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ÖNSÖZ 

 

     Akciğer (AC) kanseri dünyadaki en yaygın ve mortalitesi en yüksek 
kanserlerden biridir. AC kanseri patogenezini etkileyen moleküler 
mekanizmaların anlaşılmaya başlanmasıyla birlikte geliştirilen hedef tedavi 
yöntemleri sayesinde bu hastaların prognozunda önemli iyileşmeler 
sağlanmasına rağmen halen tedavi başarısı istenilen düzeyde değildir. Yeni 
tedavi hedeflerinin tanımlanması gerekmektedir. Yeni bir tedavi hedefi olarak 
son yıllarda PIK3CA geni oldukça dikkat çekmektedir. Bu çalışmanın hem 
ülkemizde yapılmış ilk çalışma olması hem de elde edilen bulgular nedeniyle 
literatüre önemli katkı sağlayacağı düşünülmektedir. 
     Tıbbi genetik uzmanlık eğitimimi Türkiye’nin en önde gelen 
kuruluşlarından biri olan Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik 
Anabilim Dalında tamamlamış olmaktan mutluluk duyuyorum. Uzmanlık 
eğitimim süresince eğitimime yaptıkları her türlü kıymetli katkıdan dolayı 
saygı değer hocalarım başta Prof.Dr. Ajlan Tükün ve Prof.Dr. Hatice Ilgın 
Ruhi olmak üzere Yrd.Doç.Dr. Nüket Yürür Kutlay, Yrd.Doç.Dr. Halil Gürhan 
Karabulut ve Yrd.Doç.Dr. Timur Tuncalı’ya sonsuz teşekkürlerimi sunuyorum. 
     AC kanseri gibi mortalitesi son derece yüksek olan bir kanser türünde 
tedavi geliştirilmesine katkı sağlayacak ciddi bir çalışma yapma imkanı 
sağlayan ve tez süresince engin bilgi ve tecrübesiyle bana yol gösteren, her 
türlü sorunu pratik bir şekilde çözmemi sağlayan Prof.Dr. Ajlan Tükün 
hocama;  
     Bu tez çalışmasında yapmış oldukları katkılardan dolayı Prof.Dr. Hatice 
Ilgın Ruhi, Prof.Dr. Ahmet Demirkazık, Prof.Dr. Serpil Dizbay Sak 
hocalarıma; 
     Çalışma süresince yardımlarını esirgemeyen Moleküler Genetik 
Laboratuvarımız ekibine, 
     Uzmanlık eğitimim süresince arkadaşlığı ve desteğiyle hep yanımda olan 
Uzm. Dr. Arzu Vicdan’a, birlikte çalışmaktan keyif aldığım asistan 
arkadaşlarım Dr. Şule Biçer, Dr. Burak Mutlu ve Dr. Özlem Türedi’ye,  
     Burada geçirdiğim yıllar boyunca sağladıkları her türlü destek için tüm 
Tıbbi Genetik Anabilim Dalı çalışanlarına, 
     Bu tez, 1002 hızlı destek projesi kapsamında 112S386 proje numarasıyla 
TÜBİTAK tarafından desteklenmiştir, emeği geçen tüm TÜBİTAK 
çalışanlarına, 
     Bana her zaman destek olan eşim Reşit’e ve kızımız Zeynep’e, 
     Bu günlere gelmemdeki emeklerinden dolayı sevgili anneme ve babama, 
     İçten teşekkürlerimi sunuyorum. 
 
                                                                                    Dr. Sadiye EKİNCİ 
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1. GİRİŞ 

 

PIK3CA geni bir onkogen olduğu düşünülen ve kodladığı protein kinaz 

fonksiyonu gören bir gendir. Kanser patogenezinde rol oynayan önemli sinyal 

yolaklarından biri olan fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolağında görev 

almaktadır. Kanser moleküler etyopatogenezinde rol oynayan onkogenlerde 

olduğu gibi, PIK3CA genindeki mutasyonlar sonucunda kodladığı proteinin 

konstitüsyonel aktivite kazanması ilişkili olduğu sinyal yolağının sürekli 

aktivasyonuna yol açar. Böylece bu yolak üzerinden hücre proliferasyonu, 

apopitoz, protein sentezi, hücre migrasyonu gibi pek çok hücresel işlevde rol 

alan proteinlerin aktivasyonuna neden olur. 

PIK3CA geninin kodladığı kinaz,  kanser gelişiminde önemli rol oynadığı 

bilinen PI3K/AKT yolağının aktivasyonuna yol açtığı için tedavi hedefi 

konumunda olan bir enzimdir. Henüz kanserde kullanımıyla ilgili FDA 

tarafından onaylanmış bir tedavi ajanı olmasa da bu konuyla ilgili yoğun faz 

çalışmaları yürütülmektedir. PIK3CA’nın kanserde tedavi hedefi olarak 

etkinliğinin tam ortaya konabilmesi için NSCLC gibi prognozu son derece 

kötü olan kanser türlerinde mutasyon profillerinin belirlenmesi ve 

mutasyonların patogenezdeki rollerinin daha iyi aydınlatılması gerekmektedir. 

Ülkemizde NSCLC’de PIK3CA mutasyon sıklığını göstermesi 

bakımından literatürdeki ilk çalışma olan bu araştırmada, NSCLC’de PIK3CA 

geninin tüm kodlayan dizisinin incelenmesi ve böylece bilinen mutasyonların 

sıklığının ortaya koyulmasının yanı sıra olası farklı mutasyonların 

tanımlanması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Akciğer Kanseri 

 

Akciğer (AC) kanseri dünyadaki en yaygın ve mortalitesi en yüksek 

kanserlerden biridir. Dünya sağlık örgütünün 2008 verilerine göre 

erkeklerdeki yaklaşık 6,5 milyon yeni kanser tanısının %16,5’i, 4.2 milyon 

kanserden ölümün de %22,5’i AC kanseri nedenlidir (Şekil 2.1). Kadınlardaki 

yaklaşık 6 milyon yeni kanser tanısının %8,5’i, 3.3 milyon kanserden ölümün 

de %12,8’i AC kanserinden kaynaklanmaktadır (Ferlay ve ark., 2010). (Şekil 

2.2). 

 

  
 

Şekil 2.1.  Erkeklerde kanser insidans ve kanserden ölüm oranları (Ferlay 

ve ark., 2010). 

 

  
 

Şekil 2.2.  Kadınlarda kanser insidans ve kanserden ölüm oranları (Ferlay 

ve ark., 2010). 
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Olguların çoğu gelişmekte olan ülkelerde görülmektedir (%55). 

Erkeklerde görülen en yaygın kanserdir. En yüksek sıklıkta Orta-Doğu, 

Güney Avrupa, Kuzey Amerika ve Doğu Asya’da, en az sıklıkta ise Orta ve 

Batı Afrika’da görülmektedir. Kadınlardaki insidansı biraz daha düşüktür. 

Dünya çapında kadınlarda en yaygın görülen 4. kanser türüdür ve kanserden 

ölümün de en yaygın 2. nedenidir. Kadınlarda en yüksek sıklıkta Kuzey 

Amerika’da, en az sıklıkta da Orta Afrika’da görülmektedir (Ferlay ve ark., 

2010). 

 

2.1.1. Sınıflama 

 

KÜÇÜK HÜCRELİ OLMAYAN 

AKCİĞER KANSERİ (NSCLC) 

Adenokarsinom  %40 

Skuamoz hücreli karsinom  %30 

Büyük hücreli karsinom  %15 

KÜÇÜK HÜCRELİ AKCİĞER KANSERİ (SCLC)  %15 

 

2.1.2. Etyoloji 

 

AC kanseri etyolojisinde bilinen en önemli etken sigaradır. AC 

kanserlerinin neden olduğu ölümlerin %71’inden sigara sorumludur (WHO, 

2009). Sigaranın daha çok SCLC ve skuamoz hücreli karsinomla ilişkili 

olduğu bilinmektedir. 

Gelişmiş ülkelerde sigara içme oranlarının azalmasıyla birlikte belli bir 

süre sigara içip bırakanlarda halen içmekte olanlara kıyasla daha sık AC 

kanseri gözlenmektedir (Molina ve ark., 2008). 1997-2002 yılları arasında AC 

kanseri tanısı alan 5000’den fazla hastanın katıldığı bir çalışmada hastaların 

%25 ‘nin halen sigara içmekte olduğu (current içici), %60’dan fazlasının da 

yaşam boyu 100 taneden fazla sigara içip kanser tanısından en az bir yıl 

önce sigarayı bırakmış olduğu (former içici) bildirilmiştir (Molina ve ark., 

2008). AC kanserlerinin %1,6’sı pasif sigara içiciliğine bağlıdır (Molina ve 

ark., 2008).  

AC kanserlerinin yaklaşık %10-25’i hiç sigara içmemiş (yaşam boyu 100 

taneden az sigara içmiş) kişilerde görülmektedir (Couraud ve ark., 2012). 
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Geniş coğrafik varyasyonlar bulunmakla birlikte sigara içmeyen grupta 

kadınlarda daha sık görülmektedir ve daha çok adenokarsinom tipindedir. 

Sigara içmeyenlerde sorumlu tutulan en önemli etkenler çevresel sigara 

maruziyeti (daha çok kadınlarda) ve mesleksel karsinojenler (daha çok 

erkeklerde) olmakla birlikte olguların 1/3’ünden fazlasında bu risk faktörleri 

bulunmamaktadır. 

AC kanserinden ölümlerin %8’inden hava kirliliği, %3’ünden ev içinde 

kullanılan katı yakıtlardan kaynaklanan duman maruziyeti sorumlu 

tutulmaktadır (WHO, 2009). 

Geçirilmiş tüberküloz hastalığı ve inflamasyonun eşlik ettiği diğer 

akciğer hastalıkları AC kanseri riskini artırmaktadır. Yapılmış bir çalışmada 

önceden varolan tüberkülozun AC kanseri riskini 1,72 rölatif riskle önemli 

oranda artırdığı gösterilmiştir (Wu ve ark., 2011; Brenner ve ark., 2011). 

AC kanseri mesleksel kanserin en sık görülen 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
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Tablo 2.1. Akciğer kanseri için riski bilinen mesleksel karsinojenler 

 

RİSK FAKTÖRÜ GÖRECE 
RİSK 

ODDS 
ORANI 

İLGİLİ MESLEK 

Asbestos 

 Sigara içen 

 Sigara içmeyen 

 

50-100 

5 

 

 

Madenciler, çimento, yapı 
malzemeleri, tekstil, izolasyon, 
tersane 

Uranyum 

 Sigara içen  

 Sigara içmeyen 

 

38 

7 

 Uranyum madencileri, nükleer 
santral işçileri 

Radon 1,06  Madenciler 

Egzoz gazı  1,4-2,8  

Boya incelticileri  2,8  

Kaynak 
malzemeleri 

 3,4  

Arsenik 3-8 1,1-2,6  

Krom 3-40  Cam-seramik, basın endüstrisi, 
batarya işçileri 

Kömür kurumu, 
katran 

2,6  Madenciler, asfalt, katran işçileri, 
baca temizleyicileri 

Vinil klorid 4  Plastik sanayi işçileri 

Polisiklik aromatik 
hidrokarbonlar 

  Kömür fırını işçileri 

Pestisidler  1,6  

 

AC kanseri dünyadaki öldürücü kanserler arasında birinci sıradadır. 

Sigara prevalansının azalmasına bağlı olarak Amerika, İngiltere gibi gelişmiş 

ülkelerde insidansının azaldığı ve (Molina ve ark., 2008) bu ülkelerde AC 

kanserli hastalar içinde hiç sigara içmeyenlerin oranının arttığı bildirilmektedir 

(Wakelee ve ark., 2007). Özellikle Asya ülkelerinde bu artış daha belirgindir 

(Yano ve ark., 2011). Bölgesel varyasyonların risk faktörleriyle ilişkili olduğu 

bildirilmektedir. 

Türkiye’de Sağlık Bakanlığı Kanserle Savaş Dairesinin 2006-2008 

verilerine göre erkeklerde AC kanseri insidansı yüz binde 68,9, kadınlarda ise 

yüz binde 8’dir. Sigara içme oranlarına bağlı olarak kadın cinsiyette AC 

kanseri insidansı artış göstermektedir.  
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AC kanseri insidansı yaşla birlikte artmaktadır. Özellikle sigara 

içmeyenlerde 40 yaş altında çok nadir görülür (Jonathan ve ark., 2009). 

Aktif sigara içiciliği olsun ya da olmasın erkeklerde AC kanserinden 

ölüm oranları kadınlardan daha yüksektir (Thun ve ark, 2006). 

Skuamoz hücreli karsinom oranı 1960’lardan itibaren azalırken 

adenokarsinom sıklığı artmaya başlamıştır. Sigara içmeyen erkeklerde 

adenokarsinom, sigara içenlerde ise skuamoz hücreli karsinom daha sıktır. 

Kadınlarda sigara içme durumuna bakılmaksızın adenokarsinom daha sık 

görülmektedir. 

Hastaların %70’i tanı anında lokal metastatik ya da ileri evredir (Molina 

ve ark., 2008). AC kanseri tanısı alanların sadece %15’i 5 yıldan uzun süre 

hayatta kalabilmektedir (Molina ve ark., 2008). Ancak bunlarda da 

komorbidite oranları diğer kanser türlerine göre daha yüksektir. Primer tümör 

küçük boyuttayken metastaz gelişmesi, erken tanı metodlarının ve 

mikrometastatik hastalıkla baş edebilecek etkinlikte sistemik tedavilerin 

yetersizliği AC kanseri hastalarının prognozunun kötü olmasının nedenleridir. 

 

2.2. Moleküler Patogenez 

 

Kanser patogenezinde rol oynayan hücresel yolakların ortaya 

konmasıyla birlikte bu yolaklarda görev alan proteinleri kodlayan genler 

üzerinde çok sayıda araştırma yapılmaya başlanmıştır. Günümüzde AC 

kanseri de dahil pek çok kanser türünde moleküler genetik çalışmalar hem 

tanıda hem de bireyselleştirilmiş tedavi olarak isimlendirilen hastaya uygun 

tedavinin belirlenmesinde oldukça önem kazanmıştır. AC kanseri onkogen 

aktivasyonu ve tümör süpresör inaktivasyonu dahil çok sayıda genetik 

ve/veya epigenetik değişimlerin birikimiyle karakterizedir. AC kanser 

patogenezini etkileyen moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılması, daha 

etkin erken tanı ve tedavi stratejilerinin geliştirilmesine olanak sağlayacaktır. 
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2.2.1. Küçük Hücreli Akciğer Kanseri  

 

Küçük hücreli AC kanseri (SCLC) tüm AC kanserlerinin %15’ini 

oluşturur. Erken metastaz yapması ve başlangıçta kemoterapiye cevap verip 

ardından relaps gelişmesi tipik klinik özellikleridir. İki yıllık sağ kalım oranı 

%15’in altındadır (Sher ve ark, 2008). 

SCLC’de 3p, 4p, 5q, 16q, 13q ve 17p kayıpları ile 3q, 5p, 8q, 19q ve Xq 

kazançları tümör dokusunda sık görülen kromozomal anomalilerdir. Özellikle 

3. kromozomun kısa kolundaki allellerin kaybı SCLC’nin %90’ından 

fazlasında bulunmaktadır (Mitsuuchi ve Testa, 2002).  

SCLC’de olası tümör süpresör etkinliklerinden dolayı 4 gen özellikle ilgi 

çekmektedir. Bunlardan birisi olan FHIT (fragile histidin triad geni) diadenozin 

trifosfat hidrolaz enzimini kodlar ve apopitoz, hücre siklus kontrolünde indirekt 

rol oynadığı düşünülmektedir (Pekarsky ve ark., 2002). FHIT gen kaybı 

sigara içenlerde daha yüksek oranda görülür ve bu durum bu genin sigara 

dumanında bulunan karsinojenler için moleküler hedef olduğunu 

düşündürmektedir (Mitsuuchi ve Testa, 2002).  

