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1.0ZET

Meme kanseri, kanserden kaynaklanan 6liimlerden sorumlu ikinci kanser tipidir.
Fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT yolagin bircok bileseninin amplifikasyon,
mutasyon ve translokasyon ile hedeflendigi ve kanser hastalarinda bagka yolaklara da
katildigr belirtilmistir. Bu yolagin anormal aktivasyonu tiimérogeneze, timor
metastazina ve standart kanser tedavilerine dirence yol ac¢maktadir. Meme
timorlerinin %70’inden fazlasinda, bu yolagin bilesenlerinin en az birinde molekiiler
degisiklik oldugu belirlenmistir. Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt
tinite alfa (PIK3CA) geni mutasyonlari, meme kanserinde %?25-45 arasinda
gozlenmektedir. IGF sisteminin bir {iyesi olan insiilin benzeri bliylime faktorii
baglayan protein-5 (IGFBP-5) IGF-bagimli/bagimsiz olarak aktivite gosterebilir,
ayrica meme kanserinde apoptoz, hiicre gocli ve sagkalim iizerine farkli etkiler
gosterebilir. Bu c¢alismada, meme kanserinde sik goriilen PIK3CA gen
mutasyonlarini belirlemek ve bu mutasyonlarin IGFBP-5 ekspresyon diizeyi ile
iligkisinin saptanmasi amaglandi. 100 bireyin doku 6rneklerinden DNA izole edildi,
PIK3CA geninde, ekzon 9 ve ekzon 20 HRM yontemiyle analiz edildi. Elde ettigimiz
verilere gore; belirlenen 37 6rnek dizi analizine gonderildi. 10 6rnekte PIK3CA
ekzon 9 ve 21 6rnekte ise ekzon 20 mutasyonu saptandi. Ekzon 9’da Q546R, E542Q,
E545K, E542K ve E545D; ekzon 20°de ise H1047L, H1047R, T1025T ve G1049R
mutasyonlart dizi analizi sonuglariyla tanimlandi. 37 kanserli 6rnekte IGFBP-5
ekspresyonu ile PIK3CA mutasyonlarinin goriilme oranlart karsilastirildi. Buna gore;
IGFBPS5 ekspresyonu yiiksek olan orneklerin %35’inde, diisiik olanlarin ise
%29.41’inde PIK3CA mutasyonu tespit edildi (p=0.9924). PIK3CA mutasyonlar1 ve
IGFBP-5 ekspresyonu arasindaki iligskinin aydinlatilmasi i¢in daha genis hasta grubu

ile ¢aligmalar yapilmasi yerinde olacaktir.

Anahtar Kelimeler: IGF, IGFBP5, Meme kanseri, PI3K, PIK3CA



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



3. GIRIS VE AMAC

2012’den beri kadinlar arasinda 6liimlerin en yiiksek oranda goriildiigi ikinci kanser
tipinin meme kanseri oldugu belirtilmistir (Siegel ve ark. 2012). Bununla birlikte
2008 yilinda ise tiim diinyada meme kanserinden Olenlerin sayis1 7.6 milyon (13%)
oldugu belirtilmistir (Eroles ve ark. 2011). Meme kanseri erkeklerde de goriilebilen
ve diinya genelinde goriilme frekans1 akciger kanserinden sonra en yliksek
mortaliteye sahip ikinci kanser tipi oldugu rapor edilmistir (www.who.int., Erisim
tarihi: 16 Nisan 2012).

IGF endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalarla fonksiyon gosteren bir biiylime
faktortdiir (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 oldukca dnemli rol oynayan ve birkag iiyeden olusan bir sistemdir

IGF’ler kanda serbest olarak veya spesifik baglayici proteinlerle taginirlar. Baglayici
proteinler (BP) IGF’lerin aktivitelerini kisitlar veya proteolitik degredasyondan
koruyarak yarilanma omriinii uzatirlar (Khan ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995). Yedi
farkli insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayan protein (IGFBP) (IGFBP-1, IGFBP-
2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) tanimlanmistir. IGFBP’lerin
gen transkripsiyonu komplekstir ve her dokuya spesifiktr. IGFBP’ler, biitiin
ekstraselliiler sivilarda ve dokularda mevcut olmakla beraber, dokular arasinda
spesifik etkileri agisindan Onemli farkliliklar da tasirlar. IGF’lerin tipik insiilin
benzeri etkilerini BP’lerin o6nledigi, kapillerden gecisini simirladigi, membran
reseptoriine baglanmasini 6nledigi ve IGF’nin aktif sekline, serum proteazlarinin
etkisi neticesinde baglayici peptidler ayrildiktan sonra doniiserek aktive oldugu rapor
edilmistir (Khan ve ark. 2002; Jones ve Clemmons 1995).

Bir¢ok c¢alismada IGFBP’lerin IGF sinyal yolagindan bagimsiz olarak da baz
fonksiyonlara sahip olduklar1 gdsterilmistir. IGFBP’ler diger IGF’lerin disindaki

proteinlerle daha fazla etkilesime girebilir ve memranda kendi reseptoriine


http://www.who.int/

baglanabilir ve onlar1 pargalayabilir, sonrada hem ekstraseliiler hem de intraseliiler
olarak yerlesebilir. Ayrica IGFBP-2, IGFBP-3 ve IGFBP-5’lerin artist ve cesitli

kanser fenotiplerinde 6nemli rollerinin olabilecegi ifade edilmistir.

IGFBP-5’in neoplastik hiicrelerin biiylimesi iizerindeki biyolojik aktivitesi belirsiz
olmasia ragmen, sadece bir hiicre hattinda degerlendirilmis ve ortaya konmustur
(Ewtonve ark. 1998). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kemik hiicrelerinde bir
bliyime faktorii biiylimeyi uyaran bir proteinin varligindan [IGFBP-5’ten
bahsedilmistir (Miyakoshi ve ark. 2001). IGFBP-5, in vitro’da prostat kanser
hiicrelerini IGF-bagimli-bagimsiz olarak uyarmaktadir (Gregory ve ark. 1999,
Miyake ve ark.. 2000a) ve bir hayvan modelinde timor biiylimesini tesvik ettigi
gosterilmistir (Miyake ve ark. 2000b). IGFBP-5 meme kanser hiicrelerinde sagkalimi
arttirmaktadir. Bu fonksiyon IGF-bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir (Perks ve ark.
1999, 2000). Fakat meme karsinoma hiicreleri, bir vitamin D (Rozen ve Pollak
1999), anti-ostrojenler (Parisot ve ark. 1999) gibi uygun sinyal ile hedeflenirse
IGFBP-5’in inhibitor sinyalini uyarabilirler. Meme bezlerinde IGFBP-5 senteziyle

programli hiicre 6liimii arasindaki iliski daha 6nce birkag calismada gosterilmistir.

IGF-I sinyal yolagi meme kanserini uyarir ve iki ana downstream sinyal
transdiiksiyon yolagi aktive eder (IRS-1/fosfoinositid 3-kinaz/serin-tironin ve kinaz
yolagi ve Ras/mitojen aktive edici protein kinaz/ ekstraseliile sinyal regiile edici
kinaz yolagi). Bu iki sinyal kaskadi kanser gelisiminde en kritik yolaklar olup meme
kanser fenotipin gelismesinden sorumludur (Sivaraman ve ark. 1997; Wu ve ark.
2008). IGFBP-5, IGF-I ile baglanarak bu yolaklar1 diizenler. IGFBP-5, varsayilan
reseptOr ile baglanir ve hiicre stoplazmasina girer ve sonra onunla etkileserek diger

proteinleri uyarir.

Fosfatidilinositol-3-kinazlar (P13-kinases veya PI3Ks) fosfoinositoliin (PtdIns) halkasal
inositoliin 3- hidroksil pozisyonda énemli bir intraseliiler sinyal iletim enzimidir (Toker
and Cantley, 1997). 1980°den beri, PI3K’larin kanser hiicrelerinin biiylimesinde ve
sagkalimda 6nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. PI3K’lar sinyal yolaginda reseptor

tirozin kinaz veya G-protein ¢ift reseptorleri sinyal olusturur ve bu sinyaller PI3K lari



aktive eder (Kazlauskas ve ark. 1992; Chiarugi ve ark. 2002; Zhang ve ark. 2002) ve
fosfolipidlerle intraseliiler olarak tasinir. Sonra da serin/tironin kinaz AKT ve diger
downstream effektor yolaklar aktive olur. PI3K’lar hayatta kalma, hiicre adezyonu,
hiicre motilitesi, hiicre ¢ogalmasinda sinyal iletim yollar1 ve hiicreler arasi trafigi
diizenleyen lipid kinaz ailesidir. Bunlarin hem lipid hem de Kkinaz aktivitesi
bulunmaktadir (Vogt ve ark. 2007). PIK3CA genindeki mutasyonlar bazi yaygin insan
kanserlerinde siklikla olustugu belirtilmistir. PIK3CA nokta mutasyonlar1 hepatoseliiler,
meme, kolon ve beyin kanserlerinde rapor edilmistir (Gallia ve ark. 2006; Carson ve
ark. 2008; Murugan ve ark. 2008; Riener ve ark. 2008; Pang ve ark. 2009). PIK3CA,
bas ve boyun, prostat, liriner sistem, serviks, meme ve endometrium kanser tpilerinde
%30 mutasyona ugramistir. Ozellikle bu mutasyonlarin en tanmmuslari helikal ve kinaz
domainlerindeki tekli amino asit yer degisimleridir. Somatik mutasyon katalogdaki veri
tabanina gore PIK3CA mutasyonlart yaygin olarak meme kanserinde (%37),
endometrial (%24), idrar yolu (%17), kolon (%15) ve iist sindirim borusundaki kanserde
(%11) goriilmekte oldugu belirtilmistir. Fakat PIK3CA mutasyonlart melanoma, prostat
ve pankreas, akciger, bas ve boyun skuamos hiicre kanserlerinde yaygin degildir

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

Teresa ve ark. (2012) formalinle fikse edilmis parafinli dokularda HRM yontemiyle
KRAS, BRAF, PIK3CA ve AKT1 mutasyonlarin1 saptadiklarini rapor etmisler. Sanger
sekanslamayla HRM yo6ntemi arasinda %100 uyum oldugu fakat, KRAS ekzon 2 and

PIK3CA ekzon 20 arasinda ise %99 korelasyonun oldugunu saptamislar.

Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda, HRM yontemini kullanarak meme kanserinde sik
goriilen PIK3CA gen mutasyonlarini belirleyerek, bu mutasyonlarin varliginin IGFBPS
ekspresyon diizeyine olan etkisini arastirmay1 amacladik. Bu iki gen arasindaki iliskinin
ortaya konmasi meme kanserinin gelisim siirecinin aydinlatilmasima onemli bir katki

saglayacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Meme Kanseri

2012’den beri kadinlar arasinda 6liimlerin en yiiksek oranda goriildiigi ikinci kanser
tipinin meme kanseri oldugu belirtilmistir (Siegel ve ark. 2012). Bununla birlikte
2008 yilinda ise tiim diinyada meme kanserinden Olenlerin sayisinin 7.6 milyon
(%13) oldugu belirtilmistir (Eroles ve ark. 2011). Meme kanseri erkeklerde de
goriilebilen ve diinya genelinde goriilme frekansi akciger kanserinden sonra en
yiiksek mortaliteye sahip ikinci kanser tipi oldugu rapor edilmistir (www.who.int.,
Erisim Tarihi: 16 Nisan 2012). Bununla birlikte meme kanser insidansinin Japonya
hari¢ daha ¢ok gelismis iilkeler de yiiksek oldugu belirtilmistir (Kuzey Amerika,
Kuzey ve bati avrupa, Avusturalya). Ozellikle Arjantin ve Uruguay iilkelerinde
meme kanserinin insidaninin yiiksek oldugu rapor edilmisdir. Fakat Afrika ve Asya
poplilasyonlarinda insidansinin diisitk oldugu belirtilmistir. 1990 ve 2000 yillari
arasinda her yil meme kanseri insidansi %1.5 olarak rapor edilmisken, insidansi
diisiik olan Japonyada %2 ve Cin’de ise %3 ile %5 arasinda oldugu belirtilmistir
(Roses 2005)

Meme kanserinin tanimlanmasinda kullanilan altin standart metodlar arasinda
mammografi, histopatoloji ve kan testleri yer almaktadir. (Shi, 2010; Genetics
Couzin, 2008). 1980’den beri meme kanserinin goriintiilenmesinde mammografi
yontemi kullanimi artmistir. 1987 yilindan dnce 40 yas iizeri bayanlarin %10 ile %20
arasinda meme kanseri teshisinde mammografi yonteminin kullanildig1 rapor
edilmistir. Meme kanseri farkli histolojik, davranigsal, morfolojik ve goriintiilerle
karakterize bir hastaliktir. Bu nedenle meme kanserinin tanisinda bazi klinik
parametrelerin diginda bazi biyomarkirlarda kullanilmaktadir. Bu markirlar arasinda
progesteron, epidermal biiylime faktorii ve Ostrojen seviyesi yer almaktadir (Li ve
ark. 2005). Primer invazif meme kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu yaklasik %75
invazif duktal adenokarsinom olarak ortaya ¢ikmaktadir (Li ve ark. 2005).

Kadinlarda yiiksek oranda teshis edilen ve mezenkimal dokudan artan, primer meme
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kanserlerinde %0.3-1 arasinda nadir goriilen yaprak seklindeki tiimorlerdir (Suzuki-
Uematsu ve ark. 2010; Confavreux ve ark. 2006). Bunlar primer meme

adenokarsinomlarla ¢ok benzer olup, ayirt edilmeleri zordur.

