PS3)
Fonksu{onel varyantlarin az fonksiyonel protein
veri P .
goriildigi gende domainde varyantin
yanlis anlaml tespit edilmesi
(missense) varyant (PM1)
tespit edildigi
durumda (PP2)
Hastalikla ilgili Birden fazla
Aile igi segregasyon yok et‘kile‘nmis aile
dagihm (BS4) bireyinde vz_ir}_/antm
hastalikla birlikte
segregasyonu (PP1)
De-novo (paternal | De-novo(paternal
De novo & maternal & maternal
verisi konfirmasyon konfirme edilmig
bulunmuyor) (PM6) | varyant)(PS2)
Dominant bir Resesif bir
varyantla trans fenotipte patojenik
halde varyantla trans
Allelik veri goriilmesi(BP2) halde goriilmesi
Patojenik bir (PM3)
varyantla cis halde
goriilmesi(BP2)
Kabul gormiis Kabul gormiis
Diger veri kaynaklarin kayr%akl_arm varyanti
varyanti zararsiz patojenik olarak
tabanlar

Diger veri

Hastalik yapici
bagka bir varyant
ile beraber
bulunmasi (BPS)

Hastanin fenotipinin
ya da aile oykiisiiniin
o gen igin spesifik
olmas1 (PP4)
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2.2 Protein Yapisi ve Kararhhg

2.2.1 Protein yapisinin belirlenmesi

Proteinler, hayati biyolojik islevleri olan makromolekiillerdir. Bu nedenle bulasici
hastaliklarla miicadeleden cevre kirliligiyle miicadeleye kadar ¢ok ¢esitli aragtirma
faaliyetlerinde, tibbi ve biyoteknolojik uygulamalarda yer almaktadirlar (76, 77). Bir
proteinin atomlarinin ti¢ boyutlu (3B) dizisi, proteinin islevinin temelinde yatan
mekanizmalar1 anlamak i¢in 6nemli ipuglar1 verebilmektedir (78, 79). Bununla
birlikte, “Universal Protein Resource (UniProt)” yaklasik 220 milyon benzersiz
protein dizisini arsivlerken, “Protein Data Bank (PDB)” 55.000'den fazla farkli protein
i¢in yalnizca 180.000 civarinda 3B yapisini biinyesinde bulundurmaktadir. Bu durum,
biyomolekiiler arastirmalar icin protein dizilerinin kullanimint ciddi sekilde

siirlandirmaktadir (80-82).

Deneysel olarak elde edilmis protein yapilar1 ile protein dizilerini kapsamli bir
sekilde elde etmek oldukca zorlu ve yorucu bir siirectir. Elektron kriyomikroskopi
alanindaki son gelismeler ve yap1 belirleme i¢in hibrit ve biitlinleyici yontemler protein
yapisinin belirlenme hizini artirmis olsa da, bilinen protein dizileri ile deneysel protein
yapilar1 arasindaki bosluk genislemeye devam etmektedir (81, 83). Bu acigi
kapatmanin bir yolu, milyonlarca proteinin yapisini tahmin etmekten gegmektedir.
Aragtirmacilar, bir proteinin yapisini sadece amino asit dizisinden hesaplamali olarak
tahmin etmek i¢cin AlphaFold2 (AF2) gibi Yapay Zeka (YZ) tekniklerini giderek daha
fazla kullanmaya baslamislardir (84, 85).

2.2.1.1 AlphaFold2 tahmin araci

AF2, DeepMind tarafindan gelistirilen ve amino asit dizilerinden protein
yapilarinin son teknoloji tahminlerini yapan bir YZ sistemidir (86). AF2'nin benzeri
goriilmemis dogrulugu ve hizi, bilyiikk 6l¢ekte kapsamli bir yapr tahminleme veri
tabaninin olusturulmasina olanak saglamistir. Biyoloji alaninda hemen hemen her

protein dizisi i¢in yapisal modeller elde edilmesini kolaylastirmistir (87). Deneysel
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caligmalarin aksine, AF2 yapilari, herhangi bir ampirik veri tarafindan desteklenmeyen
tahmin modellerini temsil etmektedir (88). AF2, tahminlerinin giivenilirligini
degerlendirmek i¢in birden fazla 6lgiim yapmaktadir. Bu 6lgtimler, her bir amino asit
icin hesaplanir ve dolayisiyla belirli bir amino asit pozisyonu i¢in AF2 tahmininin
giivenirligini yansitmaktadir. Bu 6l¢iimlerin giiven skoru, tahmin edilen yerel fark
uzakligi testi (pLDDT) skoru olarak adlandirilir ve bir modelin tim atomlari
arasindaki yerel uyumu degerlendirmek icin iist iiste bindirmeden bagimsiz bir 6l¢ii
olan IDDT metriginden tiiretilmektedir (89). pLDDT skoru, tahminin mevcut PDB
verileri ve ¢oklu dizi hizalamalar1 ile ne kadar iyi eslestigini 6lgmektedir (86). Bu
giiven skorlari, belirli bir varyant igin hesaplanan yapinin kalitesini degerlendirerek,
AF2 yapilarinin yanlis anlamli varyant arastirmalarinda kullanilmasi i¢in olanak

saglamistir.

AF2’nin, yliksek dogrulukta ve hizli bir sekilde protein yapilarini tahmin
edebilmesi sayesinde protein yapilarinin ayrintili ve atomik seviyedeki modelleri,
insan proteomundaki protein dizilerinin ¢ogu i¢in kullanilabilir hale gelmistir (78). Bu
durum, bir¢ok kalitsal hastalikla iligkili olarak bildirilmis tek niikleotid polimorfizm
varyantlarinin proteinler {izerindeki etkilerinin arastirilmasinda da yeni kapilar

acmistir (90).

2.2.2 Protein kararhhg:

Bir proteinin amino asit dizisi, onun ikincil ve tiglinciil yapisini, dinamiklerini ve
nihayetinde islevini belirleyen en onemli faktordiir. Protein kararliligini belirleyen
mekanizmalarin anlagilmasi, proteomik ve transkriptomikdeki en biiyiik zorluklardan
birisidir, ¢linkii tek bir amino asit degisimi bile yikici bir hastaliga sebep
olabilmektedir (91). Belirli amino asit degisimlerinin etkisini anlamak igin yapilan
birgok deneyde spesifik mutasyonlara sahip proteinler tasarlanip, kullanilmistir (92).
Delta delta G (AAG) degeri, bir nokta mutasyonu meydana geldiginde, o proteinin
katlanmis ve katlanmamis durumlar1 arasindaki Gibbs serbest enerjisindeki
degisikligin ol¢iisiidiir. Diger bir degisle, tek noktali bir mutasyonun proteini nasil

etkileyecegini tahmin etmeye yonelik bir 6l¢iimdiir. Olusan mutasyonun etkisi AAG
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ile degerlendirilmektedir (93). Bu degerlendirme, protein kararliligi agisindan bir
nokta mutasyonunun tolere edilebilir olup olmadiginin gostergesi haline gelmistir
(94).

Mutagenez deneyleri pahali ve zaman alict oldugundan, mevcut deneysel veriler
oldukga sinirlidir (95). Bu nedenle, yabanil tipe kiyasla bir mutant proteinde gézlenen
kararlilik degisikliklerini tahmin etmek ig¢in hesaplama yontemlerinin kullanilmasi
onem kazanmistir (96-98). Hesaplamali yontemler; fiziksel potansiyele dayali
yontemler, istatistiksel potansiyele dayali yontemler, ampirik potansiyele dayali
yontemler, kombinasyonel ve katiliga dayali yontemler ve makine ogrenimi
yaklagimlart olmak {izere bes ana gruba ayrilmaktadir (99, 100). Son yillarda
teknolojinin gelismesiyle beraber makine dgrenimi temelli YZ sistemlerinin protein

kararliligimin belirlenmesinde kullanimi oldukga artmis ve yayginlasmigtir (101-105).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Gerec
3.1.1 Hasta ornekleri

Bu calismaya, Acibadem Labgen laboratuvarina meme kanseri tanisiyla genetik
test bagvurusunda bulunan 355 goniilli birey dahil edilmistir. Bu hastalardan
aydinlatilmis onam formu alindiktan sonra (EK 1), EDTA’l tiiplere alinan periferik
kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmis ve +2-8°C’de saklanmigtir. Calismamiz
Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Etik Kurulu ATADEK (karar no:
2020/2021) tarafindan uygun bulunmustur (EK 2).

3.1.2 Cihazlar

DNA izolasyon cihazi: QIACube — Qiagen, Almanya

Elektroforez gii¢ kaynagi: Power-Pac-Basic — Bio-rad, ABD

Elektroforez tanki: Horizon 11.14 — Whatman-Biometra, Almanya
Florametrik kantitasyon: Qubit Florometer - Thermo Fisher Scientific, ABD
Hassas terazi: Adventurer Pro — Ohaus, ABD

Jel goriintiileme sistemi: ORTE Goriintiileme Cihaz1 — Solubris, ABD
Manyetik plaka: Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, ABD

Mikropipet seti: Axygen (P10, P20, P200, P1000) — Axygen, ABD
Santrifiij: Biofuge fresco — Heraeus, Almanya

Spektrofotometre: Nanodrop One - Thermo Fisher Scientific, ABD

Termal dongii cihazi: Veriti™ 96 Well Thermal Cycler - Applied biosystems, ABD
Vorteks: Multi-Vortex V-32 — Biosan, Letonya

Yeni nesil dizileme cihazi: Miseq — Illumina, ABD
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3.1.3 Kimyasallar ve kitler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar ve kitler agagida belirtilen iiretici firmalardan

temin edilmistir (Tablo 7):

Tablo 7. Kimyasal ve kitlerin temin edildigi firmalar

KIMYASAL /KIT

URETICI FIRMA

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

Yiikleme boyasi(TiboGold)

Inovatif Biyoteknoloji, Tiirkiye

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

Soliisyon ve tampon ¢6zeltilerin hazirlanmasinda kullanilan cam sigeler (100, 250,
500 ve 1000 ml) Isolab (Almanya) firmasindan, plastik tiipler (200, 600, 1500 ve 2000
mikrolitre) ise Eppendorf (Almanya) firmasindan alinmistir. Plastik plaklar (yeni nesil
dizi analizi i¢in) ve pipet uglar1 (10, 20, 200 ve 1000 mikrolitre) Axygen (ABD)
firmasindan saglanmistir. Miseq cihazinin plastik malzemeleri ise Illumina (ABD)

firmasindan temin edilmistir.

3.1.5 Standart soliisyon ve tampon cozeltiler

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 i¢in: 30 mLsteril distile su, 70 mL
%100 EtOH

0,2M NaOH 100 mL i¢in: 20mL 1M NaOH, 80 mL
distile su

3.1.5.1 PZR’ye uygun steril distile su

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), pirifikasyon ve PZR iirlinlerinin
diliisyonunda kullanilacak sular litrelik distile su sisesinden 1000ul olarak 1,5 mL
eppendorf tiiplere porsiyonlanmis ve 85°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Soguduktan

sonra kullanima hazir olarak +4°C’de saklanmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Periferik kandan genomik DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyon islemi “QIAmp DNA Mini Kit” kullanilarak
“QIACube DNA izolasyon” cihazinda iiretici firmanin talimatlaria uygun sekilde

gerceklestirilmistir.

Uygun kosullarda saklanan (+2-8 °C) periferik kan 6rneklerinden 230 ul alinarak
2 mL’lik tiplere aktarilmistir. Tipler, hasta numaralariyla eslesecek sekilde
siralanarak “QIACube DNA Izolasyon” cihazina yerlestirilmistir. DNA izolasyonunda

kullanilacak soliisyonlar ilgili alanlara konulmustur.

Prosediire uygun olacak sekilde cihaz, drneklerin iizerine 200 ul Lysis Buffer
(AL) ve 20 pl Proteinaz K ekledikten sonra vorteksleme ve inkiibasyon islemlerini
tamamlamistir. Inkiibasyon sonrasi Orneklerin iizerine 200 pl etanol (absolut)
eklenmistir. Ornekler filtreli tiiplere aktarilmis ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Temiz tiiplere aktarilan filtrelerin tizerlerine 500 pl Washing Solution I
(AW1) eklenmis ve 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra ayni1 iglem
Washing Solution 2 (AW2) ile tekrar edilmistir. Izolasyon isleminin son basamag:
olarak filtreler cihaz tarafindan temiz tiiplere aktarilmis ve tizerlerine 100 pl Elution
Buffer (AE) eklenerek 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. DNA’lar cihazdan
cikartilarak +2-8 °C’de saklanmustir.

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve saflig1 saptanmak iizere 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda Nanodrop One cihazi kullanilarak spektrofotometrik 6lgiim

yapilmustir. A2so/ Azgo orani 1,8 —2,0 olan DNA 6rnekleri saf olarak kabul edilmistir.

3.2.2 Yeni nesil dizileme analizi

Bu ¢alismada 355 6rnekte, hiicre dongiisii ve DNA tamir yolaklarinda yer alan 26

genin (ABRAXAS1, ATM, BARD1, BLM, BRCAL, 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

yapilmustir.

Genomik DNA kullanilarak yapilan yeni nesil dizileme analizinin asamalar1 Sekil

5’te 6zetlenmistir.

Amplikonlarin
agoroz jelde
yiiriitiilmesi

Genomik DNA 1. Amplifikasyon
izolasyonu (Multipleks PZR)

illumina Miseq
cihazinda
kiitiiphanenin
dizilenmesi

DNA
Kiitiiphanesinin
Piirifikasyonu

Kiititphanenin
diliisyon ve
birlestirilmesi

Amplikonlarin
manyetik
honcuklarla
temizlenmesi

2. Amplifikasyon
(isa retleme)

Sekil 5. Yeni nesil dizi analizi deney akis semasi

3.2.2.1 Birinci PZR islemi

Cogaltma basamagina gegmeden dnce ornekler “Qubit dsSDNA HS Assay Kit” ile

Qubit Flourometer cihazinda kantifikasyonu yapilarak 10 ng/ul olacak sekilde

normalize edilmistir.

“Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus” kitinde belirtildigi sekilde

her bir 6rnek i¢in 10 pl plex karigimi ve 0.075 pl Taq polimeraz enzimi eklenerek

reaksiyon hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi normalizasyonu tamamlanmais

10 ul hasta DNA’s1 iizerine eklenerek Tablo 8’de belirtilen PZR kosullarinda

cogaltilmistir.
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Tablo 8. Birinci PZR kosullart

Derece Basamak Siire Dongii
98° C [k denatiirasyon 10 dakika 1
95° C Denatiirasyon 45 saniye 20
60° C Baglanma 45 saniye Azalma orani: 1-2°C/s
68° C Uzatma 2 dakika [2.5°C/s altinda
(%50)]
72° C Son Uzatma 10 dakika 1
4° C Bekletme Sonsuz 1

3.2.2.2 Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen PZR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek kalite kontrolii yapilmistir. PZR
riinleri 0,5 X TAE kullanilarak ORTE yiirlitme ve gorintileme cihazi ile
goriintiilenmistir. Bir sise i¢cine kullanilacak konsantrasyondaki jeli elde etmek icin
gerekli miktar agaroz ve 0,5X TAE eklenerek tamamen ¢6ziiliip homojen bir goriintii

elde edilinceye kadar mikro dalga firinda kaynatilmistir.

Ornekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen yiikleme boyasi TiboGold ve
Orange G esit hacimlerde karistirilip (6rneklerin 1/5 hacminde) yiiklenmis ve analiz
icin uygun siirede (30-45 dakika) 100V’da yiiriitiilmiistiir. Uriin boylarinin
belirlenebilmesi i¢in Orneklerle birlikte DNA molekiiler agirlik standardi da (iiriin

boyutuna gore 50 bg veya 1 kb) yliriitiilmistiir.

Uriin boylar1 250-500 bg araliginda dagilmis bir bant seklinde gézlenmistir. Bant

goriilmeyen PZR iirlinlerinin ¢aligmalar1 ayni kosullarda tekrarlanmastir.

3.2.2.3 Birinci PZR sonrasi piirifikasyon islemi

Kalite kontrolii yapilan PZR iiriinlerinin piirifikasyonu “Multiplicom Hereditary
BRCA Cancer MASTR Plus” kitinde belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.
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Manyetik boncuklar islemden 30 dakika dnce oda sicakligina ¢ikartilmistir. 24 pl
manyetik boncuk 200 pl tiiplere dagitilmis, tizerlerine 20 pl PZR iiriinii eklenmistir.
Birlestirilen tiriin manyetik plaka tizerine alinarak manyetik boncuklar tiip ¢eperinde
toplanana kadar beklenmistir. Bu islem sonrasinda 200 pl‘lik pipet yardimiyla
siipernatant uzaklastirilmis ve yikama islemine gegilmistir. iki tekrarli yikama
basamag %70’lik EtOH kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornekler manyetik plaka
tizerindeyken 200 pl %70 EtOH eklenmis ve 30 saniye bekletildikten sonra pipet
yardimi ile ¢ekilip atilmistir. Tekrarli yikama isleminden sonra manyetik plaka
tizerindeki Orneklerin diplerinde kalan EtOH iyice g¢ekilmis ve sonrasinda iiriinler
kurumaya birakilmistir. Kuruma iglemi tamamlandiktan sonra iirlinlerin tizerine 20 ul
steril distile su eklenmistir. Homojen olana kadar pipetle karigtirilimig, daha
sonrasinda da manyetik plak tizerine yeniden konulmustur. Son olarak, siipernatant

cekilerek temiz bir tiipe aktarilmistir.
3.2.2.4 1Ikinci PZR islemi

Birinci PZR iirtinlerinin 1:1000 oraninda diliisyonu tamamlandiktan sonra ikinci
PZR reaksiyonu i¢in Tablo 9’da belirtilen sekilde karisim olusturulmus ve Tablo 10°de

belirtilen kosullar kullanilmistir.

