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ONSOz

Akciger (AC) kanseri dunyadaki en yaygin ve mortalitesi en ylksek
kanserlerden biridir. AC kanseri patogenezini etkileyen molekuler
mekanizmalarin anlagiimaya baglanmasiyla birlikte gelistirilen hedef tedavi
yontemleri sayesinde bu hastalarin prognozunda onemli iyilesmeler
saglanmasina ragmen halen tedavi basarisi istenilen dizeyde degildir. Yeni
tedavi hedeflerinin tanimlanmasi gerekmektedir. Yeni bir tedavi hedefi olarak
son yillarda PIK3CA geni oldukga dikkat gekmektedir. Bu ¢alismanin hem
Ulkemizde yapilmis ilk ¢calisma olmasi hem de elde edilen bulgular nedeniyle
literatire 6nemli katki saglayacagi dustunulmektedir.
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1. GIRIS

PIK3CA geni bir onkogen oldugu dusunulen ve kodladigi protein kinaz
fonksiyonu goren bir gendir. Kanser patogenezinde rol oynayan dnemli sinyal
yolaklarindan biri olan fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolaginda gorev
almaktadir. Kanser molekuler etyopatogenezinde rol oynayan onkogenlerde
oldugu gibi, PIK3CA genindeki mutasyonlar sonucunda kodladigi proteinin
konstitusyonel aktivite kazanmasi iligkili oldugu sinyal yolaginin surekli
aktivasyonuna yol agar. Bdylece bu yolak Uzerinden htcre proliferasyonu,
apopitoz, protein sentezi, hlicre migrasyonu gibi pek ¢ok hicresel iglevde rol

alan proteinlerin aktivasyonuna neden olur.

PIK3CA geninin kodladidi kinaz, kanser gelisiminde énemli rol oynadigi
bilinen PI3K/AKT vyolaginin aktivasyonuna yol actidi icin tedavi hedefi
konumunda olan bir enzimdir. Henuz kanserde kullanimiyla ilgili FDA
tarafindan onaylanmis bir tedavi ajani olmasa da bu konuyla ilgili yogun faz
calismalar yurGtilmektedir. PIK3CA'nin kanserde tedavi hedefi olarak
etkinliginin tam ortaya konabilmesi icin NSCLC gibi prognozu son derece
kot olan kanser tlrlerinde mutasyon profillerinin  belilenmesi ve

mutasyonlarin patogenezdeki rollerinin daha iyi aydinlatiimasi gerekmektedir.

Ulkemizde NSCLC'de PIK3CA mutasyon sikligini gostermesi
bakimindan literatirdeki ilk ¢calisma olan bu arastirmada, NSCLC’de PIK3CA
geninin tim kodlayan dizisinin incelenmesi ve bdylece bilinen mutasyonlarin
sikliginin ortaya koyulmasinin yani sira olasi farkli mutasyonlarin

tanimlanmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger (AC) kanseri dinyadaki en yaygin ve mortalitesi en ylksek
kanserlerden biridir. Dunya saglik orgutinun 2008 verilerine gore
erkeklerdeki yaklagik 6,5 milyon yeni kanser tanisinin %16,5’i, 4.2 milyon
kanserden olumun de %22,5’i AC kanseri nedenlidir (Sekil 2.1). Kadinlardaki
yaklasik 6 milyon yeni kanser tanisinin %8,5’i, 3.3 milyon kanserden dlumin
de %12,8'i AC kanserinden kaynaklanmaktadir (Ferlay ve ark., 2010). (Sekil

2.2).

[ Akciger(%16,5)

M Prostat(%13,6)

[1 Kolorektal(%10)
| Mide(%9,7)

M Karaciger(%8)

m Ozofagus(%5)

B Mesane(%4,4)

] Lésemi(%3)

M Diger(%30)

[ Akciger(%22,5)
M Karaciger(%11,3)
] Mide(%11)

[] Kolorektal(%7,6)
m Ozofagus(%6,5)
[ Prostat(%6,1)

B Losemi(%3,4)

[ Mesane(%2,7)
W Diger(%28,9)

Sekil 2.1.

Erkeklerde kanser insidans ve kanserden 6lim oranlarn (Ferlay

ve ark., 2010).

I Meme(%22,9)

W Diger(%32,4)

M Kolorektal (%9,4)
[1Serviks(%8,8)

[] Akciger(%8,5)

W Mide(%5,8)

@ Uterus(%4,8)

B Karaciger(%3,7)
[ Over(%3,7)

I Meme(%13,7)
W Akciger(%12,8)
[] Kolorektal(%8,6)
[ Serviks(%8,2)
W Mide(%8,2)

[ Karaciger(%6,5)
M Over(%4,2)

[ Gzofagus(%3,9)
W Diger(%33,9)

Sekil 2.2. Kadinlarda kanser insidans ve kanserden 6lum oranlari (Ferlay

ve ark., 2010).




Olgularin ¢gogu gelismekte olan Uulkelerde gorulmektedir (%55).
Erkeklerde gorulen en yaygin kanserdir. En yuksek siklikta Orta-Dogu,
Guney Avrupa, Kuzey Amerika ve Dogu Asya’da, en az siklikta ise Orta ve
Bati Afrika’da gorulmektedir. Kadinlardaki insidansi biraz daha dusuktur.
Dunya c¢apinda kadinlarda en yaygin gorulen 4. kanser turudur ve kanserden
O0lumun de en yaygin 2. nedenidir. Kadinlarda en yuksek siklikta Kuzey
Amerika’da, en az siklikta da Orta Afrika’da gorulmektedir (Ferlay ve ark.,
2010).

2.1.1. Siniflama

o . ) Adenokarsinom %40
KUGUK HUCRELI OLMAYAN . .
. . k h li k %
AKCIGER KANSERI (NSCLC) Skuamoz hucreli karsinom 030
Bayuk hacreli karsinom %15
KUCUK HUCRELI AKCIGER KANSERI (SCLC) %15

2.1.2. Etyoloji

AC kanseri etyolojisinde bilinen en 6nemli etken sigaradir. AC
kanserlerinin neden oldugu odlumlerin %71’inden sigara sorumludur (WHO,
2009). Sigaranin daha ¢ok SCLC ve skuamoz hicreli karsinomla iligkili
oldugu bilinmektedir.

Gelismis Ulkelerde sigara icme oranlarinin azalmasiyla birlikte belli bir
sure sigara icip birakanlarda halen igmekte olanlara kiyasla daha sik AC
kanseri gdzlenmektedir (Molina ve ark., 2008). 1997-2002 yillari arasinda AC
kanseri tanisi alan 5000’den fazla hastanin katildigi bir calismada hastalarin
%25 ‘nin halen sigara icmekte oldugu (current igici), %60’dan fazlasinin da
yasam boyu 100 taneden fazla sigara icip kanser tanisindan en az bir yil
once sigarayl birakmis oldugu (former icici) bildirilmistir (Molina ve ark.,
2008). AC kanserlerinin %1,6’s1 pasif sigara igiciligine baghdir (Molina ve
ark., 2008).

AC kanserlerinin yaklasik %10-25'i hi¢ sigara igmemis (yasam boyu 100

taneden az sigara icmis) kisilerde goértlmektedir (Couraud ve ark., 2012).




Genig cografik varyasyonlar bulunmakla birlikte sigara igmeyen grupta
kadinlarda daha sik gorulmektedir ve daha ¢ok adenokarsinom tipindedir.
Sigara icmeyenlerde sorumlu tutulan en onemli etkenler cevresel sigara
maruziyeti (daha c¢ok kadinlarda) ve mesleksel karsinojenler (daha c¢ok
erkeklerde) olmakla birlikte olgularin 1/3’Gnden fazlasinda bu risk faktorleri
bulunmamaktadir.

AC kanserinden olumlerin %8’inden hava kirliligi, %3’Unden ev iginde
kullanilan kati yakitlardan kaynaklanan duman maruziyeti sorumlu
tutulmaktadir (WHO, 2009).

Gegirilmis  tlberkuloz hastalidi ve inflamasyonun eslik ettigi diger
akciger hastaliklari AC kanseri riskini artirmaktadir. Yapilmis bir ¢calismada
onceden varolan tuberkulozun AC kanseri riskini 1,72 rolatif riskle dnemli
oranda artirdigi gosterilmigtir (Wu ve ark., 2011; Brenner ve ark., 2011).

AC kanseri mesleksel kanserin en sik gorulen formudur. AC
kanserlerinin %8’'inden mesleksel karsinojenler sorumludur (WHO, 2009)
(Tablo 2.1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brenner%20DR%5Bauth%5D

Tablo 2.1. Akciger kanseri icin riski bilinen mesleksel karsinojenler

RISK FAKTORU | GORECE ODDS  |ILGILI MESLEK
RISK ORANI
Asbestos Madenciler, ¢cimento, yapi
Sigara igen 50-100 malzemeleri, tekstil, izolasyon,
Sigara icmeyen 5 tersane
Uranyum Uranyum madencileri, ntkleer
Sigara igen 38 santral iggileri
Sigara icmeyen 7
Radon 1,06 Madenciler
Egzoz gazi 1,4-2,8
Boya incelticileri 2,8
Kaynak 3,4
malzemeleri
Arsenik 3-8 1,1-2,6
Krom 3-40 Cam-seramik, basin endUstrisi,
batarya iscileri
Komur kurumu, 2,6 Madenciler, asfalt, katran isgileri,
katran baca temizleyicileri
Vinil klorid 4 Plastik sanayi iscileri
Polisiklik aromatik Kémur firini iggileri
hidrokarbonlar
Pestisidler 1,6

AC kanseri dunyadaki o6lduriclu kanserler arasinda birinci siradadir.

Sigara prevalansinin azalmasina bagli olarak Amerika, ingiltere gibi gelismis

Ulkelerde insidansinin azaldigi ve (Molina ve ark., 2008) bu Ulkelerde AC

kanserli hastalar iginde hi¢ sigara icmeyenlerin oraninin arttigi bildirilmektedir

(Wakelee ve ark., 2007). Ozellikle Asya ilkelerinde bu artis daha belirgindir

(Yano ve ark., 2011). Boélgesel varyasyonlarin risk faktorleriyle iliskili oldugu

bildiriimektedir.

Tarkiye'de Saglik Bakanhgi Kanserle Savas Dairesinin 2006-2008

verilerine gore erkeklerde AC kanseri insidansi yuz binde 68,9, kadinlarda ise

yuz binde 8dir. Sigara igme oranlarina bagl olarak kadin cinsiyette AC

kanseri insidansi artis gostermektedir.




AC kanseri insidansi yasla birlikte artmaktadir. Ozellikle sigara
icmeyenlerde 40 yas altinda ¢ok nadir gorultr (Jonathan ve ark., 2009).

Aktif sigara igiciligi olsun ya da olmasin erkeklerde AC kanserinden
0lum oranlari kadinlardan daha yuksektir (Thun ve ark, 2006).

Skuamoz hdcreli karsinom orani 1960’lardan itibaren azalirken
adenokarsinom sikligi artmaya baslamistir. Sigara igmeyen erkeklerde
adenokarsinom, sigara igenlerde ise skuamoz hucreli karsinom daha siktir.
Kadinlarda sigara icme durumuna bakilmaksizin adenokarsinom daha sik
gorulmektedir.

Hastalarin %70’i tan1 aninda lokal metastatik ya da ileri evredir (Molina
ve ark., 2008). AC kanseri tanisi alanlarin sadece %15’i 5 yildan uzun sure
hayatta kalabilmektedir (Molina ve ark.,, 2008). Ancak bunlarda da
komorbidite oranlari diger kanser tlrlerine gére daha yuksektir. Primer tUmaor
kiguk boyuttayken metastaz gelismesi, erken tani metodlarinin ve
mikrometastatik hastalikla bas edebilecek etkinlikte sistemik tedavilerin

yetersizligi AC kanseri hastalarinin prognozunun kéta olmasinin nedenleridir.

2.2. Molekiler Patogenez

Kanser patogenezinde rol oynayan hicresel yolaklarin ortaya
konmasiyla birlikte bu yolaklarda gorev alan proteinleri kodlayan genler
Uzerinde ¢ok sayida arastirma yapilmaya baslanmistir. GUinimuizde AC
kanseri de dahil pek ¢ok kanser turunde molekuler genetik galismalar hem
tanida hem de bireysellestiriimis tedavi olarak isimlendirilen hastaya uygun
tedavinin belirlenmesinde oldukga dnem kazanmistir. AC kanseri onkogen
aktivasyonu ve tumor slpresor inaktivasyonu dahil cok sayida genetik
ve/veya epigenetik dedisimlerin birikimiyle karakterizedir. AC kanser
patogenezini etkileyen molekuler mekanizmalarin daha iyi anlagiimasi, daha

etkin erken tani ve tedavi stratejilerinin gelistiriimesine olanak saglayacaktir.



2.2.1. Kugilik Hucreli Akciger Kanseri

Kiguk hucreli AC kanseri (SCLC) tum AC kanserlerinin %15'ini
olusturur. Erken metastaz yapmasi ve baglangigta kemoterapiye cevap verip
ardindan relaps gelismesi tipik klinik dzellikleridir. ki yillik sag kalim orani
%15’in altindadir (Sher ve ark, 2008).

SCLC’de 3p, 4p, 5q, 16q, 13q ve 17p kayiplari ile 3q, 5p, 89, 199 ve Xq
kazanglari timdr dokusunda sik goriilen kromozomal anomalilerdir. Ozellikle
3. kromozomun kisa kolundaki allellerin kaybi SCLC’nin  %90’indan
fazlasinda bulunmaktadir (Mitsuuchi ve Testa, 2002).

SCLC’de olasi tumor supresor etkinliklerinden dolayi 4 gen 6zellikle ilgi
cekmektedir. Bunlardan birisi olan FHIT (fragile histidin triad geni) diadenozin
trifosfat hidrolaz enzimini kodlar ve apopitoz, hicre siklus kontrolinde indirekt
rol oynadigi dusunulmektedir (Pekarsky ve ark., 2002). FHIT gen kaybi
sigara i¢cenlerde daha yuksek oranda gorulir ve bu durum bu genin sigara
dumaninda bulunan karsinojenler igin molekiler hedef oldugunu
dusundiurmektedir (Mitsuuchi ve Testa, 2002).

Bir diger gen RASSF1 mikrotlibul baglayici protein kodlar. RASSF1
mikrottbullerle etkileserek G2/M arrestine yol agar (Rong ve ark., 2000).
RASSF1 fonksiyon kaybi tUmdr hdcrelerinin daha hizli biylimesine neden
olur.

Uglincli potansiyel timoér silpresdér gen olan RARB (retinoic acid
receptor beta), aktivator protein 1 aktivitesini bloke ederek ve apopitozu
indukleyerek fonksiyon goérur (Virmani ve ark., 2002; Mitsuuchi ve Testa,
2002). SCLC’lerin %70’'inde metile haldedir ve ekspresyon kaybi vardir.
Epitelyal hicrelerin  buUyumesinin regulasyonunda ve tumorigenezin
baskilanmasinda 6nemli rol oynar.

FUS1 (fused in sarcoma) ise dordincu potansiyel tUmor slpresor
gendir (Kondo ve ark., 2001). Kodladigi proteinin miristilasyonunun tamor
supresyonu igin gerekli oldugu bilinmektedir, overekspresyonunun hucre
siklusunda G1 fazinda arreste yol actigi gosterilmistir (Kondo ve ark., 2001;
Uno ve ark., 2004).



Bu dort gen 3p’de lokalizedir ve SCLC hucrelerinde ¢gogunlukla inaktive
ya da delesyona ugramis haldedirler (Mitsuuchi, 2001).

TP53 geni DNA hasarina cevap olarak hucre siklus progresyonunu
sinirlandiran bir protein kodlar. TP53 mutasyonlari insan kanserlerinde
gorilen en yaygin mutasyonlardir. SCLC’lerin %90’ inda inaktive edici TP53
mutasyonu bulunmaktadir (Sato ve ark., 2007). Bu mutasyonlar delesyon ve
nokta mutasyonu seklindedir. Mutant P53 proteinleri onkojenik &zellik
kazanarak hucre blyumesinin regulasyonunun bozulmasina, invazyon ve
metastaza yol acar (Muller ve Vousden, 2013). SCLC’lerin %40-70’inde
anormal p53 protein ekspresyonu bulunmaktadir (D’Angelo ve Pietanza,
2010).

RB1 geni hicre siklus progresyonunu regule eden nukleer bir
fosfoprotein kodlar. Bu proteinin defosforilasyonu hicre siklusunun G
fazindan S fazina gecisini saglar. RB1 genindeki mutasyonlar delesyon,
nonsense mutasyon ve splicing anormallikleri seklindedir. inaktivasyonu
kigcuk hicreli AC kanserinde oldukga vyaygindir, SCLC hucrelerinin
%90’'Indan fazlasinda RB1 geninde komple kayip ya da mutant RB1 geni
bulunmaktadir (D’Angelo ve Pietanza, 2010). RB1 ve TP53 ‘Un birlikte kaybi
SCLC’nin karakteristik 6zelliklerinden biridir.

