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OZET

Guzel Arslantas M., invasiv Duktal Meme Karsinomasi ile iliskili Yanhs Anlaml
Mutasyonlarin Olasi Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin in Silico Tahmini Ve Deger-
lendirilmesi, Hacettepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyoinformatik
Programi Yiiksek Lisans Tezi, ANKARA, 2018. invasiv Duktal Meme Karsinomasi tiim
diinyada oldugu gibi llkemizde de énemli bir sorundur. in situ meme kanseri
hastalari icin bes yillik sag kalim % 52 olmasina karsilik, metastatik meme kanseri
hastalari i¢in bu oran % 16'ya dismektedir. Yiksek 6lim orani ve etkili tedavilerin
olmamasi nedeniyle, metastasin dnlenmesi ve tedavisi kanser arastirmalarinin odak
noktasidir. Bu ¢alismada, somatik mutasyon katalogu COSMIC veri tabanindan elde
edilen invasiv Duktal Meme Karsinomasi ve invasiv olmayan meme karsinomasi tiirii
olan in Sitii Duktal Karsinoma érneklerine ait yanhs anlamli mutasyonlardan sadece
invasiv Duktal Meme Karsinomaya ait olanlarin segilerek bu mutasyonlarin
etkilerinin in silico olarak arastirilmasi, protein yapisi ve fonksiyonu Uzerinde zararh
etkiye sahip mutasyonlarin saptanmasi amaclandi. Yanlis anlamli mutasyonlarin
patojenite tahminleri PredictSNP v1 kullanilarak gerceklestirildi ve 69 adet zararli
mutasyona sahip gen elde edildi. Elde edilen genlerin hangi yolaklara ait olduklari
saptanarak invasiv Duktal Meme Karsinomasr’'nin invasyon ve metastasa sebep
olabilecegi dislinlilen ‘aderens baglanti yolagl’ ileri arastirmalar icin secildi. Bu
yolaga ait genlerin (RHOA, Ep300, TCF7L2, CTNNB1, CREBBP ve EGFR) ¢ boyutlu
protein yapilari olusturuldu ve genlerde saptanan mutasyonlarin {i¢ boyutlu protein
yapilar Gzerinde gosterilmeleri ve protein yapi/fonksiyonuna etkileri arastirildi.
Saptanan mutasyonlar ile ilgili literatlir taramasi yapildiginda farkli kanserlerde de
bu mutasyonlarin meydana geldigi gézlemlendi ve bu mutasyonlarin invasiv Duktal
Meme Karsinomasi icin de dnemli olabilecegi gosterildi. Bu nedenlerle, bulgularimiz
invasiv Duktal Meme Karsinomasinin invasyon ve metastasi icin anlamh sonuglar

saglayabilir.

Anahtar kelimeler: invaziv duktal meme kanseri, yanlis anlamli mutasyon, protein

yapi ve fonksiyonu, in silico analiz
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ABSTRACT

Guzel Arslantas M., in Silico Prediction And identification of Possible Structural
and Functional Effects of invasive Ductal Breast Carcinoma Related Missense Mu-
tations, Hacettepe University, Institute of Health Sciences, Bioinformatics Pro-
gram Master Degree Thesis, ANKARA, 2018. Invasive Ductal Breast Carcinoma is an
important problem in our country as it is in all over the world. For in situ breast can-
cer patients, the five-year survival rate is 52%, while for metastatic breast cancer
patients this rate falls to 16%. Prevention and treatment of metastasis is the main
focus of cancer research because of the high mortality rate and lack of an effective
treatment. In this study, missense mutations, which were detected in invasive Duc-
tal Breast Carcinoma and non-invasive breast carcinoma in situ Ductal Carcinoma,
were obtained from the COSMIC database. Among these mutations, only those be-
longing to Invasive Ductal Breast Carcinoma were selected. In silico investigation of
the effect of these mutations and finding mutations that have might have a delete-
rious effect on protein structure/ function were aimed. The pathogenicity predic-
tions of missense mutations were performed by using PredictSNP v1 and 69 genes
with deleterious mutations were obtained. The pathways of the obtained genes
were determined and ‘adherens junction’, which was thought to be one of the
causes of Invasive Ductal Carcinoma invasion and metastasis, was selected. The
mutations that were detected in genes (RHOA, Ep300, TCF7L2, CTNNB1, CREBBP,
and EGFR), which belong to this pathway, were shown on three dimensional protein
structures and the effect on protein structure/function was investigated. When lit-
erature search for mutations was made, it was observed that these mutations were
also found in different cancers and it was shown that these mutations might also be
important for invasive ductal breast carcinoma. For these reasons, our findings may
provide meaningful results for the invasion and metastasis of Invasive Ductal Breast

Carcinoma.

Key words: invasive ductal breast carcinoma, missense mutation, protein structure

and function, in silico analysis.
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1. GiRis

Meme kanseri, diinya genelinde en yaygin kanserler arasinda ikinci, 6lime
sebep olan kanserler arasinda besinci sirada yer almaktadir (GLOBOCAN 2012 v1.0)
(1). Turkiye'de ise kadinlarda gorilen kanserler arasinda birinci siradadir (Tirkiye
Birlesik Veri Tabani, 2014).

Meme, siit Ureten lobillere ev sahipligi yapan grandular ve yag ve lifleri ice-
ren stromal olmak Uzere iki ana dokudan olugsmaktadir. Ayni zamanda hiicresel sivi
ve atiklari uzaklastiran lenfatik ve immin sistem dokularini da icermektedir (Ameri-
can Cancer Society, 2014). Meme kanseri en yaygin olarak kanallari siitle besleyen
lobillerden veya sit kanallarinin i¢ astarindan kékenlenmektedir.

Meme kanserinin ¢esitli tipleri vardir fakat ilkemizde bunlardan en sik rast-
lanani %84.8’lik orana sahip olan “infiltratif veya invasiv Duktal Karsinom” (Invasive
Ductal Carcinoma, IDC)’dur (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014). invasiv Duktal Me-
me Kanseri, siit bezleri veya sit kanallarina yayilmis ve viicudun diger bolimlerine
yayllma potansiyeli olan, en yaygin gorilen meme kanseri tipidir (2). Diger bir meme
kanseri cesidi olan in Sitii Duktal Karsinoma (Ductal Carcinoma In Situ, DCIS) yayil-
maci 6zellige sahip olmayan yaygin bir alt tipidir ve daha sonrasinda IDC’ye ilerleye-
bilen durumlari s6z konusudur (3-5). DCIS ve invaziv bilesenler arasindaki farkl ola-
rak eksprese edilen genlerin yaygin olarak anjiyogenez, hiicre-hiicre adezyonu, epi-
telyal-mezenkimal gecis ve hiicre disi matriks gibi yollarda yer aldigini bulunmustur
(6-10). Yapilan bir galismada, timorle iliskili miyoepitelyal hiicrelerin, DCIS'nin
IDC’ye ilerlemesi Gzerinde timor destekleyici bir etkiye sahip oldugu, timorle iliskili
miyoepitelyal hiicrelerde TGFB1'in anormal sekilde artmis sekresyonunun bu onko-
jenik etkiye dnemli 6lctide katkida bulundugunu ortaya konulmustur (3).

Yanlis anlamli mutasyonlar, proteinlerin yapitaslari olan amino asitlerde de-
gisikliklere neden olan tek bir niikleotidin degismesi sonucu olusan nokta mutasyon-
laridir. Amino asitlerde meydana gelen bu degismeler hiicresel fonksiyonlarin diiz-
gilin bir sekilde isleyebilmesi icin gerekli olan proteinlerin 3 boyutlu yapisinda, fonk-
siyon ve protein-protein etkilesimlerinde farklilasmaya sebep olabilirler (11). Bu

sebeple bu tip mutasyonlar kanser gelisiminde kritik bir 6neme sahiptir (12). Daha



onceki calismalar yanlis anlamli mutasyonlarin protein yapisi, protein fonksiyonu
veya proteinlerin birbirleri ile etkilesimlerini etkileyerek kanser olusumunda ya da
gelisiminde etkili olduklarini géstermistir (13-15). Zheng ve Wang (16)'in yaptiklari
calismada Notchl (zerindeki “C1133Y” mutasyonunun Oral Squamous Cell
Carcinoma hiicre hattinda proliferatif ve invaziv yetenekleri arttirdigi gézlenmistir.
Bu yeni Notchl mutasyonunun, Notchl proteininin islenmesini bozdugu ve EGFR-
PI3K/AKT sinyalini aktive ettigi ortaya konulmustur.

Yaptigimiz bu c¢alismada IDC'nin yayillmaci bir hareket sergilemesinin
sebeplerinin hangi genlerdeki yanlis anlamli mutasyonlardan kaynaklanabileceginin,
bu durumla iliski olan mutasyonlarin proteinin yapi veya fonsiyonunda nasil
degisikliklere sebep olabileceginin  biyoinformatik yontemler kullanilarak
arastirilmasi amaclanmistir. Bundan yola c¢ikarak calismamizda IDC 6rneklerinde
saptanmis yanhs anlamli mutasyonlarin etkilerini in silico olarak arastirarak, segilen
proteinlerin 3 boyutlu yapisi ve fonksiyonu lzerinde zararli etkiye sahip olabilecek
mutasyonlar saptanmistir. Segilen genlerin kodladigl proteinler icin proteinlerin lg¢
boyutlu model yapilari olusturulmus ve protein yapisi ve fonksiyonu lizerinde zararli
etkiye sahip olabilecegi tahmin edilen mutasyonlarin olasi rotamer yapilari protein

modelleri lizerinde gosterilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.Kanser

Kanser 6lime neden olan hastaliklar arasinda tiim diinyada oldugu gibi Ul-
kemizde de en sik rastlanan hastaliklar arasinda yer almaktadir. Diinya Saghk Orgiitii
(17)’'nlin 2011 verilerine gore diinya genelinde kanser, koroner kalp hastaligindan
daha fazla éliimlere neden olmaktadir (1). Tirkiye istatistik Kurumu (18) 2016 6liim
sebepleri verilerine gore ise lilkemizde kanser, dolasim sistemi hastaliklarindan son-

ra ikinci sirayr almaktadir (Sekil 2.1).

14,29%
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4,87% &

4,97%

39,84%

11,87%

19,71%

m Dolagim sistemi hastaliklar
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Endokrin (i¢ salgl bezi), beslenme ve metabolizmayla ilgili hastaliklar
m Sinir sistemi ve duyu organlari hastaliklari
m Digsal yaralanma nedenleri ve zehirlenmeler
Diger

Sekil 2.1. Olim nedenlerinin dagihmi.