Tablo 9. PZR karisimi bilesenleri ve oranlari

Master Mix Bilesenleri (ul) MASTR Plus Kitleri (ul)
Plex 1
Universal PCR Mix 20
Amplification Reagent 20
MID-P7 4
MID-P5 4

Taq Polymerase

2.5 (1/10 Diliie Edilen Taq)

1/1000 Diliie Edilen 1.PCR

Urint
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Tablo 10. ikinci PZR kosullari

Derece Basamak Siire Dongii
98° C [k denatiirasyon 10 dakika 1
95° C Denatiirasyon 45 saniye 20
64° C Baglanma 45 saniye Azalma orani: 1-2°C/s
68° C Uzatma 2 dakika [2.5°C/s altinda
(%50)]
72° C Son Uzatma 10 dakika 1
4° C Bekletme Sonsuz 1

3.2.2.5 Ikinci PZR sonras: piirifikasyon islemi

Manyetik boncuklar islemden 30 dakika 6nce oda sicakligina ¢ikartilmistir. 25,5
ul manyetik boncuk 200 pl tiiplere dagitilmis, tizerlerine 30 ul PZR iriinii eklenmistir.
Daha sonra yukarida birinci PZR piirifikasyon isleminde anlatildigi gibi yontemin

aynisi uygulanmistir.

3.2.2.6 Amplikonlarin konsantrasyon dl¢iimii

Piirifikasyon sonrasi amplikonlarin konsantrasyon 6l¢iimii Nanodrop One cihazi
kullanilarak spektrofotometrik olgiim ile gergeklestirilmistir. Her orne§in 6l¢iim

sonuglar1 normalizasyon basamagi i¢in kaydedilmistir.

3.2.2.7 Amplikon kiitiiphanesinin hazirlanmasi ve cihaza yiiklenmesi

Normalizasyon islemleri “Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus”
kitinde belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir. Kiitiiphane hazirliklar1 ve cihaza
yiikkleme basamaklar1 ise “lllumina MiSeq System Denature and Dilute Libraries
Guide” kilavuzunda {iretici firmanin belirtildigi sekilde yapilmistir ve cihaza

yiiklenmigtir (106).

33



Konsantrasyon ol¢iim degerleri  kullanilarak her Ornege ait amplikon

konsantrasyonu, asagidaki denklem kullanilarak nM cinsinden hesaplanmustir.

Amplikon havuz konsant. [ng/ul] x 106
656.6 x 473 bg

Amplikon havuz konsant. [nM]=

Elde edilen sonuglar dogrultusunda 6rneklerin 10 nM olacak sekilde diliisyonlart
yapilmis ve daha sonra her Ornek esit hacimlerde birlestirilerek kiitiiphane
olusturulmustur. Olusturulan kiitiiphane seri diliisyonlarla 4 nM, 20 pM ve son olarak

10 pM konsantrasyona diisiiriilmiistiir.

Diliisyonu tamamlanmis kiitiiphane iizerine “Illumina MiSeq System Denature
and Dilute Libraries Guide” kilavuzunda belirtildigi sekilde 12,5 pM konsantrasyonda
PHix kontrolden eklenmis ve cihaza yiiklenecek olan kiitiiphanenin son hali elde
edilmistir (107). Hazirliklar1 tamamlanan 6rnek kiitiiphanesi “Miseq Reagent Kit V3”

kullanilarak MiSeq cihazinda yeni nesil dizileme islemi gergeklestirilmistir.

3.2.2.8 Yeni nesil dizi analizi veri incelemesi

Illumina Miseq cihazinda gergeklestirilen dizileme galismasi sonucunda MiSeq
Reporter v2.6 (Illumina, ABD, 2016) yazilimi ile FASTQ dosyalar1 olusturulmustur
(108) . Elde edilen R1 (Read 1 - Okuma 1) ve R2 (Read 2 — Okuma 2) FASTQ
dosyalar1 paired-end (¢ift sonlu okuma) olarak, Sophia Genetics DDM v4.2 (Sophia
Genetics, Isvigre, 2011) analiz programma yiiklenmis ve hasta Orneklerine ait
varyantlar belirlenmistir (109). Referans genom olarak GRCh37 / hg19 kullanilmstir.
Varyantlar, minimum dizi derinligi 30x, minimum varyant fraksiyonu %20 ve minor
allel frekanst %]1’in altinda olacak sekilde degerlendirmeye alinmigtir. Saptanan

varyantlarin patojenite siniflandirilmast ACMG kilavuzuna gore yapilmistir (74).

3.2.2.9 Iistatistiksel analiz

Elde edilen veriler hastalarin yas, aile dykiisii, varyant siiflar1 ve klinik bulgulari

ile birlikte degerlendirilmis ve SPSS Release 22.0.0°da (PASW Statistics 2013)
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istatistik hesaplar1 yapilmistir (110). P degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Varyant siniflandirmasi analizlerinde muhtemel patojenik ve muhtemel
zararsiz varyantlar, patojenik ve zararsiz gruplar1 altinda incelenmistir. Toplamda

patojenik, VUS ve zararsiz olmak {izere 3 grupta analizler yapilmistir.

Ornekler normal dagilim gdstermediginden, bagimsiz gruplarin ortalamalarini
karsilastirmak i¢in non-parametrik Mann-Whitney U (ikili karsilastirmalar i¢in) veya
Kruskal-Wallis testi (ikiden ¢oklu Kkarsilastirmalar igin) kullanilmistir. Ayrica
degisken gruplar i¢cin Wilcoxon rank-sum testi, kategorik degiskenler i¢in Ki-kare testi
kullanilmistir (Tablo 12). Aile 6ykiisii ile immiinohistokimyasal siniflandirmaya gore
genetik degisiklikler ve tan1 yas1 karsilagtirmasi yapilmistir. Tan1 yas1 (50 yas alt1/ 50
ve 50 lstii), aile Oykiisii (var / yok), gibi ikili karsilagtirmalar i¢in Mann Whitney U
test; tan1 yast (35 yas alt1 / 35-45 yas aras1 / 45 yas iistii), genetik degisikliklerin
patojenite siniflandirmas1 (zararsiz / VUS / patojenik) gibi ikiden c¢oklu
karsilastirmalar i¢in Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Yedi hastanin klinik bilgileri
eksik oldugundan UNMK parametresi ile yapilan karsilastirilmalara dahil

edilememistir.

3.2.3 ClinVar veri tabani yanhs anlamh (missense) varyantlar

Toplam 26 gende gozlemlenen patojenik ve zararsiz varyantlari toplamak igin
10/08/2022 tarihli ClinVar veritaban1 (111) sorgulanmistir. "Cancer", "tumor",
"tumour" anahtar kelimelerinden herhangi birini i¢eren patolojik bir durumla baglantil
varyantlar toplanmustir. Bu listeden, en az 2 yildizli inceleme skoruna sahip yanlis
anlamli varyantlar ClinVar veri seti olarak diizenlenmistir. Mevcut 6rnek grubunda
tespit edilen yanlis anlamli varyantlar, ClinVar seti ile birlestirilmis ve ortaya ¢ikan

varyant listesi, bes farkli protein kararlilik tahmin araci kullanilarak taranmistir (EK4).

3.2.4 AlphaFold2 tahmin analizi

Calismaya dahil edilen 26 gen arasindan 24 tanesinin yapisi, AlphaFold-EBI yap1

veri tabaninin (https://alphafold.ebi.ac.uk) web sunucusuna yiiklenmistir. ATM ve
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BRCAZ2 proteinlerinin yapilari ise 2700 amino asitten daha biiyiik oldugu i¢in web
sunucusuna yiiklenememistir. Bu tlir uzun proteinler, proteom tahmin analizlerine
dahil edilmistir. ATM ve BRCA2 yapilar1 insan proteom koleksiyonundan alinmigtir
(UP000005640). Her iki proteinin yapisinin tahmin islemi, sirasiyla F1, F2, ..., Fn
olarak etiketlenen kismi yapilar ile rtiisen sirali turlar sonucunda gergeklestirilmistir.
Ormegin, BRCA2 yapis1 (3418 amino asit), iist iiste binen on iki yapiyla sonuclanan
on iki siral1 turda tahmin edilmistir. Ust iiste binen yapilar, iki ardisik yapry1 birbiriyle
hizalamak i¢in kullanilmistir. Hizalama isleminden sonra bu yapilardan bir tanesi
kaldirtlmistir. Daha sonra ayrt zincirler hem ATM hem de BRCA2 igin tam
uzunluktaki yapiyt olusturan amid baglar ile birbirine baglanmistir. Birbiri iistiine
bindirme, ortiisme giderme ve model birlestirme islemleri Chimera UCSF (112) ile
gergeklestirilmistir. Model birlestirme sirasinda, AF2 tahminleri (pLDDT) i¢in giiven

skorlart pdb dosyasinin beta siitununda tutulmustur.

3.2.5 Protein kararhhgi tahmin analizi

Varyantlarin proteinin katlanma serbest enerjisi (AAG) tizerindeki etkisini tahmin
etmek i¢in mCSM (113), MAESTRO (101), CUPSAT (102), SAAFEC-SEQ (114) ve
MUpro (100) olmak iizere bes farkli kararlilik tahmin araci kullanilmigtir. Bu tahmin
araglar1 genellikle hesaplama iglemi igin girdi olarak dizi veya yapiyr kabul
etmektedirler (Tablo 11). Bu araglardan SAAFEC-SEQ ve MUpro dizi tabanli iken,
mCSM, MAESTRO ve CUPSAT girdi olarak 3B yapilar1 kullanmaktadir. Yap1 tabanlt
yontemler igin, tiim genlerde AF2 yapilar1 secilmistir. Maestro, stabilize edici
varyantlar1 negatif bir AAG isaretiyle etiketlerken, diger tahmin araglari stabilize edici
varyantlar1 pozitif bir igaretle etiketlemektedir. Diger tahmin araglari ile tutarli olmasi
icin Maestro'nun isaret etiketleri, stabilize edici varyantlar i¢in pozitif, kararlilig

bozan varyantlar i¢in negatif olarak degistirilmistir.
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Tablo 11. Protein kararliligi tahmin araglari

Ad Girdi Isaret degisimi Referanslar
mCSM Yapi AAG<0.0 istikrarsizlastiricr | (113)
MAESTRO Yapi AAG<0.0 istikrarsizlastiric1 | (101)
CUPSAT Yap1 AAG<0.0 istikrarsizlastirict | (102)
SAAFEC-SEQ Dizi AAG<0.0 istikrarsizlagtirict | (114)
MUpro Dizi AAG<0.0 istikrarsizlastiric1 | (100)

3.3  Smrhliklar

Calisma sirasinda ikinci PZR sonrasi yapilan pirifikasyonda istenilen
konsantrasyon seviyelerinde {iriin elde edilemeyen 6rnekler olmustur. Bu 6rneklerin

birinci PZR asamasindan itibaren tekrar edilmesi gerekmistir.

Calismaya katilan yedi hastanin klinik bilgileri eksik oldugundan istatiksel
analizlerde ticlii negatif meme kanseri sorgulamasi ile yapilan karsilastirilmalara dahil

edilememistir.

Orneklerin timor evrelerinin, hastalarin sag-kalimlarinin ve
kemoterapi/radyoterapi gibi tedavilere yanitlarinin bilgilerine biiyiikk ¢ogunlukla

ulasamadigimiz i¢in bu hedefler dogrultusunda ¢alismamiz gerceklestirilememistir.

AlphaFold2 yap1 analizlerinde ATM ve BRCA2 proteinlerinin dizileri ¢ok uzun
oldugu i¢in bu iki proteinin yapist AlphaFold2 araci kullanilarak gerceklestirilememis

ve yapilar1 insan proteom koleksiyonundan alinmak zorunda kalinmustir.

Karsilasilan bir diger zorluk ise maddi kisitliliklardan dolayr daha fazla hasta
ornegi ile ¢alisilamamasi ve 6rnek havuzunun kisith tutulmasidir. Ayni kisithiliktan
dolay1 analiz sirasinda tespit edilen nokta varyantlarinin protein fonksiyonuna gergek
etkisinin belirlenmesi i¢in fonksiyon c¢alismasi gerceklestirilememistir. Ayrica

hastalarin tiimor dokusunda somatik varyantlar da degerlendirilememistir.
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4 BULGULAR

4.1 Yeni Nesil Dizi Analizi

4.1.1 Orneklerin genel bilgileri

Toplamda 355 6rnegin 118’inde (%33,3) hastalikla iliskili varyant saptanmamis
(polimorfizm harig), 237’sinde (%66,7) ise varyant saptanmistir. Cinsiyet dagilimina
bakildiginda varyant saptanmamig orneklerin tiimiiniin kadin (K), saptananlarin ise
3’lniin (%1,3) erkek (E), 234’{iniin (%98,7) kadin oldugu goriilmiistiir. Histolojik alt
degerlendirmede ise oOrneklerin 15’1 (%4,3) lobiiler, 330’u (%95,7) duktal
karsinomdur. Orneklerin sadece 70’1 (%20,1) iiclii negatif meme kanseridir (UNMK).
UNMK olmayan 278 (%79,9) oOrnegin immiinohistokimyasal dagilimi ise su
sekildedir: ER i¢in 103 (%29,6) negatif, 245 (%70,4) pozitif; PR i¢in 143 (% 41,3)
negatif, 203 (%58,7) pozitif; HER2 i¢in 271 (%80) negatif, 68 (%20) pozitiftir. Tim
orneklerin yasinin medyan degeri 47 (%31-78), tan1 yasinin medyan degeri ise 41 (%0-
71) olarak hesaplanmistir. Orneklerin 62’sinin (%18,5) bilinen aile dykiisii yokken,
274’tiniin (%81,5) vardir. Hasta bilgileri Tablo 12°de 6zetlenmis, analiz sonuglart ile

birlikte detayl1 olarak Ek 3’te verilmistir.
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Tablo 12. Yeni nesil dizileme yapilan hastalarin genel bilgileri

Varyant Varyant saptanms «
saptanmamus (118) (237) P Toplam (355)
medyan o range/ medyan/ | range/
n range/% | medyan/n % n %
Yas 46 31-77 47 31-78 0.752 47 31-78
Tam yas1 40 0-70 41 25-71 0.876 41 0-71
K 118 %100.0 234 %98.7 352 %99.2
Cinsiyet 0.554
E 0 % 0.0 3 %1.3 3 %0.8
Histolojik | Duktal 111 %96.5 219 %95.2 0.805 330 %95.7
alttip | Lobiiler 4 %3.5 11 %4.8 ' 15 %4.3
Uglid Hayir 94 %80.3 184 %79.7 076 278 %79.9
764
negatif Evet 23 %19.7 47 %20.3 70 %20.1
Negatif 40 %34.2 63 %27.3 103 %29.6
ER — 0.237
Pozitif 77 %65.8 168 %72.7 245 %70.4
Negatif 54 %46.6 89 %38.7 143 %41.3
PR - 0.228
Pozitif 62 %53.4 141 %61.3 203 %58.7
Negatif 91 %79.8 181 %380.1 272 %80.0
HER2 — 0.607
Pozitif 23 %20.2 45 %19.9 68 %20.0
Aile Hayir 17 %15.6 45 %20.2 o 62 %18.5
oykiisii Evet 92 %84.4 178 %79.8 ' 274 %81.5
* Varyant tespit edilen ve tespit edilmeyen gruplardaki degiskenleri karsilagtirmak igin parametrik olmayan
testler kullanmilmustir. Siirekli degiskenler igin Wilcoxon rank-sum testi, kategorik degiskenler igin Ki-kare
testi kullanilmugtir.

4.1.2 Hedef genlerin amplifikasyonu

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

kiti kullanilarak g¢ogaltilmis ve amplikonlar agoroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir (Sekil 6). Daha sonra yeni nesil dizi analizi ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 6. Multiplicom Hereditary BRCA Cancer MASTR Plus kiti ile PZR. Uriinler
%2’lik agaroz jelde yiiritiilmistir. 1. HP-2018-05 hasta 6rnegi PZR f{iriinii. 2. HP-
2018-06 hasta 6rnegi PZR iiriinii 3. Ornek bulunmayan negatif kontrol. M: 50 b¢ DNA
molekiiler agirlikli standarda.