Son zamanlarda meme kanseri i¢in patolojik bazi alt gruplar tanimlanmistir: bunlar
arasinda Klaudin ekspresyonu, Luminal A, B, bazal benzeri fenotip ve Her2 pozitif
yer almaktadir. Luminal tiptekiler Ostrojen reseptorii tasirken, Her2 Gstrojen
reseptoric (ER) ve/veya tasimaz ve kotii prognoza sahiptir (Rakha ve ark. 2007;
Fulford ve ark. 2006) . Luminal meme kanserleri ER-iligkili genlerin ekspresyonu ile
karakterizedir, luminal A’larda ER ve /veya progesteron reseptorii (PR) pozitif HER-
2 negatif olup proliferasyon indeksi disiiktiir. Meme kanserinin luminal A olarak
kabul edilebilmesi i¢in Ki-67 kritik esik degeri %14 olmalidir (Goldhirsch ve ark.
2011). Luminal B: ER ve/veya PR pozitif olan liminal 6zellikler gosteren Ki-67
degeri yiiksek, HER-2 pozitif veya negatif olabilen tiimorlerdir. Luminal A’da ER ile
iligkili genler daha fazla eksprese edilirken, Luminal B’de proliferatif genlerin
ekspresyonu daha fazladir. Luminal B grubunda ER’ ne bagli genlerin ekspresyonu
orta diizeydedir (Goldhirsch ve ark. 2011). Luminal B’de HER-2 negatif ise Ki-67
%14’den yiiksek olmasiyla luminal A’dan ayrilir. HER2-pozitif alt tipte HER-2 gen
ekspresyonu yiiksektir ancak ER ve PR negatiftir. Ayrica Ki-67 degeri de yiiksektir.
Tani aninda siklikla lenf bezi tutulusu vardir. Kemoterapi ve anti HER-2 tedavilere
iyi yanit verirler (Peppercorn ve ark. 2008). Bazal Benzeri: ER, PR reseptorii ve
HER-2 negatiftir ve prognozlart kotidir. Sitokeratin (CK) 5/6 pozitiftir ve
cogunlukla  epidermal-epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) pozitiftir
(Cheang ve ark. 2008). Klaudin diisiik alt tip; meme kanserinin %5-7" sini olusturur
ve meme kok hucresine benzeyen en primitif tiimorler oldugu rapor edilmistir

(Perou, 2010). Tipik olarak ti¢lii negatiftir.

Meme kanserinin risk faktorleri arasinda epidemiyolojik ve klinik faktorler yer
almaktadir. Meme kanseri goriilme riski 6zellikle 45 yas 6ncesi bayanlarda diistiktiir.
Bunun disinda meme kanseri riski irka ve etnik yapiya gore de degiskenlik
gosterebilmektedir. Ozellikle meme kanseri Kafkas (Beyaz 1rk) bayanlarda en

yiiksek insidansa sahipken, yerli Amerikali ve Koreli bayanlarda insidans1 ¢ok diisiik



oldugu rapor edilmistir. Epidemiyolojik risk faktorleri arasinda hormonal, diyet,
radyasyon maruziyeti ve ¢evresel risk faktorleri yer almaktadir. Bunlar arasinda
hormonal risk faktorleri en ¢cok karsilagilanlar arasinda yer almaktadir. Hormonal risk
faktorleri Ostrojen seviyesi ve steroid hormon seviyesi onemli meme kanseri risk
faktorleri arasinda yer almaktadir (Hankinson ve ark. 1998; Hankinson ve ark. 1999).
Ozellikle endojen cinsiyet hormonlarnin seviyesi 6nemlidir. Endojen cinsiyet
hormonlarinin risk durumlar1 genetik polimorfizm, ¢evresel maruziyet ve yasam tarzi
Ostrojen, progesteron ve androjen hormon seviyesini degistiren parametreler arasinda
yer almaktadir. Bir diger faktor diyet olup, Ozellikle hayvan calismalarinda
goriilmustir ki; hem yagl diyetlerde hem de total kalorilik diyette meme kanser
riskinin arttirdigr goriilmiistiir. Fitodstrojenlerden izoflavonlarin antidstrojenler gibi
Ostrojen reseptorlerine baglanarak meme hiicre proliferasyonunda Ostrojen
seviyesinde azalmaya sebep olduklart rapor edilmistir. Bir bagka caligmada alkol
tiketimiyle meme kanser riski arasindaki iliski ortaya konmaya calisilmis. Bu
calisma sonuclarina gore alkol tiiketimiyle meme kanser riskinin doza bagli oldugu
rapor edilmistir (Schatzkin ve ark. 1987). Viicut agirlig1 ve obeziteyle meme kanser
riski arasindaki iliskiyi de ortaya koymaya calismiglar. Bu ¢alisma verilerine gére
viicut agirligt hem meme kanserinin insidans1 hem de mortalitesiyle pozitif iliskili
oldugu ortaya konmustur. Bir diger risk faktor radyasyon maruziyeti ozellikle
Hirosima ve Nagazaki’deki atomik patlamada radyasyona maruz kalan bayanlarda
meme kanser risk degerlendirmerlerinde radyasyon maruziyetinin meme kanser
riskini arttirdig1 rapor edilmistir. Bu risk 6zellikle puberte doneminde maruziyetten
sonra 10-20 yil igerisinde belirtileri ortaya ¢ikmaktadir. Son olarak indiistriyal ve
yogun popiilasyonlara sahip 6zellikle Kuzeydogu iilkelerinde ¢evresel maruziyetle
meme kanser riskinin arttigina dair bulgulara rastlanmistir. Pestisitlerdeki
organoklorin bilesiklerin adipoz dokuda birikerek Ostrojen aktivitesini etkiledigi
belirtilmistir (Helzlsouer ve ark. 1999). Genetik risk faktorleri arasinda en 6nemlileri
BRCAL ve BRCA2 genleri yer almaktadir. Meme kanserinin yaklasik 5% ile 10%’u

arasinda otozomal dominant kalitim profili sergilemektedir.

1994 yilinda BRCA1 ve BRCA2 meme kanseriyle iliskili genler kesfedildikten

sonra, giiniimiize kadar toplamda ise 18 tane meme kanseriyle iliskili gen



tanimlanmistir. Bunlar meme kanserinde yiiksek penetranshi olan genler (CDHLI,
NBS1, NF1, PTEN, TP53 ve STK11), orta penetransli olan genler (ATM, BRIP1,
CHEK2, PALB2 ve RAD50) ve diisiik penetransli olan genler (FGFR2, LSP1,
MAP3K1, TGFB1 ve TOX3) olarak {i¢ ayr1 grupta toplanmistir (Ripperger ve ark.
2009). BRCA1 ve BRCA2 genleri, 17q21 ve 13ql12.3 kromozomlar iizerine
yerlesmigler. BRCAT1, 24 ekzondan olugmus olup, exon 1 ve exon 4 non-coding’tir.
BRCA2, 27 ekzondan olugmus olup, ekzon 1 non-coding’tir. BRCA1 ve BRCA2,
DNA ¢ift zincir kiriklarmin tamirinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu iki genin
germline mutasyonlari beyaz irklarda ailesel meme kanserlerinde 2%20-40 arasinda
hesaplanmistir ve tiim kanserlerin toplaminda %5°e tekabiil etmektedir (Wooster ve
Weber, 2003). BRCAL multipli meme kanser vakalarinin %45’inden sorumlu oldugu
rapor edilmistir. BRCA2 ise multipli meme kanser vakalarinin %35’inden
sorumludur. BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlarini tagiyanlarda meme kanser riski %51
ile %75 iken ve 70 yas lizerinde bu risk %33 ile %54 arasinda oldugu belirtilmistir.
Ozellikle BRCA2 mutasyonu tastyan erkeklerde meme kanseri riskinin 100 kat daha
fazla oldugu belirtilmistir (Levy-Lahad ve Friedman, 2007). Bununla birlikte,
BRCAT1 ve BRCA2 genlerinin 11. ekzonlarinda ¢ok sayida mutasyon saptanmustir.
Bu genlerde en sik goriilen mutasyonlar; anlamsiz mutasyonlar, splice olan
mutasyonlar ve yanlis anlamli mutasyonlardir. Bu genlerde en yaygin goriilen ii¢
spesifik mutasyon BRCA1 genindeki 185delAG ve 5382insC mutasyonlar1 ve
BRCAZ2 geninde ki 6174delT mutasyonudur. Bu mutasyonlar 6zellikle Ashkenazi
irklarinda yaygin olarak bulunmustur. Bu popiilasyonda yaklagik 1/40 oranda
gorildiigli ve %25 oraninda meme kanseriyle iligkili oldugu belirtilmistir. Hem
meme hem de over kanserlerinde bu mutasyonlara 90%’mn iizerinde bir siklikta
karsilasilmaktadir (Neuhausen ve ark. 1998). Bu genlerin disinda Tp53 genindeki
mutasyonlar da meme kanseri dahil bir ¢ok kanser tiiriiyle iliskili oldugu
belirtilmistir. Ozellikle Tp53 hiicre dongiisiiniin ilerleme siirecinde, apoptozda,
genomik stabilitede ve DNA tamiri gibi bir¢ok olayda rol aldigi belirtilmistir.
Tp53’in en cok iliskili oldugu kanserlerin meme kanseri, 16semi, yumusak doku
sarkoma ve beyin tlimoriiyle iliskili sendrom olan Li-Fraumeni sendromu oldugu
bildirilmistir. Li-Fraumeni sendromun hereditar (kalitsal) meme kanserinde goriilme

siklig1 %1 olarak rapor edilmistir (Birch ve ark. 1998). PTEN’in de 6nemli bir timor



baskilayic1 gen oldugu rapor edilmistir. PTEN genlerindeki mutasyonlar ise
otozomal dominant bir hastalik olan Cowden sendromuna sebep olmaktadir.
Ozellikle PTEN genindeki mutasyonlar meme kanseri, tiroid kanseri, endometrial
(uterus mukozasi) karsinom ve yiiksek yag icerikli hamartomlarda sikliginin fazla

oldugu belirtilmistir (Nelen ve ark. 1996).

70 yas oOncesi kadinlarda meme kanseri gelisme riski %30 ile %50 arasinda olup,
cogunlukla menapoz Oncesi donemde ortaya ¢ikmaktadir. Erkeklerde de bu risk her

gecen giin artmaktadir (Orloff ve Eng, 2008).

4.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Sistemi (IGF)

Insiilin-benzeri biiyiime faktorleri (IGF), hiicrede biiyiime ve farklilasma, apoptoz ve
transformasyon olaylariin diizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu faktorler
etkilerini hiicre membraninda bulunan 6zgiil reseptorlere baglanarak gosterirler. Bu
etkilesim, bir grup 6zgiil baglanma protein (BP) tarafindan diizenlenmektedir. IGF,
endokrin, parakrin ve otokrin mekanizmalarla fonksiyon gosteren bir biiylime
faktoriidiir (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
oldukca 6nemli rol oynayan ve birkag tiyeden olusan bir sistemdir. 1950 yilinda ilk
kez IGF-I ve IGF-II tiim viicudun somatik biiylimesine aracilik eden pitiiiter biiylime
hormonuna cevap veren iskelet biiylime faktorii adiyla karacigerde tanimlanmistir
(Daughaday ve Salmon, 1999). Ayrica proinsiiline yapisal benzerliginden dolay: bu
ismi almistir. Karaciger IGF iliskisi beslenmeye de baghdir. Beslenme dogrudan
karacigerden IGF salgilanmasinda ve dolayli olarak da insiilin etkilerine sahiptir

(Ketelslegers ve ark. 1995).
IGF sistemi: iki ligand (IGF-1 ve IGF-II), iki reseptor (IGFRI ve IGFRII),

tanimlanmis yedi tane IGF baglayan protein (IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-
4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) ve IGFBP proteazlarindan olugsmaktadir.
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4.2.1. IGF Ligandlar:

IGF’ler insiilinle yiiksek dizi benzerligi gosteren polipeptidlerdir. Aminoasit dizileri
%62 oraninda homoloji gostermektedir. IGF-I 7.7 kDa agirligindadir, 70
aminoasitten olusur ve alti ekzona sahiptir. IGF-II 7.5 kDa agihigindadir, 67
aminoasitten olusmaktadir ve dokuz ekzona sahiptir. IGF I, 12. kromozomda 12922-
12q24°te (Sara ve Hall 1990; Rosenfeld ve ark. 1990), IGF II, 11. kromozomda
insiilin geninin 1.4 kb’lik alt ucunda 11p15°te yer almaktadir (Brissenden ve ark.
1984). IGF | geni iki (Jansen ve ark. 1983; Tobin ve ark. 1990), IGF II geni ise dort
promotor bolgeye sahiptir (P1-P4) (J. Sussenbach ve ark. 1993).