PTEN timor stpresor geni tirozin ve lipid fosfataz aktivitesi bulunan bir
protein kodlamaktadir. Lipid fosfataz aktivitesi araciligiyla PISK/AKT yolagini
inhibe etmektedir. PTEN inaktivasyonu bu yolagin aktivasyonunun
artmasina, sonugta hlcre proliferasyonunda artisa, apopitozda ise azalmaya
yol acar. PTEN mutasyonlarinin SCLC olgularinin %13’Unde saptandigi
bildirilmistir (Yokomizo ve ark., 1998).

Daha nadir olarak PIK3CA, EGFR ve KRAS (%10 ya da daha az)
mutasyonlari ve vakalarin %20’sinde de MYC amplifikasyonu oldugu

bildirilmistir (Pleasance ve ark., 2010).



2.2.2. Kuguik Hucreli Olmayan Akciger Kanseri

Hucre proliferasyonu ve hucrenin sag kaliminda kritik rol oynayan
proteinleri kodlayan genlerde olugsan mutasyonlar yuratict (driver)
mutasyonlar olarak isimlendiriimektedir. AC adenokarsinomlarinin yaklasik
%50’sinde EGFR, HER2, KRAS, PIK3CA, BRAF, MEK1, ROS1 ve ALK'da
bdyle bir somatik mutasyon bulunmaktadir (Sequist ve ark., 2011).

EGFR, HER2, PIK3CA, BRAF, MEK1, ALK ve ROS1 mutasyonlari
spesifik kinaz inhibitdrlerine sensitivite artisiyla iligkilidir ve bu nedenle
kodladiklari proteinler tedavi hedefi konumundadir. AKT1 ve PTEN
mutasyonlari gibi diger mutasyonlar EGFR/PI3K/AKT vyolak inhibitdrlerine
cevabi etkileyebilen mutasyonlardir (Carpten ve ark., 2007; Sos ve ark.,
2009).

2.2.2.1. EGFR Mutasyonlari

Reseptor tirozin kinazlarin (RTK) ErbB ailesi 4 farkli reseptérden olusur.
Bunlar; EGFR (HER1 veya ERBB1), HER2 (EGFR2 veya ERBB2/NEU),
HER3 (EGFR veya ERBB3) ve HER4 (EGFR4 veya ERBB4)’dUr.

Bu reseptorlerin TK (tirozin kinaz) domainleri homolog olsa da her
birinin kendine 6zgu bir 6zelligi vardir. HER2'de fonksiyonel ligand baglayici
domain bulunmaz, HER3’de kinaz aktivitesi bulunmaz (Rowinsky, 2006;
Normanno ve ark., 2006).

EGFR sinyali solid timérlerde 2 major yolagr aktive eder;
RAS/RAF/MEK/MAPK yolagi ve PISK/AKT/mTOR yolagi. Bu yolaklarin hepsi
de hicre proliferasyonu, hicre blyumesi, invazyon, metastaz, apopitoz ve
timor anjiogenezinde rol oynar (Normanno, 2006). EGFR NSCLC’nin %50-
80’inde overekspresedir (Forde ve Ettinger, 2013).

EGFR TK domainindeki mutasyonlar ilk olarak 2004’te bildirilmistir
(Lynch ve ark., 2004). Bu mutasyonlar TK domaininin ilk 4 ekzonuna sinirlidir
(ekzon 18-21), 3 sinifa ayrilir: insersiyonlar, delesyonlar ve nokta

mutasyonlari. Ekzon 19’daki delesyonlar (tum mutasyonlarin %44°G), ekzon



21’deki nokta mutasyonlari (tum mutasyonlarin %41’i) en sik gorulen
mutasyonlardir ve birlikte tUm mutasyonlarin %80’den fazlasini olusturur
(Shigematsu ve Gazdar, 2006; Zhang ve ark., 2006) (Sekil 2.3). Aktive edici
mutasyonlar reseptorin katalitik domaininin konformasyonunu degistirerek
surekli kinaz aktivitesine yol acar (Nie ve ark., 2012). Bu konformasyonel
degisiklik EGFR TK inhibitorleri (TKI) icin baglanma bdlgesi olusturur.
Dolayisiyla bu mutasyonlar TKi'ne sensivite ile koreledir (Paez ve ark., 2004;
Lynch, 2004; Kumar ve ark., 2008).

Ekzon 18 T Ekzon 19 Ekzon 20 Ekzon 21
Nukleotid baglayici lup
N
G719X ALRE insersiyon L858R
T790M
0,
%4 %44 %41

Sekil 2.3. Yaygin EGFR kinaz domain mutasyonlari (Reungwetwattana ve
ark., 2012).

EGFR mutasyonlari adenokarsinom histolojik tipinde, sigara
icmeyenlerde, kadinlarda ve Dogu Asya kokenli hastalarda daha sik
gorilmektedir. EGFR lokus anormallikleri amplifikasyonlara da bagli olabilir.
Yapilan galismalarda EGFR amplifikasyonunun ylksek tumor derecesi ile
iliskili oldugu ve AC adenokarsinomunun preklrsor lezyonlarinda nadiren
bulundugu saptanmigtir. Preklrsor lezyonlarda EGFR mutasyonlari daha
siktir (Yatabe ve ark., 2008). Buna gére EGFR mutasyonlari erken donemde,
amplifikasyonlari ise progresyon sirasinda olusmaktadir. ileri evre NSCLC
hastalarinin %30-60’Inda FISH ydntemiyle EGFR gen kopya sayisinda artis
saptanmistir, ancak, bunun prediktif dederi net olarak ortaya konulmamistir
(Hirsch ve ark., 2008).
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NSCLC hastalarinin  %40-80'inde  tumoér dokusunda EGFR
overekpresyonu bulunmaktadir (Lynch, 2004; Tsao ve ark., 2005).

EGFR mutasyonlarinin EGFR mutasyonu olan tumorlere bitisik
histolojik olarak normal brong epitelinde de olustugu gdsterilmistir (Tang ve
ark., 2005). Bu bulgu EGFR mutasyon durumunun AC adenokarsinomlarinin
patogenezinde erken bir belirteg ve dnleme de kimyasal hedef olarak yararli
olabilecegini gostermektedir.

EGFR TK domaininde nokta mutasyonu ya da delesyon barindiran
transgenik farelerin kullanildigi 2 ayri galismada, bu mutasyonlarin invivo
sartlarda onkojenik etki olusturdugu gosterilmigtir. Farelerde AC dokusunda
gelisen  tumorlerin EGFR  mutasyonlu hastalarda goérilen AC
adenokarsinomlarina benzer histolojide oldugu bildirilmistir (Ji ve ark., 2006;
Politi ve ark., 2006). Bu farelerde, EGFR terapotik hedef olarak
kullanildiginda timoér dokusunun regrese oldugu goézlenmistir. Bu sonugclar
mutant EGFR’nin tumor gelisiminin hem basglamasi hem de devam etmesi
icin gerekli oldugunu gostermektedir.

Kiicik molekilli TKi’leri gefitinib, erlotinib ve afatinib EGFR’yi hedef
alan terapotik ajanlardir. EGFR TKi’leri, TK'larin otofosforilasyonunu ve ATP
baglanmasini reversibl olarak engellerler. Bdylece sinyal akisini bloke
ederler. Gefitinib ve erlotinib selektif olarak EGFR’yi hedef alan birinci kusak
EGFR TKi'leridir. Afatinib hem EGFR hem de HER2 inhibisyonu yapan bir
TKi'dir. EGFR mutasyonu olan metastatik NSCLC’de 1. sira tedavi ajani
olarak 2013'de FDA onay almistir. EGFR’yi hedef alan monoklonal antikor
cetuximab ile ilgili caligmalar devam etmektedir.

Baslangicta EGFR TKi'ne cevap veren NSCLC hastalarinin hemen
hepsinde direng gelisir. Bu durum ikinci bir nokta mutasyonuna bagli olabilir.
Ornegin; T790M mutasyonu EGFR TKi tedavisi sirasinda timér progresyonu
goérulen hastalarin yaklagik yarisinda tanimlanmistir. Tedavi edilmeyen
hastalarin timorlerinde nadiren saptanmistir. Ayrica ekzon 20’deki
duplikasyon ve/veya insersiyonlarin EGFR TKi'ne sensitivitede azalmaya yol

actigi gosterilmistir (Sharma ve ark., 2007).
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EGFR kazanilmig rezistansinin %50’sinden T790M mutasyonlari, %15-
20’'sinden MET overekspresyonu (Bean ve ark., 2007), %5’inden ekzon
20’deki duplikasyonlar ve/veya insersiyonlar ve %25-30’'undan bilinmeyen
mekanizmalar da sorumludur (Reungwetwattana ve ark., 2012; Cappuzzo ve
ark., 2009).

2.2.2.2. HER2 Mutasyonlari

HER2 (ERBB2, NEU) onkogeni EGFR ailesinin bir uyesidir. Bir TK
reseptord kodlar ve hlcre proliferasyonunu regule eder. HER2 reseptoru
guclt kinaz aktivitesi gostermesine karsin bir ligandi yoktur, diger HER2
reseptorleriyle homodimerizasyonla veya EGFR ya da HERS3 ile
heterodimerizasyonla aktive olur (Govindan, 2010). HER2, PI3BK/mTOR ve
RAS/RAF/MEK yolaklarini aktive eder. Bir protoonkogen olarak tanimlanali
20 yildan fazla sire gecmistir. ilk olarak meme kanserlerinin yaklasik
%30’'unda amplifikasyonu gdsterilmistir (Oxnard ve ark., 2013). HER2
mutasyonlart NSCLC’nin %1.2-4’Unde bildirilmistir (Shigematsu ve ark.,
2005; Stephens ve ark., 2004).

Bildirilen tim HER2 mutasyonlari ekzon 20’deki insersiyonlardir ve TK
domain bolgesine karsilik gelir. Cogunlukla kodon 774-781 arasindaki 8
kodonu hedef alir (Shigematsu ve ark., 2005). Bu mutasyonlar HER2 kinazin
surekli aktivasyonuna ve AKT, MEK gibi efektorlerin de fosforilasyonuna yol
acar. NSCLC’nin %13-20’sinde HER2 ekspresyonu artmistir. (Oxnard ve
ark., 2013). FISH yontemiyle NSCLC’lerin %2-4’inde HER2 amplifikasyonu
saptandigi bildirilmistir (Oxnard ve ark., 2013).

HER2 mutasyon sikhigl sigara icmeyenlerde, kadinlarda, Asya
kokenlilerde, adenokarsinom tipi NSCLC’de daha vyuksektir. NSCLC’de
HER2, KRAS ve EGFR mutasyonlariyla birlikte gorulmedigi bildirilmigtir
(Stephens ve ark., 2004).

HER2 reseptorl, aktive edici mutasyonu olan hastalarda kanser
tedavisinde dikkat cekici bir hedef durumundadir. Anti-HER2 antikorlari
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(trastuzumab) ve HERZ2 inhibitorleri (afatinib, neratinib, lapatinib, dacomitinib)

ile ilgili klinik galismalar halen devam etmektedir.

2.2.2.3. KRAS Mutasyonlari

Protoonkogenlerin RAS ailesi (HRAS, NRAS ve KRAS) i¢ plazma
membranina lokalize 21 kd’luk proteinlerdir. RAS genlerindeki onkojenik
aktive edici mutasyonlar AC kanseri dahil cesitli kanserlerde yaygindir
(Downward, 2003).

KRAS mutasyonlari NSCLC’nin %15-25'inde bulunmaktadir (Sequist ve
ark., 2011; Reungwetwattana ve ark., 2012).

HRAS, KRAS ve NRAS'In fonksiyonlarindaki farkliliklar henuz
anlagilamamis olsa da AC kanserinde RAS mutasyonlarinin yaklasik %90’
KRAS mutasyonlandir ve mutasyonlarin yaklasik %85’i kodon12’yi etkiler
(Reungwetwattana ve ark., 2012).

Mutasyonlar kodon 12, 13 ve 671’i etkileyen ¢esitli hot spot noktalarda
olur ve mutasyonlarin hepsi de intrinsik GTPaz aktivitesini etkiler (Downward,
2003). EGFR mutasyonlarinin aksine KRAS mutasyonlari beyaz irktan AC
adenokarsinomlu hastalarin %30’'unda, Dogu Asya kokenlilerin de sadece
%5’inde saptanmaktadir. (Reungwetwattana ve ark., 2012).

KRAS mutasyonlarinin AC kanser patogenezinde ge¢ donemde ortaya
ciktigl ve (Sugio ve ark., 1994) histolojik tipler icinde adenokarsinomda daha
sik goruldugu, sigara igen ya da tanidan en az bir yil 6once sigarayi
birakanlarda hi¢ sigara igmeyenlere gore daha sik saptandigi bildirilmigtir
(Mao ve ark., 2010).

KRAS mutasyonlarinin negatif prognostik faktér oldugu gosterilmistir
(Aviel-Ronen ve ark., 2006). AC adenokarsinomlarinda molekuler algoritmik
yaklasim olarak 6nce KRAS mutasyonuna bakilmasi 6nerilmektedir. KRAS
mutasyonu saptandigi takdirde baska bir molekuler test yapilmasina gerek
olmayacagi, saptanmadi§i takdirde EGFR mutasyonu ve ALK flizyonu
arastiriimasinin terapotik yaklasim agisindan faydali olacagi bildiriimektedir
(Horn ve Pao, 2009).
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2.2.2.4. ALK Fuzyon Genleri

ALK insulin reseptor ailesine ait bir RTK'dir, esas olarak santral sinir
sisteminde eksprese olur (lwahara ve ark., 1997). Bu enzim ilk olarak 1994
yilinda (2;5)(p23;925) yeniden dizenlenmesinin kodladigi bir kimerik protein
olarak anaplastik hucreli lenfomada tanimlanmistir (Morris ve ark., 1995).
2007 yilinda akciger adenokarsinomlu bir hastada tumor dokusunda inv(2)
(p21p23) ile olusan EML4 ekzon 1-13 ile ALK’nin intraselller kinaz
domainine kargilik gelen ekzon 20-29'unun fuzyona ugradigi saptanmistir
(Soda ve ark., 2007).

EML4-ALK translokasyonlari tim NSCLC’lerin %3-6’sinda bulunur.
Adenokarsinomlarda, gen¢ hastalarda ve sigara igmeyenlerde daha
yaygindir (Shaw ve ark., 2009; Horn ve Pao, 2009).

NSCLC’de EML4’Gn farkli trunkasyonlarina sahip nadir EM4-ALK
varyantlari ile ALK’'nin TFG, KIF5B ve KLC1 gibi farkli fuzyon partnerleri de
tanimlanmigstir (Kruczynski ve ark., 2012).

Batdn bu translokasyonlar ~ ALK’nin liganddan bagimsiz
dimerizasyonuna ve surekli kinaz aktivitesine yol agar. MAP kinaz, PI3K gibi
onkogenezde rol oynayan sinyal yolaklarinda anormal aktivasyona ve hicre
proliferasyonu, invazyon ve apopitozun inhibisyonuna neden olur.

EML4-ALK translokasyonlari genellikle yaban tip EGFR ve KRAS
bulunan timdrlerde saptanir (Horn ve Pao, 2009).

ALK gen amplifikasyonlari da NSCLC timoér orneklerinde bildirilmistir,
ancak bu olgularda anormalligin saptandigi hicre sayisi ¢ok az oldugu igin,
onkojenik potansiyeli ve klinik 6nemi tam olarak bilinmemektedir (Kruczynski
ve ark., 2012).

EML4-ALK flzyonlarini bulunduran timodrler ALK'nin farmakolojik
inhibisyonuna cevap verirler. Bir TKi olan crizotinib baslangicta MET
inhibitorl olarak gelistiriimis ve calismalar sirasinda ALK'ya karsi aktivite
gosterdigi saptanmistir. ROS1 inhibisyonu da yapan crizotinib 2011 yilinda
ALK ekspresyonu olan lokal ileri evre yada metastatik NSCLC hastalarinda

FDA onayi almistir. Crizotinib ile tedavi edilen olgularda klinik yarar orani
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%85-90, ortalama progresyonsuz gegen sure 9-10 ay olarak bildirilmektedir
(Kruczynski ve ark., 2012).