Kanser hiicreleri, genomik instabilite ya da mutasyonlar gibi genomda mey-
dana gelen bir dizi degisim ile bulunduklari doku iginde béliinme ve gogalma avanta-
ji kazanirlar. Normal hiicrelerde her hiicre béliinmesi sirasinda DNA (izerinde mey-
dana gelecek mutasyonlar, hiicrenin genom kontrol mekanizmasi tarafindan ytksek
verim ile saptanarak giderilir ve bu nedenle normal hiicrelerde mutasyon orani di-

suktlr. Fakat kanser hiicrelerinde mutasyon orani genom kontrol mekanizmasindaki



bir ya da birden fazla bilesenin diizgiin calismamasi ya da mutajenik ajanlara karsi
artan hassasiyet nedeni ile yikselir (19). Mutasyonlar sonucu hasar gérmis olan
normal bir hiicre onarima gider, eger onarim gerceklestirilemezse programli hiicre
oliml (apoptosis) gerceklesir. Fakat kanserli hiicreler normal hicrelerden farkh
mutasyonlu DNA’lari ile bélinmeye devam ederler, sayilarini artirarak timor doku-

su olusumuna neden olurlar (20).

Bazi kanserler sadece kokenlendikleri dokuda kalirken, bazi kanserler lenf
veya kan dolasimina gecerek baska dokulara yerlesebilirler. Kanser hiicrelerinin ko-
kenlendikleri dokudan baska dokulara yayilma olayina metastas adi verilir. Kanser
hastalarinin prognozunda birincil 6neme sahip olan, timor hicresi invazyonu ve
metastas gelisimine yol agan olay dizisidir. Tim&r metastasi, uzak organlarda ikincil
timorlerin olusumuna yol acan bir dizi asamayi gerektirir ve kanserin mortalitesi ve

morbiditesinden buyiik 6l¢lide sorumludur.

Tumor hicreleri ¢evresindeki dokulara niifuz etme yetenegini kazandiktan
sonra, bu hareketli hiicreler bazal membran ve hiicre disi matrisi gecerek invazyon
surecini baglatirlar ve lenfatik veya vaskiler dolagima gegerek damar igine gegmeye
baslarlar. Metastatik hiicreler daha sonra ekstravazasyon sirecinde vaskiler bazal
membrani ve ekstraselliler matriksi isgal ederek dolasim sistemi icinde ilerlerler.
Sonrasinda bu hicreler yeni bir lokasyona baglanir ve ¢ogalarak ikincil timora tre-
tirler. TUmor hiicresi metastasinda yer alan mekanizmalari tanimlama ve anlama
konusundaki arastirma calismalarina yogunlasmak, timor ilerlemesinin sinirlandi-
rilmasina ve sonug olarak bircok kanser hastasinda mortalitenin azalmasina yol aca-

bilir (21).

2.2. Kanser Metastasi Suregleri

Yukarida (Kisim 2.1) bahsedilen kanser metastasi sireci, timor hiicresinin
basariyla metastas yapabilmesi icin tamamlanmasi gereken bir dizi ardisik metasta-
tik basamaktan olusur. Metastas icin ilk basamak, primer timérden ayrilmaya ne-

den olan hiicreler arasindaki hiicre adezyonun kaybolmasina baglidir (22).



2.3. Hiicre-Hiicre Adezyonu

Hiicre ici yapilar ve hiicre-hiicre adezyonu, birincil timor kitlesinin korunma-
sinda anahtar faktorler arasindadir (22). Bu yapilardaki mutasyonlar veya gen regi-
lasyonun bozulmasi gibi anormallikler, birincil tim&rin ayrilmasina ve kanser hiicre-
lerinin ikincil bolgelere yayilimina neden olabilir (23). Hiicreler arasindaki adezyonun
korunmasinda rol oynayan anahtar yapilar, aderens baglantilar, siki baglantilar ve
gap baglantilari igerir. Gap baglantilari zayif, siki baglantilar daha gicli bir adezyon
saglarken, aderens baglantilar en giicli adezyonu saglar. Aderens baglantilar normal
hiicre-hiicre yapismasinda énemli bir rol oynadigindan, kanserin ilerleyisi ve metas-
tas biyolojisini anlamak icin 6nemlidir (24). Bu ¢alismada adezyon molekdlleri ve bu

molekdllerin transkripsiyon faktorleri galismadaki aday genleri olusturmaktadir.

2.4. Hiicre igi Sinyal Mekanizmalari

Tumorler maligniteye dogru ilerledikge, siklikla kanser hiicreleri daha fazla
goc etmeye baslar ve cevreleyen dokuya invazyon kapasitelerini gelistirirler. Buna
genellikle adezyon, hiicre polaritesi, hiicre iskeleti dinamigi ve morfolojisindeki de-
gisiklikler eslik eder. Gog, ¢ogu kanserde diizensiz sinyallerin hedefi olan blyime
faktorleri, kemokinler, adezyon reseptorleri ve diger uyaranlarla diizenlenir (25, 26).
PI3K-Akt ve Ras-ERK vyolaklari, sinyal yolagindaki yolaginin alt basamaklarindaki
(downstream) efektor proteinleri ile invazyonu ve hiicre gécini dizenler (27). Bu

alt basamaklar;
Sitoskeletal diizenleyicileri kontrol eden Rho ailesi GTPazlari, (28)
integrinler ve iliskili matriks adezyon proteinleri (26),
Hiicre disi matriks proteinlerini bozan hiicre disi proteazlar,
Hiicre-hlicre adezyon kompleksleri,

Matriks metalloproteinazlar, plazminojen aktivatori, kaderinler ve aktin di-

zenleyiciler de dahil olmak Uzere gog/polariteyi kontrol eden birgok proteinin eksp-



resyonunu dizenleyen AP1 ve Ets2 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan bu siireg

dizenlenmektedir (29).

Tumorlerde epitelyal hiicrelerin bazi alt poptlasyonlari, 6zellikle de timor
sinirlarinda olanlar, en azindan bir kismi, epitelyal-mezenkimal hiicre gegisi (EMT)
gerceklestirebilirler. EMT, yara iyilesmesi, gastrulasyon ve dallanma morfojenezi gibi
cesitli normal fizyolojik streglerle iliskilidir. Bu gelisimsel sireg, farkh faktorlerin,
TGFB, TNF, Wnt, Notch ve bazi bliylime faktorlerinin kombinasyonlari tarafindan
baslatilan ¢oklu koordineli yolaklarla diizenlenir. EMT, apikal bazal polarite kaybi, E-
kaderin gibi hiicre-hiicre adezyon molekdllerinin ifadesinin azalmasi (down-
regulation), fibroblast benzeri bir géoriinimiin olusumu, hiicrenin diger dokular istila
etme ve uzak bolgelerdeki timor olusturma yeteneginin artmasi gibi 6zellikler ile

karakterize edilebilir (29).

Ras-ERK ve PI3K-Akt yolaklari, diger onemli sinyal yolaklari olan TGFB, Wnt,
ve Notch sinyal yolaklarinin asiri aktif oldugu kosullarda EMT'yi yonlendirirler (30).
Bunlarin yani sira ERK ve Akt tarafindan regile edilen Snail, Slug, Twist ve ZEB gibi
transkripsiyon faktorleri, EMT'yi yénlendirmede kritik rol oynarlar. Ornegin; Akt,
Snail’i indukleyen bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB'yi dlizenleyen IkB kinazlarini
fosforile edebilir. Akt ayrica normalde Snail'in yikimini destekleyen GSK3B'y1 fosfori-
le ederek pasiflestirebilir (31). Bu nedenle, Akt aktivasyonu EMT'yi tesvik ederek
Snail’in stabilitesini artiracaktir. Ras-ERK yolagi tarafindan diizenlenen AP1 proteini,
EMT'yi ve EMT ile iligkili fenotipik degisiklikleri kontrol eden transkripsiyon faktérle-
rini de indlikleyebilir. Bunlar, integrin heterodimerleri, vimentin ve fibronektinin
ifadesinin artmasi (up-regulation) ve hiicre hareketliligini destekleyen spesifik sito-
keratin ve E-kaderinin ifadesinin azalmasini (down-regulation) icerir. Hem Ras-ERK
hem de PI3K-Akt sinyal yolaklarinin regiilasyonun bozulmasi, invazif fenotipin olu-
sumunu tesvik ederek kanser progresyonunda énemli bir rol oynama potansiyeline

sahiptir (29).



2.5. invasiv Duktal Meme Karsinomasi

invasiv Duktal Meme Karsinomasi Tiirkiye’de en cok goriilen meme kanseri
alt tipidir (Tablo 2.1). DCIS'nin IDC’ya ilerlemesinin ayirt edici 6zellikleri bazal memb-
ran ve miyoepitelyal tabakanin kaybinin yani sira tiimér hicrelerinin stromal ve yag
dokularina invazyonudur. DCIS'nin IDC’ye donlisimiinde, genomik ve transkriptomik
degisikliklerin belirlenmesi, bu tir arasinda yiiksek benzerlik oldugunu ortaya ¢ika-

rirken, bu gegisi tetikleyen anahtar mekanizmalar henliz tanimlanamamistir (32).