4.1.3 Verilerin degerlendirilmesi

4.1.3.1 Hedef genlerde saptanan varyant sayilari

Yeni nesil dizi analizinden elde edilen FASTQ dosyalar1 her 6rnek i¢in ayr1 ayri
Sophia Genetics DDM (v4.2) analiz programina yiiklenmis (109), varyant allel
fraksiyonlar1 ve varyantlar belirlenmistir. Ayrica, tiim dizi analizi ham verileri
Sequence Read Archive (SRA) veri bankasina bildirilmistir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA895859).

Calismaya alinan 6rneklerden 237’sinin (%66,2) en az bir varyant tagidigi tespit
edilmigken, 118’inde (%33,8) polimorfizm hari¢, hastalikla iligkili varyant
saptanmamistir (Sekil 7A). 237 ornekte toplam 397 varyant tespit edilmistir. Bir
ornekte en az bir, en fazla dort varyant gozlenmistir (Sekil 7B). Tekrarli varyantlar
(n=11) g6z ard1 edildiginde Ozgiin 256 varyant oldugu tespit edilmistir. Bu
varyantlarin 179°u daha 6nce ClinVar veritabaninda (111) bildirilmemis, geri kalan
79’u ise bildirilmistir (Sekil 7C). 190’1 (%74) yanlis anlamli (missense) varyant, 66’s1
(%26) ise anlamsiz (nonsense), ¢erceve kaymasi (frameshift) ya da kirpilma bolgesi

(splice) olan giidiik (truncating) varyantlardir (Sekil 7D). Yanlis anlamli varyantlarin
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15’1 (%8) patojenik, 108’1 (%57) VUS ve 67’si (%35) zararsiz, diger varyantlarin ise
49°u (%74) patojenik, 11°1 (%17) VUS ve 6’s1 (%9) zararsiz olarak siiflandirilmistir

(Sekil 7E).

e
1 2 3 4
varyant sayisi
d e
" Bl yanlis anlamli (190) yanlis anlamli

b"g'(f)"[/r:is B gidik (66)

o) TrrrrYIlY” )
0000000000 W zararsiz (67, 35%)
0000000000 M patojenik (15, 8%)
0000000000 [ VUS (108, 56%)

bildirilmemis 0000000000 ddiik

(70%) 0000000000 guau
SHEGHA
0000000000
0000000000 W zararsiz (6, 9%)
0000000000 @ patojenik (49, 74%)

@ VUS (11, 17%)
f 40

B yanlis anlamh
0 diger

Sekil 7. Varyant ozelliklerinin dagilimi. A. Hastalikla iligkili varyant saptanan ve
saptanmayan Orneklerin dagilimini B. Her bir hasta i¢in varyant sayisin1 C., D., E. ve
F. varyantlarin sirasiyla 6zgiinliik, tip, klinik 6nem ve genlere gore dagilimlarini
gostermektedir.

Tiim varyantlar iginde 245 tek niikleotid degisimi saptanmig, bunlarin %66,9’u
transisyon, geriye kalanlar (%33,1) ise transversiyon varyantlaridir. Degisikliklerin

hangi niikleotidler arasinda oldugu Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. Varyantlardaki tek niikleotid degisimlerinin dagilimi. Transisyonlarin orani
(%66,9) transversiyonlara (%33,1) gore daha fazladir.

Tespit edilen varyantlarin ACMG smiflandirmasima gore tiim genlerdeki
dagilimlar1 Sekil 9°da &zetlenmistir. Onemi belirsiz varyant (OBV/VUS) sayisinin
(%51,8), patojenik (%16) ve zararsiz (%32,2) varyant sayisindan daha fazla oldugu

saptanmistir.
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Sekil 9. Ttim genlerdeki varyant siniflarinin dagilimi. En ¢ok patojenik varyant BRCA1
ve BRCA2 genlerinde (%9,26), en ¢ok VUS varyant ise (%17,8) ATM geninde tespit
edilmistir.

Varyantlarin, tespit edildikleri gen tlizerindeki dagilimini degerlendirmek i¢in

varyant frekanslar1 hesaplanmistir. Tiim 6rneklerde tespit edilen varyant sayilarinin

42



(Sekil 10A) ve frekanslarimin (Sekil 10B) genlere gore dagilimi Sekil 10°da

Ozetlenmistir.
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A Varyant s3y13 B Varyant frekans:

Sekil 10. Varyant sayilarinin ve frekanslarinin genlere gore dagilimi. A. Varyant sayisi
B. Varyant frekansi. Toplam genlere ait varyant frekanslari; gen varyant sayisi, genin
baz ¢ifti (bg) olarak biiyiikliigline boliinerek normalize edilmis ve hesaplanmistir. En
yiiksek varyant sayist BRCA2 geninde, varyant frekansi ise RAD50 geninde tespit
edilmistir.

Varyantlarin immiinohistokimyasal o6zelliklerine gore dagilimi Sekil 11’de

Ozetlenmistir.

HR Pozitif, HER2 Negatif
I 28

L . I 11
Ugllu Pozitif
2
e
Sadece HER2 Pozitif 18
| ]
. I 33
Ucli Negatif 24
I 16
0 10 20 30 40 50 60 70 80

B Zararsiz VUS ® Patojenik

Sekil 11. Immiinohistokimyasal siniflandirma ile varyant sayilarii dagilimi. Hormon
pozitif [HR: ER(+) / PR(+)], Gglii pozitif [ER(+) / PR(+) / HER2(+)], ti¢li negatif
[ER(-) / PR(-) / HER2(-)]

Tespit edilen tiim varyantlarin 51°i (%16,8) patojenik olarak siniflandirilmistir.

Patojenik varyantlarin yas araliklarina gore dagilimi Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. Yas gruplarina goére patojenik varyantlarin dagilimi. Tiim yas gruplarinda en
yiiksek patojenik varyant sayist BRCA2 (%35,2) geninde tespit edilmistir.

4.1.4 Verilerin istatistiksel analizi

4.1.4.1 Analiz sonuglarin belirli parametrelerle karsilastirilmasi

Tan1 yas1 ve varyasyon sayilar1 (toplam ve patojenite durumuna goére ayri ayri
olmak iizere); hastalarin aile 6ykiisii, timdrlerin immiinohistokimyasal siniflandirmasi
ve belirli genlerdeki (BRCA1 / BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1 / MSH2 / MSH6 /
MUTYH / PMS2) varyasyon durumlart ile birlikte degerlendirilmis ve istatistik
hesaplar1 yapilmistir. Aile oykiisii varligl ailede meme / yumurtalik, pankreas veya
prostat kanseri 6ykiisii olmast durumuna gore belirlenmistir. Ayrica, analizler tani yasi

araliklarina (35 alt1/ 35-45 / 45 {izeri veya 50 yas alt1 / 50 ve iistii) gore de yapilmustir.

Tan1 yas1 analizlerinde sadece aile Oykiisii (p=0,04), 50 yas alt1 / 50 ve isti
gruplandirma yapildiginda ise VUS sayist (p=0,035) anlamli bulunmustur. Tan1 yas1
35 alt1/35-45 /45 tizeri degerlendirmesinde ise 35 yas alt1 ve 35-45 (p=0,025) gruplar:

arasinda patojenik varyantlarda anlamli farklar saptanmustir.

Toplam varyant sayilar1 degerlendirildiginde, sadece analiz edilen genlere gore

anlamli farkliliklar saptanmustir (Tablo 13). Immiinohistokimyasal [ER / PR / HER2 /
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UNMK (var / yok)] sonuglar ve varyantlarin patojenite simiflar1 degerlendirildiginde
ise, VUS dagilimi sadece HER2 grubunda (p=0,041) anlamli bulunmustur. Diger
gruplar ile yapilan karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir sonug tespit
edilmemistir. Gen analizinde zararsiz varyantlar CHEK2 harig tiim genlerde, VUS tiim
genlerde, patojenik varyantlar ise BRCA1 / BRCA2 ve CHEK2 genlerinde anlaml
olarak saptanmistir (Tablo 13).

Tablo 13. Belirli genlerdeki toplam ve patojenite durumuna gore smiflandirilmis
varyant sayilarinin istatistiksel analizi

Gen(ler) Varyant Patojenik VUS Zararsiz
Sayisi Varyantlar Varyantlar Varyantlar

ATM <0,001 0,051 <0,001 0,001
BRCA1/2 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CHEK?2 <0,001 0,001 <0,001 0,073
MLH1/MSH2/ <0,001 0,149 <0,001 <0,001
MSH6/ MUTYH

[ PMS2

P degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4.1.5 ClinVar veri tabanindan toplanan verilerin degerlendirilmesi

Caligmada tespit edilen yanlis anlamli varyantlara ek olarak ClinVar veri
tabanindan 26 gende tespit edilmis 31.253 yanlig anlamli varyant toplanmistir (Sekil
13A). Daha giivenilir bir degerlendirme yapmak adina patojenite sinifi ¢eliskili veya
tek bir kisi tarafindan bildirilmis (degerlendirme skoru=1) olan varyantlar elenmis,
geriye 16.572 varyant kalmistir (Sekil 13B). Onemi belirsiz etiketliler ¢ikartilip,
sadece patojenik ve zararsiz etiketli varyantlar hesaplandiginda 1457 varyant tespit
edilmistir (Sekil 13C). ClinVar veri tabanindan elde edilen sonuglar Sekil 13’de
Ozetlenmistir (EK 4).
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Sekil 13. ClinVar veri tabanindaki yanlis anlamli varyantlarin dagilimi. A.
Varyantlarin degerlendirme skoruna gore dagilimlari. B. Degerlendirme skoru en az
iki olan varyantlarin klinik 6neme gore dagilimi. C. Patojenik ve zararsiz varyantlarin
genlerdeki dagilimi. D. VUS varyantlarin genlerdeki dagilimi

4.1.6 AlphaFold2 tahmin araci analizlerinin degerlendirilmesi

Yanlis anlamli varyantlarin yapisal etkisini aragtirmak i¢in AF2 tarafindan tahmin
edilen yapilar kullanilmistir. Dogru tahminleri yanlis olanlardan ayirt etmek ig¢in, her

bir proteindeki her pozisyonun kalinti bagina giiven skoru (pLDDT) hesaplanmustir.
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ATM ve BRCA2 proteinleri ¢cok uzun olduklari i¢in AF2 yapilar elde edilememistir.
Bu iki protein haricinde geriye kalan 24 gen i¢in protein yapisi olusturulmustur. Tablo

14°de 26 gen i¢in protein yapilarinin analiz sonuglar1 gosterilmektedir.

Tablo 14. 26 genin deneysel ve AF2 yapilarinin 6zeti

. PDB
Gen Adi Unl'pDrOt UZ(L;Z')UK yap  AF2tahmin Kﬁ?::g;g;gm
sayisi
ABRAXAS1 Q6UWZ7 409 4 AF2 DB 89.01
ATM Q13315 3056 10 Insan 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
BRCAZ2 P51587 3418 6 Insan proteom 32.615*
BRIP1 Q9BX63 1249 3 AF2 DB 80.57
CDH1 P12830 882 20 AF2 DB 89.695
CHEK2 096017 543 38 AF2 DB 88.74
EPCAM P16422 314 2 AF2 DB 93.435
MEN1 000255 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 QOUIF7 546 2 AF2 DB 92.835
NBN 060934 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 043502 376 0 AF2 DB 92.625
RAD51D 075771 328 1 AF2 DB 93.095
STK11 Q15831 433 3 AF2 DB 94.02
TP53 P04637 393 243 AF2 DB 91.36
XRCC2 043543 280 0 AF2 DB 94.24
*Ug tahmin birlestirilmistir ve kiiresel pLDDT skorlart ATM protein i¢in 85.71,87.455,
82.515 ve BRCA?2 proteini i¢in 31.725,28.81,83.48 gibidir.
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Tam uzunluktaki yapiy1 elde etmek i¢in, yapilardaki kesisen bolgeler yinelemeli
olarak {ist iiste bindirilmis ve olusan modeller birlestirilmistir. ATM i¢in F1, F7 ve F10
yapilar1 kullanilmistir (Sekil 14A). Bu yapilarin yiiksek kiiresel pLDDT skoruna
(sirasiyla 85,710, 87,455 ve 82,515) sahip oldugu goriilmistiir. Elde edilen veriler,
ATM'nin kismi pargalarina karsilik gelen tahminlerin dogru oldugunu isaret
etmektedir. ATM proteininin tam uzunlugunu elde ederken, F1 ve F7 yapilarinin 200
amino asitlik bir Ortlismeye sahip oldugu goriilmiis ve bu iki yapmin st iiste
bindirilmesi ATM tahmini i¢in bir siireklilik saglayan kii¢iik bir ortalama karekok yer
degisimine (RMSD) yol agmustir (Sekil 14A). Sekil 14B’de ATM proteinine ait AF2
yapisina karsi C terminalinin kristal yapisi iist iiste bindirilmis olarak ve Sekil 14C’de
ise pLDDT giiven skoruna gore renklendirilmis ATM proteininin tam uzunlukta yapisi
gosterilmistir. Sekil 14D-E ve F’de siras1 ile BRCA2 proteinin tam uzunluktaki AF2
yapisi, pLDDT skorlarina gore renklendirilmis RADS51C ve XRCC2'nin AF2 yapilari

goriilmektedir.
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F1 (yesil) v. F7 (turuncu) 0.654 A (181)
F7 (turuncu) v. F10 (mavi) 1.111 A (604)

Sekil 14. Tam uzunluktaki protein yapilarinin AF2 tahminleri. A. ATM AF2
tahminleri ile Ortiisen ikili st liste binmis dizi eslesmelerini gostermektedir. C alfa
atomlarinin ortalama karekok yer degisimi (RMSD / OKYD) gosterilmistir. Bu analiz
sirasinda eslestirilmis toplam atom sayisi parantez iginde verilmistir. B. ATM
proteinine ait AF2 yapisina karsi C terminalinin kristal yapis1 st iiste bindirilmis
olarak gosterilmistir (PDB ID: 7ni6). C. pLDDT giiven skoruna gore renklendirilmis
ATM proteininin tam uzunlukta yapisin1 géstermektedir. D. BRCA2 proteinin tam
uzunluktaki AF2 yapisi, tahminin giivenirligine dayali olarak renklendirilmistir. E. ve
F. sirasiyla pLDDT skorlarina gore renklendirilmis RADS1C ve XRCC2'nin AF2
yapilarin1 gostermektedir (86). Is1 haritas1 olarak verilen grafikler, her bir amino asit
¢iftinin konumsal hatasini géstermektedir (86, 89).
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4.1.7 Protein kararhih@ tahmin analizlerinin degerlendirilmesi

Kapsamli bir veri setini olusturmak i¢in meme kanseri ¢alismasindan elde edilen
veriler ClinVar veri tabanindaki veri seti ile birlestirilmistir. ClinVar’dan gelen
varyant pozisyonlart ve Uniprot konumlarindaki uyumsuzluk gosteren varyantlar
elenmistir. Sonug olarak, 1201 tekrarsiz yanlis anlamli varyant ana veri seti olarak
toplanmustir. Elde edilen veri seti, Maestro, mMCSM, SAAFEC, MUpro ve CUPSAT
olmak tizere bes farkli protein kararliligi belirleyicisi tarafindan analiz edilmistir.
SAAFEC ve MUpro dizi bilgisini kullanirken, araglarin geri kalaninda, AF2
yapilarmimn temel alindigi ii¢ boyutlu yapilar kullanilmistir. Ongoriilen AAG
skorlarinin patojenik varyantlari, zararsiz varyantlardan ayirip ayirmadigini analiz
etmek igin alic1 isletim karakteristigi (ROC/AIK) egrileri kullanilmustir (Sekil 15A).
Egri altindaki alan (EAA/AUC) hesaplamalarina gére, mCSM ve SAAFEC basta
olmak iizere varyant siniflandirmasinda Maestro ve CUPSAT orta diizeyde bir
performans gostermistir (Tablo 15). Daha az erisilebilir pozisyonlar igin goreceli
erisilebilir ylizey alan1 (rASA / gEYA) esik degeri 0,7’ nin alt1 olarak kabul edilmistir
ve bu alt veri seti igin ayr1 bir analiz yapilmistir. Bu set ayn1 zamanda yiiksek pLDDT
skoru olan varyantlari temsil etmektedir. Kararlilik tahmin programlarinin performansi

bu alt sette tiim sete kiyasla bir miktar diismiistiir (Sekil 15).

e “ Pearson 03
toplam .
plddt yiksek .
5 ASA diisiik y
=
: . -0.1
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Sekil 15. Protein kararlilig1 araglarinin ve AF2 yapilarina ait iki 6zelligin patojenite
tahmin performansi. A. ROC egrisi. B. AAG belirleyicilerinin korelasyon analizleri
(patojenik: 445, zararsiz: 647).
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Tablo 15. ROC egrisi altinda kalan protein kararliligi tahmin araglar1 ve iki AF2
yapisinin performans degerlendirmesi

Toplam (P: 456, Z: 637)* pLDDT >=50 (P: 417, Z: 288)*
ROCEAY | 95% ClI p ROCEA | 9509 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
pIDDT 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:Zararsiz