Yeni geligtirilmis bir ALK inhibitéri olan ceritinib, IGF-1 inhibisyonu
yapar, MET'i inhibe etmez. ALK yeniden duzenlenmesi olan ileri evre
NSCLC’de etkin oldugu gosterilmistir. ALK pozitifligi olan ve progresyon
gosteren metastatik NSCLC hastalarinda ve crizotinibi tolere edemeyen
hastalarda kullanimi 2014’te FDA onayi almistir.

ALK flizyonu pozitif akciger timorleri EGFR TKI gefitinib ve erlotinibe
direnclidir (Horn ve Pao, 2009). NCCN 2012 ve 2013 kilavuzunda metastatik
akciger adenokarsinom tanisi konulan hastalarda EGFR mutasyonlari ve
ALK vyeniden duzenlemesine bakilarak tedavinin bu sonuglara gore
surdurulmesi 6nerilmektedir.

EML4-ALK translokasyonlari FISH (break apart prob kullanilarak), real
time PCR, dizi analizii, ALK proteinini hedef alan spesifik antikorlar
kullanilarak immunohistokimyasal degerlendirme ile analiz edilebilir (Hirsch
ve ark., 2010; Mino-Kenudson ve ark., 2010). immunohistokimyasal
yontemlerle FISH analizinin birlikte yurGtiimesinin daha etkin sonug verdigi
bildiriimektedir (Yi ve ark., 2011).

2.2.2.5. MET Amplifikasyon ve Nokta Mutasyonlari

Hepatosit bluyume faktort reseptért (HGFR) MET tarafindan kodlanan
bir TK reseptorudir. MET; RAS/RAF/MEK, STAT ve PI3K/AKT/mTOR
yolaklari Uzerinden hicre survivali, motilite ve proliferasyonda rol oynar
(Birchmeier ve ark., 2003).

HGF/MET sinyal vyolagindaki disreglilasyon HGF veya MET
overekspresyonu, MET amplifikasyonu ve mutasyonlari araciligiyla olabilir
(Cecchi ve ark., 2012).

MET geni NSCLC’de siklikla overekspresedir. MET amplifikasyonu
NSCLC’'de %4-7 oraninda gdzlenmektedir ve koti prognozla iligkilidir
(Alamgeer ve ark., 2013; Cappuzzo ve ark., 2009).

15



Ayrica bu genin amplifikasyonu EGFR TKi'ne sekonder direng
gelisimine yol agmaktadir (Engelman ve ark., 2007). Bean ve arkadaglarinin
(2007) yaptigi calismada EGFR TKi’'ne kazanilmis direng gosteren hastalarin
%21’inde MET amplifikasyonu saptanirken EGFR TKi almayan hastalarda bu
oran %3 olarak saptanmigtir (Bean ve ark., 2007).

NSCLC hastalarinin %8’'inde MET ekstraseluler semaforin domainini
kodlayan bodlgede (E168D, L229F, S323G ve N375S) ve intraselller
jukstamembran domainine karsilik gelen bolgede (R988C, T1010l, S1058P
ve ekzon 14 delesyonlar) mutasyonlari bildirilmistir. Bu mutasyonlardan
bazilarinin hicre dizeyinde proliferasyon, motilite ve invazyonu arttirdigi
gosterilmigtir. Ancak JM domainindeki R988C ve T1010l mutasyonlarinin
onkogenezdeki etkileri net olarak ortaya konamamistir (Cecchi ve ark., 2012;
Kong-Beltran ve ark., 2006).

MET yoladi hepatosit bluyime faktdéri monoklonal antikorlari, MET
reseptdri monoklonal antikorlari veya MET TKi araciliiyla inhibe edilebilir.

HGF’nin MET RTK’na baglanmasini dnlemek amaciyla monoklonal
antikorlar (onartuzumab, rilotuzumab) ve reseptor inhibitorleriyle (crizotinib,
tivantinib) ilgili faz ¢alismalari da devam etmektedir (Landi ve ark., 2013).

MET amplifikasyonu EGFR mutant hastalarin %10-20’sinde EGFR
TKi'ne direng gelisiminden sorumlu oldugu icin EGFR ve MET’in herikisini de
hedef alan dual inhibitdrlerin gelistirimesine yonelik preklinik ¢alismalar

yuratulmektedir.

2.2.2.6. BRAF Mutasyonlari

B-RAF, hicre proliferasyonunu kontrol eden RAS GTPazlariyla ve
MAPK ailesiyle iligkisi olan bir serin/treonin kinazdir (Leicht ve ark., 2007).

BRAF RAF kinaz ailesinin 3 Uyesinden biridir: ARAF, BRAF ve RAF-1
(c-RAF olarak da bilinir) (Maurer ve ark., 2011). Esas olarak melanomlarda
tanimlanan BRAF mutasyonlarinin yaklasik %80’ini ekzon 15'de T1799A
(V600E) olusturur. Bu mutasyon enzimin inaktif formunu destabilize ederek

surekli kinaz aktivitesine yol agar (Minuti ve ark., 2013). Somatik BRAF
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mutasyonlari NSCLC’lerin %1-3’Unde bulunmaktadir. Melanomlardan farkl
olarak NSCLC hastalarinda non-Val600GIlu mutasyonlari iginde kinaz
domainindeki Leu596Val mutasyonu ve aktivasyon domaininin G lupundaki
Gly468Ala mutasyonu (vakalarin %88'’i) en sik gorilen BRAF mutasyonlaridir
(Pao ve Girard, 2011). Marchetti ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada 1046
NSCLC hastasinin %56,8’'inde V600OE mutasyonu saptanirken %43,2’sinde
non-V600E mutasyonu saptanmistir (Marchetti ve ark., 2011). Mutant
BRAF’'In AC adenokarsinom geligimi icin yeterli oldugu ve bu tumorlerin
baylimesinin mutant BRAF ekspresyonuna bagli oldugu gosterilmigtir (Paik
ve ark., 2011). BRAF mutasyonlari EGFR ve KRAS mutasyonlariyla birlikte
bulunmaz. Biyolojik olarak BRAF mutasyonlari artmis kinaz aktivitesiyle
iliskilidir ve MAPK2 ve MAPK3'Un surekli aktivasyonuna yol agar.

Cesitli BRAF inhibitorleri halen gelistirime asamasindadir. Bir B-RAF
inhibitérl olarak tasarlanan sorafenib TK reseptorini de inhibe eden bir
multikinaz inhibitérudiar. NSCLC’de monoterapi ve kombinasyon tedavisiyle

kullaniminda faz calismalari devam etmektedir.

2.2.2.7. AKT1 Mutasyonlari

PI3K tarafindan aktive edilen protein kinaz B bir serin/treonin kinazdir
ve PI3K sinyaline aracilik eder (Testa ve Bellacosa, 2001).

AKT1 genindeki en sik mutasyon Glu17Lys meme, kolon, over
kanserleri gibi c¢esitli solid timorlerde tanimlanmistir (Pao ve Girard, 2011).
NSCLC hastalarinda AKT1 mutasyon sikhgr yaklasik %1 olarak
bildiriimektedir. Malanga D ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada 105
NSCLC 6rneginin %1,9’'unda mutasyon saptandigi ve mutasyonlarin hepsinin
skuamoz hucreli karsinomda oldugu bildirilmistir (Malanga ve ark., 2008).
Glul7Lys mutasyonu AKT1 plekstrin homoloji domaininde olugsmaktadir. Bu
mutasyon ligand baglayici bolgede yapisal degisiklige ve surekli kinaz
aktivitesine yol acar. Bu mutasyonun protein kinaz B’nin ATP kompetitif

inhibitdrlerine duyarlihgini degistirmedigi gosterilmisgtir (Carpten ve ark.,
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2007). MK2206, protein kinaz B’nin allosterik inhibitort klinik ¢alismalarda
test edilmektedir (Yap ve ark., 2011).

2.2.2.8. MEK1 Mutasyonlari

MAPKK1 (MAP2K1) bir serin/treonin kinazdir. B-RAF'In MAPK2 ve
MAPK3 efektorlerini aktive eder. Kanserlerde MAP2K1’de en sik saptanan
mutasyonlar Glu56Pro, Lys57Asn ve Asp67Asn. Bu mutasyonlar proteinin
nonkinaz boélimunde bulunmaktadir. Lys57Asn ve GIn56Pro mutasyonlari in
vitro fonksiyon kazancina yol agmaktadir.

MAP2K1 somatik mutasyonlart NSCLC hastalarinin  %0,4-1’inde
tanimlanmigtir, ¢cogu adenokarsinomdur (Marks ve ark., 2008; Sasaki ve
ark., 2010).

MAP2K1 mutasyonlarinin EGFR, KRAS, HER2, PIK3CA ve BRAF
mutasyonlariyla birlikte bulunmadigr bildirilmistir. MEK1/MEK2 inhibitoru
olarak gelistirilen selumetinib ve trametinibin NSCLC hastalarinda
kullanimiyla ilgili faz | ve faz Il ¢caligsmalari devam etmektedir (Goldman
ve Garon, 2012).

2.2.2.9. ROS1 Mutasyonlari

ROS1; 58 TK reseptorunden birisini kodlar ve ligandi bilinmemektedir
(El-Deeb ve ark., 2010). ilk olarak 1986’da tanimlanmistir (Birchmeier ve
ark., 1986).

ilk yeniden diizenlenmesi 1987'de glioblastomalarda gésterilmistir.
(Birchmeier ve ark., 1987).

2007’de NSCLC’de, 2011’de kolanjiyokarsinomlarda saptanmigtir.
Evrimsel olarak ALK ile iligkilidir. AC kanserlerinin %2’sinde ROSL1 flzyonlari
bulunmaktadir (Bergethon ve ark., 2012).

ROS1, ALK tirozin kinaz domaini ile %49 sekans homolojisi gosterir.
ALK flzyonlarinda oldugu gibi ROS1 fluzyonlari da yillik 10 paketten az

sigara icen hafif sigara icicilerinde ve/veya hi¢ sigara icmeyenlerde daha
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yaygindir. ROS1 flzyonlari ayrica daha gen¢ yas ve adenokarsinom
histolojik tipiyle de iliskilidir (Bergethon ve ark., 2012). In vitro sartlarda bazi
ALK inhibitorlerinin ROS1’e kargi aktivite gosterdigi saptanmigtir. ALK
yeniden duzenlenmesi olan NSCLC hastalarinda ALK/MET kinaz inhibitoru
crizotinibin  FDA onaylr almasiyla birlikte dikkatler ROS1 yeniden
dizenlenmesi olan NSCLC hastalarina yonelmistir. NCCN 2013 kilavuzunda
ROS1 mutasyonu saptanan NSCLC hastalarinin crizotinib ile tedavi
edilebilecegi bildiriimektedir.

NSCLC’de gesitli ROS1 yeniden duzenlenmeleri tanimlanmistir. Bunlar
icinde SLC34A2-ROS1 SDC4-R0OS1, CD74-ROS1 bulunmaktadir (Davies ve
ark., 2012).

ROS1 yeniden dizenlenmesi NSCLC hastalarinda diger onkojenik
mutasyonlarla (EGFR, KRAS, ALK gibi) birlikte bulunmamaktadir.

2.2.2.10. RET Mutasyonlari

RET protoonkogeninin kodladigi RTK MAPK ve PI3K/AKT dahil cgesitli
yolaklar Gzerinden hucre proliferasyonu, diferansiyasyon ve migrasyonda rol
oynar. RET (Rearranged during Transfection) proteini dort kaderin benzeri
domain ve bir sisteinden zengin bdlge, bir hidrofobik transmembran domaini,
bir jukstamembran domaini ve bir de katalitik domainden olusur. RET enterik
sinir sisteminin gelisimi ve bdbrek embriyogenezi igin gereklidir, normal AC
dokusundaki ekspresyon seviyesi dusuktur.

RET gen mutasyonlari MENIIA, MENIIB, Hirschsprung hastaligi ve
tiroid kanserleriyle ile iligkilidir. RET onkogeninin ¢esitli partner genleriyle olan
kimerik formlari papiller tiroid kanserinde vyuritici mutasyonlar olarak
bilinmektedir (Phay ve Shah, 2010). NSCLC hastalarinda da RET flizyon
genleri tanimlanmigtir. CCDCB6, KIF5B, NCOA4 ve TRIM33 gibi cesitli flizyon
partnerleri bulunmaktadir.

Wang R ve arkadaslarinin yaptiklari ¢galismada 936 NSCLC hastasinin
%1,4’Unde RET flzyon geni saptandigi bildirilmistir (Wang ve ark., 2012).
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RET kinaza karsl aktivite gosteren gesitli TKi'leri bulunmaktadir ve
KIFSB-RET fuzyonu tagsiyan hucre serilerinde etkinlikleri gosterilmigtir.
Vandetanib RET’i de hedef alan bir multikinaz inhibitéridir ve medullar tiroid
kanserinde kullanimi igin FDA onay vermigtir. Invitro ortamda sorafenib,
sunitinib ve cabozantinibin RET yeniden duzenlenmelerine karsi aktivitesi
gosterilmistir. RET fuzyonlu NSCLC hastalarinda cabozantinib ile faz II
calismalari devam etmektedir (Minuti ve ark., 2013).

2.2.2.11. PIK3CA Mutasyonlari

Fosfatidil inozitol 3 kinaz'in PIP, PI4P, P14,5P’yi fosforilemek icin ATP
kullanan 110 kDa katalitik altbirimini kodlar. Somatik mutasyonlarinin
saptandigi hastaliklar; meme kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri,
hepatoselller karsinom, seboreik keratoz, epidermal nevius, over kanseri,
glioblastom, bas ve boyun tumdrleri ve lenfomadir. NSCLC’de nokta

mutasyonlari ve amplifikasyonlarinin etkili oldugu bilinmektedir.

2.3. PIK3CA ve Mutasyonlari

2.3.1. Fosfatidil inozitol 3 Kinaz Yapi ve Siniflamasi

Fosfatidil inozitol 3 kinazlar (PI3K) fosfatidil inozitoli ve fosfoinozitidleri
3’hidroksil grubundan fosforilleyen intraselltler bir lipid kinaz ailesidir. Birgok
intraselltler sinyal proteini PI3K’larin lipid UGrlnlerine baglanma 6zelligine
sahiptir ve bdylece PI3K sinyal yolaginda aktif hale gelirler.

PI3K’lar yapisal 6zellikleri substrat tercihi, doku dagilimi, aktivasyon
mekanizmasi ve fonksiyon agisindan farkliik gésteren 3 sinifa ayrilirlar
(Zhao ve Vogt, 2008).

Hicre proliferasyonu ve timoérogenezis acisindan en 6nemli PI3K
proteinleri sinif IA iginde yer alir.

Sinif | PI3K'lar primer olarak fosfatidil inozitol 4,5 bifosfattan (PIP,)
inozitol 3,4,5 trifosfati (PIP3) katalizlerler. Oysa sinif |l PI3K'lar
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fosfatidilinozitolden (PI) fosfatidil inozitol 3 fosfat (PI-3-P) olustururlar. Sinif Il
PI3K’lar ise tercihen in vitro sartlarda PI-3-P ve fosfatidil inozitol 3,4 bifosfat

olustururlar.

Sinif 1, 11 ve Il PI3K’lar

Pl PI-3-P
Sinif 1 ve Il PI3Klar
PI-4-P PI-3,4-P,
Sinif 1 P13K'lar
PI-4,5-P, (PIP, ) PI-3,4,5-P, (PIP,)

PI3K’larin farkli siniflari hicre sinyal Uretiminde farkli rollere sahiptir,
her bir sinifta farkli izoformlar bulunmaktadir.

Sinif | PI3K'lar eslestikleri reseptére bagli olarak 2 alt gruba ayrilirlar.
Sinif IA RTK’larla aktive edilir. Sinif IB ise G proteini ile eslesen reseptorlerle

aktive edilir.

2.3.1.1. Sinif IA PI3K’lar

Sinif IA PI3K’lar bir heterodimerdir. Bir p85 regulator subunit ile bir p110
katalitik subUnitten olusur. Memelilerde her sublnitin ¢ok sayida izoformu
bulunmaktadir. PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3 genleri sirasiyla p85 regulator
subunitin p85a, p85B ve p55y izoformlarini kodlar. PIK3R1 geni ayrica
alternatif transkripsiyon baglama bdlgeleri araciliiyla daha kisa izoformlar
olan p55a ve p50a’yl kodlamaktadir. Sinif 1A p85 regulator izoformlarinin bir
p110 baglayici domainden (inter SH2 domain de denir) olusan ortak bir
cekirdek yapilari vardir, yaninda iki Src homolog 2 domain (SH2 domain)
bulunur. Daha uzun 2 izoform olan p85a ve p85B ‘nin SH3 domain ve
yanlarinda prolinden zengin bolgeler bulunan bir Bcr homolog (BH) domain
iceren daha genis N-terminal boélgeleri vardir (Engelman ve ark., 2006) (Sekil
2.4).
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Simif 1A PI3K

Katalitik (p110, p110B, p1108) P85 baglayici domain _ 2 PIK __

Sinif IB PI3K

Regiilator (p101)

Katalitik (p110y) _ C2 PIK __

Sinif 1 PI3K

Sinif 111 PIBK

Katalitik (Vps34) @ K __

Sekil 2.4. PI3K’larin yapisi

Sinif IA PI3Klarin RTK araciligiyla aktivasyonunda p85 regulator
subunit gcok dnemli rol oynar. P85’in SH2 domaini RTK Uzerindeki fosfotirozin
rezidulerine baglanir ya da IRS1 ve IRS2 (insulin reseptér substrat 1 ve 2)
gibi araci fosfoproteinler araciligiyla p85- RTK etkilesimi gergeklesir (Fruman
ve ark., 1998). Bu baglanma p85’in p110 Uzerindeki bazal inhibitor etkisini
ortadan kaldirir.

PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleri sirasiyla p110a, p110B ve p1108
katalitik subunit izoformlarini kodlar. Bu izoformlarin hepsi de ayni temel
yaplya sahiptir. P85 regulatér subunitiyle etkilesimi olan N-terminal p85
baglayici domain, RAS baglayici domain, C2 domain, fosfatidil inozitol kinaz
homoloji domain (PIK) ve bir C-terminal katalitik domainleri vardir (Engelman
ve ark., 2006).

P110a’nin  kristal yapisi hentz saptanmamistir ancak p110y
izoformunun bilinen yapisi baz alinarak bir model gelistiriimistir (Walker ve
ark., 1999). Bu modele goére p110a; p85’e baglanan bir N-terminal domain,
bir RAS baglayici domain, bir C2 domain, bir helikal domain ve bir C-terminal

kinaz domaininden olusur.
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2.3.1.2. Sinif IB PI3K’lar

Sinif 1B PI3K'lar da sinif IA’lar gibi bir heterodimerdir, p101 regulator
subunit ve p110y katalitik subUnitinden olusur. Sinif IB PI3K’larin p85
regulator subdnitleri bulunmadigi igin RTK’lar tarafindan aktive edilmezler.
Yalnizca G poteini ile eslesmis reseptorlerin GBy subdunitleriyle direkt
etkilesimle uyarilirlar (Engelman ve ark., 2006).

P101 regulator sublnit p101-p110y heterodimerlerin GBy tarafindan
aktivasyonunu kolaylastirir. p110y sinif 1A P110 proteinleriyle benzer yapi
gOsterir ancak p101 p85 proteinlerinden oldukg¢a farkhdir (Katso ve ark.,
2001).

2.3.1.3. Sinif ll PI3K’lar

Bu sinifin Uyeleri sadece p110 benzeri katalitik subunitten olusur (Katso
ve ark., 2001).

Sinif I'lerin memelilerde bilinen 3 Uyesi vardir. Bunlarin sinyal
iletimindeki ve diger fizyolojik mekanizmalardaki rolleri tam olarak
bilinmemektedir. PIK3C2a ve PIK3C2B daha genis bir doku dagilimi
g6sterirken PIK3C2y'nin dagilimi daha sinirlidir. in vitro sartlarda bu enzimler
daha c¢ok fosfatidil inozitolli, daha az oranda da fosfatidil inozitol 4 fosfati

katalizler (P1-4-P). PI-4,5-P; bu enzim igin zayif bir substrattir.

2.3.1.4. Sinif lll PI3K’lar

Sinif Il PI3K’larin tek Uyesi vardir: Vps34 (vacuolar protein sorting
defective 34) Vps34 ilk olarak mayada golgiden vakuole vezikll trafigi icin
gerekli gen urlnu olarak tanimlanmistir (Odorizzi ve ark., 2000).

Vps34'in mTOR aktivitesini regule ettigi bildiriimektedir. Vps34
otofajiyle de iligkilidir (Wurmser ve Emr, 2002).

Sinif | PI3K’lar insan kanseriyle en ¢ok iligkisi olan en iyi tanimlanmis

siniftir. Sinif | PI3K’lar memelilerde butlin hucrelerde bulunur, p1106 ve
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p110y ozellikle |0kositlerde fazladir. Sinif 1l ve sinif Il PI3K'larin spesifik

fonksiyonlariyla ilgili bilinenler daha azdir.

2.3.2. PI3K Sinyal Yolagi

Spesifik blyume faktorleri reseptorlerine baglandigi zaman c¢esitli
mediyatorler araciligiyla bazi sinyal yolaklari aktive olur. Bunlar iginde en
onemlileri PISBK/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MEK/ERK yolaklaridir. Bu sinyal
yolaklarinin aktivasyonu sayesinde hucre proliferasyonu uyarilir, apopitoz
engellenir ve hicre migrasyonu artar. RTK’lardan baslayan PI3K yolaginda
farkli molekulleri hedef alan farmakolojik inhibitorlerin geligtiriimesi ve bu
alanda yapilan yogun calismalar kanser tedavisinde Umit vadeden sonuglar
dogurmaktadir (Engelman, 2009; Liu ve ark., 2009).

PI3K aktivasyonu en az 3 bagimsiz yolla olabilir. Bunlarin hepsi de
RTK’a ligand baglanmasiyla baglar. Bu baglanma RTK uzerindeki tirozin
rezidulerinin otofosforilasyonuna yol agar. Bunlar da RTK’nin SH2 domaini
iceren molekdullerle etkilesmesini saglar. PI3K aktivasyonunun birinci yolu
p85’'in SH2 domaini araciligiyla RTK Uzerindeki fosfo-YXXM motiflerine
baglanmasidir. Diger bir yol da adaptor proteinleri araciligiyla olur. Bunlar
RTK Gzerindeki fosfo-YXN motiflerine baglanirlar daha sonra da p85’e
baglanarak PI3K’1 aktive ederler. 3. yol da RAS araciligiyla olmaktadir. GRB2
adaptor proteini RTK’a baglanir ve ardindan SOS’a (son of sevenless)
baglanarak aktive eder. SOS bir GEF’tir (guanine nucleotide exchange
factor) ve RAS’I aktive eder, o da p85’den badimsiz olarak p110’u aktifler.
Farkh fizyolojik durumlarda bu vyolaklardan hangisinin baskin oldugu
bilinmemektedir.

PI3K  aktive olunca fosfatidilinozitol 4,5 bifosfatin (PIP2)
fosforilasyonuyla fosfatidilinozitol 3,4,5 trifosfat (PIP3) olusur (Sekil 2.5).
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10)
PI3K’'nin direkt antagonistidir. PTEN; 3’ fosfataz olarak fonksiyon goérir ve
tumor supresor etkisinden bu fonksiyonunun sorumlu oldugu bilinmektedir.

PIP3’G PIP2’ye defosforile ederek PI3K aktivitesini tersine cevirir. Bdylece
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PI3K sinyalinin negatif regulatoru olarak rol oynar. PIP3 proteinlerin PH

(plecstrin homology) domainlerine baglanarak onlari hicre membranina

getirir.
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Sekil 2.5. PIBK/AKT sinyal yolagi

PI3K yolaginin en 6nemli mediyatorlerinden birisi AKT'tir. AKT bir
serin/treonin kinazdir, protein kinaz B olarak da bilinir. AKT1, AKT2 ve AKT3
seklinde 3 izoformu bulunur ve tim vicutta yaygin sekilde eksprese olurlar.
AKT1 hucre yagsami ve buyumeyle iligkiliyken AKT2 daha ¢ok invazyonda rol
oynar. AKT2 ve AKT3 insuline hucresel cevapta dnemli rol oynarlar 6zellikle
AKT2'deki fonksiyon kayiplarinin diyabet fenotipine yol actigi gosterilmistir
(George ve ark., 2004).

AKT, PH domainine baglanan PIP3 tarafindan plazma membranina
getirilir ve burada PDK1 (3 phosphoinositide dependent kinase1) tarafindan
treonin 308 ve mMTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2)
tarafindan da serin 473’ten fosforillenerek aktive edilir. AKT'In tam

aktivasyonu icin bu ikili fosforilasyon gereklidir. Aktive olduktan sonra
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hdcrenin  blyumesi, hayatta kalmasi ve proapopitotik sinyallerin
baskilanmasina aracilik eder.

AKT, FOXO (forkhead box O transcription factors), BAD (BCL2
associated agonist of cell death) ve GSK3 (glycogen synthase kinase 3) gibi
cesitli intrasellUler proteinleri fosforilleyerek htcre siklusunun ilerlemesini ve
hdcrenin yasam suresinin uzamasini saglar. BCL2 ailesinin proapopitotik
Uyesi olan BAD, antiapopitotik BCL-XL ile nonfonksiyonel bir heterodimer
olusturur ve BCL-XL’'nin antiapopitotik etkisini engeller. BAD AKT tarafindan
fosforillenince BCL-XL ile heterodimer olusturamaz. AKT fosforilasyonla
kaspaz 9'un katalitik aktivitesini inhibe eder. Kaspaz 9 apopitozun basglatici
kaspazlarindan biridir. Kaspaz 9 inhibisyonu apopitozla sonuglanacak
proteolitik kaskadin aktiflesmesini engeller. AKT ayrica FKHR'yi (forkhead
related transcription factor complex) fosforile ederek niukleusa gegisini onler
ve BIM, FAS ligand gibi proapopitotik proteinlerin genlerinin aktivasyonu
Onlenir.

AKT hdcre 6limanin 2 santral regulatord olan NFKB ve p53’U indirekt
etkileyerek hlcre survivalini etkilemektedir. NFKB bir transkripsiyon faktor
kompleksidir, ¢esitli apopitotik stimuluslara cevap olarak hicrenin hayatta
kalmasini saglar. AKT IKK’lari (IAB kinaz) aktive ederek NFkB fonksiyonu
Uzerinde pozitif etki yapar. IKK NFkB inhibitorini degrade eder. NFkB
sitoplazmada serbestlesir, nikleusa transloke olur ve hedef genleri aktive
eder.

AKT ayrica proapopitotik timoér supresor p53’lUn aktivitesini de etkiler.
Bunu p53 baglayici protein  MDM2’'nin  (murine double minute 2)
fosforilasyonu araciligiyla yapar. MDM2 E3 ubikitin ligaz aktivitesi araciligiyla
p53’U proteozomlar aracidiyla degrade eder. Fosforillenmis MDM2 P53’(
bagladigi yer olan nikleusa daha etkin transloke olur ve sonugta p53’ln
degredasyonu artar.

AKT siklin bagimli kinaz inhibitérleri p27 ve p21’i fosforilleyerek inhibe
eder (Liang ve ark., 2002).

P27Kip1 bir hicre siklus regullatér proteinidir. Siklin D’ye (siklin-cdk4

kompleksi) baglanarak hiicre siklusunun G1’e ilerlemesini énler. P21 bir siklin
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bagimli kinaz inhibitoradur. Siklin-cdk2 ve cdk4 komplekslerine baglanarak
bunlari inhibe eder. Bu nedenle G1 fazinda hucre siklus progresyonunun
regulatori  olarak fonksiyon gorur. AKT p27 ve p21in sitozolik
sekestrasyonuna yol acgarak nukleusa gecmesini Onler. AKT p27
ekspresyonunu FOXO transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu araciligiyla da
inhibe eder (Medema ve ark., 2000).

GSK3 tarafindan G1 siklinleri siklin D ve siklin E ile C-MYC
transkripsiyon faktorunun fosforilasyonu bu proteinlerin degredasyonuna yol
acar. Bu proteinler hicrenin G1-S fazina gegisinde énemli rol oynar (Welcker
ve ark., 2003). GSK3 inhibisyonu bu proteinlerin stabilizasyonuna yol acar.

TOR (target of rapamycin) hicrelerde iki farkli multiprotein kompleksi
icinde bulunur. Memeli hucrelerinde mTOR kompleks 1 (MTORC1) raptor
proteini igerir, bu kompleks rapamisine duyarlidir. Ribozom Uretimi ve protein
sentezini uyarmak, protein degredasyonunu azaltmak suretiyle hucre
blylUmesini uyarir. Kompleks 1 hem hicre buyimesini hem de besin alimi ve
metobolizmayi uyararak hicrenin yagsam suresini uzatir.

MTOR kompleks 2 (MTORC?2) rictor proteini igerir ve rapamisine
duyarsizdir.  AKT’In  aktivasyonuna yardimci olur, Huicre iskelet
organizasyonundan sorumludur. mTOR kompleks 1 buylume faktorleri ve
aminoasitler gibi c¢esitli ekstrasellller sinyalleri entegre eder. Bunlar hem
mTOR’un aktivasyonuna hem de hicre blyimesine katkida bulunur.

TSC1 (hamartin) ve TSC2 (tuberin)’nin olusturdugu bir kompleks RHEB
(RAS homolog enriched in brain)in aktivitesini inhibe eder. Bu protein
mTORC1 aktivasyonu igin gereklidir. AKT'in TSC2’yi fosforillemesi RHEB’i
inhibe halden kurtarir. RHEB GTP bagli aktif formdayken direkt olarak
mTORC1T’i aktive eder. Bu aktivasyon normal dokularda RTK’larin
uyarilmasiyla akut ve gecici olarak meydana gelir. Fakat PTEN ya da
PIK3CA mutasyona ugradiginda (kanserlerde) ya da tuberin ya da hamartin
yapisi bozuk oldugunda (tuberoskleroz hastalarinda) aktivasyon kronik hale
gelir. MTORCL1 de S6K (P70S6K) ve 4EBP1 (eukaryotic translation initiation

factor 4E binding protein 1)’i fosforilleyerek protein sentezini artirir.
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PI3K sinyalinin sonlandiriimasi en az 2 farkh fosfataz araciligiyla
gergeklesir. SH2(Src-homolgy-2) iceren fosfatazlar (SHIP1 ve SHIP2) inozitol
halkasini 5. pozisyondan defosforile ederek PI(3,4)P2 olustururlar (Cantley,
2002). Diger bir fosfataz olan PTEN ise inozitol halkasini 3. pozisyondan
defosforile ederek PI(4,5)P2 olusturur. PTEN fonksiyon kaybi insanlardaki
ileri evre kanserlerin buyuk bir kisminda gorulmektedir. Bu durum kontrolsiz

PI3K sinyalinin metastatik kanserlere olan katkisini ortaya koymaktadir.

2.3.3. PI3K Sinyal Yolagi ve Kanser

PI3K sinyal yolag: insan kanserlerinde siklikla aktive haldedir (Fresno
Vara ve ark., 2004; Courtney ve ark., 2010; Samuels ve Ericson, 2006). Bu
PI3K'Iin kendisindeki degisikliklerden, asagi yolaktaki hedefi AKT’tan veya
onun antagonisti PTEN’den kaynaklaniyor olabilir. Cesitli timdrlerde AKT
amplifikasyona ugramistir veya ifadesi artmigtir. Bazi timdorlerde ise yuksek
seviyede fosforilasyon gosterir (Hennessy ve ark., 2005).

PI3K’in kanserle iligkisi uzun zamandir bilinmektedir. Bu iliskiyle ilgili ilk
kanit fosfatidil inozitol kinaz aktivitesinin, viral onkoproteinler olan Rous
sarcoma virusun Src proteini ve polyoma virusun middle T proteini ile
iliskisinden elde edilmistir (Kaplan ve ark., 1986; Sugimoto ve ark., 1984). Bu
etkilesim PI3K’In p85 regullatér subuniti araciigiyla saglanir. Buradaki SH2
domainleri viral onkoproteinlerin Gzerindeki fosfotirozinlere baglanir ve p110a
katalitik subUnitini bu komplekslere getirir (Klippel ve ark., 1992; Hu ve ark.,
1992). Ayni protein-protein etkilesim domainleri p85 ve ona yapisik p110a’yi
aktif tirozin kinaz reseptorlerine baglar.

PI3K’larin onkojenitesiyle ilgili en kesin kanit avian retrovirus ASV16 ile
yapilan calismalarda elde edilmistir (Chang ve ark., 1997). insan meme
epitelyum hadcre kultirindeki ¢calismalarda onkojenik potansiyeli gosterilmigtir
(Zhao ve ark., 2003).

Sinif | PI3K katalitik subunitleri 4 izoformdan olugsur: a, B, o, y
(Engelman ve ark., 2006).
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Alfa izoformu kanserle siki iligkili olsa da diger izoformlarin kanserle
iliskisine dair ¢ok fazla kanit elde edilememistir. PI3K ailesinin hucre
proliferasyonunda asil rol oynayan katalitik subunitin p110a izoformudur ve
PIK3CA (3g26) tarafindan kodlanir. Cok sayida kanser ¢esidinde mutasyonu
bildirilmistir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic; Ligresti ve ark.,
2009).