Tablo 2.1. Kadin Meme Kanserlerinin Histolojik Tiplerinin Dagilimi (Tarkiye Birlesik
Veri Tabani, 2014)

Histolojik Tip (n:7697) %
Duktal ve Lobliler 91,1
invasiv Duktal Karsinoma 84,4
Lobiiler Karsinom 6,1
intraduktal Karsinom ve in Sitii Lobdiler 2,8
infiltratif Duktal Mikst/Karisik Diger Tir 2,5
Medadller Karsinom 0,9
infiltratif Duktuler Karsinom 0,3
Infiltratif Lobuler Mikst/ Karisik Diger Tlr 0,3
Diger” 2,3
Musino6z 1,7
Adenokarsinom 4,5
Komplkeks epitelyal 0,8
Yassi Huicreli 1,1
Fibroepitelyal 0,3
Deri ekleri 0,2
Diger™ 0,4
Toplam 100

*Intraduktal Papillom, Komedokarsinom, Inflamatuvar Karsinom, Paget Hastalig), Intrakistik Karsi-
nom Atipik Mediller Karsinom, Intraduktal Mikropapiller Karsinom, Memenin Sekretuvar Karsi-
nom** Kan damari, Fibromatdz, Bazoloid, Asiner hiicreli karsinom

Meme kanseri metastasi da diger kanserlerde oldugu gibi bircok basamaktan
olusmaktadir. Bunun ilk basamagi ise kanser hiicrelerinin birincil timor bdlgesinden
ayrilmasidir (33). Diger kanserlerde oldugu gibi meme kanseri kok hiicreleri epitel-
yal-mezenkimal gecise ugrayarak primer timor dokusundan kurtulur. Ayrilmis epitel
ve endotel hicreleri yanlis hiicre disi matriks/hicre baglanmasi nedeniyle anoikise

ugrar yani matriksi terk eden hiicreler apoptoz gecirir fakat ayrilmis kanser hicreleri



anoikise karsi direng gosterir (34). Apoptozdan kaginmak igin timor hiicreleri, hiicre
polaritesi kaybi, hiicre-hiicre ve hiicre-matris adezyonundaki degisiklikler ve gog
potansiyelinde artis icin fenotip ve fonksiyonunu degistirir (35). Bu fonksiyonel ve
yapisal degisiklikler, kanser hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal hiicre gegisinin in-
diklenmesi yoluyla basarilir (36, 37). EMT’nin indiklenmesi bu gegisle iliskili transk-
ripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna sebep olur. EMT, TGF-f8 ve Wnt'yi iceren otok-
rin ve parakrin sinyalleri ile veya epidermal bliyiime faktor, fibroblast biyime fak-
toru gibi bliylme faktorlerinin baglanmasi ve trans-sinyalizasyonu yoluyla reseptor
tirozin kinazlarin aktivasyonu ile baslatilabilir (38). Genel olarak, EMT indiksiyonu,
ornegin E-kaderinin down-regtilasyonunu tesvik eden Twistl, Slug, Zeb1/2 ve
Snaill/2 dahil EMT ile iliskili transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol acar.
Bunlarin sonucunda timor hicreleri hiicre-hiicre adezyonunu kaybeder (39). Bu
sinyal yolaklarindaki genlerde veya transkripsiyon faktorlerinde meydana gelen de-
gisikler ozellikle yanlis anlamli mutasyonlar sistemin degismesine neden olarak kan-

sere yol acabilir (40).

2.5.1. RHOA

RHOA, hiicre ylizeyi reseptorleri ve farkli hiicre ici sinyal proteinleri arasinda
bir araci gorevi goren kiiclik GTPaz-Ras benzeri proteinlerin Rho ailesinin bir Giyesidir
(41). Molekiler anahtar olarak islev goriir; GTP'ye bagl durumda acik, GDP’ye bagli
durumda ise kapalidir. Simdiye kadar calisilan temel Rho aile Uyelerinin ana komp-
lekslerinin aderens baglantilar ve siki baglantilar dahil olmak tizere farkli baglanti
yapilarinin olusturulmasinda yer aldigi gosterilmistir (42). Bu ortak ozellik, ozel
adezyon komplekslerinin olusumunun Rho-benzeri GTPazlar tarafindan yonetilen
cesitli morfolojik ve motilite fonksiyonlarinin bircogu icin molekiiler bir temel sagla-

yabilecegini gostermektedir.

RHOA'nin bilinen biyolojik fonksiyonlari aktin organizasyonu (43), hiicre gocu
(44), hicre sitokinezi ve hiicre dongisu (45) ile ilgilidir. Malign tlimorlerde RHOA
Uzerinde somatik mutasyonlarin siklikla gérilmemesine ragmen, cesitli kanserlerde

RHOA’nin asiri ifadesi saptanmistir ve ayrica RHOA'nin kotl huylu timoér olusumun-



da ve timor hiicresi invazyonunda anahtar bir role sahip oldugu bilinmektedir (46,
47). RHOA mutasyonlari, 2014 yilinda, mide adenokarsinomunda, siricu (driver)
mutasyon rollindn yani sira, genel bir pan-kanser siiriici mutasyon roll oldugunu

gosteren bir IntOGen arastirmasi ile birkag grup tarafindan tanimlanmistir (48).

2.5.2. CREBBP

CREBBP ya da CBP birgok farkli transkripsiyon faktoriinin transkripsiyonal
ko-aktivasyonunda rol oynar. ilk olarak, cAMP-yanit elementi baglayici proteine
(CREB) baglanan bir niikleer protein olarak izole edilen bu genin kodladigi proteinin,
embryonik gelisim, bliylime kontrolli ve homeostazda kritik roller oynadigi bilinmek-
tedir. Bu gen tarafindan kodlanan protein intrinsik histon asetiltransferaz aktivitesi-
ne sahiptir ve ayrica transkripsiyon kompleksi ile ek protein etkilesimlerini stabilize
etmek icin bir iskele goérevi de goriir. Bu protein hem histon hem de histon olmayan

proteinleri asetile eder.

2.5.3. TCF7L2

TCF ailesi proteinleri icinde, TCF7L2 geni tarafindan kodlanan TCF4, dogru-
dan DNA'ya baglanir ve B-katenin ile birleserek hedef genleri transaktive eder. EMT,
epitelyal kaynakh timor hicrelerinin onkojenik ve invaziv 6zellikleri igin kritiktir.
TCF/B-katenin transkripsiyon faktori mezenkimal genleri upregiile ederek EMT'ye
katilir (49, 50). Epitel hiicre seklinin korunmasindan sorumlu olmasi ile karakterize
edilmis (51) bir hiicre-hiicre adezyon molekili olan E-kaderinin ifadesi, WNT sinyali
ile azaltilir (52-54). TCF-B katenin kompleksi, dogrudan E-kaderin promoter bolgesi-
ne baglanir ve E-kaderin ekspresyonunu Smad sinyal yolagi ile birlikte azaltir (53).
WNT sinyal yolagi, Snail ailesi proteinleri Snail ve Slug gibi E-kaderin transkripsiyonel
baskilayicilarinin ifadesini artirir (51). E-kaderin ifadesinin kaybi EMT'nin baslangici
ile iliskilidir. EMT, kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonunun kaybi, fibroblast fenotip-
lerinin alinmasi ve artan invazivite gibi kanser metastasi sireclerine aracilik eder
(55). EMT tarafindan indiiklenen E-kaderin aracili hiicre-hiicre adezyonunun bozul-

masl, metastas ilerlemesi icin 6nemli adimlar olarak kabul edilir (56, 57).
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2.5.4. Ep300

Ep300 veya p300, bir asetil grubunun histonlarin lizin amino asitlerine ve p53
gibi diger hiicresel proteinlere baglanmasini katalize eden bir lizin asetiltransferazdir
(58). Histonlarin ve diger proteinlerin Ep300 tarafindan katalize edilen asetilasyonu,
gen aktivasyonu igin ¢cok 6nemlidir (59). Prostat ve karaciger gibi tiimoérlerde Ep300
ifadesinin arttigi gozlenmistir (59-62). Ep300, STAT3, NF-kB ve HIF-1a gibi cesitli on-
kojenik transkripsiyon faktorlerinin kritik bir koaktivatortidir. Ayrica p300, metabo-
lizmay (63), otofajiyi (64) ve motiliteyi (65) etkileyen proteinleri asetile eder. Orne-
gin, p300, saperon proteini Hsp90'in asetilasyonu yoluyla metastasa katkida bulu-

nabilir (65).

2.5.5. CTNNB1

B-katenin (CTNNB1), transkripsiyonel aktivasyon ve hiicre-hiicre adezyon
olmak (zere iki bagimsiz islemde yer alan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir (66, 67).
Sitoplazmik B-katenin, Wnt yolagindaki sinyal iletiminde yer alir ve gekirdege trans-

lokasyon yaparak MYC, CCND1 ve diger genlerin ifadesini arttirir (66, 68, 69).

APC veya CTNNB1'in mutasyonuna sahip tasiyan hiicreler, sirekli Wnt sinyali

altindaymis gibi davranarak hiicre cogalmasi gegirirler (66, 70).

B -katenin'in bir diger roli, hiicre disi molekiilleri hiicre iskeleti ile baglayan
bir molekil olan kaderin ile hiicre-hiicre etkilesimlerine katilmaktir (67). Kaderin ve
kateninlerin aracilik ettigi hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre ¢ogalmasinin engellen-
mesi ile sonuclanir. E-kaderin/B-katenin ekseni icindeki mutasyonlara bagli kontakt

inhibisyonunun kaybi, bazi karsinomlarin 6zelligidir (67).

2.5.6. EGFR

EGFR hiicre disi sinyalleri hiicre yizeyinden hiicre i¢c kismina dontstiirmede dnemli
olan, hiicre ¢cogalmasi, farklilasma, hiicre gocl ve hiicre o6limu gibi kritik slireclere
aracilik eden bir reseptor tirozin kinazdir. Bu reseptorin diizensiz ifadesi veya mu-
tasyonel aktivasyonu, homeostatik hticresel siireclerin sapmasina yol acarak, hiicre-

lerin malign transformasyonuna neden olabilir. EGFR mutasyonlarinin aktivitesi,



11

kiictk htcreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun kanserleri gibi kanserlerde bil-

dirilmistir (71-73).

2.6. Yanhg Anlamli Mutasyon

Mutasyonlarinin, bulunduklari yere ve proteinlerin islevini degistirip degis-
tirmedigine bagh olarak, saghk Uzerinde gesitli etkileri vardir. Genlerin yapisindaki
mutasyonlar, kictk oOlgekli mutasyonlar ve blylk 6lcekli mutasyonlar olarak sinif-
landirilabilir. Kiiglik 6lgekli mutasyonlar, bir veya birka¢ niikleotitde meydana gelir-
ler. Bu mutasyon cesitlerinden birisi olan yanlis anlamli mutasyonlar, tcli niikleotid-
ler tarafindan kodlanan amino asidin degisimine neden olur, Sekil 2.1.”de yanlis an-
lamli mutasyon Ornegi gosterilmistir. Bu tip mutasyonlar, genlerin proteinlere kod-

lanmasi sirasinda Uretilen proteinin fonksiyonun degismesine neden olabilir.

Yanhs anlamli mutasyonlarin da icine dahil oldugu tek nikleotit varyantlari
(Single nucleotid variant, SNV), insanlarda farkhliklarinin neredeyse %90'indan so-
rumlu olan ve en sik gorilen genetik varyasyon tiridir (74, 75). Bu degisikliklerin
¢cogu notr yani genomda herhangi bir etkiye sahip olmamasina ragmen, bazi varyas-
yonlar gen ekspresyonunu veya translasyona ugramis proteinlerin fonksiyonunu
etkilemektedir (76, 77). Bu gibi tek nukleotit varyantlari genellikle gesitli hastalikla-

rin gelisimine yol acan dramatik fenotipik sonuglara sahiptir (78).