Deneysel olarak elde edilmis AAG degerleri dahi patojenisite mekanizmalarini
tam olarak agiklamayabilir. Ancak, AAG tahmin araglarmin birbirleriyle tutarh
sonuglar iiretmesi beklenmektedir. Bu araglarin tutarliligini degerlendirmek igin,
skorlarin ¢apraz korelasyonlari, toplam veri seti skorlar1 ve yliksek pLDDT puanlari
olan alt kiimeler icin hesaplanmistir. Capraz korelasyon analizi sonucunda farkl
araclarin AAG skorlar1 arasinda biiyiik farklar oldugu tespit edilmistir. En iyi
performans gosteren mCSM ve SAAFEC skorlari arasinda orta diizeyde bir
korelasyon bulunmustur. Diger araglar icin korelasyon skoru elde edilememistir.
Ozellikle ROC egrisi ve AAG korelasyon analizlerinde performans gostermeyen
MUpro; SAAFEC ve mCSM ile iligkili skorlar iiretmistir. MUpro’nun aksine
patojenik varyantlari ayirt etmede diisiik diizeyde performans gosteren CUPSAT,
tahmin araclarinin higbiriyle korele skorlar iiretememistir. Aslinda, Maestro ve diger
araglarin skorlar1 arasindaki korelasyonlar, yiiksek pLDDT skorlarina sahip zararsiz
varyantlar i¢in biraz iyilesirken, patojenik varyantlar i¢in korelasyonlar

etkilenmemistir (Sekil 16).
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laralrsu‘ pLDDT Yuksek Zararsiz
Toplam Patojenik Patojenik

mCSM  Maestro

CUPSAT MUpro SAAFEC
\d
\
\

Maestro mCSM  SAAFEC MUpro CUPSAT Maestro mCSM SAAFEC MUpro  CUPSAT

Sekil 16. Toplam veri seti ve yiiksek giivenilirlige sahip bolgeler ()LDDT yiiksek) igin
kararlilik araglarinin ¢apraz korelasyonu

Son olarak, patojenik ve zararsiz varyantlari ayirt etmede varyantlarin giiven
skorlarindan yiiksek performans elde edilmistir. pLDDT skorlarinin ve rASA
degerlerinin AUC (Sekil 17A) ve korelasyona dayali performanslarin (Sekil 17B)
kanser patojenitesi i¢in iyi bir tahmin araci oldugu gozlenmistir. Varyantin giiven
skoru arttikga, patojenik bir varyant olma olasiligi da artmaktadir. Buna karsilik,
varyantin 3B yapidaki erisilebilirliligi azaldik¢a, patojenik bir varyant olma olasilig1

da yilikselmektedir (Sekil 17).
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Sekil 17. AF2 yapilarina ait iki ozelligin degerlendirilmesi. A. ROC egrisi. B.
Korelasyon analizleri. C. pLDDT ve rASA dagilimi D. pLDDT dagilimi (zararsiz:

yesil, patojenik: kirmizi)
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5 TARTISMA

5.1 Tartisma

Meme kanseri vakalariin %75-80'i genellikle sporadikken, geri kalan vakalar ya
ailesel (%15-20) ya da kalitsal (%5-10) meme kanseri ile iliskili genlerdeki esey hatti
patojenik varyantlarindan kaynaklanmaktadir (115). Yeni nesil dizi analizi ile beraber
basta BRCA1 ve BRCA2 genleri olmak {izere meme kanseri ile iligkili birgok gen tespit
edilmistir (67). Bu durum, risk tasiyici bireylerde ve hastalarda s6z konusu genlerin
hizli bir sekilde analiz edilebilmesi i¢in hedefe yonelik gen paneli ¢aligmalarim
artirmustir (116). Ozellikle, homolog rekombinasyon (HR) eksikligi olan kanserler i¢in
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesiyle birlikte tedaviye yardimci olacak genlerin

belirlenmesi ve etkilerinin arastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmistir (117).

Yakin zamanda yapilan c¢alismalar, panel testlerinin arti ve eksilerinin
degerlendirilmesi gerektigini isaret etmektedir (118, 119). Ozellikle bu panellerde
tespit edilen varyantlarin ¢ogunlugunu hasta kaygisina yol acabilecek VUS’larin
olusturmasi ¢oklu gen panellerinin faydalarin1 gélgelemektedir (120). Dolayisiyla
panellerde tespit edilen VUS’larin hastalik seyrine etkisinin belirlenmesi bityiik 6nem
kazanmistir. Paneldeki birgok genin aksine, kesiflerinden gliniimiize kadar BRCA 1/
2 genlerindeki varyantlar i¢in kapsamli veri elde edilmistir (115). BRCA 1 / 2
genlerinde ¢ok sayida varyant tespit edilmesi, bu genlerin yiiksek meme kanseri riski
ile iligkisi goz oniinde bulunduruldugunda oldukca anlamlidir. Diger yandan ATM,
BARD1, CHEK2, RAD51D ve NBN gibi daha az sayida varyanta sahip genler, diisiik /

orta riskli meme kanseri genleri olarak siniflandirilmaktadir (121).

Son zamanlarda dogru sayida gen igeren dogru paneli se¢gmenin O6nemi iyice
artmistir, bu durum testlerin giincellenmesi ve sonuglarmin yeniden gozden
gecirilmesi ihtiyacinin altin1 ¢izmektedir (119). Bu nedenle, dogru panel testinin
secilmesi ve daha da dnemlisi dogru sayida genin secilmesi teshis siirecinin ayrilmaz

bir parcas1 olarak hastaya biiyiik fayda saglayacaktir.

54



Amacimiz dogrultusunda 355 meme kanseri hasta grubunda hastalikla iligkili
oldugu diisiliniilen 26 gen yeni nesil dizi analizi yontemi ile incelenmistir. Saptanan
varyant degisimleri ACMG kilavuzuna gore siniflandirilmis ve belirli degiskenler [tan1
yas1, immiinohistokimyasal degerlendirmesi (ER / PR / HER?2), aile 6ykiisii] ile olan
iliskisi istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica g¢esitli tahmin araglar
kullanilarak tespit edilen varyantlarin protein yapisina ve kararligina etkisi

arastirilmistir.

5.1.1 Yeni nesil dizi analizi

Yeni nesil dizi analizi sonucunda 237 (%66,2) 6rnekte en azindan bir tane varyant
tespit edilmisken, 118 (%33,8) o6rnekte meme kanseri ile iligkili olabilecek varyant
tespit edilmemistir. Varyant tespit edilen ve tespit edilmeyen gruplar arasinda hasta
Ozellikleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamuistir (Tablo 12). Bu durum, meme
kanserinin molekiiler veya klinik 6zellikleri ile 26 gende bir varyant saptanmasi
arasinda zayif bir baglant: oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle, meme kanserinin
onemli molekiiler 6zelliklerinden biri olan ve hastaligin prognozu ile iliskili olan ER,
PR ve HER2 (122) gibi hormon reseptorlerinden herhangi birinin varligi ya da
yoklugu, 26 genden birinde varyant olan ve olmayan gruplar arasinda degisiklik

gostermemistir.

Tespit edilen varyantlarin degisim tipine bakildiginda patojenik olarak
siniflandirilan varyantlarin daha ¢ok giidiik degisimler oldugu, buna karsilik VUS ve
zararsiz varyantlarin yanlis anlamli degisimler oldugu saptanmigtir. Guidiik
varyantlarin, tek niikleotid degisimlerine gore daha yiiksek olasilikla protein yapisinin
bozulmasina ve islev kaybina sebep olmasi beklenmektedir. Elde edilen sonug¢ bu
goriis ile uyumludur (123). Varyant degisimlerinin tipleri, genlere gore de farkliliklar
sergilemistir. Ozellikle, ATM, CHEK2, PALB2 ve RAD50 genlerindeki varyantlar
biiyiik 6l¢iide yanlig anlamli varyantlarken, BRCA genlerinde ise yiiksek oranda giidiik

varyantlar gézlenmistir.
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DNA hasar1 ve onu olusturan DNA onarimi mekanizmalari tarafindan tanimlanan
her mutasyon siireci, kanser genomu fiizerinde karakteristik bir iz veya mutasyon
imzasi birakir (124). Sonug olarak meydana gelen mutasyon, onu olusturan kaynaga
ne kadar siire ve yogunlukta maruz kalindigi ile belirlenmektedir (125). Meme
kanserindeki mutasyon imzalarini tespit etmek igin yapilan calismada 12 farklh
mutasyon imzasi saptanmistir (126). Meme kanserinde gozlenen bu imzalar igerisinde,
imza 1B (imza 1 ve imza 5 olarakta bilinmektedir) tani yasi ile iliskilendirilmistir, imza
2 ve 13 APOBEC sitidin deaminazlarinin aktivitesiyle, imza 3 BRCA1 / BRCA2
yetersizligi ile, imza 6, 20, ve 26 ise yanlis eslesme tamir mekanizmasi eksikligi ile
iliskilendirilmistir (126, 127). Mutasyon imzasi profillerinin belirlenmesinde rol
oynayan tek niikleotid degisimleri goz oniinde bulunduruldugunda ¢alismamizda C>T
degisimi (%38,8) yiiksek oranda gézlemlenmistir. Bu degisimi, T>C (%20,8) takip
etmektedir (Sekil 8). Elde edilen veriler, COSMIC veri tabanindaki (128) mutasyon
imzas1 profilleri ile karsilagtirtlmis ve imza 5 ile yakin bir benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Bu sonug, imza 5’in meme kanserinde %75’ten fazla siklikla goriilmesi
ve tani yasi ile iliskisi olmasi agisindan galismamiz ile uyumlu bulunmustur (127).
Esey hatt1 tek niikleotid degisimlerinin de hastanin mutasyon imzasi profilinin ve
tedavi seceneklerinin  belirlenmesinde katki saglayabilecegi géz Oniinde

bulundurulmalidir.

Tiim genlerdeki varyant dagilimi incelendiginde VUS sayisinin (%51,8),
patojenik (%16) ve zararsiz (%32,2) varyant sayisinin Oniine gegtigi saptanmistir.
Patojenik varyant tasiyan sekiz gen tespit edilmistir. Iki patojenik varyant1 bir arada
tasiyan dort hasta mevceuttur. Sekiz varyantin yedisi glidiik, bir tanesi ise yanlis anlaml
varyant tipinde gozlenmis olup, bu varyantlar ATM ve RAD51D, BRCA2 ve PTEN,
BRCA2 ve CHEK2, PALB2 ve CHEK2 gen ikililerinde saptanmistir. TP53 ve EPCAM
hari¢ tiim genlerde VUS varyant saptanmis, en yilksek VUS varyant orani ATM
(%17,8) geninde goriilmiistiir. Zararsiz varyantlar en ¢cok BRCA2 ve RADS0
genlerinde saptanmis, CHEK2, PTEN, TP53 ve XRCC2 genlerinde zararsiz varyant
saptanmamistir. En ¢ok varyant BRCA2 geninde gézlemlenmis, EPCAM geninde ise
varyant tespit edilmemistir (Sekil 9). En yiiksek VUS varyant sayisina sahip genlerde
varyant lokalizasyonlari incelendiginde 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 6ne ¢iktig1 gozlemlenmistir. Ozellikle, CHEK2 geninde saptamis

oldugumuz patojenik varyasyonlarin da bu iki domainde yer aldig1 goriilmiistiir.

Varyant sayilar1 ve klinik simiflandirma dagilimlarina bakildiginda ozellikle
BRCAL, BRCA2, ATM, ve CHEK2 genlerinin 6n plana ¢iktig1 saptanmistir (Sekil 9).
Patojenik varyantlar goz 6niinde bulunduruldugunda beklenildigi gibi en ¢ok patojenik
varyant meme kanseri genleri olarakta bilinen ve meme ve yumurtalik kanseri gibi
belirli epitelyal malignite tiirlerinin gelisme olasiligini1 6nemli 6l¢lide artiran tiimor
baskilayict BRCA1 ve BRCA2 genlerinde tespit edilmistir (129, 130). Bu genleri, DNA
hasarina yanit dahil olmak tizere bir dizi hiicresel siirecte gorev alan niikleer kinaz
proteinini kodlayan CHEK2 geni (131) ve BRCAZ2 ile etkilesime girerek, niikleer
yapilarda lokalizasyonunu ve stabilitesini kolaylastiran, rekombinasyonel onarim ve
kontrol noktas1 fonksiyonlarini saglamada gorevli bir protein kodlayan PALB2 geni
takip etmektedir (132). Her iki gen de meme kanseri riski ile iligskilendirilmis genler

olduklari igin bu sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (115).

Varyant sayilarina bakildiginda DNA onarimi ve hiicre dongiisii kontroliinde
gorevli bir protein kinazi kodlayan ATM geni ikinci sirada yer almaktadir (133). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ATM geninin bazi varyantlarinin meme kanseri riskini
artirdigt ve kotii prognoz ile iligkilendirildigi bildirilmistir (134). ATM gen
mutasyonlarinin meme kanseri tedavisindeki terapotik stratejilerin sonuglarina iliskin
etkileri tartigmali olmakla birlikte; BRCAL / 2 mutasyonlarinda oldugu gibi, kanser
hiicrelerini platin tiirevi ilaglara duyarli hale getirebilirken, radyoterapi durumunda
daha kotii bir etkiye sebep oldugu, radyoterapiden sonra ikinci bir tlimoriin gelisme
riskini artirdigt da Dbildirilmistir (135-138). Tim bu bilgiler goz Oniinde
bulunduruldugunda ATM genindeki VUS varyantlarin tanida olmasa bile tedavi

seceneklerinin degerlendirilmesinde bir 6nem arz ettigi diigiiniilmektedir.

Varyant frekans1 ve sayilar1 karsilagtirildiginda BRCA2 geninin varyant sayisi
degerlendirmesinde en yiiksek orana sahip oldugu goriilmiistiir. Varyant frekansi

degerlendirmesinde ise RADSO0 birinci sirada yer almaktadir. Ayrica, ATM yiiksek
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varyant sayisina sahip genlerden biri olmasina ragmen biiylik bir gen oldugu icin

varyant frekansinin diigiik oldugu tespit edilmistir.

Immiinohistokimyasal ve varyant siniflandirmalar1 karsilastirildiginda en yiiksek
patojenik varyant sayisi (%58,3) HR (+) / HER2 (-) grubunda tespit edilmistir. Bu
grubun meme kanserlerinin %50’sinde tespit edildigi goz oniinde bulunduruldugunda
patojenik varyant sayisinin yiiksek olmasi anlamli bulunmustur (55). VUS varyant
sayis1 en ylksek yine HR (+) / HER2 (-) grubunda saptanmis olup, iiglii pozitif ve
sadece HER2 (+) grubunda VUS’larin sayis1 diger siniflarin 6niine ge¢mistir. Zararsiz
varyant sayilar1 degerlendirildiginde HR (+) / HER2 (-) ve UNMK grubu en yiiksek
orana sahiptir. HR (+) / HER2 (-) grubunun tiim varyant siniflarinda en yiiksek orana
sahip olmasinin, ¢alismada bu grubun kapsadigi 6rnek sayisinin digerlerinden fazla

olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Diinya genelinde kalitsal meme kanseri risk degerlendirmelerine gore
birinci/ikinci derece akrabalarda 50 yas altinda meme kanseri ya da herhangi bir yasta
yumurtalik kanseri varligi yiiksek risk olarak gruplandirilmaktadir. Ayrica,
birinci/ikinci derece akrabasi 35 yas altinda meme kanseri olanlar da bu grupta
degerlendirilmektedir. Bunlardan dolay1 ve iilkemizde meme kanseri taramasi 40 yas
itibariyle bagladig1 igin patojenik varyantlar {i¢ yas grubu (35 yas / 35-45 / 45 yas tistii)
altinda da incelemistir (139). Bu inceleme sonucunda BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin
tiim yas gruplarinda en yliksek patojenik varyant sayisina sahip oldugu goriilmiistiir.
Kalitsal meme kanseri hastalarinin %30 gibi bir kisminda bilinen patojenik varyantlar
saptanmig olmasina ragmen (47), bu oran ¢alismamizda %16,8 olarak hesaplanmuistir.
Aradaki sayisal farkin ¢alisma grubuna dahil edilen hasta sayisinin 355 ile simnirh

olmasindan kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Analiz sonuglarma gore yatkinlik genlerinin tespit edilebilmesi, kisiye o6zel
prognostik ve prediktif belirteclerin tanimlanabilmesi ve saptanan varyantlarin tedavi
yontemleri ile iliskilendirilebilmesi i¢in belirli parametrelerle analizler yapilmistir.
Ornegin, genomda meydana gelen varyasyonlarin meme kanseri biyolojisini yansitan

belirli degiskenlerle [yas, aile Oykiisii gibi demografik o6zellikler, histopatoloji
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(hormon reseptdr varligl), klinik énemi olan varyant smiflamasi vb.] iliskisinin

istatistiksel degerlendirilmesi yapilmistir.