PIK3CA fonksiyon kazanci mutasyonlari in vitro enzimatik fonksiyon
kazancina yol acar ve buyume faktori yoklugunda protein kinaz B sinyal
yolagini aktive ederek onkojenik hicresel transformasyonu indukler.
Dolayisiyla da bir terapotik hedef potansiyeli tagimaktadir.

PIK3CA fonksiyon kazanci mutasyonlarinin ¢ogu iki hot spot bdlgede
kimelenmistir. Bunlar ekzon 9 ve 20'dir. Bunlar farkli mekanizmalarla
enzimatik aktiviteyi artirirlar (Zhao ve Vogt, 2010).

P110a mutasyonlarinin %80’i tek aminoasit degisikligi ile karakterize
hot spot mutasyonlardan biridir. Bunlar disinda ¢ok sayida nadir mutasyonlar
da Dbildiriimigtir. PIK3CA’da 80’den fazla kanser spesifik mutasyon
tanimlanmigtir. Lokalizasyonlari RAS bagdlayici domain hari¢ genin butin
kodlayan sekansina yayilmis olsa da en sik helikal (ekzon 9) ve kinaz (ekzon
20) domainleri ile p85 baglayici bolgede (ekzon 1 ve 2) bulunurlar. Ekzon
20’deki mutasyonlar (H1047R) enzimatik aktivitenin surekliligine yol agar.
Ekzon 9'daki mutasyonlar (E542K ve E545K) ise p85’in N-terminal SH2
domaini ile p110 katalitik subuniti arasindaki inhibitor etkilesimin bozulmasina
neden olur (Sekil 2.6) (Miled ve ark., 2007; Zhao ve Vogt, 2010).

Bu gendeki mutasyonlar NSCLC'de %2-4 oraninda saptanmaktadir
(Samuels ve ark., 2004; Lee ve ark., 2010; Sequist ve ark., 2011).

PIK3CA mutasyonlarina ilave olarak PIK3CA amplifkasyonlari da
NSCLC’de sik gdzlenir ve PISK/AKT sinyal yolagi araciligiyla timérogeneze
yol acar (Ji ve ark., 2011).

Daha ¢ok skuamoz hicreli karsinomda olmak Gzere AC kanserlerinin
%20-30’'unda PIK3CA amplifikasyonu saptandigi bildirilmistir (Ji ve ark.,
2011; Okudela ve ark., 2007).
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PIK3CA amplifikasyonu NSCLC hastalarinda Ozellikle erkek, sigara
icenlerde ve skuamoz hucreli karsinomda daha siktir (Okudela ve ark.,
2007).

P110a mutasyonlarinin varhgi PI3K sinyal yolaginda artisa yol agacak
diger genetik degisiklikleri diglamaz. PIK3CAnin sigarayla iligkili kanser
patogenezinde dnemli rol oynadigi dusunulmektedir (Lee ve ark., 2010).

EGFR, KRAS mutasyonlarindan farkh olarak PIK3CA mutasyonlarinin
sikhiginda etnik gruplar arasinda farkhlik bildiriimemistir (Lee ve ark., 2010;

Maruyama ve ark., 2007; Kawano ve ark., 2006).

Fonksiyon kazanci Fonksiyon kazanci
olmayan mutasyonlar mutasyonlan
R38H
E52K
p85 baglayici domain  EE——) Glo6v
E116K K111N
E217K
RAS baglayici domain >
N345K
C2 ) C420K
E453Q
——— E539R
s ES42R
Helikal domain  eo—) [~ ES45G, ESASKES4SA
Q576K,Q546P
E579K
H701P 710255
G912R M10431, M1043V
D1016G ——
Kinazdomain s T~ D1045K
‘ H1047L, H1047V,H1047R

Sekil 2.6. p110a mutasyonlari (Vogt ve ark., 2007).
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3.1. Gereg

3. GEREG VE YONTEM

Bu calisma 40 adet NSCLC tUmor dokusundan elde edilmis DNA
ornegi Uzerinde gercgeklestiriimistir. DNA 6Ornekleri, hastalarin aydinlatiimis
onamlari alindiktan sonra “NSCLC’de EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonlari”

baslikl

retrospektif arastirma kapsaminda

incelenen dokulardan elde

edilerek saklanan orneklerdir. Hastalarin demografik, klinik ozellikleri ile
EGFR, KRAS ve BRAF mutasyon durumlari Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1. PIK3CA mutasyonu arastirilan olgularin demografik, klinik
Ozellikleri ile EGFR, KRAS ve BRAF mutasyon durumlari.

Sag Daha 6nce saptanmig
Hasta Kalim mutasyonlar

No Yas/Cinsiyet Evre Suresi EGFR BRAF KRAS
1 62E \Y 10 ay
2 46K Lokal ileri 26 ay
4 49E Lokal ileri -
5 70K Lokal ileri 59 ay Ekzon 19

delesyonu
6 81K Lokal ileri 16 ay
7 59E v 15 ay
11 37K v 8 ay
12 55K \Y 7 ay
13 59E \Y 2 ay
14 49E Lokal ileri 15 ay
16 62E Lokal ileri - V600E
18 59E Lokal ileri -
20 60E Lokal ileri 10 ay
22 59K Lokal ileri -
23 44K \Y] - Ekzon 19

delesyonu
24 65E Lokal ileri -
25 63E \Y 4 ay
26 52K Lokal ileri -
27 58E Lokal ileri 26 ay
28 49E \Y 9 ay
30 70E \Y 3 ay
31 70E \Y -
32 71E \Y 4 ay
33 50E \Y -
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Tablo 3.1. Devam.

34 67E v 10 ay

35 58K \Y -

36 75E v 3ay

37 69E Lokal ileri 16 ay

39 41K v 27 ay

40 67E v 32 ay

41 53K v 28 ay Kodon 61
42 57E Lokal ileri 17 ay Kodon 61
43 76E Lokal ileri 13 ay

44 42K \Y 46 ay

45 51E Lokal ileri -

47 59E Lokal ileri 22 ay

48 53K v -

51 64E Lokal ileri -

52 44K \Y -

53 71E \Y 6 ay

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

DNA miktari yeterli olmayip doku 6rnedi mevcut olan o&rneklerden
parafin dokudan DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, Katalog
no: 56404, Lot no: 142357372) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. izole

edilen DNA ornekleri kantite edilmigtir.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PIK3CA genine ait 20 ekzon ekzon-intron birlesme bolgelerini
kapsayacak sekilde 20 fragman halinde c¢ogaltiimistir (Samuels Y ve ark.,

2004). Primer dizileri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sonrasi elde

edilen Urln uzunluklari da Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. PCR’de kullanilan primer dizileri ve aruin uzunluklari.

Primer adi

Ekzon 1F
Ekzon 1R
Ekzon 2F
Ekzon 2R
Ekzon 3F
Ekzon 3R
Ekzon 4F
Ekzon 4R
Ekzon 5 F
Ekzon 5 R
Ekzon 6 F
Ekzon 6 R
Ekzon 7 F
Ekzon 7 R
Ekzon 8 F
Ekzon 8 R
Ekzon 9 F
Ekzon 9 R
Ekzon 10 F
Ekzon 10 R
Ekzon 11 F
Ekzon 11 R
Ekzon 12 F
Ekzon 12 R
Ekzon 13 F
Ekzon 13 R
Ekzon 14 F
Ekzon 14 R
Ekzon 15 F
Ekzon 15 R
Ekzon 16 F
Ekzon 16 R
Ekzon 17 F
Ekzon 17 R
Ekzon 18 F
Ekzon 18 R
Ekzon 19 F
Ekzon 19 R
Ekzon 20F
Ekzon 20R

Primer niikleotid dizisi

GTTTCTGCTTTGGGACAACCAT
GATTACGAAGGTATTGGTTTAGACAG
TCATCAAAAATTTGTTTTAACCTAGC
TATAAGCAGTCCCTGCCTTC
GCAGCCCGCTCAGATATAAAC
CTGGGCGAGAGTGAGATTCC
TCTTGTGCTTCAACGTAAATCC
CGGAGATTTGGATGTTCTCC
TAGTGGATGAAGGCAGCAAC
TTTGTAGAAATGGGGTCTTGC
TGCCTTTTCCAATCAATCTC
AATTCCTGAAGCTCTCCCAAG
GGGGAAAAAGGAAAGAATGG
TGCTGAACCAGTCAAACTCC
TTTGCTGAACCCTATTGGTG
TTGCAATATTGGTCCTAGAGTTC
GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG
CCACAAATATCAATTTACAACCATTG
ACCTTTTGAACAGCATGCAA
TGGAAATAATGTTAAGGGTGTTTTT
AAAACACCCTTAACATTATTTCCATAG
TCTGCATGGCCGATCTAAAG
TTTATTCTAGATCCATACAACTTCCTTT
AAAGTTGAGAAGCTCATCACTGGTAC
CTGAAACTCATGGTGGTTTTG
TGGTTCCAAATCCTAATCTGC
GAGTGTTGCTGCTCTGTGTTG
TTGAGGGTAGGAGAATGAGAGAG
GGATTCCTAAATAAAAATTGAGGTG
CATGCATATTTCAAAGGTCAAG
TTGCTTTCCTGAAGTTTCTTTTG
TCAAGTAAGAGGAGGATATGTCAAAG
GGGGAAAGGCAGTAAAGGTC
CATCAAATATTTCAAAGGTTGAGC
TCCTTATTCGTTGTCAGTGATTG
GTCAAAACAAATGGCACACG
CATGGTGAAAGACGATGGAC
TTACAGGCATGAACCACCAC
TGGGGTAAAGGGATCAAAAG
CCTATGCAATCGGTCTTTGC

Uriin uzunlugu

526

485

539

561

399

415

451

400

487

282

514

432

468

415

430

376

444

431

401

525
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3.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kimyasal Karigimlar

Primerler ve kalip disindaki gerekli diger kimyasallar igin Amplitaq
Gold® PCR master mix 2x (Applied Biosystems, katalog no: 4318739, lot
no:P18315) kullaniimistir. PIK3CA geninin tum fragmanlari icin touchdown
(TD) PCR yapilmigtir. PCR SuperCycler SC-200 (Kyratec) cihazinda
gergeklestiriimistir. PCR’da kullanilan kimyasallarin miktarlari Tablo 3.3’de
verilmigtir. TD PCR’de kullanilan sicaklik ve sureler Tablo 3.4’de

gOsterilmistir.

Tablo 3.3. PCR’da kullanilan kimyasallarin miktarlari.

Kimyasal Hacim
DNA (17ng/ pl) 1l
Forward primer (10pm/ ul) 1l
Reverse primer (10pm/ pl) 1l
H.0O 9,5 pl
Amplitagq Gold PCR master mix 2x 12,5 ul
Toplam 25 ul

Tablo 3.4. TD PCR’da uygulanan sicaklik ve sureler.

Sicaklik Sire ~
1 94°C 4 dk
2 94°C 1 dk 13 Siklus
3 66°C 1 dk
-1.0°C -
4 72°C 1 dk ~
5 94°C 1 dk )
6 53°C 1 dk 30 Siklus
7 72°C 1 dk
8 |72°C 7 dk -
9 10°C o0
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3.2.3. Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR drunleri jel elektoforezinde yuratiimustar. Bu amacla
54 gr Tris base, 27,5 gr Borik asit ve 20 mL 0,5 mM EDTA karigtirilarak dH,0
ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanan 5XTBE, 1X TBE olacak sekilde 1:4
oraninda dilue edilmigtir. 60 cc 1XTBE ve 1,2 gr agarose D1-LE
erlenmayerde karigtirilarak, olusan ¢ozelti mikrodalga firinda orta (medium)
ayarda 2 dakika isitilmistir. Eriyen jel igine 1 ul ethidium bromide eklenerek
kanistirlmistir. Jel, elektroforez aparatina dokulerek sogumaya birakilmistir.
Elektroforez tanki (Cleaver Scientific Ltd.) 1x TBE ile doldurularak jel yurtutme
islemine hazir hale getirilmistir. PCR sonrasi 10 pl PCR drind, 2 pl 6x
yukleme tamponu (0,025 gr bromfenol mavisi, 0,025 gr ksilen siyanol ve 0,3
mL gliserol karigtiriip dH,O ile 1 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir) ile
karistirilip, karigsimin 10 pl’si agaroz jele yuklenmistir. 90 volt (V)’'da 40 dakika
elektroforez uygulanmistir. Jel, Kodak Gel 200 cihazinda goéruntllenerek,
Kodak 1D Image Analysis Software (Rochester, New York) kullanilarak
analiz edilmigtir. Elde edilen bantlarin boylari, GeneRuler 50bp DNA Ladder

(ThermosScientific) kullanilarak kontrol edilmigtir.
3.2.4. PCR Sonrasi Temizleme

PCR sonrasi temizleme islemi icin, ExXoSAP-IT (GML) enzimatik
temizleme Urln0 kullanilimistir. Protokol dogrultusunda 5 yL PCR drind, 2 pi
ExoSAP-IT reaktifiyle karistiriimisgtir. Karisim 37°C’de 15 dakika; 80°C’de 15
dakika inkuibasyona tabi tutularak temizleme islemi gerceklestirilmigtir.
3.2.5 Sekans Reaksiyonu

PCR dUrlnleri temizlendikten sonra sekans reaksiyonu uygulanmistir.

islem igin hazirlanan kimyasal karisim ve sekans reaksiyonunda uygulanan

sicaklik ve sureler Tablo 3.5 ve 3.6’da gosterilmektedir.
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Tablo 3.5. Sekans reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari.

Kimyasal Hacim (ul)

ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle 1

Sequencing RR-100

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1, v3.1 5x 2

Sequencing Buffer

Forward/Reverse Primer (1pm/ pl) 1

Kalip 2

dH,0O 10 pl'ye tamamlanir.
Toplam hacim 10 pl

Sekans reaksiyonunda uygulanan sicaklik ve sureler asagidaki tabloda

gOsterilmigtir.

Tablo 3.6. Sekans reaksiyonunda uygulanan sicaklik ve sureler

Sicaklik Sire

96 °C 2 dk

96 °C 10s

50°C s 30 siklus
60 °C 4 dk

4°C oo

3.2.6 Sekans Reaksiyonu Sonrasi PCR Uriinii Temizleme

13 mL steril distile suya, 1 gr Sephadex® G-50 medium (Sigma-Aldrich)
eklenerek karistirilmistir. Yeni hazirlanan sefadeks, ilk kullanimdan énce 30
dakika bekletilmistir. +4°C’de saklanmistir. Sekans PCR GraninU temizlemek
amaciyla spin kolonlara 700 uL Sephadeks aktarilarak 5200 rpm’'de 2 dakika
santrifij edilmistir. Spin kolonlar temiz ve numaralandiriimis yeni tlplere
yerlestirilip, sekans reaksiyonu sonrasi elde edilen 10 uL’lik PCR Grunleri,
spin kolonlardaki sephadeksin orta kismini birakilmistir. Spin kolonlar, 5200

rom’de 2 dakika santrifiij edilerek trlin temizleme islemi tamamlanmistir.

36




3.2.7 Dizi Analizi

Dizi analizi, Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazi
kullanilarak yapilmigtir. Temizlenen 10 pL’lik PCR drunleri, 96-Well Plate
Uzerindeki kuyulara birakilarak karigtinimistir. Plate bilesenleri dogru bir
sekilde bir

yerlegtirilmigtir.

araya getirilerek autosampler Uzerinde B pozisyonuna

3130POP7_BDTv3-KB-Denovo-v5.2 analiz  protokolU
kullanilarak elektroforez gergeklestiriimistir. Mutasyon degerlendirmesi igin
SeqScape version 2.5 ve Sequencing Analysis version 5.1 yazilimlar
kullaniimigtir.

Projeye dahil edilen 40 6rnekte degerlendirilen ekzonlar Tablo 3.7'de

verilmigtir.

Tablo 3.7. Deg@erlendirilen ekzonlar

Ornek No | Galisilan Ekzonlar Ornek No | Galisilan Ekzonlar
T1 1-20 T30* 1,12, 20

T2** 9 T31* 20

T4* 1, 2,8-10, 16,17 T32** 9

T5 1-20 T33 1-20

T6 1-20 T34* 2,12, 20

T7* 2ve9 T35 1-20

T11* lve?2 T36* 2,12, 20

T12 1-20 T37* 12 ve 20
T13** 9 T39* 2,9, 20

T14 1-20 T40* 2,5-12, 15-20
T16* 1-17, 19 T41* 2,9,12

T18 1-20 T42 1-20

T20* 1-3,5-12, 14-20 T43* 1,9,11, 12,20
T22* 1,2,9,12 T44 1-20

T23 1-20 T45* 1-5,7-12, 14-20
124 |9 T47* 2

T25** 9 T48 1-20

T26* 1,2,12,20 T51* 1,2,9 20

T27 1-20 T52 1-20

T28* 2ve 12 T53* 9

*DNA kalitatif ve kantitatif agidan yeterli olmadigi igin diger ekzonlar ¢alisilamamistir.
**Kanserde tanimli PIK3CA mutasyonu saptandigi igin diger ekzonlar galisiimamistir.
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4. BULGULAR

Calisilan oOrneklerin  %57,5’inde PIK3CA mutasyonu saptanmistir.