Bir diğer gen RASSF1 mikrotübül bağlayıcı protein kodlar. RASSF1 

mikrotübüllerle etkileşerek G2/M arrestine yol açar (Rong ve ark., 2000). 

RASSF1 fonksiyon kaybı tümör hücrelerinin daha hızlı büyümesine neden 

olur.  

Üçüncü potansiyel tümör süpresör gen olan RARB (retinoic acid 

receptor beta), aktivatör protein 1 aktivitesini bloke ederek ve apopitozu 

indükleyerek fonksiyon görür (Virmani ve ark., 2002; Mitsuuchi ve Testa, 

2002). SCLC’lerin %70’inde metile haldedir ve ekspresyon kaybı vardır. 

Epitelyal hücrelerin büyümesinin regülasyonunda ve tümörigenezin 

baskılanmasında önemli rol oynar.  

FUS1 (fused in sarcoma) ise dördüncü potansiyel tümör süpresör 

gendir (Kondo ve ark., 2001). Kodladığı proteinin miristilasyonunun tümör 

süpresyonu için gerekli olduğu bilinmektedir, overekspresyonunun hücre 

siklusunda G1 fazında arreste yol açtığı gösterilmiştir (Kondo ve ark., 2001; 

Uno ve ark., 2004). 
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Bu dört gen 3p’de lokalizedir ve SCLC hücrelerinde çoğunlukla inaktive 

ya da delesyona uğramış haldedirler (Mitsuuchi, 2001). 

TP53 geni DNA hasarına cevap olarak hücre siklus progresyonunu 

sınırlandıran bir protein kodlar. TP53 mutasyonları insan kanserlerinde 

görülen en yaygın mutasyonlardır. SCLC’lerin %90’ında inaktive edici TP53 

mutasyonu bulunmaktadır (Sato ve ark., 2007). Bu mutasyonlar delesyon ve 

nokta mutasyonu şeklindedir. Mutant P53 proteinleri onkojenik özellik 

kazanarak hücre büyümesinin regülasyonunun bozulmasına, invazyon ve 

metastaza yol açar (Muller ve Vousden, 2013). SCLC’lerin %40-70’inde 

anormal p53 protein ekspresyonu bulunmaktadır (D’Angelo ve Pietanza, 

2010). 

RB1 geni hücre siklus progresyonunu regüle eden nükleer bir 

fosfoprotein kodlar. Bu proteinin defosforilasyonu hücre siklusunun G 

fazından S fazına geçişini sağlar. RB1 genindeki mutasyonlar delesyon, 

nonsense mutasyon ve splicing anormallikleri şeklindedir. İnaktivasyonu 

küçük hücreli AC kanserinde oldukça yaygındır, SCLC hücrelerinin 

%90’ından fazlasında RB1 geninde komple kayıp ya da mutant RB1 geni 

bulunmaktadır (D’Angelo ve Pietanza, 2010). RB1 ve TP53 ‘ün birlikte kaybı 

SCLC’nin karakteristik özelliklerinden biridir. 

PTEN tümör süpresör geni tirozin ve lipid fosfataz aktivitesi bulunan bir 

protein kodlamaktadır. Lipid fosfataz aktivitesi aracılığıyla PI3K/AKT yolağını 

inhibe etmektedir. PTEN inaktivasyonu bu yolağın aktivasyonunun 

artmasına, sonuçta hücre proliferasyonunda artışa, apopitozda ise azalmaya 

yol açar. PTEN mutasyonlarının SCLC olgularının %13’ünde saptandığı 

bildirilmiştir (Yokomizo ve ark., 1998). 

Daha nadir olarak PIK3CA, EGFR ve KRAS (%10 ya da daha az) 

mutasyonları ve vakaların %20’sinde de MYC amplifikasyonu olduğu 

bildirilmiştir (Pleasance ve ark., 2010). 
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2.2.2. Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri 

 

Hücre proliferasyonu ve hücrenin sağ kalımında kritik rol oynayan 

proteinleri kodlayan genlerde oluşan mutasyonlar yürütücü (driver) 

mutasyonlar olarak isimlendirilmektedir. AC adenokarsinomlarının yaklaşık 

%50’sinde EGFR, HER2, KRAS, PIK3CA, BRAF, MEK1, ROS1 ve ALK’da 

böyle bir somatik mutasyon bulunmaktadır (Sequist ve ark., 2011). 

EGFR, HER2, PIK3CA, BRAF, MEK1, ALK ve ROS1 mutasyonları 

spesifik kinaz inhibitörlerine sensitivite artışıyla ilişkilidir ve bu nedenle 

kodladıkları proteinler tedavi hedefi konumundadır. AKT1 ve PTEN 

mutasyonları gibi diğer mutasyonlar EGFR/PI3K/AKT yolak inhibitörlerine 

cevabı etkileyebilen mutasyonlardır (Carpten ve ark., 2007; Sos ve ark., 

2009). 

 

2.2.2.1. EGFR Mutasyonları 

 

Reseptör tirozin kinazların (RTK) ErbB ailesi 4 farklı reseptörden oluşur. 

Bunlar; EGFR (HER1 veya ERBB1), HER2 (EGFR2 veya ERBB2/NEU), 

HER3 (EGFR veya ERBB3) ve HER4 (EGFR4 veya ERBB4)’dür.  

Bu reseptörlerin TK (tirozin kinaz) domainleri homolog olsa da her 

birinin kendine özgü bir özelliği vardır. HER2’de fonksiyonel ligand bağlayıcı 

domain bulunmaz, HER3’de kinaz aktivitesi bulunmaz (Rowinsky, 2006; 

Normanno ve ark., 2006). 

EGFR sinyali solid tümörlerde 2 majör yolağı aktive eder; 

RAS/RAF/MEK/MAPK yolağı ve PI3K/AKT/mTOR yolağı. Bu yolakların hepsi 

de hücre proliferasyonu, hücre büyümesi, invazyon, metastaz, apopitoz ve 

tümör anjiogenezinde rol oynar (Normanno, 2006). EGFR NSCLC’nin %50-

80’inde overekspresedir (Forde ve Ettinger, 2013). 

EGFR TK domainindeki mutasyonlar ilk olarak 2004’te bildirilmiştir 

(Lynch ve ark., 2004). Bu mutasyonlar TK domaininin ilk 4 ekzonuna sınırlıdır 

(ekzon 18-21), 3 sınıfa ayrılır: insersiyonlar, delesyonlar ve nokta 

mutasyonları. Ekzon 19’daki delesyonlar (tüm mutasyonların %44’ü), ekzon 
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21’deki nokta mutasyonları (tüm mutasyonların %41’i) en sık görülen 

mutasyonlardır ve birlikte tüm mutasyonların %80’den fazlasını oluşturur 

(Shigematsu ve Gazdar, 2006; Zhang ve ark., 2006) (Şekil 2.3). Aktive edici 

mutasyonlar reseptörün katalitik domaininin konformasyonunu değiştirerek 

sürekli kinaz aktivitesine yol açar (Nie ve ark., 2012). Bu konformasyonel 

değişiklik EGFR TK inhibitörleri (TKİ) için bağlanma bölgesi oluşturur. 

Dolayısıyla bu mutasyonlar TKİ’ne sensivite ile koreledir (Paez ve ark., 2004; 

Lynch, 2004; Kumar ve ark., 2008). 

 

 

 

Şekil 2.3. Yaygın EGFR kinaz domain mutasyonları (Reungwetwattana ve 

ark., 2012). 

 

EGFR mutasyonları adenokarsinom histolojik tipinde, sigara 

içmeyenlerde, kadınlarda ve Doğu Asya kökenli hastalarda daha sık 

görülmektedir. EGFR lokus anormallikleri amplifikasyonlara da bağlı olabilir. 

Yapılan çalışmalarda EGFR amplifikasyonunun yüksek tümör derecesi ile 

ilişkili olduğu ve AC adenokarsinomunun prekürsör lezyonlarında nadiren 

bulunduğu saptanmıştır. Prekürsör lezyonlarda EGFR mutasyonları daha 

sıktır (Yatabe ve ark., 2008). Buna göre EGFR mutasyonları erken dönemde, 

amplifikasyonları ise progresyon sırasında oluşmaktadır. İleri evre NSCLC 

hastalarının %30-60’ında FISH yöntemiyle EGFR gen kopya sayısında artış 

saptanmıştır, ancak, bunun prediktif değeri net olarak ortaya konulmamıştır 

(Hirsch ve ark., 2008). 
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NSCLC hastalarının %40-80’inde tümör dokusunda EGFR 

overekpresyonu bulunmaktadır (Lynch, 2004; Tsao ve ark., 2005). 

EGFR mutasyonlarının EGFR mutasyonu olan tümörlere bitişik 

histolojik olarak normal bronş epitelinde de oluştuğu gösterilmiştir (Tang ve 

ark., 2005). Bu bulgu EGFR mutasyon durumunun AC adenokarsinomlarının 

patogenezinde erken bir belirteç ve önleme de kimyasal hedef olarak yararlı 

olabileceğini göstermektedir.  

EGFR TK domaininde nokta mutasyonu ya da delesyon barındıran 

transgenik farelerin kullanıldığı 2 ayrı çalışmada, bu mutasyonların invivo 

şartlarda onkojenik etki oluşturduğu gösterilmiştir. Farelerde AC dokusunda 

gelişen tümörlerin EGFR mutasyonlu hastalarda görülen AC 

adenokarsinomlarına benzer histolojide olduğu bildirilmiştir (Ji ve ark., 2006; 

Politi ve ark., 2006). Bu farelerde, EGFR terapotik hedef olarak 

kullanıldığında tümör dokusunun regrese olduğu gözlenmiştir. Bu sonuçlar 

mutant EGFR’nin tümör gelişiminin hem başlaması hem de devam etmesi 

için gerekli olduğunu göstermektedir. 

         Küçük moleküllü TKİ’leri gefitinib, erlotinib ve afatinib EGFR’yi hedef 

alan terapotik ajanlardır. EGFR TKİ’leri, TK’ların otofosforilasyonunu ve ATP 

bağlanmasını reversibl olarak engellerler. Böylece sinyal akışını bloke 

ederler. Gefitinib ve erlotinib selektif olarak EGFR’yi hedef alan birinci kuşak 

EGFR TKİ’leridir.  Afatinib hem EGFR hem de HER2 inhibisyonu yapan bir 

TKİ’dir. EGFR mutasyonu olan metastatik NSCLC’de 1. sıra tedavi ajanı 

olarak 2013’de FDA onay almıştır. EGFR’yi hedef alan monoklonal antikor 

cetuximab ile ilgili çalışmalar devam etmektedir.         

         Başlangıçta EGFR TKİ’ne cevap veren NSCLC hastalarının hemen 

hepsinde direnç gelişir. Bu durum ikinci bir nokta mutasyonuna bağlı olabilir. 

Örneğin; T790M mutasyonu EGFR TKİ tedavisi sırasında tümör progresyonu 

görülen hastaların yaklaşık yarısında tanımlanmıştır. Tedavi edilmeyen 

hastaların tümörlerinde nadiren saptanmıştır. Ayrıca ekzon 20’deki 

duplikasyon ve/veya insersiyonların EGFR TKİ’ne sensitivitede azalmaya yol 

açtığı gösterilmiştir (Sharma ve ark., 2007). 
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EGFR kazanılmış rezistansının %50’sinden T790M mutasyonları, %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 Mutasyonları 

 

HER2 (ERBB2, NEU) onkogeni EGFR ailesinin bir üyesidir. Bir TK 

reseptörü kodlar ve hücre proliferasyonunu regüle eder. HER2 reseptörü 

güçlü kinaz aktivitesi göstermesine karşın bir ligandı yoktur, diğer HER2 

reseptörleriyle homodimerizasyonla veya EGFR ya da HER3 ile 

heterodimerizasyonla aktive olur (Govindan, 2010). HER2, PI3K/mTOR ve 

RAS/RAF/MEK yolaklarını aktive eder. Bir protoonkogen olarak tanımlanalı 

20 yıldan fazla süre geçmiştir. İlk olarak meme kanserlerinin yaklaşık 

%30’unda amplifikasyonu gösterilmiştir (Oxnard ve ark., 2013). HER2 

mutasyonları NSCLC’nin %1.2-4’ünde bildirilmiştir (Shigematsu ve ark., 

2005; Stephens ve ark., 2004). 

Bildirilen tüm HER2 mutasyonları ekzon 20’deki insersiyonlardır ve TK 

domain bölgesine karşılık gelir. Çoğunlukla kodon 774-781 arasındaki 8 

kodonu hedef alır (Shigematsu ve ark., 2005). Bu mutasyonlar HER2 kinazın 

sürekli aktivasyonuna ve AKT, MEK gibi efektörlerin de fosforilasyonuna yol 

açar. NSCLC’nin %13-20’sinde HER2 ekspresyonu artmıştır. (Oxnard ve 

ark., 2013). FISH yöntemiyle NSCLC’lerin %2-4’ünde HER2 amplifikasyonu 

saptandığı bildirilmiştir (Oxnard ve ark., 2013). 

HER2 mutasyon sıklığı sigara içmeyenlerde, kadınlarda, Asya 

kökenlilerde, adenokarsinom tipi NSCLC’de daha yüksektir. NSCLC’de 

HER2, KRAS ve EGFR mutasyonlarıyla birlikte görülmediği bildirilmiştir 

(Stephens ve ark., 2004). 

HER2 reseptörü, aktive edici mutasyonu olan hastalarda kanser 

tedavisinde dikkat çekici bir hedef durumundadır. Anti-HER2 antikorları 
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(trastuzumab) ve HER2 inhibitörleri (afatinib, neratinib, lapatinib, dacomitinib) 

ile ilgili klinik çalışmalar halen devam etmektedir. 

 

2.2.2.3. KRAS Mutasyonları 

 

Protoonkogenlerin RAS ailesi (HRAS, NRAS ve KRAS) iç plazma 

membranına lokalize 21 kd’luk proteinlerdir. RAS genlerindeki onkojenik 

aktive edici mutasyonlar AC kanseri dahil çeşitli kanserlerde yaygındır 

(Downward, 2003). 

KRAS mutasyonları NSCLC’nin %15-25’inde bulunmaktadır (Sequist ve 

ark., 2011; Reungwetwattana ve ark., 2012). 

HRAS, KRAS ve NRAS’ın fonksiyonlarındaki farklılıklar henüz 

anlaşılamamış olsa da AC kanserinde RAS mutasyonlarının yaklaşık %90’ı 

KRAS mutasyonlarıdır ve mutasyonların yaklaşık %85’i kodon12’yi etkiler 

(Reungwetwattana ve ark., 2012). 

Mutasyonlar kodon 12, 13 ve 61’i etkileyen çeşitli hot spot noktalarda 

olur ve mutasyonların hepsi de intrinsik GTPaz aktivitesini etkiler (Downward, 

2003). EGFR mutasyonlarının aksine KRAS mutasyonları beyaz ırktan AC 

adenokarsinomlu hastaların %30’unda, Doğu Asya kökenlilerin de sadece 

%5’inde saptanmaktadır. (Reungwetwattana ve ark., 2012). 

KRAS mutasyonlarının AC kanser patogenezinde geç dönemde ortaya 

çıktığı ve (Sugio ve ark., 1994) histolojik tipler içinde adenokarsinomda daha 

sık görüldüğü, sigara içen ya da tanıdan en az bir yıl önce sigarayı 

bırakanlarda hiç sigara içmeyenlere göre daha sık saptandığı bildirilmiştir 

(Mao ve ark., 2010). 

KRAS mutasyonlarının negatif prognostik faktör olduğu gösterilmiştir 

(Aviel-Ronen ve ark., 2006). AC adenokarsinomlarında moleküler algoritmik 

yaklaşım olarak önce KRAS mutasyonuna bakılması önerilmektedir. KRAS 

mutasyonu saptandığı takdirde başka bir moleküler test yapılmasına gerek 

olmayacağı, saptanmadığı takdirde EGFR mutasyonu ve ALK füzyonu 

araştırılmasının terapotik yaklaşım açısından faydalı olacağı bildirilmektedir 

(Horn ve Pao, 2009). 
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2.2.2.4. ALK Füzyon Genleri 

 

ALK insulin reseptör ailesine ait bir RTK’dır, esas olarak santral sinir 

sisteminde eksprese olur (Iwahara ve ark., 1997). Bu enzim ilk olarak 1994 

yılında (2;5)(p23;q25) yeniden düzenlenmesinin kodladığı bir kimerik protein 

olarak anaplastik hücreli lenfomada tanımlanmıştır (Morris ve ark., 1995). 