Sekil 2.2. Proteinin yanhs fonksiyona sahip olmasina sebep olabilecek yanlig anlaml
mutasyonlara bir 6rnek.
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Bilinen hastaliklarla iliskili mutasyonlarin yaklasik yarisi, amino asit mutas-
yonlari olarak ortaya ¢ikan es anlamli olmayan, yani kodladigi amino asitte degisiklik
meydana getiren, SNV'lerden kaynaklanmaktadir (79, 80). Daha d6nce yapilan bir
calismada, hicresel homeostasinin saglanmasinda etkili olan RINT1 geninde mey-
dana gelen mutasyonlarin, protein-protein etkilesimlerinde degisimlere sebep ola-
rak, bagirsak kanser gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (81). Yapilan diger bir
calismada ise kanser ¢rneklerindeki HACE1 geninde bulunan yanhs anlamli mutas-

yonlarin hiicre cogalma kapasitelerini degistirdigi ortaya konulmustur (40).

SNV'lerin ve mutasyonlarin ve iliskili hastaliklar arasindaki baglantilarin orta-
ya ¢ikarilmasi son derece 6nemli olmakla birlikte, bilinen SNV ve mutasyonlarin sayi-
sinin hizli blyimesi nedeniyle patojenik olanlari herhangi bir deneysel yol ile fonksi-
yonel olarak nétr olanlardan ayirmak veri biylklGgi nedeni ile zordur (82, 83). Bu
nedenle, hesaplama tahmin araglari, SNV'lerin ve yanlis anlamli mutasyonlarin ilk
analizi ve deneysel karakterizasyon igin 6nceliklendirilmesinde degerli hale gelmis-

tir.

2.7. COSMIC (the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) Veri Tabani

COSMIC (http://cancer.sanger.ac.uk), dinyadaki insan kanserindeki somatik
mutasyonlar hakkindaki bilgileri tek bir sistemde bir araya getirmek ve kolayca ula-
silmasini saglamak icin tasarlanmis bir veri tabani sistemidir. Hasta kohortlarinin
genis caph dizilimi, insan genomundaki milyonlarca somatik mutasyonun tanimlan-
masini saglamistir. COSMIC, bu somatik mutasyon verilerini ¢esitli kamusal kaynak-
lardan bir standart depoya toplar ve cesitli grafiksel, tablolandiriimis ve indirilebilir

bicimlerde kolayca elde edilmesini saglar (84).

Son yillarda yapilan ¢cok sayida arastirmada genetik varyantlar ile kanser has-
taliklari arasindaki iliskiler arastiriimistir. Bu calismalarda elde edilen bilgiler genel-
likle literatiirde ya da internetteki cesitli veri havuzlarinda bulunmakta, her biri ken-

di tanimlayici stilini ve formatini kullanmaktadir.
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COSMIC icerisinde, somatik mutasyon verileri, farkli kanser 6rneklerinden
toplanmistir. Manuel olarak literatiirden nokta mutasyonlari (tek nikleotit mutas-
yonlari, kigik insersiyon ve delesyonlar) ve gen flizyonlari alinir. Bununla birlikte,
genom capinda timor profili cok daha genis olabilir. Genomik literatlr genellikle
nokta mutasyonlari Uzerinde dururken, The Cancer Genome Atlas (85) (TCGA;
http://cancergenome.nih.gov) ve International Cancer genome Consortium (86)
(ICGC; https://dcc.icgc.org) gibi daha buyilik konsorsiyum odakl veri portallari, nokta
mutasyonlari, kopya sayisi farkhliklari, gen ekspresyon varyantlari, DNA metilasyon
varyantlari gibi cok daha genis alanlari kapsar ve tim bunlar COSMIC'te birlestiril-
mistir (84). COSMIC v78 striimiindeki (Eyltl 2016) toplam icerikler Tablo 2.2'de acik-

lanmustir.

Tablo 2.2. COSMIC veri tabaninin 78. strlimiindeki toplam icerik (Eylil 2016) (84)

Timor Ornekleri 1235 846
Go6zlenmis Kodlama Bolgesindeki Mutasyonlar 4 067 689
Go6zlenmis Gen Flzyonlari 18 029
Kopya Sayisi Varyantlari 1271436
Gen ifadesi Varyantlari 9175 462
Farkh Metillenen CpGler 7 879 142
Kodlama Bolgesinde Olmayan Varyantlar 13347517
Yapisal Mutasyonlar 187 429
Makaleler (manuel) 23096
Genomik Yayinlar 393
TCGA/ICGC/Hlicre Hatti Calismalari 277

Tim Genom 28 366
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2.8. PredictSNP1.0 Tahmin Araci

Mutasyonlarin protein fonksiyon ve yapisi lizerindeki etkilerini tahmin eden
cesitli bilgisayar tabanli araglar ve programlar bulunmaktadir. Mutasyonlarin deger-
lendirilmesi icin bu calismada kullaniimak Uzere secilen PredictSNP v1, sekiz farkli
tahmin programini, MAPP, nsSNPAnalyzer, PANTHER, PhD-SNP, PolyPhen-1,
PolyPhen-2, SIFT ve SNAP, icinde birlestiren bir siniflayicidir (87). PredictSNP icine
entegre edilmis programlardan nsSNPAnalyzer agag tabanh veri madenciligi yontemi
olan random forest yontemini, PhD-SNP destek vektor makinelerini, PolyPhen-2
Naive Bayes yontemini ve SNAP sinir agI yontemlerini kullanirken geriye kalan dort
arag ise makine 6grenmesi yontemini kullanmaktadir (87). Araglarin kullandiklar

yontemler, 6grenme veri setleri Tablo 2.3’de gosterilmistir.

PredictSNP v1 mutasyonlari “zararli” ya da “nétr” olarak siniflandirarak, her
bir aragta belirlenmis olan glven skorlarini ve karsilastirmayi kolaylastirmak igin
gozlenen dogruluk degerlerini kullanarak saptanan tahmini ortak bir ylzdelik degeri
verir. PredictSNP tarafindan nétr olarak tahmin edilen mutasyonlar, cogunlukla ne-
gatif etkisi olmayan varyantlara karsilik gelirken, zararli mutasyonlar klinik etkilere

neden olabilecegi tahmin edilen varyantlara karsilik gelir.

Tablo 2.3. PredictSNP icerisinde degerlendirilen sekiz aracin ¢alisma prensibi ve 68-
renme veri setleri (Tablo (87) den esinlenilerek olusturulmustur).

Arag Adi Calisma Prensibi Ogrenme Veri Seti Referans

MAPP F|2|kpk|myasal ozellikler Ogrenme veri seti yok (88)
ve hizalama skoru

nsSNPAnalyzer Random forest SwissProt 3,511 ndtr/502 zararli (89)

PANTHER G.IZ“ Markov model ve Ogrenme veri seti yok (90)
hizalama skoru

Phd-SNP Destek vektér makineleri f;/\::lssProt 17,983 notr/16,330 za- (1)

PolyPhen-1 Ampirik kurallar seti Ogrenme veri seti yok (92)

PolyPhen-2 Naive Bayes SwissProt, dbSNP 7,070 nétr/5,322 (93)

zararli
SIFT Hizalama skoru Ogrenme veri seti yok (94)
L SwissProt, Protein Mutant Databa- (95)
SNAP Sinir aglar se 40,830 notr/39,987 zararli
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2.9. Rotamer Kiitiiphaneleri

Rotamer kiitliphanesi, her bir amino asit icin bir rotamerler toplulugudur.
Rotamer kitiphaneleri genellikle hem konformasyon hem de belirli bir konformas-
yonun sikhigl hakkinda bilgi icerir. Dunbrack rotamer kitliphanesi de bunlardan biri-
sidir, protein yapisi tahmini, protein tasarimi ve yapi iyilestirmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (96). Rotamer yapilari donustikleri amino asitlerin ne sekilde yapi-
ya katilabilecegi ve ¢evre amino asitlerle ne gibi etkilesimlerde bulunabilecegi ile
ilgili bize bilgi verir bu da mutasyonlarin olasi etkileri hakkinda bilgi sahibi olmamizi

saglamaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. ilgili Genlerin Elde Edilmesi

COSMIC veri tabanindan Cancer Browser kullanilarak ‘meme’ dokusu, alt do-
ku tipi filtrelemesi icin ‘hepsi dahil’, histoloji olarak ‘karsinoma’ ve alt histoloji ola-
raksa Duktal Karsinoma ve in sitii Duktal Karsinoma ayri ayri segilerek her iki kanser
tard ile iliskili yanhs anlamli mutasyonlar asagidaki kriterler kullanilarak COSMIC v80

veri tabanindan belirlenerek elde edildi;
3.1.1. invasiv Duktal Karsinomaya Ait Genlerin Elde Edilmesi
COSMIC v80 veri tabani kullanilarak invasiv Duktal Karsinomaya ait

i) 1319 mutasyonlu ornegin kullanildigi calismalardan elde edilen mutasyon-
larin igerisinden 27036 tanesinin “yanlis anlamh” yani amino asitte degisiklige neden

olan mutasyonlar olduklari belirlendi.

ii) Bu mutasyonlardan genlerle iliskili oldugu (census=yes) belirlenen 2024

mutasyon elde edildi.

iii) Elde edilen mutasyonlarin hangi genlere denk geldigi belirlendi ve sonug

olarak 355 gene ait 2024 yanlis anlamli mutasyon bulundu.
3.1.2. in Situ Duktal Karsinomaya Ait Genlerin Elde Edilmesi
COSMIC v80 veri tabani kullanilarak in situ Duktal Karsinomaya ait

i) 236 mutasyonlu 6rnegin kullanildigi calismalardan elde edilen mutasyonla-
rin icerisinden 316 tanesinin "yanhls anlamli” yani amino asitte degisiklige neden

olan mutasyonlar olduklari belirlendi.

ii) Bu mutasyonlardan genlerle iliskili oldugu (census=yes) belirlenen 253

mutasyon elde edildi.
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iii) Elde edilen mutasyonlarin hangi genlere denk geldikleri belirlendi ve so-

nug olarak 14 gene ait 253 yanlis anlaml mutasyon bulundu.

3.1.3. invasiv Duktal Karsinomaya Ozgii Mutasyon Tasiyan Genlerin Sap-

tanmasi

Agresif fenotipe sebep olan genlerin bulunmasi amaciyla invasiv Duktal Me-
me Karsinomasi ve in Sitii Duktal Meme Karsinomasi arasinda ortak olarak saptanan
genler venn semasi kullanilarak bulundu ve calismadan cikarildi. Saptanan ortak
mutasyonlu genler elimine edilerek toplamda IDC’ ye ait 344 mutasyonlu gen ile

¢alismaya devam edildi.