Bunlarin %13’G daha dnce NSCLC ile iligkisi tanimlanmis olan degisimlerdir.

Tez kapsaminda calisilan NSCLC doku 6rneklerinde saptanan PIK3CA

mutasyonlari asagidaki Tablo 4.1’de verilmigtir.

Tablo 4.1. Hastalarda saptanan PIK3CA mutasyonlari.

Doku No

Saptanan PIK3CA mutasyonu

E13Vv680L 2038G>C homozigot

T1 E13L719V 2155C>G homozigot
E9E545A 1634A>C heterozigot
T2 E9c.1658 1659delGTinsC heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T5* E13L719V 2155C>G homozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T6 E13L719V 2155C>G homozigot
E12Y644H 1930T>C klonal
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T12 E13L719V 2155C>G homozigot
E9E545A 1634A>C homozigot
T13 E9c.1658 1659delGTinsC homozigot
E12Y644H 1930T>C heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T14 E13L719V 2155C>G homozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T16* E13L719V 2155C>G heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T18 E13L719V 2155C>G heterozigot
E12Y644H 1930T>C heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T23* E13L719V 2155C>G homozigot
E9D549N 1645G>A klonal
T24 E9D527N 1579G>A heterozigot
T25 E9R524K 1571G>A heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T27 E13L719V 2155C>G homozigot
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Tablo 4.1. Devam.

Doku No |Saptanan PIK3CA mutasyonu

T28 E12Y644H 1930T>C klonal
E9E5S45A 1634A/C homozigot

T32 E9c.1658 1659delGTinsC homozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot

T33 E13L719V 2155C>G heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot

T35 E13L719V 2155C>G homozigot
E12Y644H 1930T>C klonal

T40 E5V3761 1126G>A homozigot

E4S292N 875G>A homozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot

T42* E13L719V 2155C>G heterozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T44 E13L719V 2155C>G homozigot
T47 E2C147Y 172G>A klonal
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T48 E13L719V 2155C>G homozigot
E13Vv680L 2038G>C homozigot
T52 E13L719V 2155C>G homozigot

*T5 ve T23'de EGFR ekzon 19 delesyonu, T16'da BRAF V600E mutasyonu, T42’de KRAS
kodon 61 mutasyonu saptanmis oldugu bilinmektedir.

En fazla mutasyon ekzon 13’te ( %100, 15 olguda) saptanmigtir.
Mutasyonlarin %18,5’i ekzon 12’de (27 olgunun 5’inde), %16,1’i ekzon 9'da
(31 olgunun 5’inde), %6,2’si ekzon 4’de (16 olgunun birinde), %5,5'i ekzon
5te (18 olgunun birinde), %3,2'si ekzon 2’de (31 olgunun birinde)

saptanmistir.

4.1. NSCLC’de Daha Once Tanimlanmis Mutasyonlar

E545A; 9. ekzonda lokalize 1634. pozisyondaki A nukleotidinin yerine C
nukleotidinin gelmesiyle olusan bu mutasyon proteinin helikal domaininde yer
alan 545. pozisyondaki glutamik asitin alanin ile degisimine yol acmistir.

(Sekil 4.1) 3 olguda saptanmis olan bu mutasyon NSCLC dahil ¢cok sayida
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kanser turande bildirilmistir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic).
(Tablo 4.1)

Tablo 4.2. E545A mutasyonu saptanan olgular.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular
E545A 1634A>C heterozigot T2

E545A 1634A>C homozigot T13

E545A 1634A>C homozigot T32

Normal-EKZON9S

A>C (E545A)

(WAVAPLV NG 28 W
T2-EKZON9

A>C (E545A)

|
e

T13-EKZONS

A>C (E545A)

T32-EKZONS

Sekil 4.1. E545A mutasyonu ve S553Tfs*7 saptanan olgularin sekans

goruntuleri.
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4.2. Diger Kanser Turlerinde Tanimli Mutasyonlar

S553Tfs*7; 9. ekzonda lokalize olan bu mutasyon DNA'da 1658. ve
1659. pozisyondaki GT dinukleotidinin delesyonu ve bunlarin yerine C
ndkleotidinin insersiyonu sonucunda protein dizeyinde helikal domainde
bulunan 553. pozisyondaki serin aminoasiti treonin aminoasitine
donusmustur. Olusan frameshift nedeniyle 7 kodon sonra stop kodonu
gelmistir. (Sekil 4.1) 3 olguda saptanan bu mutasyon daha 6nce endometrial
adenokarsinomda ve hepatoselluler karsinomda tanimlanmig bir degisikliktir.
(Tredan ve ark; 2012, Colombino ve ark; 2012) (Tablo 4.3)

Tablo 4.3. S553Tfs*7 mutasyonu saptanan olgular.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular
S553Tfs*7 1658 1659delGTinsC heterozigot T2

S553Tfs*7 1658 1659delGTinsC homozigot T13

S553Tfs*7 1658 1659delGTinsC homozigot T32

R524K; 9. ekzonda 1571. pozisyondaki G nukleotidinin A nukleotidine
donlismesiyle olusan bu mutasyon proteinin helikal domaininde 524.
pozisyondaki arginin aminoasitinin lizine déntsmesine yol acmistir. Daha
once kolon kanseri ve orofaringeal skuamoz hucreli karsinom hastalarinda
tanimlanmis olan bu mutasyon olgu 25’'te saptanmistir (Berg ve ark.; 2010,
Chiosea ve ark.; 2013). (Sekil 4.2)

Tablo 4.4. R524K mutasyonu saptanan olgu.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular

R524K 1571G>A heterozigot T25
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6 G>A (R524K)

Lo o

e

e 1 [ s T L - —— T
e e et Wl el st v, Fom

Normal T25-EKZON9

Sekil 4.2. R524K mutasyonu saptanan olgu.

D549N; 9. ekzonda 1645. pozisyondaki G nukleotidinin A nukleotidine
donusmesiyle olusan bu mutasyon proteinin helikal domaininde 549.
pozisyondaki aspartik asitin asparajin aminoasitine dontusumune yol agmistir.
(Sekil 4.3) Daha 6nce endometrium ve kolon kanserinde tanimlanmis olan bu
mutasyon olgu 24’te saptanmistir (Muruyama-Hosokawa ve ark., 2010, Dan
ve ark., 2010). (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. D549N saptanan olgu.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular
D549N 1645G>A klonal T24
G G>A (D549N)

b |,

Normal T24-EKZON9

Sekil 4.3. D549N mutasyonu saptanan olgunun sekans goruntusda.
L719V; 13. ekzonda 2155. pozisyondaki C ntkleotidinin G nlkleotidine

donusmesiyle olusan bu mutasyon proteinin kinaz domaininde 719.

pozisyondaki 16sin aminoasitinin valin aminoasitiyle degisimine yol acmistir.
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(Sekil 4.4) Daha once meme kanserinde tanimlanmigtir (Troxell ve ark.,

2010).

Bu mutasyon 15 olguda saptanmistir. (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. L719V mutasyonu saptanan olgular.

Mutasyon Nikleotid degisikligi Saptanan olgular
L719V 2155C>G homozigot T1

L719V 2155C>G homozigot T5

L719V 2155C>G homozigot T6

L719V 2155C>G homozigot T12
L719V 2155C>G homozigot T14
L719V 2155C>G heterozigot T16
L719V 2155C>G heterozigot T18
L719V 2155C>G homozigot T23
L719V 2155C>G homozigot T27
L719V 2155C>G heterozigot T33
L719V 2155C>G homozigot T35
L719V 2155C>G heterozigot T42
L719V 2155C>G homozigot T44
L719V 2155C>G homozigot T48
L719V 2155C>G homozigot T52

C>G(L719V)

_ j_r - I"\\ \ ) AN

Normal

C>G (L719V)

i | "'. \ I\I
/!

T5-EKZON13

!

P - \!. _.;._ \

—_— ) B e

T1-EKZON13

 T6-EKZON13

C>G (L719V)

l_

W \
X

Sekil 4.4 L719V mutasyonu saptanan olgularin sekans gorintileri
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T12-EKZON13
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|
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T16-EKZON 13

C>G (L719V)

T23 EKZON13
C>G (L719V)
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/ { YA\ '
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T33-EKZON13

C>G (L719V)

f\ ’l '/A

C>G (L719V)

 T48-EKZON13

C>G (L719V)

N
J .'I
{1\

\

‘ Ry ) \ |
] A ’ [
oA 4 \\ /'f \ll‘ :
L~ _/K_J/ » A S N

T14-EKZON13

C>G (L719V)

-____;L-.i—\L/ - \-i:\m _/}-‘ \,.\.,_[\__ Jf

T18-EKZON13

C>G (L719V)

T27-EKZON13

&G (L719V)

(AN /ﬁ“‘j&’ o \ s -

T35-EKZON13

C>G ’( L719V)
.fﬁ \ 1"1'-
BN N\ NDLN e
T44-EKZON13

C>G (L719V)

T52-EKZON13

Sekil 4.4. Devam
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4.3. Tanimlanmamis Mutasyonlar

C147Y; 2. ekzonda 172. pozisyondaki G nukleotidinin A nukleotidine
donusmesiyle olusan bu mutasyon protein dizeyinde ABD ve RBD
domainlerinin arasindaki baglanti bolgesinde 147.pozisyondaki sistein
aminoasitinin tirozin aminoasitiyle degisimine yol agmistir. Bu mutasyon olgu
47°de saptanmistir (Tablo 4.7, Sekil 4.4)

Tablo 4.7. C147Y mutasyonu saptanan olgu.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular

C147Y 172G>A klonal T47

G>A (C147Y )

< O

S S W W

Normal " T47-EKZON2

Sekil 4.5. C147Y mutasyonu saptanan olgunun sekans goruntusu.

S292N; 4. ekzonda 875. pozisyonda G nukleotidinin A nlkleotidine
doénusmesiyle olusan bu mutasyon protein dizeyinde RBD ile C2 domaini
arasindaki baglanti bolgesinde 292. pozisyondaki serin aminoasitinin
asparajin aminoasitiyle degisimine yol acmistir. Bu mutasyon olgu 42’de
saptanmistir. (Tablo 4.8, Sekil 4.5)

Tablo 4.8. S292N mutasyonu saptanan olgu.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular

S292N 875G>A homozigot T42
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G>A (S292N)

l/ 5

<0

| f
J

TN e, A LN L

Normal T42-EKZON4

Sekil 4.6. S292N mutasyonu saptanan olgunun sekans goruntisu.

V376l; 5. ekzonda 1126. pozisyondaki G nukleotidinin A nukleotidine
donusmesiyle olusan bu mutasyon protein dizeyinde C2 domaininde 376.
pozisyondaki valin aminoasitinin izolésin aminoasitiyle degisimine yol

acmistir. Bu mutasyon olgu 40’ta saptanmistir. (Tablo 4.9, Sekil 4.6)

Tablo 4.9. V3761 mutasyonu saptanan olgu.

Mutasyon | Nikleotid degisikligi Saptanan olgular

V376l 1126G>A homozigot T40

G>A (V376l)

|

< @

T40-EKZONS

Sekil 4.7. V3761 mutasyonu saptanan olgunun sekans goérintisu.

D527N; 9. ekzonda lokalize 1579. pozisyondaki G nukleotidinin A
nukleotidine donusumuyle olugsan bu mutasyon protein duzeyinde helikal
domainde 527. pozisyondaki aspartik asit aminoasitinin asparajin
amainoasitiyle degisimine yol agcmistir. Bu mutasyon olgu 24’te saptanmistir.
(Tablo 4.10, Sekil 4.7)
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Tablo 4.10. D527N mutasyonu saptanan olgu.

Mutasyon | Nikleotid degisikligi Saptanan olgular

D527N 1579G>A heterozigot T24

G G>A(D527N)

i l

/
/
J

T24-EKZON9

Normal

Sekil 4.8. D527N mutasyonu saptanan olgunun sekans goruntusa.

V680L; 13. ekzonda 2038.pozisyondaki G nukleotidinin C nukleotidine
donUsmesiyle olusan bu mutasyon protein helikal domainde
680.pozisyondaki valin aminoasitinin [6sin aminoasitiyle degisimine yol
acmustir. (Sekil 4.10)

Bu mutasyon 15 olguda saptanmistir. (Tablo 4.11)

Tablo 4.11. V680L mutasyonu saptanan olgular.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular
V680L 2038G>C homozigot T1
V680L 2038G>C homozigot T5
V680L 2038G>C homozigot T6
V680L 2038G>C homozigot T12
V680L 2038G>C homozigot T14
V680L 2038G>C homozigot T16
V680L 2038G>C homozigot T18
V680L 2038G>C homozigot T23
V680L 2038G>C homozigot T27
V680L 2038G>C homozigot T33
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Tablo 4.11. Devam

V680L 2038G>C homozigot T35
V680L 2038G>C homozigot T42
V680L 2038G>C homozigot T44
V680L 2038G>C homozigot T48
V680L 2038G>C homozigot T52
T G>C (V680L)
Normal T1-EKZON13 7 N
l G>C (V680L)
L\ Z »,' i L_ L ‘:":1«. = e JINLAK \Mw,/r\; .
TS-EKZON13 T6-EKZON13
G>C (V680L) G>C(V680L)
T12-EKZON13 T14-EKZON13
G>C (V680L) G>C (V680L)
J \
T16-EKZON13 T18-EKZON13
G>C (V680L) G>C (V680L)

T23-EKZON13

T27-EKZON13

Sekil 4.9. V680L mutasyonu saptanan olgularin sekans goruntuleri
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T48-EKZON13
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Y P {

T52-EKZON13

J

Sekil 4.9. Devam

4.4. Polimorfizmler

Y644H; 12. ekzonda lokalize 1930. pozisyondaki T nUkleotidinin C
nukleotidine donusmesiyle olusan bu mutasyon protein dizeyinde helikal
domainde 644. pozisyondaki tirozin aminoasitinin histidin aminoasitiyle
degisimine yol acmistir. Bu degisiklik daha énce SNP olarak tanimlanmigtir
(rs17849072). Bu mutasyon 5 olguda saptanmistir. (Tablo 4.12, Sekil 4.10)
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Tablo 4.12. Y644H mutasyonu saptanan olgular.

Mutasyon Niikleotid degisikligi Saptanan olgular
Y644H 1930T>C klonal T12
Y644H 1930T>C heterozigot T14
Y644H 1930T>C heterozigot T23
Y644H 1930T>C klonal T28
Y644H 1930T>C klonal T40
T
T>C(Y644H)
[ | A | \
e
| YA )
ANA AAN AL
Normal

- T>C(Y644H)

/ \ )
/ \\ /l_/\ ~" N ' f

T14-EKZON12

T23-EKZON12

T>C (Y644H) | T>C (Y644H)
\

A
( “'\, \l’ . A I \l/ N f\

A / A
|\ YA I AWANIEA
f ‘\‘ ."i,‘ "I ;I’_ f-) \‘ 0‘,”\\.".‘ v / } \\

\ N
\ / / AN

T40-EKZON12

Y ATANIIY A\ VAN

T28-EKZON12

Sekil 4.10. Y644H mutasyonu saptanan olgularin sekans goéruntuleri.

15 olguda saptanan V680L ve L719V mutasyonlarinin polimorfizm olabilecegi
dusundlerek ailesinde kanser dykusu olmayan 15 erkek (ortalama yas; 58,6)
ve 15 kadindan olusan (ortalama yas; 52,5) 30 saglikli bireyde PIK3CA
ekzon 13 dizi analizi yapilmistir. Bu olgularin 27’sinde homozigot L719V ve
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V680L mutasyonu saptanmistir. Buna dayanarak her iki mutasyonunun

polimorfizm oldugu sonucuna varilmistir.

4.5. Mutasyon Saptanan Olgular

4.5.1. PIK3CA Geninde Tek Mutasyon Saptanan Olgular

Olgu 25; 63 yasinda erkek, evre IV NSCLC tanisi almistir. Palyatif
kemoterapi ardindan 2. ayda progresyon gostermis ve 4. ayda kaybedilmistir.
Ekzon 9'da R524K mutasyonu saptanmistir.

Olgu 47; 59 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almistir.
Tani aninda inoperabl olan hastaya 2 kidr neoadjuvan tedavi verildikten sonra
opere edilmigtir. 9 ay sonra niuks gelismistir. Beyin ve karaciger metastazi
gelisen hastanin toplam sad kalim sudresi 22 aydir. Ekzon 2'de C147Y

mutasyonu saptanmigtir.