Veri setimizden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde BRCA1, BRCA2, ATM
ve CHEK2 genleri hem varyant sayist ve siniflandirmalarinda hem de literatiirde 6n
plana ¢iktig1 icin bu genler istatistiksel analizlere dahil edilmistir. Bu genlerin yani sira
DNA tamir genlerinde (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ve MUTYH) veri setindeki diger
parametreler ile iligskisini anlamak ve 6zel bir dagilim gosterip gostermedigini tespit
etmek icin istatistiksel ¢aligmalar yapilmistir. Ancak s6z konusu genlerde bireysel
olarak tespit edilen varyant sayisi az oldugundan, tek bir grup altinda bir biitiin olarak
analizler yapilmistir. Ayrica, BRCA1 ve BRCAZ2 genleri birlikte degerlendirilmis olup
BRCA grubu altinda karsilastirmalar yapilmistir.

Tan1 yas1 ile yapilan karsilastirmalarda sadece aile oykiisii (p=0,04) anlaml
bulunmus, 50 yas alt1/ 50 ve {istii gruplandirma yapildiginda ise VUS sayis1 (p=0,035)
anlamli bulunmustur. Bu durum, yasin ilerlemesiyle beraber hiicrelerde olusan
mutasyonlarin artmasi ve hiicrede yiiksek oranda birikmesiyle iliskilendirilmistir (15,
27). Ayrica, patojenik varyant sayist ve tani yasi 35 alt1 / 35-45 / 45 iizerine yapilan
degerlendirmede ise 35 yas alt1 ve 35-45 (p=0,025) gruplarinda patojenik varyantlarda

anlaml farklar saptanmigtir.

Meme kanserinde immiinohistokimyasal smiflandirma hastanin tedavi
secenekleri ve prognozu i¢in 6nem arz etmektedir (55). Bu nedenle orneklere ait
immiinohistokimyasal degerlendirmeler de istatistiksel analizlere dahil edilmistir.
Analiz sonucunda immiinohistokimyasal [ER / PR / HER2 / UNMK (var / yok)]
sonuglar ve varyantlarin patojenite siniflar1 degerlendirildiginde, VUS dagilim1 sadece
HER2 grubunda (p=0,041) anlamli bulunmustur. Diger gruplar ile yapilan
karsilastirmalarda istatistiksel olarak anlamli bir sonug tespit edilmemistir. Tan1 yasi
ve immiinohistokimyasal sonuglar birlikte degerlendirildiginde anlamli bir fark

saptanmamuistir.
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Toplam varyant sayilart ile yapilan karsilastirmalarda, sadece analiz edilen
genlere gore anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Zararsiz varyantlar CHEK2 harig tiim
genlerde, VUS tiim genlerde, patojenik varyantlar ise BRCAL / BRCA2 ve CHEK2
genlerinde anlamli olarak saptanmistir (Tablo 13). BRCA1 / BRCA2 genlerinin meme
kanseri ile iligkisi gz oOniinde bulunduruldugunda varyant sayilari ile yapilan
degerlendirmelerde tiim siniflarda (zararsiz / VUS / patojenik) istatistiksel olarak

farkliliga sahip olmasi beklenen bir durumdur (4, 6, 67).

Caligmada elde edilen veriler yiiksek heterojenite gosterdiginden belirtilen

sonugclar harig istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilememistir.

5.1.2 ClinVar verilerinin degerlendirilmesi

Calismamizdaki veri seti ile ClinVar veri tabanindan almman veri seti
karsilastirildiginda her ikisinde de 6zellikle yanlis anlamli varyant grubunun biiyiik bir
kisminin VUS olarak siniflandirildigr  goriilmiistiir (Sekil 7E). Genel olarak,
ClinVar’da caligmaya dahil edilen 26 gende en az 2 yildiz degerlendirme skoru ile

yapilan sorgulamada 957 yanlis anlaml1 varyant tespit edilmistir.

Degerlendirme skoru yiiksek olan az sayida gen saptanmistir (Sekil 13C). Yanlis
anlamli varyantlarin sayilarina bakildiginda 26 genin 19’unda toplam varyant sayisinin
50’ye ulagsmadig1 goriilmistiir. Ozellikle de; ATM, BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2,
PTEN ve TP53 genlerinde yanlis anlamli varyantlar olduk¢a fazla bildirilmistir.
Ayrica, zararsiz veya patojenik siniflandirilmig yanlis anlamli varyantlarin az sayida
bildirildigi genlerde, VUS’lar da az bildirilmistir (Sekil 13D). Ornegin, ABRAXASI,
BLM, EPCAM, MEN1 ve XRCC2 genlerinde yanlig anlamli varyantlar, klinik 6nemi
ne olursa olsun son derece nadirdir. Bu sayinin en az oldugu gen, BRCA1'e baglanarak
kompleks olusturan ve DNA hasar yamiti i¢in gerekli bir proteini kodlayan
ABRAXAS1’dir (140). Bu gendeki patojenik/muhtemel patojenik varyantlarin meme
kanseri riskinde artisa sebep oldugu bilinmesine ragmen (4), bildirilmis varyant sayisi

¢ok azdir.
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Kopya sayisi varyantlar1 gibi yanlis anlamli varyantlarin disinda da hastalikla
iligkili varyant tipleri olabilecegi i¢in 26 gendeki bu tip degisimlerin dagilim1 da ayrica
incelenmistir. Sonug olarak, az sayida yanlis anlamli varyant bulunan genlerde diger
varyant degisimlerinin de az sayida oldugu tespit edilmistir. ClinVar veri setini de
kullanarak elimizdeki varyant sayist artirilmistir. Yine ayni sekilde, yanlis anlamli

varyantlarin genler igerisinde dengesiz bir dagilima sahip oldugu gézlenmistir.

5.1.3 AlphaFold2 tahmin araci analizlerinin degerlendirilmesi

Neredeyse tiim insan proteinlerinin tam uzunluktaki yapist AlphaFold2 veri
tabanindan kolaylikla elde edilebildiginden, ¢alisma kapsamindaki genlerin kodladig
proteinler i¢in AF2 yapilari kullanilmistir (Tablo 14). Ancak, ATM ve BRCA2'nin tam
uzunluktaki AF2 yapilarmin elde edilmesinde bazi zorluklar yasanmigtir. Bu iki
protein, diger 24 proteinden daha biiyiik oldugu igin protein yapilari insan proteom

koleksiyonundan temin edilmistir.

ATM'in yapisi daha 6ncesinde karakterize edildiginden (141), tam uzunluktaki
tahminlerin deneysel yapiyla ne kadar iyi eslestigi de analiz edilmistir (Tablo 14).
Ortaya ¢ikan tam uzunluktaki ATM yapisinin, deneysel olarak ¢6ziilmemis bolgeler
icin bile yiiksek giiven skorlarina sahip oldugu goriilmiis, yiiksek bir kiiresel giiven

skoruna sahip oldugu dogrulanmustir (Sekil 14B-C).

BRCA2 i¢in yinelemeli iist liste bindirme yontemi, temel olarak yapisindaki
kapsamli diizensizlik nedeniyle basarisiz olmustur. Bindirmelerin uzunlugu, on iki
kismi yapinin tamaminin st iiste bindirilmesiyle maksimize edilmis olsa da, son yap1
tam olarak oturmamistir. Bu yiizden oturmamis kisimlar ColabFold kullanilarak
tamamlanmustir (142). Ongoriilen yapilarin uctan uca birlestirilmesi, BRCA2'nin tam
uzunluktaki yapisini olusturulmasini saglamistir. Bu yapinin kiiresel ve yerel olarak
giivenilirligini degerlendirmek icin AF2min giliven skoru kullanilmigtir. BRCAZ2
yapisindaki kapsamli bozukluk, BRCA?2 igin diisiik bir kiiresel giiven skoruna yol
acmistir. Bununla birlikte, bireysel tahmin skorlari incelendiginde, BRCA2’nin C-

terminaline karsilik gelen tiglincii yapinin bu bolge igin yiiksek bir kiiresel skora sahip
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olmasi gilivenilir bir tahmin yapildigini gostermektedir. BRCA2 yapisinin tam boy
tahminlerine bakildiginda, temelde diizensiz bolgelerin diisik pLDDT skorlarina sahip
oldugu, tanimlanmis ikincil yapiya sahip bolgelerin ise daha yliksek skora sahip
oldugu gozlemlenmistir (Sekil 14D). Ayrica, yapilart deneysel olarak
incelenmemesine ragmen RADS51C (Sekil 14E) ve XRCC2 (Sekil 14F) proteinlerinin,
AF2 tahminlerinin yiiksek giivenilirlik gosterdigi saptanmustir.

BRCA2 6rnegi, AF2 yapilarina neden korii koriine glivenilemeyeceginin agik bir
kanitidir. Ancak, BRCA2 proteini tek degildir. N terminalindeki kapsamli diizensizlik
nedeniyle p53 proteininin de hi¢bir zaman tam uzunluktaki yapisi olusturulamamistir
(143). Ayrica, AF2'nin tahmin ettigi BRCA1, BLM ve PALB2 yapilarinin kiiresel
pLDDT skorlarinin 50'den daha diisiik oldugu goriilmiistiir, bu da genel yapilari i¢in
diisiik giivenilirlik anlamia gelmektedir (Tablo 14).

Ozet olarak, AF2 tahminleri, neredeyse tiim insan protein yapilarinin tam
uzunlukta kolayca elde edilmesi agisindan bilyiik avantaj saglamaktadir. Bu nedenle
calismamizda varyantlarin analizi i¢in giivenilir ve glivenilmez bolgeler arasinda
ayrim yapmak amaciyla varyant pozisyonlariin giiven skoru AF2 tahmin araglari

kullanilarak yapilmistir.

5.1.4 Protein kararhhg: tahmin analizlerinin degerlendirilmesi

Yakin zamanda kanser varyantlarina 6zel olmayan daha biiytik bir yanlis anlaml
varyant veri seti iizerinde yapilan ¢aligmada, 13 farkli yap1 tabanli AAG
belirleyicisinin performansi analiz edilmistir (144). Bu ¢alisma ile MUpro disinda
kullandigimiz AAG tahmin araclarinin performansi karsilagtirildiginda, sasirtici bir
sekilde, CUPSAT ve mCSM'in smiflandirma performansinin 26 proteinin
varyantlarinda, diger veri setine oranla daha yiiksek performans gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 15A). Bununla birlikte, AAG skorlarinin, patojenik varyantlart ayirt
etme konusunda diisiik ile orta diizeyde bir kapasiteye sahip oldugu saptanmistir
(Tablo 15). Bu sonucun ardindaki sebep protein istikrarsizligi veya kararliliginin

disinda, kanser patojenitesini yonlendiren alternatif mekanizmalar olmas: seklinde
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aciklanabilir (144). Protein-protein etkilesimleri, alternatif bir mekanizma 6rnegidir.
BRCAIL, BRCALI ile iligkili genom izleme kompleksi olarak bilinen multimerik bir
kompleks olusturan tiimor baskilayict bir proteindir (9). Benzer sekilde, BRCA2
proteini, bir BRCA1-PALB2-BRCA2 kompleksinin olusumu yoluyla rekombinaz
RADS51'in DNA cift sarmal kopmalarina baglanmasini kontrol etmektedir (145).
Bunun yan1 sira BRCA2, PALB2 ve p53 gibi bu paneldeki bazi genler tarafindan
kodlanan proteinlerle etkilesime girmektedir (145, 146). S6z konusu proteinler
BRCA2 haricinde hiicre dongiisii kontrol yolagindaki baska proteinlerle beraber
calisabilmektedir. Oregin, PALB2 homolog rekombinasyon siireci boyunca sarmal
invazyonunu uyarmak i¢in tek sarmalli DNA ve rekombinaz RADSI1D ile iletisime
gecmektedir (4). Yolakta gorev alan bir bagka protein ise BRIP1 geni tarafindan
kodlanmakta olup, hasarli DNA'y1 onarmak i¢in BRCA1'in BRCT alani ile dogrudan
etkilesime girmektedir (147). Tim bu etkilesimler proteinler arasinda biiyiik bir
iletisim ag1 olusturmaktadir. Proteinler ig¢indeki bu iletisim agi, yanlis anlamli
varyantlarin kolayca, serbest formun yapisal kararliligini degistirmeden karmasik

etkilesimleri tetikleyerek patojenik bir etki saglayabilecegini 6ne siirmektedir.

AAG tahmin araclarinin birbirleriyle olan tutarliliklar1 degerlendirildiginde,
tahmin tutarliliginin yiiksek giiven skorlarina sahip alt kiimeler i¢in daha 1yi oldugu
gozlemlenmistir. Daha da O6nemlisi, bu gelisme sadece zararsiz varyantlarda tespit
edildiginden, bu bulgu ayn1 zamanda zararsiz ve patojenik varyantlarin pLDDT skor

dagilimlarinda bir ayrim yapilabilecegi anlamina da gelmektedir.

AF2 giiven skorlarinin patojenik varyantlar1 ayirt etmede sasirtict bir performans
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 17). Varyantin giiven skoru arttik¢a, patojenik bir
varyant olma olasiliginin da arttigi gozlemlenmistir (Sekil 17C). Bu yeni bulgu, AF2
yapilarinin, patojenite tahmini i¢in YZ modellerinin gelecekteki ¢alismalarina katkida
bulunacak, pLDDT skorlar1 gibi saglam o&zellikleri ortaya ¢ikarmak igin
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. AF2 tahminlerinin giiven skoru ile patojenite
arasindaki yakin iliski, yanlis anlamli varyantlarin riskini degerlendirmek icin yeni

kapilar agacaktir.
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Caligmamizda AF2 tahminlerinin giiven skorlarinin patojenite tahmini lizerinde
anlamli bir etkisi olmasina ragmen, ayn1 durumun kararlilik tahminleri i¢in gegerli
olmadigr  gosterilmistir.  Ayrica, literatirde, pLDDT skorlarindan bagka
belirleyicilerin, pozisyona 6zgii skorlama matrisleri veya yapisal 6zellikler gibi farkli
parametreler kullanilarak varyant patojenitesini tahmin ettigi bildirilmistir (148, 149).
Analiz edilen veri setimiz i¢in, AF2 giiven skorlarinin bu bilinen sirali ve yapisal

ozelliklerle benzer bir performans gésterdigi saptanmustir.
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6 SONUC

Son yillarda yeni nesil dizi teknolojilerinin gelismesiyle beraber daha kisa
zamanda ¢ok daha fazla bireyde 6nemli sayida genin dizilenmesi miimkiin kilinmigtir
(150). Bu durum tan1 ve tedavi siireglerinde hastalikla iligkili genlerin ve o genlerdeki
varyant degisimlerinin etkilerinin kesfedilmesine 1s1k tutmustur (151). Ancak, dogru
panel testinin se¢ilmesi ve daha da 6nemlisi dogru genlerin segilmesi teshis siirecinin

ayrilmaz bir pargasi olmaya devam etmektedir.

Bu amagla, caligmaya alinan 26 gen incelenmis ve meme kanseri iliskileri
arastirtlmistir. Calisma sonucunda BRCAL ve BRCA2 genlerinin patojenik varyant
siiflandirmasinda basi ¢ekerken, ATM ve CHEK2 genlerinin VUS siniflandirmasinda
on plana ¢iktigr goriilmistir. Varyant tirleri degerlendirildiginde giidiik
degisimlerinin agirlikli olarak patojenik varyant sinifinda, yanlis anlamli degisimlerin
ise VUS varyant smifinda oldugu tespit edilmistir. Ozellikle saptanan varyant
sayilarina bakildiginda VUS varyant sayisinin patojenik ve zararsiz varyant
sayilarindan fazla oldugu saptanmistir. Bu sonug, bir kez daha VUS varyantlarin

gercek klinik 6neminin belirlenmesinin ne kadar 6nemli oldugunu gdstermistir.

Varyant degisimlerinin %74 linlin yanlis anlamli, %26’simin ise giidiik
varyantlardan meydana geldigi saptanmistir. Tani yasi ve varyasyon sayilari;
hastalarin aile Oykiisii, tlimorlerin immiinohistokimyasal siniflandirmasi ve belirli
genlerdeki (BRCALl / BRCA2, ATM, CHEK2, MLH1 / MSH2 / MSH6 / MUTYH /
PMS2) varyasyon durumlart igin istatistik analizleri yapilmistir. Tani yasi
analizlerinde sadece aile Oykiisii (p=0,04), 50 yas alt1 / 50 ve tstii gruplandirma
yapildiginda ise VUS sayist (p=0,035) anlamli bulunmustur. Analiz edilen genlerde
toplam varyant sayilar1 ve VUS varyantlar istatistiksel olarak (<0,001) anlamlidir.
BRCA1/BRCA2 ve CHEK2 genlerinde ise patojenik varyantlar (<0,001) anlamli olarak

saptanmistir.

Calismamizdaki tek niikleotid degisimleri karsilagtirildiginda transisyonlarin

oraninin (%66,9) transversiyonlara (%33,1) gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Mutasyon imzasi profilleri, somatik tek niikleotid degisimleri ile iligskilendirilmis olsa
da ¢alismamizdaki genler DNA tamir yolaklarinda da rol oynadig: i¢in her bir gende
meydana gelen tek niikleotid degisimleri incelenmis ve imza 5 ile uyumlu

bulunmustur.