IGF-I gen ekspresyonu, birincil olarak biiyiime hormonu (GH) tarafindan
diizenlenmektedir. IGF-I hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagsmasi ve apoptozda 6nemli
rol oynamaktadir (Jones ve Clemmons 1995). Ayrica farkli hiicre tiplerinde de hiicre
dongiisiiniin G1/S gecisini hizlandiran siklin D1 ekspresyonunu uyararak mitojenik
etki gostermektedir (Furlanetto ve ark. 1994; Dufourny ve ark. 1997). IGF-I, hiicresel
aktiviteler iizerinde, hem kisa hem de uzun siireli etkilere sahiptir. Bu etkiler IGF-IR
araciligi ile gerceklestirilmektedir. Ayrica IGF-I1, glikojen ve protein sentezini tesvik
ederek, hiicresel aminoasit ve glikoz aliminin arttirtlmasi yoluyla, protein ve
karbonhidrat metabolizmasi iizerinde akut anabolik etki gostermektedir. IGF-I, Bcl
proteinlerinin ekspresyonunu uyarma ve apoptotik yolagini baskilama Bcl/Bax
heterodimerinin miktarinda artis ile sonuglanan Bax ekspresyonunu baskilama
yetenegi oldugu gosterilmistir. IGF-1I ise genomik imprintinge ugramaktadir ve gen
ekspresyonu kismi allel ile iligkilidir (Giannoukakis ve ark. 1993; Feinberg 1999).
DNA metilasyonu (Wutz ve Barlow 1998), histon asetilasyonu (Hu ve ark. 1998) ve
spesifik promotor bélgelerin (Vu ve Hoffman, 1994; Yun ve ark. 1998) kullanilmasi
allele 0ozgii kontrol mekanizmalar1 oldugu belirtilmistir. IGF-II’de genomik
imprinting kayb1 6zellikle kanserde sik rastlanilan bir durumdur (Oda ve ark. 1997,
van Roozendaal ve ark. 1998). IGF-II’de IGF-I gibi benzer etkileri gostermektedir
(mitojenik, antiapoptotik ve farklilasmada rol oynar) (DeChaiara ve ark. 1990).
Ayrica her yastaki insanda IGF-1l konsantrasyonu IGF-I’e kiyasla yiiksektir (400-
600/100-200 ng/ml). Fakat IGF-II daha ¢ok embriyonik ve fetal gelisimde siklikla

yer almaktadir. IGF-I ise daha ¢ok dogum sonrasi siiregte etkili rol almaktadir

11



(Daughaday ve Rotwein 1989; Stewart ve Rotwein 1996; LeRoith ve ark. 1995).
IGF-I miktar1 yasla dogru orantili olarak arttig1 belirtilmistir (Yu ve Rohan 2000).
Son zamanlarda yapilan calismalar IGF-I’in yiiksek olmasinin o6zellikle meme
(Hankinson ve ark. 1998), akciger (Yu ve ark. 1999), kolon (Ma ve ark. 2004) ve
prostat (Chan ve ark.1998) kanser riskini arttirdigini ortaya koymustur.

4.2.2. IGF Reseptorleri

IGF reseptorleri yap: ve fonksiyonel olarak farkli olan IGF-IR ve IGF-IIR’den olusan
hiicre membraninda bulunan glikoproteinlerdir (LeRoith ve ark. 1995; Stewart ve
Rotwein 1996).

IGF-IR iki tane a ve iki tane de B alt {initesinden olusan tetramerik bir yapidadir
(Stewart ve Rotwein 1996; LeRoith ve ark. 1995). IGF-IR o&zellikle hiicre
sagkaliminda, doku homeostazinin saglanmasi, farklilasma, hiicre g¢ogalmasinin
diizenlenmesinde ve hiicre gogiinde 6nemli islevlere sahip oldugu rapor edilmistir
(Torres 2005). Insiilin reseptériine (IR) benzer olup %60 homoloji gdstermektedir.
IGF-IIR monomerik bir yap1 sergiler (Yu ve Rohan 2000). Bu reseptoriin
ekstraseliiler bolgesinde ii¢ tane ligand baglayic1 domaini vardir. Bunlardan biri IGF-
IT igin, diger iki tanesi ise mannoz-6-fosfat, proliferin, renin, tiroglobilin ve TGF
(transforming growth factor)’ in latent formunu igeren proteinler ic¢indir (Jones ve
Clemmons 1995). Ayrica IGFIIR, IGF-II ve M6P’a baglanabildigi i¢in IGFII/M6P

olarakta tanimlandirilmistir (Yu ve Rohan 2000).

IGF-IR’nin src-homoloji 2/kollajen (Shc) (Giorgetti ve ark. 1994), fosfatidil-inozitol
3-kinaz (P1-3K) (Lamothe ve ark. 1995), biiyiime faktorii reseptorii baglayici protein
10 (Grb10) (Morrione ve ark. 1996), fokal adezyon kinaz (Baron ve ark. ,1998), v-
crk avian sarkoma viriis CT10 onkogen homologu (CRK) (Arbet-Engels ve ark.
1999), v-crk avian sarkoma virtis CT10 onkogen homologu-benzeri (CRKL) (Butler
ve ark. 1997), Src2 bolgeleri igeren protein tirozin fosfataz (SHPTP2) (Xiao ve ark.
1994) ve insiilin reseptor substrat (IRS-1-1RS-6) (Myers ve ark. 1994; Cai ve ark.
2003) olmak iizere birgok substrat tanimlanmis olmasina karsilik bunlar arasinda IRS

ailesi ayr1 bir 6neme sahiptir.
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IGF-IR ekspresyonu steroid hormon ve biiylime faktorleri tarafindan diizenlendigi
belirtilmistir (Stewart ve Rotwein 1996; Sepp-Lorenzino 1998). Ayrica yiiksek IGF-I
seviyesi IGF-IR’ de azalmaya neden oldugundan IGF’ ler IGF-IR ekspresyonu igin
negatif feedback sinyali olusturarak IGF-IR ekspresyonunu baskilayabilir (Yang ve
ark. 1996; Hernandez-Sanchez ve ark. 1997). Buna karsin fibroblast biiyiime faktorii
(FGF), platelet derivat1 biiyiime faktorii (PDGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF)
gibi biiylime faktorleri IGF-IR ekspresyonunu stimiile ederler (Sepp-Lorenzino 1998;
Rubini ve ark. 1994). IGF-IR ekspresyonu oOstrojen, glukokortikoid, biiyiime
hormonu (GH), folekiil uyarict hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve troid
hormonu tarafindan da stimiile edilirler (LeRoith ve ark. 1995; Sepp-Lorenzino 1998).
Fakat yabanil tip p53 proteini ve Wilm’ s tiimor protein (WT1) gibi tiimér gen
baskilayicr tiriinleri IGFR1 ekspresyonunu inhibe ettikleri rapor edilmistir (Werner ve
LeRoith 1996; Prisco ve ark. 1997). Beslenme de IGFRL1 seviyesini etkiler (Thissen ve
ark. 1994; Zhang ve ark. 1998). IGF’ lerin IGF-R1’ e baglanmasi sinyal iletim
yolaginda reseptor tirozin kinaz aktivitesini baslatir. Ayrica IGF-IR igin iki farkli
sinyal iletim yolag1 tanimlanmistir. Bu yolaklardan biri, Ras proteinin, Raf proteinin
ve mitojen aktive eden tirozin kinazin (MAPK) aktive olmasini saglarken diger yolak
fosfatidil-3-kinaz1 (PI3K) aktivasyonunu igerir (LeRoith 1995; Jones ve Clemmons
1995). IGF-IR’ nin liganda baglanmasiyla aktivasyonu, IGF’ lerin aktivitesine
aracilik eder. IGF’ lerin mitojenik ve antiapoptotik aktivitesine aracilik etmenin
yaninda IGF-IR hiicre transformasyonunda da etkilidir. PI3K sinyal yolagi IGF-IR
sinyali ile apoptozun 6nlenmesinde en iyi tanimlanmis bir sinyal yolaktir. IGF-I yada
[I’nin IGF-IR’e baglanmasi sonucu reseptoriin 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) bolgeleri
uzerinden etkilesir. PI3K aktivasyonu ile IGF’lerin glukoz tasinmasi, apoptozun
baskilanmasi gibi etkilerinin ortaya ¢ikmasini saglar. Ayrica aktive olmus PI3K,
fosfatidilinositol 4, 5 bifosfat (PIP2)’in fosfatidilinositol 3, 4, 5 Trifosfat (PIP3)’a
dontisimiinii katalizlemis olur. PIP3 plekstrin homoloji (PH) bolgesinden Akt ve
fosfoinositid bagimli kinaz 1 (PDK-1)’e baglanir. PDK-1 Akt tizerindeki Thr308
kalintisint ve protein kinaz C (PKC) proteinlerini fosforiller (Kuemmerle 2003).
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Boylece glikoz tasiyici-4 (GLUT4) un vezikullerden membrana gegisi kolaylasir ve
glukoz alim hizin arttirmis olur (Tseng ve ark. 2002).

IGF-IIR tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir ve sadece IGF-II’e baglanir. IGF-
[IR’nin IGF-II’ye baglanmast IGF-1I"nin yikimiyla sonuglandigindan IGF-IIR IGF-
[I’nin biyolojik aktivitesini azaltarak onun antagonisti olarak davranir (Oates Ve ark.
1998). Bu etki IGF-R2’ nin potansiyel bir tiimor baskilayici oldugunu
diigiindiirtmektedir. IGF-IIR ayrica sirkiilasyondaki IGF-1I’nin de yikimma katki
saglar. Ekstraselliler domain sirkiilasyona katilarak IGF-II’ye baglanir ve
parcalanmasini saglar (Kiess ve ark. 1987; Costello ve ark. 1999). IGF-IIR, IGF-
I’'nin antagonisti gibi davranmasi ve bu lokustaki heterozigot allel kaybi1 meme
kanser hiicrelerinin malignant fenotipe degismesine neden olabilmektedir (Yee
1998). Bu yiizden, reseptor meme kanserinde tiimor baskilayict gen gibi
davranmaktadir. IGF-1IR genin hedeflemesinin bozulmasi, IGF-11 plazma seviyesinin
artmasi ile sonuglanir ve embriyonik bliyiime igin pozitif bir etkiye sahiptir. Mutant
embriyolar yabanil tiplerden (wild type) daha biiyiik olmakta, fakat bu durum

perinatal 6liimle sonuglanmaktadir (Lau ve ark. 1994).

4.2.3. IGFBP Proteazlar

IGFBP proteazlari, IGFBP’leri proteolizler ve bdylece onlarin aktivitelerini diizenler.
Bu siiregte IGFBP’lerin IGF’ler tizerindeki etkinliginde 6nemli rol oynar. IGFBP
proteazlar1 IGFBP’lere baglanarak onlar1 proteolize edip IGFBP’lerin etkilerini
baskilayabilir veya arttirabilir (Yu ve Rohan 2000). IGFBP proteazlar1 normal ve
meme kanseri dokularinda IGFBP’lerin proteolizinden sorumlu elemanlardir (Perks

ve ark. 1999).
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4.2.4. Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayan protein IGFBP)
IGF’ler kanda serbest olarak veya spesifik baglayici proteinlerle (BP) tasinirlar.
BP’ler IGF’lerin aktivitelerini kisitlar veya proteolitik degredasyondan koruyarak

yarilanma 6mriinii uzatirlar (Khan ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995).

Yedi farkli insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayan protein (IGFBP) (IGFBP-1,
IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5, IGFBP-6 ve IGFBP-7) tanimlanmistir.
IGFBP’lerin gen transkripsiyonu komplekstir ve her dokuya spesifiktir. IGFBP’ler,
biitiin ekstraselliiler sivilarda ve dokularda mevcut olmakla beraber, dokular arasinda
spesifik etkileri agisindan Onemli farkliliklar da tasirlar. IGF’lerin tipik insiilin
benzeri etkilerini BP’lerin onledigi, kapillerden gegisini smirladigi, membran
reseptOriine baglanmasini Onledigi ve IGF’nin aktif sekline, serum proteazlarinin
etkisi neticesinde baglayici peptidler ayrildiktan sonra doniiserek aktive oldugu rapor
edilmistir (Khan ve ark. 2002; Jones ve Clemmons 1995). Ostrojen, glukokortikoid,
paratiroid hormon, FSH, GH, tiroid hormon, insiilin, vitamin D, kortizol gibi bircok
hormon IGFBP’lerin ekspresyonunu diizenlemede rol alir.
(www.who.int/mediacentre/factsheet/fs297/en/index.hml. Erigsim Tarihi:16 Nisan
2012)

IGFBP’lerin temel yapim yerleri karacigerdir. IGFBP’lerde cDNA’lar farkh
kaynaklardan izole edilmistir (Rechler 1993). IGFBP1 karaciger, plasenta, HepG2
karaciger hiicreleri ve decidua librari’lerden izole edilmistir ve 25 aminoasit lider
peptitle 234 aminoasitli olgun protein kodladigi gozlenmistir (Tablo 1) (Brewer ve
ark. 1988; Lee ve ark. 1988). IGFBP-1, IGF’niin biyolojik aktivitesini kisa siireli
olarak diizenlemektedir (Jones ve Clemmons, 1995) ve hepatik IGFBP-1 {iretimi
insiilin tarafindan negatif diizenlenmektedir. IGFBP-2, 39 amino asit lider peptitle
289 aminoasitli olgun protein kodlar ve fetal karacigerden klonlanmistir (Binkert ve
ark. 1989). IGFBP-3, karacigerden izole edilmis ve 27 aminoasitle 264 aminoasitlik
olgun proteini kodlar (Wood ve ark. 1988). IGFBP-3, IGFBP’lerin %75’ini
olusturmakta ve dolagimdaki IGF’lerin %70 ile %9011 tagimaktadir (Le Roith 1997).
IGFBP-3 aym1 zamanda potansiyel bir hiicre biiylime inhibitoriidiir. Cesitli hiicre

kiltiirlerinde IGFBP-3’iin IGF olmadan DNA sentezini inhibe ettigi gosterilmistir.
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IGFBP-4 plasenta ve TE89 osteosarkoma hiicrelerinden klonlanmis 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 hiicrelerinden klonlanmis ve
20 aminoasit lider peptid ile 252 aminoasitlik olgun proteini kodlar (Shimasaki ve
ark. 1991; Kiefer ve ark, 1991). IGFBP-6 plasenta ve osteosarkoma hiicrelerinden
klonlanmis ve 24 aminoasit lider peptitle 216 aminoasitlik proteini kodlar (Shimasaki
ve ark. 1991; Kiefer ve ark, 1991). Bunlarin disinda insan fibroblastlar1 IGFBP-3,-4,
-5’1, diiz kas hiicreleri IGFBP-2, -3 ve IGFBP-41i, uterus mukozasi (endometrium),
IGFBP-1,-2 ve IGFBP-4ii, meme epitel hiicreleri IGFBP-2, -3 ve IGFBP-4’1i
sentezleyip salgilama yetenegine sahip dokulardir. Kan dolasiminda IGF, birkag
IGFBP’e bagl olarak bulunmaktadir. IGFBP-1 ve IGFBP-3 bu grubun en 6nemli
tiyeleridirler (Krsek ve ark. 2002). Her ikisi de IGF-I’in biyo-yararliliginda biiyiik
etkiye sahiptir. IGFBP-1’in serum seviyesi portal vendeki insiilin seviyesi ile siki ve

ters iligkilidir (Murphy ve ark. 1991).

