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1.ÖZET 

 

 

Meme kanseri, kanserden kaynaklanan ölümlerden sorumlu ikinci kanser tipidir. 

Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT yolağın birçok bileşeninin amplifikasyon, 

mutasyon ve translokasyon ile hedeflendiği ve kanser hastalarında başka yolaklara da 

katıldığı belirtilmiştir. Bu yolağın anormal aktivasyonu tümörogeneze, tümör 

metastazına ve standart kanser tedavilerine dirence yol açmaktadır. Meme 

tümörlerinin %70’inden fazlasında, bu yolağın bileşenlerinin en az birinde moleküler 

değişiklik olduğu belirlenmiştir. Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt 

ünite alfa (PIK3CA) geni mutasyonları, meme kanserinde %25-45 arasında 

gözlenmektedir. IGF sisteminin bir üyesi olan insülin benzeri büyüme faktörü 

bağlayan protein-5 (IGFBP-5) IGF-bağımlı/bağımsız olarak aktivite gösterebilir, 

ayrıca meme kanserinde apoptoz, hücre göçü ve sağkalım üzerine farklı etkiler 

gösterebilir. Bu çalışmada, meme kanserinde sık görülen PIK3CA gen 

mutasyonlarını belirlemek ve bu mutasyonların IGFBP-5 ekspresyon düzeyi ile 

ilişkisinin saptanması amaçlandı. 100 bireyin doku örneklerinden DNA izole edildi, 

PIK3CA geninde, ekzon 9 ve ekzon 20 HRM yöntemiyle analiz edildi. Elde ettiğimiz 

verilere göre; belirlenen 37 örnek dizi analizine gönderildi. 10 örnekte PIK3CA 

ekzon 9 ve 21 örnekte ise ekzon 20 mutasyonu saptandı. Ekzon 9’da Q546R, E542Q, 

E545K, E542K ve E545D; ekzon 20’de ise H1047L, H1047R, T1025T ve G1049R 

mutasyonları dizi analizi sonuçlarıyla tanımlandı. 37 kanserli örnekte IGFBP-5 

ekspresyonu ile PIK3CA mutasyonlarının görülme oranları karşılaştırıldı. Buna göre; 

IGFBP5 ekspresyonu yüksek olan örneklerin %35’inde, düşük olanların ise 

%29.41’inde PIK3CA mutasyonu tespit edildi (p=0.9924). PIK3CA mutasyonları ve 

IGFBP-5 ekspresyonu arasındaki ilişkinin aydınlatılması için daha geniş hasta grubu 

ile çalışmalar yapılması yerinde olacaktır.  

 

Anahtar Kelimeler: IGF, IGFBP5, Meme kanseri, PI3K, PIK3CA 
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ASSOCIATION OF PHOSPHATIDYLINOSITOL-4,5 

BISPHOSPHATE 3-KINASE, CATALYTIC SUBUNIT ALPHA 

GENE MUTATIONS AND  INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-

BINDING PROTEIN -5 EXPRESSION IN BREAST CANCER 

2. SUMMARY 

 

 

Breast cancer, is the second type of cancer that responsible for the deaths caused by 

cancer. Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/AKT pathway mutations, 

translocations and signal amplifications are associated with cancer and other cell 

signaling pathways. Aberrant activation of PI3K pathway is associated with 

tumorogenesis, metastasis and drug resistance. It was shown that more than 70% of 

breast cancers have a molecular change in at least one component of this pathway. 

Phosphatidylinositol-4, 5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA) 

gene mutations observed in 25-45% of breast cancer samples. Insulin growth factor 

binding protein 5 (IGFBP5), an IGF system member, can show activity either IGF-

dependent or independent, it also can show different effects on apoptosis, cell 

motility and survival in breast cancer. We aimed to determine the association of 

PIK3CA gene mutations with IGFBP-5 expression in breast cancer. 100 breast 

cancer tissue sample analyzed with RT-PZR and mutation screening of exon 9 and 

20 done by HRM, possible mutations verified with DNA sequencing. 37 samples 

analyzed by DNA sequencing, and we found that 10 samples have exon 9 mutations 

and 21 samples have exon 20 mutations. Exon 9 mutations are Q546R, E542Q, 

E545K, E542K, E545D; exon 20 mutations are H1047L, H1047R, T1025T and 

G1049R. And we found that 35% of samples that have higher expressions of IGFBP-

5 (20 samples) and 29.41% of samples with lower expressions of IGFBP-5 (17 

samples) have PIK3CA mutations (37 samples, p=0.9924). Larger group of samples 

are needed to define the association of PIK3CA mutations with expression levels of 

IGFBP-5.  

  

Key words: IGF, IGFBP5, Breast cancer, PI3K, PIK3CA 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

2012’den beri kadınlar arasında ölümlerin en yüksek oranda görüldüğü ikinci kanser 

tipinin meme kanseri olduğu belirtilmiştir (Siegel ve ark. 2012). Bununla birlikte 

2008 yılında ise tüm dünyada meme kanserinden ölenlerin sayısı 7.6 milyon (13%) 

olduğu belirtilmiştir (Eroles ve ark. 2011). Meme kanseri erkeklerde de görülebilen 

ve dünya genelinde görülme frekansı akciğer kanserinden sonra en yüksek 

mortaliteye sahip ikinci kanser tipi olduğu rapor edilmiştir (www.who.int., Erişim 

tarihi: 16 Nisan 2012). 

 

IGF endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalarla fonksiyon gösteren bir büyüme 

faktörüdür (Ohlsson ve ark. 1992; Olney ve ark. 2004; Reinecke ve ark. 2000; 

Wang ve ark. 2004; Wang ve ark. 1999; Yakar ve ark. 2002). IGF’ler meme 

kanserinde oldukça önemli rol oynayan ve birkaç üyeden oluşan bir sistemdir 

 

IGF’ler kanda serbest olarak veya spesifik bağlayıcı proteinlerle taşınırlar. Bağlayıcı 

proteinler (BP) IGF’lerin aktivitelerini kısıtlar veya proteolitik degredasyondan 

koruyarak yarılanma ömrünü uzatırlar (Khan ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995). Yedi 

farklı insülin benzeri büyüme faktörü bağlayan protein (IGFBP) (IGFBP-1, IGFBP-

2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) tanımlanmıştır. IGFBP’lerin 

gen transkripsiyonu komplekstir ve her dokuya spesifiktr. IGFBP’ler, bütün 

ekstrasellüler sıvılarda ve dokularda mevcut olmakla beraber, dokular arasında 

spesifik etkileri açısından önemli farklılıklar da taşırlar. IGF’lerin tipik insülin 

benzeri etkilerini BP’lerin önlediği, kapillerden geçişini sınırladığı, membran 

reseptörüne bağlanmasını önlediği ve IGF’nin aktif şekline, serum proteazlarının 

etkisi neticesinde bağlayıcı peptidler ayrıldıktan sonra dönüşerek aktive olduğu rapor 

edilmiştir (Khan ve ark. 2002; Jones ve Clemmons 1995). 

 

Birçok çalışmada IGFBP’lerin IGF sinyal yolağından bağımsız olarak da bazı 

fonksiyonlara sahip oldukları gösterilmiştir. IGFBP’ler diğer IGF’lerin dışındaki 

proteinlerle daha fazla etkileşime girebilir ve memranda kendi reseptörüne 

http://www.who.int/
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bağlanabilir ve onları parçalayabilir, sonrada hem ekstraselüler hem de intraselüler 

olarak yerleşebilir. Ayrıca IGFBP-2, IGFBP-3 ve IGFBP-5’lerin artışı ve çeşitli 

kanser fenotiplerinde önemli rollerinin olabileceği ifade edilmiştir. 

 

IGFBP-5’in neoplastik hücrelerin büyümesi üzerindeki biyolojik aktivitesi belirsiz 

olmasına rağmen, sadece bir hücre hattında değerlendirilmiş ve ortaya konmuştur 

(Ewtonve ark. 1998). Son zamanlarda yapılan çalışmalarda kemik hücrelerinde bir 

büyüme faktörü büyümeyi uyaran bir proteinin varlığından IGFBP-5’ten 

bahsedilmiştir (Miyakoshi ve ark. 2001). IGFBP-5, in vitro’da prostat kanser 

hücrelerini IGF-bağımlı-bağımsız olarak uyarmaktadır (Gregory ve ark. 1999, 

Miyake ve ark.. 2000a) ve bir hayvan modelinde tümör büyümesini teşvik ettiği 

gösterilmiştir (Miyake ve ark. 2000b). IGFBP-5 meme kanser hücrelerinde sağkalımı 

arttırmaktadır. Bu fonksiyon IGF-bağımsız olarak ortaya çıkmaktadır (Perks ve ark. 

1999, 2000). Fakat meme karsinoma hücreleri, bir vitamin D (Rozen ve Pollak 

1999), anti-östrojenler (Parisot ve ark. 1999) gibi uygun sinyal ile hedeflenirse 

IGFBP-5’in inhibitör sinyalini uyarabilirler. Meme bezlerinde IGFBP-5 senteziyle 

programlı hücre ölümü arasındaki ilişki daha önce birkaç çalışmada gösterilmiştir. 

 

IGF-I sinyal yolağı meme kanserini uyarır ve iki ana downstream sinyal 

transdüksiyon yolağı aktive eder (IRS-1/fosfoinositid 3-kinaz/serin-tironin ve kinaz 

yolağı ve Ras/mitojen aktive edici protein kinaz/ ekstraselüle sinyal regüle edici 

kinaz yolağı). Bu iki sinyal kaskadı kanser gelişiminde en kritik yolaklar olup meme 

kanser fenotipin gelişmesinden sorumludur (Sivaraman ve ark. 1997; Wu ve ark. 

2008). IGFBP-5, IGF-I ile bağlanarak bu yolakları düzenler. IGFBP-5, varsayılan 

reseptör ile bağlanır ve hücre stoplazmasına girer ve sonra onunla etkileşerek diğer 

proteinleri uyarır. 

 

Fosfatidilinositol-3-kinazlar (PI3-kinases veya PI3Ks) fosfoinositolün (PtdIns) halkasal 

inositolün 3- hidroksil pozisyonda önemli bir intraselüler sinyal iletim enzimidir (Toker 

and Cantley, 1997). 1980’den beri, PI3K’ların kanser hücrelerinin büyümesinde ve 

sağkalımda önemli rol oynadıkları gösterilmiştir. PI3K’lar sinyal yolağında reseptör 

tirozin kinaz veya G-protein çift reseptörleri sinyal oluşturur ve bu sinyaller PI3K’ları 
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aktive eder (Kazlauskas ve ark. 1992; Chiarugi ve ark. 2002; Zhang ve ark. 2002) ve 

fosfolipidlerle intraselüler olarak taşınır. Sonra da serin/tironin kinaz AKT ve diğer 

downstream effektör yolaklar aktive olur. PI3K’lar hayatta kalma, hücre adezyonu, 

hücre motilitesi, hücre çoğalmasında sinyal iletim yolları ve hücreler arası trafiği 

düzenleyen lipid kinaz ailesidir. Bunların hem lipid hem de kinaz aktivitesi 

bulunmaktadır (Vogt ve ark. 2007). PIK3CA genindeki mutasyonlar bazı yaygın insan 

kanserlerinde sıklıkla oluştuğu belirtilmiştir. PIK3CA nokta mutasyonları hepatoselüler, 

meme, kolon ve beyin kanserlerinde rapor edilmiştir (Gallia ve ark. 2006; Carson ve 

ark. 2008; Murugan ve ark. 2008; Riener ve ark. 2008; Pang ve ark. 2009). PIK3CA, 

baş ve boyun, prostat, üriner sistem, serviks, meme ve endometrium kanser tpilerinde 

%30 mutasyona uğramıştır. Özellikle bu mutasyonların en tanınmışları helikal ve kinaz 

domainlerindeki tekli amino asit yer değişimleridir. Somatik mutasyon katalogdaki veri 

tabanına göre PIK3CA mutasyonları yaygın olarak meme kanserinde (%37), 

endometrial (%24), idrar yolu (%17), kolon (%15) ve üst sindirim borusundaki kanserde 

(%11) görülmekte olduğu belirtilmiştir. Fakat PIK3CA mutasyonları melanoma, prostat 

ve pankreas, akciğer, baş ve boyun skuamos hücre kanserlerinde yaygın değildir 

(<%10) (Bowles and Jimeno, 2011). 

 

Teresa ve ark. (2012) formalinle fikse edilmiş parafinli dokularda HRM yöntemiyle 

KRAS, BRAF, PIK3CA ve AKT1 mutasyonlarını saptadıklarını rapor etmişler. Sanger 

sekanslamayla HRM yöntemi arasında %100 uyum olduğu fakat, KRAS ekzon 2 and 

PIK3CA ekzon 20 arasında ise %99 korelasyonun olduğunu saptamışlar.  

 

Bu bilgiler ışığında çalışmamızda, HRM yöntemini kullanarak meme kanserinde sık 

görülen PIK3CA gen mutasyonlarını belirleyerek, bu mutasyonların varlığının IGFBP5 

ekspresyon düzeyine olan etkisini araştırmayı amaçladık. Bu iki gen arasındaki ilişkinin 

ortaya konması meme kanserinin gelişim sürecinin aydınlatılmasına önemli bir katkı 

sağlayacaktır.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1. Meme Kanseri 

 

2012’den beri kadınlar arasında ölümlerin en yüksek oranda görüldüğü ikinci kanser 

tipinin meme kanseri olduğu belirtilmiştir (Siegel ve ark. 2012). Bununla birlikte 

2008 yılında ise tüm dünyada meme kanserinden ölenlerin sayısının 7.6 milyon 

(%13) olduğu belirtilmiştir (Eroles ve ark. 2011). Meme kanseri erkeklerde de 

görülebilen ve dünya genelinde görülme frekansı akciğer kanserinden sonra en 

yüksek mortaliteye sahip ikinci kanser tipi olduğu rapor edilmiştir (www.who.int., 

Erişim Tarihi: 16 Nisan 2012). Bununla birlikte meme kanser insidansının Japonya 

hariç daha çok gelişmiş ülkeler de yüksek olduğu belirtilmiştir (Kuzey Amerika, 

Kuzey ve batı avrupa, Avusturalya). Özellikle Arjantin ve Uruguay ülkelerinde 

meme kanserinin insidanının yüksek olduğu rapor edilmişdir. Fakat Afrika ve Asya 

popülasyonlarında insidansının düşük olduğu belirtilmiştir. 1990 ve 2000 yılları 

arasında her yıl meme kanseri insidansı %1.5 olarak rapor edilmişken, insidansı 

düşük olan Japonyada %2 ve Çin’de ise %3 ile %5 arasında olduğu belirtilmiştir 

(Roses 2005) 

 

Meme kanserinin tanımlanmasında kullanılan altın standart metodlar arasında 

mammografi, histopatoloji ve kan testleri yer almaktadır. (Shi, 2010; Genetics 

Couzin, 2008). 1980’den beri meme kanserinin görüntülenmesinde mammografi 

yöntemi kullanımı artmıştır. 1987 yılından önce 40 yaş üzeri bayanların %10 ile %20 

arasında meme kanseri teşhisinde mammografi yönteminin kullanıldığı rapor 

edilmiştir. Meme kanseri farklı histolojik, davranışsal, morfolojik ve görüntülerle 

karakterize bir hastalıktır. Bu nedenle meme kanserinin tanısında bazı klinik 

parametrelerin dışında bazı biyomarkırlarda kullanılmaktadır. Bu markırlar arasında 

progesteron, epidermal büyüme faktörü ve östrojen seviyesi yer almaktadır (Li ve 

ark. 2005). Primer invazif meme kanserlerinin büyük çoğunluğu yaklaşık %75‘i 

invazif duktal adenokarsinom olarak ortaya çıkmaktadır (Li ve ark. 2005). 

Kadınlarda yüksek oranda teşhis edilen ve mezenkimal dokudan artan, primer meme 

http://www.who.int/
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kanserlerinde %0.3-1 arasında nadir görülen yaprak şeklindeki tümörlerdir (Suzuki-

Uematsu ve ark. 2010; Confavreux ve ark. 2006). Bunlar primer meme 

adenokarsinomlarla çok benzer olup, ayırt edilmeleri zordur. 

 

Son zamanlarda meme kanseri için patolojik bazı alt gruplar tanımlanmıştır: bunlar 

arasında Klaudin ekspresyonu, Luminal A, B, bazal benzeri fenotip ve Her2 pozitif 

yer almaktadır. Luminal tiptekiler östrojen reseptörü taşırken, Her2 östrojen 

reseptörü (ER) ve/veya taşımaz ve kötü prognoza sahiptir (Rakha ve ark. 2007; 

Fulford ve ark. 2006) . Luminal meme kanserleri ER-ilişkili genlerin ekspresyonu ile 

karakterizedir, luminal A’larda ER ve /veya progesteron reseptörü (PR) pozitif HER- 

2 negatif olup proliferasyon indeksi düşüktür. Meme kanserinin luminal A olarak 

kabul edilebilmesi için Ki-67 kritik eşik değeri %14 olmalıdır (Goldhirsch ve ark. 

2011). Luminal B: ER ve/veya PR pozitif olan lüminal özellikler gösteren Ki-67 

değeri yüksek, HER-2 pozitif veya negatif olabilen tümörlerdir. Luminal A’da ER ile 

ilişkili genler daha fazla eksprese edilirken, Luminal B’de proliferatif genlerin 

ekspresyonu daha fazladır. Luminal B grubunda ER’ ne bağlı genlerin ekspresyonu 

orta düzeydedir (Goldhirsch ve ark. 2011). Luminal B’de HER-2 negatif ise Ki-67 

%14’den yüksek olmasıyla luminal A’dan ayrılır. HER2-pozitif alt tipte HER-2 gen 

ekspresyonu yüksektir ancak ER ve PR negatiftir. Ayrıca Ki-67 değeri de yüksektir. 

Tanı anında sıklıkla lenf bezi tutuluşu vardır. Kemoterapi ve anti HER-2 tedavilere 

iyi yanıt verirler (Peppercorn ve ark. 2008). Bazal Benzeri: ER, PR reseptörü ve 

HER-2 negatiftir ve prognozları kötüdür. Sitokeratin (CK) 5/6 pozitiftir ve 

çoğunlukla  epidermal-epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) pozitiftir 

(Cheang ve ark. 2008). Klaudin düşük alt tip; meme kanserinin %5-7’ sini oluşturur 

ve meme kök hucresine benzeyen en primitif tümörler olduğu rapor edilmiştir 

(Perou, 2010). Tipik olarak üçlü negatiftir. 

 

Meme kanserinin risk faktörleri arasında epidemiyolojik ve klinik faktörler yer 

almaktadır. Meme kanseri görülme riski özellikle 45 yaş öncesi bayanlarda düşüktür. 

Bunun dışında meme kanseri riski ırka ve etnik yapıya göre de değişkenlik 

gösterebilmektedir. Özellikle meme kanseri Kafkas (Beyaz ırk) bayanlarda en 

yüksek insidansa sahipken, yerli Amerikalı ve Koreli bayanlarda insidansı çok düşük 
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olduğu rapor edilmiştir. Epidemiyolojik risk faktörleri arasında hormonal, diyet, 

radyasyon maruziyeti ve çevresel risk faktörleri yer almaktadır. Bunlar arasında 

hormonal risk faktörleri en çok karşılaşılanlar arasında yer almaktadır. Hormonal risk 

faktörleri östrojen seviyesi ve steroid hormon seviyesi önemli meme kanseri risk 

faktörleri arasında yer almaktadır (Hankinson ve ark. 1998; Hankinson ve ark. 1999). 

Özellikle endojen cinsiyet hormonlarının seviyesi önemlidir. Endojen cinsiyet 

hormonlarının risk durumları genetik polimorfizm, çevresel maruziyet ve yaşam tarzı 

östrojen, progesteron ve androjen hormon seviyesini değiştiren parametreler arasında 

yer almaktadır. Bir diğer faktör diyet olup, özellikle hayvan çalışmalarında 

görülmüştür ki; hem yağlı diyetlerde hem de total kalorilik diyette meme kanser 

riskinin arttırdığı görülmüştür. Fitoöstrojenlerden izoflavonların antiöstrojenler gibi 

östrojen reseptörlerine bağlanarak meme hücre proliferasyonunda östrojen 

seviyesinde azalmaya sebep oldukları rapor edilmiştir. Bir başka çalışmada alkol 

tüketimiyle meme kanser riski arasındaki ilişki ortaya konmaya çalışılmış. Bu 

çalışma sonuçlarına göre alkol tüketimiyle meme kanser riskinin doza bağlı olduğu 

rapor edilmiştir (Schatzkin ve ark. 1987). Vücut ağırlığı ve obeziteyle meme kanser 

riski arasındaki ilişkiyi de ortaya koymaya çalışmışlar. Bu çalışma verilerine göre 

vücut ağırlığı hem meme kanserinin insidansı hem de mortalitesiyle pozitif ilişkili 

olduğu ortaya konmuştur. Bir diğer risk faktör radyasyon maruziyeti özellikle 

Hiroşima ve Nagazaki’deki atomik patlamada radyasyona maruz kalan bayanlarda 

meme kanser risk değerlendirmerlerinde radyasyon maruziyetinin meme kanser 

riskini arttırdığı rapor edilmiştir. Bu risk özellikle puberte döneminde maruziyetten 

sonra 10-20 yıl içerisinde belirtileri ortaya çıkmaktadır. Son olarak indüstriyal ve 

yoğun popülasyonlara sahip özellikle Kuzeydoğu ülkelerinde çevresel maruziyetle 

meme kanser riskinin arttığına dair bulgulara rastlanmıştır. Pestisitlerdeki 

organoklorin bileşiklerin adipoz dokuda birikerek östrojen aktivitesini etkilediği 

belirtilmiştir (Helzlsouer ve ark. 1999). Genetik risk faktörleri arasında en önemlileri 

BRCA1 ve BRCA2 genleri yer almaktadır. Meme kanserinin yaklaşık 5% ile 10%’u 

arasında otozomal dominant kalıtım profili sergilemektedir. 

 

1994 yılında BRCA1 ve BRCA2 meme kanseriyle ilişkili genler keşfedildikten 

sonra, günümüze kadar toplamda ise 18 tane meme kanseriyle ilişkili gen 
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tanımlanmıştır. Bunlar meme kanserinde yüksek penetranslı olan genler (CDH1, 

NBS1, NF1, PTEN, TP53 ve STK11), orta penetranslı  olan genler (ATM, BRIP1, 

CHEK2, PALB2 ve RAD50) ve düşük penetranslı olan genler (FGFR2, LSP1, 

MAP3K1, TGFB1 ve TOX3) olarak üç ayrı grupta toplanmıştır (Ripperger ve ark. 

2009). BRCA1 ve BRCA2 genleri, 17q21 ve 13q12.3 kromozomlar üzerine 

yerleşmişler. BRCA1, 24 ekzondan oluşmuş olup, exon 1 ve exon 4 non-coding’tir. 

BRCA2, 27 ekzondan oluşmuş olup, ekzon 1 non-coding’tir. BRCA1 ve BRCA2, 

DNA çift zincir kırıklarının tamirinde önemli rol oynamaktadır. Bu iki genin 

germline mutasyonları beyaz ırklarda ailesel meme kanserlerinde 2%20-40 arasında 

hesaplanmıştır ve tüm kanserlerin toplamında %5‘e tekabül etmektedir (Wooster ve 

Weber, 2003). BRCA1 multipli meme kanser vakalarının %45’inden sorumlu olduğu 

rapor edilmiştir. BRCA2 ise multipli meme kanser vakalarının %35’inden 

sorumludur. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarını taşıyanlarda meme kanser riski %51 

ile %75 iken ve 70 yaş üzerinde  bu risk %33 ile %54 arasında olduğu belirtilmiştir. 

Özellikle BRCA2 mutasyonu taşıyan erkeklerde meme kanseri riskinin 100 kat daha 

fazla olduğu belirtilmiştir (Levy-Lahad ve Friedman, 2007). Bununla birlikte, 

BRCA1 ve BRCA2 genlerinin 11. ekzonlarında çok sayıda mutasyon saptanmıştır. 

Bu genlerde en sık görülen mutasyonlar; anlamsız mutasyonlar, splice olan 

mutasyonlar ve yanlış anlamlı mutasyonlardır. Bu genlerde en yaygın görülen üç 

spesifik mutasyon BRCA1 genindeki 185delAG ve 5382insC mutasyonları ve 

BRCA2 geninde ki 6174delT mutasyonudur. Bu mutasyonlar özellikle Ashkenazi 

ırklarında yaygın olarak bulunmuştur. Bu popülasyonda yaklaşık 1/40 oranda 

görüldüğü ve %25 oranında meme kanseriyle ilişkili olduğu belirtilmiştir. Hem 

meme hem de over kanserlerinde bu mutasyonlara 90%’ın üzerinde bir sıklıkta 

karşılaşılmaktadır (Neuhausen ve ark. 1998). Bu genlerin dışında Tp53 genindeki 

mutasyonlar da meme kanseri dahil bir çok kanser türüyle ilişkili olduğu 

belirtilmiştir. Özellikle Tp53 hücre döngüsünün ilerleme sürecinde, apoptozda, 

genomik stabilitede ve DNA tamiri gibi birçok olayda rol aldığı belirtilmiştir. 

Tp53’ün en çok ilişkili olduğu kanserlerin meme kanseri, lösemi, yumuşak doku 

sarkoma ve beyin tümörüyle ilişkili sendrom olan Li-Fraumeni sendromu olduğu 

bildirilmiştir. Li-Fraumeni sendromun hereditar (kalıtsal) meme kanserinde görülme 

sıklığı %1 olarak rapor edilmiştir (Birch ve ark. 1998). PTEN’in de önemli bir tümör 
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baskılayıcı gen olduğu rapor edilmiştir. PTEN genlerindeki mutasyonlar ise 

otozomal dominant bir hastalık olan Cowden sendromuna sebep olmaktadır. 

Özellikle PTEN genindeki mutasyonlar meme kanseri, tiroid kanseri, endometrial 

(uterus mukozası) karsinom ve yüksek yağ içerikli hamartomlarda sıklığının fazla 

olduğu belirtilmiştir (Nelen ve ark. 1996).  

 

70 yaş öncesi kadınlarda meme kanseri gelişme riski %30 ile %50 arasında olup, 

çoğunlukla menapoz öncesi dönemde ortaya çıkmaktadır. Erkeklerde de bu risk her 

geçen gün artmaktadır (Orloff ve Eng, 2008).  