3.2. Genlere Ait Amino Asit Dizilerinin Elde Edilmesi

The National Center for Biotechnology Information  (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) veri tabani kullanilarak 344 gene ait amino asit dizi-
leri FASTA formatinda elde edilerek arastirmanin devaminda kullanildi. Birden fazla
transkripte sahip olan genlerin segimi ise COSMIC veri tabanindan elde edilen her

bir transkripte ait olan transkript numaralarina gére yapildi.

3.3. Mutasyonlarin Degerlendirilmesi

PredictSNP1.0 tahmin aracina her bir genin rlini olan proteinlerin amino
asit dizileri NCBI veri tabanindan FASTA formatinda elde edildikten sonra COSMIC
veri tabanindan elde edilen mutasyonlarla birlikte her bir gen igin ayri ayri yiklendi,
tim entegre programlar secildi ve PredictSNP1.0’den ¢ikan sonuglara gére tim segi-
len programlarda (MAPP, nsSNPAnalyzer, PANTHER, PhD-SNP, PolyPhen-1,
PolyPhen-2, SIFT ve SNAP) etkisi zararh olarak tahmin edilen mutasyonlar secilerek

sonraki calisma asamalarinda kullanildi.

3.4. Metastas ve invasyon ile iliskili Olabilecek Mutasyona Sahip Genler

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)
v6.7 (https://david.ncifcrf.gov/) (97) genis kullanim alanlarina sahip olan ve gen lis-

telerinin biyolojik anlamlarini bulmaya imkan taniyan, belirli bir gen listesi ile iliskili
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en alakali (asir temsil edilen) biyolojik terimlerin tespit edilmesini saglayan DAVID
v6.7 veri tabanina PredictSNP v1 tarafindan zararl oldugu tahmin edilen 69 mutas-
yonu tasiyan genlerin resmi gen sembolleri (official gene symbol), proteinlerin fonk-
siyonel olarak annote olduklari yolaklarin bulunabilmesi igin yiklendi. Kyoto Encyc-
lopedia of Genes and Genomes (KEGG) yolak haritalari secildi. Sonuglarin fil-
trelenmesi igin EASE skoru (modifiye Fisher Kesin P-degeri) 0.05 olarak segildi. Bir-
cok genin birden fazla yolaga annote oldugu gériildii. invazyon ve metastasdan so-
rumlu olabilecegi disiinllen ve metastasin ilk basamagi olan hiicre-hiicre adezyo-
nunun kaybolmasindan sorumlu olabilecegi dislintlen “Adherens junction” sinyal

yolagindaki genler secildi.

3.5. Zararli Mutasyonlarin Proteinlerin 3 Boyutlu Yapilari Uzerinde Goriin-
tilenmesi

Proteinlerin (¢ boyutlu yapilari, homoloji modeline gore proteinlerin lg bo-
yutlu yapilarinin tahmin edilerek modellenmesini saglayan Pro-
tein Homology/Analog Recognition Engine \ 2.0 (PHYRE2,
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre, (98)) online araci kullanilarak elde edildi.
PHYRE2 programina NCBI veri tabanindan elde edilen amino asit dizileri girildi ve
PHYRE2, dort basamakta proteinlerin 3 boyutlu yapisinin modellenmesini sagladi

(Sekil 3.1). Bu basamaklar;
3.5.1. Homolog Protein Dizilerinin Elde Edilmesi

Amino asit dizilerinin hizalanmasinda, diger hizalama araclarina gére daha
hizli ve hassas olan Hhblits (99) kullanilir. Sonrasinda hizalanan diziye karsilik gelen
proteinlerin ikincil yapilari PSIPRED ile hesaplanir. PSIPRED (100), proteinlerin ikincil

yapilari olan a-heliks, B-dlizlemsel tabaka ve sarmal yapilarini tahmin eder.

3.5.2. Proteinlerin ikincil Yapilarinin Hidden Markov Modeline (HMM) Dé-

niigtiiriilmesi

ilk asamada homolog dizilerin toplanmasi ile hesaplanan profil, tahmin edi-

len ikincil yapi ile birlikte Hidden Markov modeli (HMM) haline don(stdrilir. Bu
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donistirdlmis HMM, bilinen protein yapilarindan olusan HMM katlanma kitlipha-
nesinde taranir. Katlanma kitliphanesi, deneysel olarak belirlenmis protein yapila-
rinin temsili bir kiimesinden olusur. Birinci asama ile ayni yaklasima sahip olan bu
asamada ise hizalama i¢in HHsearch(101) kullanilir. HHsearch, 6nde gelen homoloji
belirleme yontemlerinden biridir (102). Katlama kiitliphanesi taramasinin nihai so-
nucu, HHsearch tarafindan Uretilen, sorgu-sablon hizalamalarinin bir listesidir. Bu
hizalamalar genellikle ekleme (insersiyon) ve silme (delesyon) iceren (indel) ve yan

zincir icermeyen kabaca omurga modelleri Gretmek igin kullanilir.
3.5.3. Modelin Diizeltilmesi ve Tamamlanmasi

Uclincli asamada, modellerdeki indeller, loop modellemesi ile dizeltilir ve

eksikler tamamlanir.
3.5.4. Modelin Son Haline Getirilmesi

Phyre2 modelinin son halini olusturmak icin amino asit yan zincirleri eklenir.

Sorgu Dizisi
..ATGCGATAAGTGCTAGTCGTA...

l

Hhblits

Sekil 3.1. Algoritmik asamalari gosteren Phyre2 akis semasi ((98)’den esinlenilerek
olusturulmustur).
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PredictSNP tarafindan zararh oldugu tahmin edilen mutasyonlari tasiyan ve
KEGG sinyal yolagi analizi ile segilen sinyal yolagi icinde yer alan proteinlere ait gen-
lerin NCBI veri tabanindan elde edilen amino asit dizileri, protein modellerinin olus-
turulmasi amaci ile Phyre2 veri tabanina yiiklendi. Sonucta elde edilen protein mo-
dellerinin goruntilenmesi icin ise genis bir molekiler modelleme sistemi olan UCSF

Chimera (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera) uygulamasi kullanildi (103).
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4. BULGULAR

4.1. ilgili Genler

COSMIC veri tabani kullanilarak IDC’da 355 gene ait 2024, DCIS'de 14 gene
ait 253 yanlis anlamli mutasyon bulundu. Bulunan genlerden her iki karsinomaya ait
olan genler metastatik aktiviteye sebep olabilecek genlerin belirlenebilmesi amaciy-

la elendi. Sonug olarak IDC’ ye ait 344 adet gen elde edildi (Sekil 4.1).

IDC DCI5

Sekil 4.1. IDC ve DCIS’e ait ortak ve her birine ait gen sayilarinin venn semasinda
gosterimi.

4.2. Zararli Mutasyonlara Sahip Genler

Cosmic veri tabanindan IDC’ye ait elde edilen genlerin amino asit dizileri
NCBI/Gene veri tabanindan elde edilerek PredictSNP1.0 aracina her genin kendisine
ait mutasyonlariyla birlikte sirasiyla yiiklendi ve tim araclar analiz i¢in secildi. Bazi
genlere ait mutasyonlarin hatali olmasi ve NCBI transkript glincellemesinden dolayi
33 gen elendi. Her bir gendeki mutasyonlar i¢in PredictSNP1.0 kullanilarak toplamda
311 gene ait, her entegre arac¢ ve PredictSNP1 konsensus sonucu icin, ylizde olarak
tahmin ve mutasyonun protein fonksiyonu lzerindeki etkisi icin "notr" ve "zararli"

olarak elde edildi. Tim genler icin PredictSNP1.0 sonuclari EK-2’de gdsterilmistir.

Bazi araglar bazi mutasyonlar icin sonu¢ vermedi fakat geri kalanlarinda or-
tak olarak ‘zararl’ sonug¢ veren mutasyonlar 0.87 dogruluk orani ile 69 adet gen

(Tablo 4.1) ve genlere ait ‘zararl’ mutasyonlar sonraki analizler icin secildi (EK-1).
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Tablo 4.1. PredictSNP’e yuklenen ve ‘zararl’ olarak tahmin edilen mutasyona sahip

genler.
XPO1 EVT1 WHSC1L1
ARNT EXT1 PTEN
LRP1B FANCA MPL
NOTCH2 GRIN2A EPS15
PDE4DIP HOXA9 FGFR2
BCORL4 IDH1 CHD4
BCORLS MAP2K4 EVT6
MEN1 MSH2 RB1
MDM?2 NF2 CACNA1D
DICER1 ACVR1 BCL11B
BRCA1 AMER FANCD
CREBBP PALB2 FBXO11
EGFR PDGFRA FBXW7
DDX3X PMS2 FOXO03
TCF7L2 PTPRK BRIP1
ERBB4 RANBP2 NF1
CHEK?2 RHOA NOTCH1
CNOT3 RUNX1 NSD1
CTNNB1 SF3B1 UBR5
CLYD SMARCA4 FOXA1
ELL TET2 CDK12
EP300 TSC1 KIT
ERCC3 WHSC1 SLC45A3
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4.3. David-Kegg

DAVID veri tabanindaki KEGG yolak analizi, genlerle iligkili anlamli yolaklarin
saptanmasi i¢in uygulandi. Sonugta 69 genin, 17 farkli yolak igerisinde annote olduk-
lari bulundu (EASE, p<0.05, Tablo 4.2). KEGG yolaklari igerisinde bir genin farkh bir-
cok yolakta da annote oldugu gorildi. Elde edilen yolaklardan ‘Adherens junction’
yolaginda bulunan genler, invazyon ve metastasa sebep olabilecek hiicre i¢i sinyal-

lerde etkili olduklari igin bulunduklari bu yolak segildi.

Tablo 4.2. PredictSNP’den elde edilen 69 genin annote olduklari KEGG yolaklari.