IGFBP’ler, IGF’e bagimli veya bagimsiz olarak fonksiyon gosterebilirler. IGF
bagimli olanlar IGF’in fonksiyonlarin1 destekler veya inhibe edebilirler. Yani hiicre
¢ogalmasini arttirabilirler veya inhibe edebilirler. IGF-1 yarilanma omriinii uzatan ve
biyolojik aktivitesine etki eden IGFBP-3 serumdaki IGF-1’in % 95’ini baglar ve
salimmmi1 BH tarafindan kontrol edilir. BP-3’tin en 6nemli fonksiyonu, IGF’lerin
reseptorlerine baglanmasi igin yeterli olan IGF-1 miktarlarini kontrol etmektir (Khan
ve ark. 2002; Juul ve ark. 1995).

IGF-1 ve IGFBP-3' iin sentezi ve salinimi, yas, cinsiyet, gelisim, beslenme, cinsiyet
hormonlari, tiroid hormonlari, sistemik enfeksiyonlar, hepatik ve renal fonksiyonlar
gibi gesitli faktorler tarafindan etkilense de, esas olarak BH kontrolu altindadir. IGF-
1 ve IGFBP-3'iin serum diizeyleri gilinlik ortalama BH diizeyini yansitirken, BH
degerlendirilmesinde bir indeks olarak da kullanilabilirler. Ayrica IGF-1 ve IGFBP-3
serum diizeylerindeki degisikliklerin prepubertal evrede minimal olmas1 ve cinsiyete
bagimli olmamasi da biiylimenin degerlendirilmesinde, her iki faktoriin de 6nemli
oldugunu ortaya koymaktadir (Blum ve ark. 1993; Khan ve ark. 2002; Juul ve ark.
1995; Clemmons ve ark. 1995; Lofqvist ve ark. 2005).
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Birgok calismada IGFBP’lerin IGF sinyal yolagindan bagimsiz olarak da bazi
fonksiyonlara sahip olduklar1 gosterilmistir. IGFBP’ler diger IGF’lerin disindaki
proteinlerle daha fazla etkilesime girebilir ve membranda kendi reseptoriine
baglanabilir ve onlar parcalayabilir, sonrada hem ekstraseliiler hem de intraseliiler
olarak yerlesebilir. Ayrica IGFBP-2, IGFBP-3 ve IGFBP-5’lerin artis1 ve cesitli

kanser fenotiplerinde 6nemli rollerinin olabilecegi ifade edilmistir.

IGFBP’ler 216 ile 289 amino asit boyunda, yaklasik 24 ile 44 kDa molekiiler
agirhiktadir (Firth ve Baxter, 2002; Beattie ve ark. 2006). IGFBP’ler yiiksek derecede
korunmus olan protein yapisi ii¢ ana boliimden (N, L ve C domainleri) olusmaktadir.
N ve C domainler IGF bolgelerini, L domaini ise proteolitik degredasyon bdlgelerini

igerirler.

Tablo 1: IGFBP’lerin ozellikleri

Gen Kromozomal Yerlesimi Gen boyu mRNA boyu intron 1 boyu Prepeptid Olgun Protein

(Kb) (kb) (kb) (a.a.s) (a.a.s)
IGFBP1 7p12-13 5.2 1.46 15 25 234
IGFBP2 2q33-34 31 1.43 26.5 39 289
IGFBP3 7pl12-13 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 12913 4.7 1.3 2.7 24 216

4.2.4.1. IGFBP-5 gen ve Protein
IGFBP-5 ilk kez 1993 yilinda izole edilmis ve genomik yapist ise 1994 yilinda

Allander ve meslektaslar1 tarafindan karakterize edilmistir. ilk kez yetiskin fare
serumundan (Shimasaki ve ark. 1991), insan kemiginden (Bautista ve ark. 1991) ve
insan osteoblast hiicrelerinden (Andress ve Birnbaum, 1991) izole edilmistir. Insanda
IGFBP-5 geni, 33 kb uzunlukta ve 2. kromozoma yerlesmistir. Bu gen 4 e¢kzona
sahip ve insanlarda ¢esitli dokularda eksprese olabilen ve yaklasik 29 kDa ¢oziiniir
bir proteindir. IGFBP-5 ii¢ introna ayrilmustir. Ilk intron birka¢ kb uzunlukta genlerin
%50’sinden fazlasina sahiptir. Promotor bdlgesi okaryotik genlerle diizenlenen basit
yapidadir. TATAA ve CAAT konsensus sekanslari, insan (Allander ve ark. 1994),
fare (Kou ve ark. 1995) ve ratlarda (Zhu ve ark. 1993) transkripsiyonun

upstreaminda belirlenmistir. Promotor aktivitesi 200 bg’lik proksimalde goriilmiistiir
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1

(Kou ve ark. 1995). Ayrica bir aktive edici protein-2 (AP-2) tanima sekansi 5
kutusunda tanimlanmis olup, bu genin az bir boliimiinde intraseliiler siklik adenozin
monofosfat (CAMP) seviyesi arttigi goriilmistiir (Duan ve Clemmons, 1995) (Tablo
2). Progesteron ile IGFBP-5 transkripsiyonun stimiilasyonu proksimal promotorde
CACCC sekanst ile olustugu gosterilmistir (Boonyaratanakornkit ve ark. 1999).

Tablo 2: IGFBP’lerin promotor 6zellikleri

Gen TATA sekansi CCAAT sekansi Diger Elementler

IGFBP1 + + HNF-1, AP-1,
AP-2, IRE, hipoksiye cevap
elementi (HRE)

IGFBP2 - - Spl, HRE, NF-KB
IGFBP3 + - Spl, AP-2,

HRE, IRE
IGFBP4 + + Spl, AP-1
IGFBP5 + + AP-2, CACCC box,

E-box,

C/EBP, NF-1

IGFBP6 - + RARE

Ozel bariyerlere kars1 IGFBP-5, IGFBP’ler arasinda en fazla korunmus olandir. Bu
proteinin  aminoasit sekansi, insanlarla tavuklar arasinda %83 benzerlik
gostermektedir (Allander ve ark. 1997). Ayrica insanlarda, farelerde ve ratlarda ise
%97 benzerlik (James ve ark. 1993) gostermektedir. IGFBP-5’in kemik, bobrek,
meme bezlerinde ve bdbreklerin fizyolojisinde 6nemli rolleri oldugu belirtilmistir
(Kelley ve ark. 1996). IGFBP-5’in 6zellikle meme kanser hiicrelerinde niiklear
kompartmanda lokalize oldugu belirtilmistir (Schedlich ve ark. 1998, 2000). IGFBP-
5 geni, IGFBP-2 gibi ayn1 kromozom (2033-034) iizerinde yer almakta ve ‘’kuyruk-
kuyruga’’ modelle oryantasyon gostermektedir. IGFBP-1 ve IGFBP-3 genleride ayni
yapisal oryantasyonda ve 7. kromozom (7p12—7pl4) lizerinde oldugu gosterilmistir.
IGFBP-4 (17912-17921) ve IGFBP-6 (12q13) farkli kromozomlarda oldugu
gosterilmistir. Bu durum, IGFBP genlerinin atasal bir IGFBP geninin duplikasyonu
sonucu olustuklarini diisiindiirtmektedir (Allander ve ark. 1994). IGFBP-5’ler IGF
sistemin bir anahtar igerigi olup ¢esitli 6zelliklere sahiptir (Sekil 1). IGFBP-5, bir
lider veya sinyal peptit i¢erir ve stoplazmadan ekstraseliiler matrikse dogru salgilanir.
IGFBP-5 ve IGFBP-6, IGF-II ile yiiksek baglanma affinitesi gosterirler. IGFBP
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genler homebox (HOX) genleriyle iligkili olup, ¢ok hiicreli organizmalarda fazlaca
eksprese olabilen ve gelisim Oncesinde Onemli olan transkripsiyon faktorlerin
kodlanmasindan sorumludurlar. IGFBP-1 ve -3, HOXA olarak adlandirilmis ayni
kromozomal bolgede ve IGFBP-2 ve -5 ise HOXD denen ayni1 kromozomal bolgede,
IGFBP-4 ise HOXB genlerinde lokalize olmustur. Son olarak IGFBP-6 ise HOXC
genlerinde ayni kromozom {iizerinde bulunmustur. Bu durum IGFBP’lerle HOX
genlerin duplikasyon olaylarinin basinda birbiriyle baglantili olabilecegini ve
IGFBP’lerin filogenetik olarak atasal molekiilleri olabilecegini bize gostermektedir
(Allander ve ark. 1994). Bu durumu destekleyen birkag protein IGF’ye baglanabilir
ve reptillerin serumlarinda, bofa baliklarinda ve kemikli baliklarinda saptanmistir

(Reineck ve Collet 1998).

Sinyal peptid Miklear yerlegim sekans

f

&1

IGFlerin primer Posttranszlasyonel IGF-
hadlanma bilgesi modifikasyon bilgesi

hadlanma bilgesi

ECM/ALS badlanma bilgesi

Heparin badlanma motifi
Glikolizasyon Reseptdr etkilegimi

Fozforilazyon

Pratealizia Miklear transport domaini

Sekil 1: IGFBP-5’in domain yapis1 (Akkiprik ve ark. 2008)

N domaini

IGFBP-5 protein igeriginde 18 korunmus sistein kalintisina sahip olup, bunlarin 12’si
N-terminal domainde ve diger 6’s1 ise C-terminal domaine yerlesmistir. Bu bolge 80-
93 rezidiie icerir ve proteinler arasinda %58 aminoasit homolojisi oldugu
belirtilmistir. IGF-I’in baglanmasi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Submarian
ve ark. 2008). Kalus ve ark. (1998) IGFBP-5’in N-terminal pargalari

incelendiklerinde IGF’lerin primer baglayici bolgesinin Alad4 ve I1e92 arasinda
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yerlesmis oldugunu ve sabit globiiler bir yapisinin oldugunu ii¢ tane B levha ve iki
tane disiilfit bagi igerdigini rapor etmisler (Cys47-Cys60 ve Cys54-Cys80).
Merkezinde ti¢ zincirli, anti-paralel, p tabaka yapisi ve Cys47-Cys60 ve Cysb4-
Cys80 arasinda iki adet i¢ disiilfit bagi bulunan bu sert globiiler yapiya ‘Mini
IGFBPS bolgesi’ adi verilmektedir. Bu yap1 IGF’in baglanmasinda ana rolii iistlenen
aminoasit kalintilarin1 (Val49, Tyr50, Pro62 ve Lys68 ile Leu75) icermektedir.
Mutagenez caligmalar1 proteinin N terminalinde bulunan Lys68, Pro69, Leu70,
Leu73 ve Leu74 aminoasitlerinin yiiksek afiniteli IGF-I baglanmasi i¢in en kritik

aminoasitler oldugunu gostermistir (Imai ve ark. 2000).

L domaini

IGFBP-5’in orta bdlgesi olup, az korunmus N ve C domainlerini ve glikozilasyon,
proteoliz, fosforilasyon i¢in posttranslasyonel modifikasyon bolgelerini igerir. 55-95
aminoasitten olusan bir rezidiie icerir ve proteinler arasinda %15-20 homoloji
oldugu gozlenmistir. Bu bolge C- ve N- uglar arasinda baglant1 gorevi goriir. Bu
posttranslasyonel modifikasyonlar protein etkilesimleri, protein yari-Omrii ve
proteoliz potansiyeli i¢in 6nemli rol oynayabilir. Ayrica bu modifikasyonlarin rolleri
tam olarak bilinmemektedir ve bunlarin IGF’lerin etkilesimlerini, asit-labile alt
tinitesini ve hiicre yiizeyi veya matrix igeriklerini etkileyebilecegi tahmin
edilmektedir (Clemmons ve ark. 1998). Yani IGFBP’lerin posttranslasyonel
modifikasyonlarin1 yapan proteinlerin baglandigi bolge gibi disiiniilmektedir
(Submarian ve ark. 2008). Fragmanlarda IGFBP’lerin proteolitik pargalanmasi,
IGF’lere olan affinitelerini azaltir ve hiicre yiizeyinde serbest IGF konsantrasyonun
artmasma ve bdylece IGF reseptor sinyal yolagin aktivasyonuna yol agar. Birkag
farkli 6zel IGFBP-51 parcalayan proteaz tanimlanmistir. Serin proteaz,
metalloproteinaz, ADAM 12S, PAPP-A-2 ve Kkatepsin IGFBP-5’i parcalayan

proteinazlar arasindadir.
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Sekil 2: IGFBP-5"in IGF’lere baglanma bolgesinin ii¢ boyutlu
goruntisu

4.2.4.1.1.Proteoliz

Biitiin IGFBP’ler proteazlar tarafindan pargalanir ve IGF-baglama aktivitesinin
azalmasiyla sonuglanir. Birgok proteolitik bdolge, korunmamis bolgelerde
tanimlanmistir (Clemmons 1997). Bir serin par¢alama bolgesi, domuz diiz kas
hiicreleri tarafindan salgilanmig ve IGFBP-5’de bulunan bu bolge di-basic
Lys138/Lys139 motif olarak tanimlanmistir (Imai ve ark. 1997). IGFBP-5’in
proteolitik aktivitesi biyolojik sivida ve hiicre kiiltiir sartlarinda tanimlanmistir. Bazi
vakalarda spesifik proteazlar karakterize edilmistir (Conover 1999). Sekil 1’de

gosterildigi gibi IGFBP-51n birkag proteolitik aktivitesi vardir.