ACMG kilavuzunda yanlis anlamli varyantlarin patojenite siniflandirmasinda
varyantin islevsel bir domain {izerinde olup olmadig1 biiyiik bir 6nem tasidig icin
caligmamizda tespit edilen tiim yanlis anlamli varyantlarin protein yapisina ve
kararliligina etkisi arastirilmis, 6zellikle hangi tahmin araglarinin daha dogru bir sonug
verecegini tespit etmek i¢in bes tahmin araci da birbirleriyle karsilastirilmistir. Sonug
olarak, calismamizda protein kararlilig1 araglarinin patojenite siniflandirmasi {izerine
yaptig1 tahminler karsilastirlldiginda, AF2 yap1 tahmin araclari ve deneysel yapi

kokenli tahmin araglar1 arasinda biiyiik bir fark tespit edilmemistir.

Bu calisma sonuclar1 literatiir bilgileri ile de karsilastirildiginda uyumlu
bulunmustur. AF2 yapilari ile yapilan kararlilik tahminlerinin orta derecede tutarlilik
gosterdigi saptanmistir (152). AF2’nin giliven skorlarinin varyant patojenitesini
belirlemede giiclii bir tahmin araci oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, bu ¢alismada

26 kalitsal kanser geninin ilk yapisal analizi gosterilmistir.

6.1 Calismanin Gelecek Planlari

Calismamizda kapsamli ve oldukca heterojen bulgular elde edilmistir. Ozellikle
hastalarda tespit edilen bireysel varyantlarin tanida ve tedavide ne gibi bir etkiye sebep
olabilecegi bilinmemektedir. Varyant saptanan ve saptanmayan hastalar arasinda
tedaviye yantlilik agisindan bir fark olup olmadigiin arastirilmasi, hastanin
prognozunun belirlenmesine fayda saglayacaktir. Ayrica aile bireylerinde meme
kanseri olanlarda ayn1 varyant degisimlerinin olup olmadiginin incelenmesi ve risk
altinda olan hasta yakinlarimin da taranmasi hastalik biyolojisi ile ilgili belirteclerin

tanimlanmasina yol agabilecektir.
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UNMK ’lar oldukga heterojendir ve analiz edilen sinirli sayida UNMK nedeniyle,
alt tipleri ve prognozu yonlendiren molekiiler degisimler kesin olarak
belirlenmemistir. Bu nedenle, alt tiplerinin anlagilmasi tedaviye 6zgii yeni hedeflerin
de belirlenmesinde onemli rol oynamaktadir. Gerek deneysel gerekse de in siliko
olarak transkriptom seviyesinde de arastirmalar yapilmasi tedavi segenekleri kisith

UNMK ’nin molekiiler yapisinin aydinlatiimasinda degerli bir adim olacaktir.

Ornek grubunun sayis1 daha da genisletilip, 6zellikle her bir 6rnegin hem kandan
hem de tiimor dokusundan hedefe yonelik gen paneli galisilmasi, kalitsal ve somatik
degisiklikleri karsilastirmada daha aydinlatici ve yonlendirici olabilecektir.

Tespit edilen VUS varyantlarda, 6zellikle de yanlis anlamli varyantlarda hem
protein tahmin sonuglarini dogrulamak hem de klinik 6neme sahip olan varyantlarin
tanimlanmasi1 amaciyla fonksiyon ¢alismalari yapilmasi ¢ok 6nemli olacaktir. Boylece
hem varyantin protein ilizerindeki gercek etkisinin anlasilmasi hem de kullanilan
tahmin araglarinin giivenilirliginin dogrulanmas1 oldukga biiylik 6nem arz etmektedir.
Ayrica, proteinin ii¢ boyutlu yapisindaki degisimlerin web tabanli araglarla izlenmesi

VUS’larn in-siliko fonksiyonel karakterizasyonu agisindan ¢ok onemlidir.

Hastalarin timor derecelerinin ve sagkalimlariin bilinmesi, varyant dagiliminin
bu bilgiler 1s18inda istatistiksel olarak degerlendirilmesi hastalik biyolojisinin

anlasilmasinda yol gosterici olacaktir.

Mevcut calismamiza dahil edilmemis ama hiicre dongiisii ve DNA tamir
yolaklarinda gorevli diger genleri de kapsayan daha genis bir gen grubuyla ¢alisilmasi,
ozellikle hastalikla iligkili varyant saptanmayan oOrneklerde genetik kokenin

anlasilmasi acisindan ¢ok degerlidir.
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8 EKLER

EK 1: Hasta aydinlatilmis onam formu

Bilimsel Galisma:

Meme kanserinde molekdler belirteglerin analizi ve hastalik biyolojisine etkisi

HASTA AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Sayin Katilimcl,

Bu belge, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Saglk Bilimleri
Enstitisii Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Doktora Programi, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi
Arastirma Laboratuvari, Acibadem Saglik Grubu Labgen Laboratuvari ve Acibadem Saglik Grubu Patoloji

Laboratuvari ortakliginda yuritilmekte olan bilimsel bir calisma ile ilgilidir.

Calismanin ismi “Meme kanserinde molekiiler belirteglerin analizi ve hastalik biyolojisine etkisi’dir. Etik ilkelere

hassasiyetle uyularak yuruttlen bilimsel bir galigmadir.

Bu projenin amaci, meme kanseri olusumundaki molekuler belirteglerin tanimlanmasi ve tespit edilen varyantlarin

tedavi yontemleri ile iligkisinin belirenmesi ve hastalik biyolojisine etkisinin arastiriimasidir.

Bunun igin sizden alinan periferik kan érneklerinin incelenmesine ihtiya¢ duyuyoruz. Calisma igin sizden baska

herhangi bir ek tetkik ya da benzeri inceleme istenmeyecektir.

Alinan periferik kan 6rneklerinden yeni nesil dizileme yontemi ile hedef genlerde DNA dizilimi belirlenecektir ve
sonuglar sadece bilimsel amagli olarak kullanilacaktir. Bu arastirma esnasinda elde edilen bilgi ve veriler sadece
arastirmacilarin ulagabilecegi veri tabaninda sakh tutularak, isimler, kimlik bilgileri bagkalariyla paylasiimayacak,
mesleki gizlilige uyulacaktir. Arastirmamizin bilimsel toplantilarda sunulmasi, makale olarak yayimlanmasi

agsamalarinda kimlik bilgileri sakh tutularak kisi mahremiyeti korunacaktir.

Bu aragtirmaya katilim goénulltlik esasina dayanmaktadir ve arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahipsiniz.
Onam vermis olsaniz bile arastirmanin herhangi bir safhasinda arastirmadan cekilebilme hakkina sahipsiniz.

Hicbir durumda tedaviniz olumsuz etkilenmeyecektir.

Tum tetkikler icin finansal destek arastirma projelerinden saglanacaktir. Arastirmaya katiliminiz size mali bir kiilfet
getirmeyecek ve sizden ek bir (icret talep edilmeyecektir. Ayni sekilde arastirmacilar da bu galismayi yurutirken
herhangi bir kurum ya da kisi ile ticari ¢ikar iliskisi icinde degillerdir. Hastalar ¢alismanin sonuglarina her zaman

ulasim hakkina sahiptir.

Katkilariniz igin tesekkur ederiz.
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EK 1: Hasta aydinlatilmis onam formu (devam)

HASTA ONAMI

istedigim zamanda ¢alismadan ayrilma hakkimin sakli kaldigini biliyorum.

Tarih:

Hastanin Adi Soyadi: imza
Hastanin Vekilinin Ad1 Soyadi imza
Bilgilendiren Doktorun Adi ve soyadi: imza

Hasta bilgilendirme formunda c¢alisma hakkinda anlatilanlari okudum ya da bizzat ilgili doktor
tarafindan bilgilendirildim. Tedavi kayitlarimin ve patolojik drneklerin bu ¢alismada kullaniimasini,
cikacak olan sonuclarin degerlendiriimesini ve bilimsel amagh milletlerarasi ya da ulusal
toplantilarda sunulmasini ve akademik yayin olarak bilimsel bicimde degerlendiriimesini kabul
ediyorum. Calisma sonucunda elde edilen tim bilgilere ulasma hakkimin ve istedigim takdirde ve
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EK 2: Etik kurul karar

ACIBADEM

U N

SAYE: ATADEK-2020/21

KONU: Etik Kurul Karar

Sayin Dr. Ogr. Uyesi Cemaliye Akyerli Boylu,

VB &9 LT E 55}

01.10.2020

Sorumlulugunu yiirittiigiiniiz “Meme kanserinde molekiiler belirteglerin analizi ve hastahk
biyolojisine ctkisi” bashikh proje 01.10.2020 tarih 2020/21 Saytli ATADEK Toplanusinda gordstlmis olup
2020-21/07 karar numaras: ile tibbi etik yénden uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Ismail Hakki Ulus

ATADEK Bagkam
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of Medicine, Acibadem Mehmet Al Aydinlar University, Istanbul, Turkiye, ®Department of Medical Biology,
School of Medicine, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar University, Istanbul, Tarkiye

Identifying pathogenic missense variants in hereditary cancer is critical to the
efforts of patient surveillance and risk-reduction strategies. For this purpose,
many different gene panels consisting of different number and/or set of genes
are available and we are particularly interested in a panel of 26 genes with a
varying degree of hereditary cancer risk consisting of ABRAXAS1, Ataxia-
Telangiectasia Mutated, BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2,
EPCAM, MEN1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS2, PTEN,
RAD50, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53, and XRCC2. In this study, we have
compiled a collection of the missense variations reported in any of these
26 genes. More than a thousand missense variants were collected from
ClinVar and the targeted screen of a breast cancer cohort of 355 patients
which contributed to this set with 160 novel missense variations. We analyzed
the impact of the missense variations on protein stability by five different
predictors including both sequence- (SAAF2EC and MUpro) and structure-
based (Maestro, mCSM, CUPSAT) predictors. For the structure-based tools, we
have utilized the AlphaFold (AF2) protein structures which comprise the first
structural analysis of this hereditary cancer proteins. Our results agreed with
the recent benchmarks that computed the power of stability predictors in
discriminating the pathogenic variants. Overall, we reported a low-to-
medium-level performance for the stability predictors in discriminating
pathogenic variants, except MUpro which had an AUROC of 0.534 (95% CI
[0.499-0.570]). The AUROC values ranged between 0.614-0.719 for the total
set and 0.596-0.682 for the set with high AF2 confidence regions.
Furthermore, our findings revealed that the confidence score for a given
variant in the AF2 structure could alone predict pathogenicity more robustly
than any of the tested stability predictors with an AUROC of 0.852. Altogether,
this study represents the first structural analysis of the 26 hereditary cancer
genes underscoring 1) the thermodynamic stability predicted from
AF2 structures as a moderate and 2) the confidence score of AF2 as a
strong descriptor for variant pathogenicity.
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@ 1 Introduction

Functional impact of missense variations has been extensively
studied aiming to unravel sequential and/or structural patterns that
would discriminate pathogenic variants from benign variants. Apart
from sequence and structure-based features, protein stability has
also been shown to predict the pathogenicity of variants
(Gerasimavicius et al,, 2020; Sanavia et al., 2020; Birolo et al.,
2021). Hitherto, many different stability predictors have been
developed (Guerois et al., 2002; Bershtein et al., 2006; Kebabci
et al, 2022) and reported to show promise in distinguishing
pathogenic variants (Gaboriau et al., 2015; Gerasimavicius et al.,
2020). Notably, the stability predictors that were reported to be
successful in pathogenicity prediction were structure-based
methods, ie., they require an available structure in PDB. Because
not all structures are experimentally characterized or not all parts of
the polypeptide chain are resolved in a given PDB structure, we note
that these predictors are restricted to the PDB availability of the
variations.

AlphaFold (AF2), which is the artificial intelligence system
developed by DeepMind, predicts the three-dimensional structure
of a protein from its amino acid sequence (Jumper et al., 2021).
Because of its high accuracy, AF2 has undeniably changed the
domain of structural biology. More than 200 million
AF2 computed structures have been recently deposited to the
AlphaFold Protein Structure Database (AlphaFold DB, https://
alphafold.ebi.ac.uk/) (Varadi et al, 2022). Furthermore, RCSB
Protein Data Bank (RCSB PDB) has presented more than
1 million computed structural models including AF2 predictions
(Baek et al., 2021; Burley and Berman, 2021; Jumper et al,, 2021;
Tunyasuvunakool et al., 2021). Evidently, AF2 offers an opportunity
to close the gap between the available sequence and structure data by
reshaping the structural databases and creating even larger databases
for computed models (Jumper et al,, 2021).

Recognizing that computed structural models are not directly
derived from experimental data, we underscore that these models
should be critically evaluated prior to analysis. AF2 provides
multiple measures to assess the reliability of the predictions. One
of these measures is calculated for each residue and thus reflects the
confidence of AF2 prediction for a given amino acid position. This
confidence score is called the predicted local difference distance test
(pLDDT) score and is derived from the IDDT metric which is a
superimposition-free measure to assess the local fit between all
atoms of a model (Mariani et al, 2013). The pLDDT score
measures how well the prediction matches with the available
PDB data and the multiple sequence alignments (Jumper et al.,
2021). Thus, we note that the availability of the residue-level
confidence scores allows one to assess the quality of the
computed structure for a given variant, reflecting the potential
use of AF2 structures for investigating the missense variants.

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer
worldwide with an estimated 2.3 million new cases each year. It
is also the fifth leading cause of cancer mortality accounting for 6.9%
of cancer deaths (Sung et al., 2021). While 75%-80% of breast cancer
cases are usually sporadic, the rest of the cases are either familial

Frontiers in Genetics

(15%-20%) or hereditary (5%-10%) that are caused by germline
variations in breast cancer associated genes (Fanale et al., 2020).
Among these genes, Breast Cancer 1 (BRCAI) and Breast Cancer 2
(BRCA2) have been reported to have variations that increase the risk
of developing breast and ovarian cancers by more than 60% basically
suggesting these variations as one of the leading causes of breast and
ovarian cancers (Gradishar et al., 2022). Non-etheless, the rate of
non-BRCA pathogenic variations was higher than those of BRCA1
or BRCA2 pathogenic variations especially in bilateral breast cancer
patients (Fanale et al, 2020). Thus, in addition to BRCAI and
BRCA2, many other genes have been identified as susceptibility
genes for breast cancer (Angeli et al., 2020). Among these, Partner
and Localizer of BRCA2 (PALB2) has been reported to have
pathogenic variants REF. Variations in other genes such as PTEN
and TP53, which are also associated with highly penetrant
syndromes, like Cowden (PTEN) and Li-Fraumeni (TP53),
reported to increase breast cancer risk by 60% (Angeli et al,
2020; Peleg Hasson et al, 2020; Gradishar et al, 2022). In
summary; BRCAI, BRCA2, PALB2, Serine/Threonine Kinase 11
(STK11), Tumor Protein P53 (TP53), Phosphatase and Tensin
Homolog (PTEN), and Cadherin 1 (CDHI) genes are considered
as high risk genes because of their higher odds ratio than 5 while
Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM), BRCA1 Associated RING
Domain 1 (BARDI), Checkpoint Kinase 2 (CHEK2),
RAD51 Paralog D (RAD5ID) and Nibrin (NBN) genes are
classified as low-to-moderate risk genes (Peleg Hasson et al,
2020). Along with these genes, many other cell-cycle and/or
DNA repair genes have been reported to have variations in
breast cancer patients (Colas et al., 2019).

Identifying pathogenic variants in high-risk individuals is
critical to the efforts of patient surveillance and use of risk-
reduction strategies. Hereditary cancer genetic panel tests
comprising different number of genes have been increasingly
applied to particularly patients with a family history of cancer
(Hu et al, 2020). With the advent of next-generation sequencing
technologies and a parallel decline in their cost, targeted sequencing
approaches, i.e., multi-gene panel tests, have been increasingly used.
In addition to the advantages of targeted gene sequencing such as
low cost and time efficiency compared with whole exome/genome
sequencing methods, the collected data from this approach has the
potential to provide insights about the mechanism of tumorigenesis
broadening our knowledge on the variation landscape of a set of risk
bearing genes (Chen et al., 2020). Despite these undeniable benefits,
certain challenges particularly related to the counseling of patients
are still present especially when the guideline information is not
conclusive such as for the variations in the low penetrance genes or
variations with an unknown significance (VUS).

Studies have recently pointed out the need to critically assess the
risk and benefits of multi-gene panel tests (Catana et al., 2019; Reid
and Pal, 2020). Especially, a high accumulation of unknown labels
that may lead to patient anxiety shadow the benefits of these tests
(Catana et al., 2019). More importantly, the selection of genes in the
panel may not necessarily depend on their risk estimates, a situation
which may result in an increase of VUS labels (Rainville and Rana,
2014). Given their earlier discovery, extensive data has been
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collected for the BRCA1/2 variations while this is not the case for
many genes in the panel (Fanale et al, 2020). The bias towards
BRCAI/BRCA2 is in fact aligned with the higher cancer risk
associated with the variants occurring in these genes (Chen et al,
2020). Conversely, the genes with fewer number of variants such as
ATM, BARDI, CHEK2, RAD5ID, and NBN are classified as low/
moderate risk breast cancer genes (Chen et al, 2020). Other
challenges in choosing the correct panel with a correct number
of genes have also been recently outlined underscoring the need for
an update of the testing and communication of its results (Reid and
Pal, 2020). Thus, choosing the correct panel test and more
importantly choosing the correct number of genes stay an
integral part of the diagnostic process.