KEGG Yolak Terimleri P degeri Sayi Genler

EGFR, FGFR2, RET, MSH2, CREBBP,
RB1, KIT, PTEN, TCF7L2, ARNT,

Pathways in cancer 2,94E-08 16 CTNNBL, EP300, RHOA, PDGFRA,
MDM2, RUNX1
EGFR, FGFR2, EP300, CREBBP,
Prostate cancer 3,54E-08 10 PDGFRA, MDM2, RB1, TCF7L2, PTEN,
CTNNB1
. . EGFR, EP300, CREBBP, RHOA,
Adherens junction 4,29E-04 6 TCF7L2, CTNNBL
. EGFR, FOX03, TCF7L2, PTEN,
Endometrial cancer 8,94E-04 5 CTNNB1
Dorso-ventral axis 1,14E-03 4 EGFR, NOTCH2, NOTCH1, ETV6
formation
Glioma 1,84E-03 5 EGFR, PDGFRA, MDM2, RB1, PTEN

Melanoma 2,86E-03 5 EGFR, PDGFRA, MDM2, RB1, PTEN



Endocytosis

Colorectal cancer

Notch signaling
pathway

Melanogenesis

p53 signaling pathway

Cell cycle

Thyroid cancer

TGF-beta signaling
pathway

Whnt signaling pathway

Bladder cancer

4,13E-03

5,24E-03

7,05E-03

9,33E-03

1,93E-02

2,05E-02

2,45E-02

3,65E-02

3,76E-02

4,86E-02

24

EGFR, FGFR2, RET, ERBB4, PDGFRA,
MDM2, KIT

EGFR, MSH2, PDGFRA, TCF7L2,
CTNNB1

NOTCH2, NOTCH1, EP300, CREBBP

EP300, CREBBP, KIT, TCF7L2, CTNNB1

MDM2, CHEK2, MDM4, PTEN

EP300, CREBBP, MDM2, RB1, CHEK2

RET, TCF7L2, CTNNB1

EP300, CREBBP, RHOA, ACVR1

EP300, CREBBP, RHOA, TCF7L2,
CTNNB1

EGFR, MDM2, RB1
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4.3.1. Segilen Yolaga Ait Genler

DAVID veri tabanina PredictSNP v1’den gikan 69 zararli mutasyona sahip gen
ylklendiginde bulunan hiicre adezyonundan sorumlu KEGG vyolaginda alti adet
gene; EGFR, EP300, CREBBP, RHOA, TCF7L2 ve CTNNB1 ait PredictSNP mutasyon
degerlendirme sonuglarinin gérselleri ve genlerin bulundugu aderens baglanti yolagi
asagidaki sekillerde (Sekil 4.2-4.8) gosterilmistir.

CREBBP’ye ait M747V, T1426M ve R1446C mutasyonlarindan R1446C mu-
tasyonu (Sekil 4.2), RHOA’ya ait G17E mutasyonu (Sekil 4.3), CTNNB1’e ait R661P
mutasyon (Sekil 4.4), EGFR’ye ait P596A, 1664F, G724S, G857E, L858R, R1031Q mu-
tasyonlarindan G857E ve L858R (Sekil 4.5), Ep300’e ait Q986L, R1410W, V2140l mu-
tasyonlarindan R1410W (Sekil 4.6), TCF7L2’ye ait H387N (Sekil 4.7) mutasyonu her

entegre aracta ‘zararl’ olarak sonucu tahmin edilmistir.

Expand all annotations

Mutation PreditSNP ~ MAPP  PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen2  SIFT SNAP  nsSNPAnalyzer PANTHER
M747V 83% . 72% 67 % 69 % 61% 67 % . 65 %
T1426M = 55% 73% 58 % 74 % 68% 46 % 56 % - 70%
R1446C = B87% 76 % 88 % 74 % 81% 79% 89 % - 87 %

Sekil 4.2. CREBBP’ye ait PredictSNP sonucu.

Expand all annotations

Mutation  PredictSNP MAPP PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen-2 SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

G17E 87 % 88 % 88 % 74 % 56 % 79 % 85 % 63 % 87 %

Sekil 4.3. RHOAya ait PredictSNP sonucu.

Expand all annotations

Mutation ~ PredictSNP MAPP PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen-2 SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

REE1P 87 % 62 % 82 % T4 % 68 % 9% 89 % 63 %

Sekil 4.4. CTNNB1'e ait PredictSNP sonucu.



B reutral deleterious XX % expected accuracy Expand all annotations I

Mutation PredictSNP ~ MAPP  PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen2  SIFT SNAP  nsSNPAnalyzer PANTHER

P596A : 7% 59% 60% 79% 55% 65% s

1664F 5% < 50% 67% 87% 76 % 67% 65% 62%
Gr248 7% 89% 74% 81% 79% 81% 63% ;

GBS7E 88% 88% 74% 81% 79% 89% 63% -

L858R 84% 88% 74% 81% 79% 81% 63% -
R1031Q  83% : 55 % 67% 63% 53% 1% 65% :

Sekil 4.5. EGFR’ye ait PredictSNP sonucu.

deleterious XX % expected accuracy Expand all annotations
Mutation ~ PredictSNP MAPP PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen-2 SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER
QoseL 65 % - 83 % 67 % 43 % 43 % 61% - 62 %
R1410W - 63 % 89 % 4% 81% 79% 87 % - 87 %
V21401 83% - 78 % 67 % 64 % 68 % 50 % - 57 %

Sekil 4.6. Ep300’e ait PredictSNP sonucu.

deleterious

XX % expected accuracy
Mutation  PredictSNP MAPP PhD-SNP  PolyPhen-1 PolyPhen-2 SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

H387N - 86 % 88 % 74 % 81% 79 % 72% 63 %

Expand all annotations

Sekil 4.7. TCF7L2’ye ait PredictSNP sonucu.
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| aDHERENS JUNCTION |

Sekil 4.8. Secilen genlerin DAVID ‘adherens junction’ yolaginda gosterimi.

LT
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4.4. Segilen Genlere Ait Protein Modellerinin ve Mutasyonlarin Proteinlerin
3 Boyutlu Yapilari Uzerinde Goriintiilenmesi

EGFR, EP300, CREBBP, RHOA, TCF7L2 ve CTNNB1 genlerinin kodladig pro-
teinlere ait g boyutlu protein yapilari olusturularak, bu proteinler lizerindeki amino
asitlerde saptanan ve protein icin zararh (patojenik) etkiye sahip olabilecegi tahmin
edilen vyanlis anlami mutasyonlar protein yapilar Uzerinde gostermek igin
PHYRE2’ye yliklendi. Yanhs anlamli mutasyon sonucunda olusan amino asit farkl
rotamer yapilarinda bulunabileceginden bitlin rotamer yapilari mutasyon ile olusan

amino asitler icin gosterildi (Sekil 4.9-4.14).

RHOA’ya ait G17E mutasyonu nikleotit baglanma bolgesinde (Sekil4.9B) yer
aldig1, CREBBP’ye ait R1446H (Sekil 4.10B) ve Ep300’ e ait 1410W (Sekil 4.11B) mu-
tasyonlarinin birbirlerine esdeger oldugu ve her iki mutasyonun da proteinlerin ase-
til transferaz bolgelerinde yer aldigi tespit edilmistir. CTNNB1’e Uzerinde Arji-
nin661Prolin donlsimu (Sekil 4.12C) tespit edilmis olup, TCF7L2'de ise H387N mu-
tasyonu saptanmis ve bu mutasyonun hem DNA baglanma bdlgesi lizerinde (Sekil
4.13B) yer aldigi, hem de Slug'in ve E-kaderinin ifadesini modiile eden MAD2L2 pro-
teini ile TCF4’un etkilesimine aracilik eden bolgede (Sekil 4.13C) yer aldigi belirlen-
mistir. EGFR’de ise G857E ve L858R (Sekil 4.14B) mutasyonlarindan L858R mutasyo-

nunun EGFR kinazinin aktivasyon dongusiinde yer aldigi saptanmistir.

Daha oOnce bu genler lizerinde yapilmis olan mutasyon c¢alismalari Tablo

4.3'te 6zetlenmistir.



Tablo 4.3. Segilen genlerdeki mutasyonlarin daha dnce galisildigi kanser tirleri.
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Gen Adi Mutasyon Calisilan Kanser Tiirii ve Referans

EGFR G857E Herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir.
L858R Akciger Kanseri (104)

RHOA G17E Diffiiz Gastrik Karsinoma (47)

CREBBP R1446 Akut Lenfoblastik Lésemi (105, 106)

TCF7L2 H387N Herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir.

CTNNB1 R661P Herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir.

EP300 R1410W Herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir.
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Sekil 4.9. A) RHOAya ait 3D model. Homoloji modelleri Phyre2’de olusturulmustur.
B) 12-19. amino asitler magenta renginde gosterilmistir ve GTP baglanma
bolgesidir. C) G17E amino asidinin konumu siyah renkte gosterilmistir. D)
G17E mutasyonun rotamerleri gosterilmistir. Dunbrack (96) rotamer ki-
tiphanesi UCSF Chimera'da amino asitler icin rotamerleri sunmak (zere
secilmistir.
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A)

B)

C)

Sekil 4.10. A) CREBBP’ye ait 3D model. Homoloji modelleri Phyre2’de olusturulmus
tur. B) R1446 amino asidinin konumu magenta renginde cubuk gosterimi
ile gosterilmistir. 1446 ve 1447. amino asitler magenta renginde goste-
rilmistir ve Asetil-CoA baglanma bdlgesidir. C) R1446C mutasyonun ro-
tamerleri gosterilmistir. Dunbrack rotamer kitliphanesi UCSF Chimera'da
amino asitler icin rotamerleri sunmak Uzere secilmistir.
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Q) l

Sekil 4.11. A) Ep300’e ait 3D model. Homoloji modelleri Phyre2’de olusturulmustur.
B) 1410 ve 1411. amino asitler magenta renginde gosterilmistir ve Asetil-
CoA baglanma bdlgesidir. R1410 amino asidinin konumu magenta ren-
ginde g¢ubuk gosterimi ile gosterilmistir. C) R1410W mutasyonun rota-
merleri gosterilmistir. Dunbrack rotamer kitiphanesi UCSF Chimera'da
amino asitler icin rotamerleri sunmak Uzere secilmistir.



B)

C)

Sekil 4.12. A) CTNNB1’e ait 3D model. Homoloji modelleri Phyre2’de olusturulmus-
tur. B) R661 amino asidinin konumu magenta renginde ¢ubuk gosterimi
ile gosterilmistir. C) R661P mutasyonunun rotamerleri gosterilmistir.

Dunbrack rotamer kitliphanesi UCSF Chimera'da amino asitler igin ro-
tamerleri sunmak lzere segilmistir.
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Sekil 4.13. A) TCF7L2’ye ait 3D model, H387 amino asidinin konumu magenta ren-
ginde gubuk gosterimi ile gosterilmistir. Homoloji modelleri Phyre2’de
olusturulmustur. B) 350-418 arasi amino asitler magenta renginde goste-
rilmisgtir ve DNA baglanma bdélgesidir. C) 201-395 arasi amino asitler ma-
genta renginde gosterilmistir ve MAD2L2 ile etkilesime aracilik eden bol-
gedir. D) H387 amino asidinin konumu magenta renginde ¢ubuk gosteri-
mi ile gosterilmistir. E) H387P mutasyonunun rotamerleri gosterilmistir.
Dunbrack rotamer kitliphanesi UCSF Chimera'da amino asitler igin ro-
tamerleri sunmak lzere segilmistir.