 

4.2. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Sistemi (IGF)  

İnsülin-benzeri büyüme faktörleri (IGF), hücrede büyüme ve farklılaşma, apoptoz ve 

transformasyon olaylarının düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Bu faktörler 

etkilerini hücre membranında bulunan özgül reseptörlere bağlanarak gösterirler. Bu 

etkileşim, bir grup özgül bağlanma protein (BP) tarafından düzenlenmektedir. IGF, 

endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalarla fonksiyon gösteren bir büyüme 

faktörüdür (Ohlsson ve ark. 1992; Olney ve ark. 2004; Reinecke ve ark. 2000; Wang 

ve ark. 2004; Wang ve ark. 1999; Yakar ve ark. 2002). IGF’ler meme kanserinde 

oldukça önemli rol oynayan ve birkaç üyeden oluşan bir sistemdir. 1950 yılında ilk 

kez IGF-I ve IGF-II tüm vücudun somatik büyümesine aracılık eden pitiüter büyüme 

hormonuna cevap veren iskelet büyüme faktörü adıyla karaciğerde tanımlanmıştır 

(Daughaday ve  Salmon, 1999). Ayrıca proinsüline yapısal benzerliğinden dolayı bu 

ismi almıştır. Karaciğer IGF ilişkisi beslenmeye de bağlıdır. Beslenme doğrudan 

karaciğerden IGF salgılanmasında ve dolaylı olarak da insülin etkilerine sahiptir 

(Ketelslegers ve ark. 1995). 

 

IGF sistemi: iki ligand (IGF-I ve IGF-II), iki reseptör (IGFRI ve IGFRII), 

tanımlanmış yedi tane IGF bağlayan protein (IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-

4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) ve IGFBP proteazlarından oluşmaktadır. 
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4.2.1. IGF Ligandları 

IGF’ler insülinle yüksek dizi benzerliği gösteren polipeptidlerdir. Aminoasit dizileri 

%62 oranında homoloji göstermektedir. IGF-I 7.7 kDa ağırlığındadır, 70 

aminoasitten oluşur ve altı ekzona sahiptir. IGF-II 7.5 kDa ağılığındadır, 67 

aminoasitten oluşmaktadır ve dokuz ekzona sahiptir. IGF I, 12. kromozomda 12q22-

12q24’te (Sara ve Hall 1990; Rosenfeld ve ark. 1990), IGF II, 11. kromozomda 

insülin geninin 1.4 kb’lık alt ucunda 11p15’te yer almaktadır (Brissenden ve ark. 

1984). IGF I geni iki (Jansen ve ark. 1983; Tobin ve ark. 1990), IGF II geni ise dört 

promotor bölgeye sahiptir (P1-P4) (J. Sussenbach ve ark. 1993). 

 

IGF-I gen ekspresyonu, birincil olarak büyüme hormonu (GH) tarafından 

düzenlenmektedir. IGF-I hücre çoğalması, hücre farklılaşması ve apoptozda önemli 

rol oynamaktadır (Jones ve Clemmons 1995). Ayrıca farklı hücre tiplerinde de hücre 

döngüsünün G1/S geçişini hızlandıran siklin D1 ekspresyonunu uyararak mitojenik 

etki göstermektedir (Furlanetto ve ark. 1994; Dufourny ve ark. 1997). IGF-I, hücresel 

aktiviteler üzerinde, hem kısa hem de uzun süreli etkilere sahiptir. Bu etkiler IGF-IR 

aracılığı ile gerçekleştirilmektedir. Ayrıca IGF-I, glikojen ve protein sentezini teşvik 

ederek, hücresel aminoasit ve glikoz alımının arttırılması yoluyla, protein ve 

karbonhidrat metabolizması üzerinde akut anabolik etki göstermektedir. IGF-I, Bcl 

proteinlerinin ekspresyonunu uyarma ve apoptotik yolağını baskılama Bcl/Bax 

heterodimerinin miktarında artış ile sonuçlanan Bax ekspresyonunu baskılama 

yeteneği olduğu gösterilmiştir. IGF-II ise genomik imprintinge uğramaktadır ve gen 

ekspresyonu kısmi allel ile ilişkilidir (Giannoukakis ve ark. 1993; Feinberg 1999). 

DNA metilasyonu (Wutz ve Barlow 1998), histon asetilasyonu (Hu ve ark. 1998) ve 

spesifik promotor bölgelerin (Vu ve Hoffman, 1994; Yun ve ark. 1998) kullanılması 

allele özgü kontrol mekanizmaları olduğu belirtilmiştir. IGF-II’de genomik 

imprinting kaybı özellikle kanserde sık rastlanılan bir durumdur (Oda ve ark. 1997; 

van Roozendaal ve ark. 1998). IGF-II’de IGF-I gibi benzer etkileri göstermektedir 

(mitojenik, antiapoptotik ve farklılaşmada rol oynar) (DeChaiara ve ark. 1990). 

Ayrıca her yaştaki insanda IGF-II konsantrasyonu IGF-I’e kıyasla yüksektir (400-

600/100-200 ng/ml). Fakat IGF-II daha çok embriyonik ve fetal gelişimde sıklıkla 

yer almaktadır. IGF-I ise daha çok doğum sonrası süreçte etkili rol almaktadır 
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(Daughaday ve Rotwein 1989; Stewart ve Rotwein 1996; LeRoith ve ark. 1995). 

IGF-I miktarı yaşla doğru orantılı olarak arttığı belirtilmiştir (Yu ve Rohan 2000). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar IGF-I’in yüksek olmasının özellikle meme 

(Hankinson ve ark. 1998), akciğer (Yu ve ark. 1999), kolon (Ma ve ark. 2004) ve 

prostat (Chan ve ark.1998) kanser riskini arttırdığını ortaya koymuştur.  

 

4.2.2. IGF Reseptörleri 

IGF reseptörleri yapı ve fonksiyonel olarak farklı olan IGF-IR ve IGF-IIR’den oluşan 

hücre membranında bulunan glikoproteinlerdir (LeRoith ve ark. 1995; Stewart ve 

Rotwein 1996). 

 

IGF-IR iki tane α ve iki tane de β alt ünitesinden oluşan tetramerik bir yapıdadır 

(Stewart ve Rotwein 1996; LeRoith ve ark. 1995). IGF-IR özellikle hücre 

sağkalımında, doku homeostazının sağlanması, farklılaşma, hücre çoğalmasının 

düzenlenmesinde ve hücre göçünde önemli işlevlere sahip olduğu rapor edilmiştir 

(Torres 2005). İnsülin reseptörüne (IR) benzer olup %60 homoloji göstermektedir. 

IGF-IIR monomerik bir yapı sergiler (Yu ve Rohan 2000). Bu reseptörün 

ekstraselüler bölgesinde üç tane ligand bağlayıcı domaini vardır. Bunlardan biri IGF-

II için, diğer iki tanesi ise mannoz-6-fosfat, proliferin, renin, tiroglobilin ve TGF 

(transforming growth factor)’ in latent formunu içeren proteinler içindir (Jones ve 

Clemmons 1995). Ayrıca IGFIIR, IGF-II ve M6P’a bağlanabildiği için IGFII/M6P 

olarakta tanımlandırılmıştır (Yu ve Rohan 2000). 

 

IGF-IR’nin src-homoloji 2/kollajen (Shc) (Giorgetti ve ark. 1994), fosfatidil-inozitol 

3-kinaz (PI-3K) (Lamothe ve ark. 1995), büyüme faktörü reseptörü baglayıcı protein 

10 (Grb10) (Morrione ve ark. 1996), fokal adezyon kinaz (Baron ve ark. ,1998), v-

crk avian sarkoma virüs CT10 onkogen homoloğu (CRK) (Arbet-Engels ve ark. 

1999), v-crk avian sarkoma virüs CT10 onkogen homoloğu-benzeri (CRKL) (Butler 

ve ark. 1997), Src2 bölgeleri içeren protein tirozin fosfataz (SHPTP2) (Xiao ve ark. 

1994) ve insülin reseptör substrat (IRS-1-IRS-6) (Myers ve ark. 1994; Cai ve ark. 

2003) olmak üzere birçok substrat tanımlanmış olmasına karşılık bunlar arasında IRS 

ailesi ayrı bir öneme sahiptir. 
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IGF-IR ekspresyonu steroid hormon ve büyüme faktörleri tarafından düzenlendiği 

belirtilmiştir (Stewart ve Rotwein 1996; Sepp-Lorenzino 1998). Ayrıca yüksek IGF-I 

seviyesi IGF-IR’de azalmaya neden olduğundan IGF’ler IGF-IR ekspresyonu için 

negatif feedback sinyali oluşturarak IGF-IR ekspresyonunu baskılayabilir (Yang ve 

ark. 1996; Hernandez-Sanchez ve ark. 1997). Buna karşın fibroblast büyüme faktörü 

(FGF), platelet derivatı büyüme faktörü (PDGF), epidermal büyüme faktörü (EGF) 

gibi büyüme faktörleri IGF-IR ekspresyonunu stimüle ederler (Sepp-Lorenzino 1998; 

Rubini ve ark. 1994). IGF-IR ekspresyonu östrojen, glukokortikoid, büyüme 

hormonu (GH), folekül uyarıcı hormon (FSH), luteinleştirici hormon (LH) ve troid 

hormonu tarafından da stimüle edilirler (LeRoith ve ark. 1995; Sepp-Lorenzino 1998). 

Fakat yabanıl tip p53 proteini ve Wilm’s tümor protein (WT1) gibi tümör gen 

baskılayıcı ürünleri IGFR1 ekspresyonunu inhibe ettikleri rapor edilmiştir (Werner ve 

LeRoith 1996; Prisco ve ark. 1997). Beslenme de IGFR1 seviyesini etkiler (Thissen ve 

ark. 1994; Zhang ve ark. 1998). IGF’lerin IGF-R1’e bağlanması sinyal iletim 

yolağında reseptör tirozin kinaz aktivitesini başlatır. Ayrıca IGF-IR için iki farklı 

sinyal iletim yolağı tanımlanmıştır. Bu yolaklardan biri, Ras proteinin, Raf proteinin 

ve mitojen aktive eden tirozin kinazın (MAPK) aktive olmasını sağlarken diğer yolak 

fosfatidil-3-kinazı (PI3K) aktivasyonunu içerir (LeRoith  1995; Jones ve Clemmons 

1995). IGF-IR’nin liganda bağlanmasıyla aktivasyonu, IGF’lerin aktivitesine 

aracılık eder. IGF’lerin mitojenik ve antiapoptotik aktivitesine aracılık etmenin 

yanında IGF-IR hücre transformasyonunda da etkilidir. PI3K sinyal yolağı IGF-IR 

sinyali ile apoptozun önlenmesinde en iyi tanımlanmış bir sinyal yolaktır. IGF-I yada 

II’nin IGF-IR’e bağlanması sonucu reseptörün intrinsik tirozin kinaz aktivitesi aktive 

olur ve IRS fosforillenir (Tseng ve ark. 2002). Bununla birlikte tirozin fosforile 

IRS’ler sitoplazmik bir protein olan PI3K ile Src Homoloji-2 (SH2) bölgeleri 

uzerinden etkileşir. PI3K aktivasyonu ile IGF’lerin glukoz taşınması, apoptozun 

baskılanması gibi etkilerinin ortaya çıkmasını sağlar. Ayrıca aktive olmuş PI3K, 

fosfatidilinositol 4, 5 bifosfat (PIP2)’ın fosfatidilinositol 3, 4, 5 Trifosfat (PIP3)’a 

dönüşümünü katalizlemiş olur. PIP3 plekstrin homoloji (PH) bolgesinden Akt ve 

fosfoinositid bağımlı kinaz 1 (PDK-1)’e bağlanır. PDK-1 Akt üzerindeki Thr308 

kalıntısını ve protein kinaz C (PKC) proteinlerini fosforiller (Kuemmerle 2003). 
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Böylece glikoz tasıyıcı-4 (GLUT4)’un vezikullerden membrana geçişi kolaylaşır ve 

glukoz alım hızını arttırmış olur (Tseng  ve ark. 2002). 

 

IGF-IIR tirozin kinaz aktivitesine sahip değildir ve sadece IGF-II’e bağlanır. IGF-

IIR’nin IGF-II’ye bağlanması IGF-II’nin yıkımıyla sonuçlandığından IGF-IIR IGF-

II’nin biyolojik aktivitesini azaltarak onun antagonisti olarak davranır (Oates  ve ark. 

1998). Bu etki IGF-R2’nin potansiyel bir tümör baskılayıcı olduğunu 

düşündürtmektedir. IGF-IIR ayrıca sirkülasyondaki IGF-II’nin de yıkımına katkı 

sağlar. Ekstrasellüler domain sirkülasyona katılarak IGF-II’ye bağlanır ve 

parçalanmasını sağlar (Kiess ve ark. 1987; Costello ve ark. 1999). IGF-IIR, IGF-

II’nin antagonisti gibi davranması ve bu lokustaki heterozigot allel kaybı meme 

kanser hücrelerinin malignant fenotipe değişmesine neden olabilmektedir (Yee 

1998). Bu yüzden, reseptör meme kanserinde tümör baskılayıcı gen gibi 

davranmaktadır. IGF-IIR genin hedeflemesinin bozulması, IGF-II plazma seviyesinin 

artması ile sonuçlanır ve embriyonik büyüme için pozitif bir etkiye sahiptir. Mutant 

embriyolar yabanıl tiplerden (wild type) daha büyük olmakta, fakat bu durum 

perinatal ölümle sonuçlanmaktadır (Lau ve ark. 1994). 

 

4.2.3. IGFBP Proteazları 

IGFBP proteazları, IGFBP’leri proteolizler ve böylece onların aktivitelerini düzenler. 

Bu süreçte IGFBP’lerin IGF’ler üzerindeki etkinliğinde önemli rol oynar. IGFBP 

proteazları IGFBP’lere bağlanarak onları proteolize edip IGFBP’lerin etkilerini 

baskılayabilir veya arttırabilir (Yu ve Rohan 2000). IGFBP proteazları normal ve 

meme kanseri dokularında IGFBP’lerin proteolizinden sorumlu elemanlardır (Perks 

ve ark. 1999). 
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4.2.4. İnsülin benzeri büyüme faktörü bağlayan protein (IGFBP) 

IGF’ler kanda serbest olarak veya spesifik bağlayıcı proteinlerle (BP) taşınırlar. 

BP’ler IGF’lerin aktivitelerini kısıtlar veya proteolitik degredasyondan koruyarak 

yarılanma ömrünü uzatırlar (Khan ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995).  

 

Yedi farklı insülin benzeri büyüme faktörü bağlayan protein (IGFBP) (IGFBP-1, 

IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) tanımlanmıştır. 

IGFBP’lerin gen transkripsiyonu komplekstir ve her dokuya spesifiktir. IGFBP’ler, 

bütün ekstrasellüler sıvılarda ve dokularda mevcut olmakla beraber, dokular arasında 

spesifik etkileri açısından önemli farklılıklar da taşırlar. IGF’lerin tipik insülin 

benzeri etkilerini BP’lerin önlediği, kapillerden geçişini sınırladığı, membran 

reseptörüne bağlanmasını önlediği ve IGF’nin aktif şekline, serum proteazlarının 

etkisi neticesinde bağlayıcı peptidler ayrıldıktan sonra dönüşerek aktive olduğu rapor 

edilmiştir (Khan ve ark. 2002; Jones ve Clemmons 1995). Östrojen, glukokortikoid, 

paratiroid hormon, FSH, GH, tiroid hormon, insülin, vitamin D, kortizol gibi birçok 

hormon IGFBP’lerin ekspresyonunu düzenlemede rol alır. 

(www.who.int/mediacentre/factsheet/fs297/en/index.hml. Erişim Tarihi:16 Nisan 

2012)  

 

IGFBP’lerin temel yapım yerleri karaciğerdir. IGFBP’lerde cDNA’lar farklı 

kaynaklardan izole edilmiştir (Rechler  1993). IGFBP1 karaciğer, plasenta, HepG2 

karaciğer hücreleri ve decidua librari’lerden izole edilmiştir ve 25 aminoasit lider 

peptitle 234 aminoasitli olgun protein kodladığı gözlenmiştir (Tablo 1) (Brewer ve 

ark. 1988; Lee ve ark. 1988). IGFBP-1, IGF’nün biyolojik aktivitesini kısa süreli 

olarak düzenlemektedir (Jones ve Clemmons, 1995) ve hepatik IGFBP-1 üretimi 

insülin tarafından negatif düzenlenmektedir. IGFBP-2, 39 amino asit lider peptitle 

289 aminoasitli olgun protein kodlar ve fetal karaciğerden klonlanmıştır (Binkert ve 

ark. 1989). IGFBP-3, karaciğerden izole edilmiş ve  27 aminoasitle 264 aminoasitlik 

olgun proteini kodlar (Wood ve ark. 1988). IGFBP-3, IGFBP’lerin %75’ini 

oluşturmakta ve dolaşımdaki IGF’lerin %70 ile %90’ını taşımaktadır (Le Roith 1997). 

IGFBP-3 aynı zamanda potansiyel bir hücre büyüme inhibitörüdür. Çeşitli hücre 

kültürlerinde IGFBP-3’ün IGF olmadan DNA sentezini inhibe ettiği gösterilmiştir. 

http://www.who.int/mediacentre/factsheet/fs297/en/index.hml.%20Erişim%20Tarihi:16
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IGFBP-4 plasenta ve TE89 osteosarkoma hücrelerinden klonlanmış ve 21 aminoasitli 

lider peptit ve 237 aminoasitlik bir olgun proteini kodlar (Shimasaki ve ark. 1990; La 

Tour ve ark. 1990). IGFBP-5 plasenta ve osteosarkoma hücrelerinden klonlanmış ve 

20 aminoasit lider peptid ile 252 aminoasitlik olgun proteini kodlar (Shimasaki ve 

ark. 1991; Kiefer ve ark, 1991). IGFBP-6 plasenta ve osteosarkoma hücrelerinden 

klonlanmış ve 24 aminoasit lider peptitle 216 aminoasitlik proteini kodlar (Shimasaki 

ve ark. 1991; Kiefer ve ark, 1991). Bunların dışında insan fibroblastları IGFBP-3,-4, 

-5’i, düz kas hücreleri IGFBP-2, -3 ve IGFBP-4’ü, uterus mukozası (endometrium), 

IGFBP-1,-2 ve IGFBP-4’ü, meme epitel hücreleri IGFBP-2, -3 ve IGFBP-4’ü 

sentezleyip salgılama yeteneğine sahip dokulardır. Kan dolaşımında IGF, birkaç 

IGFBP’e bağlı olarak bulunmaktadır. IGFBP-1 ve IGFBP-3 bu grubun en önemli 

üyeleridirler (Krsek ve ark. 2002). Her ikisi de IGF-I’in biyo-yararlılığında büyük 

etkiye sahiptir. IGFBP-1’in serum seviyesi portal vendeki insülin seviyesi ile sıkı ve 

ters ilişkilidir (Murphy ve ark. 1991). 

 

IGFBP’ler, IGF’e bağımlı veya bağımsız olarak fonksiyon gösterebilirler. IGF 

bağımlı olanlar IGF’in fonksiyonlarını destekler veya inhibe edebilirler. Yani hücre 

çoğalmasını arttırabilirler veya inhibe edebilirler. IGF-1 yarılanma ömrünü uzatan ve 

biyolojik aktivitesine etki eden IGFBP-3 serumdaki IGF-1’in % 95’ini bağlar ve 

salınımı BH tarafından kontrol edilir. BP-3’ün en önemli fonksiyonu, IGF’lerin 

reseptörlerine bağlanması için yeterli olan IGF-1 miktarlarını kontrol etmektir (Khan 

ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995).  

 

IGF-1 ve IGFBP-3' ün sentezi ve salınımı, yaş, cinsiyet, gelişim, beslenme, cinsiyet 

hormonları, tiroid hormonları, sistemik enfeksiyonlar, hepatik ve renal fonksiyonlar 

gibi çeşitli faktörler tarafından etkilense de, esas olarak BH kontrolu altındadır. IGF-

1 ve IGFBP-3'ün serum düzeyleri günlük ortalama BH düzeyini yansıtırken, BH 

değerlendirilmesinde bir indeks olarak da kullanılabilirler. Ayrıca IGF-1 ve IGFBP-3 

serum düzeylerindeki değişikliklerin prepubertal evrede minimal olması ve cinsiyete 

bağımlı olmaması da büyümenin değerlendirilmesinde, her iki faktörün de önemli 

olduğunu ortaya koymaktadır (Blum ve ark. 1993; Khan ve ark. 2002; Juul ve ark. 

1995; Clemmons ve ark. 1995; Lofqvist ve ark. 2005).  
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Birçok çalışmada IGFBP’lerin IGF sinyal yolağından bağımsız olarak da bazı 

fonksiyonlara sahip oldukları gösterilmiştir. IGFBP’ler diğer IGF’lerin dışındaki 

proteinlerle daha fazla etkileşime girebilir ve membranda kendi reseptörüne 

bağlanabilir ve onları parçalayabilir, sonrada hem ekstraselüler hem de intraselüler 

olarak yerleşebilir. Ayrıca IGFBP-2, IGFBP-3 ve IGFBP-5’lerin artışı ve çeşitli 

kanser fenotiplerinde önemli rollerinin olabileceği ifade edilmiştir. 

 

IGFBP’ler 216 ile 289 amino asit boyunda, yaklaşık 24 ile 44 kDa moleküler 

ağırlıktadır (Firth ve Baxter, 2002; Beattie ve ark. 2006). IGFBP’ler yüksek derecede 

korunmuş olan protein yapısı üç ana bölümden (N, L ve C domainleri) oluşmaktadır. 

N ve C domainler IGF bölgelerini, L domaini ise proteolitik degredasyon bölgelerini 

içerirler. 

 

Tablo 1: IGFBP’lerin özellikleri 

 
Gen   Kromozomal  Yerleşimi   Gen boyu    mRNA boyu    İntron 1 boyu   Prepeptid   Olgun Protein 

                                                          (Kb)              (kb)                     (kb)                 (a.a.s.)             (a.a.s.) 

IGFBP1   7p12-13                            5.2             1.46                        1.5                       25                     234 

IGFBP2   2q33-34                            31              1.43                        26.5                     39                     289 

IGFBP3   7p12-13                           8.9              2.5                          3.3                       27                     264 

IGFBP4   17q                                  14.2             2.1                          8.9                       21                     237 

IGFBP5   2q33                               19.5            1.72                          15.4                     20                     252 

IGFBP6   12q13                              4.7               1.3                          2.7                       24                     216 

 
4.2. 4.1. IGFBP-5 gen ve Protein 

IGFBP-5 ilk kez 1993 yılında izole edilmiş ve genomik yapısı ise 1994 yılında 

Allander ve meslektaşları tarafından karakterize edilmiştir. İlk kez yetişkin fare 

serumundan (Shimasaki ve ark. 1991), insan kemiğinden (Bautista ve ark. 1991) ve 

insan osteoblast hücrelerinden (Andress ve Birnbaum, 1991) izole edilmiştir. İnsanda 

IGFBP-5 geni, 33 kb uzunlukta ve 2. kromozoma yerleşmiştir. Bu gen 4 ekzona 

sahip ve insanlarda çeşitli dokularda eksprese olabilen ve yaklaşık 29 kDa çözünür 

bir proteindir. IGFBP-5 üç introna ayrılmıştır. İlk intron birkaç kb uzunlukta genlerin 

%50’sinden fazlasına sahiptir. Promotör bölgesi ökaryotik genlerle düzenlenen basit 

yapıdadır. TATAA ve CAAT konsensus sekansları, insan (Allander ve ark. 1994), 

fare (Kou ve ark. 1995) ve ratlarda (Zhu ve ark. 1993)  transkripsiyonun 

upstreamında belirlenmiştir. Promotör aktivitesi 200 bç’lik proksimalde görülmüştür 
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(Kou ve ark. 1995). Ayrıca bir aktive edici protein-2 (AP-2) tanıma sekansı 5
ı 

kutusunda tanımlanmış olup, bu genin az bir bölümünde intraselüler siklik adenozin 

monofosfat (cAMP) seviyesi arttığı görülmüştür (Duan ve Clemmons, 1995) (Tablo 

2). Progesteron ile IGFBP-5 transkripsiyonun stimülasyonu proksimal promotörde 

CACCC sekansı ile oluştuğu gösterilmiştir (Boonyaratanakornkit ve ark. 1999). 

 

Tablo 2: IGFBP’lerin promotor özellikleri 

 

Gen                          TATA sekansı         CCAAT sekansı         Diğer Elementler 

IGFBP1                       +                                       +                        HNF-1, AP-1,  
                                                                                                 AP-2, IRE,  hipoksiye cevap  

                                                                                                       elementi  (HRE) 
IGFBP2                        -                                       -                          Sp1, HRE, NF-KB 
IGFBP3                       +                                       -                          Sp1, AP-2,  
                                                                                                                 HRE, IRE 
IGFBP4                       +                                       +                          Sp1, AP-1 
IGFBP5                       +                                       +                          AP-2, CACCC box,  
                                                                                                         E-box,  
                                                                                                          C/EBP, NF-1 
IGFBP6                       -                                        +                          RARE 

 

Özel bariyerlere karşı IGFBP-5, IGFBP’ler arasında en fazla korunmuş olandır. Bu 

proteinin aminoasit sekansı, insanlarla tavuklar arasında %83 benzerlik 

göstermektedir (Allander ve ark. 1997). Ayrıca insanlarda, farelerde ve ratlarda ise 

%97 benzerlik (James ve ark. 1993) göstermektedir. IGFBP-5’in kemik, böbrek, 

meme bezlerinde ve böbreklerin fizyolojisinde önemli rolleri olduğu belirtilmiştir 

(Kelley ve ark. 1996). IGFBP-5’in özellikle meme kanser hücrelerinde nüklear 

kompartmanda lokalize olduğu belirtilmiştir (Schedlich ve ark. 1998, 2000). IGFBP-

5 geni, IGFBP-2 gibi aynı kromozom (2q33-q34) üzerinde yer almakta ve ‘’kuyruk-

kuyruğa’’ modelle oryantasyon göstermektedir. IGFBP-1 ve IGFBP-3 genleride aynı 

yapısal oryantasyonda ve 7. kromozom (7p12–7p14) üzerinde olduğu gösterilmiştir. 

IGFBP-4 (17q12–17q21) ve IGFBP-6 (12q13) farklı kromozomlarda olduğu 

gösterilmiştir. Bu durum, IGFBP genlerinin atasal bir IGFBP geninin duplikasyonu 

sonucu oluştuklarını düşündürtmektedir (Allander ve ark. 1994). IGFBP-5’ler IGF 

sistemin bir anahtar içeriği olup çeşitli özelliklere sahiptir (Şekil 1). IGFBP-5, bir 

lider veya sinyal peptit içerir ve stoplazmadan ekstraselüler matrikse doğru salgılanır. 

IGFBP-5 ve IGFBP-6, IGF-II ile yüksek bağlanma affinitesi gösterirler. IGFBP 
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genler homebox (HOX) genleriyle ilişkili olup, çok hücreli organizmalarda fazlaca 

eksprese olabilen ve gelişim öncesinde önemli olan transkripsiyon faktörlerin 

kodlanmasından sorumludurlar. IGFBP-1 ve -3, HOXA olarak adlandırılmış aynı 

kromozomal bölgede ve IGFBP-2 ve -5 ise HOXD denen aynı kromozomal bölgede, 

IGFBP-4 ise HOXB genlerinde lokalize olmuştur. Son olarak IGFBP-6 ise HOXC 

genlerinde aynı kromozom üzerinde bulunmuştur. Bu durum IGFBP’lerle HOX 

genlerin duplikasyon olaylarının başında birbiriyle bağlantılı olabileceğini ve 

IGFBP’lerin filogenetik olarak atasal molekülleri olabileceğini bize göstermektedir 

(Allander ve ark. 1994). Bu durumu destekleyen birkaç protein IGF’ye bağlanabilir 

ve reptillerin serumlarında, bofa balıklarında ve kemikli balıklarında saptanmıştır 

(Reineck ve Collet 1998).  