In this study, we tested the performance of five protein
stability predictors, namely, mCSM, MAESTRO, CUPSAT,
SAAF2EC-SEQ, and MUpro, by using the AF2 computed
structures of 26 hereditary cancer associated proteins. We
initially analyzed a breast cancer cohort of 355 patients and
classified the variants spotted in this cohort according to ACMG
Guidelines (Richards et al., 2015). To further increase the number
of missense variations, we have integrated the entire ClinVar
collection (Landrum et al, 2014; Landrum et al, 2016) of
missense variants in these genes. Finally, we have analyzed the
structural stability of each variant in this integrated dataset by
five stability predictors and assessed the power of the stability
scores in pathogenicity prediction. Our results showed 1) an
unbalanced distribution of the pathogenicity labels of missense
variants in both the breast cancer cohort and the ClinVar set, 2) a
moderate performance of the stability predictors in
discriminating the pathogenic variants and 3) a novel pattern
obtained from the AF2 structures with a high pathogenicity
prediction power.

2 Materials and methods

2.1 Study cohort

A total of 355 breast cancer patients above the age of 18 were
included in the study. Patient characteristics such as age, age of
onset, sex, histological subtype, expression status of estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR), human epidermal
growth factor receptor (HER2) were retrospectively collected.
This study was approved by the Ethics Committee of Acibadem
Mehmet Ali Aydinlar University in accordance with the Helsinki
Declaration (Protocol No: 2020-21/07).

2.2 Next-generation sequencing and
bioinformatics analysis

Blood samples were collected in EDTA containing tubes.
Genomic DNA was isolated with QlAamp DNA Mini QIAcube
kit (QIAGEN, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. DNA concentrations were measured with the
QubitTM  Fluorometric Quantitation system (Thermo Fisher
Scientific) using Qubit HS DNA Assay kit (Thermo Scientific,
US). DNA libraries were obtained using the BRCA Hereditary

Frontiers in Genetics

10.3389/fgene.2023.1052383

Cancer MASTR Plus, Multiplicom (Agilent, United States) kit.
Variant screening on 26 risk carrying genes for hereditary
cancers like breast, ovarian and colorectal cancer (ABRAXASI,
ATM, BARDI, BLM, BRCAl, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2,
EPCAM, MENI1, MLH1, MRE11, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN,
PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53,
and XRCC2) has been performed by this kit which contained five
multiplex PCR primer pools. 10 ng of DNA per primer pool was
used for multiplex PCR amplification, followed by barcode ligation
and purification with Agentcourt AMPureXP reagent (Beckman
Coulter, Beverly, MA, United States). Quantity and quality of
prepared libraries were assessed by QubitTM Fluorometric
Quantitation system (Thermo Fisher Scientific). For library
preparation 4 ng DNA was used. After libraries were prepared,
sequence analysis was performed with Illumina MiSeq
instrument using MiSeq Reagent v3 kit (Illumina, US). All
sequencing data were submitted to Sequence Read Archive (SRA)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA895859).

Bioinformatics analysis was performed using the software
Sophia Genetics DDM (Sophia Genetics v4.2). GRCh37/hg19 was
used as the reference genome. During variant calling, a minimum
sequence coverage depth and variant fraction parameters were set to
30%Xx and 20%, respectively. Variants were classified according to
the ACMG Guidelines (Richards et al, 2015) using databases of
ClinVar (Landrum et al,, 2014), BRCAExchange, OMIM®, dbSNP
(v.155), gnomAD (v2.1.1), in silico pathogenicity classifiers of
MutationTaster (Schwarz et al, 2010), SIFT (Ng and Henikoff,
2003), PolyPhen-2 (Adzhubei et al, 2013), REVEL (loannidis
et al,, 2016). All variants with minor allele frequency (MAF2) of
less than 1% in gnomAD database were considered.

2.3 Compilation of missense variants from
ClinVar database

ClinVar database (DB) (Landrum et al, 2014) as of 10/08/
2022 was queried to collect the pathogenic and benign variants
observed in the 26 genes. Variants that were linked to a pathological
condition containing any of the keywords “cancer”, “tumor”,
“tumour” were collected. From this list, the missense variations
with at least a 2-star review score were compiled as the ClinVar set.
The missense variants from the current cohort were merged with the
ClinVar set and the resulting list of variants were screened by using
five different protein stability predictor tools (See supplementary
information).

2.4 AlphaFold predictions

Model structures for 24 of the 26 proteins encoded by the
genes under study were deposited in the webserver of AlphaFold-
EBI structure database (https://alphafold.ebiac.uk). The
structures of ATM and BRCA2 were not included in the
webserver due to their larger size than 2700 amino acids (aas)
but in the proteome collections. Thus, ATM and
BRCA2 structures were collected from the human proteome
collection (UP000005640). The structures of both proteins
were predicted in sequential rounds resulting in overlapping
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TABLE 1 Protein stability predictors used in this study.

e ]
mCSM Structure
“Maestro Structure
CUPSAT Structure
SAAF2EC-SEQ Sequence
MUpro Sequence

10.3389/fgene.2023.1052383

Sign convention References

AAG< 0.0 destabilizing Pires et al. (2014)
AAG< 0.0 stabilizing Laimer et al. (2015)
AAG< 0.0 destabilizing Parthiban et al. (2006)
AAG< 0.0 destabilizing Li et al. (2021)

AAG< 0.0 destabilizing Cheng et al. (2006)

*Scores from Maestro were reversed to ensure the same sign convention that produces a negative sign for stabilizing mutations and a positive sign for destabilizing mutations.

partial structures that were labeled as F1, F2, ... Fn accordingly.
For instance, BRCA2 structure (3,418 aas) was predicted in
twelve sequential rounds resulting in twelve overlapping
structures (F1, F2, ..., F12). These partial BRCA2 structures
were 1,400 aas in length and had at least 1,200 aa-long overlaps
with the structures preceding them in the series. The F1 structure
of BRCA2 covered the amino acids between the 1st and 1400th
positions, while the F2 structure covered the region
encompassing the residues from the 201th to 1600th positions
resulting in an overlapping prediction for the region between
201-1,400. The last prediction (F12) was 1218-aa in length and
covered the final region between the positions of 2201 and 3,418.
The same scheme applying to the ATM structure (3,056 aas)
resulted in 10 overlapping structures. To get the full-length
structures, the structures of F1, F6, and F12 for BRCA2 and
F1, F5 and F10 for ATM were utilized which showed at least
200 aas overlap with each other. The overlaps were used to
structurally align two sequential structures with each other
and then one of the overlaps was removed. Then the separate
chains were linked to each other by amide bonds generating the
full-length  structure for both ATM and BRCA2.
Superimposition, overlap removal and model joining were
performed by Chimera UCSF (Pettersen et al., 2004). During
model joining, the confidence scores for AF2 predictions
(pLDDT) were kept in the B-factor column of the pdb file.

2.5 Prediction of protein stability

Five different predictors, namely, mCSM (Pires et al., 2014),
MAESTRO (Laimer et al., 2015), CUPSAT (Parthiban et al.,
2006), SAAF2EC-SEQ (Li et al, 2021) and MUpro (Cheng
et al,, 2006), were used to predict the impact of variations on
protein stability. These predictors use either sequence or
structure as an input (Table 1), Among these tools, SAAF2EC-
SEQ and MUpro were sequence-based predictors while mCSM,
MAESTRO and CUPSAT used 3D structures as input. For
structure-based methods, AF2 structures were used for all
proteins. These predictors, except Maestro, compute the
folding free energy change due to a mutation (AAG) by
subtracting the folding free energy of the mutant (AGyunt)
from the folding free energy of the native form (AGuive)
(Kebabci et al., 2022). Maestro uses a sign convention that
labels stabilizing mutations with a negative AAG sign whereas
other predictors label stabilizing mutations with a positive sign.
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FIGURE 1

Distribution of variant characteristics collected from a cohort of

355 breast cancer patients. {A) Shows the distributions of two groups:
any type of variation detected and not detected in any of 26 genes; (B)
shows distribution of the number of variants for each patient;
(C=F) show the distribution of variants according to novelty, type,
clinical significance and gene, respectively.

For consistency, the sign of Maestro scores was reversed to label
stabilizing mutations with a positive sign and destabilizing
mutations with a negative sign.
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TABLE 2 Patient characteristics.

Not detected (118)

median/n range/%

age 46 31-77

age of onset 40 0-70

sex F 118 100.0%

M 0 0.0%

histological Ductal 111 96.5%
subtypes Lobular 4 3.5%
triple No 94 80.3%
negative Yes 23 197%
ER no 40 342%

yes 77 65.8%

PR no 54 46.6%

yes 62 53.4%

HER2 no 91 79.8%
yes 23 202%

family no 17 15.6%

history

yes 92 84.4%

10.3389/fgene.2023.1052383

Detected (237) Total (355)
median/n range/% P median/n range/%
47 31-78 0752 47 31-78
41 25-71 0.876 41 0-71
234 98.7% 0.554 352 99.2%
3 13% 3 0.8%
219 95.2% 0.805 330 95.7%
1 48% 15 43%
184 79.7% 0.764 278 79.9%
47 20.3% 70 20.1%
63 27.3% 0237 103 29.6%
168 727% 245 70.4%
89 38.7% 0228 143 41.3%
141 61.3% 203 58.7%
181 80.1% 0.607 272 80.0%
45 19.9% 68 20.0%
45 202% 0.298 62 18.5%
178 79.8% 274 81.5%

“Non-parametric tests were used to compare variables across variant-detected and -not detected groups. For continuous variables, Wilcoxon rank-sum test and for categorical variables Chi-

square test were used.

3 Results and discussion

3.1 Clinical significance distributions differed
across missense and truncating variations

A total of 355 breast cancer patients were screened by a
multigene panel of 26 cancer susceptibility genes. 237 patients
(66.2%) were identified to carry at least one variation while
118 of the patients (33.8%) did not show any variations at all
(Figure 1A). Patients that carry none of hormone receptors of
ER, PR and HER2 are classified as “triple-negative,” which is an
important molecular characteristic of breast cancer because of its
close association with the prognosis of the disease (Brouckaert et al,,
2012). The patients’ characteristics listed in Table 2 did not show
different distributions between variant-detected and-not detected
groups.

Mostly, one variant was observed per patient, enumerating a
total of 397 variations in 237 patients (Figure 1B). After the removal
of duplicated variations, 256 unique variants remained for this
cohort. This non-redund set was lyzed based on the
novelty (Figure 1C), the type (Figure 1D), the clinical significance
(Figure 1E) and the gene of variants (Figure 1F). Of 256 unique
variants, 179 have not been reported in ClinVar while the remaining
79 were found in the database. A large fraction of variants
corresponding to 74% were missense variations while 26% of
them were truncating type such as non-sense, frame-shift or
splice site alterations (Figure 1D). Missense variants showed a
dominance of VUS labels while truncated variants were mostly
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pathogenic (Figure 1E). Distribution of the variants across genes
were also different with respect to variation types (Figure 1F).
Particularly, variants of ATM, BRCAI, BRCA2, and RAD50 were
largely missense while BRCAs showed a high number of truncated
variations. Some of the genes such as EPCAM, TP53, XRCC, PTEN
and STK11 were not reported to have any missense variations in this
cohort (Figure 1F).

The collected variants from the cohort analyzed in this study
reflected the dominance of VUS label in the missense variations.
However, the truncated variations had mostly pathogenic labels.
This observation is in line with the notion that the truncating
alterations are expected to perturb the protein structure and
function more than single amino acid changes (DeBoever et al,
2018). Thus, molecular understanding of the pathogenic effect of
single amino acid variations is expected to be a more complex task
than to understand that of truncated variations. This paradigm
reflects the importance of identification of novel pattern(s) to link
missense variations to any functional outcome. To this end, here we
aimed to scrutinize all the variations in the 26 genes by assessing
their AF2 structural stability.

3.2 ClinVar collection of variations from
26 genes showed unbalanced distributions

Despite being a relatively large patient cohort, the total number

of missense variations spotted by the 26-gene panel was 190. Due to
108 variants of unknown of significance (VUS), the number of
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collection, our variants collected from the breast cancer cohort also
showed a large fraction of VUS labels in the missense group
(Figure 1E). Overall, ClinVar were reported to contain
1,457 missense variations in the 26 genes of hereditary breast
cancer with at least 2-star annotation scores. The final set of
variants having 806 neutral and 561 pathogenic labels showed a
moderately balanced distribution of the pathogenicity classes.
Figure 2C shows that the small portion with known labels was
dominated by a few genes. In fact, the total number of missense
variations did not add up to 10 for more than half of the genes, while
it did not reach up to 50 for 19 of 26 genes. Particularly; the missense
variations from the genes ATM, BRCAs, MLHI, MSH2, PTEN, and
TP53 were over-represented in ClinVar. Strikingly, the under-
presented genes in the missense variations with either benign

>200 M pathogenic
2150 M benign
£l 100
g
w 50
ol

6000
& 4000
)
EZOOO
o
T STATr NS S rAOTZNNZOO0Q 2N
(2] aTIrXx N o 0 = =10
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FIGURE 2

Missense variations from 26 genes in ClinVar. (A) Shows the
distributions based on annotation scores. (B) Shows the distribution of
clinical significance labels of the variants with at least 2 review scores.
(C) Shows the gene-distribution of benign and pathogenic

variants from (B) First tick marks the frequency value of 5. (D) Shows
the distribution of VUS labels across genes.

missense variations with known labels were further reduced
(Figure 1E-missense). To increase the number of variations in
the 26 genes, all missense cancer variants that were spotted in
any of the 26 genes were collected from ClinVar resulting in a
total of 31,256 missense variations associated with cancer. We have
eliminated the variations with conflicting labels or from single
submitters (review score = 1) for the sake of the reliability, the
process which almost halved the number of variants (Figure 2A).
Furthermore, the removal of the variations with an unknown clinical
significance led to an increase in the number of missense changes
(Figure 2B). As such only 9% (1,457/16,757) of the missense
variations in ClinVar had a known clinical significance label of
benign or pathogenic. This finding implied that contrary to a vast
number of depositions to ClinVar DB regarding the 26 hereditary
cancer genes, only a small portion (5%) could be reliably annotated
with a known label. Parallel to the observation from the ClinVar
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or pathogenic labels were also under-represented within the VUS
labels (Figure 2D). For instance, missense variations from the
ABRAXASI, BLM, EPCAM, MENI, and XRCC2 genes were
extremely scarce regardless of their clinical significance. The least
frequent of all was ABRAXAS] which binds to BRCA1 and form a
complex essential for DNA damage response (Wang et al,, 2007).
Although the pathogenic/likely pathogenic variants in this
ABRAXASI gene are associated with an elevated risk of breast
cancer (Akbari et al, 2009; Solyom et al, 2012), extremely few
missense variations were observed for this protein (Figures 2D,E).
We reported an unbalanced distribution of pathogenicity classes of
the missense variations in ClinVar. Particularly, the known labels
were much less than the unknown labels. Furthermore, the
variations tended to occur in a few genes rather than having an
even distribution across all 26 genes. Overall, we have collected the
ClinVar variants with known labels and combined with the variants
from our breast cancer cohort. The resulting set was used for the
stability prediction.

3.3 Acquiring the full-length structures of
26 hereditary cancer proteins

To investigate the structural impact of the missense
variations identified in 26 genes, we have utilized the
structures predicted by AlphaFold (AF2) (Jumper et al,, 2021).
One reason for choosing the AF2 predicted structures over
experimental ones is that the latter are not available for some
of the proteins in the panel (Table 3). Second is that although
some proteins have more than one experimental structures in
PDB such as p53, some does not. Among these 26 proteins, only
MEN1 was characterized with a full-length structure while the
rest of proteins have missing and/or unmodeled regions in their
structures. Notwithstanding the full-length structure advantage
provided by AF2, these structures have the potential to be
inaccurate or partially accurate and thus they should not be
blindly accepted. To distinguish accurate predictions from
inaccurate ones, we traced the per residue confidence score
(pLDDT) of each variant.

Because the full-length structure of almost all human proteins
can be conveniently acquired from the AF2 DB, we have utilized
AF2 structures for the proteins of this gene panel (Table 3).
However, we encountered a particular challenge in acquiring the
full-length AF2 structures of ATM and BRCA2. These two
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TABLE 3 Summary of experimental and AF2 structures of 26 genes.