4.2.4.1.2. Glikolizasyon
Insan osteosarkomasinda U-2 analizleri medyum sartlarinda IGFBP-5 ve IGF

baglayict tglii yap1 29, 32 ve 34 kDa olarak gosterilmistir. Noraminidaz ve O-
glikanaz ile ardistk uygulamalarda 29 kDa’luk ¢ekirdek proteinlerininin tiim
bandlarinda azalma goriilmiis ve burada IGFBP-5 O-glikozillenmistir (Conover ve
Kiefer 1993). Benzer sekilde 29-34 kDa’luk formlarda fibroblast ve osteoblastlarin
medyumlarinda  tanimlanmistir.  Thr152°nin -~ O-glikozilasyonu  IGFBP-5

fragmanlarinda saptanmis ve insan serumlarindan izole edilmistir (Standker ve ark.
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1998). Bu 6nceden tahmin edilmis glikozilasyon bolgelerinde (Thr103, Thr104 and
Thrll1l) ortaya ¢ikarilmistir (Conover 1999). IGFBP-6’da ve diger glikozillenmis
IGFBP’lerde glikozilasyon bolgeleri orta bolgede yogunlasmis ve bu
modifikasyonlar molekiilii proteolize daha az duyarl yapar (Bach 1999).

4.2.4.1.3. Fosforilasyon
IGFBP-5 molekiilii 12 fosforilasyon bolgesine sahiptir. Bu 12 fosforilasyon bolge,

biitiin IGFBP’lerde de bulunmaktadir, fakat deneysel olarak sadece IGFBP-1, -3 ve -
5’te rapor edilmistir (Coverley ve Baxter, 1997). IGFBP-5, insan fibroblastlarindan
yiiksek oranda fosforile olabilmektedir (Jones ve ark. 1992). IGFBP-1’in IGF-I ile
affinitesi artmaktadir (Jones ve ark. 1993). Bu yiizden bu posttranslasyonel
modifikasyonlar, IGFBP-5’in IGF’yi hafiflestirici  biyoaktivite  6zelligini
etkileyebilir. Ayrica fosforilasyon IGFBP’in proteolize duyarliligini degistirebilir.
Conover (1999), kemikte hidroksipati ile IGFBP-5’in birlesmesinde proteolizin
Oonemli olabilecegini rapor etmistir. Bununla birlikte fosforilasyon, intraseliiler
proteinlerin aktivitesini hafiflestiren bir mekanizmadir ve bu niikleus boyunca

IGFBP-5 ile hiicresel proteinlerin etkilesimleri i¢in de 6nemli olabilir.

C domaini

Bu domainde giiglii sekans homolojisi olan bir niiklear lokalizasyon sekansi (NLS)
tamimlanmustir. Yedi IGFBP’in arasinda sadece IGFBP-3 ve IGFBP-5 niiklear
lokalizasyon sekansina sahiptir. Bu bolge olduk¢a korunmustur ve %34 benzerlik
gozlenmistir. Bu bolgenin tam olarak goérevinin ne oldugu bilinmemektedir.
Schedlich ve ¢aligma arkadaslar1 (2005) NLS’nin IGFBP-5’in stoplazmik ve niiklear
trafiginde Onemli oldugunu gostermislerdir. Jurgeit ve ark. IGFBP-5’in niiklear,
stoplazmik trafigi ve T47D meme kanser hiicre hatlarindaki yerlesimlerini
aragtirmiglar. Aldiklar1 sonuglar 1s1¢inda IGFBP-5’in hiicresel yerlesimi proteinin
salgilanip salgilanamama durumunu etkiledigini belirlemisler. IGFBP-5 in vivo
kosullar altinda niikleusa yerlesememektedir sadece mutant sinyal peptid ve sinyal
peptid ile NLS mutant formlar1 niiklear ve her iki hiicresel kompartmanda
saptanmistir. IGFBP-5, NLS’1 206 ile 211 aminoasit arasinda bir heparin baglayici
motif icerir. Heparin baglayict motif glikozaminoglikanlara baglanir. Mezenkimal

kok hiicrelerin gogii iizerinde bir uyarict etkinin IGFBP-5 heparin baglayici motifte
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(Abrass ve ark. 1997) heparini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica NLS ve bu motif
IGFBP-5’in C-terminal domaininde IGF-baglayici bolgeye sahiptir. IGFBP-1ve -2
integrine baglanabilen ve benzerlik gosteren Arg-Gly-Asp (RGD) motifleri igerir.

4.2.4.2. IGFBP’lerin Fonksiyonlar:

IGFBP’ler IGF’lere baglanarak onlarin aktivitelerini regiile eder ve ligand
aktivitelerini ya inhibe eder yada stimiile ederler (Kelley ve ark. 1996; Collett-Solberg
ve Cohen 1996). IGFBP’lerin bu baglanmada {i¢ fonksiyonel islev gordiigii rapor

edilmistir:

1. IGF’lerin taginimi,
2. IGF’leri pargalanmaktan korumak,

3. IGF’ler ile IGFRI arasindaki etkilesimi regiile etmek (Yu ve Rohan 2000).

IGFBP’ler IGF iizerindeki etkisi IGFBP’lerin fosforilasyon ve proteolizi ile
gerceklesen posttranslasyonel modifikasyonlara baglidir (Coverley ve Baxter 1997
Kelley ve ark. 1996). IGFBP-1, IGFBP-2 ve IGFBP-5’in hiicre adezyonu ve hiicre
gocii gibi aktivitelerde IGF bagimsiz etkilere sahip oldugu tahmin edilmektedir
(Kelley ve ark. 1996; Collett-Solberg ve Cohen 1996; Oh 1998).

4.2. 4. 3. IGFBP-5 ile diger biyomolekiillerin etkilesimi
IGFBP-5’in birgok proteinle ozellikle ekstraseliiler matriks proteinlerle etkilestigi

gosterilmistir. Bu proteinler arasinda IGF-bagl proteinler olan asit-labile alt {inite
(Twigg ve Baxter, 1998; Twigg ve ark. 1998) ve glikozaminoglikanlar yer
almaktadir (Arai ve ark. 1994; Beattie ve ark. 2005). Diger 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-f (Schedlich ve ark. 2000), insan plazminojen aktivator inhibitor-1 (Nam,
2000) ve Ras ile iligkili domain ailesi 1 (Amaar ve ark. 2005) IGF bagimsiz
proteinlerdir.
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IGFBP-5, tip III ve tip IV kallojen, laminin ve fibronektin gibi ECM bilesenlerle
baglanir (Jones ve ark. 1993). Bu baglanma IGFBP-5’in IGF i¢in affinitesini ve
fibroblastlar lizerinde IGF-I’in biiyiimeyi stimiile edici potansiyelini azaltir. Nam ve
ark. (2000) ECM proteinlerle IGFBP-5 arasindaki etkilesimlerini saptamislar.
Trombospondin-1 ve osteopondin IGFBP-5 ile baglanir ve IGF-I stimiile edici hiicre
biiylimesini yavaslatir. Moralez ve ark. (2005) IGF-1 iizerine trombospondin-1 ile
IGFBP-5 arasindaki etkilesimin fonksiyonel analizini yapmislar. Bu arastirmacilar,
IGFBP-5’in trombospondin-1 ve integrin ile iligkili proteine baglanarak IGF-I’in
hiicresel cevabinin dagilmasina yol actigini gosterdiler. Plazminojen aktivator
inhibitor-1 ise IGFBP-5’in proteoliz proteinlerinden korunmasini saglamaktadir.
IGFBP-5 ve vitronektin arasindaki etkilesim potansiyeli ise diiz kaslarda ve MCF-7
meme kanser hiicrelerinde IGF-I‘1 stimiile edici biyolojik etkilerinin oldugu
saptanmistir (Nam ve ark. 2000; Kricker ve ark. 2003). Bu durum IGFBP-5’in
vitronektine baglanmast sonucu IGF-I go¢ cevabini ilerlettigini ortaya ¢ikarmistir.
Ayrica IGF-1-IGFBP-5-vitronektin, hiicre gogiinii ve HaCAT keratinosit hiicrelerin
protein sentezini arttirmistir (Hyde ve ark. 2004).

IGFBP-5 ile etkilesen bagka farkli tipte proteinlerde saptanmis ve bunlarin hiicresel
olaylar lizerinde IGF-bagimsiz etkileri belirlenmistir. Bu etkilesen diger proteinler
importin-p, Lim protein-2 ve RASSFI1C’dir. IGFBP-5, bir NLS bagimli yolak
kullanilarak importin-f ile niikleusa taginabilir (Schedlich ve ark. 2000). Ayrica, Lim
protein-2 ile IGFBP-5’in birlikte U2 insan osteosarkoma hiicrelerinde yerlesmis
olduklar1 belirtilmistir. Bilindigi iizere, IGFBP-5’in diger proteinlerle etkilesimini
aciklayabilmek i¢in yeni caligmalara ihtiya¢ duyulacaktir.

4.2.4.4. IGFBP-5’in fizyolojik rolii
Bilindigi tizere in vitro deneyler bize IGFBP-5’in fizyolojik rolleri hakkinda bilgiler

verebilmektedir ve hiicresel sistemler ise bize IGFBP-5’in hiicre proliferasyonu,
farklilasma ve hiicre hareketlerinde IGF’yi aktive etme baglantis1 hakkinda bilgiler
verebilmektedir (Sekil 3). Ayrica hiicre hatlar1 bize IGFBP-5’in hedeflemesini
IGF’den bagimsiz olusan olaylarda agik bir sekilde ortaya koymaktadir. Fakat in

vivo’da IGFBP-5’in spesifik etkileri, in vitro’da ise merkezi sinir sisteminin gelisimi
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(Lee ve ark. 1995, Ye ve D’Ercole, 1998), meme bezi involiisyonu (Tonner ve ark.
1997) ve kemik fizyolojisi (Richman ve ark. 1999, Miyakoshi ve ark. 2001) gibi

fonksiyonlarin regiilasyonunda énemli rol oynadigin1 gostermektedir.
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Meme bezi involasyonu

Sekil 3: IGFBP-5’in farkli dokulardaki fizyolojik rolleri. (A) Osteoblast
proliferasyonunun diizenlenmesi. Yaralanmadan sonra tamir mekanizmasi uyarilir ve
IGFBP-5 kemik ekstraseliiler matrikste IGF’lerin depolanmasina izin verir (1).
IGFBP-5 dogrudan membran reseptoriine baglanarak ve 6zel sinyal yolagi uyararak
hiicre proliferasyonunu uyarir (2). (B) Meme bezi involasyonu. IGFBP-5 apoptozun
artmasimn1 ve reseptoriin IGF’e baglanmasini inhibe eder. IGF bagimsiz olarak
IGFBP-5 etkilesimi kazein ve/veya plazminojen aktivator-1 (PAI-1). Sonug olarak
plazmin, plazminojen ve dokunun yeniden sekillenmesiyle tiretlilir.

4.2.45. IGFBP-5 ve kanser

IGFBP-5’in neoplastik hiicrelerin biiyiimesi lizerindeki biyolojik aktivitesi belirsiz
olmasma ragmen sadece bir hiicre hattinda degerlendirilmis ve ortaya konmaya
calistlmistir (Ewtonve ark. 1998). Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda kemik
hiicrelerinde bir biiylime faktorii bliylimeyi uyaran bir proteinin varligindan IGFBP-
5’ten bahsedilmistir (Miyakoshi ve ark. 2001). IGFBP-5, in vitro’da prostat kanser
hiicrelerini IGF-bagimli-bagimsiz olarak uyarmaktadir (Gregory ve ark. 1999,
Miyake ve ark. 2000a) ve bir hayvan modelinde timor biiylimesini tesvik ettigi
gosterilmistir (Miyake ve ark. 2000b). Benzer sekilde, IGFBP-5 meme kanser
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hiicrelerinde sagkalimi arttirmaktadir. Bu fonksiyon IGF-bagimsiz olarak ortaya
cikmaktadir ve mitokondri disinda bir apoptozu inhibe eden yolag: etkilemektedir
(Perks ve ark. 1999, 2000). Fakat meme karsinoma hiicreleri, bir vitamin D (Rozen
ve Pollak 1999), anti-Gstrojenler (Parisot ve ark. 1999) gibi uygun sinyal ile
hedeflenirse IGFBP-5’in biiylime inhibitdr sinyalini uyarabilirler. Ayrica IGFBP-5
servikal karsinom hiicrelerinin ve osteosarkoma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
eder (Kiefer ve ark. 1992, Conover ve Kiefer, 1993).