 

 

 

 
Şekil 1: IGFBP-5’in domain yapısı (Akkiprik ve ark. 2008) 

 

N domaini 

IGFBP-5 protein içeriğinde 18 korunmuş sistein kalıntısına sahip olup, bunların 12’si 

N-terminal domainde ve diğer 6’sı ise C-terminal domaine yerleşmiştir. Bu bölge 80-

93 rezidüe içerir ve proteinler arasında %58 aminoasit homolojisi olduğu 

belirtilmiştir. IGF-I’in bağlanması için önemli olduğu düşünülmektedir (Submarian 

ve ark. 2008). Kalus ve ark. (1998) IGFBP-5’in N-terminal parçaları 

incelendiklerinde IGF’lerin primer bağlayıcı bölgesinin Ala4 ve Ile92 arasında 
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yerleşmiş olduğunu ve sabit globüler bir yapısının olduğunu üç tane β levha ve iki 

tane disülfit bağı içerdiğini rapor etmişler (Cys47-Cys60 ve Cys54-Cys80). 

Merkezinde üç zincirli, anti-paralel, β tabaka yapısı ve Cys47-Cys60 ve Cys54-

Cys80 arasında iki adet iç disülfit bağı bulunan bu sert globüler yapıya ‘Mini 

IGFBP5 bölgesi’ adı verilmektedir. Bu yapı IGF’in bağlanmasında ana rolü üstlenen 

aminoasit kalıntılarını (Val49, Tyr50, Pro62 ve Lys68 ile Leu75) içermektedir. 

Mutagenez çalışmaları proteinin N terminalinde bulunan Lys68, Pro69, Leu70, 

Leu73 ve Leu74 aminoasitlerinin yüksek afiniteli IGF-I bağlanması için en kritik 

aminoasitler olduğunu göstermiştir (Imai ve ark. 2000). 

 

L domaini 

IGFBP-5’in orta bölgesi olup, az korunmuş N ve C domainlerini ve glikozilasyon, 

proteoliz, fosforilasyon için posttranslasyonel modifikasyon bölgelerini içerir. 55-95 

aminoasitten oluşan bir rezidüe içerir ve proteinler arasında %15-20 homoloji  

olduğu gözlenmiştir. Bu bölge C- ve N- uçlar arasında bağlantı görevi görür. Bu 

posttranslasyonel modifikasyonlar protein etkileşimleri, protein yarı-ömrü ve 

proteoliz potansiyeli için önemli rol oynayabilir. Ayrıca bu modifikasyonların rolleri 

tam olarak bilinmemektedir ve bunların IGF’lerin etkileşimlerini, asit-labile alt 

ünitesini ve hücre yüzeyi veya matrix içeriklerini etkileyebileceği tahmin 

edilmektedir (Clemmons ve ark. 1998). Yani IGFBP’lerin posttranslasyonel 

modifikasyonlarını yapan proteinlerin bağlandığı bölge gibi düşünülmektedir 

(Submarian ve ark. 2008). Fragmanlarda IGFBP’lerin proteolitik parçalanması, 

IGF’lere olan affinitelerini azaltır ve hücre yüzeyinde serbest IGF konsantrasyonun 

artmasına ve böylece IGF reseptör sinyal yolağın aktivasyonuna yol açar. Birkaç 

farklı özel IGFBP-5’i parçalayan proteaz tanımlanmıştır. Serin proteaz, 

metalloproteinaz, ADAM 12S, PAPP-A-2 ve katepsin IGFBP-5’i parçalayan 

proteinazlar arasındadır. 
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                        Şekil 2: IGFBP-5’in IGF’lere bağlanma bölgesinin üç boyutlu 

görüntüsü 

 

 

4.2.4.1.1.Proteoliz 

Bütün IGFBP’ler proteazlar tarafından parçalanır ve IGF-bağlama aktivitesinin 

azalmasıyla sonuçlanır. Birçok proteolitik bölge, korunmamış bölgelerde 

tanımlanmıştır (Clemmons 1997). Bir serin parçalama bölgesi, domuz düz kas 

hücreleri tarafından salgılanmış ve IGFBP-5’de bulunan bu bölge di-basic 

Lys138/Lys139 motif olarak tanımlanmıştır (Imai ve ark. 1997). IGFBP-5’in 

proteolitik aktivitesi biyolojik sıvıda ve hücre kültür şartlarında tanımlanmıştır. Bazı 

vakalarda spesifik proteazlar karakterize edilmiştir (Conover 1999). Şekil 1’de 

gösterildiği gibi IGFBP-5’in birkaç proteolitik aktivitesi vardır. 

 

4.2.4.1.2. Glikolizasyon 

İnsan osteosarkomasında U-2 analizleri medyum şartlarında IGFBP-5 ve IGF 

bağlayıcı üçlü yapı 29, 32 ve 34 kDa olarak gösterilmiştir. Nöraminidaz ve O-

glikanaz ile ardışık uygulamalarda 29 kDa’luk çekirdek proteinlerininin tüm 

bandlarında azalma görülmüş ve burada IGFBP-5 O-glikozillenmiştir (Conover ve 

Kiefer 1993). Benzer şekilde 29-34 kDa’luk formlarda fibroblast ve osteoblastların 

medyumlarında tanımlanmıştır. Thr152’nin O-glikozilasyonu IGFBP-5 

fragmanlarında saptanmış ve insan serumlarından izole edilmiştir (Ständker ve ark. 
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1998). Bu önceden tahmin edilmiş glikozilasyon bölgelerinde (Thr103, Thr104 and 

Thr111) ortaya çıkarılmıştır (Conover 1999). IGFBP-6’da ve diğer glikozillenmiş 

IGFBP’lerde glikozilasyon bölgeleri orta bölgede yoğunlaşmış ve bu 

modifikasyonlar molekülü proteolize daha az duyarlı yapar (Bach 1999). 

 

4.2.4.1.3. Fosforilasyon 

IGFBP-5 molekülü 12 fosforilasyon bölgesine sahiptir. Bu 12 fosforilasyon bölge, 

bütün IGFBP’lerde de bulunmaktadır, fakat deneysel olarak sadece IGFBP-1, -3 ve -

5’te rapor edilmiştir (Coverley ve Baxter, 1997). IGFBP-5, insan fibroblastlarından 

yüksek oranda fosforile olabilmektedir (Jones ve ark. 1992). IGFBP-1’in IGF-I ile 

affinitesi artmaktadır (Jones ve ark. 1993). Bu yüzden bu posttranslasyonel 

modifikasyonlar, IGFBP-5’in IGF’yi hafifleştirici biyoaktivite özelliğini 

etkileyebilir. Ayrıca fosforilasyon IGFBP’in proteolize duyarlılığını değiştirebilir. 

Conover (1999), kemikte hidroksipati ile IGFBP-5’in birleşmesinde proteolizin 

önemli olabileceğini rapor etmiştir. Bununla birlikte fosforilasyon, intraselüler 

proteinlerin aktivitesini hafifleştiren bir mekanizmadır ve bu nükleus boyunca 

IGFBP-5 ile hücresel proteinlerin etkileşimleri için de önemli olabilir. 

 

C domaini 

Bu domainde güçlü sekans homolojisi olan bir nüklear lokalizasyon sekansı (NLS) 

tanımlanmıştır. Yedi IGFBP’in arasında sadece IGFBP-3 ve IGFBP-5 nüklear 

lokalizasyon sekansına sahiptir. Bu bölge oldukça korunmuştur ve %34 benzerlik 

gözlenmiştir. Bu bölgenin tam olarak görevinin ne olduğu bilinmemektedir. 

Schedlich ve çalışma arkadaşları (2005) NLS’nin IGFBP-5’in stoplazmik ve nüklear 

trafiğinde önemli olduğunu göstermişlerdir. Jurgeit ve ark. IGFBP-5’in nüklear, 

stoplazmik trafiği ve T47D meme kanser hücre hatlarındaki yerleşimlerini 

araştırmışlar. Aldıkları sonuçlar ışığında IGFBP-5’in hücresel yerleşimi proteinin 

salgılanıp salgılanamama durumunu etkilediğini belirlemişler. IGFBP-5 in vivo 

koşullar altında nükleusa yerleşememektedir sadece mutant sinyal peptid ve sinyal 

peptid ile NLS mutant formları nüklear ve her iki hücresel kompartmanda 

saptanmıştır. IGFBP-5, NLS’ı 206 ile 211 aminoasit arasında bir heparin bağlayıcı 

motif içerir. Heparin bağlayıcı motif glikozaminoglikanlara bağlanır. Mezenkimal 

kök hücrelerin göçü üzerinde bir uyarıcı etkinin IGFBP-5 heparin bağlayıcı motifte 
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(Abrass ve ark. 1997) heparini inhibe ettiği gösterilmiştir. Ayrıca NLS ve bu motif 

IGFBP-5’in C-terminal domaininde IGF-bağlayıcı bölgeye sahiptir. IGFBP-1ve -2 

integrine bağlanabilen ve benzerlik gösteren Arg-Gly-Asp (RGD) motifleri içerir. 

 

4.2.4.2. IGFBP’lerin Fonksiyonları 

IGFBP’ler IGF’lere bağlanarak onların aktivitelerini regüle eder ve ligand 

aktivitelerini ya inhibe eder yada stimüle ederler (Kelley ve ark. 1996; Collett-Solberg 

ve Cohen 1996). IGFBP’lerin bu bağlanmada üç fonksiyonel işlev gördüğü rapor 

edilmiştir:  

 

1. IGF’lerin taşınımı,  

2. IGF’leri parçalanmaktan korumak, 

3. IGF’ler ile IGFRI arasındaki etkileşimi regüle etmek (Yu ve Rohan 2000). 

 

IGFBP’ler IGF üzerindeki etkisi IGFBP’lerin fosforilasyon ve proteolizi ile 

gerçekleşen posttranslasyonel modifikasyonlara bağlıdır (Coverley ve Baxter 1997; 

Kelley ve ark. 1996). IGFBP-1, IGFBP-2 ve IGFBP-5’in hücre adezyonu ve hücre 

göçü gibi aktivitelerde IGF bağımsız etkilere sahip olduğu tahmin edilmektedir 

(Kelley ve ark. 1996; Collett-Solberg ve Cohen 1996; Oh 1998). 

 

4.2. 4. 3. IGFBP-5 ile diğer biyomoleküllerin etkileşimi 

IGFBP-5’in birçok proteinle özellikle ekstraselüler matriks proteinlerle etkileştiği 

gösterilmiştir. Bu proteinler arasında IGF-bağlı proteinler olan asit-labile alt ünite 

(Twigg ve Baxter, 1998; Twigg ve ark. 1998) ve glikozaminoglikanlar yer 

almaktadır (Arai ve ark. 1994; Beattie ve ark. 2005). Diğer proteinler fibronektin (Xu 

ve ark. 2004), osteopontin (Nam 2000), LIM proteinleri-2 (Amaar ve ark. 2002), 

trombospondin-1 (Nam 2000), vitronektin (Nam ve ark. 2002; Hyde ve ark. 2004), 

importin-β (Schedlich ve ark. 2000), insan plazminojen aktivatör inhibitör-1 (Nam, 

2000) ve Ras ile ilişkili domain ailesi 1 (Amaar ve ark. 2005) IGF bağımsız 

proteinlerdir. 
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IGFBP-5, tip III ve tip IV kallojen, laminin ve fibronektin gibi ECM bileşenlerle 

bağlanır (Jones ve ark. 1993). Bu bağlanma IGFBP-5’in IGF için affinitesini ve 

fibroblastlar üzerinde IGF-I’in büyümeyi stimüle edici potansiyelini azaltır. Nam ve 

ark. (2000) ECM proteinlerle IGFBP-5 arasındaki etkileşimlerini saptamışlar. 

Trombospondin-1 ve osteopondin IGFBP-5 ile bağlanır ve IGF-I stimüle edici hücre 

büyümesini yavaşlatır. Moralez ve ark. (2005) IGF-1 üzerine trombospondin-1 ile 

IGFBP-5 arasındaki etkileşimin fonksiyonel analizini yapmışlar. Bu araştırmacılar, 

IGFBP-5’in trombospondin-1 ve integrin ile ilişkili proteine bağlanarak IGF-I’in 

hücresel cevabının dağılmasına yol açtığını gösterdiler. Plazminojen aktivatör 

inhibitör-1 ise IGFBP-5’in proteoliz proteinlerinden korunmasını sağlamaktadır. 

IGFBP-5 ve vitronektin arasındaki etkileşim potansiyeli ise düz kaslarda ve MCF-7 

meme kanser hücrelerinde IGF-I‘i stimüle edici biyolojik etkilerinin olduğu 

saptanmıştır (Nam ve ark. 2000; Kricker ve ark. 2003). Bu durum IGFBP-5’in 

vitronektine bağlanması sonucu IGF-I göç cevabını ilerlettiğini ortaya çıkarmıştır. 

Ayrıca IGF-I-IGFBP-5-vitronektin, hücre göçünü ve HaCAT keratinosit hücrelerin 

protein sentezini arttırmıştır (Hyde ve ark. 2004).  

 

IGFBP-5 ile etkileşen başka farklı tipte proteinlerde saptanmış ve bunların hücresel 

olaylar üzerinde IGF-bağımsız etkileri belirlenmiştir. Bu etkileşen diğer proteinler 

importin-β, Lim protein-2 ve RASSF1C’dir. IGFBP-5, bir NLS bağımlı yolak 

kullanılarak importin-β ile nükleusa taşınabilir (Schedlich ve ark. 2000). Ayrıca, Lim 

protein-2 ile IGFBP-5’in birlikte U2 insan osteosarkoma hücrelerinde yerleşmiş 

oldukları belirtilmiştir. Bilindiği üzere, IGFBP-5’in diğer proteinlerle etkileşimini 

açıklayabilmek için yeni çalışmalara ihtiyaç duyulacaktır.  

 

4.2.4.4. IGFBP-5’in fizyolojik rolü 

Bilindiği üzere in vitro deneyler bize IGFBP-5’in fizyolojik rolleri hakkında bilgiler 

verebilmektedir ve hücresel sistemler ise bize IGFBP-5’in hücre proliferasyonu, 

farklılaşma ve hücre hareketlerinde IGF’yi aktive etme bağlantısı hakkında bilgiler 

verebilmektedir (Şekil 3). Ayrıca hücre hatları bize IGFBP-5’in hedeflemesini 

IGF’den bağımsız oluşan olaylarda açık bir şekilde ortaya koymaktadır. Fakat in 

vivo’da IGFBP-5’in spesifik etkileri, in vitro’da ise merkezi sinir sisteminin gelişimi 
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(Lee ve ark. 1995, Ye ve D’Ercole, 1998), meme bezi involüsyonu (Tonner ve ark. 

1997) ve kemik fizyolojisi (Richman ve ark. 1999, Miyakoshi ve ark. 2001) gibi 

fonksiyonların regülasyonunda önemli rol oynadığını göstermektedir.  

 

 

Şekil 3: IGFBP-5’in farklı dokulardaki fizyolojik rolleri. (A) Osteoblast 

proliferasyonunun düzenlenmesi. Yaralanmadan sonra tamir mekanizması uyarılır ve  

IGFBP-5 kemik ekstraselüler matrikste IGF’lerin depolanmasına izin verir (1). 

IGFBP-5 doğrudan membran reseptörüne bağlanarak ve özel sinyal yolağı uyararak 

hücre proliferasyonunu uyarır (2). (B) Meme bezi involasyonu. IGFBP-5 apoptozun 

artmasını ve  reseptörün IGF’e bağlanmasını inhibe eder. IGF bağımsız olarak 

IGFBP-5 etkileşimi kazein ve/veya plazminojen aktivatör-1 (PAI-1). Sonuç olarak 

plazmin, plazminojen ve dokunun yeniden şekillenmesiyle üretlilir. 

 

4.2.4.5. IGFBP-5 ve kanser 

IGFBP-5’in neoplastik hücrelerin büyümesi üzerindeki biyolojik aktivitesi belirsiz 

olmasına rağmen sadece bir hücre hattında değerlendirilmiş ve ortaya konmaya 

çalışılmıştır (Ewtonve ark. 1998). Son zamanlarda yapılan çalışmalarda kemik 

hücrelerinde bir büyüme faktörü büyümeyi uyaran bir proteinin varlığından IGFBP-

5’ten bahsedilmiştir (Miyakoshi ve ark. 2001). IGFBP-5, in vitro’da prostat kanser 

hücrelerini IGF-bağımlı-bağımsız olarak uyarmaktadır (Gregory ve ark. 1999, 

Miyake ve ark. 2000a) ve bir hayvan modelinde tümör büyümesini teşvik ettiği 

gösterilmiştir (Miyake ve ark. 2000b). Benzer şekilde, IGFBP-5 meme kanser 
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hücrelerinde sağkalımı arttırmaktadır. Bu fonksiyon IGF-bağımsız olarak ortaya 

çıkmaktadır ve mitokondri dışında bir apoptozu inhibe eden yolağı etkilemektedir 

(Perks ve ark. 1999, 2000). Fakat meme karsinoma hücreleri, bir vitamin D (Rozen 

ve Pollak 1999), anti-östrojenler (Parisot ve ark. 1999) gibi uygun sinyal ile 

hedeflenirse IGFBP-5’in büyüme inhibitör sinyalini uyarabilirler. Ayrıca IGFBP-5 

servikal karsinom hücrelerinin ve osteosarkoma hücrelerinin proliferasyonunu inhibe 

eder (Kiefer ve ark. 1992, Conover ve Kiefer, 1993).  

 

4.2.4.6. IGFBP-5 ve meme bezinde apoptozla ilişkisi 

Meme bezinde IGFBP-5 senteziyle programlı hücre ölümü arasındaki ilişki daha 

önce üç çalışmada gösterilmiştir. IGFBP-5 faregillerin epitelyum hücrelerinde 

kültürde ve in vivo’da ise gebeliğin 16. gününde ve daha sonra memeye spesifik 

promotordan IGFBP-5‘in ekspresyonunun olduğu transgenik fare modeline 

uygulanmış. Marshman ve ark. (2003) faregillerde ekzojen IGFBP-5 veya IGFBP-3 

ilavesiyle fare meme epitelyum hücrelerinde IGF-I’in araya girmesiyle sağkalımın in 

vitro olarak ve apoptozun ise üç kat baskılandığı gösterilmiştir. Bu durum IGF-I 

molekülünün sinyalini downstream eden Akt/protein kinase B (PKB)’nin 

fosforilasyonunu azaltmış ve böylece Akt için bir reseptör bağımsız hücre ölüm 

yolağını uyarmış olur. Son zamanlarda insan meme kanser hücrelerinde IGFBP-5’in  

hem in vivo hem de in vitro olarak inhibe edilebileceği gösterilmiştir (Butt ve ark. 

2003). IGFBP-5 hücre sağkalım faktörleri IGF-I ve IGF-II’yi ayırarak ekstraselüler 

matriks ve onların hücre yüzey reseptörlerine Tip I-IGF reseptör bağlanarak 

apoptozu uyarır (Şekil 4). 
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         Şekil 4: IGFBP-5 ‘in apoptozdaki rolü 
 

Doğum sırasında pro-apoptotik moleküllerden hem kaspaz-3 hem de plazminin 

konsantrasyonu artmış, fakat Bcl-2 ve Bcl-xL sağkalım moleküllerinin 

konsantrasyonunun azaldığı görülmüştür. Bu bilgiler IGFBP-5’in proapoptotik 

etkisini göstermektedir. Meme gelişimi (bez ağırlığı ve DNA içeriği) bir IGF analoğu 

(R3-IGF-I) ile normalize edilmiştir ve bu tip 1 IGF-R normal olarak bağlanır, fakat 

IGFBP-5 ile zayıf bağlanır. Fakat süt üretimi farelerde yalnızca R3-IGF-I ile 

onarılmıştır. Bu bilgiler bize IGFBP-5’in, IGF’nin hareketini inhibe ettiğinden dolayı 

etkisinin az olduğunu göstermektedir. 

 

4.2.4.7. IGF ve IGFBP-5’in meme bezi gelişimi ve involüsyonla ilişkisi 

Meme bezi farklılaşması, kanser gelişiminde IGFBP’lerin rollerini anlamada iyi bir 

modeldir. 

 

Hamilelik, süt verme ve involüsyon dönemlerde meme bezlerinin büyüme, gelişme 

ve involüsyoları birkaç faktör tarafından regüle edilmektedir. Hormonlar, büyüme 

faktörleri ve ECM bu süreçlerin içinde yer almaktadır. Meme epitelyum hücre 

fonksiyonlarında en önemli ve dikkat çeken sistem IGF eksenidir. IGF’ler büyüme 

hormonlarıyla birlikte meme bezinin gelişiminde etkilidirler. Genellikle tüm 

IGFBP’ler bütün fare meme bezlerinde bulunmakta olup, IGFBP-3 ve IGFBP-5 

hamilelikte en fazla eksprese olanlardır. 

 

İnvolüsyonda iki faz vardır. İlk faz çevrilebilir ve apoptoz ile kontrol edilir. İkinci faz 

dönüştürülemeyen ve proteaz enzimleri ve makrofajlar ile regüle olan lobuloalveolar 
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yapının yeniden modellenmesiyle karakterizedir (Sutherland ve ark. 2007). Birçok 

önemli gen ve NF-κB, fosfoinositid-3-kinaz, Stat3, değiştirici büyüme faktör beta 

(Baxter ve ark. 2007), matriks metalloproteinaz, ve TIMP ailesi (Sutherland ve ark. 

2007) yolakları apoptotik olaylarda yer almakta ve son zamanlarda IGFBP-5’in bu 

her iki safhada da önemli rol oynadığı gösterilmiştir. IGFBP-5 meme bezinde 

apoptoz olayına karışmaktadır ve son zamanlardaki çalışmalar da bunu destekleyici 

niteliktedir, özellikle IGFBP-5 ekspresyonu STAT-3’ün knock-out edilmiş farelerde 

(Chapman ve ark. 2000) interferon düzenleyici faktörün (IRF-I) olaya karışmasını 

geciktirdiği ve IGFBP-5’in ekspresyonu ise her ikisini hızlandırdığı gösterilmiştir 

(Chapman ve ark. 2000). IRF-I, hücre proliferasyonunu ve transformasyonunda rol 

oynayan bir tümör süpressör gendir. Transgenik farelerde farklı bir tümör süpressör 

gen olan PTEN’in meme bezi gelişiminde rol oynadığı ve meme dokusunda yapılan 

mikroarray analizleriyle IGFBP-5’in ekspresyonunu 26 kat arttırdığı gösterilmiştir 

(Dupont ve ark. 2002). PTEN, meme kanser tümörlerinde p53’ten sonra en yaygın 

tümör süpressör gendir (Li ve ark. 2002). IGFBP-5’in seviyesindeki artış prolaktin 

ile düzenlenmektedir ve prolaktin aynı zamanda IGFBP-5 salgılanmasını 

baskılamada da önemli rol oynar. Mekanizma çalışmaları büyüme hormonlarının 

IGF-I sentezini arttırdığını ve prolaktinin ise IGFBP-5 ekspresyonunu baskıladığını 

göstermiştir. Prolaktin seviyesi, Stat3 ve sütten kesme ile azalırken, IGFBP-5 

seviyesi artmaktadır. Domuzlarda ve koyunlarda sütten kesilmeyle birlikte bu 

fenomenin ortaya çıktığı gösterilmiştir. Prolaktin meme bezinde IGF-II üretimini 

arttırır ve böylece hücre sağkalımını ilerletmiş olur (Brisken ve ark. 2002; Hovey ve 

ark. 2003). Ayrıca Hypodactyly farelerde IGFBP-5’in alışılmışın dışında ekspresyon 

patterni göstermiş olduğu rapor edilmiştir (Allan ve ark. 2000). Ning ve ark. (2007) 

IGFBP-5’in normal dokular için zorunlu olmadığını fakat meme bezi gelişiminde ve 

farklılaşmasında önemli rol oynadığını belirtmişler.  
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4.2.4. 8. IGFBP-5’in meme kanserindeki rolü 

Meme kanser hücre hatları üzerine yapılan çalışmalar IGFBP-5’lerin fonksiyonları 

hakkında bazı fikir çatışmaları ortaya çıkarmış olmasına rağmen, meme kanserinde 

IGFBP-5’in rolünün moleküler mekanizmasını açıklamaya ışık tutması açısından 

önemlidir. Bazı bilgiler meme kanseri terapisinde, teşhisinde ve erken tedavisine 

yeni fikirler kazandıracaktır. IGFBP-5 ile ilgili yapılmış çalışmaların birçoğu, 

IGFBP-5’in apoptotik potansiyeli, diğer proteinlerle etkileşimi, hücre göçü 

yetenekleri, hücre büyümesi gelişimi ve hücre trafiği ile ilişkilidir. 

 

IGF-I sinyal yolağı meme kanserini uyarır ve iki ana downstream sinyal değiştirici 

yolağı aktive eder (IRS-1/fosfoinositid-3-kinase/serin-tironin ve kinaz yolağı ve 

Ras/mitojen-aktive edici protein kinaz/ ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz signal) 

(Şekil 5). Bu iki sinyal kaskadı kanser gelişiminde en kritik yolaklar olup meme 

kanser fenotipin gelişminden sorumludur (Sivaraman ve ark. 1997; Wu ve ark. 

2008). IGFBP-5, IGF-I ile bağlanarak bu yolakları düzenler. IGFBP-5, varsayılan 

reseptör ile bağlanır ve hücre stoplazmasına girer ve sonra onunla etkileşerek diğer 

proteinleri uyarır. Bu protein-protein etkileşimi metastatik kapasiteyi regüle edebilir 

(Şekil 6). Ayrıca 100’den fazla protein IGFBP-5 ile etkileşebilmesi mümkün olup ve 

yeni fonksiyonal özelliklere sebep olabilir. 