2007 yılında akciğer adenokarsinomlu bir hastada tümör dokusunda inv(2) 

(p21p23) ile oluşan EML4 ekzon 1-13 ile ALK’nın intraselüler kinaz 

domainine karşılık gelen ekzon 20-29’unun füzyona uğradığı saptanmıştır 

(Soda ve ark., 2007). 

EML4-ALK translokasyonları tüm NSCLC’lerin %3-6’sında bulunur. 

Adenokarsinomlarda, genç hastalarda ve sigara içmeyenlerde daha 

yaygındır (Shaw ve ark., 2009; Horn ve Pao, 2009). 

NSCLC’de EML4’ün farklı trunkasyonlarına sahip nadir EM4-ALK 

varyantları ile ALK’nın TFG, KIF5B ve KLC1 gibi farklı füzyon partnerleri de 

tanımlanmıştır (Kruczynski ve ark., 2012). 

Bütün bu translokasyonlar ALK’nın liganddan bağımsız 

dimerizasyonuna ve sürekli kinaz aktivitesine yol açar. MAP kinaz, PI3K gibi 

onkogenezde rol oynayan sinyal yolaklarında anormal aktivasyona ve hücre 

proliferasyonu, invazyon ve apopitozun inhibisyonuna neden olur. 

EML4-ALK translokasyonları genellikle yaban tip EGFR ve KRAS 

bulunan tümörlerde saptanır (Horn ve Pao, 2009). 

ALK gen amplifikasyonları da NSCLC tümör örneklerinde bildirilmiştir, 

ancak bu olgularda anormalliğin saptandığı hücre sayısı çok az olduğu için, 

onkojenik potansiyeli ve klinik önemi tam olarak bilinmemektedir (Kruczynski 

ve ark., 2012). 

EML4-ALK füzyonlarını bulunduran tümörler ALK’nın farmakolojik 

inhibisyonuna cevap verirler. Bir TKİ olan crizotinib başlangıçta MET 

inhibitörü olarak geliştirilmiş ve çalışmalar sırasında ALK’ya karşı aktivite 

gösterdiği saptanmıştır. ROS1 inhibisyonu da yapan crizotinib 2011 yılında 

ALK ekspresyonu olan lokal ileri evre yada metastatik NSCLC hastalarında 

FDA onayı almıştır. Crizotinib ile tedavi edilen olgularda klinik yarar oranı 
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%85-90, ortalama progresyonsuz geçen süre 9-10 ay olarak bildirilmektedir 

(Kruczynski ve ark., 2012). 

Yeni geliştirilmiş bir ALK inhibitörü olan ceritinib, IGF-1 inhibisyonu 

yapar, MET’i inhibe etmez. ALK yeniden düzenlenmesi olan ileri evre 

NSCLC’de etkin olduğu gösterilmiştir. ALK pozitifliği olan ve progresyon 

gösteren metastatik NSCLC hastalarında ve crizotinibi tolere edemeyen 

hastalarda kullanımı 2014’te FDA onayı almıştır. 

ALK füzyonu pozitif akciğer tümörleri EGFR TKİ gefitinib ve erlotinibe 

dirençlidir (Horn ve Pao, 2009). NCCN 2012 ve 2013 kılavuzunda metastatik 

akciğer adenokarsinom tanısı konulan hastalarda EGFR mutasyonları ve 

ALK yeniden düzenlemesine bakılarak tedavinin bu sonuçlara göre 

sürdürülmesi önerilmektedir. 

EML4-ALK translokasyonları FISH (break apart prob kullanılarak), real 

time PCR, dizi analizi, ALK proteinini hedef alan spesifik antikorlar 

kullanılarak immünohistokimyasal değerlendirme ile analiz edilebilir (Hirsch 

ve ark., 2010; Mino-Kenudson ve ark., 2010). İmmunohistokimyasal 

yöntemlerle FISH analizinin birlikte yürütülmesinin daha etkin sonuç verdiği 

bildirilmektedir (Yi ve ark., 2011). 

 

2.2.2.5. MET Amplifikasyon ve Nokta Mutasyonları 

 

Hepatosit büyüme faktörü reseptörü (HGFR) MET tarafından kodlanan 

bir TK reseptörüdür. MET; RAS/RAF/MEK, STAT ve PI3K/AKT/mTOR 

yolakları üzerinden hücre survivali, motilite ve proliferasyonda rol oynar 

(Birchmeier ve ark., 2003). 

HGF/MET sinyal yolağındaki disregülasyon HGF veya MET 

overekspresyonu, MET amplifikasyonu ve mutasyonları aracılığıyla olabilir 

(Cecchi ve ark., 2012). 

MET geni NSCLC’de sıklıkla overekspresedir. MET amplifikasyonu 

NSCLC’de %4-7 oranında gözlenmektedir ve kötü prognozla ilişkilidir 

(Alamgeer ve ark., 2013; Cappuzzo ve ark., 2009). 
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Ayrıca bu genin amplifikasyonu EGFR TKİ’ne sekonder direnç 

gelişimine yol açmaktadır (Engelman ve ark., 2007). Bean ve arkadaşlarının 

(2007) yaptığı çalışmada EGFR TKİ’ne kazanılmış direnç gösteren hastaların 

%21’inde MET amplifikasyonu saptanırken EGFR TKİ almayan hastalarda bu 

oran %3 olarak saptanmıştır (Bean ve ark., 2007).  

NSCLC hastalarının %8’inde MET ekstraselüler semaforin domainini 

kodlayan bölgede (E168D, L229F, S323G ve N375S) ve intraselüler 

jukstamembran domainine karşılık gelen bölgede (R988C, T1010I, S1058P 

ve ekzon 14 delesyonları) mutasyonları bildirilmiştir. Bu mutasyonlardan 

bazılarının hücre düzeyinde proliferasyon, motilite ve invazyonu arttırdığı 

gösterilmiştir. Ancak JM domainindeki R988C ve T1010I mutasyonlarının 

onkogenezdeki etkileri net olarak ortaya konamamıştır (Cecchi ve ark., 2012; 

Kong-Beltran ve ark., 2006). 

MET yolağı hepatosit büyüme faktörü monoklonal antikorları, MET 

reseptörü monoklonal antikorları veya MET TKİ aracılığıyla inhibe edilebilir.  

HGF’nin MET RTK’na bağlanmasını önlemek amacıyla monoklonal 

antikorlar (onartuzumab, rilotuzumab) ve reseptör inhibitörleriyle (crizotinib, 

tivantinib) ilgili faz çalışmaları da devam etmektedir (Landi ve ark., 2013). 

MET amplifikasyonu EGFR mutant hastaların %10-20’sinde EGFR 

TKİ’ne direnç gelişiminden sorumlu olduğu için EGFR ve MET’in herikisini de 

hedef alan dual inhibitörlerin geliştirilmesine yönelik preklinik çalışmalar 

yürütülmektedir.  

 

2.2.2.6. BRAF Mutasyonları 

 

B-RAF, hücre proliferasyonunu kontrol eden RAS GTPazlarıyla ve 

MAPK ailesiyle ilişkisi olan bir serin/treonin kinazdır (Leicht ve ark., 2007). 

BRAF RAF kinaz ailesinin 3 üyesinden biridir: ARAF, BRAF ve RAF-1 

(c-RAF olarak da bilinir) (Maurer ve ark., 2011). Esas olarak melanomlarda 

tanımlanan BRAF mutasyonlarının yaklaşık %80’ini ekzon 15’de T1799A 

(V600E) oluşturur. Bu mutasyon enzimin inaktif formunu destabilize ederek 

sürekli kinaz aktivitesine yol açar (Minuti ve ark., 2013). Somatik BRAF 
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mutasyonları NSCLC’lerin %1-3’ünde bulunmaktadır. Melanomlardan farklı 

olarak NSCLC hastalarında non-Val600Glu mutasyonları içinde kinaz 

domainindeki Leu596Val mutasyonu ve aktivasyon domaininin G lupundaki 

Gly468Ala mutasyonu (vakaların %88’i) en sık görülen BRAF mutasyonlarıdır 

(Pao ve Girard, 2011). Marchetti ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada 1046 

NSCLC hastasının %56,8’inde V600E mutasyonu saptanırken %43,2’sinde 

non-V600E mutasyonu saptanmıştır (Marchetti ve ark., 2011). Mutant 

BRAF’ın AC adenokarsinom gelişimi için yeterli olduğu ve bu tümörlerin 

büyümesinin mutant BRAF ekspresyonuna bağlı olduğu gösterilmiştir (Paik 

ve ark., 2011). BRAF mutasyonları EGFR ve KRAS mutasyonlarıyla birlikte 

bulunmaz. Biyolojik olarak BRAF mutasyonları artmış kinaz aktivitesiyle 

ilişkilidir ve MAPK2 ve MAPK3’ün sürekli aktivasyonuna yol açar. 

Çeşitli BRAF inhibitörleri halen geliştirilme aşamasındadır. Bir B-RAF 

inhibitörü olarak tasarlanan sorafenib TK reseptörünü de inhibe eden bir 

multikinaz inhibitörüdür. NSCLC’de monoterapi ve kombinasyon tedavisiyle 

kullanımında faz çalışmaları devam etmektedir. 

 

2.2.2.7. AKT1 Mutasyonları 

 

PI3K tarafından aktive edilen protein kinaz B bir serin/treonin kinazdır 

ve PI3K sinyaline aracılık eder (Testa ve Bellacosa, 2001). 

AKT1 genindeki en sık mutasyon Glu17Lys meme, kolon, over 

kanserleri gibi çeşitli solid tümörlerde tanımlanmıştır (Pao ve Girard, 2011). 

NSCLC hastalarında AKT1 mutasyon sıklığı yaklaşık %1 olarak 

bildirilmektedir. Malanga D ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada 105 

NSCLC örneğinin %1,9’unda mutasyon saptandığı ve mutasyonların hepsinin 

skuamoz hücreli karsinomda olduğu bildirilmiştir (Malanga ve ark., 2008). 

Glu17Lys mutasyonu AKT1 plekstrin homoloji domaininde oluşmaktadır. Bu 

mutasyon ligand bağlayıcı bölgede yapısal değişikliğe ve sürekli kinaz 

aktivitesine yol açar. Bu mutasyonun protein kinaz B’nin ATP kompetitif 

inhibitörlerine duyarlılığını değiştirmediği gösterilmiştir (Carpten ve ark., 
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2007). MK2206, protein kinaz B’nin allosterik inhibitörü klinik çalışmalarda 

test edilmektedir (Yap ve ark., 2011). 

 

2.2.2.8. MEK1 Mutasyonları 

 

MAPKK1 (MAP2K1) bir serin/treonin kinazdır. B-RAF’ın MAPK2 ve 

MAPK3 efektörlerini aktive eder. Kanserlerde MAP2K1’de en sık saptanan 

mutasyonlar Glu56Pro, Lys57Asn ve Asp67Asn. Bu mutasyonlar proteinin 

nonkinaz bölümünde bulunmaktadır. Lys57Asn ve Gln56Pro mutasyonları in 

vitro fonksiyon kazancına yol açmaktadır. 

MAP2K1 somatik mutasyonları NSCLC hastalarının %0,4-1’inde 

tanımlanmıştır, çoğu adenokarsinomdur (Marks ve ark., 2008; Sasaki ve 

ark., 2010). 

MAP2K1 mutasyonlarının EGFR, KRAS, HER2, PIK3CA ve BRAF 

mutasyonlarıyla birlikte bulunmadığı bildirilmiştir. MEK1/MEK2 inhibitörü 

olarak geliştirilen selumetinib ve trametinibin NSCLC hastalarında 

kullanımıyla ilgili faz I ve faz II çalışmaları devam etmektedir (Goldman 

ve Garon, 2012). 

 

2.2.2.9. ROS1 Mutasyonları 

 

ROS1; 58 TK reseptöründen birisini kodlar ve ligandı bilinmemektedir 

(El-Deeb ve ark., 2010). İlk olarak 1986’da tanımlanmıştır (Birchmeier ve 

ark., 1986). 

İlk yeniden düzenlenmesi 1987’de glioblastomalarda gösterilmiştir. 

(Birchmeier ve ark., 1987). 

2007’de NSCLC’de, 2011’de kolanjiyokarsinomlarda saptanmıştır. 

Evrimsel olarak ALK ile ilişkilidir. AC kanserlerinin %2’sinde ROS1 füzyonları 

bulunmaktadır (Bergethon ve ark., 2012). 

ROS1, ALK tirozin kinaz domaini ile %49 sekans homolojisi gösterir. 

ALK füzyonlarında olduğu gibi ROS1 füzyonları da yıllık 10 paketten az 

sigara içen hafif sigara içicilerinde ve/veya hiç sigara içmeyenlerde daha 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldman%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23160324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldman%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23160324
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yaygındır. ROS1 füzyonları ayrıca daha genç yaş ve adenokarsinom 

histolojik tipiyle de ilişkilidir (Bergethon ve ark., 2012). İn vitro şartlarda bazı 

ALK inhibitörlerinin ROS1’e karşı aktivite gösterdiği saptanmıştır. ALK 

yeniden düzenlenmesi olan NSCLC hastalarında ALK/MET kinaz inhibitörü 

crizotinibin FDA onayı almasıyla birlikte dikkatler ROS1 yeniden 

düzenlenmesi olan NSCLC hastalarına yönelmiştir. NCCN 2013 kılavuzunda 

ROS1 mutasyonu saptanan NSCLC hastalarının crizotinib ile tedavi 

edilebileceği bildirilmektedir. 

NSCLC’de çeşitli ROS1 yeniden düzenlenmeleri tanımlanmıştır. Bunlar 

içinde SLC34A2-ROS1 SDC4-ROS1, CD74-ROS1 bulunmaktadır (Davies ve 

ark., 2012). 

ROS1 yeniden düzenlenmesi NSCLC hastalarında diğer onkojenik 

mutasyonlarla (EGFR, KRAS, ALK gibi) birlikte bulunmamaktadır. 

 

2.2.2.10. RET Mutasyonları 

 

RET protoonkogeninin kodladığı RTK MAPK ve PI3K/AKT dahil çeşitli 

yolaklar üzerinden hücre proliferasyonu, diferansiyasyon ve migrasyonda rol 

oynar. RET (Rearranged during Transfection) proteini dört kaderin benzeri 

domain ve bir sisteinden zengin bölge, bir hidrofobik transmembran domaini, 

bir jukstamembran domaini ve bir de katalitik domainden oluşur. RET enterik 

sinir sisteminin gelişimi ve böbrek embriyogenezi için gereklidir, normal AC 

dokusundaki ekspresyon seviyesi düşüktür.  

RET gen mutasyonları MENIIA, MENIIB, Hirschsprung hastalığı ve 

tiroid kanserleriyle ile ilişkilidir. RET onkogeninin çeşitli partner genleriyle olan 

kimerik formları papiller tiroid kanserinde yürütücü mutasyonlar olarak 

bilinmektedir (Phay ve Shah, 2010). NSCLC hastalarında da RET füzyon 

genleri tanımlanmıştır. CCDC6, KIF5B, NCOA4 ve TRIM33 gibi çeşitli füzyon 

partnerleri bulunmaktadır.  

Wang R ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada 936 NSCLC hastasının 

%1,4’ünde RET füzyon geni saptandığı bildirilmiştir (Wang ve ark., 2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Phay%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20930041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shah%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20930041
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RET kinaza karşı aktivite gösteren çeşitli TKİ’leri bulunmaktadır ve 

KIF5B-RET füzyonu taşıyan hücre serilerinde etkinlikleri gösterilmiştir. 