4.2.4.6. IGFBP-5 ve meme bezinde apoptozla iliskisi
Meme bezinde IGFBP-5 senteziyle programli hiicre 6liimii arasindaki iliski daha

once li¢ caligmada gosterilmistir. IGFBP-5 faregillerin epitelyum hiicrelerinde
kiiltirde ve in vivo’da ise gebeligin 16. giiniinde ve daha sonra memeye spesifik
promotordan IGFBP-5‘in ekspresyonunun oldugu transgenik fare modeline
uygulanmis. Marshman ve ark. (2003) faregillerde ekzojen IGFBP-5 veya IGFBP-3
ilavesiyle fare meme epitelyum hiicrelerinde IGF-I’in araya girmesiyle sagkalimin in
vitro olarak ve apoptozun ise ii¢ kat baskilandigi gosterilmistir. Bu durum IGF-I
molekiiliiniin  sinyalini downstream eden Akt/protein kinase B (PKB)’nin
fosforilasyonunu azaltmis ve bdylece Akt icin bir reseptdr bagimsiz hiicre 6liim
yolagini uyarmis olur. Son zamanlarda insan meme kanser hiicrelerinde IGFBP-5’in
hem in vivo hem de in vitro olarak inhibe edilebilecegi gosterilmistir (Butt ve ark.
2003). IGFBP-5 hiicre sagkalim faktorleri IGF-1 ve IGF-1I’yi ayirarak ekstraseliiler
matriks ve onlarin hiicre yiizey reseptorlerine Tip I-IGF reseptor baglanarak

apoptozu uyarir (Sekil 4).
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Sekil 4: IGFBP-5 ‘in apoptozdaki rolii

Dogum sirasinda pro-apoptotik molekiillerden hem kaspaz-3 hem de plazminin
konsantrasyonu artmis, fakat Bcl-2 ve Bcl-xL sagkalim molekiillerinin
konsantrasyonunun azaldigi goriilmiistiir. Bu bilgiler IGFBP-5’in proapoptotik
etkisini gostermektedir. Meme gelisimi (bez agirligi ve DNA igerigi) bir IGF analogu
(R3-IGF-I) ile normalize edilmistir ve bu tip 1 IGF-R normal olarak baglanir, fakat
IGFBP-5 ile zayif baglanir. Fakat siit iretimi farelerde yalnizca R3-IGF-1 ile
onarilmistir. Bu bilgiler bize IGFBP-5’in, IGF’nin hareketini inhibe ettiginden dolay1

etkisinin az oldugunu gostermektedir.

4.2.4.7. IGF ve IGFBP-5’in meme bezi gelisimi ve involiisyonla iliskisi
Meme bezi farklilagsmasi, kanser gelisiminde IGFBP’lerin rollerini anlamada iyi bir

modeldir.

Hamilelik, siit verme ve involiisyon donemlerde meme bezlerinin biiyiime, gelisme
ve involiisyolar1 birkac faktor tarafindan regiile edilmektedir. Hormonlar, biiylime
faktorleri ve ECM bu siireclerin iginde yer almaktadir. Meme epitelyum hiicre
fonksiyonlarinda en 6nemli ve dikkat ¢eken sistem IGF eksenidir. IGF’ler biiylime
hormonlartyla birlikte meme bezinin gelisiminde etkilidirler. Genellikle tim
IGFBP’ler biitiin fare meme bezlerinde bulunmakta olup, IGFBP-3 ve IGFBP-5

hamilelikte en fazla eksprese olanlardir.

Involiisyonda iki faz vardir. Ilk faz cevrilebilir ve apoptoz ile kontrol edilir. ikinci faz

dontistiiriilemeyen ve proteaz enzimleri ve makrofajlar ile regiile olan lobuloalveolar
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yapimnin yeniden modellenmesiyle karakterizedir (Sutherland ve ark. 2007). Birgok
onemli gen ve NF-kB, fosfoinositid-3-kinaz, Stat3, degistirici biiylime faktor beta
(Baxter ve ark. 2007), matriks metalloproteinaz, ve TIMP ailesi (Sutherland ve ark.
2007) yolaklar1 apoptotik olaylarda yer almakta ve son zamanlarda IGFBP-5’in bu
her iki safhada da onemli rol oynadigi gosterilmistir. IGFBP-5 meme bezinde
apoptoz olayma karigsmaktadir ve son zamanlardaki ¢alismalar da bunu destekleyici
niteliktedir, 6zellikle IGFBP-5 ekspresyonu STAT-3"iin knock-out edilmis farelerde
(Chapman ve ark. 2000) interferon diizenleyici faktoriin (IRF-I) olaya karismasini
geciktirdigi ve IGFBP-5’in ekspresyonu ise her ikisini hizlandirdigi gosterilmistir
(Chapman ve ark. 2000). IRF-I, hiicre proliferasyonunu ve transformasyonunda rol
oynayan bir timor siipressor gendir. Transgenik farelerde farkli bir tiimor siipressor
gen olan PTEN’in meme bezi gelisiminde rol oynadigi ve meme dokusunda yapilan
mikroarray analizleriyle IGFBP-5’in ekspresyonunu 26 kat arttirdigi gosterilmistir
(Dupont ve ark. 2002). PTEN, meme kanser tiimorlerinde p53°ten sonra en yaygin
timor stipressor gendir (Li ve ark. 2002). IGFBP-5in seviyesindeki artig prolaktin
ile dilizenlenmektedir ve prolaktin ayni zamanda IGFBP-5 salgilanmasini
baskilamada da 6nemli rol oynar. Mekanizma calismalar1 biliylime hormonlarinin
IGF-I sentezini arttirdigini ve prolaktinin ise IGFBP-5 ekspresyonunu baskiladigini
gostermistir. Prolaktin seviyesi, Stat3 ve siitten kesme ile azalirken, IGFBP-5
seviyesi artmaktadir. Domuzlarda ve koyunlarda siitten kesilmeyle birlikte bu
fenomenin ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Prolaktin meme bezinde IGF-II iiretimini
arttirir ve boylece hiicre sagkalimini ilerletmis olur (Brisken ve ark. 2002; Hovey ve
ark. 2003). Ayrica Hypodactyly farelerde IGFBP-5’in alisilmigin diginda ekspresyon
patterni gostermis oldugu rapor edilmistir (Allan ve ark. 2000). Ning ve ark. (2007)
IGFBP-5’in normal dokular i¢in zorunlu olmadigimi fakat meme bezi gelisiminde ve

farklilasmasinda 6nemli rol oynadigini belirtmisler.
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4.2.4. 8. IGFBP-5’in meme kanserindeki rolii

Meme kanser hiicre hatlar iizerine yapilan calismalar IGFBP-5’lerin fonksiyonlari
hakkinda bazi fikir ¢atismalar1 ortaya ¢ikarmis olmasina ragmen, meme kanserinde
IGFBP-5’in roliiniin molekiiller mekanizmasini agiklamaya 1s1k tutmasi agisindan
Oonemlidir. Baz1 bilgiler meme kanseri terapisinde, teshisinde ve erken tedavisine
yeni fikirler kazandiracaktir. IGFBP-5 ile ilgili yapilmis calismalarin bir¢ogu,
IGFBP-5’in apoptotik potansiyeli, diger proteinlerle etkilesimi, hiicre gocl

yetenekleri, hiicre bliylimesi gelisimi ve hiicre trafigi ile iliskilidir.

IGF-I sinyal yolagi meme kanserini uyarir ve iki ana downstream sinyal degistirici
yolag1 aktive eder (IRS-1/fosfoinositid-3-kinase/serin-tironin ve kinaz yolagi ve
Ras/mitojen-aktive edici protein kinaz/ ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz signal)
(Sekil 5). Bu iki sinyal kaskadi kanser gelisiminde en kritik yolaklar olup meme
kanser fenotipin gelisminden sorumludur (Sivaraman ve ark. 1997; Wu ve ark.
2008). IGFBP-5, IGF-I ile baglanarak bu yolaklar1 diizenler. IGFBP-5, varsayilan
reseptOr ile baglanir ve hiicre stoplazmasina girer ve sonra onunla etkileserek diger
proteinleri uyarir. Bu protein-protein etkilesimi metastatik kapasiteyi regiile edebilir
(Sekil 6). Ayrica 100’den fazla protein IGFBP-5 ile etkilesebilmesi miimkiin olup ve

yeni fonksiyonal 6zelliklere sebep olabilir.
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Sekil 5: Meme kanserinde IGF-I sinyal yolagi. IGF-I HEM Ras/mitojen protein
kinaz1 hem de PI3K/Akt’yi active eder ve hiicre biiylimesi ve proliferasyonuna sebep
olur. ER1/2 ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz; IGF-IR, insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1 reseptorii; IRS, insiilin reseptor siibstrat; MEK 1/2, mitojen aktive edici
protein/ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz; mTOR, memeli hedefleyici rafamisin;
PTEN, fosfataz ve tensin homologu; Shc, GRB2, SOS1, adaptor protein (Akkiprik ve
ark. 2008)
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Sekil 6: Meme kanserinde IGFBP-5. IGFBP-5 IGF-bagimli ve bagimsiz olarak
meme kanserinde rol oynar. (a) IGFBP-5’in IGF bagimsiz etkileri. IGFBP-5 IGF ile
baglanir ve IGF sinyalini bloke eder. Eger IGFBP-5 spesifik proteazlarla pargalnirsa
IGF salinir ve hiicre proliferasyonunu aktive eder. IGF-IR, insiilin benzeri biiylime
faktor reseptorii. (b) IGFBP-5 spesifik reseptorlerle veya diger yolaklarla hiicreye
girer. Solda (a): IGFBP-5’in nuklear importini-IGFBP-5 niikleusa girer: importin-f3
araya girer veya diffiize olur. Sagda (b): IGFBP-5’in stoplazmada birikmesi ve diger
proteinlerle etkilesmesiyle antiapoptotik etkileri ve metastaz gelisimi (AkKiprik ve
ark. 2008)

4.2.4.9. IGFBP-5’in genetik varyasyonlar: ve meme kanseri riski
Meme kanseri riskinde IGFBP-5 genetik polimorfizmler hakkinda su anda sinirh

bilgi bulunmaktadir. Son zamanlarda Garner ve ark. (2008) iki bagimsiz Afrikal
kokende meme kanser riski ile IGFBP-5 genetik varyasyonlar1 arasinda anlamlr iligki
oldugunu gostermigler. Bulduklar1 sonuglara gore, Afrikali-Amerikali 40 yasin
altindaki bayanlarda meme kanseri riskinin yiiksek olmasi iizerine odaklanmislar.
Afrikali-Amerikali ve Nijeryalilarda meme kanseri riskinin artmasiyla iligkili
IGFBP-5’in  3' ucun sonunda 3 ekzonda polimorfizim tespit etmisler. Bu
arastirmacilar genetik varyasyonlarin IGF-I ile IGFBP baglandiginda, proteazlarin
proteolitik etkisi veya IGFBP-5’in hiicreye yerlesimiyle IGFBP ekspresyonunu
degistirebilecegini ileri siirmiisler. Unutulmamalidir ki; meme kanser riskinde
IGFBP-5 polimorfizimlerin roliinii degerlendirmek icin yeni g¢aligmalara ihtiyag

duyulacaktir.
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4.2.4.10. IGFBP-5’in meme kanserinin teshisindeki 6nemi

Insan meme kanserinde IGFBP-5’in rolii ¢ok komplekstir ve tam olarak anlasilmas1
zor bir mekanizmaya sahiptir. Wood ve ark. (2000) IGFBP-5’in yetiskinlerde normal
meme epitelyum hiicrelerinde az veya hi¢ eksprese olmadigini gostermisgler. Birkag
calismada ise meme kanser dokusunda IGFBP-5 ekspresyonunun yiikseldigi
belirtilmistir (Pekonen ve ark. 1992; Huynh, 1998). IGFBP-5 ligand baglama

kullanilarak meme kanser doku 6rneklerindeki protein seviyeleri saptanmaistir.

Birka¢ bagimsiz calismada, IGFBP-5 metastazin pozitif olmasiyla iliskili genlerde
farkli ekspresyonu goézlenmis (Hao ve ark.., 2004; Van‘t Veer ve ark. 2002;
Nishidate ve ark. 2004). Van‘t Veer ve ark. (2002) zayif tani ile iliskili 70 genden
birinin IGFBP-5 oldugunu belirtmisler. Bagka bir ¢alismada ise IGFBP-5’in T1
meme karsinomalarinda fazlaca eksprese oldugunu belirtmisler. Li ve ark. (2007)
meme kanserinde IGFBP-5’in tanidaki 6nemini degerlendirmisler. Bu arastirmacilar
IGFBP-5-mRNA seviyesinin Ostrojen reseptoriin (ER) varligi ve axillary lenf nodlar
invasyonlariyla pozitif iliskili oldugunu rapor etmisler. Bununla birlikte IGFBP-5-
mRNA seviyesindeki artis pozitif lenf nodlarinda ve negatif ER’lere sahip meme
kanser hastalarinda zayif sonugla iligkilendirilmis. Ayrica hem IGFBP-5 hemde
IGFBP-2 hamilelik siiresince (Wood ve Yee, 2000) morfogenesisin goriiniimiinde
meme bezi gelisimi ve embriyonik gelisim siireglerine katildiklar1 belirtilmistir (Flint

ve ark. 2000).