 

Şekil 5: Meme kanserinde IGF-I sinyal yolağı. IGF-I HEM Ras/mitojen protein 

kinazı hem de PI3K/Akt’yi active eder ve hücre büyümesi ve proliferasyonuna sebep 

olur. ER1/2 ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz; IGF-IR, insülin benzeri büyüme 

faktörü-I reseptörü; IRS, insülin reseptör sübstratı; MEK 1/2, mitojen aktive edici 

protein/ekstraselüler sinyal düzenleyici kinaz; mTOR, memeli hedefleyici rafamisin; 

PTEN, fosfataz ve tensin homoloğu; Shc, GRB2, SOS1, adaptor protein (Akkiprik ve 

ark. 2008) 
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Şekil 6: Meme kanserinde IGFBP-5. IGFBP-5 IGF-bağımlı ve bağımsız olarak 

meme kanserinde rol oynar. (a) IGFBP-5’in IGF bağımsız etkileri. IGFBP-5 IGF ile 

bağlanır ve IGF sinyalini bloke eder. Eğer IGFBP-5 spesifik proteazlarla parçalnırsa 

IGF salınır ve hücre proliferasyonunu aktive eder. IGF-IR, insülin benzeri büyüme 

faktor reseptörü. (b) IGFBP-5 spesifik reseptörlerle veya diğer yolaklarla hücreye 

girer. Solda (a): IGFBP-5’in nuklear importini-IGFBP-5 nükleusa girer: importin-β 

araya girer veya diffüze olur. Sağda (b): IGFBP-5’in stoplazmada birikmesi ve diğer 

proteinlerle etkileşmesiyle antiapoptotik etkileri ve metastaz gelişimi (Akkiprik ve 

ark. 2008) 
 

4.2.4.9. IGFBP-5’in genetik varyasyonları ve meme kanseri riski 

Meme kanseri riskinde IGFBP-5 genetik polimorfizmler hakkında şu anda sınırlı 

bilgi bulunmaktadır. Son zamanlarda Garner ve ark. (2008) iki bağımsız Afrikalı 

kökende meme kanser riski ile IGFBP-5 genetik varyasyonları arasında anlamlı ilişki 

olduğunu göstermişler. Buldukları sonuçlara göre, Afrikalı-Amerikalı 40 yaşın 

altındaki bayanlarda meme kanseri riskinin yüksek olması üzerine odaklanmışlar. 

Afrikalı-Amerikalı ve Nijeryalılarda meme kanseri riskinin artmasıyla ilişkili 

IGFBP-5’in 3
ı
 ucun sonunda 3 ekzonda polimorfizim tespit etmişler. Bu 

araştırmacılar genetik varyasyonların IGF-I ile IGFBP bağlandığında, proteazların 

proteolitik etkisi veya IGFBP-5’in hücreye yerleşimiyle IGFBP ekspresyonunu 

değiştirebileceğini ileri sürmüşler. Unutulmamalıdır ki; meme kanser riskinde 

IGFBP-5 polimorfizimlerin rolünü değerlendirmek için yeni çalışmalara ihtiyaç 

duyulacaktır. 
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4.2.4.10. IGFBP-5’in meme kanserinin teşhisindeki önemi 

İnsan meme kanserinde IGFBP-5’in rolü çok komplekstir ve tam olarak anlaşılması 

zor bir mekanizmaya sahiptir. Wood ve ark. (2000) IGFBP-5’in yetişkinlerde normal 

meme epitelyum hücrelerinde az veya hiç eksprese olmadığını göstermişler. Birkaç 

çalışmada ise meme kanser dokusunda IGFBP-5 ekspresyonunun yükseldiği 

belirtilmiştir (Pekonen ve ark. 1992; Huynh, 1998). IGFBP-5 ligand bağlama 

kullanılarak meme kanser doku örneklerindeki protein seviyeleri saptanmıştır. 

 

Birkaç bağımsız çalışmada, IGFBP-5 metastazın pozitif olmasıyla ilişkili genlerde 

farklı ekspresyonu gözlenmiş (Hao ve ark.., 2004; Van‘t Veer ve ark. 2002; 

Nishidate ve ark. 2004). Van‘t Veer ve ark. (2002) zayıf tanı ile ilişkili 70 genden 

birinin IGFBP-5 olduğunu belirtmişler. Başka bir çalışmada ise IGFBP-5’in T1 

meme karsinomalarında fazlaca eksprese olduğunu belirtmişler. Li ve ark. (2007) 

meme kanserinde IGFBP-5’in tanıdaki önemini değerlendirmişler. Bu araştırmacılar 

IGFBP-5-mRNA seviyesinin östrojen reseptörün (ER) varlığı ve axillary lenf nodları 

invasyonlarıyla pozitif ilişkili olduğunu rapor etmişler. Bununla birlikte IGFBP-5-

mRNA seviyesindeki artış pozitif lenf nodlarında ve negatif ER’lere sahip meme 

kanser hastalarında zayıf sonuçla ilişkilendirilmiş. Ayrıca hem IGFBP-5 hemde 

IGFBP-2 hamilelik süresince (Wood ve Yee, 2000) morfogenesisin görünümünde 

meme bezi gelişimi ve embriyonik gelişim süreçlerine katıldıkları belirtilmiştir (Flint 

ve ark. 2000). 

 

4.3. PI3K (Fosfatidilinositol-3-Kinaz) 

Fosfatidilinositol-3-kinazlar (PI3-kinases veya PI3Ks) fosfoinositolün (PtdIns) 

halkasal inositolün 3-hidroksil pozisyon grubunun önemli bir intraselüler sinyal 

enzimidir (Toker and Cantley, 1997). 1980’den beri, PI3K’ların kanser hücrelerin 

büyümesinde ve sağkalımda önemli rol oynadikları gösterilmiştir. PI3K sinyal 

yolağında reseptör tirozin kinaz veya G-protein çift reseptörler bazı sinyallere yol 

açar ve bu sinyaller PI3K’ları aktive eder (Kazlauskas ve ark. 1992; Chiarugi ve ark. 

2002; Zhang ve ark. 2002) böylece fosfolipidlerle intraselüler olarak taşınır. Sonra 

serin/tironin kinaz AKT ve diğer downstream effektör yolakları aktive olur. PI3K’lar 

hayatta kalma, hücre adezyonu, motilitesi, hücre çoğalması sinyal iletim yollarını ve 
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hücrelerarası trafiği düzenleyen lipid kinaz ailesidir. Bunların hem lipid hem de 

kinaz aktivitesi bulunmaktadır (Vogt ve ark. 2007).  

 
Yapısı 

Fosfoinositol -3-kinaz (PI3K) yolağı meme kanserinde en yaygın mutasyon yolağı 

olup, PI3K p110α (PIK3CA) ve p110β (PIKCB) katalitik alt ünitelerden kodlanan 

genleri ihtiva etmektedirler. PI3K, üç farklı sınıfa ayrılmaktadır: Sınıf I, Sınıf II ve 

Sınıf III’tür (Katso ve ark. 2001) (Şekil 7). Sınıf I PI3K’lar farklı reseptör çiftlerine 

sahip olan IA ve IB alt ünitelerdir. Sınıf IA PI3K’lar büyüme faktör reseptör tirozin 

kinaz faktörle aktive olurken, Sınıf IB PI3K’lar GPCR’ler ile aktive olur (Engelman 

ve ark. 2006). Sınıf IA PI3K’lar bir p110 (p110a, p110b veya p110d) katalitik alt 

ünite ve bir de düzenleyici alt ünitesi p85 (p85a, p55a, p50a, p85b veya p55g) olan 

heterodimerler içermektedir. Katalitik alt birim de birkaç düzenleyici domainden 

oluşur ve çoğu P13K üyeleri bu dört bölgeyi homolog olarak paylaşır: helikal 

domain, C2-domaini, katalitik lipid kinaz domaini, Ras-bağlanma domaini ve 

düzenleyici altbirimle etkileşim halinde olan NH2 domaini. Bu katalitik lipit kinaz 

domaini protein kinazlarla zayıf bir homoji gösterir. p85b ve p55g alt üniteler, Pik3r2 

ve Pik3r3 genleri tarafından kodlanırken, p85a, p55a ve p50a regülatörleri ise Pik3r1 

genin uçları birleştirici varyantlarıdırlar. p110a, p110b ve p110d katalitik alt üniteler 

Pik3ca, Pik3cb ve Pik3cd genleriyle eksprese olmaktadır (Cantley, 2002). Sınıf IA 

PI3K’lara benzer şekilde Sınıf IB PI3K’larda regülatör ve katalitik alt ünitelerin 

heterodimerleridir. Fakat Sınıf IA ve IB PI3K’lar farklı katalitik ve regülatör alt 

ünitelere sahiptirler. Sınıf IB PI3K’lar düzenleyici bölümlerinde p85 yerine p101, 

p84 ve p84 PIKAP (PI3K 87 kDa’luk adaptör protein) alt ünitelerini taşımaktadırlar 

(Stephens ve ark. 1997). Sınıf II PI3K’lar C2a, C2b ve C2g katalitik izoformlardan 

oluşmaktadır, fakat C2a ve C2b vücutta eksprese olurlar. Ama C2g’lerin 

ekspresyonu hepatositlerle sınırlıdır. Sınıf II PI3K’lar PI (3) P ve PI (3, 4) P2 üretimi 

PI’den katalizlenmektedir.  
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Şekil 7: Fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K)’ın Yapısı, katalitik ve düzenleyici alt 

birimlerdeki PI4K’lar ve PI3K ile ilişkili proteinler 

 

Sınıf III PI3K’lar Vps34 katalitik ve p150 düzenleyici alt ünitelerden oluşmuş 

heterodimerlerdir. Vps34, Golgi aygıtından ve vezikül trafiğinden sorumlu bir 

genden gelişmiş ve mayalarda tanımlanmıştır (Odorizzi ve ark. 2000). Sınıf III 

PI3K’ların fonksiyonu primer olarak vezikül aracılı proteinlerin trafiğinde rol 

oynamaktadır (Nobukuni ve ark. 2005; Backer, 2008) (Tablo 3). Yeni bir çalışmada, 

p85 düzenleyici alt ünitesinin yapısında C-terminal SH2 için p110b/p85b’in bir 

inhibitör fonksiyonu tanımlanmıştır. Geleneksel olarak reseptör tirozin kinaz (RTK) 

fosfopeptitler farklı mekanizmalar kullanarak, N-terminal SH2 domain (nSH2) ve 

cSH2 domainlerin inhibisyonlarını azaltmaktadır.  
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Tablo 3: Ökaryotlardaki PI3K’lar 

 

Ökaryot                        Sınıf I                         Sınıf II                        Sınıf III 
                         Katalitik    Adaptör                                         Katalitik       Adaptör 
Mammals         p110 α,β,γ    p85 α,β                PI3K-                   Vps34p          p150 
                                              p55γ,  p101         C2α,β, γ 
 

D.melanogaster   Dp110       p60                        PI3K _68D          PI3K _59F    öngörülen 

gen 

                                                                                                              CG9746 
 
C. elegans        AGE-1       AAP-1                    F39B1.1          CEvps34     öngörülen     gen                                   

                                                                                                                   CAA94175   
                                                                                                                                                    

D. discoideum DdPIK1,2,3  —a                          —                      DdPIK5           Vps15p
b 

 
Maya                    —              —                           —                     Vps34p           Vps15p    
 
Bitkiler                 —               —                          —                      Vps34p           Vps15p

b 

Gen bankasında ulaşılan PI3K’ların listesi (Vanhaesebroeck ve ark. 1997) 
a
 Henüz bulunamadı. 

b
Vps15p bitkilerde ve mayalarda yayınlanmamıştır. 

 

4.3.1. Tümörogenezisteki fonksiyonu 

Son 30 yılda yapılan çalışmalar arasında PI3K’ların tümörogenezdeki rolünü 

gösteren birkaç çalışma tanımlanmıştır (Sugimoto ve ark. 1984). 1980 yılında bir 

grup araştırmacı polyoma virüsün T-proteini ile PI3K arasında bir etkileşim olduğu 

belirtmişler (Whitman ve ark. 1985). PI3K’nın birkaç kanser türünde bir aktif 

komponent olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte PI3K yolağının tümörlerdeki 

önemi onaylanmıştır (Şekil 8). Birkaç epidermal büyüme faktörü reseptörü, platelet 

büyüme faktör reseptörü ve mezenkimal epitelyal transisyon faktör onkogenik 

büyüme faktör reseptörleri Sınıf IA PI3K’yı aktive edebilir (Huang ve ark. 2007; 

Zhao ve ark. 2010; Zhang ve ark. 2011). 
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       Şekil 8: PI3K/PTEN/Akt sinyal yolağı. PI3K yolağı angioneogenez, tümör 

büyümesi ve karsinogenezdeki rolü 

 

4.3.2. PIK3CA (Fosfatidilinositol-3-Kinaz Katalitik Alfa) Geni 

Son yıllarda PI3K/AKT sinyal yolağının içeriğinin insan kanserlerindeki sıklığının 

değiştiğini gösteren çalışmalar rapor edilmiştir. PIK3CA genindeki mutasyonlar bazı 

yaygın insan kanserlerinde sıklıkla oluştuğu belirtilmiştir. PIK3CA nokta 

mutasyonları hepatoselüler, meme, kolon ve beyin kanserlerinde rapor edilmiştir 

(Gallia ve ark. 2006; Carson ve ark. 2008; Murugan ve ark. 2008; Riener ve ark. 

2008; Pang ve ark. 2009). PIK3CA, baş ve boyun, prostat, üriner sistem, serviks, 

meme ve endometrium kanser tiplerinde %30 mutasyona uğramıştır. Özellikle bu 

mutasyonların en tanınmışları helikal ve kinaz domainlerindeki tekli aminoasit yer 

değişimleridir.  

 

 

Şekil 9: PIK3CA’nın (Fosfatidil İnositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Lokalizasyonu 

(http://www.genecards.org/pics/loc/GC03P180399.PIK3CA.png)  

(Erişim tarihi:25.07.2009) 

 

 

http://www.genecards.org/pics/loc/GC03P180399.PIK3CA.png)%20(Erişim
http://www.genecards.org/pics/loc/GC03P180399.PIK3CA.png)%20(Erişim


 

 

 

36 

 

 

                  Şekil 10: PI3K Sinyal Yolağı. Tümörogenezde (hücre proliferasyonu, 

hücre büyümesi ve hücre sağkalımı) önemli rol oynar (A). p110α sıcak nokta 

mutasyonları (B). 
 

PIK3CA, fosfatidil inositol kinazın katalitik alt birimini kodlayan gendir. PIK3CA 

geni 3q26.3 de bulunmaktadır (Şekil 9). Ayrıca 21 ekzondan oluşur ve 1068 

aminoasitten oluşan 124 kDa’luk proteini kodlar. Bu mutasyonlar yaygın olarak 

ekzon 9 ve ekzon 20’de (%80) yoğunlaşmış durumda olup, helikal ve kinaz 

domainleri kodlayıcı bölgelerdir. En sık rastlanılan mutasyonların ekzon 9 (helikal 

domain) ve ekzon 20 (katalitik domainin kuyruk bölgesinde) olduğunu belirttimiştir. 

Ayrıca p85 domainindeki (ekzon 1) mutasyonlarda değerli bulunmuştur (Mori ve 

ark. 2008; Gardefors 2007) (Şekil 11). Bunlar 545. amino asit olan glutamik asit ve 

1047. amino asit olan histidindir. Çalışılan kanser tiplerinde PIK3CA mutasyonları 

p85 domaini (ekzon 1) (%8), helikal domain (ekzon 9) (%47) ve kinaz domaini 

(ekzon 20) (%33) bölgelerindeki sıcak noktalarda kümelenmiştir. Bu mutasyonlar 

yanlış anlamlı (Han ve ark. 2000), homozigot ve heterozigot delesyonlar (Li ve ark. 

1997), transkripsiyonal baskılama (Garcia ve ark. 2005) ve hipermetilasyon şeklinde 

ortaya çıkabilmektedir. PTEN mutasyonları meme kanserinde seyrek olarak 

görülmektedir. Bunlardan PIK3CB ve PDK1 gen amplifikasyonları AKT1 

mutasyonları (Carpten ve ark. 2007; Stemke-Hale ve ark. 2008) ve AKT2 

amplifikasyonları (Bellacosa ve ark. 1995) meme kanserinde düşük sıklıkla 

görüldüğü rapor edilmiştir. Somatik mutasyon katalog veri tabanına göre PIK3CA 

mutasyonları yaygın olarak meme kanserinde (%37), endometrial (%24), idrar yolu 

(%17), kolon (%15) ve üst sindirim borusundaki kanserlerde (%11) görülmekte 
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olduğu belirtilmiştir. Fakat PIK3CA mutasyonları melanoma, prostat ve pankreas, 

akciğer, baş ve boyun skuamos hücre kanserlerinde yaygın değildir (<%10) (Bowles 

and Jimeno, 2011). Bir başka çalışmada ise Samuel ve ark. (2004) bu mutasyonlara 

74 kolekteral tümörün %32’sinde, 15 glioblastomanın %27’sinde, 12 mide 

kanserinin %8’inde, 24 akciğer kanserinin %4’ünde rastlamışlar. PIK3CA 

mutasyonların %80’den fazlası iki sıcak noktada gözlenmiştir: bunlar 

fosffatidilinositol kinaz helikalde E543, E542K, E545K ve kinazda ise H1047R 

gözlemlenmiştir. Bu PIK3CA mutasyonlarının iki sınıfı büyüme faktörü aktivasyonu 

hariç PI3K sinyalinin oluşmasını teşvik etmektedir. PIK3CA
H1047R

‘nın 

ekspresyonunun genetik veya farmakolojik olarak inaktive edilmesi meme 

tümörlerinin gözden kaybolmasıyla sonuçlanır. PIK3CA mutasyonları bazen PTEN 

kaybı veya HER2 ekspresyonunun arttığı meme kanseri durumlarında oluşmaktadır 

(Perez-Tenorio ve ark. 2007; Saal ve ark. 2007). PIK3CA mutasyonları HER2 

ekspresyonunun arttığı durumlarda ve hem duktal karsinomlarda hem de in situ 

invaziv meme kanserlerinde yaygın olarak bulunmaktadır. Fakat intraepitelyal 

neoplastik lezyonlarda düşük sıklıkta bulunmaktadır. Bu da bize PIK3CA 

mutasyonların HER2 olarak bilinen ERBB2 gibi diğer onkogenlerin araya girerek 

PI3K’yı aktive ettiğini göstermektedir (Oda ve ark. 2008; Kalinsky ve ark. 2011). 

 
            

Şekil 11: PIK3CA’daki (Fosfatidil İnositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Sıklıkla 

Karşılaşılan Mutasyonlar (Samuels ve ark. 2004) 
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4.3.3. Epitelyal-mezenkimal geçiş ve PI3K 

Epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT), hücre adhezyon, E-kadherin ekspresyonun 

baskılanması ve hücre hareketinin artması ile biyolojik hücre karakterizasyonun bir 

sürecidir. EMT tümör yayılımı ve metastaz dahil birçok gelişim süreci için gerekli 

olabilir (Singh 2010). PI3K tümör hücre hacminin büyümesi ve gelişmesini etkilediği 

de gösterilmiştir. Bu yüzden PI3K’nın EMT’de önemli bir rol oynayabileceği ortaya 

konmuştur. PI3K aktivitesi, değiştirici büyüme faktöre maruz kaldıktan sonra 

EMT’ye uğrayan meme kanser hücreleri ve invaziv hepatoselüler karsinoma 

hücrelerinde artmıştır (Wang ve ark. 2008). Değiştirici büyüme faktörü-β, ErbB3’ü 

bağlar ve böylece meme kanserinde ErbB2’de fosfatidil-inositol 3-kinaz/AKT’nin 

ekspresyonunun artmasını sağlar. Vimentin AKT’nin bir sübstratıdır ve PI3K’ün 

etkisini hemen aşağı çeker. Bu yüzden bu EMT‘de PI3K’nın katkısıyla oluşan bir 

mekanizma olabilir (Zhu ve ark. 2011). Diğer kanıtlarda göstermiştir ki p28 

(GANK)’in ekspresyonunun artması hepatoselüler karsinoma invasyonunu ve 

metastazı arttırabildiğini ve PI3K/AKT/hipoksa faktör-1 alfa yolağının uyarıldığıdır 

(Fu ve ark. 2011). Son zamanlarda yapılan bir çalışma hepatoselüler karsinoma 

hücrelerinde EMT’deki laminin-5 cevabında PI3K’nın hiperaktive olduğunda a6 ve 

CD151’in ekspresyon seviyesini arttırdığını ve ilk önce PI3K-protein kinaz B(AKT)-

Snail fosfotaz ve tensin homolog feedback yolağın uyarıldığını rapor etmiştir. 

Sırayla, EMT PI3K inhibitörleri ve CD151 veya a6’ya karşı antikorlar ile bu durum 

tersine çevrilir (Ke ve ark. 2011). 

 

4.3.4. Otofaji ve PI3K 

Otofaji intraselüler bileşenlerin geri dönüşümünde araya giren bir hücresel süreçtir 

ve besinler azalınca alternatif enerji kaynakları oluşmaktadır. Son zamanlarda 

embriyogenezde, hücre savunmasında, gelişiminde ve hücre ölümünde otofajinin 

yeni rolleri otofajik fonksiyon kaybı ile hastalıklar arasındaki ilişki ortaya 

konmuştur. Otofaji bir tümör baskılayıcı yolağı olabilir ve otofajinin aktivitesinin 

azalması kanser gelişimine katkıda bulunabilir. Tümör baskılayıcı genler sıklıkla 

insan kanserlerinde p53, PTEN otofaji üzerinde ve sıklıkla kanserin aktive 

edilmesinde rol alırlar. Bu genleri kodlayanlar arasında Sınıf I PI3K’lar yer 

almaktadır ve otofajinin kapanmasında rol alırlar (Kondo ve ark. 2005). PI3K, AKT 
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downstreamini hedefler ve otofajinin inhibisyonuyla sonuçlanan mTOR 

aktivasyonuna yol açar (Petiot ve ark. 2000). Birkaç deneme çalışması göstermiştir 

ki, Sınıf-III PI3K, fosfatidilinositol 3-fosfat (PI(3)P)’in otofaji için gerekli olduğunu, 

buna karşın Sınıf-I PI3K, fosfatidilinositol 3, 4, bifosfat (PI(3,4)P2) ve 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat’ın (PI(3,4,5)P3) ise  otofajide inhibe edici etkisinin 

olduğunu göstermiştir (Petiot ve ark. 2000). Aslında fosfataz ve tensin homoloğun 

ekspresyonunun artması 10. kromozomdan (PTEN) silinmektedir ve PTEN 3- 

pozisyonunda PI (3,4) P2 ve PI (3,4,5) P3’den fosfatı kaldırır ve otofajinin artmasını 

sağlamış oluyor (Arico ve ark. 2001). PI3K inhibitörleri Sınıf-I ve Sınıf-III PI3K’yi 

ayırır ve böylece otofaji inhibe olur. 

 

4.3.5. Senesens ve PI3K 

Hücre senesensi vücutta yaşlanmış veya hasar görmüş hücrelerle tasarlanmış bir 

süreçtir. Kanser ve senesens arasındaki ilişki potansiyel hücre kütlesi problemi olarak 

tanımlanmıştır. Onkogen-hücresel senesensin uyarılması (OIS) hücre büyümesinin 

tutuklanmasına ve untrasforme hücrede onkogenlerin aktive olmasına yol açar (Botti 

ve ark. 2006). Onkogenler transformasyon yetenekleri en iyi bilinenler olmasına 

rağmen, primer hücrelerde bir tumor baskılayıcı mekanizma olarak bir tek onkogen 

senesensi aktive eder. RAS/PI3K yolağın anormal aktivasyonu bir potansiyel 

onkogenik olay olup, belli tümör baskılayıcı genleri inaktive eder veya mutasyonları 

aktive etmesiyle sonuçlanabilir. PIK3CA ve AKT, RAS’ın downstream 

etkisindedirler ve aynı yolakta olup olmadıkları belli olmamasına karşın bu iki 

mutasyonun selektif avantajı onaylanmıştır. PIK3CA/AKT, RAS’ı aktivite ederek 

senesensi zayıflatır. İn vivo’da RAS’ın kaldırılarak PIK3CA/AKT aktive edilmesiyle 

tümörogenez hızının artması arasındaki ilişki senesensi uyardığı belirtilmiştir. Bu 

yüzden bütün onkogenlerin senesenste aynı etkiyi göstermedikleri gösterilmiştir. 

Özetleyecek olursak senesens ve PI3K arasındaki ilişkiyi anlayarak prosenesens 

kanser terapilerin hedeflenmesi ve rasyonel gelişmelerin ortaya çıkmasına ışık 

tutacaktır (Kennedy ve ark. 2011). 
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4.3.6. PI3K\AKT Sinyal İletim Yolu 

PI3K sinyal yolağı büyüme, sağkalım, anjiogenez ve hücre hareketi gibi hücresel 

fonksiyonlarda rol alır (Hennessy ve ark. 2005). PI3K-AKT yolağı liganda bağımlı 

reseptör tirozin kinaz ve G protein gibi birçok farklı faktör tarafından aktive olur. Bu 

sinyal PI3K’nın katalitik aktivitesini uyarır ve p85 ve p110 alt üniteleri içermektedir. 

PI3K, plazma membranında lipidlerin inositol halkasını 3
ı
 pozisyonunda fosforile 

eder ve böylece fosfatidilinositol-(3,4)-P2 (PIP2) ve fosfatidilinositol-(3,4,5)-P3 

(PIP3) üretilmesine yol açar. PIP2 ve PIP3 intraselüler proteinlerin PH domainleriyle 

etkileşir (Şekil 12). Bu intraselüler proteinlerden biri AKT’dir. AKT’ler üç yüksek 

homoloji izoformuna (AKT1, AKT2 ve AKT3) sahiptirler. AKT stoplazmada inaktif 

formda olup bir serin tironin kinazdır. AKT’nin PI3K aktivasyonu üzerinde hücre 

membranında iki önemli Thr308 ve Ser473 kalıntıları vardır. Thr308 AKT’nin 

katalitik domaininde PDK1 ile fosforile olan bir kalıntıdır. Ser473 ise büyüme 

faktörün cevabında bir PI3K-AKT yolağı olan mTORC2 kompleksiyle fosforile olan 

regülatör domainindeki kalıntıdır. Ayrıca Ser473, DNA hasarında DNA-PK ile 

fosforile olabilir. Thr308 ve Ser473 kalıntıları AKT’nin katalitik aktivitesinin 

uyarılması için gereklidir. AKT, PP2A, PHLPP1 ve PHLPP2 gibi fosfotazlarla 

inaktive olur. Bununla birlikte PI3K-AKT yolağı PTEN lipid fosfotazla düzenlenir. 

PTEN defosforile olur ve böylece PI3K aktivitesi doğrudan antagonize olur. PTEN 

kaybı AKT’nin esas aktivasyonu ile sonuçlanır. Diğer taraftan PI3K-AKT 

yolağındaki nokta mutasyonlar, PTEN lipid fosfotazaların fonksiyon kaybı ile 

melanomalarda ortaya çıkmaktadır. 

 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda PI3K/AKT yolağın bir çok bileşeni 

amplifikasyon, mutasyon ve translokasyon ile hedeflenmekte ve kanser hastalarında 

diğer başka yolaklara da katıldığı belirtilmiştir (Hennessy ve ark. 2005). Ayrıca bu 

sinyal yolağın farklı hastalıkların patolojisinde de rol aldıkları belirtilmiştir. Bu 

yolağın anormal aktivasyonu tümörogenezi, tümör metastazına ve standart kanser 

terapilerine direnç gelişmesine katkıda bulunmaktadır (Cantley 2002). PI3K sinyali 

insan meme kanserinde farklı seviyelerde etkinlik göstermektedir. Meme 

tümörlerinin %70’inden fazlasında bu yolağın bileşenlerinin en az birinde moleküler 

değişikliklere sahip olduğu belirtilmiştir. PTEN, PIK3CA mutasyonları ve diğer 
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mutasyonlar veya PDK1, AKT1, AKT2 ve p70S6 kinaz seviyelerindeki 

anormalliklerin bu yolağı aktive eden mekanizması da bilinmektedir (Hernandez-

Aya ve ark. 2011). 