4.5.2. PIK3CA Geninde Goklu Mutasyon Saptanan Olgular

Olgu 1; 62 yasinda erkek hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir. Palyatif
kemoterapinin hemen ardindan progresyon geligmistir. 2.basamak
kemoterapi baslanmistir. Toplam sag kalim suresi 10 aydir. Ekzon 13’te
V680L ve L719V mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 2; 46 yasinda kadin hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir. 4
kir neoadjuvan tedavi sonrasi stabil hastalik yaniti alinmasi Uzerine
inoperabl olarak degerlendirilen hastada neoadjuvan tedavi bitiminden 1 yil
sonra progresyon gelismistir. Bunun Uzerine hastaya palyatif kemoterapi
baslanmistir. Palyatif kemoterapi bitiminden 3 ay sonra progresyon gelisen
hastaya 4 ay sureyle erlotinib tedavisi verilmigtir. Ancak erlotinibe yanit
alinmamistir. Toplam sag kalim suresi 26 aydir. Ekzon 9da E545A ve
S553Tfs*7 mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 6; 81 yasinda kadin hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.

Tanida operabl olan hastada operasyondan 11 ay sonra progresyon
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gelismigtir. Erlotinib tedavisi baslanmis olup stabil hastalik yaniti alinmistir.
Toplam sag kalim suresi 16 aydir. Ekzon 13’'te V680L ve L719V mutasyonlari
saptanmistir.

Olgu 12; 55 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almistir. 8 ay
sureyle palyatif kemoterapi alan hastada kemoterapi bitiminden 1 ay sonra
progresyon gelismistir. Hastaya 2. basamak kemoterapi baslanmistir. Toplam
sag kalim suresi 7 aydir. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonlari ile ekzon
12’de Y644H mutasyonu saptanmistir.

Olgu 13; 59 yasinda erkek hasta, evre IV NSCLC tanisi almistir. 1 ay
sureyle palyatif kemoterapi alan hasta tanidan 2 ay sonra kaybedilmistir.
Ekzon 9'da E545A ve S553Tfs*7 mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 14; 49 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
3 kur neoadjuvan tedavi sonrasi opere edilmistir. Operasyondan 8 ay sonra
nuks gelismistir. . Ekzon 13’'te V680L ve L719V mutasyonlari ile ekzon 12’de
Y644H mutasyonu saptanmistir.

Olgu 18; 59 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
Tanida inoperabl olan hastaya 2 ay palyatif kemoterapi verilmistir. 8 ay
sonra progresyon gelisen hastanin toplam sag kalim suresi bilinmemektedir.
Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 24; 65 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
4 kUr neoadjuvan tedavi sonrasi opere olan hastada 11.ayda nuks geligsmigtir.
4 ay palyatif kemoterapi alan hastaya erlotinib tedavisi baslanmis, erlotinibe
baslangigta yanit vermis ancak 8 ay sonra progresyon gelismistir. Hastanin
toplam sad kalim suresi bilinmemektedir. Ekzon 9’da D527N ve D549N
mutasyonlari saptanmigtir.

Olgu 27; 58 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
Tanida inoperabl olan hastaya 6 kiur neoadjuvan tedavi verilmigtir. Tedavi
bitiminde halen inoperabl olan hastaya kemoterapi ve radyoterapi
baslanmistir. 5 ay sonra progresyon gelisen hastanin toplam sag kalim
suresi 26 aydir. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 32; 71 yasinda erkek hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir.

Tanida kemik metastazi mevcut olan hastada kemoterapi planlanmig ancak
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tedavi baslanamadan hasta kaybedilmistir. Toplam sag kalim suresi 4 aydir.
Ekzon 9'da E545A ve S553Tfs*7 mutasyonlari saptanmigtir.

Olgu 33; 50 yasinda erkek hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir.
Palyatif kemoterapi sonrasi 3.ayda progresyon gelisen hastaya kemoterapi
baslanmigtir. Kemoterapiye stabil hastalik cevabi veren hastanin toplam sag
kalim suresi bilinmemektedir. Ekzon 13’'te V680L ve L719V mutasyonlari
saptanmistir.

Olgu 35; 58 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almistir.
Palyatif kemoterapi sonrasi stabil hastalik seyri saglanmistir. Sag kalim
suresi bilinmemektedir. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonlar
saptanmistir.

Olgu 40; 67 yasinda erkek hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir.
Palyatif kemoterapi verilen hastada 1 yil sonra progresyon gelimistir. 2. ve 3.
basamak kemoterapiden sonra yine progresyon gelisen hastaya 4.basamak
erlotinib tedavisi baglanmistir. Erlotinibe yanit vermeyen hastanin toplam sag
kalim suresi 32 aydir. Ekzon 5’te V376l mutasyonu ve ekzon 12’de Y644H
mutasyonu saptanmistir.

Olgu 44; 42 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir.
Palyatif kemoterapi baslanmigtir. 14 ay sonra progresyon gelismistir. 2.
basamak kemoterapi baglandiktan 2 ay sonra yine progresyon gelismigtir. 3.
basamak erlotinib tedavisine 3 ay stabil hastalik yaniti alinmistir. Toplam sag
kalim slresi 46 aydir. Ekzon 13te V680L ve L719V mutasyonlari
saptanmistir.

Olgu 48; 53 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almistir. 4 ay
sureyle palyatif kemoterapi verilmistir. Palyatif kemoterapi bitiminden 7 ay
sonra progresyon gelismigtir. 2. basamak erlotinib tedavisi baglanmistir. 3 ay
sureyle parsiyel yanit alinmigtir. Toplam sag kalim suresi bilinmemektedir.
Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonlari saptanmistir.

Olgu 52; 44 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almistir. 3 ay
sureyle palyatif kemoterapi verilmistir. 2. basamak kemoterapiden 1 ay sonra
progresyon gelismistir. Sag kalim suresi bilinmemektedir. Ekzon 13’te V680L

ve L719V mutasyonlari saptanmistir.
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4.5.3. PIK3CA tek/coklu Mutasyon Yanisira EGFR, KRAS ya da BRAF

Mutasyonu Saptanan Olgular

Olgu 5; 70 yasinda kadin hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
Tanida operabl olan hastada operasyondan sonra 25. ayda nuks ve palyatif
kemoterapi sonrasinda da 1. ayda progresyon gelismistir. Daha 6nce EGFR
ekzon 19 delesyonu saptanmis olan hastaya erlotinib tedavisi baslanmis ve
parsiyel yanit alinmistir. Toplam sag kalim siresi 59 aydir. Bu olguda
PIK3CA geninde ekzon 13’'te V680L ve L719V mutasyonlari saptanmigtir.

Olgu 16; 62 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
6 kir neoadjuvan tedavi sonrasi opere edilmistir. BRAF V600E mutasyonu
saptanan hastanin toplam sag kalim siresi bilinmemektedir. Bu olguda
PIK3CA geninde ekzon 13’'te V680L ve L719V mutasyonlari saptanmigtir.

Olgu 23; 44 yasinda kadin hasta, evre IV NSCLC tanisi almigtir.
Palyatif kemoterapi baslanan hastada daha 6nce EGFR ekzon 19 delesyonu
saptanmistir. Hastanin klinik seyri ve sag kalim suresi bilinmemektedir. Bu
olguda PIK3CA geninde ekzon 12’de Y644H, ekzon 13’te V680L ve L719V
mutasyonlari saptanmigtir.

Olgu 42; 57 yasinda erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanisi almigtir.
Tanida inoperabl olan hastaya 3 kur neoadjuvan tedavi verilmigtir. Tedavi
bitiminde halen inoperabl olan hastaya kemoterapi baslanmigtir. 5 ay sonra
progresyon gelismistir. Bu hastada KRAS kodon 61 mutasyonu ve PIK3CA
ekzon 4’te S292N, ekzon 13’te V680L, L719V mutasyonlari saptanmigstir

Saptanan PIK3CA mutasyonlarinin hastalik etyopatogenezindeki

rollerine goére dagilimi Tablo 4.13’te verilmigtir.
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Tablo 4.13. PIK3CA mutasyonlarinin patojenik degerleri

Doku NSCLC’de | Diger SNP Yeni
No |Saptanan PIK3CA mutasyonu tanimh taniml mutasyon
E13V680L 2038G>C homozigot +
T1 E13L719V 2155C>G homozigot +
E9ES545A 1634A>C heterozigot +
T2 E9c.1658 1659delGTinsC heterozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T5 E13L719V 2155C>G homozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T6 E13L719V 2155C>G homozigot +
E12Y644H 1930T>C klonal +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T12 | E13L719V 2155C>G homozigot +
E9E545A 1634A>C homozigot +
T13 | E9c.1658 1659delGTinsC homozigot +
E12Y644H 1930T>C heterozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T14 | E13L719V 2155C>G homozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T16 |E13L719V 2155C>G heterozgot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T18 | E13L719V 2155C>G heterozigot +
E12Y644H 1930T>C heterozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T23 | E13L719V 2155C>G homozigot +
E9D549N 1645G>A klonal +
T24 | E9D527N 1579G>A heterozigot +
T25 | E9R524K 1571G>A heterozigot i
E13V680L 2038G>C homozigot +
T27 | E13L719V 2155C>G homozigot +
T28 | E12Y644H 1930T>C kional *
E9ES545A 1634A/C homozigot +
T32 | E9c.1658 1659delGTinsC homozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T33 | E13L719V 2155C>G heterozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T35 | E13L719V 2155C>G homozigot +
E12Y644H 1930T>C klonal +
T40 | E5V3761 1126G>A homozigot
E4S292N 875G>A homozigot
E13V680L 2038G>C homozigot +
TA2 | E13L719V 2155C>G heterozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T44 | E13L.719V 2155C>G homozigot +
TA7 | E2C147Y 172G>A Klonal i
E13V680L 2038G>C homozigot +
T48 | E13L719V 2155C>G homozigot +
E13V680L 2038G>C homozigot +
T52 +

E13L719V 2155C>G homozigot

55



5. TARTISMA

PIK3CA geni bir onkogendir ve protein kinaz kodlar. Bu enzimin
aktivasyonunun sureklilik kazanmasi iligkili oldugu sinyal yolaklarinin da
surekli aktif olmasina yol agar. Bu sinyal yolaklari hucre proliferasyonunu,
apopitozu ve hucre buyumesini regule eden yolaklardir. Bu nedenle PIK3CA
geninde meydana gelen mutasyonlar tumdrojenik etki potansiyeli olan
degisikliklerdir.

PIK3CA geninde aktive edici mutasyonlar NSCLC dahil pek ¢ok kanser
turinde bildirilmistir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic; Ligresti
ve ark., 2009; Samuels ve ark., 2004; Janku ve ark., 2012).

Literatirde NSCLC’'de PIK3CA mutasyon orani %2-4 olarak
bildiriimektedir. Bizim yaptigimiz ¢alismada 6rneklerin %7,5'inde NSCLC’de
tanimlanmis fonksiyon kazancina yol agan mutasyon saptanmistir. Bizim
saptadigimiz mutasyon siklhiginin literattrde bildirilenden daha yuksek olmasi
hasta seciliminden olabilecedi gibi toplumlar arasi farklardan da
kaynaklaniyor olabilir. NSCLC’den sorumlu tutulan mutasyonlar arasinda
toplumlar arasi farkliigin en belirgin 6rnedi EGFR geni mutasyonlaridir.
Yapilan galismalarda Kuzey Amerika ve Avrupalilarda EGFR geni mutasyon
orani %10-15 iken, Dogu Asya toplumlarindan olusan serilerde bu oran %22-
50 olarak bildiriimektedir (Cholgue ve ark., 2013; Yang P.C. ve ark., 2012).

PIK3CA geninin kodladigi p110a’nin domain yapisi incelendiginde 5
domainden olustugu goérulur (Sekil 5.1). Bunlar; adaptér baglayici domain
(ABD, P85 baglayici domain), Ras baglayici domain (RBD), C2 domaini,
helikal domain (PIK) ve bir kinaz domainidir. P110a’nin islev partneri olan
p85a’nin da bilinen 5 domaini vardir (Sekil 5.1). Bunlardan 2 SH2 domaini (N
terminal nSH2 ve C terminal cSH2) arasinda bulunan inter SH2 domaini
katalitik subtnite baglanmayi saglar (Huang C. H. ve ark., 2007). Hicresel
uyarl oldugunda nSH2 ve cSH2 domainleri aktif reseptordeki veya adaptor
proteinlerdeki fosforile tirozinlere baglanir. Bu baglanma p85a’yl1 p110a’dan

ayirmaksizin p110a katalitik subUniti aktive eder. P85 N-terminal SH2
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domaini ile p110a’nin helikal domaini arasinda etkilesim oldugu bilinmektedir.

Bu etkilesim p110a’nin p85 tarafindan inhibe edilmesini saglar.

a. b.
w ] = B
1 108
191
GAP RBD
_— 291
[ 330
nSH2 2
480
iSH2 525
Helikal
cSH2 696

p85a Kinaz

1068

pl110a

Sekil 5.1. a) p85a ve p110a domain organizasyon semasi, b) p85/p110a

protein diyagrami.

Literatirde PIK3CA geninde tanimlanmis olan mutasyonlar ABD, C2,
helikal domain ve kinaz domaininde lokalizedir. Bunlarin buyuk bir kismi
helikal ve kinaz domaininde bulunmaktadir (Samuel ve ark., 2004). Genel
olarak helikal domain mutasyonlarinin bu etkilesimi zayiflatarak inhibisyonu
ortadan kaldirdiklari distnulmektedir (Zhao L. ve ark., 2008).

Bizim saptadigimiz mutasyonlardan 7’si helikal domainde, 1 tanesi
kinaz domaininde, 1'i C2 domaininde, 1'i RBD ile C2arasindaki baglanti
bdlgesinde ve diger bir tanesi ise ABD ile RBD arasindaki baglanti

bdlgesinde yerlesiktir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2. a) Saptanan mutasyonlarin domain organizasyon semasindaki
lokalizasyonlari, b, c¢) Saptanan mutasyonlarin protein

diyagramindaki lokalizasyonlari.

Olgu 2, 13 ve 32’de saptadigimiz E545A degisikligi siklikla over, meme,
kolon, endometrium, tiroid, 0zofagus, pankreas kanserlerinde,
hepatoblastomda, santral sinir sistemi gliomlarinda ve hematolojik
malignitelerde tanimlanmis bir degisikliktir (http://www.sanger.ac.uk/genetics
/ICGP/cosmic; Hartman W. ve ark., 2009; Horn S. ve ark., 2008). NSCLC
hastalarinda da tanimlanmistir. Lee ve ark.’nin yaptidi calismada 173
NSCLC hastasinin 5inde PIK3CA geninde mutasyon saptandii ve
bunlardan birinin E545A mutasyonu oldugu bildiriimistir (Lee ve ark., 2010).

Biyokimyasal caligmalarda helikal domaindeki 542, 545 ve 546.
aminoasit rezidilerindeki mutasyonlarin p85 nSH2 domaininin p110a
Uzerindeki inhibitor etkisini bozduklari ve hucre serilerinde yapilan
calismalarda da kinaz aktivasyonuna yol actiklar gosterilmistir (Miled ve ark.,
2007; Samuels Y. ve ark., 2005).
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E545A degisikligi saptanan olgu 2, 13 ve 32’de ekzon 9’da frameshift
mutasyona yol agcan 1658 1659delGTinsC degisikligi de saptanmistir. Bu
mutasyon da kanserde tanimlanmis bir mutasyondur.

ileri evre endometrial adenokarsinom olgularinda yapilmis bir
¢alismada, calismaya dahil edilen 36 olgunun birinde 1658 1659delGTinsC
degisikligi saptandigi bildirilmistir (Tredan ve ark., 2012). 65 hepatoseluler
karsinom hastasinin timor doku 6érnegdinin incelendigi bagka bir gcalismada da
10 oOrnekte 1658 1659delGTinsC mutasyonu saptandigi  bildirilmigtir
(Colombino ve ark., 2012).

iki mutasyonun birlikte gorildiigi olgular da literatirde bildirilmistir.
2008 yilinda yapilan 76 DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) olgusunun
dahil edildigi bir calismada 1 olguda E545A ve 1658 1659delGTinsC
saptandigi bildirilmistir. Ancak bu iki mutasyonun birlikteligiyle ilgili herhangi
bir yorum yapilamamistir (Baohua ve ark., 2008).