Sekil 4.14. A) EGFR’ye ait 3D model. Homoloji modelleri Phyre2’de olusturulmustur.
B) G857 ve L858 amino asitlerinin konumu magenta renginde gubuk gos-
terimi ile gosterilmistir. C-D) G857E ve L858R mutasyonlarinin rotamerle-
ri gosterilmistir. Dunbrack rotamer kitiphanesi UCSF Chimera'da amino
asitler icin rotamerleri sunmak Gzere segilmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda invasiv Duktal Meme Karsinomasi fenotipi ile iliski olan yanlis
anlamli mutasyonlar in silico olarak arastirilmistir. Protein yapisi/fonksiyonu agisin-
dan zararl (patojenik) olabilecek mutasyonlar bilgisayar tabanli olarak tahmin edil-
mis ve bu mutasyonlari tasiyan genlerin kodladigi proteinlerin hiicre icinde yer aldik-
lari sinyal yolaklari saptanmistir. Sonuglarimizda, bir genin farkl bircok KEGG yolagi-
na annote oldugu goriildi. Elde edilen yolaklardan ‘Adherens junction’ yolaginda
bulunan genler, invazyon ve metastasa sebep olabilecek hiicre igi sinyallerde etkili
olduklari icin segilmistir. Mutasyonlarin adezyon yolag! icerisinde yer alan EGFR,
EP300, TCF7L2, CTNNB1, CREBBP, RHOA genlerinin Grinleri olan proteinler lizerle-

rindeki etkileri arastiniimistir.

Daha oOnce vyapilan bir calismada, Opioid blyime faktor ResOptori
(OGFr)'nde COSMIC veritabanindan 13 yanlhs mutasyon tespit edilerek OGFr'de ta-
nimlanan mutasyonlar veya mutasyona ugramis OGFr'nin, Opioid biylime faktor
(OGF)'Un inhibitor aktivitesini nasil degistirecegi arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada
S378l ve R444H kanser 6rneklerinde tespit edilen iki mutasyon, OGFr'nin DNA sen-
tezinin fonksiyonel 6zelliklerini degistirmesi ile karakterize edilmistir. Sonucta ise
OGF ile biyoterapiye tam bir yanit saglamak icin mutasyona ugramamis bir OGFr'nin
gerekli oldugu ve potansiyel mutasyonlari karakterize etmenin terapotik yaniti etki-

leyebilecek dnemli bir faktor oldugu gosterilmistir (107).

Bizim ¢alismamizda da mutasyonlarin protein yapilari lizerinde neden olabi-
lecekleri yapisal ve fonksiyonel etkiler secilen genler lizerinde biyoinformatik yon-

temler kullanilarak arastiriimistir.

RHOA mutasyonlari, simdiye kadar cahisilan diffliz gastrik karsinom (DGK) va-
kalarinin %25'inde tespit edilmistir (47). Kakiuchi ve arkadaslari (47)'nin yaptigi ca-
lismada DGK tlimorlerinde bulunan RHOA mutasyonlarinin sonuglarini arastirmak
icin, Y42 mutasyonunu iceren mide adenokarsinomundan elde edilen OE19 hiicre

hatti, GTPaz aktivitesi icin 6nemli olan proteinin bir bolgesinin yakininda bulunan
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korunmus bir pozisyonunu etkileyen G17 mutasyonunu iceren SW948 kolon kanseri
hlcre hatti, BT474 gogus kanseri hiicre hatti i¢ boyutlu bliyiime kilturlerine alin-
mis, Ug hicre hattindan gelen hiicreler icin de RHOA ifadesi siRNA kullanilarak dur-
durulmus ve bliyime oranlarinin baskilandigl gézlenmistir. Buna karsilik mutasyon
tasimayan RHOA genleri olan AGS ve MKN74 mide kanseri hiicre hatlarinda belirgin
bir bliylime baskisi gozlenmemistir, bu da G17 ve Y42 mutasyonlarinin DGK ilerleyisi

icin cok glcll baylime avantajlari sagladigi anlamina gelmektedir.

RHOA mutasyonlarinin, kanserin ilerlemesinin ilk asamalarinda baslayan

onemli bir role sahip olabilecegi daha 6nce yapilan ¢calismada 6n gorilmastir (47).

Bizim g¢alismamizda da benzer sekilde RHOA’nin niikleotit baglanma bdlge-
sinde yer alan G17E mutasyonu (Sekil 4.9B-C) COSMIC veri tabanindan elde edilen
IDC 6rneklerinde saptanmis ve PredictSNP tarafindan zararli olarak tahmin edilmis-
tir. Mutasyon proteinin i¢ boyutlu yapisi Gzerinde Sekil 4.9C’de gosterilmistir. Kaki-
uchi ve arkadaglarinin yaptigl calismadan yola gikarak, ¢alismamizda IDC'de elde
edilen G17E mutasyonunun protein lzerinde énemli bir etkiye sahip olacagi dusil-
mektedir. Yanlis anlamli mutasyonlarinin yeri kanser arastirmalarinda o6zellikle
onemlidir, ¢linkli bu tiir mutasyonlar protein etkilesimlerini ve/veya protein fonksi-

yonlarini degistirebilir (108).

RHOA, saptadigimiz mutasyonun bulundugu yer olan GTP (109) icin baglan-
ma cepleri ve efektérlerle protein-protein etkilesiminin yapisal boélgeleri gibi cesitli
hedeflenebilir alanlara sahip oldugundan, ilag gelistirilebilir bir onkojenik protein
olabilir. Ozellikle mutant RHOA ve onkojenik yollarina miidahale ederek, invasyon
ve metastas geciren IDC'lere karsi yeni terapotik stratejiler gelistirmek mimkin

olabilir.

Mullighan (105) tarafindan yapilan bir calismada CREBBP'deki mutasyonlar,
histon asetiltransferaz alanindaki bir hotspot bolgede, akut lenfoblastik [6semi (ALL)

olgularinin %21'inde kesfedilmistir. R1446C mutasyonunun, kritik histon asetiltrans-



38

feraz bolgesinde yer aldig1 gosterilmis ve ALL’ de bir mutasyon hedefi olarak tanim-

lanmistir (105, 106).

Ayni zamanda CREBBP, protein Ep300 ile bromodomain, sistein-histidin ba-
kimindan zengin bolgeler ve histon asetiltransferaz domeininde gok yiiksek dizi ben-

zerligine sahip bolgeleri paylasir.

Yapilan bir ¢alismada CREBBP (izerindeki R1446 ve onun paralogu olan
EP300’deki R1410 mutasyonlarinin esdeger oldugu ve R1446H mutasyonunun

substrat baglanmasini bozacagi tahmin edilmistir (105).

Bizim ¢alismamizda ilging olarak IDC 6rneklerinde R1446H ve R1410W mu-
tasyonlarinin her ikisini de saptadik (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Daha 6nce farkli kan-
ser tirlerinde etkileri arastirilmis olan genlerin IDC'de de benzer sekilde etkileri ola-
bilir ve saptadigimiz mutasyonlarin proteinlerin 6nemli fonksiyona sahip olan histon
asetiltranferaz domainlerinde yer almalarindan ve her iki proteinin de hiicre ig¢i sin-
yal yolaklarinda 6nemli gorevlere sahip olmasindan dolayi bu mutasyonlarin IDC ‘nin

invazyon ve metastas siirecglerinde birer sebep olabilecegi dlsinilebilir.

B-katenin, hiicre adezyonu ve gen transkripsiyonunu diizenleyici bir protein-
dir (110). B-katenin sinyalinin diizensizliginin kolon kanseri, hepatosellller karsinom
ve endometrial kanser gibi maligniteler ile iliskili oldugu bilinmektedir (111, 112).
Bunlara ek olarak B-katenin genindeki mutasyonun yumurtalk kanserinin bir alt
turayle iliskili oldugunu gosteren farkh calismalar da bulunmaktadir (111, 113). Ad-
renokortikal timorlerde B-katenin mutasyonlarini tanimlanmis ve B-katenin mutas-

yonlarinin adenomlarin gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (114).

Bizim calismamizda IDC Orneklerinde R661P (Arjinin661Prolin) mutasyonu
saptanmistir (Sekil 4.12B). Bu mutasyon, bilgimiz dahilinde, daha 6nce hicbir kanser
orneginde calisiimadigi gibi IDC hastalarinda da calisiimamistir. Arjinin amino asidi-
nin Prolin amino asidine donlsimi protein acisindan énemli bir etkiye sahip olabilir
ve proteinin fonksiyonunda veya protein-protein etkilesiminde dnemli bir role sahip

olabilir. Onemli bir amino asit olan arginin, pozitif yuklidir. Arginin amino asiti ¢o-
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gunlukla fosforile substratlari baglayan proteinlerin aktif merkezlerinde bulunur. Bir
katyon olarak, Arginin bir proteinin genel yik dengesinin korunmasinda rol oynar.
Prolin ise, sekonder amino grubuna sahip tek amino asit olmasi bakimindan benzer-
sizdir. Bu fark, Prolinin diger tim amino asitler tarafindan kolaylikla yer edinilebilen
ana zincir konformasyonlarinin ¢ogunda yer alamadigl anlamina geldigi icin ¢ok
onemlidir. Bu nedenle, Prolin siklikla protein yapilarinda ¢ok siki donislerde (yani
polipeptit zincirinin yon degistirmesi gereken yerlerde) bulunabilir. Ayrica, normal
sarmal bir konformasyona sahip olamadigindan, kivrimlar ile alfa helikslerin birlesti-

gi yerler icin de islev gorebilir (115).

Bu iki amino asidin ¢ok farkli yapida ve goreve sahip olmasindan dolayi ve
arginin amino asidinin bulundugu konumun alfa heliks yapisi icerisinde yer almasin-
dan dolayl R661P donlsimiinin proteinin yapisinda onemli bir degisiklige sebep
olabilecegi ve bu degisikligin protein fonksiyonunu etkileyerek karsinogenez de

onemli bir mutasyon olabilecegi diistinilebilir (Sekil 4.12C).