 

PI3K\AKT sinyal iletim yolunun önemli moleküler bileşenleri, intrinsik negatif 

regülatör etkilere sahip olup alt sinyal yolakların aktivasyonunu sınırlamada görev 

yaparlar. Bunların en önemlisi fosfataz ve tensin homoloğu olan (PTEN), 10. 

kromozomda yerleşmiş olup bir tümör baskılayıcır gendir ve bir diğeri TP53 insan 

kanserlerindeki (Trotman ve Pandolfi, 2003) tümör baskılayıcı genler arasında 

mutasyon sıklığı fazla olan ve PIP3’ün PIP2’ye dönüşmesinde rol oynayan PI3K 

aktivitesinin antagonisti olan ikinci önemli bileşendir (Cantley, 2002). Ayrıca negatif 

regülasyon PIP2’yi defosforile ettiği, inositol fosfat 4-fosfataz tip II (INPP4B) ile 

onaylanmıştır (Gewinner ve ark. 2009). 

 

Klinik öncesi çalışmalar de-novo’da PI3K sinyal yolağı ve/veya RTK’lar 

gösterilmiştir ve bütün endokrin tedavilerde direnç kazandığı gösterilmiştir (Miller 

ve ark. 2011). PI3K, EGFR, HER2 gibi onkogenlerin ekspresyonunu arttırdığı ve 

luminal meme kanser hücre hatlarında tamoxifen, fulvestrant ilaçlara ve östrojen 

mahrumiyetinde direnç gelişmesinde araya girdiği gösterilmiştir (Juncker-Jensen ve 

ark. 2006; Miller ve ark. 2011). Bununla birlikte uzun süre luminal meme kanser 

hücre hatlarında uzun dönem estradiol kullanımına bağlı olarak PI3K/AKT/mTOR 

sinyalin aktivasyonu ile ilişkili ve endokrin direncin geliştiği gösterilmiştir (Miller ve 

ark. 2010). PTEN kaybı ve PI3K anormalliği antiöstrojen tedaviye direnç 

gelişiminde etkili olabileceği gösterilmiştir.  

 

PIK3CA, PIK3R1 ve AKT1 mutasyonların aktivasyonu ve PTEN, LKB1 ve TSC2 

mutasyonların inaktivasyonu tümör tipini belirler (Hennessy ve ark. 2005). PTEN, 

LKB1 ve TSC’deki mutasyonlar çeşitli sendromların ortaya çıkmasıyla sonuçlanır 

(Cowden’s, Peutz-Jeghers ve tuberous sclerosis gibi). Ayrıca PIK3CA, PIK3CB, 

AKT1 ve AKT2, PDK1, p70S6 kinaz (p70S6K) ve IKBKE bu sinyal yolağın 

bileşenlerinin tümörde sık amplifiye oldukları düşülmektedir.  
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PTEN-PI3K-AKT-mTOR yolağı insülin reseptör ve IRS adaptör moleküllerin 

downstream pozisyonunda glikoz metabolizmasını düzenlemede rol oynamaktadır. 

PI3K-AKT yolağı γ (PPARγ) ve 1α (PGC1α) reseptörleriyle birlikte peroksizom 

proliferatiflerini aktive eder ve FOXO’u bloke ederek glikoneogenezisi inhibe eder 

(Sundqvist ve ark. 2005; Li ve ark. 2007). Ayrıca PI3K-AKT sinyal yolağı, 

SREBP1C transkripsiyon faktörü aktive eder. 

 
Şekil 12: PI3K\AKT Sinyal İletim Yolu (Yıldırım ve ark. 2007) 

 

4.3.6.1. PI3K Sinyal Yolağı Mutasyonları ve Kanser 

2004 yılında ilk kez PI3K’nın p110 katalitik alt biriminden kodlanan PIK3CA’da 

kansere özgü mutasyonların keşfi, klinikte onkoproteinler ve ilaç hedeflemeyle 

ilişkili olduğu fikrini ortaya çıkarmıştır (Liu and Roberts 2006; Samuels ve 

Velculescu 2004; Samuels ve ark. 2004; Stephens ve ark. 2005). Mutasyonların 

PI3K’nın her iki alt biriminden de kodlandığı ve PIK3CA’nın ise PIK3R1-p85’den 

kodlandığı belirtilmiştir (Şekil 13) (Cancer Genome Atlas Research Network 2008; 

Samuels ve ark. 2004). Bu mutasyonlar meme, uterus mukozası ve kalınbağırsak 

dahil olmak üzere birçok kanserde ortaya çıkmıştır. Sıklıkları ise %5-25 arasında 

olduğu rapor edilmiştir. PTEN ise PI3K’nın antagonisti olup, tümör baskılayıcı 

olarak önemli rol oynamaktadır ve kanserde delesyon ve mutasyonlar ile inaktive 

olur (Di Cristofano and Pandolfi 2000). 
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PIK3CA mutasyonları üç sıcak (hot spot) noktada yoğunlaşmıştır (Samuels ve ark. 

2004). Bu sıcak noktaların ikisi p110 helikal domaininde ve diğeri katalitik domaine 

yerleşmiştir. Bu sıcak nokta mutasyonları amino asitlerin yerleşimlerini belirlemekte 

ve tek nükleotitlik yerlerşimlerdir: E542K, E545K and H1047R (Samuels ve ark. 

2004). Bu yolakta ki mutasyonların hücrelerde lipid kinaz aktivitesini-PIP3 üretimini 

birkaç kat arttırdığı belirtilmiştir (Carson ve ark. 2008; Chaussade ve ark. 2009; 

Ikenoue ve ark. 2005; Kang ve ark. 2005; Sugita ve ark. 2008; Zhao ve ark. 2005). 

 

 

Şekil 13: p110α ve p85 mutasyonları. Kırmızı renktekiler sıcak nokta mutasyonları, 

mavi renktekiler nadir mutasyonlar, yıldız işaretli olanlar ise yeniden fonksiyon 

kazanan mutasyonlar 

 

PIK3CA genindeki sıcak nokta mutasyonları kanserde görülme sıklığı yaklaşık %80 

olarak hesaplanmıştır. Fakat bu gende kansere özgü olan düşük sıklıkta görülen 

birçok mutasyon da mevcuttur. Bunların birçoğu tek nükleotitlik yerleşimde fakat, 

çerçeve kayması mutasyonlarından da iki tanesi rapor edilmiştir (Cancer Genome 

Atlas Research Network 2008). Bir araştırmacı on dört tane nadir nokta mutasyonu 

saptamış ve bunların bir çoğunun da (16/17) ilginç bir şekilde yeniden fonksiyon 

kazandıklarını belirlemiş (Gymnopoulos ve ark. 2007). Fakat nadir mutasyonların 

sıcak nokta mutasyonlarla karşılaştırıldığında daha az foksiyon kazandıkları 

saptanmış. Bu mutant proteinler daha düşük enzimatik aktivite kazandıkları ve 

fosforilasyonda düşük seviyede araya girdikleri hücre kültüründe onkogenik 

transformasyonu azalttıkları gösterilmiştir. Bu az foksiyon kazananların kanserde 

düşük frekansta olmalarıyla açıklanabilir. 
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PI3K sinyal yolağı sıklıkla meme kanserinde aktive olmaktadır. Hücrede özellikle 

apoptoz, sinyal iletimi, proliferasyon ve hücre gelişimini düzenleyen yolaklarda 

meydana gelen değişiklikler meme kanserinde önemli rol oynamaktadır. Bu nedenle 

PI3K sinyal yolağı meme kanseri çalışmalarında önemli bir yere sahiptir. PIK3CA 

meme kanserlerinin yaklaşık %25-40’ında mutasyon oluşturmaktadır (The Cancer 

Genome Atlas Network, 2012). TP53’ten sonra PI3K sinyal ağında en sık mutasyon 

oluşturan ve en yaygın ikinci mutant gendir. AKT’de mutasyon aktivasyonu meme 

kanserinde %8 gibi düşük frekansta olduğu rapor edilmiştir (Carpten ve ark. 2007). 

PIK3CA ve AKT mutasyonları hormon reseptör pozitif meme kanserlerinde daha 

sıklıkla görülmektedir (Gonzalez-Angulo ve ark. 2011; Stemke-Hale ve ark. 2008). 

Özellikle PIK3CA, ER-pozitif meme kanserinde insidansı %41.3’ün üzerinde 

görülen mutasyonlardır (Campbell ve ark. 2004; Ellis ve ark. 2012; Loi ve ark. 2010; 

Santarpia ve ark. 2012; Stephens ve ark. 2012).  

 

Yüksek RNA sekansı PI3K sinyalinde hormon reseptör ve HER2 negatif meme 

kanserlerinde görülmektedir (Shah ve ark. 2012). Üçlü negatif meme kanserinde üç 

gen TP53, PIK3CA ve PTEN somatik mutasyonlarından etkilenmektedir, hormon 

reseptör pozitif tümörlerde ise PTEN daha az sıklıkta görülmektedir. PTEN kaybı 

meme kanserinde BRCA1 mutasyonlarında yaygın görülmektedir (Martins ve ark. 

2012; Saal ve ark. 2008). PTEN, PI3K/Akt yolağın bir tümör baskılayıcı proteinidir. 

PTEN dual lipid ve protein fosfotazıdır. Bu PI3K’nın ürünü olan PIP3’ün PIP2’ye 

dönüşümünü sağlar. Özellikle tümör hücrelerinde meydana gelen mutasyonlar 

PTEN’in fonksiyon kaybına neden olmaktadır. Bu da PI3K/Akt yolağının anormal 

aktivasyonuna yol açar (Jiang ve Liu 2009;. Pfeiler ve ark. 2007). 

 

Meme kanserinde PI3K/Akt yolağında PIK3CA geninde görülen mutasyonlar, p110α 

katalitik alt ünitesinden kodlanır (Şekil 14). Bu mutasyonlar arasında helikal bölgede 

bulunan mutasyonlar E545K, E542K ve kinaz bölgesindeki mutasyonlar ise H1047R 

rezüdüleridir. Bu mutasyonlar özellikle p110α ile p85 arasındaki etkileşimi inhibe 

ederek enzimatik fonksiyon artışına yol açmaktadır. Bunlarla birlikte Akt’de yer alan 

17. Amino asit olan lizinin glutamik asitle yer değiştirmesi E17K mutasyonu olup, 
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kinazın membrana sürekli lokalizasyonuna neden olmaktadır. Bunun sonucunda Akt 

sinyal molekülünün aktivasyon artışına yol açar. 

 

 

 

               Şekil 14: İnsan kanserlerinde tanımlanmış olan p110α somatik 

mutasyonları (Arg38, Arg88, C2 Asn345, C2 E453N, Glu542, Glu545, Glu 546, 

Gln661, Met1043 ve His1047) 

 

Meme kanserinde PIK3CA mutasyonlarının prognostik rolü birkaç retrospektif 

çalışmada araştırılmıştır. Son zamanlarda geniş meta analizlerde 2587 meme kanseri 

hastasında ve 12 bağımsız çalışmada yabanıl tip PIK3CA geninde  PIK3CA 

mutasyonları gösterilmiştir (Dumont ve ark. 2012). PTEN kaybı ve AKT’nin 

fosforilasyonu immünohistokimyasal olarak gösterildiğinde meme kanserinde 

herhangi bir prognostik markıra rastlanmamıştır (Panigrahi ve ark. 2004). 

 

PIK3CA veya AKT mutasyonları meme kanserinin erken gelişim dönemlerinde 

ortaya çıkmaktadır. PIK3CA mutasyonları ve PTEN kaybı primer ve metastatik 

meme kanser dokularında karşılaştırıldığında PTEN seviyesinin yüksek olduğu 

görülmüştür (Dupont Jensen ve ark. 2011; Gonzalez-Angulo ve ark. 2011). 
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PIK3CA mutasyonların aktivasyonu ve PTEN kaybının her ikisi de fosfatidilinositol 

3, 4, 5-üç fosfat seviyesini arttırmasına karşın, tümörlerde bunlardan birinin birlikte 

oluşmaması beklenir. Birkaç çalışmada PIK3CA, PTEN ve AKT1 mutasyonlarının 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişkinin olduğu rapor edilmiştir (Saal ve ark. 

2005; The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Fakat başka çalışmalar da ise 

PIK3CA mutasyonları ve PTEN kaybının meme kanserinde birlikte görüldüğü rapor 

edilmiştir (Perez-Tenorio ve ark. 2007; Stemke-Hale ve ark. 2008), bu durum bu 

genetik lezyonlar arasında fonksiyonel farklılıklar olduğuna işaret etmektedir. 

 

4.4. Mutasyon Tarama Yöntemleri  

 

4.4.1. Direkt Mutasyon Tarama Yöntemleri  

 

4.4.1.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)  

DNA düzeyinde polimorfizm elde etmek için günümüzde sıklıkla kullanılan bir 

tekniktir. Ayrıca RFLP analizleri hem çekirdek ve hem de mitokondriyal genomda 

oldukça faydalı bilgiler ortaya koymaktadır. Bilindiği gibi bakteriler, bakteriyofajlara 

karşı savunma mekanizması olarak çeşitli restriksiyon enzimleri oluşturmaktadırlar. 

Bu enzimler DNA molekülünü özgün tanıma bölgelerinden kesebilen enzimlerdir. 

Özellikle bir bakteri bakteriyofajlar tarafından enfekte edildiği zaman, konakçı 

bakterilerin endonükleaz enzimleri fajların DNA’sını çeşitli noktalardan keserek o 

fajın konakçı bakteride çoğalmasını önlemiş olmaktadır (Griffiths ve ark. 1996). 

Restriksiyon enzimleri DNA molekülünü 4-8 baz çiftlik DNA sıralarından tanıyarak 

bu bölgelerden kesim yapmaktadırlar. Bazı enzimler ile kesim sonucu yapışkan uçlu 

parçacıklar ya da küt uçlu parçacıklar elde edilmektedir. RFLP tekniği iki farklı 

şekilde uygulanmaktadır. Bunlar; polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanlı ve 

Southern emdirim (blotting) yöntemlerdir.  

 

PZR-RFLP tekniği özgün bir lokusta polimorfizm tespit etmek amacıyla 

geliştirilmiştir. Bu yöntemde standart PZR işlemi ile üzerinde durulan lokus 

çoğaltılmakta ve çeşitli kesim enzimleri ile elde edilen PZR parçacığı kesilmektedir. 
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Kesim sonucu oluşan kesim parçacık modellerine göre kesim noktasının varlığı veya 

yokluğuna göre bireyler arasındaki farklılıklar tespit edilmektedir. PZR-RFLP 

tekniğinde bireyler arasında tespit edilebilen polimorfizm, enzim tanıma bölgesinde 

meydana gelen bir nükleotidin eklenmesi, bir nükleotidin eksilmesi veya bir 

nükleotidin değişmesi şeklinde ortaya çıkan nokta mutasyonlarından 

kaynaklanmaktadır. PZR-RFLP yöntemi kodominant kalıtım modeline uygun 

markırlar vermektedir. Rutin PZR reaksiyonunda olduğu gibi uzun oligonükleotid 

primerler kullanıldığı için oldukça güvenilir bir çoğaltım yapılabilmektedir. 

Çoğaltılan lokus ya da gen hakkında önceden bilgi sahibi olunmasının gerekliliği 

tekniğin dezavantajlarından biridir. Bununla birlikte çalışılacak lokuslar için özgün 

primerlerin hazırlanması zaman ve maliyet gerektiren bir süreçtir. Kullanılacak olan 

kesim enzimleri de maliyeti artıran diğer unsurlar olarak ele alınmalıdır (Botstein ve 

ark. 1980, Hall 1998, Vicente and Fulton 2004). 

 

Southern emdirim temelinde uygulanan RFLP yöntemi, DNA düzeyindeki 

varyasyonların tespit edilmesinde yaygın olarak kullanılmakta olup, belirli kesim 

enzimleri ile DNA molekülü muamele edildikten sonra elde edilen DNA 

parçacıklarının kesim modellerindeki farklılıklarından yararlanılarak DNA 

düzeyinde polimorfizmler tespit edilmektedir (Botstein ve ark. 1980). Oluşabilecek 

çeşitli mutasyonlar ve homolog olmayan kromozomlar arası parça değişimi gibi 

DNA molekülünü farklı şekillerde etkileyebilmekte ve sonuçta bireyler arasında 

farklı uzunluklara sahip DNA parçacıkları elde edilmektedir. DNA parçacıklarında 

meydana gelen uzunluk farklılıkları jel elektroforezi, hibridizasyon ve görüntüleme 

işleminden sonra tespit edilebilmektedir (Southern 1975, Beckmann ve Soller 1983). 

 

4.4.1.2. ASA (Allele Specific Amplification-ARMS-Amplification Refractory 

Mutation System)  

ARMS allele spesifik PZR veya PZR ürünlerine spesifik alleler olarak 

tanımlanmıştır. ARMS bir çok allelik sistemin spesifik bir üyesini amplifiye etmek 

içi tasarlanabilir. ARMS’ın en önemli avantajı amplifikasyon adımıyla diagnostik 

adım birlikte olmasıdır. Rutin tanı için çoğu kez yararlı bir yöntemdir. Fakat 

amplifikasyon ve tanı adımları bir sistemde sonuçlanır fakat diğer yöntemlerle 
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kıyaslandığında bu iki adım güçlü değildir. Ayrıştırmayı restriksiyon enzimleriyle 

analiz takip etmektedir. 

 

4.4.1.3. Primer Uzaması (Primer Extension, SNaPshot)  

Primer uzaması yönteminde kalıp DNA dizinine komplementer olan spesifik 

deoksiribonükleotidlerin (dNTP) DNA polimeraz enzimi ile bağlanır. Primer uzama 

reaksiyonları; minisekanslama veya tek baz uzama reaksiyonu (SBE-single 

baseextension), pirosekanslama (pyrosequencing) ve allel-spesifik uzama reaksiyonu 

olmak üzere üç grupta incelenebilir. Bunlardan ilki olarak minisekanslama 

reaksiyonunda DNA polimeraz tarafından polimorfik baza komplementer olan 

ddNTP’lerin eklenmesi ile SNP noktası belirlenir. İkincisi olarak allel spesifik uzama 

reaksiyonunda eğer primer, kalıp DNA ile mükemmel şekilde eşleşirse DNA 

polimeraz çoğaltma işlemini yapar. Son olarak pirosekanslama yönteminde ise bir 

enzim kaskat sistemi kullanılarak sentez tekniğiyle yapılan bir dizileme işlemidir. 

DNA polimeraz reaksiyonuna dayanır (Kwok 2001).  

 

4.4.1.4. DNA Dizi Analizi  

DNA dizi analizi yöntemi bireyler arasındaki genetik farklılıkların tespit edilmesinde 

kullanılan etkin bir yöntemdir. DNA dizi analizinin genetik temeli 1970’li yıllarda 

ortaya konan iki farklı yönteme dayanmaktadır. Bunlardan ilki Maxam ve Gilbert 

(1977) tarafından ortaya konan ve bazı nükleotidlere (A, T, C ya da G) özgü 

kimyasal kesim reaksiyonu temelinde geliştirilen yöntemdir.  

 

Maxam-Gilbert yönteminde dizi analizi yapılacak hedef DNA bölgesinin uç kısımları 

radyoaktif madde ile etiketlenmekte ve bazlara özgün noktalardan kesim yapabilen 

çeşitli kimyasal maddeler ile DNA molekülü 4 ayrı reaksiyon alt grubunda 

incelenmektedir. Bu işlemin sonunda G nükleotidi ile son bulan farklı uzunluklarda 

DNA parçacıkları elde edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel elektroforezi ile 

parçacıklar ayrılmakta ve otoradyografi ile görüntülenmektedir. Diğer üç nükleotide 

özgü benzer reaksiyonlar da yapılarak elde edilen parçacıklar jel elektroforezi ile 

ayrılmaktadır. En son olarak otoradyografi sonucu görüntülenen bantlardan 

yararlanılarak DNA dizisi elde edilmektedir. 
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Sanger yöntemi olarak bilinen diğer bir DNA dizi analizi yöntemi, günümüzde 

kullanılmakta olan otomatik DNA dizi analizi tekniklerinin öncüsü olarak kabul 

edilmektedir. Bu yöntem laboratuvar ortamında (in-vitro) gerçekleştirilen DNA 

replikasyonu işleminin kontrollü bir şekilde yarıda kesilmesi temeline 

dayanmaktadır. İkili sarmal DNA tek eksenli hale getirilmekte ve hedef DNA 

bölgesinin bir bölümü ile komplementer olan kısa bir DNA parçacığı, bu bölge ile 

hibrit oluşturmaktadır. Bu primer/hedef DNA (template) karışımı DNA polimeraz 

enzimi tarafından katalize edilen ve primere yeni nükleotidlerin ilave edilmesi 

temelinde 4 ayrı reaksiyon alt grubunda incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4 tip 

deoksinükleotidlere (dA, dC, dG ve dT) ilave olarak deoksinükleotidlerde var olan 3' 

OH grubunu taşımayan dideoksinükleotidler (ddN) de bulunmaktadır. Yeni 

sentezlenen DNA molekülü, ya primerin uç kısmı etiketlenerek ya da sentez 

sırasında etiketli deoksinükleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale getirilmektedir. 

Yeni DNA eksen sentezinin yapılması nükleotidlerin serbest 3' OH grubuna 

eklenmesi ile devam etmekte ve uzayan eksene ddNTP eklendiği zaman eksen 

uzaması devam edememektedir. Polimeraz reaksiyonu, ddNTP’lerin nadir ve rastgele 

ilave edildiği durumlarda yürütülmekte ve ayrıca farklı bazlarda sonlandırılan farklı 

uzunluklarda DNA molekülleri seti elde edilmektedir. Her bir reaksiyon grubuna ait 

parçacık seti, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrılmakta ve otoradyografi ile 

görüntülenerek doğrudan jelden okunmaktadır. PZR yöntemi bulunmadan önce, 

genler biyolojik vektörlere klonlanıp, dizi analizi için uygun hale getirilmekteydi. 

Ancak PZR ile bu zor ve zaman alıcı işlemler yapılmadan dizi analizi reaksiyonunda 

primerler ile çoğaltım yapılmakta ve jel elektroforezi ile doğrudan sonuca 

gidilebilmektedir (Avise 2004). 

 

4.4.2. İndirekt Mutasyon Tarama Yöntemleri  

4.4.2.1. SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)  

SSCP yönteminde PZR ürünleri denatüre edilir ve poliakrilamid jel elektroforezine 

uygulanır. Bu durumda DNA’nın tek zinciri nükleotit içeriğine bağlı olarak sulu 

ortamda yeni bir konformasyona sahip olmuş olacaktır. SSCP yöntemini belirlemek 

için analiz edilecek DNA parçasının uzunluğu, elektroforez sırasında tercih edilen 

sıcaklık, PZR denatürasyon yöntemi, jelin özellikleri, mutasyon tipi ve bulunduğu 

yer önemlidir. 



 

 

 

50 

 

4.4.2.2. Heterodupleks Analizi (Heteroduplex Analysis - HA)  

Normal ve mutant DNA’lar arasında heterodupleksler oluşturulur. Özellikle DNA 

yanlış eşlenme nedeni ile bükülür ve balonlaşır. Denatüran içermeyen poliakrilamid 

jellerde homodupleksler ve heterodupleksler farklı hareket ederler. Analiz edilecek 

DNA büyüklüğü 200-600 bç’dir. Mutasyon saptama oranı %80’dir. En önemli 

dezavantajı bu cihazın çok pahalı olmasıdır. 

 

4.4.2.3. DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)  

Tanımlanmış mutasyonların genetik tansında kullanılan bir analiz sistemidir. Çift 

iplikli DNA üre veya poliakrilamid gibi denatüre edici bir ajanın artan 

konsantrasyonlarında ve 60
o
C’de elektroforeze uygulanmasıyla gerçekleştirilir. 

Erime sıcaklığına göre DNA’da bulunan domainler ayrılır. Domainlerdeki ipliklerin 

ayrılması DNA’nın elektroforezdeki hızını azaltır. Bu yöntemle en fazla 1000 bç 

büyüklükteki DNA analiz edilir. Hızlı ve otomize bir tarama metodudur. 

Mutasyonlar, oluşturulan hetero ve homodupleksler karışımına göre karakterize 

pikler yoluyla gözlemlenir. 

 

4.4.2.4. Yüksek Çözünürlüklü Erime Analizi (High Resolution Melting-HRM)  

Eş zamanlı (Real-time) PZR’ın kullanıma girmesiyle birlikte 1997’de geliştirilen bir 

yöntemdir (Lay ve Wittwer 1997; Ririe ve ark. 1997). High-resolution melting 

(HRM) analizi, sekans varyantlarının mutasyon taraması için güçlü ve kullanılabilir 

bir yöntemdir. Mutasyon taraması, ve genotiplendirme başta olmak üzere 

asosiyasyon çalışmaları, genetik haritalama, aday gen taraması ve DNA metilasyon 

analizi gibi birçok çalışmada kullanılabilmektedir. Çift zincirli DNA erime sıcaklığı 

artmasıyla florasan değişiklikleri saptanabilir ve wild-tip (yabanıl) ile heterozigot 

örneklerin erime noktalarında kolaylıkla farklılaşmalar olabilir. HRM yöntemi yeni 

nesil mutasyon tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diğer görüntüleme 

methotlarıyla kıyaslandığında maliyeti düşük ve ekonomik açıdan önerilmektedir. 

HRM yöntemi bir kapalı tüp sistemidir. Bununla birlikte, HRM yöntemi moleküler 

tanı ve klinik amaçlı araştırmalar için hızlı mutasyon taraması sonuçları alabilmek 

için kullanılabilmektedir. 
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4.4.2.4.1. HRM yöntemi hakında genel bilgiler 

Bireysel ve popülasyonlar arasında genetik varyasyonları anlamak ve tanımlamak 

genomik sahasında önemli bir amaçtır. Bir bireyin tek genetik profili, bir hastalığa 

duyarlılığını veya özelliğini ortaya koymaktadır. Bu yüzden HRM yaşam bilimleri 

araştırmalarında görüntülemede kullanımı hızlı bir şekilde artmaktadır. Bir hastalığa 

duyarlı genin araştırılmasında ilk adım o genin ekzon ve intron bölgelerindeki 

mutasyonları görüntülemektir (Nguyen-Dumont ve ark. 2009). HRM yöntemi yeni 

nesil mutasyon tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diğer görüntüleme 

methotlarıyla kıyaslandığında maliyeti düşük ve ekonomik açıdan önerilmektedir. 