Bu iki mutasyonun birlikteligi 2013 yilinda Cowden sendromlu (CS)
hastalarda gosterilmistir. Yakin zamana kadar meme, tiroid ve diger kanser
tirlerinin  sik goéruldigu multipl hamartomlarla karakterize bir kanser
predispozisyon sendromu olan CS’nun PTEN germ-line mutasyonlarindan
kaynaklandigi  bilinmekteydi. Orloff ve ark.’nin PTEN mutasyonu
saptanmayan 91 CS olgusunda vyaptiklari bir c¢alismada bu hastalarin
10’unda PIK3CA geninde germ-line mutasyon saptandigi bildirilmistir. Bu
hastalardan 71 ve 27 yaslarindaki iki kadin hastada E545A ve
1658 1659delGTinsC mutasyonlarinin birlikte bulundugu gdsterilmistir. Bu
mutasyonu tasiyan hastalarin lenfoblastoid hicrelerinden p-AKT1 ve p110a
protein ekstraksiyonu sonrasinda western blot analizi yapildiginda p-Thr308-
AKT1 duzeylerinin kontrol grubuna kiyasla onemli oranda artig gosterdigi
bildirilmistir (Orloff ve ark., 2013). Buna goére bu iki mutasyonun birlikteligi
p110a proteininin kinaz aktivitesini artirmaktadir (Orloff ve ark., 2013).

Mutasyon saptadigimiz olgu 13 ve 32’de prognozun kéti olmasi ile olgu
2'de gozlenen tedavi direnci bu mutasyonlarla iligkili olabilir. Mutasyon
saptadigimiz bu 3 olguda farkli doku Ornedinde dizi analizi yapilarak

mutasyonun konfirme edilme imkani bulunamamistir ve hastalarda NSCLC
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disinda Cowden sendromuyla uyumlu olabilecek baska bir bulgu olup
olmadigi bilinmemektedir.

Olgu 25'de saptadigimiz R524K mutasyonunun literatirde bir kolon
kanseri hastasinda (Berg ve ark., 2010) ve orofaringeal skuamoz hucreli
karsinom hastasinda saptandigi bildirilmistir. Orofaringeal SCC’de E525K
mutasyonuyla birlikte saptanmistir (Chiosea ve ark., 2013).

Bu mutasyon helikal domainde lokalizedir. Helikal domainin molekuldeki
diger tim domainlerin baglandigi bir c¢ekirdek gibi fonksiyon goérdugu
dusundlmektedir. Bu domainin ana roli kompleks iginde birbiriyle direkt
kontakt kurabilen tek yapi olan C2 ve heliks domainleri ile diger p110a
subunit domainleri arasinda kopru olusturmasidir. Biyokimyasal ¢alismalarda
helikal domain mutasyonlarinin (6zellikle 542 ve 545. pozisyonlardaki) p85'in
N-terminal SH2 domaini ile p110’'un helikal domaininin arasindaki inhibitor
etkilesimi bozdugu gosterilmistir. R524K degisikligi de protein yapisinda
bulundugu konumdan dolayi proteinde fonksiyon kazancina yol agabilecegi
dusundlebilir. Ancak bu mutasyon ile pozitif yukli polar bir aminoasit olan
arginin yerine yine pozitif yukli polar bir aminoasit olan lizin gelmigtir. Bu
Ozelligi ile protein yapilanmasi iginde tolere edilebilir bir degisiklik olarak
dusundlebilecedi icin islevsel etkinligi tartismali olarak degerlendirilmigtir.
Diger yandan lizin aminoasitinin sadece bir amino grubunun bulunmasi ve
bunun sonucu olarak daha az sayida hidrojen bagi olusturabilmesi nedeni ile
protein stabilitesini bozmaya yonelik olasi bir etkinin de g6z O6nlnde
bulundurulmasi gereklidir.

Literatirde bu mutasyonun bildirildigi diger olgularin klinik seyri ile ilgili
bilgi veriimemistir. Bizim mutasyon saptadigimiz klinik agidan evre IV NSCLC
tanisi alan ve oldukga hizli bir progresyon gosteren olgu 25'de EGFR, KRAS
ve BRAF mutasyonlarinin ve PIK3CA geninde bagka bir mutasyonun
saptanmamig olmasi bu mutasyonun hastalik patogenezinde 6nemli rol
oynuyor olabilecegini disundurmektedir. Ancak bunu ortaya koyabilmek igin
translasyonel ¢calismalar yapilmasi gerektigi dusunulmustur.

Olgu 24’te saptanan D549N mutasyonu literatirde endometrium

kanserinde yapilmis bir ¢calismada bir olguda T1025A mutasyonuyla birlikte
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saptanmistir (Murayama-Hosokawa ve ark., 2010). 39 insan kanseri hucre
serisinden olugan panel (JFCR39) uzerinde yapilan bir galismada kolon
kanseri hucre serisi olan HCT-15de PIK3CA geninde D549N mutasyonu
saptandigi bildirilmistir. Ayni ¢alismada mutasyonlarin kinaz aktivitesi Uzerine
etkileri incelendiginde tek bagina D549N mutasyonunun kinaz aktivitesini
arttirmadigi ancak E545A/D549N mutasyonu ile birlikte oldugunda kinaz
aktivitesinde artisa yol actigi bildirilmistir (Dan ve ark., 2010).

Whyte ve Holbeck'in yaptigi bir calismada E545K/D549N mutasyonu
barindiran hicre serilerindeki kinaz aktivitesi incelenmistir. Kinaz aktivitesini
artirici degisiklik olarak 545.pozisyondaki degisikligin yeterli oldugu ve bu
nedenle D549N degisikliginin bystander degisiklik olabilecegi bildirilmistir
(Whyte ve Holbeck, 2006).

Bizim olgumuzda da D549N mutasyonu tek basina bulunmayip
beraberinde D527N degisikligi saptanmigtir. D527N degisikligi daha 6nce
bildirilmemis bir mutasyondur. Yaban tip proteinin 527. pozisyonunda yer
alan aspartik asit negatif yukli polar bir aminoasittir. Pozitif yUklU
aminoasitlerle etkileserek tuz koépruleri olusturur ve hidrojen baglarini
stabilize eder. Bu nedenle protein stabilitesinin saglanmasinda 6énemli rol
oynar. Aspartik asitin yerini yine polar ama negatif yuk icermeyen bir
aminoasit olan asparajinin almis olmasi protein stabilitesini bozmus olabilir.
Bu iki mutasyonun birlikteligi P85 subunitinin katalitik subunit Uzerindeki
inhibitor etkisini azaltmis olabilir. Olgu 24’te tedavi direnci bu mutasyonlarla
iligkili olabilir.

Olgu 1, 5, 6, 12, 14, 16, 18, 23, 27, 33, 35, 42, 44, 48 ve 52’de
saptanan L719V mutasyonu meme kanseri hastalarinda yapilan bir
calismada bir olguda H701P ve E707K mutasyonlariyla birlikte saptanmistir
(Troxell ve ark., 2010). Ayni olgularda V680L mutasyonu da saptanmistir.
Her iki mutasyonun da polimorfizm olabilecegi distnulerek 30 saglikli
bireyden olusan kontrol grubunda PIK3CA geni ekzon 13’'Un dizi analizi
yapilmistir ve 27 olguda her iki mutasyon da saptanmistir. Bu nedenle

belirtilen degisikligin polimorfizm oldugu sonucuna varilmigtir.
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Olgu 40’da saptanan V376l mutasyonu kanserde bildiriimemis bir
mutasyondur. Protein dizeyinde C2 domainine lokalize olan bu mutasyonda
notral ve nonpolar bir aminoasit olan valin yerine yine nétral ve nonpolar bir
aminoasit olan izolosin gelmistir. Her iki aminoasitinde yan zincirleri non-
reaktif oldugu igin bu aminoasitlerin genel olarak protein islevi icin gok dnemli
rol oynamadiklari bilinmektedir. Daha ¢ok substrat taninmasi ve
baglanmasinda rol oynarlar. Bu mutasyon PI3K enziminin substrati PIP2’ye
afinitesinin veya C2 domaininin lipid membranla etkilesimi saglayan domain
olmasi nedeniyle lipid membranla etkilsiminin artmasina yol acabilir. Bu
mutasyonun saptanmis oldugu olgu 40’da gbézlenen tedavi direnci, degisimin
patojenik etkisi olabilecegini dustundurmektedir.

Olgu 47'de saptanan C147Y mutasyonu kanserde bildirilmemis bir
mutasyondur. Protein dizeyinde ABD ve RBD domainlerinin arasindaki
baglanti bélgesinde lokalizedir. Olgu 47°de saptanan tek mutasyondur ancak
bu olguda DNA hem Kkalitatif hem de kantitatif acidan yetersiz oldugundan
sadece ekzon 2’ye bakilabilmistir. Tirozin aminoasitinin fosforillenebilen bir
aminoasit olmasi dnemli bir aminoasit degisikligi gibi gérinmekle beraber
protein icerisinde yerlestigi konum itibariyle protein fonksiyonu Uzerine
etkisiyle ilgili yorum yapabilmek i¢in daha ileri galigmalar gerekmektedir.

Olgu 42'de saptanan S292N mutasyonu kanserde bildirilmemis bir
mutasyondur. Protein dizeyinde RBD ile C2 domaini arasindaki baglanti
boélgesinde RBD’ye yakin yerlesimlidir. Bulundugu bdlgenin protein
fonksiyonuna etkisi bilinmemektedir. Serin fosforillenebilen bir aminoasittir.
Fosforillenebilen bir aminoasit rezidistinin degismesi proteinde fonksiyonel
bir degisiklik yapmis olabilir. Bu olguda V680L, L719V mutasyonlari ile KRAS
kodon 61 mutasyonu bulunmaktadir. Kemoterapiden kisa sire sonra
progresyon gosteren hastadaki agresif seyir muhtemelen KRAS
mutasyonuna baghdir.

PIKBCA mutasyonlarinin  MAPK yolak mutasyonlariyla birlikte
bulundugunu bildiren yayinlar mevcuttur (Janku ve ark., 2012). Bizim
calismamizda da olgu 5 ve 23'de EGFR ekzon 19 delesyonu, olgu 42’'de
KRAS kodon 61 mutasyonu ve olgu 16'da BRAF V600E mutasyonu

62



bulunmaktadir. Bu olgularda saptadigimiz PIK3CA mutasyonlarinin kinaz
fonksiyonu Uzerindeki etkileri tam bilinmediginden, EGFR, KRAS ve BRAF

mutasyonlar yaruticl mutasyon olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
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6. SONUGLAR

. Bu calismaya dahil edilen olgularin %57,5’inde PIK3CA geninde
degisim saptanmigtir. On bir farkli degisimin 3 tanesi polimorfizm
olarak degerlendirilmistir.

. Olgularin %7,5’inde NSCLC’de tanimli fonksiyon kazancina yolactigi
bilinen E545A mutasyonu saptanmistir. Ayni olgularda ikinci bir
mutasyon (S553Tfs*7) daha saptanmistir. Bu iki mutasyonun
birlikteligi CS olgularinda tanimlanmigtir. NSCLC tanisiyla gelen
hastalarda altta yatan bir kanser predispozisyon sendromu
olabilecegini ortaya koymasi agisindan énemli bir bulgudur.

. Olgularin %5’inde NSCLC disinda diger kanserlerde tanimli R524K ve
D549N mutasyonlari saptanmistir. Bunlarin karsinogeneziste etkili
olduklari daha once bildirildiginden, NSCLC etyopatolojisinde de rol
oynayabileceklerini distindirmektedir.

. Olgularin  %10’'unda saptanan yeni mutasyonlarin  hastalik
etyopatolojisindeki rolt bilinmemekle birlikte, proteinin iglevsel énemi
ve bazi mutasyonlarin dogasi (frame shift mutasyonlarda oldugu gibi),
bu degisimlerin de hastalik gelisiminde etkili olacagini
dusundurmektedir.

. PIK3CA proteinini hedefleyen terapétik ajanlarin  gelistirildigi
gunumuzde diger mutasyonlarin islevsel ve translasyonel
¢alismalarinin yapilmasi buyuk 6nem tasimaktadir.

. Bu degisimlerin iglevsel énemi aydinlatildiginda olgularin %20’si gibi

bir béliminde hedefli tedavi sansi glindeme gelebilir.
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OZET

Kugiik Hucreli Olmayan Akciger Kanseri Dokularinda PIK3CA
Mutasyonlarinin Arastiriimasi

Kanser molekuler etyopatogenezinde rol oynayan onkogenlerin
kodladiklari proteinlerin onemli bir kismi protein kinaz olarak fonksiyon
gormektedir. Mutasyonlar nedeniyle bu proteinlerin konstitiisyonel aktivite
kazanmalari; hucre proliferasyonu, apopitoz, protein sentezi, hicre
migrasyonu gibi pek ¢ok hlcresel iglevde rol alan sinyal yolaklarinin aktive
olmasina yol acar.

Kanser patogenezinde rol oynayan en dnemli sinyal yolaklarindan birisi
de fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolagidir. PI3K’lar i¢inde 6zellikle
sinif IA PI3K’larin kanser patogenezinde rol oynadiklari bilinmektedir. Sinif IA
PI3K’larin enzimatik fonksiyonundan temel olarak katalitik domaini p110a
izoformu sorumludur. PIK3CA geni tarafindan kodlanmaktadir.

Literatirde PIK3CA geninin NSCLC dahil pek ¢ok kanser turinde
mutasyona ugradigi bildiriimektedir. Bu ¢alisma Ulkemizde bu konuyla ilgili
yapilmis ilk g¢alismadir. Bu g¢alisma kapsaminda 40 NSCLC tumor doku
drneginde PIK3CA geni dizi analizi ydntemiyle incelenmistir. incelenen doku
orneklerinin %7,5'inde NSCLC ve diger kanser turlerinde tanimli 1634A>C
mutasyonu saptanmistir. Bu mutasyon orani literatlrde bildirilen oranlardan
daha yiksektir. ilging olarak bu mutasyonun saptandigi hastalarda ikinci bir
mutasyon (1658 1659delGTinsC) daha saptanmistir. Bu iki mutasyonun
birlikteligi literatirde Cowden sendromu olarak bilinen kanser vyatkinlik
sendromu hastalarinda bildirilmektedir. Bu bulgu NSCLC tanisiyla gelen
hastalarda altta bir kanser predispozisyon sendromu olabilecegini gostermesi
acisindan son derece 6nemlidir. Olgularin %5’inde PIK3CA geninde daha
once farkl kanser tlrlerinde bildirilmis mutasyonlar ve %10’unda daha 6nce
hi¢ bildiriimemis mutasyonlar saptanmistir. PIK3CA proteinini hedefleyen
terapotik ajanlarin  geligtirildigi gunumuzde, bu mutasyonlarin kinaz
aktivasyonuna etkilerini degerlendirebilmek igin in vitro ¢alismalar gereklidir.
Eger bu degisimlerin islevsel 6nemi aydinlatilirsa olgularin %20 gibi bir
béliminde hedefli tedavi sansi glindeme gelebilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, NSCLC, PIK3CA, PI3K
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SUMMARY

Investigation of PIK3CA Mutations in Non-Small Cell Lung Cancer

Most of the proteins that are encoded by oncogenes which play a role in
molecular pathogenesis of cancer, function as protein kinases. Constitutional
activity acquired by these proteins due to the mutations leads to the
activation of signaling pathways which are involved in cell proliferation,
apoptosis, protein synthesis, cell migration and many other cellular
processes.

One of the most important signaling pathways that plays a role in the
pathogenesis of cancer is phosphatidyl inositol 3 kinase (PI3K) signaling
pathway. Especially class IA PI3Ks are known to play a role in the
pathogenesis of cancer. Basically, p110a isoform of catalytic domain
accounts for the enzymatic function of class IA PI3Ks. It is encoded by
PIK3CA gene.

In the literature it has been reported that PIK3CA gene mutated in many
cancers including NSCLC. This is the first study on this topic in our country.
In this study the PIK3CA gene are investigated by sequence analysis in 40
NSCLC tumor tissue samples. The 1634A>C mutation which has already
been identified in many cancers and NSCLC was determined in 7.5% of the
tumor tissue samples. This mutation rate is higher than reported in the
literature. Interestingly a second mutation (1658 1659delGTinsC) was
identified in these patients. The concurrence of these two mutations has
been reported as Cowden syndrome in the literature which is known to be a
cancer predisposition syndrome. This finding is quite important since it can
be an indication of underlying cancer predisposition syndrome in NSCLC
patients. In 5% of patients previously reported mutations in different cancer
types in PIK3CA gene were identified whereas other mutations which have
never been reported were detected in 10% of patients. Today as therapeutic
agents which target PIK3CA protein are developed, in vitro studies are
required to reveal the effects of these mutations on kinase activation. If the
functional significance of these mutations are enlightened, the chance of
targeted therapy may emerge in a group of patients as high as 20%.

Key words: Lung cancer, NSCLC, PIK3CA, PI3K
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