Calismamizda, PredictSNP sonuglarina gére TCF7L2 geni lzerinde bulunan
ve amino asitte degisime neden olan mutasyonlardan bir tanesinin; H378N, zararl
(patojenik) olabilecegi tahmin edilmistir (Sekil 4.13D). TCF4 (izerinde saptadigimiz
H387N mutasyonunun da bulundugu yer olan 350-418 amino asitleri arasinda kalan
bolge DNA baglanma bolgesidir (Sekil 4.13B) Bununla beraber TCF4 lizerindeki 201-
395 amino asitleri arasi, Slug'in ve E-kaderinin ifadesini modiile eden MAD2L2 pro-
teini ile TCF4’un etkilesimine aracilik eden bodlgedir (116) (Sekil 4.13C). WNT, TGFj
ve Smad sinyal yolagi, Slug'i diizenler ve daha sonra EMT'yi ortaya cikarir. Boylelikle,
WNT'nin aracilik ettigi EMT nin diizenlemesinin ince ayarlanmasi icin MAD2L2 ve

diger sinyal yollari arasindaki is birliginin gerekli olabilecegi 6ne strilmuistir (116).

Saptadigimiz mutasyon MAD2L2 ile etkilesime aracilik eden boélgede bulun-
dugu icin TCF4-MAD2L2 etkilesimi bu mutasyondan etkilenebilir ve EMT'yi tetikleye-

rek agresif fenotipe sahip olmasina sebep olabilir.
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Bizim ¢alismamizda, G857R ve L858R olmak lizere EGFR lizerinde IDC 6rnek-
lerinde daha 6nce galisiimamis iki farkli zararl olabilecek mutasyon saptadik (Sekil
4.14B). PredictSNP sonuclarina gére bu mutasyonlar protein yapi ve fonksiyonunda

bozulmaya neden olabilir.

Saptadigimiz mutasyonlardan, L858R degisimi akciger kanserinde en yaygin
mutasyondur (tim mutasyonlarin yaklasik %40") ve EGFR kinazinin aktivasyon don-
gistnde yer alir (104). Yun ve arkadaslari (104)'nin yaptigi calismada L858R mutas-
yonuna sahip EGFR proteini hedeflendiginde, EGFR tirozin kinaz inhibitori olan ge-
finitib tipi ilaglarin, LB58R mutasyonuna sahip olan EGFR’a daha siki baglandiklari

gosterilmistir.

Saptadigimiz bu mutasyonlar i¢in ayri ayri ilag ya da ilag tlirevi denemeleri
yapilabilir ya da Yun ve arkadaslarinin (104) galismasinda oldugu gibi her iki mutas-
yonu aynl anda tasiyan hastalarda iki mutasyon ayni anda hedeflenerek ilaglarin

gelistirilmesi ile tedavideki olasi etkileri arastirilabilir.

Cesitli hastaliklara 6zgli ve popllasyon genetik calismalarinin bir pargasi ola-
rak genomlari dizilenmis 60.706 birbirinden bagimsiz kisiyi kapsayan, genetik gesitli-
ligi populasyon capinda gorintilemek icin kullanilan Exome Exome Aggregation
Consortium (ExAc, http://exac.broadinstitute.org, (117)) veri tabaninda genlere ait
mutasyonlar aragtirildigl zaman bu mutasyonlarin herhangi bir populasyonda varli-
gina rastlanmamistir bu bilgi de bu mutasyonlarin bazi popilasyonlara 6zgi olan
varyantlardan olmadigini, zararli olabilecek mutasyonlar olabileceklerini dogrular

niteliktedir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug

Genel olarak, galismamiz IDC’de protein yapisini ve/veya islevini degistirebi-
lecek, kanserle iliskili yanlis anlamli mutasyonlarin ayrintili hesaplama analizini suna-
rak kanser arastirmalarina katkida bulunmaktadir. Onkojenler, timér baskilayici
genler, hiicre bolliinmesi ve mitozda islev goren proteinler veya onlarin transkripsi-
yon faktorleri olan proteinlerini kodlayan genlerdeki zararl (patojenik) yanhs anlam-
Il mutasyonlari tanimlamak, kanser arastirmalarinda gereklidir ¢link(i yanlis anlamli
mutasyonlar protein yapisini degistirebilir, protein fonksiyonunu ve molekiler etki-
lesimleri bozabilir. Bu ¢alismanin sonucunda alti gene ait yanlis anlamli olan ve za-
rarl etkiye sahip olabilecegi in silico olarak tahmin edilen mutasyonlarin, proteinler-
de meydana getirebilecekleri degisiklikler arastirilarak bu mutasyonlarin IDC'nin

invazyon ve metastas stregleri icin dnemli olabilecekleri gdsterilmistir.

6.2. Oneriler

1. Calismada segilen ‘adherens baglat’ KEGG yolagina ait genler haricinde in-
vazyon ve metastasa sebep olabilecek baska yolaga ait genler secilerek ana-
lizler gerceklestirilebilir.

2. Elde ettigimiz mutasyonlarla IDC 6rneklerinde dogrulama deneyleri yapilabi-
lir.

3. Elde edilen mutasyonlara veya bulunduklari bolgelere yonelik ilaglar gelistiri-
lerek tedavi stirecindeki etkileri arastirilabilir.

4. Mutasyonlara sahip olan ve olmayan genlerin kullanildigi hiicre hatlar kulla-
nilarak bu mutasyonlarin varlik ve yokluk durumunda hiicrelerde meydana
gelebilecek degisiklikler karsilastirilabilir.

5. IDC ve DCIS'de ortak olarak saptanan 11 gendeki (ARID1B, AKT1, BRAF,
CDH1, DNMT3A, ERBB2, KMT2C, KRAS, NRAS, PIK3CA ve TP53) mutasyonlar,
DCIS-IDC gecisini tetikleyecek mekanizmalarda etkili olabilecekleri icin gen-

lerdeki bu mutasyonlar arastirilabilir.
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8. EKLER

EK-1: PredictSNP1.0’a yiklenen ve ‘zararl’ olarak tahmin edilen mutasyona sahip genler ve genlere ait mutasyonlar.
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EK-3: Tez Calismasi ile ilgili Etik Kurul izinleri.

T.C.
E HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayi : 16969557
Konu : 12.07.2017

Yrd. Dog. Dr. Ceren SUCULARLI
Tip Fakiiltesi

Biyoinformatik Anabilim Dali
Ogretim Uyesi

Sayin Yrd. Dog. Dr. SUCULARLI,

Kurulumuza degerlendirilmek tizere sundugunuz GO 17/635 kayit numarall ve
“Invasive Duktal Meme Karsinomast ile Iliskili Yanhs Anlamlh Mutasyonlarin Olast Yapisal
ve Fonksiyonel Etkilerinin In Silico Tahmini ve Degerlendirilmesi” bashkli proje
Kurulumuzun 12.07.2017 tarihli toplantisinda degerlendirilmis olup. ¢alisma materyalinin agik
erisimli veri bankalarindan veri cldesine dayali olarak yapilacagi goriilmiistir Klinik
Arastirmalar Yonetmeligi geregi goniillii insanlar tizerinde gergeklestirilecek nitelikte olmayan

bu tip ¢alismalar Etik Kurullarin kapsami disinda kalmaktadir.

Prof. Dr. Nurten AKARSU
Baskan

Bu yazi Etik Kurul karari yerine gegmek tizere hazirlanmistir.

EK
Toplanti Katilim Tutanagt.

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
06100 Sihhiye-Ankara
Telefon: 0 (312) 305 1082 * Faks: 0 (312) 310 0580 * E-posta: goetik@hacettepe.edu.tr

Ayrintihi Bilgi igin:




Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
12/07/2017 tarih ve 2017/17 no’lu toplanti

KATILIM LiSTESI

Prof. Dr. A. Nurten AKARSU(Bagkan)
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Prof. Dr. Sevda MUFTUOGLU
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Prof. Dr. Yildirim SARA
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Yrd. Dog. Dr. Ozay GOKOZ

07

Prof. Dr. Hatice Dogan BUZOGLU

Prof. Dr. R.K6ksal OZGUL
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Prof. Dr. Ayse Lale DOGAN
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Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNEL 1ZINLI

Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLU Do An A Wi
i }J\N\ﬁ}l&/\

Prof. Dr. Elmas Ebru YALCIN 1ZINLI

Prof. Dr. Necdet SAGLAM

Dog. Dr. Gozde GIRGIN

Dog. Dr. Fatma Visal OKUR

Dog. Dr. Can Ebru KURT

Yrd. Dog. Dr. H. Hiisrev TURNAGOL

Ogr. Gér. Dr. Miige DEMIR

Ogr. Gér. Dr. Meltem SENGELEN

Av. Meltem ONURLU

IZmLi’




9. OZGECMIS

I- Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi: Melda ARSLANTAS GUZEL

Dogum yeri ve tarihi: KADIRLI/15.02.1992

Uyrugu: T.C

lletisim adresi ve telefonu: Durali Alic Mah. Dogukent Cad. 994.Sokak 8/1
Mamak/ANKARA
0545-210-95-56

II- Egitimi

Yiiksek Lisans : Hacettepe Universitesi Biyoinformatik Programi, Biyoinformatik Tezli

Yiiksek Lisans (2016-)

Lisans : istanbul Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik BSlimii (2011-
2015)
Lise : Gllten Ali Ziyan Anadolu Lisesi (2006-2010)

lll- Mesleki Deneyimi

INTERGEN Genetik Hastaliklar Tani Merkezi (Kasim 2017- Subat 2018)

Aldig1 burslar/édiiller
Tirk Egitim Vakfi, Egitim Bursu (2012-2015)

Katildigi Kongreler, Sempozyum ve Kurslar
Python Programlama Dili Kursu

AB Ulkelerinde gesitli mesleki egitim alanlarinda calisma ve is kalitesinin incelenmesi

projesi (Leonardo da Vinci projesi Berlin/ALMANYA 2010)

istanbul Universitesi IX. IUGEN Molecular Biyology ans Genetics Student’s Winter

School (Organizasyon gorevlisi 2012)

Hacettepe Universitesi 2. Evrimsel Biyoloji ve Ogrenci Kongresi ‘insan Evrimi’ (2012)



Yeditepe Universitesi 1. Genetik ve Biyomiihendislik Giinleri (2013)

istanbul Universitesi XI. IUGEN Molecular Biyology and Genetics Student’s Winter
School (Organizasyon goérevlisi 2014)

18. Kariyer Egitim Giinleri (2014)

Hacettepe Universitesi Genom Diizenleme: Teknoloji ve Somatik Hiicre Tedavisi

Uygulamalari (2016)

Ortadogu Teknik Universitesi 11. Aykut Kence Evrim Konferansi (2017)