Vandetanib RET’i de hedef alan bir multikinaz inhibitörüdür ve medullar tiroid 

kanserinde kullanımı için FDA onay vermiştir. İnvitro ortamda sorafenib, 

sunitinib ve cabozantinibin RET yeniden düzenlenmelerine karşı aktivitesi 

gösterilmiştir. RET füzyonlu NSCLC hastalarında cabozantinib ile faz II 

çalışmaları devam etmektedir (Minuti ve ark., 2013). 

 

2.2.2.11. PIK3CA Mutasyonları 

 

Fosfatidil inozitol 3 kinaz’ın PIP, PI4P, PI4,5P’yi fosforilemek için ATP 

kullanan 110 kDa katalitik altbirimini kodlar. Somatik mutasyonlarının 

saptandığı hastalıklar; meme kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, 

hepatoselüler karsinom, seboreik keratoz, epidermal nevüs, over kanseri, 

glioblastom, baş ve boyun tümörleri ve lenfomadır. NSCLC’de nokta 

mutasyonları ve amplifikasyonlarının etkili olduğu bilinmektedir. 

 

2.3. PIK3CA ve Mutasyonları 

 

2.3.1. Fosfatidil İnozitol 3 Kinaz Yapı ve Sınıflaması 

 

Fosfatidil inozitol 3 kinazlar (PI3K) fosfatidil inozitolü ve fosfoinozitidleri 

3’hidroksil grubundan fosforilleyen intrasellüler bir lipid kinaz ailesidir. Birçok 

intrasellüler sinyal proteini PI3K’ların lipid ürünlerine bağlanma özelliğine 

sahiptir ve böylece PI3K sinyal yolağında aktif hale gelirler. 

PI3K’lar yapısal özellikleri substrat tercihi, doku dağılımı, aktivasyon 

mekanizması ve fonksiyon açısından farklılık gösteren 3 sınıfa ayrılırlar 

(Zhao ve Vogt, 2008). 

Hücre proliferasyonu ve tümörogenezis açısından en önemli PI3K 

proteinleri sınıf IA içinde yer alır. 

Sınıf I PI3K’lar primer olarak fosfatidil inozitol 4,5 bifosfattan (PIP2) 

inozitol 3,4,5 trifosfatı (PIP3) katalizlerler. Oysa sınıf III PI3K’lar 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18268322
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fosfatidilinozitolden (PI) fosfatidil inozitol 3 fosfat (PI-3-P) oluştururlar. Sınıf II 

PI3K’lar ise tercihen in vitro şartlarda PI-3-P ve fosfatidil inozitol 3,4 bifosfat 

oluştururlar. 

 

 

 

PI3K’ların farklı sınıfları hücre sinyal üretiminde farklı rollere sahiptir, 

her bir sınıfta farklı izoformlar bulunmaktadır. 

Sınıf I PI3K’lar eşleştikleri reseptöre bağlı olarak 2 alt gruba ayrılırlar. 

Sınıf IA RTK’larla aktive edilir. Sınıf IB ise G proteini ile eşleşen reseptörlerle 

aktive edilir. 

 

2.3.1.1. Sınıf IA PI3K’lar 

 

Sınıf IA PI3K’lar bir heterodimerdir. Bir p85 regülatör subünit ile bir p110 

katalitik subünitten oluşur. Memelilerde her subünitin çok sayıda izoformu 

bulunmaktadır. PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3 genleri sırasıyla p85 regülatör 

subünitin p85α, p85β ve p55 izoformlarını kodlar.  PIK3R1 geni ayrıca 

alternatif transkripsiyon başlama bölgeleri aracılığıyla daha kısa izoformlar 

olan p55α ve p50α’yı kodlamaktadır. Sınıf IA p85 regülatör izoformlarının bir 

p110 bağlayıcı domainden (inter SH2 domain de denir) oluşan ortak bir 

çekirdek yapıları vardır, yanında iki Src homolog 2 domain (SH2 domain) 

bulunur. Daha uzun 2 izoform olan p85α ve p85β ‘nın SH3 domain ve 

yanlarında prolinden zengin bölgeler bulunan bir Bcr homolog (BH) domain 

içeren daha geniş N-terminal bölgeleri vardır (Engelman ve ark., 2006) (Şekil 

2.4). 
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Şekil 2.4. PI3K’ların yapısı 

 

Sınıf IA PI3K’ların RTK aracılığıyla aktivasyonunda p85 regülatör 

subünit çok önemli rol oynar. P85’in SH2 domaini RTK üzerindeki fosfotirozin 

rezidülerine bağlanır ya da IRS1 ve IRS2 (insülin reseptör substrat 1 ve 2) 

gibi aracı fosfoproteinler aracılığıyla p85- RTK etkileşimi gerçekleşir (Fruman 

ve ark., 1998). Bu bağlanma p85’in p110 üzerindeki bazal inhibitör etkisini 

ortadan kaldırır.  

PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD genleri sırasıyla p110α, p110β ve p110δ 

katalitik subünit izoformlarını kodlar. Bu izoformların hepsi de aynı temel 

yapıya sahiptir. P85 regülatör subünitiyle etkileşimi olan N-terminal p85 

bağlayıcı domain, RAS bağlayıcı domain, C2 domain, fosfatidil inozitol kinaz 

homoloji domain (PIK) ve bir C-terminal katalitik domainleri vardır (Engelman 

ve ark., 2006). 

P110α’nın kristal yapısi henüz saptanmamıştır ancak p110 

izoformunun bilinen yapısı baz alınarak bir model geliştirilmiştir (Walker ve 

ark., 1999). Bu modele göre p110α; p85’e bağlanan bir N-terminal domain, 

bir RAS bağlayıcı domain, bir C2 domain, bir helikal domain ve bir C-terminal 

kinaz domaininden oluşur. 
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2.3.1.2. Sınıf IB PI3K’lar 

 

Sınıf IB PI3K’lar da sınıf IA’lar gibi bir heterodimerdir, p101 regülatör 

subünit ve p110 katalitik subünitinden oluşur. Sınıf IB PI3K’ların p85 

regülatör subünitleri bulunmadığı için RTK’lar tarafından aktive edilmezler. 

Yalnızca G poteini ile eşleşmiş reseptörlerin Gβ subünitleriyle direkt 

etkileşimle uyarılırlar (Engelman ve ark., 2006).  

P101 regülatör subünit p101-p110 heterodimerlerin Gβɣ tarafından 

aktivasyonunu kolaylaştırır. p110 sınıf IA P110 proteinleriyle benzer yapı 

gösterir ancak p101 p85 proteinlerinden oldukça farklıdır (Katso ve ark., 

2001). 

 

2.3.1.3. Sınıf II PI3K’lar 

 

Bu sınıfın üyeleri sadece p110 benzeri katalitik subünitten oluşur (Katso 

ve ark., 2001).  

Sınıf II’lerin memelilerde bilinen 3 üyesi vardır. Bunların sinyal 

iletimindeki ve diğer fizyolojik mekanizmalardaki rolleri tam olarak 

bilinmemektedir. PIK3C2α ve PIK3C2β daha geniş bir doku dağılımı 

gösterirken PIK3C2’nın dağılımı daha sınırlıdır. İn vitro şartlarda bu enzimler 

daha çok fosfatidil inozitolü, daha az oranda da fosfatidil inozitol 4 fosfatı 

katalizler (PI-4-P). PI-4,5-P2 bu enzim için zayıf bir substrattır. 

 

2.3.1.4. Sınıf III PI3K’lar 

 

Sınıf III PI3K’ların tek üyesi vardır: Vps34 (vacuolar protein sorting 

defective 34) Vps34 ilk olarak mayada golgiden vakuole vezikül trafiği için 

gerekli gen ürünü olarak tanımlanmıştır (Odorizzi ve ark., 2000). 

Vps34’ün mTOR aktivitesini regüle ettiği bildirilmektedir. Vps34 

otofajiyle de ilişkilidir (Wurmser ve Emr, 2002).  

Sınıf I PI3K’lar insan kanseriyle en çok ilişkisi olan en iyi tanımlanmış 

sınıftır. Sınıf I PI3K’lar memelilerde bütün hücrelerde bulunur, p110δ ve 
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p110 özellikle lökositlerde fazladır. Sınıf II ve sınıf III PI3K’ların spesifik 

fonksiyonlarıyla ilgili bilinenler daha azdır. 

 

2.3.2. PI3K Sinyal Yolağı 

 

Spesifik büyüme faktörleri reseptörlerine bağlandığı zaman çeşitli 

mediyatörler aracılığıyla bazı sinyal yolakları aktive olur. Bunlar içinde en 

önemlileri PI3K/AKT/mTOR ve RAS/RAF/MEK/ERK yolaklarıdır. Bu sinyal 

yolaklarının aktivasyonu sayesinde hücre proliferasyonu uyarılır, apopitoz 

engellenir ve hücre migrasyonu artar. RTK’lardan başlayan PI3K yolağında 

farklı molekülleri hedef alan farmakolojik inhibitörlerin geliştirilmesi ve bu 

alanda yapılan yoğun çalışmalar kanser tedavisinde ümit vadeden sonuçlar 

doğurmaktadır (Engelman, 2009; Liu ve ark., 2009). 

PI3K aktivasyonu en az 3 bağımsız yolla olabilir. Bunların hepsi de 

RTK’a ligand bağlanmasıyla başlar. Bu bağlanma RTK üzerindeki tirozin 

rezidülerinin otofosforilasyonuna yol açar. Bunlar da RTK’nın SH2 domaini 

içeren moleküllerle etkileşmesini sağlar. PI3K aktivasyonunun birinci yolu 

p85’in SH2 domaini aracılığıyla RTK üzerindeki fosfo-YXXM motiflerine 

bağlanmasıdır. Diğer bir yol da adaptör proteinleri aracılığıyla olur. Bunlar 

RTK üzerindeki fosfo-YXN motiflerine bağlanırlar daha sonra da p85’e 

bağlanarak PI3K’ı aktive ederler. 3. yol da RAS aracılığıyla olmaktadır. GRB2 

adaptör proteini RTK’a bağlanır ve ardından SOS’a (son of sevenless) 

bağlanarak aktive eder. SOS bir GEF’tir (guanine nucleotide exchange 

factor) ve RAS’ı aktive eder, o da p85’den bağımsız olarak p110’u aktifler. 

Farklı fizyolojik durumlarda bu yolaklardan hangisinin baskın olduğu 

bilinmemektedir. 

PI3K aktive olunca fosfatidilinozitol 4,5 bifosfatın (PIP2) 

fosforilasyonuyla fosfatidilinozitol 3,4,5 trifosfat (PIP3) oluşur (Şekil 2.5). 

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10) 

PI3K’nın direkt antagonistidir. PTEN; 3’ fosfataz olarak fonksiyon görür ve 

tümör supresör etkisinden bu fonksiyonunun sorumlu olduğu bilinmektedir. 

PIP3’ü PIP2’ye defosforile ederek PI3K aktivitesini tersine çevirir. Böylece 
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PI3K sinyalinin negatif regülatörü olarak rol oynar. PIP3 proteinlerin PH 

(plecstrin homology) domainlerine bağlanarak onları hücre membranına 

getirir.  

 

 

 

Şekil 2.5. PI3K/AKT sinyal yolağı 

 

PI3K yolağının en önemli mediyatörlerinden birisi AKT’tır. AKT bir 

serin/treonin kinazdır, protein kinaz B olarak da bilinir. AKT1, AKT2 ve AKT3 

şeklinde 3 izoformu bulunur ve tüm vücutta yaygın şekilde eksprese olurlar. 

AKT1 hücre yaşamı ve büyümeyle ilişkiliyken AKT2 daha çok invazyonda rol 

oynar. AKT2 ve AKT3 insüline hücresel cevapta önemli rol oynarlar özellikle 

AKT2’deki fonksiyon kayıplarının diyabet fenotipine yol açtığı gösterilmiştir 

(George ve ark., 2004). 

AKT, PH domainine bağlanan PIP3 tarafından plazma membranına 

getirilir ve burada PDK1 (3 phosphoinositide dependent kinase1) tarafından 

treonin 308 ve mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) 

tarafından da serin 473’ten fosforillenerek aktive edilir. AKT’ın tam 

aktivasyonu için bu ikili fosforilasyon gereklidir. Aktive olduktan sonra 
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hücrenin büyümesi, hayatta kalması ve proapopitotik sinyallerin 

baskılanmasına aracılık eder.  

AKT, FOXO (forkhead box O transcription factors), BAD (BCL2 

associated agonist of cell death) ve GSK3 (glycogen synthase kinase 3) gibi 

çeşitli intrasellüler proteinleri fosforilleyerek hücre siklusunun ilerlemesini ve 

hücrenin yaşam süresinin uzamasını sağlar. BCL2 ailesinin proapopitotik 

üyesi olan BAD, antiapopitotik BCL-XL ile nonfonksiyonel bir heterodimer 

oluşturur ve BCL-XL’nin antiapopitotik etkisini engeller. BAD AKT tarafından 

fosforillenince BCL-XL ile heterodimer oluşturamaz. AKT fosforilasyonla 

kaspaz 9’un katalitik aktivitesini inhibe eder. Kaspaz 9 apopitozun başlatıcı 

kaspazlarından biridir. Kaspaz 9 inhibisyonu apopitozla sonuçlanacak 

proteolitik kaskadın aktifleşmesini engeller. AKT ayrıca FKHR’yi (forkhead 

related transcription factor complex) fosforile ederek nükleusa geçişini önler 

ve BIM, FAS ligand gibi proapopitotik proteinlerin genlerinin aktivasyonu 

önlenir. 

AKT hücre ölümünün 2 santral regülatörü olan NFkB ve p53’ü indirekt 

etkileyerek hücre survivalını etkilemektedir. NFkB bir transkripsiyon faktör 

kompleksidir, çeşitli apopitotik stimuluslara cevap olarak hücrenin hayatta 

kalmasını sağlar. AKT IKK’ları (IλB kinaz) aktive ederek NFkB fonksiyonu 

üzerinde pozitif etki yapar. IKK NFkB inhibitörünü degrade eder. NFkB 

sitoplazmada serbestleşir, nükleusa transloke olur ve hedef genleri aktive 

eder. 

AKT ayrıca proapopitotik tümör supresör p53’ün aktivitesini de etkiler. 

Bunu p53 bağlayıcı protein MDM2’nin (murine double minute 2) 

fosforilasyonu aracılığıyla yapar. MDM2 E3 ubikitin ligaz aktivitesi aracılığıyla 

p53’ü proteozomlar aracığıyla degrade eder. Fosforillenmiş MDM2 P53’ü 

bağladığı yer olan nükleusa daha etkin transloke olur ve sonuçta p53’ün 

degredasyonu artar. 

AKT siklin bağımlı kinaz inhibitörleri p27 ve p21’i fosforilleyerek inhibe 

eder (Liang ve ark., 2002). 

P27Kip1 bir hücre siklus regülatör proteinidir. Siklin D’ye (siklin-cdk4 

kompleksi) bağlanarak hücre siklusunun G1’e ilerlemesini önler. P21 bir siklin 
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bağımlı kinaz inhibitörüdür. Siklin-cdk2 ve cdk4 komplekslerine bağlanarak 

bunları inhibe eder. Bu nedenle G1 fazında hücre siklus progresyonunun 

regülatörü olarak fonksiyon görür. AKT p27 ve p21’in sitozolik 

sekestrasyonuna yol açarak nükleusa geçmesini önler. AKT p27 

ekspresyonunu FOXO transkripsiyon faktörlerinin inhibisyonu aracılığıyla da 

inhibe eder (Medema ve ark., 2000). 

GSK3 tarafından G1 siklinleri siklin D ve siklin E ile C-MYC 

transkripsiyon faktörünün fosforilasyonu bu proteinlerin degredasyonuna yol 

açar. Bu proteinler hücrenin G1-S fazına geçişinde önemli rol oynar (Welcker 

ve ark., 2003). GSK3 inhibisyonu bu proteinlerin stabilizasyonuna yol açar.  