 

HRM, son zamanlarda bir varyantın klinik mutasyon taramasında ve genotipik 

uygulamalarda test edilmekte olup, duyarlı ve ekonomik bir yöntemdir. Son yıllarda 

rapor edilmiş tanımlanmış HRM analizi ile hastalığa sebep olan genlerin gösterildiği 

çalışmalar yayınlanmıştır. Ayrıca genetik hastalıkların HRM analizi PZR sonra 

hızlıca yapılmaktadır. HRM yöntemi; metilasyon analizi, genotipleme, mevcut 

mutasyon görüntüleri ve küçük dizi farklılıklarına dayanan nükleik asit türlerini 

ayırmak için DNA erime eğrileri oluşturmaktadır (Nguyen-Dumont ve ark. 2009). 

HRM yöntemi tek bazlık sekans varyasyonlarını veya bilinmeyen genetik 

mutasyonları örneğin tek nükleotit değişimleri veya çoklu baz değişimlerini 

insersiyon, ve/veya delesyonları araştırmak için kullanılabilmektedir. HRM 

yöntemiyle mutasyon görüntüleme, sıcaklık artımıyla DNA davranışları ilişkisine 

dayalıdır. Florasan boyalar çift zincirli DNA’da sinyal modifikasyonlarına yol açar. 

HRM yönteminde erime profilleri yabanıl tip ile homozigot-heterozigot 

varyasyonları arasındaki ayrımda özel bir sekans ortaya koyar (Graham ve ark. 

2005). Diğer dizileme (sekanslama) yöntemleri gibi çok zaman alıcı ve laboratuvar iş 

yükü kapsamamaktadır. HRM yöntemi hızlı ve bir kapalı tüp sisteminde 

mutasyonların varlığını ortaya çıkarmaktadır. Bunun esas nedeni HRM’nin PZR’ın 

tamamlanmasından sonra aynı tüpte gerçekleşiyor olmasıdır. Ayrıca bu yöntemde 

kapalı tüp sistemi kolaylık sağlamakta ve kontaminasyon riskini de azaltmaktadır. 

Bununla birlikte DNA mutasyonlarının jel ya da matriks ayrımına gerek duymaksızın 

solüsyon içinde saptanmasına olanak sağlamaktadır (Wittwer ve ark. 2001) ve analiz 

süresinini de azaltmaktadır. HRM’nin gücü, cihazın sıcaklık kontrolüne, sıcaklık ve 
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florasan ölçümüne (Herrmann ve ark. 2006), florasan boyalara (Wittwer ve ark. 

2003) ve PZR ürününün saflığına (Montgomery ve ark. 2007) bağlıdır. Cihazın 

yüksek çözünürlük kapasitesi, hassas ölçüm sağlamaktadır. Hassa ölçüm, artan her 

0,1-1.0 derece sıcaklığın neden olduğu florasan şiddeti değişiminin kayıt 

edilebildiğini ifade etmektedir. Bu bize denatürasyonun ne kadar iyi takip 

edilebildiğini göstermektedir. 

 

HRM yönteminde veri eldesi ve analizi PZR’dan sonra 10-15 dk içinde 

gerçekleşmektedir. Veriler 2 sn’deki 0,1-1 derecedeki 1,0 derecelik sıcaklık artışına 

karşılık oluşan florasan şiddeti değişiminin ölçülmesi ile elde edilmektedir. 

 

HRM yönteminin bir çok alanda kullanımı küçük amplikon genotiplemeyi, işaretsiz 

prob genotiplemede, metilasyon analizlerinde, snapback primer geneotiplemede, 

sekans karşılaştırmaları gibi alanlarda kullanımı mevcuttur (Erali ve Wittwer, 2010; 

Erali ve ark. 2008). Bununla birlikte, HRM yönteminin esas kullanım alanı gen 

taramasıdır. 

 

HRM analizinde, çift zincirli DNA’yı tek zincirli DNA’dan floresan sinyal 

şiddetindeki değişimle ayırt etmemizi sağlayan boyalar kullanılmaktadır. Çünkü 

DNA denatürasyonunun doğru bir biçimde takip edilebilmesi, floresan sinyalin 

doğru ölçülmesine bağlıdır. Bu durumu, DNA molekülünün floresan boya ile olan 

doygunluğu sağlamaktadır. HRM analizi için ikinci nesil boyalar kullanılmaktadır 

(SYBR Green I gibi). Fakat bu boyaların yüksek konsantrasyonda kullanılması PZR 

inhibitörü etkisi gösterirken, düşük konsantrasyonda kullanımı henüz denatüre 

olmamış bölgelere yeniden bağlanmalarıyla sonuçlanmaktadır. Yani floresan şiddeti 

yanlış ölçülmüş olmaktadır. Tm derecesi hassasiyeti de azalmaktadır. Son 

zamanlarda bazı üçüncü nesil boyalar geliştirilmiştir (LC Gren, Eva Green ve 

SYTO9 gibi). Bu boyaların ise en önemli özellikleri inhibitör etkilerinin 

olmamasıdır. Bu boyalar yüksek doygunlukta olup, HRM analizinin saptama 

hassasiyetini arttırmaktadır (Herrmann ve ark. 2006; Wittwer ve ark. 2003). 
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DNA Tm Derecesi 

DNA, birbirine 3
ı
-5

ı 
 fosfodiester bağlarıyla bağlı dört, deoksinükleotidin meydana 

getirdiği iki komplementer nükleik asit zincirinden oluşan çift zincirli bir 

moleküldür. İki zincir birbirine adenin ile timin bazları iki hidrojen bağıyla ve guanin 

ile sitozin üç hidrojen bağıyla bağlıdır. Bu hidrojen bağların kırılmasıyla DNA 

denatürasyona uğramaktadır. DNA çift zincirinin 50%’sinin birbirinden ayrılması 

için gerekli olan sıcaklık derecesi, DNA ‘’Tm derecesi’’ olarak tanımlanmaktadır. 

Bu DNA çift zincirinin tamamen birbirinden ayrılmasına ‘denatürasyon’ 

denmektedir (SantaLucia ve Hicks, 2004). Bilindiği gibi DNA boyutu ve GC içeriği, 

DNA’nın kararlılığını belirlemektedir. GC arasındaki hidrojen bağı sayısı AT 

arasındaki hidrojen bağı sayısından fazla olduğu için GC’den zengin bir DNA’nın 

Tm derecesi, AT’den zengin DNA’nın Tm derecesinden yüksektir. DNA baz 

dizisinde meydana gelen farklılıklar, DNA’sarmalının kararlılığını da 

farklılaştırabilir. DNA’daki baz farklılaşmasına bağlı mutasyonlar normal DNA 

dizisine göre Tm derecesi artabilmekte yada azalabilmektedir. DNA baz dizisinde 

meydana gelen ±1%’lik GC değişimi, Tm derecesini ±0,4
o
C değiştirmektedir 

(Benjamin 1997). 

 

HRM eğrisi (denatürasyon eğrisi) 

Sıcaklık artışının çift zincirli DNA üzerindeki yarattığı etkinin, floresan şiddetinde 

oluşan değişiklikle takip edildiği eğrilere ‘denatürasyon eğrisi’ denmektedir (Şekil 

15). Denatürasyon eğrisi belirlenen denatürasyon aralıkları için HRM analiziyle elde 

edilen veriyi sunmaktadır. Bu veri 2 sn’lik zaman dilimlerinde 0,1
o
C’lik sıcaklık 

artışına karşılık gelen floresan şiddetindeki değişimdir. X ekseninde sıcaklık ve Y 

ekseninde floresan değerleri çizilen eğrilerdir. HRM analizinde artan sıcaklık 

artışıyla birlikte DNA çift sarmal zincirleri ayrılmaya başladığı için floresan şiddeti 

yavaş yavaş azalmaktadır. Ayrıca sıcaklık DNA çift zincilerinin %50’sinin ayrıldığı 

noktaya ulaştığında floresan sinyal hızlı bir azalmaya geçmektedir. 
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Şekil 15: Denatürasyon eğrisi analizi. DNA denatüre olduğunda floresan sinyal 

hızlıca düşer. Tm derecesi, denatürasyon eğrisinin kırılma noktasıdır ve en kolay 

türev eğrinin tepe noktasından belirlenmektedir. İlgilenilen ekzonun PZR ürününün 

boyutu primerdimer (PD)’den daha büyüktür ve daha yüksek sıcaklıkta denatüre 

olur. Kubista ve ark.’ndan (2006) alınmıştır 

 

Denatürasyon Eğrisi Analizi 

HRM yöntemi, örnekteki heterodupleks ve homodupleks DNA türlerinin varlığını 

yansıtabilen yüksek çözünürlüklü denatürasyon eğrilerinin değerlendirilmesi 

esansına dayanmaktadır. Bu yöntemde bilinmeyen DNA örnekleri, normal olduğu 

bilinen örneklerle mukayese edilerek DNA mutasyonları saptanmaya çalışılmaktadır 

(White ve Potts 2006). Yani DNA örneklerinin denatürasyonları, normalize ve türev 

eğrilerle gösterilmektedir (Wittwer ve ark. 2003; Graham ve ark. 2005). Farklı 

genotipteki örnekler farklı denatürasyon davranışı sergilemektedir. Örneğin 

homozigot DNA örneklerindeki dizi değişiklikleri normal ile karşılaştırıldığında, Tm 

değişimi oluşturmaktadır (Liew ve ark. 2004; Palais ve ark. 2005). Homozigot DNA 

örnekleri genel olarak keskin ve simetrik denatürasyon eğrilerine sahipken, 

heterozigot DNA örnekleri ise, Tm değişiminin yanı sıra eğride şekil değişikliği de 

meydana getirmektedir. Bu özellikleri sayesinde heterozigot örnekleri homozigot 

örneklerden ayırmak daha kolay olmaktadır (Graham ve ark. 2005) (Şekil 16). 
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Şekil 16: Heterozigot örneğin denatürasyon analizi. PZR’den sonra heterozigotlar 

için dört dupleks oluşmaktadır: iki homodupleks ve iki heterodupleks. 

Heterodupleksler kararsızlıkları nedeniyle homoduplekslerden daha düşük Tm’e 

sahiptir. Heterozigot denatürasyon eğrisi, heterodupleks ve homodupleks 

denatürasyon eğrilerinin birleşimidir. Montgomery ve ark. (2007)’ndan alınmıştır. 

 

Bir PZR ürünü, normal veya homozigot olarak mutasyon taşıyan örnekler için tek 

homodupleksten oluşmasına rağmen, heterozigot örnekler için iki heterodupleks ve 

iki homodupleks formdan oluşmaktadır. Bu durum heterozigot PZR ürünlerinin 

normal ve mutasyon taşıyan alleleri bir arada taşımasından kaynaklanmaktadır. 

4.4.2.4.2. HRM yöntemiyle yapılmış çalışmalar  

HRM ilk kullanımından itibaren çeşitli uygulama alanlarına girmeyi başarmıştır. 

HRM bu birçok alandaki kullanımına bağlı olarak oldukça gelişim kaydetmiştir. 

HRM yöntemi mikrobiyolojik uygulamalarda, kanser hastalıklarında ve bir çok 

genetik hastalıkta kullanımı söz konusudur. HRM yöntemi başta tek nükleotit 

polimorfizimleri olmak üzere, bilinmeyen mutasyon taramalarında, insersiyonların 

veya delesyonların saptanması ve genotipleme amacıyla sıklıkla kullanılmaktadır. 

Otozomal resesif, otozomal dominant ve X’e bağlı insan genetik hastalıkların 

belirlenmesinde kullanılmaktadır. Küçük hücreli dışı akciğer hastalarında epidermal 

büyüme faktörü reseptörlerin mutasyonlarının saptanmasında kullanılmaktadır. 

Bunların dışında kolorektal karsinomalarında, sistemik sklerosis hastalarında 

polimorfizim taramalarında önemli role sahiptir. 
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Proukakis ve ark. (2013) Parkinson hastalığında somatik alfa synüklein 

mutasyonların taramasını HRM yöntemiyle değerlendirmişler. Akiyoshi ve ark. 

(2013) kolorektal karsinoma hastalarında KRAS mutasyon taramasını HRM 

yöntemiyle gerçekleştirmişler. Bazsalovicsová ve ark. (2013) mitokondride cox1 

haplotipleri bu yöntemle belirlemişler. Mikeska ve ark. (2013) yumurtalık kanserinde 

PALB2 metilasyonlarını değerlendirmişler. Guedes ve ark. (2013) metastatik 

kolorektal kanserde KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarını taramışlardır. Liu ve 

ark. (2013) prostat kanserinde IL-18 geninde promotördeki polimorfizimleri 

saptamışlar. Shah ve Seedhouse (2012) akut miyeloid lösemi hastalarında ilaç 

duyarlılığı ve TP53 mutasyon sıklığı arasındaki ilişkiyi değerlendirmişler. Ahmed ve 

ark. (2013) ailesel hiperkolesteroleminin genetik spektrumunu bu yöntemle 

değerlendirmişler. Zhang ve ark. (2013) astım hastalarında integrin β3 (ITGB3) 

genindeki tek nükleotit polimorfizimleri araştırmışlar. Silva ve ark. (2013) 

Mycobacterium tuberculosis’teki rpoB mutasyonlarını saptamak için kantitatif eş 

zamanlı PZR ve HRM yöntemlerini kullanmışlar. Kang ve Sim (2013) Culex pipiens 

complex türlerin tanımlanmasında HRM yönteminden yararlanmışlar. 

 

4.4.2.4.3. HRM yönteminin genetik hastalıklardaki kullanımı 

HRM yönteminin amplikonları, DNA erimesi üzerinde DNA bağlayıcı boyaların 

emdirilmesindeki varlığına bağlıdır. Solüsyonun sıcaklığı arttırılırken, amplikonların 

spesifik sekansları erime davranışlarıyla belirlenir. Florasan sinyal sıcaklığa karşı 

hedeflenirken, florasan yoğunluğu çift zincirli DNA’da azalır, tek zincirli DNA da 

ise artar. Gen taraması heterozigot sekans modifikasyonlarındaki erime eğrisindeki 

değişikliklerin fark edilmesine bağlıdır. HRM yönteminin insan genetik hastalıkların 

saptanmasında en yaygın kullanımı otozomal resesif, otozomal dominant ve X’e 

bağlı hastalıklardır. 

 

HRM yöntemi ile gen taraması DNA sekanslamasından daha hızlı ve güvenilirdir. 

DMD ve BMD X’e bağlı resesif hastalıkların saptanmasında da kullanılmaktadır 

(Den Dunnen ve ark. 1989). Diğer X’e bağlı genetik hastalıklar Fabry hastalığı ise 

GLA genindeki mutasyonlara bağlıdır. GLA geninde 500’den fazla mutasyon Fabry 

hastalığıyla ilişkili olduğu belirtilmiştir (Hwu ve ark. 2009). HRM yöntemi GLA 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Proukakis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23674490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Akiyoshi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23645765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bazsalovicsov%C3%A1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23609601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikeska%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23587053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guedes%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23548132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23546966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shah%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23543587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seedhouse%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23543587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ahmed%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23535506
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genindeki bilinen bilinmeyen genetik değişiklikleri tanımlamada kullanılmaktadır 

(Bono ve ark. 2011; Colomba ve ark. 2012). Ayrıca X’e bağlı Charcot-Marie-Tooth 

(CMT) tip 1 hastalığında, GJB1 geninde 296 örnek değerlendirilmiş 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.). HRM yöntemi sayesinde bu gendeki 23 

mutasyon başarılı bir şekilde saptanmıştır (Knnerson ve ark. 2007).  

 

Glikoz 6 fosfat eksikliği (G6PD) bir X’e bağlı kalıtsal bir hastalıktır. G6PD ile 

ilişkili 174 mutasyon etnik popülasyonlar arasında tanımlanmıştır. 

(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, Erişim tarihi:10.11.2013). İki çalışmada (Joly ve 

ark. 2010; Yan ve ark. 2010) HRM yöntemi kullanılarak G6PD mutasyonları 

gösterilmiştir. Fakat Yan ve ark. (2010) Çinli popülasyonda G6PD eksikliğiyle 

ilişkili mutasyonların %50 ile %60 arasında en yaygın iki varyantın G1388A ve 

G1376T olduğunu rapor etmişlerdir. HRM yöntemiyle X’e bağlı kronik 

granulomatous hastalığıda CYBB geniyle ilişkili olduğu belirlenmiştir (Hill ve ark. 

2010). Bu çalışmada ise 19 farklı mutasyon ve 10 yeni mutasyon bulunmuştur. 

Marfan sendromunda 926 mutasyon saptanmıştır (Hung ve ark. 2009).  

 

HRM yöntemi, otozomal dominant bir hastalık olan Noonan Sendromuyla ilişkili 

PTEN genindeki mutasyonları ortaya çıkarmıştır (Lo ve ark. 2009). Bu raporda ise 

10 bilinen ve 9 bilinmeyen mutasyon saptanmıştır. Ayrıca otozomal dominant bir 

hastalık olan Myotonik distroffi ve Tip 1 DM ile ilişkili Alu elementlerinde 5 

problemli bölge tanımlanmıştır (Radvansky ve ark. 2010). 

 

Eş zamanlı PZR ile PZR ürünlerinin kombinasyonlarında erime analizi ilk kez 

LightCycler 480 (Wittwer ve ark. 1997) gösterilmiştir. Alışılmış DNA analiz 

tekniklerinin aksine bu yöntemde uzun prosesler veya ayrıştırmalar 

bulunmamaktadır. Çift zincirli stabil DNA, solüsyon sıcaklığı arttığında SYBRs 

Green florasan ile görüntülenmektedir. Bütün PZR’a dayalı tekniklere benzer geniş 

insersiyonlar veya delesyonlar HRM ile gen taraması sırasında saptanamamaktadır. 

Bu yüzden multiplex ligasyon proba bağımlı amplifikasyonlar veya kantitatif PZR 

gibi gen dozajını belirlemeye yönelik ek tekniklere gereksinim duyulmaktadır. 

 

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
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5. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

 

5.1. Kullanılan Aletler 

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa) 

Isı Bloğu, Techne DB-ZA (İngiltere) 

Soğutmalı Santrifüj IEC, MP4R (A.B.D.) 

Ph Metre, WTW (Almanya) 

Isı döngü cihazı (Biomtra, ABD)  

Manyetik Karıştırıcı, Elektro-Mag (Türkiye) 

Hassas Terazi, Mettler AT261 (İsviçre) 

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (İsviçre) 

Mikrosantrifüj, IEC Micro-MB (A.B.D.) 

Mikrosantrifüj, Heraeus Biofuge® B (Almanya) 

Etüv, Heraeus (Almanya) 

Laminar Flow, Özge A.Ş (Türkiye) 

Otoklav, All American (A.B.D) 

Spektrofotometre, Unicam 8625 (İngiltere) 

Kırık Buz Makinası, Scotsman (A.B.D.) 

Buz Dolabı, Arçelik (Türkiye) 

Derin Dondurucu -20oC, Philco (Türkiye) 

Derin Dondurucu -80oC, Thermo 702 (A.B.D.) 

Vorteks, Elektro-Mag (Türkiye) 

Biyolojik Güvenlik Kabini (A.B.D) 

Işık Mikroskobu, Olympus (Japonya) 

Light Cycler 480, Roche (Almanya) 
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5.2. Kullanılan Sarf Malzemeler 

LightCycler 480 HRM Master, Roche (Germany) 

Ependorf Tüp 1.5 mL, Axygen (A.B.D.) 

Ependorf Tüp 2.0 mL, Axygen (A.B.D.) 

Falkon Tüp 50 mL, TPP (İsviçre) 

Falkon Tüp 15 mL, TPP (İsviçre) 

Pozitif Yüklü Lam, Citoglas (İngiltere) 

Lamel, İso Therm (Türkiye) 

Mikropipet Uçları (Mavi, Sarı, Beyaz), Axygen (A.B.D.) 

Filtreli Mikropipet Uçları (Mavi, Sarı, Beyaz), Axygen (A.B.D.) 

Serolojik Pipetler (5mL, 10mL, 25 mL), Axygen (A.B.D.) 

High Pure miRNA İzolasyon Kiti, Roche (Almanya) 

Peroksidaz Deteksiyon Sistemi Kiti, Novacastra (İngiltere) 

Universal RT MicroRNA PZR Sybr Green Master mix, Exiqon (A.B.D) 

Universal cDNA Sentez Kiti, Exiqon (A.B.D) 

Kuvartz küvetler 

 

5.3. Kullanılan Kimyasallar 

EtOH, Merck (Almanya) 

SDS, Sigma (A.B.D.) 

DEPC, Sigma (A.B.D.) 

Ksilen, Sigma (A.B.D.) 

HRM-PIK3CA  Primer seti, HPLC grade primerler toplam 100 mer                  

PIK3CA-HRM-ekzon 9-FP1: 5’ TGACAAAGAACAGCTCAAAGCAA 3
ı
 ,  

PIK3CA-HRM-ekzon 9-RP1: 5’ TTTTAGCACTTACCTGTGACTCCA 3’, 

PIK3CA-HRM-ekzon 20-FP2: 5’ GCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA 3’ 

PIK3CA-HRM-ekzon 20-RP2 : 5’ ATGCTGTTTAATTGTGTGGAAGATC 3’ 

PIK3CA konvansiyonel PZR Primer seti, 100 nM PZR grade, 

PIK3CA-Ekzon 9-F1:5’ TGAAAATGTATTTGCTTTTTCTGT 3’, 

PIK3CA-HRM-Ekzon 9-RP1: 5’ TTTTAGCACTTACCTGTGACTCCA 3’, 

PIK3CA-HRM-Ekzon 20-FP2: 5’ GCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCA 3’ 

PIK3CA-HRM-Ekzon 20-RP2: 5’ ATGCTGTTTAATTGTGTGGAAGATC 3’ 
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5.4. Kullanılan Çözeltiler 

Çalışmada aşağıdaki çözeltiler kullanılmıştır. 

10X TBE (Tris Buffered EDTA)  

 1L için;  

      54 g Tris baz 

      27 g borik asit (pH 8,0)  

20 ml 0.5 M EDTA 

Bir miktar su ile çözdükten sonra çözelti 1 L’ye tamamlandı. 

 

5.5. Kullanılan materyaller 

Bu çalışma, daha önce tamamlanmış olan ve danışmanlığını Marmara Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Genel Cerrahi Öğretim Üyesi Prof. Dr. Bahadır GÜLLÜOĞLU’nun 

yaptığı Dr. Tolga ÖZMEN’in “MEME KANSERİ İLE OTOİMMUN TİROİD 

HASTALIĞI İLİŞKİSİ; HORMONAL FAKTÖRLER VEYA TİROGLOBULİN 

GEN POLİMORFİZMİ ORTAK ETKEN OLABİLİR Mİ?” başlıklı uzmanlık tez 

çalışması için toplanmış olan meme kanseri hasta örneklerinden elde edilen DNA ve 

RNA materyalleri ile yapılmıştır. Ayrıca çalışmamızda örnek sayısını arttırmak adına 

yürütücülüğünü Doç.Dr. Mustafa AKKİPRİK’in yaptığı 111S161 nolu ve “Meme 

Kanserinde İnsulin-Benzeri Büyüme Faktörü Bağlayan Protein-5 (IGFBP5) ile 

Etkileşen Proteinlerin Tanımlanması” başlıklı TÜBİTAK projesi için toplanmış olan 

meme kanseri örnekleri de kullanıldı.  

 

5.6. HRM yöntemi ile PIK3CA yeni mutasyonların belirlenmesi 

PIK3CA geni ekzon 9 ve 20 bölgeleri HRM yöntemi ile çalışıldı. PZR ile çoğaltılan 

DNA örneklerinin HRM analizleri yapılmıştır. HRM analizi, PZR ile aynı reaksiyon 

tüpünde PZR’yi takiben ~15–20 dk’da gerçekleştirildi. LC480 HRM master kit 

kullanılarak deney gerçekleştirildi. HRM analizi, çalışılan tüm amplikonlar için 

10°C’lik denatürasyon aralıklarında her 2 sn’de 0,1°C sıcaklık artışıyla otomatize bir 

sistemde gerçekleştirildi. 
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5.6.1. PIK3CA Mutasyonların  HRM Yöntemi ile Analizi 

DNA ikili ipliğinin ısı ile açılması sırasında herhangi bir baz değişimi varlığında, 

ortamdaki iki farklı floresan boyar maddenin de yardımıyla bu bölgelerde yaydıkları 

ışınımın anlık izlenmesiyle normalden farklı pikler oluşmaktadır. Oluşan bu pikler 

‘erime eğrisi’ olarak adlandırılmaktadır. 

 

1.DNA’ların sulandırılması: 

µl’sinde 4 ng olacak şekilde toplam 40 µl ara stoklar hazırlandı. 

 
2.Primerlerin sulandırılması: 

 

- Ana stoklar 40 pmol/ µl olarak hazırlandı. 

- Ara stoklar 10 pmol/ µl ve toplam hacim 100 µl olacak şekilde hazırlandı.  

- PZR’için 0,2 µM kullanıldı (20 µl hacimde). 

 

1. MgCl2’ün sulandırılması: 

Ana stoğumuzda MgCl2 konsantrasyonu 25 mM’dü. 

            PZR konsantrasyonu 20 µl için 3 mM olacak şekilde şekilde hazırlandı. 

 

2. HRM karışımı (mix) 

 

dH2O                                                                                   1,8 µl 

Master mix                                                                          10 µl (1X) 

Primer F                                                                               0,4 µl (0,2 µM) 

Primer R                                                                              0,4 µl (0,2 µM) 

MgCl2                                                                                  2,4 µl (0,2 mM) 

            DNA                                                                                    5 µl (20 ng) 

         TOTAL:                                                                                20 µl  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

62 

 

HRM mix hazırlanması ve deney işleyişi: 

1. Önce toplam örnek sayısı (nX) kadar dH2O konur. 

2. Toplam örnek sayısı (nX) kadar master mix ilave edilir.  

3. Toplam örnek sayısı (nX) kadar primerler (F ve R) ilave edilir. (eklenmeden 

önce primerler spin edilmeli) 

4. Toplam örnek sayısı (nX) kadar MgCl2 ilave edilir. 

5. 96’lık plate çalışılacak örnek sayısı kadar kuyucuğa HRM-RT-PZR mixden 

15 µl konur. 

6. Mixin konulduğu her bir kuyucuğa 5 µl DNA örneklerinden konur. 

7. Blanke sadece su konur. 

8. Plate’in üstü kapatılır. 

9. 3000 rpm de 2 dk santrifüj edilir. 

10.  Plate LC480 cihazına yerleştirilir. 

11.  HRM programı ayarlanır ve program başlatılır. 

12.  Görüntüleme: Sonuçlar için HRM sonrası jel gerekmemektedir. Program 

yazılımı ile değerlendirme yapılır ve çıktı alınır. 

HRM programı: pre-inkübasyon 95
o
C’de 10 dakika; Amplifikasyon 95

o 
C’de 10 

saniye, 65
o
C’de 15 saniye ve 72

o
C’de 10 sn; HRM 95

o
C’de 1 dakika, 40

o
C’de 1 dk, 

65
o
C’de 1 saniye, 95

o
C’de devam; Soğuma 40

o
C’de 10 saniye. 