4.3. PI3K (Fosfatidilinositol-3-Kinaz)

Fosfatidilinositol-3-kinazlar (PI3-kinases veya PI3Ks) fosfoinositoliin (PtdIns)
halkasal inositoliin 3-hidroksil pozisyon grubunun o6nemli bir intraseliiler sinyal
enzimidir (Toker and Cantley, 1997). 1980°den beri, PI3K’larin kanser hiicrelerin
biliylimesinde ve sagkalimda oOnemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. PI3K sinyal
yolaginda reseptor tirozin kinaz veya G-protein gift reseptorler bazi sinyallere yol
acar ve bu sinyaller PI3K’lar1 aktive eder (Kazlauskas ve ark. 1992; Chiarugi ve ark.
2002; Zhang ve ark. 2002) boylece fosfolipidlerle intraseliiler olarak tasinir. Sonra
serin/tironin kinaz AKT ve diger downstream effektor yolaklar1 aktive olur. PI3K’lar

hayatta kalma, hiicre adezyonu, motilitesi, hiicre ¢ogalmasi sinyal iletim yollarini ve
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hiicrelerarasi trafigi diizenleyen lipid kinaz ailesidir. Bunlarin hem lipid hem de

kinaz aktivitesi bulunmaktadir (Vogt ve ark. 2007).

Yapisi
Fosfoinositol -3-kinaz (PI3K) yolagi meme kanserinde en yaygin mutasyon yolagi

olup, PI3K pl110a (PIK3CA) ve pl110B (PIKCB) katalitik alt iinitelerden kodlanan
genleri ihtiva etmektedirler. PI3K, ii¢ farkli sinifa ayrilmaktadir: Sinif I, Simif II ve
Sinif II°tir (Katso ve ark. 2001) (Sekil 7). Simif I PI3K’lar farkli reseptor ciftlerine
sahip olan IA ve IB alt tinitelerdir. Sinif IA PI3K’lar biiyiime faktdr reseptor tirozin
kinaz faktorle aktive olurken, Sinif IB PI3K’lar GPCR’ler ile aktive olur (Engelman
ve ark. 2006). Sinif IA PI3K’lar bir p110 (p110a, p110b veya p110d) katalitik alt
tinite ve bir de diizenleyici alt {linitesi p85 (p85a, p55a, p50a, p85hb veya p55g) olan
heterodimerler icermektedir. Katalitik alt birim de birka¢ diizenleyici domainden
olusur ve ¢ogu P13K iiyeleri bu dort bolgeyi homolog olarak paylasir: helikal
domain, C2-domaini, Katalitik lipid kinaz domaini, Ras-baglanma domaini ve
diizenleyici altbirimle etkilesim halinde olan NH, domaini. Bu katalitik lipit kinaz
domaini protein kinazlarla zayif bir homoji gosterir. p85b ve p55g alt tiniteler, Pik3r2
ve Pik3r3 genleri tarafindan kodlanirken, p85a, p55a ve p50a regiilatorleri ise Pik3rl
genin uclart birlestirici varyantlaridirlar. p110a, p110b ve p110d katalitik alt {initeler
Pik3ca, Pik3cb ve Pik3cd genleriyle eksprese olmaktadir (Cantley, 2002). Smif 1A
PI3K’lara benzer sekilde Smif IB PI3K’larda regiilator ve katalitik alt tnitelerin
heterodimerleridir. Fakat Smif IA ve IB PI3K’lar farkli katalitik ve regiilator alt
tinitelere sahiptirler. Sinif IB PI3K’lar diizenleyici boliimlerinde p85 yerine pl01,
p84 ve p84 PIKAP (PI3K 87 kDa’luk adaptor protein) alt tinitelerini tagimaktadirlar
(Stephens ve ark. 1997). Siif II PI3K’lar C2a, C2b ve C2g katalitik izoformlardan
olugmaktadir, fakat C2a ve C2b viicutta eksprese olurlar. Ama C2g’lerin
ekspresyonu hepatositlerle sinirlidir. Sinif 11 PI3K’lar Pl (3) P ve PI (3, 4) P2 iiretimi

PI’den katalizlenmektedir.
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Sekil 7: Fosfoinositid 3-kinazlar (PI3K)’in Yapisi, katalitik ve diizenleyici alt
birimlerdeki PI4K’lar ve PI3K ile iligkili proteinler

Simif I PI3K’lar Vps34 Katalitik ve p150 diizenleyici alt iinitelerden olusmus
heterodimerlerdir. Vps34, Golgi aygitindan ve vezikiil trafiginden sorumlu bir
genden gelismis ve mayalarda tanimlanmigtir (Odorizzi ve ark. 2000). Siuf III
PI3K’larin fonksiyonu primer olarak vezikiil aracili proteinlerin trafiginde rol
oynamaktadir (Nobukuni ve ark. 2005; Backer, 2008) (Tablo 3). Yeni bir ¢alismada,
p85 diizenleyici alt iinitesinin yapisinda C-terminal SH2 i¢in p110b/p85b’in bir
inhibitor fonksiyonu tanimlanmistir. Geleneksel olarak reseptor tirozin kinaz (RTK)
fosfopeptitler farkli mekanizmalar kullanarak, N-terminal SH2 domain (nSH2) ve

CSH2 domainlerin inhibisyonlarini azaltmaktadir.
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Tablo 3: Okaryotlardaki PI3K ’lar

Okaryot Simf 1 Sumf 1T Sumf 111
Katalitik Adaptor Katalitik  Adaptor
Mammals pl10 a.B,y p8Sa,p PI3K- Vps34p p150
p55y, pl101 C2a,B, v
D.melanogaster Dp110  p60 PI3K _68D PI3K 59F 6ngoriilen
gen
CG9746
C. elegans AGE-1 AAP-1 F39B1.1 CEvps34  o6ngériilen  gen
CAA94175
D. discoideum DdPIK1,2,3 —a — DdPIK5 Vps15p”
Maya — — — Vps34p Vpsl5p
Bitkiler — — — Vps34p Vps15p®

Gen bankasinda ulagilan PI3K’larin listesi (Vanhaesebroeck ve ark. 1997)
% Heniiz bulunamadi.
prslSp bitkilerde ve mayalarda yayinlanmamaistir.

4.3.1. Tiimdrogenezisteki fonksiyonu

Son 30 yilda yapilan ¢alismalar arasinda PI3K’larin tliimdrogenezdeki roliinii

gosteren birka¢ ¢alisma tanimlanmigtir (Sugimoto ve ark. 1984). 1980 yilinda bir

grup arastirmact polyoma viriisiin T-proteini ile PI3K arasinda bir etkilesim oldugu

belirtmisler (Whitman ve ark. 1985). PI3K’nin birkag kanser tiirlinde bir aktif

komponent oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte PI3K yolagmin tiimoérlerdeki

onemi onaylanmistir (Sekil 8). Birkag¢ epidermal biiylime faktorii reseptorii, platelet

biiylime faktor reseptorii ve mezenkimal epitelyal transisyon faktdor onkogenik

biiylime faktor reseptorleri Simif IA PI3K’y1 aktive edebilir (Huang ve ark. 2007;

Zhao ve ark. 2010; Zhang ve ark. 2011).
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Sekil 8: PI3BK/PTEN/Akt sinyal yolagi. PI3K yolagi angioneogenez, timor
biiylimesi ve karsinogenezdeki rolii

4.3.2. PIK3CA (Fosfatidilinositol-3-Kinaz Katalitik Alfa) Geni
Son yillarda PI3K/AKT sinyal yolaginin igeriginin insan kanserlerindeki sikliginin

degistigini gosteren ¢aligmalar rapor edilmistir. PIK3CA genindeki mutasyonlar bazi
yaygin insan kanserlerinde siklikla olustugu belirtilmistir. PIK3CA nokta
mutasyonlar1 hepatoseliiler, meme, kolon ve beyin kanserlerinde rapor edilmistir
(Gallia ve ark. 2006; Carson ve ark. 2008; Murugan ve ark. 2008; Riener ve ark.
2008; Pang ve ark. 2009). PIK3CA, bas ve boyun, prostat, iiriner sistem, serviks,
meme ve endometrium kanser tiplerinde %30 mutasyona ugramustir. Ozellikle bu

mutasyonlarin en taninmiglart helikal ve kinaz domainlerindeki tekli aminoasit yer

.. -
degisimleridir.
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Sekil 9: PIK3CA’nin (Fosfatidil Inositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Lokalizasyonu
(http://www.genecards.org/pics/loc/GC03P180399.PIK3CA.pnQg)
(Erisim tarihi:25.07.2009)

35


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

Blayame faktora
Buyuame faktor reseptorleri

Ctofajinin Sad kalm
uyarimas Proliferasyonu

B
R88Q ES42K ES45K  H1047R

A
- P85S badlanma -R..sbaélanma-— Helical - Kinase ==

Sekil 10: PI3K Sinyal Yolagi. Timorogenezde (hiicre proliferasyonu,
hiicre biiylimesi ve hiicre sagkalimi) onemli rol oynar (A). pl10a sicak nokta
mutasyonlar1 (B).

PIK3CA, fosfatidil inositol kinazin katalitik alt birimini kodlayan gendir. PIK3CA
geni 3926.3 de bulunmaktadir (Sekil 9). Ayrica 21 ekzondan olusur ve 1068
aminoasitten olusan 124 kDa’luk proteini kodlar. Bu mutasyonlar yaygin olarak
ekzon 9 ve ekzon 20°de (%80) yogunlasmis durumda olup, helikal ve kinaz
domainleri kodlayici bolgelerdir. En sik rastlanilan mutasyonlarin ekzon 9 (helikal
domain) ve ekzon 20 (Katalitik domainin kuyruk boélgesinde) oldugunu belirttimistir.
Ayrica p85 domainindeki (ekzon 1) mutasyonlarda degerli bulunmustur (Mori ve
ark. 2008; Gardefors 2007) (Sekil 11). Bunlar 545. amino asit olan glutamik asit ve
1047. amino asit olan histidindir. Calisilan kanser tiplerinde PIK3CA mutasyonlari
p85 domaini (ekzon 1) (%8), helikal domain (ekzon 9) (%47) ve kinaz domaini
(ekzon 20) (%33) bolgelerindeki sicak noktalarda kiimelenmistir. Bu mutasyonlar
yanlis anlamli (Han ve ark. 2000), homozigot ve heterozigot delesyonlar (Li ve ark.
1997), transkripsiyonal baskilama (Garcia ve ark. 2005) ve hipermetilasyon seklinde
ortaya c¢ikabilmektedir. PTEN mutasyonlar1 meme kanserinde seyrek olarak
goriilmektedir. Bunlardan PIK3CB ve PDKI1 gen amplifikasyonlart AKT1
mutasyonlart (Carpten ve ark. 2007; Stemke-Hale ve ark. 2008) ve AKT2
amplifikasyonlar1 (Bellacosa ve ark. 1995) meme kanserinde disiik siklikla
goriildiigii rapor edilmistir. Somatik mutasyon katalog veri tabanina gére PIK3CA
mutasyonlart yaygin olarak meme kanserinde (%37), endometrial (%24), idrar yolu
(%17), kolon (%15) ve st sindirim borusundaki kanserlerde (%11) goriilmekte
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oldugu belirtilmistir. Fakat PIK3CA mutasyonlar1 melanoma, prostat ve pankreas,
akciger, bas ve boyun skuamos hiicre kanserlerinde yaygin degildir (<%210) (Bowles
and Jimeno, 2011). Bir baska ¢alismada ise Samuel ve ark. (2004) bu mutasyonlara
74 kolekteral tiimoriin %32’sinde, 15 glioblastomanin %27’sinde, 12 mide
kanserinin  %8’inde, 24 akciger kanserinin %4’iinde rastlamislar. PIK3CA
mutasyonlarin ~ %80°den  fazlasi iki sicak noktada gozlenmistir:  bunlar
fosffatidilinositol kinaz helikalde E543, E542K, E545K ve kinazda ise H1047R
gozlemlenmistir. Bu PIK3CA mutasyonlarinin iki sinifi biiyiime faktorii aktivasyonu
haric PI3K sinyalinin olusmasini tesvik etmektedir. PIK3CAM™Repin
ekspresyonunun genetik veya farmakolojik olarak inaktive edilmesi meme
tiimorlerinin gbézden kaybolmasiyla sonuglanir. PIK3CA mutasyonlart bazen PTEN
kayb1 veya HER2 ekspresyonunun arttigi meme kanseri durumlarinda olusmaktadir
(Perez-Tenorio ve ark. 2007; Saal ve ark. 2007). PIK3CA mutasyonlart HER2
ekspresyonunun arttigi durumlarda ve hem duktal karsinomlarda hem de in situ
invaziv meme kanserlerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Fakat intraepitelyal
neoplastik lezyonlarda diisiik siklikta bulunmaktadir. Bu da bize PIK3CA
mutasyonlarin HER2 olarak bilinen ERBB2 gibi diger onkogenlerin araya girerek
PI3K’y1 aktive ettigini gostermektedir (Oda ve ark. 2008; Kalinsky ve ark. 2011).