TOR (target of rapamycin) hücrelerde iki farklı multiprotein kompleksi 

içinde bulunur. Memeli hücrelerinde mTOR kompleks 1 (MTORC1) raptor 

proteini içerir, bu kompleks rapamisine duyarlıdır. Ribozom üretimi ve protein 

sentezini uyarmak, protein degredasyonunu azaltmak suretiyle hücre 

büyümesini uyarır. Kompleks 1 hem hücre büyümesini hem de besin alımı ve 

metobolizmayı uyararak hücrenin yaşam süresini uzatır. 

mTOR kompleks 2 (MTORC2) rictor proteini içerir ve rapamisine 

duyarsızdır. AKT’ın aktivasyonuna yardımcı olur, Hücre iskelet 

organizasyonundan sorumludur. mTOR kompleks 1 büyüme faktörleri ve 

aminoasitler gibi çeşitli ekstrasellüler sinyalleri entegre eder. Bunlar hem 

mTOR’un aktivasyonuna hem de hücre büyümesine katkıda bulunur. 

TSC1 (hamartin) ve TSC2 (tuberin)’nin oluşturduğu bir kompleks RHEB 

(RAS homolog enriched in brain)’in aktivitesini inhibe eder. Bu protein 

mTORC1 aktivasyonu için gereklidir. AKT’ın TSC2’yi fosforillemesi RHEB’i 

inhibe halden kurtarır. RHEB GTP bağlı aktif formdayken direkt olarak 

mTORC1’i aktive eder. Bu aktivasyon normal dokularda RTK’ların 

uyarılmasıyla akut ve geçici olarak meydana gelir. Fakat PTEN ya da 

PIK3CA mutasyona uğradığında (kanserlerde) ya da tuberin ya da hamartin 

yapısı bozuk olduğunda (tuberoskleroz hastalarında) aktivasyon kronik hale 

gelir. MTORC1 de S6K (P70S6K) ve 4EBP1 (eukaryotic translation initiation 

factor 4E binding protein 1)’i fosforilleyerek protein sentezini artırır. 
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PI3K sinyalinin sonlandırılması en az 2 farklı fosfataz aracılığıyla 

gerçekleşir. SH2(Src-homolgy-2) içeren fosfatazlar (SHIP1 ve SHIP2) inozitol 

halkasını 5. pozisyondan defosforile ederek PI(3,4)P2 oluştururlar (Cantley, 

2002). Diğer bir fosfataz olan PTEN ise inozitol halkasını 3. pozisyondan 

defosforile ederek PI(4,5)P2 oluşturur. PTEN fonksiyon kaybı insanlardaki 

ileri evre kanserlerin büyük bir kısmında görülmektedir. Bu durum kontrolsüz 

PI3K sinyalinin metastatik kanserlere olan katkısını ortaya koymaktadır.  

 

2.3.3. PI3K Sinyal Yolağı ve Kanser 

 

PI3K sinyal yolağı insan kanserlerinde sıklıkla aktive haldedir (Fresno 

Vara ve ark., 2004; Courtney ve ark., 2010; Samuels ve Ericson, 2006). Bu 

PI3K’ın kendisindeki değişikliklerden, aşağı yolaktaki hedefi AKT’tan veya 

onun antagonisti PTEN’den kaynaklanıyor olabilir. Çeşitli tümörlerde AKT 

amplifikasyona uğramıştır veya ifadesi artmıştır. Bazı tümörlerde ise yüksek 

seviyede fosforilasyon gösterir (Hennessy ve ark., 2005). 

PI3K’ın kanserle ilişkisi uzun zamandır bilinmektedir. Bu ilişkiyle ilgili ilk 

kanıt fosfatidil inozitol kinaz aktivitesinin, viral onkoproteinler olan Rous 

sarcoma virusun Src proteini ve polyoma virusun middle T proteini ile 

ilişkisinden elde edilmiştir (Kaplan ve ark., 1986; Sugimoto ve ark., 1984). Bu 

etkileşim PI3K’ın p85 regülatör subüniti aracılığıyla sağlanır. Buradaki SH2 

domainleri viral onkoproteinlerin üzerindeki fosfotirozinlere bağlanır ve p110α 

katalitik subünitini bu komplekslere getirir (Klippel ve ark., 1992; Hu ve ark., 

1992). Aynı protein-protein etkileşim domainleri p85 ve ona yapışık p110α’yı 

aktif tirozin kinaz reseptörlerine bağlar. 

PI3K’ların onkojenitesiyle ilgili en kesin kanıt avian retrovirus ASV16 ile 

yapılan çalışmalarda elde edilmiştir (Chang ve ark., 1997). İnsan meme 

epitelyum hücre kültüründeki çalışmalarda onkojenik potansiyeli gösterilmiştir 

(Zhao ve ark., 2003). 

Sınıf I PI3K katalitik subünitleri 4 izoformdan oluşur: α, β, δ,  

(Engelman ve ark., 2006). 
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Alfa izoformu kanserle sıkı ilişkili olsa da diğer izoformların kanserle 

ilişkisine dair çok fazla kanıt elde edilememiştir. PI3K ailesinin hücre 

proliferasyonunda asıl rol oynayan katalitik subünitin p110α izoformudur ve 

PIK3CA (3q26) tarafından kodlanır. Çok sayıda kanser çeşidinde mutasyonu 

bildirilmiştir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic; Ligresti ve ark., 

2009). 

PIK3CA fonksiyon kazancı mutasyonları in vitro enzimatik fonksiyon 

kazancına yol açar ve büyüme faktörü yokluğunda protein kinaz B sinyal 

yolağını aktive ederek onkojenik hücresel transformasyonu indükler. 

Dolayısıyla da bir terapotik hedef potansiyeli taşımaktadır. 

PIK3CA fonksiyon kazancı mutasyonlarının çoğu iki hot spot bölgede 

kümelenmiştir. Bunlar ekzon 9 ve 20’dir. Bunlar farklı mekanizmalarla 

enzimatik aktiviteyi artırırlar (Zhao ve Vogt, 2010). 

P110α mutasyonlarının %80’i tek aminoasit değişikliği ile karakterize 

hot spot mutasyonlardan biridir. Bunlar dışında çok sayıda nadir mutasyonlar 

da bildirilmiştir. PIK3CA’da 80’den fazla kanser spesifik mutasyon 

tanımlanmıştır. Lokalizasyonları RAS bağlayıcı domain hariç genin bütün 

kodlayan sekansına yayılmış olsa da en sık helikal (ekzon 9) ve kinaz (ekzon 

20) domainleri ile p85 bağlayıcı bölgede (ekzon 1 ve 2) bulunurlar. Ekzon 

20’deki mutasyonlar (H1047R) enzimatik aktivitenin sürekliliğine yol açar. 

Ekzon 9’daki mutasyonlar (E542K ve E545K) ise p85’in N-terminal SH2 

domaini ile p110 katalitik subüniti arasındaki inhibitör etkileşimin bozulmasına 

neden olur (Şekil 2.6) (Miled ve ark., 2007; Zhao ve Vogt, 2010). 

Bu gendeki mutasyonlar NSCLC’de %2-4 oranında saptanmaktadır 

(Samuels ve ark., 2004; Lee ve ark., 2010; Sequist ve ark., 2011). 

PIK3CA mutasyonlarına ilave olarak PIK3CA amplifkasyonları da 

NSCLC’de sık gözlenir ve PI3K/AKT sinyal yolağı aracılığıyla tümörogeneze 

yol açar (Ji ve ark., 2011). 

Daha çok skuamoz hücreli karsinomda olmak üzere AC kanserlerinin 

%20-30’unda PIK3CA amplifikasyonu saptandığı bildirilmiştir (Ji ve ark., 

2011; Okudela ve ark., 2007). 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic
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PIK3CA amplifikasyonu NSCLC hastalarında özellikle erkek, sigara 

içenlerde ve skuamoz hücreli karsinomda daha sıktır (Okudela ve ark., 

2007). 

P110α mutasyonlarının varlığı PI3K sinyal yolağında artışa yol açacak 

diğer genetik değişiklikleri dışlamaz. PIK3CA’nın sigarayla ilişkili kanser 

patogenezinde önemli rol oynadığı düşünülmektedir (Lee ve ark., 2010). 

EGFR, KRAS mutasyonlarından farklı olarak PIK3CA mutasyonlarının 

sıklığında etnik gruplar arasında farklılık bildirilmemiştir (Lee ve ark., 2010; 

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

 

 

 

Şekil 2.6. p110α mutasyonları (Vogt ve ark., 2007). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Gereç 

 

         Bu çalışma 40 adet NSCLC tümör dokusundan elde edilmiş DNA 

örneği üzerinde gerçekleştirilmiştir. DNA örnekleri, hastaların aydınlatılmış 

onamları alındıktan sonra “NSCLC’de EGFR, KRAS ve BRAF mutasyonları” 

başlıklı retrospektif araştırma kapsamında incelenen dokulardan elde 

edilerek saklanan örneklerdir. Hastaların demografik, klinik özellikleri ile 

EGFR, KRAS ve BRAF mutasyon durumları Tablo 3.1’de özetlenmiştir. 

 

Tablo 3.1.  PIK3CA mutasyonu araştırılan olguların demografik, klinik 

özellikleri ile EGFR, KRAS ve BRAF mutasyon durumları. 

 

Hasta 
No Yaş/Cinsiyet Evre 

Sağ 
Kalım 
Süresi 

    Daha önce saptanmış 
mutasyonlar 

EGFR BRAF KRAS 

1 62E IV 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 IV 15 ay    

11 37K IV 8 ay    

12 55K IV 7 ay    

13 59E IV 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 IV - Ekzon 19 
delesyonu 

  

24 65E Lokal ileri -    

25 63E IV 4 ay    

26 52K Lokal ileri -    

27 58E Lokal ileri 26 ay    

28 49E IV 9 ay    

30 70E IV 3 ay    

31 70E IV -    

32 71E IV 4 ay    

33 50E IV -    
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Tablo 3.1.  Devam. 

 

34 67E IV 10 ay    

35 58K IV -    

36 75E IV 3 ay    

37 69E Lokal ileri 16 ay    

39 41K IV 27 ay    

40 67E IV 32 ay    

41 53K IV 28 ay   Kodon 61 

42 57E Lokal ileri 17 ay   Kodon 61 

43 76E Lokal ileri 13 ay    

44 42K IV 46 ay    

45 51E Lokal ileri -    

47 59E Lokal ileri 22 ay    

48 53K IV -    

51 64E Lokal ileri -    

52 44K IV -    

53 71E IV 6 ay    

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. DNA İzolasyonu 

 

DNA miktarı yeterli olmayıp doku örneği mevcut olan örneklerden 

parafin dokudan DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, Katalog 

no: 56404, Lot no: 142357372) kullanılarak DNA izolasyonu yapılmıştır. İzole 

edilen DNA örnekleri kantite edilmiştir. 

 

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 

PIK3CA genine ait 20 ekzon ekzon-intron birleşme bölgelerini 

kapsayacak şekilde 20 fragman halinde çoğaltılmıştır (Samuels Y ve ark., 

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

edilen ürün uzunlukları da Tablo 3.2’de verilmiştir. 
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Tablo 3.2. PCR’de kullanılan primer dizileri ve ürün uzunlukları. 

 

Primer adı Primer nükleotid dizisi Ürün uzunluğu 

Ekzon 1F GTTTCTGCTTTGGGACAACCAT            526 

Ekzon 1R GATTACGAAGGTATTGGTTTAGACAG 

Ekzon 2F TCATCAAAAATTTGTTTTAACCTAGC 485 

Ekzon 2R TATAAGCAGTCCCTGCCTTC 

Ekzon 3F GCAGCCCGCTCAGATATAAAC 539 

Ekzon 3R CTGGGCGAGAGTGAGATTCC 

Ekzon 4F TCTTGTGCTTCAACGTAAATCC 561 

Ekzon 4R CGGAGATTTGGATGTTCTCC 

Ekzon 5 F TAGTGGATGAAGGCAGCAAC 399 

Ekzon 5 R TTTGTAGAAATGGGGTCTTGC 

Ekzon 6 F TGCCTTTTCCAATCAATCTC 415 

Ekzon 6 R AATTCCTGAAGCTCTCCCAAG 

Ekzon 7 F GGGGAAAAAGGAAAGAATGG 451 

Ekzon 7 R TGCTGAACCAGTCAAACTCC 

Ekzon 8 F TTTGCTGAACCCTATTGGTG 400 

Ekzon 8 R TTGCAATATTGGTCCTAGAGTTC 

Ekzon 9 F GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG 487 

Ekzon 9 R CCACAAATATCAATTTACAACCATTG 

Ekzon 10 F ACCTTTTGAACAGCATGCAA 282 

Ekzon 10 R TGGAAATAATGTTAAGGGTGTTTTT 

Ekzon 11 F AAAACACCCTTAACATTATTTCCATAG 514 

Ekzon 11 R TCTGCATGGCCGATCTAAAG 

Ekzon 12 F TTTATTCTAGATCCATACAACTTCCTTT 432 

Ekzon 12 R AAAGTTGAGAAGCTCATCACTGGTAC 

Ekzon 13 F CTGAAACTCATGGTGGTTTTG 468 

Ekzon 13 R TGGTTCCAAATCCTAATCTGC 

Ekzon 14 F GAGTGTTGCTGCTCTGTGTTG 415 

Ekzon 14 R TTGAGGGTAGGAGAATGAGAGAG 

Ekzon 15 F GGATTCCTAAATAAAAATTGAGGTG 430 

Ekzon 15 R CATGCATATTTCAAAGGTCAAG 

Ekzon 16 F TTGCTTTCCTGAAGTTTCTTTTG 376 

Ekzon 16 R TCAAGTAAGAGGAGGATATGTCAAAG 

Ekzon 17 F GGGGAAAGGCAGTAAAGGTC 444 

Ekzon 17 R CATCAAATATTTCAAAGGTTGAGC 

Ekzon 18 F TCCTTATTCGTTGTCAGTGATTG 431 

Ekzon 18 R GTCAAAACAAATGGCACACG 

Ekzon 19 F CATGGTGAAAGACGATGGAC 401 

Ekzon 19 R TTACAGGCATGAACCACCAC 

Ekzon 20F TGGGGTAAAGGGATCAAAAG 525 

Ekzon 20R CCTATGCAATCGGTCTTTGC 
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3.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kimyasal Karışımları 

 

Primerler ve kalıp dışındaki gerekli diğer kimyasallar için Amplitaq 

Gold® PCR master mix 2x (Applied Biosystems, katalog no: 4318739, lot 

no:P18315) kullanılmıştır. PIK3CA geninin tüm fragmanları için touchdown 

(TD) PCR yapılmıştır. PCR SuperCycler SC-200 (Kyratec) cihazında 

gerçekleştirilmiştir. PCR’da kullanılan kimyasalların miktarları Tablo 3.3’de 

verilmiştir. TD PCR’de kullanılan sıcaklık ve süreler Tablo 3.4’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.3. PCR’da kullanılan kimyasalların miktarları. 

 

Kimyasal  Hacim  

DNA (17ng/ μl) 1 μl 

Forward primer (10pm/ μl) 1 μl 

Reverse primer (10pm/ μl) 1 μl 

H2O 9,5 μl 

Amplitaq Gold PCR master mix 2x 12,5 μl 

Toplam 25 μl 

 

Tablo 3.4. TD PCR’da uygulanan sıcaklık ve süreler. 

 

 Sıcaklık Süre 

1 94°C 4 dk 

2 94°C 1 dk 

3 66°C 1 dk 

 -1.0°C  

4 72°C 1 dk 

5 94°C 1 dk 

6 53°C 1 dk 

7 72°C 1 dk 

8 72°C 7 dk 

9 10°C ∞ 

 

 

 

 

13 Siklus 

30 Siklus 
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3.2.3. Jel Elektroforezi 

 

Elde edilen PCR ürünleri jel elektoforezinde yürütülmüştür. Bu amaçla 

54 gr Tris base, 27,5 gr Borik asit ve 20 mL 0,5 mM EDTA karıştırılarak dH2O 

ile 1 litreye tamamlanarak hazırlanan 5XTBE, 1X TBE olacak şekilde 1:4 

oranında dilüe edilmiştir. 60 cc 1XTBE ve 1,2 gr agarose D1-LE 

erlenmayerde karıştırılarak, oluşan çözelti mikrodalga fırında orta (medium) 

ayarda 2 dakika ısıtılmıştır. Eriyen jel içine 1 μl ethidium bromide eklenerek 

karıştırılmıştır. Jel, elektroforez aparatına dökülerek soğumaya bırakılmıştır. 