 

PZR Yöntemi 

Mutasyon olabileceği tahmin edilen örnekler ya doğrudan HRM yöntemindeki 

ürünlerden sekans analizine gönderilir ya da konvansiyonel PZR yöntemiyle 

amplifiye edilir. Bu çalışmada sekans analizinden önce konvansiyonel PZR 

reaksiyonu gerçekleştirildi. Sonrada etidyum bromür kullanılarak jel elektroforezinde 

(%2’lik agaroz jel) yürütüldü ve UV’de görüntülenerek doğrulandı. Bu aşamadan 

sonrada sekans analizine gönderildi. PZR işlemi için HRM yönteminde kullanılan 

primerlerin dışında primerler kullanıldı.  
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PZR Programı 

PZR programımız 39 siklustan oluşturuldu. 100 ng genomik DNA örneği kullanıldı.  

 

Ekzon 20 için PZR Programı: 

Denatürasyon 94 °C’de 1 dk, annealing 53°C’ de 1 dk, uzama safhası 72 °C’ de 1 dk’ 

da ve son uzama safhası ise 72°C’de 5 dk olarak thermal cycler (ısı döngüsü) 

cihazında gerçekleştirildi. Sonra PZR ürünleri agaroz jel elektroforezinde etidyum 

bromür kullanılarak UV’de görüntülenerek doğrulandı. 

 

Ekzon 9 için PZR Programı: 

Denatürasyon 94 °C’de 1 dk, annealing 56°C’ de 1 dk, uzama safhası 72 °C’ de 1 dk’ 

da ve son uzama safhası ise 72°C’de 5 dk olarak thermal cycler cihazında  

gerçekleştirildi. Sonra PZR ürünleri agaroz jel elektroforezinde etidyum bromür 

kullanılarak UV’de görüntülenerek doğrulandı. 

 

5.7. DNA/RNA/Protein saflaştırma 

AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit or QIAGEN kitini kullanıldı ve yapılan 

işlemler aşağıda belirtildiği gibidir. 

 

Her 1ml için RLT Buffer’a için 10 μl β-Merkaptoetanol (β-ME) eklendi. 

Her 1ml için Buffer ALO’a 8 mg Dithiothreitol (DTT) eklendi. 

Buffer RPE, Buffer AW1, and Buffer AW2 ‘e etanol (%100) eklendi. 

EB buffer kullanılmadan önce optimal DNA elüsyonu sağlamak için 70°C’e kadar 

ısıtıldı 
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Prosedür 

 

Örnek Dağıtımı ve Homojenizasyonu 

1. 30g doku alındı. 

2. Dokular parçalandı ve lizat RLT bufferda homojenize edildi.  

3. a) 600 μl RLT buffer uygun tüpe konmuş dokuya eklendi. Tek kullanımlık probun 

ucu tüpe yerleştirildi ve lizat homojenize olana kadar tam hızda TissueRuptor 

çalışıtırıldı. 

b) Dokular, bir adet paslanmaz çelik top içeren 2 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine 

yerleştirildi. Oda sıcaklığında tüplere 600 μl RLT buffer eklendi. Tüpler Tissuelyser 

Adapter Set 2x24’e yerleştirildi ve 20 Hz’de 2 dk çalıştırıldı. İçteki tüpler dışa dıştaki 

tüpler içe yerleştirlip TissueLyser aynı hız ve zamanda tekrar çalıştırıldı. 

4. Lizat tam hızda 3 dk santarifüj edildi. Süpernatan pipetle alındı ve 2 ml’lik 

toplama tüplerindeki AllPrep DNA spin kolonlara koyuldu. Kapaklar kapatılıp 30sn 

800xg’de santrifüj edildi. 

5. AllPrep DNA spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tüplerine koyuldu ve oda 

sıcaklığında (15-25°C) bekletildi. Atık 6. Basamaktaki RNA pürifikasyonu için 

kullanıldı. 

 

Total RNA saflaştırma 

6. Tüplere 430 μl %100’lük etanol eklendi ve pipetaj yapıldı. 

7. 700 μl örnek 2ml’lik toplama tüpleri içindeki RNeasy spin kolonlara transfer 

edildi ve kapakları kapatıldı. 15sn 800xg’de santrifüj edildi. Protein pürifikasyonu 

için atığı 2 ml’lik tüplere aktarıldı.  

8. RNeasy spin kolonlara 700 μl RW1 buffer eklendi ve kapaklar kapatıldı. 800x 

g’de 12 sn santrifüj yapıldı. Atık atıldı. 

9. RNeasy spin kolonlara 500 μl RPE buffer eklendi ve 800xg’de 15 sn santrifüj 

yapıldı. Atık atıldı. 

10. RNeasy spin kolonlara 500 μl RPE buffer eklendi ve 800xg’de 2 dk santrifüj 

yapıldı. Atık atıldı. 

11. RNeasy kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tüplerine yerleştirildi. Tam hızda 1 dk 

santrifüj edildi. 
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12. RNeasy kolonlar yeni 1.5 ml’lik toplama tüplerine yerleştirildi. 40 μl RNase-free 

su direk olarak spin kolon membranına eklendi ve RNA’yı yıkamak için 800x g’de 1 

dk santrifüj edildi.  

13. 12. basamak tekrarlandı. 

 

Total protein çökeltme 

14. 7. basamaktaki atığa 600 μl APP Buffer eklendi. Kuvvetlice karıştırıldı ve 

proteinin çökmesi için oda sıcaklığında 10 dk inkübasyona bırakıldı. 

15. Tam hızda 10dk santrifüj edildi ve süpernatan dikkatlice aktarıldı. 

16. Protein pelletine 500 μl %70’lik etanol eklendi. Tam hızda 1 dk santrifüj edildi 

ve süpernatan pipet yardımıyla uzaklaştırıldı. 

17. Protein pelleti oda sıcaklığında 10 dk bekletilerek kurutuldu. 

18. 100 μl ALO Buffer eklendi ve protein pelletini çözmek için kuvvetlice 

karıştırıldı. 

19. Proteinin tamamen çözünmesi ve denatüre olması için örnekler 95°C’de 5 dk 

inkübe edildi. Daha sonra soğuması için oda sıcaklığına alındı. 

20. Tam hızda 1 dk santrifüj edildi ve süpernatan daha sonraki analizler (western 

blot) için ayrıldı. 

 

Genomik DNA saflaştırma 

21. 5. Basamaktaki ayrılan AllPrep DNA spin kolonlara 500 μl AW1 buffer eklendi 

ve 800xg’de 15 sn santrifüj edildi. Atık atıldı. 

22. AllPrep DNA spin kolonlara 500 μl AW2 buffer eklendi ve spin kolon 

membranının yıkanması için tam hızda 2 dk santrifüj edildi. 

23. AllPrep DNA spin kolonlar yeni 1.5 ml’lik toplama tüplerine yerleştirildi. 100 μl 

70 °C’e ısıtılmış EB buffer membranın tam ortasına gelecek şekilde direkt olarak 

eklendi ve oda sıcaklığında 2 dk inkübe edildi. DNA’yı yıkamak için 800x g’de 1 dk 

santrifüj edildi. 

24. 23. Basamak tekrar edildi. 
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DNA Dizi Analizi 

Çalışmada mutasyon olabileceği tahmin edilen örneklerin doğrulanması amacıyla yeni 

primerler yardımı ile konvansiyonel PZR yapıldı. Isısal döngü cihazında konvansiyonel 

PZR işlemi yapıldıktan sonra, dizi analizi hizmet alımı şeklinde gerçekleştirildi. 

 
Gen ekspresyon analizi 

Eş zamanlı PZR yöntemi kullanılarak IGFBP5 mRNA ekspresyon düzeylerine ∆Ct 

metodu kullanılarak house keeping gen ‘beta aktin’ ile normalize edilerek normal ve 

tümör dokular çalışıldı. 

 

İstatistiksel Analiz 

Ekspresyon değerlerinin istatistiksel olarak anlamlandırılmasında Graphpad.Instat 

programı kullanıldı. Tümör örneklerinde, IGFBP5 ekspresyon düzeylerine ait 

verilerin dağılımına en uygun çözümleme yönteminin Mann Whitney U testi olduğu, 

IGFBP5 ekspresyonlarının var/yok değerlendirmesinde ise Fisher’in kesinlik testinin 

ve karşılaştırmalı Ki-kare testi ile belirlendi. İstatistiksel çözümlemelerde p<0,05 

değeri anlamlı kabul edilerek, 0,95 güven aralığında değerlendirme yapıldı. 
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6. BULGULAR 

 

 

6.1. HRM 

Bu çalışmada ilk önce 100 meme kanser örneğinde HRM yöntemiyle PIK3CA 

genin mutasyon analizi gerçekleştirildi. Bu 100 örnek arasında HRM analizi 

sonucunda 37 tane mutasyon şüphesi olan örnek belirlendi. Analizlerde 

’LightCycler
®
480 Gene Scanning module’ programı kullanıldı. Aynı mutasyonu 

taşıyan örneklerin aşağıdaki LC480 software analizinde aynı gruptaki eğrilerde 

toplanmış olabileceği düşünüldü (Şekil 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23). 

 
    Şekil 17: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 

 

 

 
  Şekil 18: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 
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  Şekil 19: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 

 

 

 

 
 Şekil 20: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 

 

 



 

 

 

69 

 

 
 Şekil 21: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 

 

 

 
Şekil 22: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 
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Şekil 23: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonların software analiz görüntüsü 

 

6.2. Konvansiyonel PZR  

HRM yöntemiyle mutasyon taşıma şüphesi olan örnekler belirlenip ve 

gruplandırıldıktan sonra, bu örnekler doğrudan dizi analizine gönderilmeden önce 

konvansiyonel PZR yöntemiyle amplifikasyon gerçekleştirildi. Ardından agaroz 

jel elektroforezinde yürütüldü ve etidyum bromürle UV’de görüntülendi (Şekil 24 

ve Şekil 25) 

 

 
        Şekil 24: Ekzon 9 PZR agaroz jel görüntüsü 

340 bç 

50 

bç’lik 

markır 
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       Şekil 25: Ekzon 20 PZR agaroz jel görüntüsü 

 

6.3. Dizi analizi 

Mutasyon taşıma şüphesi olan örnekler agaroz jel elektroforezinde yürütülüp 

ardından UV’de görüntülendikten sonra dizi analizine gönderilerek tahmin edilen 

örneklerdeki mutasyonlar teyit edildi (Şekil 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34) . 10 

örnekte PIK3CA ekzon 9 ve 21 örnekte ekzon 20 mutasyonu saptandı. Ekzon 9’da 

Q546R, E542Q, E545K, E542K ve E545D; ekzon 20’de ise H1047L, H1047R, 

T1025T ve G1049R mutasyonları dizi analizi sonuçlarıyla tanımlandı. 

 
Şekil 26: Ekzon 20’deki H1047L mutasyonu  

300 

bç 

50 bç’lik 

markır 
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  Şekil 27: Ekzon 20’deki H1047R mutasyonu  

 

 

 
  Şekil 28: Ekzon 20’deki T1025T mutasyonu  
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  Şekil 29: Ekzon 20’deki G1049R mutasyonu  

 
 

 

 
  Şekil 30: Ekzon 9’daki E542K mutasyonu 
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   Şekil 31: Ekzon 9’daki E545K mutasyonu 

 

 

 

 

 
    Şekil 32: Ekzon 9’daki E545D mutasyonu 
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   Şekil 33: Ekzon 9’daki Q546R mutasyonu 

 

 

 
   Şekil 34: Ekzon 9’daki E542Q mutasyonu 

 

Dizi analizi sonucunda mutasyon taşıyan toplam 31 örneğin 21 (%67.74)’inin ekzon 

20’de ve 10 (%32.26)’unun ise ekzon 9’da olduğu görüldü. Ekzon 20’de en çok 

H1047R (%77.3) mutasyonu saptanmasına karşın, ekzon 9’da E545K (%60) en çok 

belirlenen mutasyondu (Tablo 4). 
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Tablo 4.     Meme kanserinde tanımlanan PIK3CA mutasyonların özeti 

Ekzon                   Nükleotit            Kodon                 Domain                          n (%) 

9                            G1624A               E542K                Helikal                           1 (%10)                                                                                        

9                            G1633A               E545K                Helikal                           6 (%60) 

9                            G1635T               E545D                 Helikal                           1 (%10) 

9                            G1624C               E542Q                 Helikal                           1 (%10) 

9                            A1637G               Q546R                Helikal                           1 (%10) 

20                          A3140T               H1047L               Kinaz                             3 (%13.6) 

20                          A3140G               H1047R              Kinaz                           17 (%77.3)   

20                          C3075T                T1025T              Kinaz                             1 (%4,5) 

20                          G3145C               G1049R              Kinaz                             1 (%4.5)               

Tanımlanan toplam mutasyon sayısı                                                                        32 

Mutasyon taşıyan toplam örnek sayısı                                                                      31 

İncelenen örnek sayısı                                                                                            100 

Mutasyon taşıyan örneklerin yüzdesi                                                                     %31 

 

Elde ettiğimiz bulgulara göre 21 örnekte ekzon 20 mutasyonları, 10 örnekte ekzon 9 

mutasyonları, bu örnekler arasında iki örneğin hem ekzon 9 (E542Q) hem de ekzon 

20 (H1047R) mutasyonu taşıdığı ve bir örneğin ise ekzon 20’de hem H1047R 

mutasyonu hem de T1025T mutasyonu taşıdığı belirlenmiştir. 

6.4. Gen ekspresyonu ve PIK3CA 

Real time PZR yöntemi kullanılarak IGFBP5 mRNA ekspresyon düzeylerine ∆Ct 

metodu kullanılarak house keeping gen ‘beta aktin’ ile normalize edilerek normal ve 

tümör dokular çalışıldı. Bu IGFBP-5’in tümörlü dokulardaki ekspresyonu ile 

PIK3CA mutasyonu taşıyıp taşımama durumunlarına göre kaşılaştırma yapıldığında, 

özellikle IGFBP-5  ekspresyonu yüksek olan örneklerde PIK3CA mutasyonu %35 

oranında, IGFBP-5 ekspresyonu düşük olan örneklerde ise PIK3CA mutasyonu 

%29.41 oranında olduğu görüldü (Tablo 5). 

 

 

 

 

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=765
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=17442
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=12459
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=21451
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/mutation/overview?id=12597
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Tablo 5: Tümör dokusunda IGFBP5 ekspresyonu yüksek ve düşük olan örneklerde 

PIK3CA mutasyonlarının görülme oranları; 

  
PIK3CA durumu 

(+/-) 

Yüksek IGFBP5 

ekspresyonu 

n (%) 

Düşük IGFBP5 

ekspresyonu 

n (%) 

PIK3CA (+) 7 (%35) 5 (%29,41) 

PIK3CA (-) 13 (%65) 12 (%70,59) 

Toplam n (%) 20 (100) 17 (100) 

 

              P: 0.9924 olarak bulundu ve anlamlı bir ilişki bulunamadı. 

 

 

 

6.5. HER2 +/-, ER +/- ve PR+/- durumlarıyla PIK3CA mutasyonları arasındaki 

ilişki 

 

Bu çalışmada HER2 +/-, ER +/- ve PR+/- durumlarıyla PIK3CA mutasyonları 

karşılaştırıldığında anlamlı bir ilişki bulunamadı (Tablo 6, 7, 8)  

 

 

 

Tablo 6: HER2 +/- ile PIK3CA +/- arasındaki ilişkisi  

 
HER2 

Durumu 

PIK3CA (+) 

n (%) 

PIK3CA (-) 

n (%) 

Toplam 

n (%) 

HER2 (+) 11 (%36) 20 (%64) 31 (%100) 

HER 2 (-)      20 (%29,41)      49 (%70,58) 69 (%100) 

p: 0,8201 olarak bulundu ve anlamlı bir ilişki bulunamadı. 

 

 

 

 

Tablo 7: ER +/- ile PIK3CA +/- arasındaki ilişki  
ER 

Durumu 

PIK3CA (+) 

n (%) 

PIK3CA (-) 

n (%) 

Toplam 

n (%) 

ER (+) 27 (%33) 54 (%67) 81 (%100) 

ER (-) 4 (%21) 15 (%79) 19 (%100) 

p: 0,4113 olarak bulundu ve anlamlı bir ilişki bulunamadı. 
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Tablo 8: PR +/- ile PIK3CA +/- arasındaki ilişkisi  

 
PR 

Durumu 

PIK3CA (+) 

n (%) 

PIK3CA (-) 

n (%) 

Toplam 

n (%) 

PR (+) 26 (%34) 51 (%66) 77 (%100) 

PR (-) 5  (%23) 17 (%77) 22 (%100) 

p: 0,4368 olarak bulundu ve anlamlı bir ilişki bulunamadı. 

 

 

 

6.6. PIK3CA mutasyonları ile meme kanserinin moleküler  alt grupları 

arasındaki ilişki 

Tablo 9: Meme kanserinin moleküler alt tipleri ile PIK3CA arasındaki ilişki 

Patolojik grup             PIK3CA (+)                    PIK3CA (-) 

                                        n(%)                                        n(%) 

Luminal  A                       8(%32)                            17(%68) 

Luminal  B                       10(%32)                           21 (%68) 

HER2                                2 (%29)                            5(%71) 

Luminal-HER2                9 (%38)                            15(%62) 

Bazal                                 2(%17)                             10(%83) 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

 

 

Meme kanseri, kanserin en yaygın formudur ve Amerika’da kadınlarda kanser 

ölümlerinin ikinci en önemli sebebidir. Meme kanserinde epidemiyolojik ve genetik 

faktörlerin önemli rol oynadığı rapor edilmiştir. Yapılan ilk çalışmalar meme 

kanserinin duyarlılık ve risk durumunun, meme gelişimi sırasında ortaya çıktığı 

düşünülmekteydir. Bununla birlikte, bu kanser yolağı karsinogenezisle ilişkili olan 

normal meme proliferasyonu ve farklılaşmasını içermektedir. 

 

IGF sistemi hücreleri apoptozdan korur ve normal hücre fizyolojisinde ve kanser 

gelişiminde önemli rol oynar. IGFBP’lerin hücre büyümesinde, hücre ölümünde, 

hücre hareketinde ve dokunun şekillenmesinde önemli fonksiyonları olduğu 

gösterilmiştir. IGFBP-5’in ise meme kanser biyolojisinde ve özellikle meme kanser 

metastazında önemli rol oynadığı belirtilmiştir. Fakat IGFBP-5 ve meme kanseri 

arasında ilişki tam olarak açıklanamamıştır. Bu yolakta IGFBP-5’in anlaşılması 

meme kanser tedavisinin hedefe ulaşmasına katkıda bulunmuş olacaktır. Bu amaçla 

meme kanserinde IGFBP’lerin yedi üyesininde ekspresyon ve regülasyon profilleri 

çıkarılmıştır. Bazı vakalarda meme kanserinde IGFBP üyelerinin ekspresyon ve 

salgılanması ER ile ilişkili bulunmuştur (Clemmons ve ark. 1990; Figueroa ve Yee 

1992). IGFBP-1 ve IGFBP-6, ER-negatif hücre hatlarında rapor edilmiş olmasına 

karşın, IGFBP-2 ve IGFBP-5, ER-pozitif hücre hatlarında rapor edilmiştir. Buna 

karşın, IGFBP-3 ve IGFBP-4 ekspresyonları hem ER-pozitif  hem de ER negatif 

hücre hatlarında rapor edilmiştir. Estradiol, IGFBP-2, -4 ve -5 konsantrasyonunu 

arttırır, fakat östrojenden sorumlu hücrelerde IGFBP-3 üretimini inhibe eder 

(Figueroa ve Yee 1992; Owens ve ark. 1993). Ayrıca, progesteron IGF-IR mRNA’yı 

downregüle eder ve T47D insan meme kanser hücrelerinde PR’de IGFBP üretimini 

azaltır (Owens ve ark. 1993). Antiöstrojenler hücre büyümesi inhibisyonunda meme 

kanser hücrelerinin tamoxifene direnç kazanmasında IGFBP-5’in indüklendiği rapor 

edilmiştir (Parisot ve ark. 1999). In vivo olarak IGFBP’lerin yedi üyesinin meme 

kanser dokularında eksprese olduğu rapor edilmiştir (Figueroa ve Yee 1992; Pekonen 

ve ark. 1992; McGuire ve ark. 1994). IGFBP-4 ve IGFBP-5 seviyesi ER pozitif 
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meme kanser dokularında yüksek olmasına karşın (McGuire ve ark. 1994), IGFBP-3 

mRNA ve protein seviyesi ER negatif tümörlerde yüksektir (Figueroa ve Yee 1992; 

Pekonen ve ark. 1992; Shao ve ark. 1992). Meme kanseri hastalarında tamaoxifen 

terapisinde IGFBP-1 seviyesinde değişmeler olurken, IGFBP-3 seviyesinde değişim 

gözlenmemiştir (Helle ve ark. 1996). 

 

Meme kanserinde IGFBP’lerin foksiyonları tam net değildir. Normal dokularda 

IGFBP’lerin IGF’lerin etkinliğini inhibe ettiği bilinmektedir. Bununla birlikte 

IGFBP’lerin IGF bağımsız olarak da meme kanserinde fonksiyonları olduğu rapor 

edilmiştir (Perks ve ark. 1999; Baxter ve ark. 20011). IGFBP’lerin ratlarda stromal-

epitelyal etkileşimlerle meme kanser hücre proliferasyonunda önemli oldukları rapor 

edilmiştir (Manni ve ark. 1994). 

 

T47D meme kanser hücreleri IGF’e cevap verir, çünkü onlar IGF-IR’yi eksprese 

eder ve IGFBP’lerin üretimini sağlar. IGF-I muamelesiyle T47D meme kanser 

hücrelerinde IGFBP-5 mRNA seviyesinde anlamlı bir bir etki görülmemiştir 

(Moorehead ve ark. 2001). Ayrıca IGF-IR monoklonal antikorlar kullanılarak bloke 

edildiğinde de sonuçlarda bir değişiklik görülmemiş, IGF-I, IGFBP-5’i hem reseptör 

bağımlı hem de reseptör bağımsız olarak regüle etmektedir (Moorehead ve ark. 

2001). 

 

2004 yılında ilk kez PIK3CA geninde kansere özgü mutasyonlar keşfedilmiş ve 

özellikle PI3K’nın p110 katalitik alt ünitesinde onkoprotein özellikte ve ilaç 

direncinde rol aldığına dair bulgular elde edilmiştir (Liu ve Roberts 2006; Samuels 

ve Velculescu 2004; Samuels ve ark. 2004; Stephens ve ark. 2005). Başka bir 

araştırmacı grup ise AKT ve PIK3CA genlerinin farklı kanser türlerinde 

amplifikasyonlarını belirlerdiler (Actor ve ark. 2002; Bastian ve ark. 1998; Bellacosa 

ve ark. 1995; Cheng ve ark. 1992; 1996; Knobbe ve Reifenberger 2003; Shayesteh ve 

ark. 1999; Staal 1987; Thompson ve ark. 1995) ve PI3K’nın bir onkoprotein gibi 

fonksiyon gösterdiğini belirttiler. Ayrıca PI3K’nın regülatör (düzenleyici) alt 

ünitesindeki p85’deki mutasyonlar over ve kolon tümörlerinde rapor edilmişdir 

(Philp ve ark. 2001). Bununla birlikte AKT’nin downstream hedeflemesinde rol 

oynayan forkhead transkripsiyon faktörleri FKHR ve FKHRL birkaç tümör tipinde 
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transloke olduğu gösterilmiş (Barr ve ark. 1993) ve neoplaside bu yolağın önemli rol 

oynadığına dair güçlü veriler elde edilmiştir. 

 

Bu bulgular insan kanserlerinde PI3K’nın genetik değişikliklere uğrayabileceği 

şüphesini ortaya çıkarmıştır. Bunun için bu gende insan kanseriyle ilişkili tümöre 

spesifik mutasyonlar keşfedilmeye çalışılmış ve bu mutasyonların fonksiyonları 

değerlendirilmek istenmiş. Bu amaçla referans gen/genler’den tümörle ilişkili 

varyasyonu tanımlamak için doğrudan sekanslama için bir tümör paneli 

geliştirilmiştir. Bu şekilde hasta DNA’larını analiz edebilme imkanına insanlık 

kavuşmuş oldu.  

 

Geçmişte aday gendeki bir mutasyonu ortaya koyacak ve kaliteli sonuçlar verecek bir 

teknik bulunmamaktaydı. Birkaç önemli gelişmeyle beraber insan kanserinde 

mutasyon saptama ve DNA sekanslama yöntemleri ortaya çıkmıştır. İlk kez bu analiz 

yöntemleri sayesinde parafinli dokudan ve çok zor kontrol edilebilir tümörlerin ve 

neoplastik dokudan mikrodiseksiyon ile izolasyonu ve bunların toplanmasına 

kolaylık sağlamıştır. Bu normal dokudan kontaminasyonu önleyerek somatik 

mutasyonu hassas bir şekilde saptanmasına izin vermiştir. Bilimdeki ikinci önemli 

gelişme ise insan genomunun sekanslanmasına ve spesifik bölgelerin belirlenmesine 

imkan sağlamış olan otomatize sistemlerin keşfi olmuştur. Bu metotlar insan 

genomunda ekzonik bölgelerin sekanslamasını hızlı ve kuvvetli bir şekilde 

yapılmasını sağlamıştır (Jones ve ark. 2008; Parsons ve ark. 2008; Sjoblom ve ark. 

2006; Wood ve ark. 2007). Son olarak kanserde somatik mutasyonları analiz 

etmemizi sağlayan otomatize mutasyon saptama methotları geliştirilmiştir (Bardelli 

ve ark. 2003; Stephens ve ark. 2006). Bu metotlar normal ve tümörlü dokudan 

doğrudan sekanslamaya birçok özel somatik mutasyonun hassas bir şekilde 

tanımlanmasına olanak sağlamıştır. Tüm bu ilerlemelerin ortak katkısıyla insan 

kanserinde somatik mutasyonların sistematik olarak tanımlanamasına fırsat vermiş 

olacaktır ve dah hızlı daha kolay güvenilir sonuçlar elde edilebilmesine katkı 

sağlayacaktır. Günümüzde ise 2013 yılı itibariyle insan kanserinde mutasyon 

saptama yöntemleri oldukça çok sayıda ve bize bir çok alternatif sunmaktadır. Bu 

yöntemler direk veya indirekt olarak insan kanserinde mutasyon taranmasına imkan 
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sağlamaktadır. Bunlar arasında RFLP, ASA, SNaPshot, DNA dizi analizi, SSCP, 

heterodupleks analiz ve DHPLC yöntemleri yer almaktadır. Son olarak bizimde 

çalışmamızda kullandığımız HRM yöntemi de bunlardan biridir. HRM analizi, 

sekans varyantlarının mutasyon taraması için güçlü ve kullanılabilir bir yöntemdir. 