10.3389/fgene.2023.1052383

Uniprot ID Length (aa) Number of PDB st AF2 prediction Global pLDDT (medial
QEUWZ7 409 4 AF2 DB 89.01
ATM Q13315 3,056 10 Human proteome B5.88
BARDI1 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 Human proteome 32.615°
BRIP1 Q9BX63 1,249 3 AF2 DB B0.57
CDH1 P12830 882 20 AF2 DB 89.695
CHEK2 096017 543 38 AF2 DB BR.74
EPCAM P16422 314 2 AF2 DB 93.435
MEN1 000255 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
MSHé6 P52701 1,360 7 AF2 DB 88.285
MUTYH QUIF7 546 2 AF2 DB 92.835
NBN 060934 754 2 AF2 DB 59.985
PALB2 Q86YC2 1,186 2 AF2 DB 37.15
PMS2 P54278 862 8 AF2 DB B4.82
PTEN P60484 403 10 AF2 DB 95.99
RADS0 Q92878 1,312 1 AF2 DB 82.765
RADS5IC 043502 376 (] AF2 DB 92.625
RADSID 075771 328 1 AF2 DB 93.095
STK11 Q15831 433 3 AF2 DB 94.02
TP53 P04637 393 243 AF2 DB 91.36
XRCC2 043543 280 [ AF2 DB 94.24

“Three predictions were combined and the global pLDDT for those three structures were as follows for ATMS: 85.71, 87.455, 82.515 and for BRCAZ: 31.725,28.81,83.48,

proteins are relatively larger than other 24 proteins whose
structures were readily available from the webserver of
AF2 DB. On the other hand, ATM and BRCA2 structures
were obtained as a part of human proteome collection
(Table 3). Rather than a single structure file, more than a few
structure files representing the partial overlapping structures
were available for these two proteins. To acquire the full-
length structure, we have iteratively superimposed the
overlapping region in the structures and joined the models.
For the ATM, we utilized the F1, F7 and F10 structures
(Figure 3A). These structures had a high global pLDDT scores
of 85.710, 87.455 and 82.515 respectively, implying that the
predictions corresponding the partial fragments of ATM were
accurate. By two rounds of superimposing the overlapping parts
of the structures; F1 to F7 and F7 to F10; we were able to obtain
the full-length structure of ATM. Particularly, F1 and
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F7 structures had an overlap of 200 aas and their
superimposition led to a small root mean square displacement
(RMSD) (Figure 3A) for the overlap region suggesting a
continuum  for the ATM prediction. Similarly, the
superimposition of F7 and F10 structures which had a longer
overlap (1,000 aas) resulted in a small RMSD change between the
structures (Figure 3A). Because the structure of ATM has already
been characterized (Baretic et al, 2017; Stakyte et al, 2021;
Warren and Pavletich, 2022), AF2 is expected to accurately
predict the ATM structure. RMSD analyses of the predicted
ATM structures of F7 and F10 against the crystal structure
showed well-matching coordinates (Figures 3B, Thus, we
were able to acquire the full-length structure of ATM by
iteratively aligning the overlaps in the partial structures. The
resulting full-length ATM structure was confirmed to have a high
global confidence score (Table 3).
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845 AF2 predictions of the full-length structures. (A) Shows the pairwise superimposition of the overlapped AF2 predictions. RMSD change in the Ca

846 trace were shown and the paired number of atoms were given in parenthesis. (B) Shows the superimposition of the crystal structure of the C-terminus of
ATM (PDB ID: 7ni6). (C) Shows the full-length structure of ATM colored according to the confidence score pLDDT. (D) Shows the full-length structure of

d BRCA2 colored based on confidence of the prediction, (E) and (F) show the AF2 structures of RAD51C and XRCC2 respectively colored according to

848 per-residue confidence scores (pLDDT) (Jumper et al,, 2021). Heatrap insets show the predicted aligned error (PAE) of the predictions which shows

849 positional error of each residue pair (Mariani et al, 2013; Jumper et al, 2021)

850

851

852

853 For the BRCA2, iterative superimposition failed due to its  observed to have low pLDDT scores while the regions with a

854 extensive disorder in its structure. Although the length of the  defined secondary structure had higher scores (Figure 3D). We

855 overlaps was maximized by recruiting all twelve partial structures  also note that the AF2 predicted structures of two proteins,

856 to superimpaosition, the final structure was not a well-fitted one.  namely, RAD51C and XRCC2, whose structures were not

857 Given the extensive disorder in the structure of BRCA2, we failed ~ experimentally studied, showed high global confidence score

858 to align structures. Thus, we have predicted three non-  (Figures 3E, F).

859 overlapping partial structures of BRCA2 in three rounds by The case of BRCA2 was a clear confirmation of why

860 using ColabFold (Mirdita et al, 2022). The predicted AF2 structures cannot be blindly trusted yet BRCA2 was not the

861 structures were joined end-to-end to generate the full-length  sole example. For example, p53, whose structure has been

862 structure of BRCA2 (Figure 3D). We have also used the extensively studied resulting in 243 experimental PDB structures

863 confidence score of AF2 to assess the reliability of this  (Table 3), has not been ever captured in full-length due to its

864 structure globally and locally. The full-length structure of intrinsically disordered poly-proline rich N-terminus (Wells

865 BRCA2 led a low global confidence score (Table 3). However, et al, 2008). Furthermore, we stressed that the AF2 predicted

866 when we inspected the scores for the individual predictions, we  structures of BRCA1, BLM and PALB2 had lower global pLDDT

867 noted that the third structure corresponding to the C-terminus  scores than 50, implying low confidence for their overall structure.

868 had a high global score implying that C-terminal region is a  In summary, AF2 predictions have certainly provided advantages,

869 reliable prediction. As we colored the full-length prediction of  one of which is the availability of almost any human protein

870 BRCA2 structure, essentially the disordered regions were  structure at its full-length. In our study we have utilized the
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Performance of protein stability tools and two characteristics of AF2 structures, (A) ROC curve and (B) correlation analyses of AAG predictors

(pathogenic: 445, benign: 647)

TABLE 4 Area under ROC curve of scores from five stability predictors and two structural features.

Total (P: 445, B: 647)

ROCAYS 95% CI

Maestro 0.650 0.616-0.684
mCSM 0719 0.687-0.752
SAAF2EC(s) 0711 0.679-0.742
MUpro(s) 0534 0.499-0.570
CUPSAT 0614 0.578-0.649
pLDDT 0.852 0.789-0.845
rASA 0.817 0.830-0.874

confidence score of the variant positions to discriminate between the
reliable and unreliable predictions.

3.4 Protein Stability Predictors Moderately
Predicted Pathogenicity

We integrated the variant set obtained from the breast cancer
cohort and ClinVar to construct the final dataset which extensively
represent cancer-associated variants in the 26 genes with a known
labels and with at least 2-star ion score. For ion of
clinical significance labels, we have followed the latest ACMG
Guidelines for the variants from our breast cancer variants that
were not previously reported in ClinVar, (Richards et al., 2015). For
the common variants that appeared both in ClinVar and our cohort,
we did not report any conflicts between the ACMG guideline-based
and ClinVar labels and confirmed the match between our and
ClinVar labels for the c set. By eli the redund

]
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pLDDT=50 (P: 410, B: 294)

ROGAC 95% CI
<0.001 0613 0.572-0.655 <0.001
<0.001 0.666 0.626-0.705 <0.001
<0.001 0.682 0.642-0.722 <0.001
0.055 0.528 0.485-0.570 0207
<0.001 0.596 0.554-0.638 <0.001
<0.001 0.762 0.727-0.797 <0.001
<0.001 0.765 0.729-0.801 <0.001

variations and inconsistencies such as mismatch in the variant and
Uniprot positions, 1,201 unique missense variations were collected
(See supplementary information).

This dataset was analyzed by five different protein stability
predictors, namely, Maestro, mCSM, SAAF2EC, MUpro, and
CUPSAT. Two of these predictors, SAAF2EC and MUpro
utilized sequence information while the rest of the tools
required  three  dimensional  structures for  which
AF2 structures was recruited. We have plotted receiver
operating characteristic (ROC) curves to analyze whether and
how the predicted AAG scores discriminate pathogenic variants
from benign variants (Figure 4A). Area under ROC curve
(AUROC) is a robust metric for assessment of classification
performance, particularly for the skewed datasets (Jeni et al,
2013). According to AUROC calculations, nCSM and SAAF2EC
that were followed by Maestro and CUPSAT showed a medium-
level performance in variant classification (Table 4). Less
accessible positions were included in this subset by using the

09 frontiersin.org

987

988

990
991
992
993
994
995

996

1000
1001
1002
1003
1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011
1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020
1021
1022
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044

115




EK 5: Makale(devam)

1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057
1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073

1074

1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101

1102

Keskin Karakoyun et al.

relative accessible surface area (rASA) threshold value of 0.7. In
other words, low pLDDT-scored regions were removed to
analyze the confident regions. We noted a slight reduction in
the performance of the stability predictors for these low
accessible and high pLDDT-scored regions (Figures 4A, B;
Table 4). Because of the close association of structural
disorder and AF confidence scores (Necci et al., 2021; Ruff
and Pappu, 2021), the interdomain and/or termini regions,
which are likely to be disordered, are expected to have lower
pLDDT scores than those of the domain regions. Thus, we
consider that the second analysis involving the variants with
higher pLDDT scores (Table 4) was likely to cover the variants
located in the domain regions rather than the interdomain and/or
termini regions.

Protein stability prediction is an important task contributing
not only to our understanding of protein folding but also to the
prioritization of variations (Gerasimavicius et al., 2020; Sanavia
et al,, 2020; Birolo et al., 2021). A recent study that recruited a
large dataset of missense mutations which were not exclusive to
cancer variants has analyzed the performance of 13 different
structure-based stability predictors and reported a moderate level
performance of pathogenicity prediction (Gerasimavicius et al.,
2020). Particularly, the performance of the AAG predictors,
except MUpro, were comparable with the performance of the
tools tested in this study. Another benchmark showed a higher
AUROC for a stability predictor for discriminating only the
MLHI variants in Lynch syndrome (Parthiban et al, 2006).
Surprisingly, the classification performance of CUPSAT and
mCSM was higher on the variants of these 26 proteins
(Figure 4A) than on a general dataset comprising a larger
number of proteins (Gerasimavicius et al, 2020). Non-
etheless, AAG scores were reported to have a low-to-medium
level of capacity to discriminate pathogenic variants (Figure 4A;
Table 3). One plausible explanation behind a general low
performance of AAG prediction would be likely the alternative
mechanisms driving the cancer pathogenicity other than protein
destabilization/stabilization (Gerasimavicius et al, 2020).
Affected protein-protein interactions (PPI) is an example of
an alternative mechanism. The BRCA1 is a tumor suppressor
protein that forms a multimeric complex known as the BRCA1-
associated genome surveillance complex (BASC) (Wang et al.,
2000). Similarly, BRCA2 protein controls the binding of the
recombinase RAD51 to the DNA double-strand breaks via the
formation of a BRCA1-PALB2-BRCA2 complex. It consists of a
helical domain, three oligonucleotide binding domains, and a
tower domain that allow BRCA2 to the recruitment of both
single-stranded DNA and double-stranded DNA (Xia et al,
2006; Buisson et al, 2010). Furthermore, BRCA2 interacts
with proteins that were coded by some of the genes in this
panel such as PALB2 (Xia et al.,, 2006) and p53 (Marmorstein
et al,, 1998). PALB2 also interacts with the single-strand DNA
and the recombinase RAD5ID to stimulate strand invasion
throughout the HR process (Angeli et al., 2020). Moreover,
BRCAL1 interacting protein C-terminal helicase 1 (BRIPI) gene
encodes a protein that directly interacts with BRCT domain of
BRCAL1 to repair damaged DNA (Bershtein et al., 2006). This
network of PPI within these proteins readily suggests that
missense variations could render a pathogenic impact through
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affecting the complex interactions without altering the structural
stability of the free form.

Another point is that, pathogenic variations were generally
considered destabilizing variations. While this assertion holds for
a large number of cases and also is reflected by the negative
correlation between labels and AAG scores (Figure 4B), some
exceptions have also been covered (Tokuriki et al., 2008; Nishi
etal, 2013; Stefl et al., 2013). Among these, one well-known example
is the H101Q variant of CLIC2 protein which stabilizes the
membrane protein in turn leading to a loss-of-function
pathogenic variation (Witham et al, 2011). From this
perspective, our results showing a low-to-medium level
performance of AAG predictions in discriminating pathogenic
variants is r ble and in ag with the performance
(Gerasimavicius et al., 2020). To reach a higher performance, we
emphasize the necessity of a higher level of information for the
variant positions such as their closeness to the PPI binding interfaces
or the degree of flexibility/rigidity introduced by mutation. Thus, a
pathogenic mutation that affects the protein-protein interactions
without exerting any effect on the structural stability could be
covered by the predictions (Nishi et al., 2013).

Overall, our study revealed that the stability predictors showed a
similar level pathogenicity prediction performance with
AF2 predicted structures compared with the performance of the
predictors with the experimental structures. A recent study allocated
more than 100,000 mutations and analyzed the performance
difference of stability predictors with respect to the source of the
structure (Akdel et al,, 2022). They showed that predictions based on
AF2 structures produced a comparable level accuracy to those based
on experimental structures while predictions using homology
models showed a substantial decrease in accuracy for the
templates with low sequence identity. Thus, taken together with
the results of the recent study (Akdel et al, 2022), our results have
further confirmed that stability predictions based on AF structures
had a comparable performance of pathogenicity classification with
that based on experimental structures. Either stability.

3.5 AF2 confidence scores affected the
consistency of stability predictors

Regardless of the fact that AAG predictions may not fully
account for all pathogenicity mechanisms, the AAG predictors
are expected to produce consistent results with each other. To
assess the consistency of the AAG predictors, we have cross-
correlated their scores for the total set as well as for the subset
with high pLDDT scores (Figure 5). The cross-correlation
analysis affirmed a large variation in the AAG scores of
different predictors. We reported a moderate level of
correlation between the scores of top two performers, mCSM
and SAAF2EC. On the other hand, the rest of the tools did not
produce correlated scores (Figure 5). Notably, MUpro, which
showed no performance in Figures 4A, B, produced correlated
scores with SAAF2EC and mCSM. Contrary to the MUpro case,
CUPSAT, which showed a low level of performance in
discriminating the pathogenic variants, produced scores that
were not correlated with any of the predictors (Figure 5).
Furthermore, as we inspected the variants with higher pLDDT
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Performance of protein stability tools and two characteristics of AF2 structures. (A) ROC curve and (B) correlation analyses of pLDDT and rASA values
of the variants in the AF2 structures and (C) pLDDT vs rASA scatter plot and (D) pLDDT distributions (benign: green, pathogenic: red)

scores than 50, we noted a change in the cross-correlation of the
Maestro’s scores for the benign variants (Figure 5). Essentially,
the correlations between the scores of Maestro and the other tools
were slightly improved for the benign variants with high pLDDT
scores while the correlations were not affected for the pathogenic
variants (Figure 5). This observation suggested that the
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consistency of predictions was ameliorated for the subset with
high confidence scores. More importantly, because this
improvement was only spotted in the benign variants but not
in the pathogenic variants, this finding also implied a distinction
in the pLDDT score distributions of benign versus pathogenic
variants.
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3.6 Benign and pathogenic variations
showed distinct distributions of
AF2 confidence scores

Finally, we have reported a surprising performance of the
AF2 confidence scores in discriminating the pathogenic variants
(Figure 6). Essentially, both AUC based (Figure 6A) and correlation
based performances (Figure 6B) of the pLDDT scores and rASA
values were reported to be good predictors for cancer pathogenicity.
As the confidence score of the variation increases or the solvent
accessibility of the variant position decreases, we observed a higher
number of pathogenic variants (Figure 6C). This novel finding
suggests that AF2 structures could be used to extract robust
features such as pLDDT scores that would contribute to the
future studies of machine learning models for pathogenicity
prediction. The close relationship between the confidence score
of AF2 predictions and pathogenicity would open new doors for
one to assess the risk of missense variations.

Our results showed that pathogenic variants tend to position at
locations that were more confidently predicted by AF (Figure 6C).
The power of the AF confidence scores in predicting the
pathogenicity of missense variants was, to some extent,
unsurprising, particularly considering the close association of
structural disorder and pLDDT score (Necci et al,, 2021; Ruff
and Pappu, 2021). Despite this partly predictable outcome, our
results hold an advancement to the current literature by addressing
the extent and strength of the association between variant
pathogenicity and the AF confidence scores through a dataset of
more than 1,000 variants. Additionally, we also reported distinct
pLDDT distributions from the benign and pathogenic variants
(Figure 6D). While pathogenic variants were exclusively spotted
at the positions with high confidence scores, benign variants were
mostly found at the positions that have either very low or very high
pLDDT scores. Overall, our results revealed a partly predictable but
novel link between the AF confidence scores and pathogenicity.

Recently, the power of the AF2 computed structures in
predicting stability changes was analyzed by addressing the
correlation between the experimental AAG and the change in
pLDDT scores (Pak et al., 2021; Buel and Walters, 2022). Both
studies agreed on the incapacity of AF2, particularly the change in
pLDDT scores upon mutation, in predicting the change in protein
stability. In fact, this conclusion could be partly explained by the
suggestion of AF2 developers not to use AF2 for the prediction of
mutant structures. Given these studies, we note that while the
confidence scores of AF2 prediction have a meaningful impact
on pathogenicity prediction, the same is not true for stability
predictions. Furthermore, other predictors than pLDDT
scores were reported to predict variant pathogenicity by using
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