Elektroforez tankı (Cleaver Scientific Ltd.) 1x TBE ile doldurularak jel yürütme 

işlemine hazır hale getirilmiştir. PCR sonrası 10 μl PCR ürünü, 2 μl 6x 

yükleme tamponu (0,025 gr bromfenol mavisi, 0,025 gr ksilen siyanol ve 0,3 

mL gliserol karıştırılıp dH2O ile 1 mL’ye tamamlanarak hazırlanmıştır) ile 

karıştırılıp, karışımın 10 μl’si agaroz jele yüklenmiştir. 90 volt (V)’da 40 dakika 

elektroforez uygulanmıştır. Jel, Kodak Gel 200 cihazında görüntülenerek, 

Kodak 1D Image Analysis Software (Rochester, New York) kullanılarak 

analiz edilmiştir. Elde edilen bantların boyları, GeneRuler 50bp DNA Ladder 

(ThermoScientific) kullanılarak kontrol edilmiştir. 

 

3.2.4. PCR Sonrası Temizleme 

 

       PCR sonrası temizleme işlemi için, ExoSAP-IT (GML) enzimatik 

temizleme ürünü kullanılmıştır. Protokol doğrultusunda 5 μL PCR ürünü, 2 μl 

ExoSAP-IT reaktifiyle karıştırılmıştır. Karışım 37°C’de 15 dakika; 80°C’de 15 

dakika inkübasyona tabi tutularak temizleme işlemi gerçekleştirilmiştir. 

 

3.2.5 Sekans Reaksiyonu 

 

PCR ürünleri temizlendikten sonra sekans reaksiyonu uygulanmıştır. 

İşlem için hazırlanan kimyasal karışım ve sekans reaksiyonunda uygulanan 

sıcaklık ve süreler Tablo 3.5 ve 3.6’da gösterilmektedir. 
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Tablo 3.5. Sekans reaksiyonunda kullanılan kimyasallar ve miktarları. 

 

Kimyasal  Hacim (μl) 

ABI PRISM® BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing RR-100 

1 

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

2 

Forward/Reverse Primer (1pm/ μl) 1 

Kalıp 2 

dH2O 10 μl’ye tamamlanır. 

Toplam hacim 10 μl 

        

Sekans reaksiyonunda uygulanan sıcaklık ve süreler aşağıdaki tabloda 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.6. Sekans reaksiyonunda uygulanan sıcaklık ve süreler 

 

Sıcaklık Süre 

96 °C  2 dk 

96 °C  10 s 

50 °C  5 s 

60 °C  4 dk 

4 °C  ∞ 

 

3.2.6 Sekans Reaksiyonu Sonrası PCR Ürünü Temizleme 

 

13 mL steril distile suya, 1 gr Sephadex® G-50 medium (Sigma-Aldrich) 

eklenerek karıştırılmıştır. Yeni hazırlanan sefadeks, ilk kullanımdan önce 30 

dakika bekletilmiştir. +4°C’de saklanmıştır. Sekans PCR ürününü temizlemek 

amacıyla spin kolonlara 700 μL Sephadeks aktarılarak 5200 rpm’de 2 dakika 

santrifüj edilmiştir. Spin kolonlar temiz ve numaralandırılmış yeni tüplere 

yerleştirilip, sekans reaksiyonu sonrası elde edilen 10 μL’lik PCR ürünleri, 

spin kolonlardaki sephadeksin orta kısmını bırakılmıştır. Spin kolonlar, 5200 

rpm’de 2 dakika santrifüj edilerek ürün temizleme işlemi tamamlanmıştır. 

30 siklus 
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3.2.7 Dizi Analizi 

 

Dizi analizi, Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer cihazı 

kullanılarak yapılmıştır. Temizlenen 10 μL’lik PCR ürünleri, 96-Well Plate 

üzerindeki kuyulara bırakılarak karıştırılmıştır. Plate bileşenleri doğru bir 

şekilde bir araya getirilerek autosampler üzerinde B pozisyonuna 

yerleştirilmiştir. 3130POP7_BDTv3-KB-Denovo-v5.2 analiz protokolü 

kullanılarak elektroforez gerçekleştirilmiştir. Mutasyon değerlendirmesi için 

SeqScape version 2.5 ve Sequencing Analysis version 5.1 yazılımları 

kullanılmıştır. 

Projeye dahil edilen 40 örnekte değerlendirilen ekzonlar Tablo 3.7’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.7. Değerlendirilen ekzonlar 

 

Örnek No Çalışılan Ekzonlar Örnek No Çalışılan 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* 2 ve 9 T35 1-20 

T11* 1 ve 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 

T24** 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* 2 ve 12 T53* 9 

*DNA kalitatif ve kantitatif açıdan yeterli olmadığı için diğer ekzonlar çalışılamamıştır. 
**Kanserde tanımlı PIK3CA mutasyonu saptandığı için diğer ekzonlar çalışılmamıştır. 
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4. BULGULAR 

 

Çalışılan örneklerin %57,5’inde PIK3CA mutasyonu saptanmıştır. 

Bunların %13’ü daha önce NSCLC ile ilişkisi tanımlanmış olan değişimlerdir. 

Tez kapsamında çalışılan NSCLC doku örneklerinde saptanan PIK3CA 

mutasyonları aşağıdaki Tablo 4.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Hastalarda saptanan PIK3CA mutasyonları. 

 

Doku No Saptanan PIK3CA mutasyonu 

T1 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T2 

E9E545A 1634A>C heterozigot 

E9c.1658_1659delGTinsC heterozigot 

T5* 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T6 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T12 

E12Y644H 1930T>C klonal 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T13 

E9E545A 1634A>C homozigot 

E9c.1658_1659delGTinsC homozigot  

T14 

E12Y644H 1930T>C heterozigot 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T16* 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G heterozigot 

T18 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G heterozigot 

T23* 

E12Y644H 1930T>C heterozigot 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T24 

E9D549N 1645G>A klonal 

E9D527N 1579G>A heterozigot 

T25 E9R524K 1571G>A heterozigot 

T27 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 
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Tablo 4.1. Devam. 

Doku No Saptanan PIK3CA mutasyonu 

T28 E12Y644H 1930T>C klonal 

T32 

E9E545A 1634A/C homozigot 

E9c.1658_1659delGTinsC homozigot 

T33 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G heterozigot 

T35 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T40 

E12Y644H 1930T>C klonal 

E5V376I 1126G>A homozigot 

T42* 

E4S292N 875G>A homozigot 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G heterozigot 

T44 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T47 E2C147Y 172G>A klonal 

T48 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 

T52 

E13V680L 2038G>C homozigot 

E13L719V 2155C>G homozigot 
*T5 ve T23’de EGFR ekzon 19 delesyonu, T16’da BRAF V600E mutasyonu, T42’de KRAS 
kodon 61 mutasyonu saptanmış olduğu bilinmektedir. 

 

En fazla mutasyon ekzon 13’te ( %100, 15 olguda) saptanmıştır. 

Mutasyonların %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 

5’te (18 olgunun birinde), %3,2’si ekzon 2’de (31 olgunun birinde) 

saptanmıştır. 

 

4.1. NSCLC’de Daha Önce Tanımlanmış Mutasyonlar 

 

E545A; 9. ekzonda lokalize 1634. pozisyondaki A nükleotidinin yerine C 

nükleotidinin gelmesiyle oluşan bu mutasyon proteinin helikal domaininde yer 

alan 545. pozisyondaki glutamik asitin alanin ile değişimine yol açmıştır. 

(Şekil 4.1) 3 olguda saptanmış olan bu mutasyon NSCLC dahil çok sayıda 
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kanser türünde bildirilmiştir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic). 

(Tablo 4.1)  

 

 Tablo 4.2. E545A mutasyonu saptanan olgular. 

 

Mutasyon  Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

E545A 1634A>C heterozigot T2 

E545A 1634A>C homozigot T13 

E545A 1634A>C homozigot T32 

 

 

 

 

 
 
Şekil 4.1. E545A mutasyonu ve S553Tfs*7 saptanan olguların sekans 

görüntüleri. 

 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic
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4.2. Diğer Kanser Türlerinde Tanımlı Mutasyonlar 

 

S553Tfs*7; 9. ekzonda lokalize olan bu mutasyon DNA’da 1658. ve 

1659. pozisyondaki GT dinükleotidinin delesyonu ve bunların yerine C 

nükleotidinin insersiyonu sonucunda protein düzeyinde helikal domainde 

bulunan 553. pozisyondaki serin aminoasiti treonin aminoasitine 

dönüşmüştür. Oluşan frameshift nedeniyle 7 kodon sonra stop kodonu 

gelmiştir. (Şekil 4.1) 3 olguda saptanan bu mutasyon daha önce endometrial 

adenokarsinomda ve hepatosellüler karsinomda tanımlanmış bir değişikliktir. 

(Tredan ve ark; 2012, Colombino ve ark; 2012) (Tablo 4.3) 

 

Tablo 4.3. S553Tfs*7 mutasyonu saptanan olgular. 

 

Mutasyon  Nükleotid değişikliği 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 nükleotidinin A nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon proteinin helikal domaininde 524. 

pozisyondaki arginin aminoasitinin lizine dönüşmesine yol açmıştır. Daha 

önce kolon kanseri ve orofaringeal skuamoz hücreli karsinom hastalarında 

tanımlanmış olan bu mutasyon olgu 25’te saptanmıştır (Berg ve ark.; 2010, 

Chiosea ve ark.; 2013). (Şekil 4.2)  

 

Tablo 4.4. R524K mutasyonu saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

R524K 1571G>A heterozigot T25 
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Şekil 4.2. R524K mutasyonu saptanan olgu. 

       

D549N;  9. ekzonda 1645. pozisyondaki G nükleotidinin A nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon proteinin helikal domaininde 549. 

pozisyondaki aspartik asitin asparajin aminoasitine dönüşümüne yol açmıştır. 

(Şekil 4.3) Daha önce endometrium ve kolon kanserinde tanımlanmış olan bu 

mutasyon olgu 24’te saptanmıştır (Muruyama-Hosokawa ve ark., 2010, Dan 

ve ark., 2010). (Tablo 4.5) 

 

Tablo 4.5. D549N saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

D549N 1645G>A klonal T24 

 

 

 

Şekil 4.3. D549N mutasyonu saptanan olgunun sekans görüntüsü. 

 

L719V; 13. ekzonda 2155. pozisyondaki C nükleotidinin G nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon proteinin kinaz domaininde 719. 

pozisyondaki lösin aminoasitinin valin aminoasitiyle değişimine yol açmıştır. 
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(Şekil 4.4) Daha önce meme kanserinde tanımlanmıştır (Troxell ve ark., 

2010).  

Bu mutasyon 15 olguda saptanmıştır. (Tablo 4.6) 

 

Tablo 4.6. L719V mutasyonu saptanan olgular. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği 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 

 

 

 

 

Şekil 4.4 L719V mutasyonu saptanan olguların sekans görüntüleri 
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 Şekil 4.4. Devam 
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4.3. Tanımlanmamış Mutasyonlar 

 

C147Y; 2. ekzonda 172. pozisyondaki G nükleotidinin A nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon protein düzeyinde ABD ve RBD 

domainlerinin arasındaki bağlantı bölgesinde 147.pozisyondaki sistein 

aminoasitinin tirozin aminoasitiyle değişimine yol açmıştır. Bu mutasyon olgu 

47’de saptanmıştır (Tablo 4.7, Şekil 4.4) 

 

Tablo 4.7. C147Y mutasyonu saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

C147Y 172G>A klonal T47 

 

 

  

Şekil 4.5. C147Y mutasyonu saptanan olgunun sekans görüntüsü. 

        

S292N; 4. ekzonda 875. pozisyonda G nükleotidinin A nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon protein düzeyinde RBD ile C2 domaini 

arasındaki bağlantı bölgesinde 292. pozisyondaki serin aminoasitinin 

asparajin aminoasitiyle değişimine yol açmıştır. Bu mutasyon olgu 42’de 

saptanmıştır. (Tablo 4.8, Şekil 4.5) 

 

Tablo 4.8. S292N mutasyonu saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

S292N 875G>A homozigot T42 
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Şekil 4.6. S292N mutasyonu saptanan olgunun sekans görüntüsü. 

        

V376I; 5. ekzonda 1126. pozisyondaki G nükleotidinin A nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon protein düzeyinde C2 domaininde 376. 

pozisyondaki valin aminoasitinin izolösin aminoasitiyle değişimine yol 

açmıştır. Bu mutasyon olgu 40’ta saptanmıştır. (Tablo 4.9, Şekil 4.6) 

 

Tablo 4.9. V376I mutasyonu saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

V376I 1126G>A homozigot T40 

 

 

 

Şekil 4.7. V376I mutasyonu saptanan olgunun sekans görüntüsü. 

         

D527N; 9. ekzonda lokalize 1579. pozisyondaki G nükleotidinin A 

nükleotidine dönüşümüyle oluşan bu mutasyon protein düzeyinde helikal 

domainde 527. pozisyondaki aspartik asit aminoasitinin asparajin 

amainoasitiyle değişimine yol açmıştır. Bu mutasyon olgu 24’te saptanmıştır. 

(Tablo 4.10, Şekil 4.7) 
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Tablo 4.10. D527N mutasyonu saptanan olgu. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği Saptanan olgular 

D527N 1579G>A heterozigot T24 

 

 

 

Şekil 4.8. D527N mutasyonu saptanan olgunun sekans görüntüsü. 

 

V680L; 13. ekzonda 2038.pozisyondaki G nükleotidinin C nükleotidine 

dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon protein helikal domainde 

680.pozisyondaki valin aminoasitinin lösin aminoasitiyle değişimine yol 

açmıştır. (Şekil 4.10) 

Bu mutasyon 15 olguda saptanmıştır. (Tablo 4.11) 

 

Tablo 4.11. V680L mutasyonu saptanan olgular. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği 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 

 

 

 

 

  

 

Şekil 4.9. V680L mutasyonu saptanan olguların sekans görüntüleri 
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Şekil 4.9. Devam 

 

4.4. Polimorfizmler 

 

Y644H; 12. ekzonda lokalize 1930. pozisyondaki T nükleotidinin C 

nükleotidine dönüşmesiyle oluşan bu mutasyon protein düzeyinde helikal 

domainde 644. pozisyondaki tirozin aminoasitinin histidin aminoasitiyle 

değişimine yol açmıştır. Bu değişiklik daha önce SNP olarak tanımlanmıştır 

(rs17849072). Bu mutasyon 5 olguda saptanmıştır. (Tablo 4.12, Şekil 4.10) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=17849072
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Tablo 4.12. Y644H mutasyonu saptanan olgular. 

 

Mutasyon Nükleotid değişikliği 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 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10. Y644H mutasyonu saptanan olguların sekans görüntüleri. 

         

15 olguda saptanan V680L ve L719V mutasyonlarının polimorfizm olabileceği 

düşünülerek ailesinde kanser öyküsü olmayan 15 erkek (ortalama yaş; 58,6) 

ve 15 kadından oluşan (ortalama yaş; 52,5) 30 sağlıklı bireyde PIK3CA 

ekzon 13 dizi analizi yapılmıştır. Bu olguların 27’sinde homozigot L719V ve 
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V680L mutasyonu saptanmıştır. Buna dayanarak her iki mutasyonunun 

polimorfizm olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

4.5. Mutasyon Saptanan Olgular 

 

4.5.1. PIK3CA Geninde Tek Mutasyon Saptanan Olgular 

 

Olgu 25; 63 yaşında erkek, evre IV NSCLC tanısı almıştır. Palyatif 

kemoterapi ardından 2. ayda progresyon göstermiş ve 4. ayda kaybedilmiştir. 