Özellikle mutasyon taraması, ve genotiplendirme başta olmak üzere assosiyasyon 

çalışmaları, genetik haritalama, aday gen taraması ve DNA metilasyon analizi gibi 

birçok çalışmada kullanılabilmektedir. Çift zincirli DNA erime sıcaklığı artmasıyla 

florasan değişiklikleri saptanabilir ve wild-tip ile heterozigot örneklerin erime 

noktalarında kolaylıkla farklılaşmalar olabilir. HRM yöntemi yeni nesil mutasyon 

tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diğer görüntüleme methotlarıyla 

kıyaslandığında maliyeti düşük ve ekonomik açıdan önerilmektedir. HRM yöntemi 

bir kapalı tüp sistemidir. Bununla birlikte, HRM yöntemi moleküler tanı ve klinik 

amaçlı araştırmalar için hızlı mutasyon taraması sonuçları alabilmek için 

kullanılabilmektedir. Bu çalışmada HRM yöntemi kullanılarak meme kanserinde 

PIK3CA genindeki mutasyonlar belirlenmiştir. PIK3CA genindeki mutasyon daha 

önceki çalışmalarda birçok kanser türünde saptanmıştır. 199 kolorektal kanser 

örneğinin %32’sinde PIK3CA geninde somatik mutasyonlar belirlemiştir (Samuels 

ve ark. 2004). Bunların üçü heterozigottu, fakat truncate (üçlü) ve anlamsız 

mutasyonlar saptanmamıştır. Kolorektal kanserde PIK3CA mutasyonları göstermek 

için 76 premalignant kolorektal tümör incelenmiş. Bu ileri adenokarsinomalarında ve 

geç tümörogenezde yalnızca iki mutasyon belirlenmiştir. Ayrıca tümörogenezde 

PIK3CA mutasyonlarında artış olduğu saptanmıştır. Bunu dışında, PIK3CA genin 

kinaz ve helikal domainlerinde %80 somatik yanlış anlamlı mutasyonlar 

bulunmuştur. Bu keşif KRAS ve BRAF gibi onkogenlerdeki ‘hotspot’ mutasyonları 

hatırlatmaktadır (Bos ve ark. 1987; Davies ve ark. 2002; Rajagopalan ve ark. 2002). 

Bununla birlikte kolon kanserinde PIK3CA mutasyonların durumunu değerlendirmek 

için birkaç başka araştırmacı grupta yola çıkmıştır ve bu mutasyonları daha fazla 

detaylandırmışlardır. Son olarak bu buluşlar bu yolağın biyolojik ve biyokimyasal 

olarak aydınlatılmasına imkan sağlamışlardır ama insan kanserinde PIK3CA 

mutasyonların karakterizasyonu tam olarak bilinmemektedir. 
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PIK3CA mutasyonların keşfinde ilk baştaki çalışmalar yukarıda belirttiğimiz gibi 

önce kolon kanseriyle başlamış ve diğer kanserlerde de araştırılmasına ışık tutmuştur.  

İlk çalışmalarda kolon tümöründe PIK3CA mutasyonların sıklığı 32% olarak 

saptanmıştır (Samuels ve ark. 2004). Ayrıca daha kapsamlı çalışmalar sonucunda 

PIK3CA mutasyonlarının daha çok ekzon 20’de yoğunlaştığı ortaya konmuştur. 

İlginç bir şekilde, bu çalışmadaki mutasyonların tümörlerde mikrosatellit instabiliteli 

tümörlerde yaygın olduğunu saptanmıştır. Miyaki ve ark. (2007) sporadik ve kalıtsal 

tipteki kolon kanserlerinde PIK3CA mutasyonlarının farklı sıklıkta bulunduğunu 

düşünmüşlerdir. Fakat PIK3CA mutasyonlarının sporadik ve kalıtsal tümörlerde 

benzer sıklıkta olduklarını görmüşler ve bu mutasyonların kalıtsal tiptekinde kinaz 

domaininde sporadik tipte olanda ise helikal domaininde olduğunu saptamışlar. 

Bizim çalışmamızda ise ailesel meme kanser örneklerinin %38.46’sında PIK3CA 

mutasyonları saptanırken, sporadik meme kanser örneklerinde bu oranın %17.6 

olarak saptandı. Samuels ve ark. (2004) preinvazif kolon tümörlerinde wild-tipte 

PIK3CA genlerinin olduğunu belirlemişler. Son olarak Benvenuti ve ark. (2008) 

PIK3CA mutasyonlarının kolerektal kanserde bayanlarda erkeklerden daha sıklıkta 

görüldüğünü rapor etmişler. 

 

Endometrial (uterus mukozası) kanserde PIK3CA mutasyonları yüksek sıklıkta ve bu 

tümörlerde PTEN mutasyonlarıyla birlikte saptanmıştır. Oda ve ark. (2005) 

endometrial kanserde %36 sıklıkta PIK3CA mutasyonlarına rastlamışlar. Ayrıca 

başlangıçtaki çalışmalarda PIK3CA aktivasyonu ve PTEN inaktivasyonu şeklinde 

bilgiler ortadayken, bu çalışmada PIK3CA ve PTEN mutasyonlarına örneklerin 

%26’sında rastlamıştlar. PIK3CA mutasyonları tümörlerde mutant PTEN genlerinde, 

yabanıl tip PTEN genlerinden daha sık karşılaşmışlar.  

 

Samuels ve ark. (2004) 15 glioblastoma multiformes vakasında %27 sıklıkta 

PIK3CA mutasyonlarına rastlamışlar. Bunun dışında Broderick ve ark. (2004) beyin 

tümörlerinde çok sayıda farklı PIK3CA mutasyonlarına helikal ve kinaz 

domainlerinde rastlamışlar. Bu mutasyonların %14’ü anaplastic 

oligodendrogliomalarda, %5’i of GBMs, %5’i medulloblastomalarda ve %3’ü ise 
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anaplastic astrocytomalarda olduğu görülmştür. Düşük orandaki astrositomlarda ve 

epandimlerde de bu mutasyonlara rastlanmıştır. 

 

PIK3CA mutasyonları cilt kanserinde de araştırma konusu olmuştur. Hafner ve ark. 

(2007;2008) cilt kanserinde PIK3CA mutasyonlarını hotspot ekzonlarda belirlemeye 

çalışmışlar ve epidermal nevi (EN)’de %27 sıklıkta ve seborrheic keratoses (SK)’de 

ise %16 sıklıkta bu mutasyonlara rastlamışlar. Kim ve ark. (2007) da PIK3CA 

mutasyonlarının benign cilt tümörlerinde senesensi uyarabileceğini rapor etmişler. 

Bunun dışında Shayesteh ve ark. (1999) ve Zhang ve ark. (2003) ilk kez over 

kanserinde çok sayıda PIK3CA mutasyonuna rastladıklarını rapor etmişler. PIK3CA 

mutasyonların over kanserindeki sıklığı %4-12 arasında olduğu rapor edilmiştir 

(Campbell ve ark. 2004; Levine ve ark. 2005; Wang ve ark. 2005).  

 

Samuel ve ark. (2004) da gastrik kanserde PIK3CA mutasyonların sıklığının %25 

olduğunu rapor etmişlerdir. Sonraki yapılan çalışmalar bu mutasyonların sıklığının 

düşük olduğunu ve %4-11 civarında olduğu belirtilmiştir (Li ve ark. 2005; Velho ve 

ark. 2005). Fakat PIK3CA mutasyonun gastrik kanserle klinikopatolojik ilişkisi 

hakkında pek fazla çalışma bulunmaktadır. 

 

Samuels ve ark. (2004) PIK3CA mutasyonlarını ilk çalışanlar olarak akciğer 

kanserinde bu mutasyonun sıklığının %4 civarında düşük sıklıkta olduğunu rapor 

etmişlerdir. Kawano ve ark. (2006) da bu düşük sıklığı onaylamışlardır. Ayrıca bu 

araştırmacılar PIK3CA mutasyonlarının skuamous hücre karsinomalarında %7 

sıklıkta ve adenokarsinomlarda ise %2 sıklıkta olduğunu bildirmişlerdir. Okudela ve 

ark. (2007) da PIK3CA mutasyonlarının akciğer kanserindeki sıklığının % 4 

olduğunu bildirmişler. Son olarak geniş bir örnek popülasyonu üzerinde çalışan 

Yamamoto ve ark. (2008) >700’den fazla akciğer kanser örneğinde PIK3CA 

mutasyonlarının %2 oranında saptamışlar. 

 

PIK3CA mutasyonun tiroid kanseriyle ilişkisi araştırıldığında ise literatürde çeşitli 

anlaşmazlıklarla karşılaşılmaktadır. Bunun nedeni özellikle bu kanser tipinin 

patolojisindeki farklılıklardan kaynaklandığı düşünülmüştür. Fakat PIK3CA 
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mutasyon çalışma sonuçlarına göre, PIK3CA mutasyonlarının anaplastik ve foleküler 

tiroid kanserlerinde papiller tiroid karsinomalarından daha önemli olduğu 

vurgulanmıştır. Garcia-Rostan ve ark. (2005) anaplastik tiroid karsinomalarında 

%16, folüküler tiroid karsinomlarında %8 ve papiller tiroid karsinomalarında ise bu 

mutasyonun sıklığı %2 olduğunu belirtmişler. 

 

PIK3CA mutasyonları, çok sayıda baş ve boyun kanserinin patolojisinde 

araştırılmıştır. Qiu ve ark. (2006) 38 skuamous hücre karsinomalarında PIK3CA 

mutasyonlarını araştırmışlar ve bu mutasyondan 4 tane saptanmış (%11). İlginç bir 

şekilde bu 4 vakanın 3’ü faranjal kanserlerden ayrılmaktaydı (Qiu ve ark. 2006). 

Sonra bu araştırmacılar daha hassas mutasyon tarama yöntemi kullanarak bu 

mutasyonun sıklığının %21 olduğunu saptamışlar (Qiu ve ark. 2008). Kozaki ve ark. 

(2006) skuamous hücre karsinomalarında PIK3CA mutasyonlarını tanımlamışlar ve 

hücre hatlarında %21 olduğunu ve primer tümörlerde ise %17 olduğu sonucuna 

varmışlardır. 

 

PIK3CA mutasyonları serviks kanserinin patolojisinde de önemli rol oynamaktadır 

(Ma ve ark. 2000). Miyake ve ark. (2007) 22 vakanın 3’ünde (%14) PIK3CA 

mutasyonlarını tanımlamıştır. Cui ve ark. (2009) ise bu oranı 15/184 (%8) olarak 

invaziv serviks karsinomada saptamışlar. Schonleben ve ark. (2006) ise intraduktal 

musinöz karsinoma pankreasta PIK3CA mutasyon sıklığını %11 olarak rapor 

etmişlerdir. 

 

Phillips ve ark. (2006) özofagus skuamöz hücre karsinomalarında PIK3CA 

mutasyonlarının %12 sıklıkta bulunduğunu ve özofagal adenokarsinomalarında ise 

%6 olduğunu rapor etmişler. Mori ve ark. (2008) ise özofagal skuamöz hücre 

karsinomalarında bu mutasyonların 2/88 (2%) olarak saptamışlar. Buna karşın, Akagi 

ve ark. (2009) ise özofagal skuamöz karsinomalarında hiç PIK3CA mutasyonlarına 

rastlamamışlardır. 

 

Lin ve ark. (2009) 353 hipofiz bezi tümörlerini incelemişler ve invazif hipofiz bezi 

tümörlerin 8/91’inde PIK3CA mutasyonlarını tanımlanmışlar ve 262 noninvazif 
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hipofiz bezi tümörlerinde saptamamışlar. Andersson ve ark. (2008) erkek ürogenital 

organındaki tümörlerin 8/28 (%29)’inde PIK3CA mutasyonlarına rastlamışlar. 

Lopez-Knowles ve ark. (2006) mesane kanser örneklerinin 11/87 (%13)‘sinde bu 

mutasyonu saptamışlar. 

 

PIK3CA mutasyonlarına midenin diffüz karsinomunda 17/215 oranında saptandığı 

rapor edilmiştir (Abubaker ve ark. 2007). Muller ve ark. (2007) ise akut miyeloid 

lösemide, miyelodisplastik sendromda ve non-Hodgkin lenfomalarında PIK3CA 

mutasyonlarına rastlamamışlardır. Benzer şekilde, Hummerdal ve ark. (2006) da akut 

miyeloid lösemide PIK3CA mutasyonlarına rastlamamışlardır (Hummerdal ve ark. 

2006). Dam ve ark. ise (2006) 69 nöroblastoma örneğinde hiç PIK3CA 

mutasyonlarına rastlamamışlar.  

 

PIK3CA mutasyonları meme kanserinin 1/12’sinde tanımlanmıştır (Samuels ve ark. 

2004). Fakat ilk çalışmalarda az sayıda örnekle çalışılması meme kanserinde bu 

yaygın mutasyonların ortaya konmasında bir engel olarak karşımıza çıkmıştır. Bu 

yüzden başka araştırmacılar bu sayıyı arttırarak meme kanserinde bu gende 

mutasyon analizleri yapmışlardır (Bachman ve ark. 2004; Campbell ve ark. 2004; 

Lee ve ark. 2005; Levine ve ark. 2005; Saal ve ark. 2005; Wu ve ark. 2005b). Bu 

çabalar sonucunda meme kanserinde PIK3CA geninde daha çok sayıda mutasyon 

tanımlanmıştır. PIK3CA genindeki mutasyonlar meme kanser hastalarının %25-

40’ında bulunduğu belirtilmektedir. COSMIC veritabanında 10508 meme tümör 

örneğiyle ilgili yayın ve bunlar arasında 2695 (%25.6) tümör örneğinin ise PIK3CA 

mutasyonlarını barındırdığına dair bilgiler mevcuttur 

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/, Erişim tarihi:15.11.2013). Bu 

mutasyonların yarısından fazlası meme kanser hücre hatlarında belirlenmiştir 

(Hollestelle ve ark. 2007). Bu sonuçlar bize bu genin tümörogeneziste ne kadar etkin 

rol oynadığını ortaya koymaktadır. Ayrıca PIK3CA mutasyonu transgenik farelerde 

tümör formasyonunu tetiklemektedir (Meyer ve ark. 2011; Isakoff ve ark.2005). Bu 

keşiflerle birlikte PI3K yolağının meme kanserinde Akt’nin fosforilasyonunu aktive 

ettiği (Page ve ark. 2000) ve PTEN’in ise bir antagonist gibi rol oynadığı ortaya 

konmuş oldu. Bu yüzden, PIK3CA mutasyonaların varlığının moleküler olarak 

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/
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açıklanması tam bir muammadır. İlk keşiflerde meme kanserinde PIK3CA 

mutasyonları ile östrojen reseptörleri (ER)/progesteron resptörleri (PR) pozitif gibi 

lenf nod matastazla ve tedaviye cevabın klinikopatolojik ilişkisi açıklanmaya 

çalışılmıştır. Saal ve ark. 2005 yılında PIK3CA mutasyonların meme kanserinde 

klikopatolojik ilişkisini ilk kez açıklamaya çalışmışlardır. Bu araştırmacıların 

bulgularına göre, PIK3CA mutasyonları tümörlerde sıklıkla bulunmakta ve PTEN 

genini eksprese etmekte ve lenf nodlarında metastaza katılmaktadır. Bununla birlikte, 

bu genin ER, PR ve ERBB2 ekspresyonuna katılmakta olduğu belirtilmiştir. Stemke-

Hale ve ark. (2008) ise PIK3CA mutasyonlarının hormon reseptör pozitif ve HER-2 

pozitif meme kanserlerinde sık bulunduğunu göstermişlerdir. Li ve ark. (2006) bu 

ilişkiyi doğrulamışlardır. PIK3CA mutasyonların kötü sağkalımla ilişkili olduğunu 

ve ER ve PR ekspresyonu fazla olan tümörlerde sık bulunudğunu rapor etmişlerdir. 

Lerma ve ark. (2008) ile Lai ve ark.(2008) da PIK3CA mutasyonlarıyla zayıf 

sağkalım arasında ilişkinin olduğunu onaylamışlar ve bu fikri desteklemişler. 

Barbareschi ve ark. (2007) PIK3CA genin ekzon 9 mutasyonlarının zayıf sağkalımla 

ilişkili olduğunu ve ekzon 20 mutasyonların ise iyi prognozla ilişkili olduğunu ortaya 

koymuştur. Bununla birlikte, Maruyama ve ark. (2007) ile Perez-Tenorio ve ark. 

(2007) PIK3CA mutasyonların gerçekten iyi sağkalımla ilişkili olduğunu 

saptamışlardır. Buttita ve ark. (2006) ise PIK3CA mutasyonlarının klinikopatolojik 

ilişkisini önemli bir şekilde ortaya koymuşlardır. PIK3CA mutasyonlarının lobülar 

meme kanserinde duktal meme kanserinden daha sıklıkta bulunuduğunu 

belirlerlemişler. Barbareschi ve ark. (2007) da benzer sonuçları elde etmişler. Ekzon 

9’daki mutasyonların bunlara spesifik olduğunu göstermişlerdir. PIK3CA 

mutasyonları meme kanserinde tedaviye cevapla ilişkili olduğunu rapor edilmiştir. 

Örneğin, Berns ve ark. (2007) PIK3CA mutasyonu olan hastalarda trastuzumab 

terapisine direnç geliştirdiğini belirtmişler. Eichhorn ve ark. (2008) da PIK3CA 

mutasyonlarına sahip hücrelerin anti-HER ajan Lapatinibe direnç kazandıklarını 

saptamışlar. Buna karşın, Liedtke ve ark. (2008) ise PIK3CA mutasyonlarıyla 

antrasiklin ve paklitaxel terapisi arasında bir ilişkinin olmadığını vurgulamışlardır. 

Bizim bu çalışmamızda ise, HER2+/-, ER +/- ve PR+/- durumlarıyla PIK3CA 

mutasyonları karşılaştırıldığında anlamlı bir ilişki bulunamadı. Bunun dışında, 

PIK3CA mutasyonları ile meme kanserinin moleküler alt gruplarını 
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karşılaştırdığımızda PIK3CA mutasyonun Luminal A’da %32; Luminal B %32; Her2 

%29; Luminal-Her2 %9 ve bazal tipte %17 oranında bulunduğu görüldü. 

 

PIK3CA yolağın mutasyon sıklığı, meme kanser alt tipleri arasında farklılıklar 

göstermektedir. Son zamanlardaki bir çalışmada PIK3CA mutasyonların daha çok 

invasif tümörlerde oluştuğu rapor edilmişdir. Fakat PI3K-AKT yolağın upstream 

mutasyonları erken ve ileri safha tümörlerinde eşit sıklıkta görülmektedir. Bizim 

çalışmamızda ER (+) tümörlerinde ekzon 9 ve ekzon 20 mutasyonların yüksek 

frekansta olduklarını belirledik. Fakat bu durumun istatiksel açıdan anlamlı 

olmadığını gördük. Çünkü daha büyük popülasyonda araştırmalar yapmak 

gerektiğini gördük. Başka bir araştırmacı grup, PIK3CA mutasyonların ER/PR (+) ile 

ilişkili olabileceği bildirmişler (Cooper ve ark. 2013). PIK3CA mutasyonları 

ERBB2+ meme kanser hastalarında bağımsız bir prognoztik değer taşımaktadır.  

 

Amaury ve ark. (2012) 2587 meme kanser hastasında PIK3CA mutasyonlarının 

sağkalım üzerinde etkilerini araştırmışlar. Elde ettikleri verilerde ER pozitif ve HER2 

pozitif meme tümörlerinin hem biyolojik hem de klinik davranışlarında farklılıklar 

tespit etmişler (Perou ve ark. 2000). Ayrıca PIK3CA mutasyonlarının tüm sağkalım 

durumlarıyla [(a longer diseasefree survival (DFS) or overall survival (OS)] ilişkili 

olmadığını gözlemlemişler (Perou ve ark. 2000) 

 

Pang ve ark. (2009) MDA-MB 231 meme kanser hücre hatlarında katalitik domain 

mutasyonlarının helikal domain mutasyonlarıyla kıyaslandıklarında hücrelerde 

kemotaksi ve kan intravasyona ve akciğer ekstravasyon azalmasına yol açtığını 

belirlemişler. Yoeli-Lerner ve ark. (2005) AKT’nin (PI3K’nın major downstream 

hedefi) aşırı eksprese durumunda meme kanser hücre hatlarında göç ve invasyonu 

azaltmış olduğunu belirlemiştir. 

 

Kandula ve ark. (2013) onkogen mutasyon analizi ve primer meme kanseri 

hastalarında bu genin ekspresyon profilini araştırmışlar. Bu çalışmada 38 meme 

karsinomasından 13’ünde (%34) PIK3CA mutasyonlarını belirlemişler. Bu 

mutasyonların 9/13’unda (%18.5) 1633 G>A (E545K) mutasyonu olduğunu ve bu 



 

 

 

89 

 

mutasyonları ekzon 9’da saptamışlar. Diğer 4 mutasyonun (%10) ise 3140A>G 

mutasyonları olduğunu ve ekzon 20’de tanımlamışlar. 

 

PIK3CA yolağı farklı insan kanserlerinde sıklıkla aktive olmaktadır. PIK3CA geni 

insan kanserlerinin ortalama %15’inde ve meme kanserinin ise ortalama %25 sıklıkta 

saptanmıştır. Bizim bu çalışmamızda ise PIK3CA mutasyon sıklığı %31 olarak 

saptandı. Bu mutasyonlar. PIK3CA genin helikal ve kinaz domaininde bulundu. Sık 

görülen mutasyonlar ekzon 9 ve ekzon 20 mutasyonlarıdır. Bachman ve ark. (2004) 

ortalama meme kanserlerinin %25’inde ya kinaz yada helikal domaininde 

bulunduğunu belirtmişlerdir. 

 

Campbell ve ark. (2004) tüm 20 kodlayıcı ekzonda bu mutasyonun sıklığının %40 

olduğunu rapor etmişlerdir. Bachman ve ark. (2004) ve Campbell ve ark. (2004) 

diğer klinik faktörlerle PIK3CA mutasyonları arasında bir ilişkinin olmadığını 

belirtmişlerdir. Saal ve ark. (2005) PIK3CA mutasyonlarının %25‘inde ER/PR 

pozitif ve lenf nod metastaz ve HER2 ile PIK3CA mutasyonları arasında anlamlı bir 

ilişkinin olduğu rapor edilmiştir. Levine ve ark. (2005) PIK3CA mutasyonlarıyla 

klinik veriler arasında bir korelasyonun olmadığını ve mutasyonların %18’inin 

ekzon-9 ve ekzon-20’de olduğunu rapor etmişler. Kang ve ark. (2005) tavuk embriyo 

fibroblastlarında en yaygın olan E545K mutasyonlarının cDNA ekspresyonunun aşırı 

artmasına yol açtığını belirtmişler. Sammuels (2005) ve ark. bu yaygın 

mutasyonların hücre sinyali, hücre büyümesi ve invazyon artışıyla PIK3CA 

enziminin aktivitesindeki korunarak oluşabileceğini rapor etmişler. PIK3CA 

mutasyonları kanser hücre büyümesinde önemli bir yolaktır (Areumnuri 2005).  

 

Bütün bu bilgilerin ışığında bizde bu çalışmada 100 meme kanser örneğinde PIK3CA 

geninde ekzon 9 ve ekzon 20’de HRM yöntemini kullanarak mutasyon taraması 

yaptık. HRM yönteminden sonra ekzon 9’da 13 örnekte ve ekzon 20’de ise 24 

örnekte mutasyon olabileceği gördük. Bu mutasyon olabileceğini düşündüğümüz 

örnekleri konvansiyonel PZR işlemiyle amplifiye ettikten sonra, agaroz jel 

elektroforezinde görüntülendik ve dizi analiziyle mutasyonları tanımlandık. Ekzon 

9’da 10 örnekte ve ekzon 20’de ise 21 örnekte mutasyon saptadık. Ekzon 9’da 

Q546R, E542Q, E545K, E542K ve E545D; ekzon 20’de ise H1047L, H1047R, 
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T1025T ve G1049R mutasyonlarını dizi analizi sonuçlarıyla tanımlandık. Bunlar 

arasında bir örnekte ise hem ekzon 9 hem de ekzon 20 mutasyonu olduğunu 

belirledik. Başka bir örnekte ise ekzon 20’de iki farklı mutasyon olduğunu belirledik. 

Çalışmamızda PIK3CA mutasyonlarının meme kanserindeki sıklığını %31 olarak 

saptadık. Bu sonuçlarımızın literatürle (%25-40) oldukça uyumlu olduğunu gördük. 

 

Meme kanserinde IGFBP’lerin ekspresyonu ile PIK3CA mutasyonları arasındaki 

ilişkiyi açıklayan çalışmalara literatürde rastlamadık. Fakat, PIK3CA mutasyonun 

myxoid liposarkomalarda IGFR1 ekpresyonu üzerine etkisi araştırılmış. Bu çalışma 

sonuçlarına göre, PIK3CA mutasyonu PTEN kaybı ve IGFR1 ekspresyonunda 

azalmaya sebep olduğu rapor edilmiş (Demicco ve ark. 2012). Bu çalışmada 44 

örneğin 6’sında PIK3CA mutasyonu saptanmış. Bir başka araştırmacı grup ise PI3K 

immünopresipitasyon ile KRAS mutant hücrelerde IGF-IR ve RTK’lar belirlemişler 

(Ebi ve ark. 2011). Sozopolus ve ark. (2010) papillar tiroid kanserinde PI3K/Akt 

yolağında immünohistokimyasal ve mutasyon analizleri gerçekleştirmişler. IGF-R1 

ve Akt ekspresyonlarını da değerlendirmişler. Elde ettikleri sonuçlara göre 16 

örnekte Akt 1’de ekzon 9 mutasyonu saptanmış. Ayrıca bazı papillar karsinoma 

örneklerinde IGF-RI ve Akt seviyesinde artış belirlemişler.  

 

Biz bu çalışmamızda ilk kez meme kanserinde IGFBP-5 ekspresyonu ile PIK3CA 

mutasyonu arasındaki ilişkiyi araştırdık. Elde ettiğimiz sonuçlara göre IGFFBP-5 

ekspresyonu yüksek olan meme kanser örneklerinde PIK3CA mutasyon sıklığının 

%35 olduğunu saptadık. Bunun dışında HRM yönteminde mutasyon olabileceğini 

düşündüğümüz 37 örneğin 31’inde (%84) dizi analizi sonuçlarına göre PIK3CA 

mutasyonlarını tanımlamış olmamız da bu yöntemin ne kadar pratik, hızlı, ekonomik 

olmasının yanında ne kadar başarılı sonuçlar verdiğini de açıkça ortaya koymaktadır. 

 

Bu elde ettğimiz sonuçlara göre PIK3CA mutasyonlarıyla IGFBP-5 ekspresyon 

düzeyi arasında anlamlı bir ilişki bulamadık. Ayrıca hastaların klinik verileri ile 

PIK3CA mutasyonları arasında da anlamlı bir ilişki bulamadık ve bunun için daha 

geniş hasta popülasyonlarıyla çalışmalar yapılması kanaatindeyiz. 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Demicco%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020193
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