Ekzon 9’da R524K mutasyonu saptanmıştır. 

Olgu 47; 59 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanı anında inoperabl olan hastaya 2 kür neoadjuvan tedavi verildikten sonra 

opere edilmiştir. 9 ay sonra nüks gelişmiştir. Beyin ve karaciğer metastazı 

gelişen hastanın toplam sağ kalım süresi 22 aydır. Ekzon 2’de C147Y 

mutasyonu saptanmıştır. 

 

4.5.2. PIK3CA Geninde Çoklu Mutasyon Saptanan Olgular 

 

Olgu 1; 62 yaşında erkek hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. Palyatif 

kemoterapinin hemen ardından progresyon gelişmiştir.  2.basamak 

kemoterapi başlanmıştır. Toplam sağ kalım süresi 10 aydır. Ekzon 13’te 

V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 2; 46 yaşında kadın hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 4 

kür neoadjuvan tedavi sonrası stabil hastalık yanıtı alınması üzerine 

inoperabl olarak değerlendirilen hastada neoadjuvan tedavi bitiminden 1 yıl 

sonra progresyon gelişmiştir. Bunun üzerine hastaya palyatif kemoterapi 

başlanmıştır. Palyatif kemoterapi bitiminden 3 ay sonra progresyon gelişen 

hastaya 4 ay süreyle erlotinib tedavisi verilmiştir. Ancak erlotinibe yanıt 

alınmamıştır. Toplam sağ kalım süresi 26 aydır. Ekzon 9’da E545A ve 

S553Tfs*7 mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 6; 81 yaşında kadın hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda operabl olan hastada operasyondan 11 ay sonra progresyon 
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gelişmiştir. Erlotinib tedavisi başlanmış olup stabil hastalık yanıtı alınmıştır. 

Toplam sağ kalım süresi 16 aydır. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları 

saptanmıştır. 

Olgu 12; 55 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 8 ay 

süreyle palyatif kemoterapi alan hastada kemoterapi bitiminden 1 ay sonra 

progresyon gelişmiştir. Hastaya 2. basamak kemoterapi başlanmıştır. Toplam 

sağ kalım süresi 7 aydır. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları ile ekzon 

12’de Y644H mutasyonu saptanmıştır. 

Olgu 13; 59 yaşında erkek hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 1 ay 

süreyle palyatif kemoterapi alan hasta tanıdan 2 ay sonra kaybedilmiştir. 

Ekzon 9’da E545A ve S553Tfs*7 mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 14; 49 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

3 kür neoadjuvan tedavi sonrası opere edilmiştir. Operasyondan 8 ay sonra 

nüks gelişmiştir. . Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları ile ekzon 12’de 

Y644H mutasyonu saptanmıştır. 

Olgu 18; 59 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda inoperabl olan hastaya 2 ay palyatif kemoterapi verilmiştir.  8 ay 

sonra progresyon gelişen hastanın toplam sağ kalım süresi bilinmemektedir. 

Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 24; 65 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

4 kür neoadjuvan tedavi sonrası opere olan hastada 11.ayda nüks gelişmiştir. 

4 ay palyatif kemoterapi alan hastaya erlotinib tedavisi başlanmış, erlotinibe 

başlangıçta yanıt vermiş ancak 8 ay sonra progresyon gelişmiştir. Hastanın 

toplam sağ kalım süresi bilinmemektedir. Ekzon 9’da D527N ve D549N 

mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 27; 58 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda inoperabl olan hastaya 6 kür neoadjuvan tedavi verilmiştir. Tedavi 

bitiminde halen inoperabl olan hastaya kemoterapi ve radyoterapi 

başlanmıştır. 5 ay sonra progresyon gelişen hastanın toplam sağ kalım 

süresi 26 aydır. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 32; 71 yaşında erkek hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda kemik metastazı mevcut olan hastada kemoterapi planlanmış ancak 
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tedavi başlanamadan hasta kaybedilmiştir. Toplam sağ kalım süresi 4 aydır. 

Ekzon 9’da E545A ve S553Tfs*7 mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 33; 50 yaşında erkek hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Palyatif kemoterapi sonrası 3.ayda progresyon gelişen hastaya kemoterapi 

başlanmıştır. Kemoterapiye stabil hastalık cevabı veren hastanın toplam sağ 

kalım süresi bilinmemektedir. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları 

saptanmıştır. 

Olgu 35; 58 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Palyatif kemoterapi sonrası stabil hastalık seyri sağlanmıştır. Sağ kalım 

süresi bilinmemektedir. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları 

saptanmıştır. 

Olgu 40; 67 yaşında erkek hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Palyatif kemoterapi verilen hastada 1 yıl sonra progresyon gelimiştir. 2. ve 3. 

basamak kemoterapiden sonra yine progresyon gelişen hastaya 4.basamak 

erlotinib tedavisi başlanmıştır. Erlotinibe yanıt vermeyen hastanın toplam sağ 

kalım süresi 32 aydır. Ekzon 5’te V376I mutasyonu ve ekzon 12’de Y644H 

mutasyonu saptanmıştır. 

Olgu 44; 42 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Palyatif kemoterapi başlanmıştır. 14 ay sonra progresyon gelişmiştir. 2. 

basamak kemoterapi başlandıktan 2 ay sonra yine progresyon gelişmiştir. 3. 

basamak erlotinib tedavisine 3 ay stabil hastalık yanıtı alınmıştır. Toplam sağ 

kalım süresi 46 aydır. Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları 

saptanmıştır. 

Olgu 48; 53 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 4 ay 

süreyle palyatif kemoterapi verilmiştir. Palyatif kemoterapi bitiminden 7 ay 

sonra progresyon gelişmiştir. 2. basamak erlotinib tedavisi başlanmıştır. 3 ay 

süreyle parsiyel yanıt alınmıştır. Toplam sağ kalım süresi bilinmemektedir. 

Ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 52;  44 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 3 ay 

süreyle palyatif kemoterapi verilmiştir. 2. basamak kemoterapiden 1 ay sonra 

progresyon gelişmiştir. Sağ kalım süresi bilinmemektedir. Ekzon 13’te V680L 

ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 
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4.5.3. PIK3CA tek/çoklu Mutasyon Yanısıra EGFR, KRAS ya da BRAF 

Mutasyonu Saptanan Olgular 

 

Olgu 5; 70 yaşında kadın hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda operabl olan hastada operasyondan sonra 25. ayda nüks ve palyatif 

kemoterapi sonrasında da 1. ayda progresyon gelişmiştir. Daha önce EGFR 

ekzon 19 delesyonu saptanmış olan hastaya erlotinib tedavisi başlanmış ve 

parsiyel yanıt alınmıştır. Toplam sağ kalım süresi 59 aydır. Bu olguda 

PIK3CA geninde ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 16; 62 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

6 kür neoadjuvan tedavi sonrası opere edilmiştir. BRAF V600E mutasyonu 

saptanan hastanın toplam sağ kalım süresi bilinmemektedir. Bu olguda 

PIK3CA geninde ekzon 13’te V680L ve L719V mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 23; 44 yaşında kadın hasta, evre IV NSCLC tanısı almıştır. 

Palyatif kemoterapi başlanan hastada daha önce EGFR ekzon 19 delesyonu 

saptanmıştır. Hastanın klinik seyri ve sağ kalım süresi bilinmemektedir. Bu 

olguda PIK3CA geninde ekzon 12’de Y644H, ekzon 13’te V680L ve L719V 

mutasyonları saptanmıştır. 

Olgu 42; 57 yaşında erkek hasta, lokal ileri evre NSCLC tanısı almıştır. 

Tanıda inoperabl olan hastaya 3 kür neoadjuvan tedavi verilmiştir. Tedavi 

bitiminde halen inoperabl olan hastaya kemoterapi başlanmıştır. 5 ay sonra 

progresyon gelişmiştir. Bu hastada KRAS kodon 61 mutasyonu ve PIK3CA 

ekzon 4’te S292N, ekzon 13’te V680L, L719V mutasyonları saptanmıştır 

 

        Saptanan PIK3CA mutasyonlarının hastalık etyopatogenezindeki 

rollerine göre dağılımı Tablo 4.13’te verilmiştir. 
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Tablo 4.13.  PIK3CA mutasyonlarının patojenik değerleri 

Doku 
No Saptanan PIK3CA mutasyonu 

NSCLC’de 
tanımlı 

Diğer 
tanımlı 

SNP Yeni 
mutasyon 

T1 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T2 
E9E545A 1634A>C heterozigot 
E9c.1658_1659delGTinsC heterozigot 

+  
+ 

  

T5 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T6 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T12 

E12Y644H 1930T>C klonal 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 
+ 

 

T13 
E9E545A 1634A>C homozigot 
E9c.1658_1659delGTinsC homozigot  

+  
+ 

  

T14 

E12Y644H 1930T>C heterozigot 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 
+ 

 

T16 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13 L719V 2155C>G heterozgot 

  + 
+ 

 

T18 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G heterozigot 

  + 
+ 

 

T23 

E12Y644H 1930T>C heterozigot 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 
+ 

 

T24 
E9D549N 1645G>A klonal 
E9D527N 1579G>A heterozigot 

 + 
 

  
+ 

T25 E9R524K 1571G>A heterozigot 
 +   

T27 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T28 E12Y644H 1930T>C klonal 
  +  

T32 
E9E545A 1634A/C homozigot 
E9c.1658_1659delGTinsC homozigot 

+  
+ 

  

T33 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G heterozigot 

  + 
+ 

 

T35 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T40 
E12Y644H 1930T>C klonal 
E5V376I 1126G>A homozigot 

  +  
+ 

T42 

E4S292N 875G>A homozigot 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G heterozigot 

   
+ 
+ 

+ 

T44 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T47 E2C147Y 172G>A klonal 
   + 

T48 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 

 

T52 
E13V680L 2038G>C homozigot 
E13L719V 2155C>G homozigot 

  + 
+ 
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5. TARTIŞMA 

 

PIK3CA geni bir onkogendir ve protein kinaz kodlar. Bu enzimin 

aktivasyonunun süreklilik kazanması ilişkili olduğu sinyal yolaklarının da 

sürekli aktif olmasına yol açar. Bu sinyal yolakları hücre proliferasyonunu, 

apopitozu ve hücre büyümesini regüle eden yolaklardır. Bu nedenle PIK3CA 

geninde meydana gelen mutasyonlar tümörojenik etki potansiyeli olan 

değişikliklerdir. 

PIK3CA geninde aktive edici mutasyonlar NSCLC dahil pek çok kanser 

türünde bildirilmiştir (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic; Ligresti 

ve ark., 2009; Samuels ve ark., 2004; Janku ve ark., 2012). 

Literatürde NSCLC’de PIK3CA mutasyon oranı %2-4 olarak 

bildirilmektedir. Bizim yaptığımız çalışmada örneklerin %7,5’inde NSCLC’de 

tanımlanmış fonksiyon kazancına yol açan mutasyon saptanmıştır. Bizim 

saptadığımız mutasyon sıklığının literatürde bildirilenden daha yüksek olması 

hasta seçiliminden olabileceği gibi toplumlar arası farklardan da 

kaynaklanıyor olabilir. NSCLC’den sorumlu tutulan mutasyonlar arasında 

toplumlar arası farklılığın en belirgin örneği EGFR geni mutasyonlarıdır. 

Yapılan çalışmalarda Kuzey Amerika ve Avrupalılarda EGFR geni mutasyon 

oranı %10-15 iken, Doğu Asya toplumlarından oluşan serilerde bu oran %22-

50 olarak bildirilmektedir (Cholgue ve ark., 2013; Yang P.C. ve ark., 2012).  

PIK3CA geninin kodladığı p110α’nın domain yapısı incelendiğinde 5 

domainden oluştuğu görülür (Şekil 5.1). Bunlar; adaptör bağlayıcı domain 

(ABD, P85 bağlayıcı domain), Ras bağlayıcı domain (RBD), C2 domaini, 

helikal domain (PIK)  ve bir kinaz domainidir. P110α’nın işlev partneri olan 

p85α’nın da bilinen 5 domaini vardır (Şekil 5.1). Bunlardan 2 SH2 domaini (N 

terminal nSH2 ve C terminal cSH2) arasında bulunan inter SH2 domaini 

katalitik subünite bağlanmayı sağlar (Huang C. H. ve ark., 2007). Hücresel 

uyarı olduğunda nSH2 ve cSH2 domainleri aktif reseptördeki veya adaptör 

proteinlerdeki fosforile tirozinlere bağlanır. Bu bağlanma p85α’yı p110α’dan 

ayırmaksızın p110α katalitik subüniti aktive eder. P85 N-terminal SH2 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic
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domaini ile p110α’nın helikal domaini arasında etkileşim olduğu bilinmektedir. 

Bu etkileşim p110α’nın p85 tarafından inhibe edilmesini sağlar. 

 

 

Şekil 5.1. a) p85α ve p110α domain organizasyon şeması, b) p85/p110α 

protein diyagramı. 

 

Literatürde PIK3CA geninde tanımlanmış olan mutasyonlar ABD, C2, 

helikal domain ve kinaz domaininde lokalizedir. Bunların büyük bir kısmı 

helikal ve kinaz domaininde bulunmaktadır (Samuel ve ark., 2004). Genel 

olarak helikal domain mutasyonlarının bu etkileşimi zayıflatarak inhibisyonu 

ortadan kaldırdıkları düşünülmektedir (Zhao L. ve ark., 2008). 

Bizim saptadığımız mutasyonlardan 7’si helikal domainde, 1 tanesi 

kinaz domaininde, 1’i C2 domaininde, 1’i RBD ile C2’arasındaki bağlantı 

bölgesinde ve diğer bir tanesi ise ABD ile RBD arasındaki bağlantı 

bölgesinde yerleşiktir (Şekil 5.2). 
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Şekil 5.2. a) Saptanan mutasyonların domain organizasyon şemasındaki 

lokalizasyonları, b, c) Saptanan mutasyonların protein 

diyagramındaki lokalizasyonları. 

 

Olgu 2, 13 ve 32’de saptadığımız E545A değişikliği sıklıkla over, meme, 

kolon, endometrium, tiroid, özofagus, pankreas kanserlerinde, 

hepatoblastomda, santral sinir sistemi gliomlarında ve hematolojik 

malignitelerde tanımlanmış bir değişikliktir (http://www.sanger.ac.uk/genetics 

/CGP/cosmic; Hartman W. ve ark., 2009; Horn S. ve ark., 2008). NSCLC 

hastalarında da tanımlanmıştır. Lee ve ark.’nın yaptığı çalışmada 173 

NSCLC hastasının 5’inde PIK3CA geninde mutasyon saptandığı ve 

bunlardan birinin E545A mutasyonu olduğu bildirilmiştir (Lee  ve ark., 2010). 

Biyokimyasal çalışmalarda helikal domaindeki 542, 545 ve 546. 

aminoasit rezidülerindeki mutasyonların p85 nSH2 domaininin p110α 

üzerindeki inhibitör etkisini bozdukları ve hücre serilerinde yapılan 

çalışmalarda da kinaz aktivasyonuna yol açtıkları gösterilmiştir (Miled ve ark., 

2007; Samuels Y. ve ark., 2005 ).  
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E545A değişikliği saptanan olgu 2, 13 ve 32’de ekzon 9’da frameshift 

mutasyona yol açan 1658_1659delGTinsC değişikliği de saptanmıştır. Bu 

mutasyon da kanserde tanımlanmış bir mutasyondur.  

İleri evre endometrial adenokarsinom olgularında yapılmış bir 

çalışmada, çalışmaya dahil edilen 36 olgunun birinde 1658_1659delGTinsC 

değişikliği saptandığı bildirilmiştir (Tredan ve ark., 2012). 65 hepatoselüler 

karsinom hastasının tümör doku örneğinin incelendiği başka bir çalışmada da 

10 örnekte 1658_1659delGTinsC mutasyonu saptandığı bildirilmiştir 

(Colombino ve ark., 2012). 

İki mutasyonun birlikte görüldüğü olgular da literatürde bildirilmiştir. 

2008 yılında yapılan 76 DLBCL (diffuse large B-cell lymphoma) olgusunun 

dahil edildiği bir çalışmada 1 olguda E545A ve 1658_1659delGTinsC 

saptandığı bildirilmiştir. Ancak bu iki mutasyonun birlikteliğiyle ilgili herhangi 

bir yorum yapılamamıştır (Baohua ve ark., 2008). 

Bu iki mutasyonun birlikteliği 2013 yılında Cowden sendromlu (CS) 

hastalarda gösterilmiştir. Yakın zamana kadar meme, tiroid ve diğer kanser 

türlerinin sık görüldüğü multipl hamartomlarla karakterize bir kanser 

predispozisyon sendromu olan CS’nun PTEN germ-line mutasyonlarından 

kaynaklandığı bilinmekteydi. Orloff ve ark.’nın PTEN mutasyonu 

saptanmayan 91 CS olgusunda yaptıkları bir çalışmada bu hastaların 

10’unda PIK3CA geninde germ-line mutasyon saptandığı bildirilmiştir. Bu 

hastalardan 71 ve 27 yaşlarındaki iki kadın hastada E545A ve 

1658_1659delGTinsC mutasyonlarının birlikte bulunduğu gösterilmiştir. Bu 

mutasyonu taşıyan hastaların lenfoblastoid hücrelerinden p-AKT1 ve p110α 

protein ekstraksiyonu sonrasında western blot analizi yapıldığında p-Thr308-

AKT1 düzeylerinin kontrol grubuna kıyasla önemli oranda artış gösterdiği 

bildirilmiştir (Orloff ve ark., 2013). Buna göre bu iki mutasyonun birlikteliği 

p110α proteininin kinaz aktivitesini artırmaktadır (Orloff ve ark., 2013). 

Mutasyon saptadığımız olgu 13 ve 32’de prognozun kötü olması ile olgu 

2’de gözlenen tedavi direnci bu mutasyonlarla ilişkili olabilir. Mutasyon 

saptadığımız bu 3 olguda farklı doku örneğinde dizi analizi yapılarak 

mutasyonun konfirme edilme imkânı bulunamamıştır ve hastalarda NSCLC 
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dışında Cowden sendromuyla uyumlu olabilecek başka bir bulgu olup 

olmadığı bilinmemektedir. 

Olgu 25’de saptadığımız R524K mutasyonunun literatürde bir kolon 

kanseri hastasında (Berg ve ark., 2010) ve orofaringeal skuamoz hücreli 

karsinom hastasında saptandığı bildirilmiştir. Orofaringeal SCC’de E525K 

mutasyonuyla birlikte saptanmıştır (Chiosea ve ark., 2013). 

Bu mutasyon helikal domainde lokalizedir. Helikal domainin moleküldeki 

diğer tüm domainlerin bağlandığı bir çekirdek gibi fonksiyon gördüğü 

düşünülmektedir. Bu domainin ana rolü kompleks içinde birbiriyle direkt 

kontakt kurabilen tek yapı olan C2 ve heliks domainleri ile diğer p110α 

subünit domainleri arasında köprü oluşturmasıdır. Biyokimyasal çalışmalarda 

helikal domain mutasyonlarının (özellikle 542 ve 545. pozisyonlardaki)  p85’in 

N-terminal SH2 domaini ile p110’un helikal domaininin arasındaki inhibitör 

etkileşimi bozduğu gösterilmiştir. R524K değişikliği de protein yapısında 

bulunduğu konumdan dolayı proteinde fonksiyon kazancına yol açabileceği 

düşünülebilir. Ancak bu mutasyon ile pozitif yüklü polar bir aminoasit olan 

arginin yerine yine pozitif yüklü polar bir aminoasit olan lizin gelmiştir. Bu 

özelliği ile protein yapılanması içinde tolere edilebilir bir değişiklik olarak 

düşünülebileceği için işlevsel etkinliği tartışmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Diğer yandan lizin aminoasitinin sadece bir amino grubunun bulunması ve 

bunun sonucu olarak daha az sayıda hidrojen bağı oluşturabilmesi nedeni ile 

protein stabilitesini bozmaya yönelik olası bir etkinin de göz önünde 

bulundurulması gereklidir.  

Literatürde bu mutasyonun bildirildiği diğer olguların klinik seyri ile ilgili 

bilgi verilmemiştir. Bizim mutasyon saptadığımız klinik açıdan evre IV NSCLC 

tanısı alan ve oldukça hızlı bir progresyon gösteren olgu 25’de EGFR, KRAS 

ve BRAF mutasyonlarının ve PIK3CA geninde başka bir mutasyonun 

saptanmamış olması bu mutasyonun hastalık patogenezinde önemli rol 

oynuyor olabileceğini düşündürmektedir. Ancak bunu ortaya koyabilmek için 

translasyonel çalışmalar yapılması gerektiği düşünülmüştür. 

Olgu 24’te saptanan D549N mutasyonu literatürde endometrium 

kanserinde yapılmış bir çalışmada bir olguda T1025A mutasyonuyla birlikte 
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saptanmıştır (Murayama-Hosokawa ve ark., 2010). 39 insan kanseri hücre 

serisinden oluşan panel (JFCR39) üzerinde yapılan bir çalışmada kolon 

kanseri hücre serisi olan HCT-15’de PIK3CA geninde D549N mutasyonu 

saptandığı bildirilmiştir. Aynı çalışmada mutasyonların kinaz aktivitesi üzerine 

etkileri incelendiğinde tek başına D549N mutasyonunun kinaz aktivitesini 

arttırmadığı ancak E545A/D549N mutasyonu ile birlikte olduğunda kinaz 

aktivitesinde artışa yol açtığı bildirilmiştir (Dan ve ark., 2010). 

Whyte ve Holbeck’in yaptığı bir çalışmada E545K/D549N mutasyonu 

barındıran hücre serilerindeki kinaz aktivitesi incelenmiştir. Kinaz aktivitesini 

artırıcı değişiklik olarak 545.pozisyondaki değişikliğin yeterli olduğu ve bu 

nedenle D549N değişikliğinin bystander değişiklik olabileceği bildirilmiştir 

(Whyte ve Holbeck, 2006). 

Bizim olgumuzda da D549N mutasyonu tek başına bulunmayıp 

beraberinde D527N değişikliği saptanmıştır. D527N değişikliği daha önce 

bildirilmemiş bir mutasyondur. Yaban tip proteinin 527. pozisyonunda yer 

alan aspartik asit negatif yüklü polar bir aminoasittir. Pozitif yüklü 

aminoasitlerle etkileşerek tuz köprüleri oluşturur ve hidrojen bağlarını 

stabilize eder. Bu nedenle protein stabilitesinin sağlanmasında önemli rol 

oynar. Aspartik asitin yerini yine polar ama negatif yük içermeyen bir 

aminoasit olan asparajinin almış olması protein stabilitesini bozmuş olabilir. 

Bu iki mutasyonun birlikteliği P85 subünitinin katalitik subünit üzerindeki 

inhibitör etkisini azaltmış olabilir. Olgu 24’te tedavi direnci bu mutasyonlarla 

ilişkili olabilir. 

Olgu 1, 5, 6, 12, 14, 16, 18, 23, 27, 33, 35, 42, 44, 48 ve 52’de 

saptanan L719V mutasyonu meme kanseri hastalarında yapılan bir 

çalışmada bir olguda H701P ve E707K mutasyonlarıyla birlikte saptanmıştır 

(Troxell ve ark., 2010). Aynı olgularda V680L mutasyonu da saptanmıştır. 

Her iki mutasyonun da polimorfizm olabileceği düşünülerek 30 sağlıklı 

bireyden oluşan kontrol grubunda PIK3CA geni ekzon 13’ün dizi analizi 

yapılmıştır ve 27 olguda her iki mutasyon da saptanmıştır. Bu nedenle 

belirtilen değişikliğin polimorfizm olduğu sonucuna varılmıştır. 
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Olgu 40’da saptanan V376I mutasyonu kanserde bildirilmemiş bir 

mutasyondur. Protein düzeyinde C2 domainine lokalize olan bu mutasyonda 

nötral ve nonpolar bir aminoasit olan valin yerine yine nötral ve nonpolar bir 

aminoasit olan izolösin gelmiştir. Her iki aminoasitinde yan zincirleri non-

reaktif olduğu için bu aminoasitlerin genel olarak protein işlevi için çok önemli 

rol oynamadıkları bilinmektedir. Daha çok substrat tanınması ve 

bağlanmasında rol oynarlar. Bu mutasyon PI3K enziminin substratı PIP2’ye 

afinitesinin veya C2 domaininin lipid membranla etkileşimi sağlayan domain 

olması nedeniyle lipid membranla etkilşiminin artmasına yol açabilir. Bu 

mutasyonun saptanmış olduğu olgu 40’da gözlenen tedavi direnci, değişimin 

patojenik etkisi olabileceğini düşündürmektedir. 

Olgu 47’de saptanan C147Y mutasyonu kanserde bildirilmemiş bir 

mutasyondur. Protein düzeyinde ABD ve RBD domainlerinin arasındaki 

bağlantı bölgesinde lokalizedir. Olgu 47’de saptanan tek mutasyondur ancak 

bu olguda DNA hem kalitatif hem de kantitatif açıdan yetersiz olduğundan 

sadece ekzon 2’ye bakılabilmiştir. Tirozin aminoasitinin fosforillenebilen bir 

aminoasit olması önemli bir aminoasit değişikliği gibi görünmekle beraber 

protein içerisinde yerleştiği konum itibariyle protein fonksiyonu üzerine 

etkisiyle ilgili yorum yapabilmek için daha ileri çalışmalar gerekmektedir.   

Olgu 42’de saptanan S292N mutasyonu kanserde bildirilmemiş bir 

mutasyondur. Protein düzeyinde RBD ile C2 domaini arasındaki bağlantı 

bölgesinde RBD’ye yakın yerleşimlidir.  Bulunduğu bölgenin protein 

fonksiyonuna etkisi bilinmemektedir. Serin fosforillenebilen bir aminoasittir. 

Fosforillenebilen bir aminoasit rezidüsünün değişmesi proteinde fonksiyonel 

bir değişiklik yapmış olabilir. Bu olguda V680L, L719V mutasyonları ile KRAS 

kodon 61 mutasyonu bulunmaktadır. Kemoterapiden kısa süre sonra 

progresyon gösteren hastadaki agresif seyir muhtemelen KRAS 

mutasyonuna bağlıdır. 

PIK3CA mutasyonlarının MAPK yolak mutasyonlarıyla birlikte 

bulunduğunu bildiren yayınlar mevcuttur (Janku ve ark., 2012).  Bizim 

çalışmamızda da olgu 5 ve 23’de EGFR ekzon 19 delesyonu, olgu 42’de 

KRAS kodon 61 mutasyonu ve olgu 16’da BRAF V600E mutasyonu 
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bulunmaktadır. Bu olgularda saptadığımız PIK3CA mutasyonlarının kinaz 

fonksiyonu üzerindeki etkileri tam bilinmediğinden, EGFR, KRAS ve BRAF 

mutasyonları yürütücü mutasyon olarak ön plana çıkmaktadır.  
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6. SONUÇLAR 

 

1. Bu çalışmaya dahil edilen olguların %57,5’inde PIK3CA geninde 

değişim saptanmıştır. On bir farklı değişimin 3 tanesi polimorfizm 

olarak değerlendirilmiştir. 

2. Olguların %7,5’inde NSCLC’de tanımlı fonksiyon kazancına yolaçtığı 

bilinen E545A mutasyonu saptanmıştır. Aynı olgularda ikinci bir 

mutasyon (S553Tfs*7) daha saptanmıştır. Bu iki mutasyonun 

birlikteliği CS olgularında tanımlanmıştır. NSCLC tanısıyla gelen 

hastalarda altta yatan bir kanser predispozisyon sendromu 

olabileceğini ortaya koyması açısından önemli bir bulgudur. 

3. Olguların %5’inde NSCLC dışında diğer kanserlerde tanımlı R524K ve 

D549N mutasyonları saptanmıştır. Bunların karsinogeneziste etkili 

oldukları daha once bildirildiğinden, NSCLC etyopatolojisinde de rol 

oynayabileceklerini düşündürmektedir. 

4. Olguların %10’unda saptanan yeni mutasyonların hastalık 

etyopatolojisindeki rolü bilinmemekle birlikte, proteinin işlevsel önemi 

ve bazı mutasyonların doğası (frame shift mutasyonlarda olduğu gibi), 

bu değişimlerin de hastalık gelişiminde etkili olacağını 

düşündürmektedir. 

5. PIK3CA proteinini hedefleyen terapötik ajanların geliştirildiği 

günümüzde diğer mutasyonların işlevsel ve translasyonel 

çalışmalarının yapılması büyük önem taşımaktadır. 

6. Bu değişimlerin işlevsel önemi aydınlatıldığında olguların %20’si gibi 

bir bölümünde hedefli tedavi şansı gündeme gelebilir. 
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ÖZET 

Küçük Hücreli Olmayan Akciğer Kanseri Dokularında PIK3CA 
Mutasyonlarının Araştırılması 

Kanser moleküler etyopatogenezinde rol oynayan onkogenlerin 
kodladıkları proteinlerin önemli bir kısmı protein kinaz olarak fonksiyon 
görmektedir. Mutasyonlar nedeniyle bu proteinlerin konstitüsyonel aktivite 
kazanmaları; hücre proliferasyonu, apopitoz, protein sentezi, hücre 
migrasyonu gibi pek çok hücresel işlevde rol alan sinyal yolaklarının aktive 
olmasına yol açar. 

Kanser patogenezinde rol oynayan en önemli sinyal yolaklarından birisi 
de fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolağıdır. PI3K’lar içinde özellikle 
sınıf IA PI3K’ların kanser patogenezinde rol oynadıkları bilinmektedir. Sınıf IA 
PI3K’ların enzimatik fonksiyonundan temel olarak katalitik domaini p110α 
izoformu sorumludur. PIK3CA geni tarafından kodlanmaktadır. 

Literatürde PIK3CA geninin NSCLC dahil pek çok kanser türünde 
mutasyona uğradığı bildirilmektedir. Bu çalışma ülkemizde bu konuyla ilgili 
yapılmış ilk çalışmadır. Bu çalışma kapsamında 40 NSCLC tümör doku 
örneğinde PIK3CA geni dizi analizi yöntemiyle incelenmiştir. İncelenen doku 
örneklerinin %7,5’inde NSCLC ve diğer kanser türlerinde tanımlı 1634A>C 
mutasyonu saptanmıştır. Bu mutasyon oranı literatürde bildirilen oranlardan 
daha yüksektir. İlginç olarak bu mutasyonun saptandığı hastalarda ikinci bir 
mutasyon (1658_1659delGTinsC) daha saptanmıştır. Bu iki mutasyonun 
birlikteliği literatürde Cowden sendromu olarak bilinen kanser yatkınlık 
sendromu hastalarında bildirilmektedir. Bu bulgu NSCLC tanısıyla gelen 
hastalarda altta bir kanser predispozisyon sendromu olabileceğini göstermesi 
açısından son derece önemlidir. Olguların %5’inde PIK3CA geninde daha 
önce farklı kanser türlerinde bildirilmiş mutasyonlar ve  %10’unda daha önce 
hiç bildirilmemiş mutasyonlar saptanmıştır. PIK3CA proteinini hedefleyen 
terapötik ajanların geliştirildiği günümüzde, bu mutasyonların kinaz 
aktivasyonuna etkilerini değerlendirebilmek için in vitro çalışmalar gereklidir. 
Eğer bu değişimlerin işlevsel önemi aydınlatılırsa olguların %20 gibi bir 
bölümünde hedefli tedavi şansı gündeme gelebilir. 

Anahtar Kelimeler: Akciğer 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, p110α 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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