8% 47 % 33%

Sekil 11: PIK3CAdaki (Fosfatidil Inositol 3 Kinaz Katalitik Alfa) Siklikla
Karsilagilan Mutasyonlar (Samuels ve ark. 2004)
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4.3.3. Epitelyal-mezenkimal gegis ve PI3K

Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), hiicre adhezyon, E-kadherin ekspresyonun
baskilanmasi ve hiicre hareketinin artmasi ile biyolojik hiicre karakterizasyonun bir
stirecidir. EMT tiimor yayilimi ve metastaz dahil bir¢ok gelisim siireci i¢in gerekli
olabilir (Singh 2010). PI3K tiimor hiicre hacminin bitylimesi ve gelismesini etkiledigi
de gosterilmistir. Bu yiizden PI3K’nin EMT’de 6nemli bir rol oynayabilecegi ortaya
konmustur. PI3K aktivitesi, degistirici biiyiime faktéore maruz kaldiktan sonra
EMT’ye ugrayan meme kanser hiicreleri ve invaziv hepatoseliiller karsinoma
hiicrelerinde artmistir (Wang ve ark. 2008). Degistirici biiytime faktori-p, ErbB3’i
baglar ve boylece meme kanserinde ErbB2’de fosfatidil-inositol 3-kinaz/AKT’nin
ekspresyonunun artmasini saglar. Vimentin AKT’nin bir siibstratidir ve PI3K’iin
etkisini hemen asagi ¢eker. Bu yiizden bu EMT‘de PI3K’nin katkisiyla olusan bir
mekanizma olabilir (Zhu ve ark. 2011). Diger kanitlarda gostermistir ki p28
(GANK)’in ekspresyonunun artmasi hepatoseliiler karsinoma invasyonunu ve
metastazi arttirabildigini ve PISBK/AKT/hipoksa faktor-1 alfa yolagiin uyarildigidir
(Fu ve ark. 2011). Son zamanlarda yapilan bir galigma hepatoseliiler karsinoma
hiicrelerinde EMT’deki laminin-5 cevabinda PI3K’nin hiperaktive oldugunda a6 ve
CD151’in ekspresyon seviyesini arttirdigini ve ilk 6nce PI3K-protein kinaz B(AKT)-
Snail fosfotaz ve tensin homolog feedback yolagin uyarildigini rapor etmistir.
Sirayla, EMT PI3K inhibitorleri ve CD151 veya a6’ya kars1 antikorlar ile bu durum

tersine gevrilir (Ke ve ark. 2011).

4.3.4. Otofaji ve PI3K

Otofaji intraseliiler bilesenlerin geri doniisiimiinde araya giren bir hiicresel siiregtir
ve besinler azalinca alternatif enerji kaynaklari olusmaktadir. Son zamanlarda
embriyogenezde, hiicre savunmasinda, gelisiminde ve hiicre 6liimiinde otofajinin
yeni rolleri otofajik fonksiyon kaybi ile hastaliklar arasindaki iliski ortaya
konmustur. Otofaji bir timor baskilayici yolagi olabilir ve otofajinin aktivitesinin
azalmasi kanser gelisimine katkida bulunabilir. Tiimor baskilayici genler siklikla
insan kanserlerinde p53, PTEN otofaji iizerinde ve siklikla kanserin aktive
edilmesinde rol alirlar. Bu genleri kodlayanlar arasinda Smif I PI3K’lar yer

almaktadir ve otofajinin kapanmasinda rol alirlar (Kondo ve ark. 2005). PI3K, AKT
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downstreamini  hedefler ve otofajinin inhibisyonuyla sonuglanan mTOR
aktivasyonuna yol agar (Petiot ve ark. 2000). Birka¢ deneme calismas1 gostermistir
ki, Simif-111 PI3K, fosfatidilinositol 3-fosfat (PI(3)P)’in otofaji i¢in gerekli oldugunu,
buna karsin Smf-l1 PI3K, fosfatidilinositol 3, 4, bifosfat (PI(3,4)P2) ve
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat’in (PI(3,4,5)P3) ise otofajide inhibe edici etkisinin
oldugunu gostermistir (Petiot ve ark. 2000). Aslinda fosfataz ve tensin homologun
ekspresyonunun artmasi 10. kromozomdan (PTEN) silinmektedir ve PTEN 3-
pozisyonunda Pl (3,4) P2 ve PI (3,4,5) P3’den fosfat1 kaldirir ve otofajinin artmasini
saglamis oluyor (Arico ve ark. 2001). PI3K inhibitérleri Sinif-1 ve Siif-1IT PI3K’yi
ay1rir ve boylece otofaji inhibe olur.

4.3.5. Senesens ve PI3K

Hiicre senesensi viicutta yaslanmis veya hasar gormiis hiicrelerle tasarlanmis bir
sliregtir. Kanser ve senesens arasindaki iliski potansiyel hiicre kiitlesi problemi olarak
tanimlanmuistir. Onkogen-hiicresel senesensin uyarilmasi (OIS) hiicre biiylimesinin
tutuklanmasina ve untrasforme hiicrede onkogenlerin aktive olmasina yol acar (Botti
ve ark. 2006). Onkogenler transformasyon yetenekleri en iyi bilinenler olmasina
ragmen, primer hiicrelerde bir tumor baskilayict mekanizma olarak bir tek onkogen
senesensi aktive eder. RAS/PI3K yolagin anormal aktivasyonu bir potansiyel
onkogenik olay olup, belli timor baskilayic1 genleri inaktive eder veya mutasyonlari
aktive etmesiyle sonuglanabilir. PIK3CA ve AKT, RAS’in downstream
etkisindedirler ve ayni yolakta olup olmadiklar1 belli olmamasina karsin bu iki
mutasyonun selektif avantaji onaylanmigtir. PIK3CA/AKT, RAS’1 aktivite ederek
senesensi zayiflatir. /n vivo’da RAS 1 kaldirilarak PIK3CA/AKT aktive edilmesiyle
tiimorogenez hizinin artmasi arasindaki iligki senesensi uyardigi belirtilmistir. Bu
yiizden biitiin onkogenlerin senesenste ayni etkiyi gostermedikleri gosterilmistir.
Ozetleyecek olursak senesens ve PI3K arasindaki iliskiyi anlayarak prosenesens
kanser terapilerin hedeflenmesi ve rasyonel gelismelerin ortaya c¢ikmasina 1sik

tutacaktir (Kennedy ve ark. 2011).
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4.3.6. PI3BK\AKT Sinyal fletim Yolu
PI3K sinyal yolagi biiyiime, sagkalim, anjiogenez ve hiicre hareketi gibi hiicresel

fonksiyonlarda rol alir (Hennessy ve ark. 2005). PISBK-AKT yolagi liganda bagiml
reseptOr tirozin kinaz ve G protein gibi bir¢ok farkli faktor tarafindan aktive olur. Bu
sinyal PI3K’nin katalitik aktivitesini uyarir ve p85 ve p110 alt iiniteleri icermektedir.
PI3K, plazma membraninda lipidlerin inositol halkasini 3' pozisyonunda fosforile
eder ve boylece fosfatidilinositol-(3,4)-P2 (PIP2) ve fosfatidilinositol-(3,4,5)-P3
(PIP3) iiretilmesine yol agar. PIP2 ve PIP3 intraseliiler proteinlerin PH domainleriyle
etkilesir (Sekil 12). Bu intraseliiler proteinlerden biri AKT dir. AKT’ler ii¢ yiiksek
homoloji izoformuna (AKT1, AKT2 ve AKT3) sahiptirler. AKT stoplazmada inaktif
formda olup bir serin tironin kinazdir. AKT’nin PI3K aktivasyonu {izerinde hiicre
membraninda iki 6nemli Thr308 ve Ser473 kalintilart vardir. Thr308 AKT’nin
katalitik domaininde PDKI1 ile fosforile olan bir kalintidir. Ser473 ise biiyiime
faktoriin cevabinda bir PI3K-AKT yolagi olan mTORC2 kompleksiyle fosforile olan
regiilatér domainindeki kalintidir. Ayrica Ser473, DNA hasarinda DNA-PK ile
fosforile olabilir. Thr308 ve Ser473 kalintilar1 AKT’nin katalitik aktivitesinin
uyartlmasi igin gereklidir. AKT, PP2A, PHLPP1 ve PHLPP2 gibi fosfotazlarla
inaktive olur. Bununla birlikte PI3K-AKT yolagi PTEN lipid fosfotazla diizenlenir.
PTEN defosforile olur ve boylece PI3K aktivitesi dogrudan antagonize olur. PTEN
kaybi AKT’nin esas aktivasyonu ile sonuglanir. Diger taraftan PISK-AKT
yolagindaki nokta mutasyonlar, PTEN lipid fosfotazalarin fonksiyon kaybi ile

melanomalarda ortaya ¢ikmaktadir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda PI3K/AKT yolagin bir ¢ok bileseni
amplifikasyon, mutasyon ve translokasyon ile hedeflenmekte ve kanser hastalarinda
diger baska yolaklara da katildig1 belirtilmistir (Hennessy ve ark. 2005). Ayrica bu
sinyal yolagin farkli hastaliklarin patolojisinde de rol aldiklari belirtilmistir. Bu
yolagin anormal aktivasyonu tiimorogenezi, timor metastazina ve standart kanser
terapilerine direng gelismesine katkida bulunmaktadir (Cantley 2002). PI3K sinyali
insan meme kanserinde farkli seviyelerde etkinlik gostermektedir. Meme
tiimorlerinin %70’inden fazlasinda bu yolagin bilesenlerinin en az birinde molekiiler

degisikliklere sahip oldugu belirtilmistir. PTEN, PIK3CA mutasyonlar1 ve diger
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mutasyonlar veya PDK1, AKT1, AKT2 ve p70S6 kinaz seviyelerindeki
anormalliklerin bu yolagi aktive eden mekanizmasi da bilinmektedir (Hernandez-
Aya ve ark. 2011).

PISBK\AKT sinyal iletim yolunun 6nemli molekiiler bilesenleri, intrinsik negatif
regiilator etkilere sahip olup alt sinyal yolaklarin aktivasyonunu sinirlamada gorev
yaparlar. Bunlarin en 6nemlisi fosfataz ve tensin homologu olan (PTEN), 10.
kromozomda yerlesmis olup bir tiimor baskilayicir gendir ve bir digeri TP53 insan
kanserlerindeki (Trotman ve Pandolfi, 2003) tiimor baskilayici genler arasinda
mutasyon siklig1 fazla olan ve PIP3’iin PIP2’ye doniismesinde rol oynayan PI3K
aktivitesinin antagonisti olan ikinci 6nemli bilesendir (Cantley, 2002). Ayrica negatif
regiilasyon PIP2’yi defosforile ettigi, inositol fosfat 4-fosfataz tip 11 (INPP4B) ile

onaylanmistir (Gewinner ve ark. 2009).

Klinik Oncesi ¢alismalar de-novo’da PI3K sinyal yolagi ve/veya RTK’lar
gosterilmistir ve biitiin endokrin tedavilerde diren¢ kazandigi gosterilmistir (Miller
ve ark. 2011). PI3K, EGFR, HER2 gibi onkogenlerin ekspresyonunu arttirdigi ve
luminal meme kanser hiicre hatlarinda tamoxifen, fulvestrant ilaglara ve Gstrojen
mahrumiyetinde direng gelismesinde araya girdigi gosterilmistir (Juncker-Jensen ve
ark. 2006; Miller ve ark. 2011). Bununla birlikte uzun siire luminal meme kanser
hiicre hatlarinda uzun dénem estradiol kullanimina bagli olarak PI3K/AKT/mTOR
sinyalin aktivasyonu ile iligkili ve endokrin direncin gelistigi gosterilmistir (Miller ve
ark. 2010). PTEN kaybi ve PI3K anormalligi antidstrojen tedaviye direng

gelisiminde etkili olabilecegi gosterilmistir.

PIK3CA, PIK3R1 ve AKT1 mutasyonlarin aktivasyonu ve PTEN, LKB1 ve TSC2
mutasyonlarin inaktivasyonu timor tipini belirler (Hennessy ve ark. 2005). PTEN,
LKBI ve TSC’deki mutasyonlar c¢esitli sendromlarin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanir
(Cowden’s, Peutz-Jeghers ve tuberous sclerosis gibi). Ayrica PIK3CA, PIK3CB,
AKT1 ve AKT2, PDK1, p70S6 kinaz (p70S6K) ve IKBKE bu sinyal yolagin

bilesenlerinin tiimorde sik amplifiye olduklar1 diistilmektedir.
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PTEN-PIBK-AKT-mTOR yolagi insiilin reseptor ve IRS adaptér molekiillerin
downstream pozisyonunda glikoz metabolizmasini diizenlemede rol oynamaktadir.
PIBK-AKT yolagi y (PPARy) ve la (PGCla) reseptorleriyle birlikte peroksizom
proliferatiflerini aktive eder ve FOXO’u bloke ederek glikoneogenezisi inhibe eder
(Sundgvist ve ark. 2005; Li ve ark. 2007). Ayrica PI3K-AKT sinyal yolagi,
SREBPI1C transkripsiyon faktorii aktive eder.
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Sekil 12: PIBK\AKT Sinyal iletim Yolu (Yildirim ve ark. 2007)

4.3.6.1. PI3K Sinyal Yolagi Mutasyonlar: ve Kanser
2004 yilinda ilk kez PI3K’nin p110 katalitik alt biriminden kodlanan PIK3CA’da

kansere 0zgli mutasyonlarin kesfi, klinikte onkoproteinler ve ilag hedeflemeyle
iliskili oldugu fikrini ortaya cikarmistir (Liu and Roberts 2006; Samuels ve
Velculescu 2004; Samuels ve ark. 2004; Stephens ve ark. 2005). Mutasyonlarin
PI3K’nin her iki alt biriminden de kodlandig1 ve PIK3CA’nin ise PIK3R1-p85’°den
kodlandig: belirtilmistir (Sekil 13) (Cancer Genome Atlas Research Network 2008;
Samuels ve ark. 2004). Bu mutasyonlar meme, uterus mukozasi ve kalinbagirsak
dahil olmak iizere bircok kanserde ortaya ¢ikmistir. Sikliklari ise %5-25 arasinda
oldugu rapor edilmistir. PTEN ise PI3K’nin antagonisti olup, tiimor baskilayici
olarak onemli rol oynamaktadir ve kanserde delesyon ve mutasyonlar ile inaktive

olur (Di Cristofano and Pandolfi 2000).
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PIK3CA mutasyonlar1 {i¢ sicak (hot spot) noktada yogunlasmigtir (Samuels ve ark.
2004). Bu sicak noktalarin ikisi p110 helikal domaininde ve digeri katalitik domaine
yerlesmistir. Bu sicak nokta mutasyonlar1 amino asitlerin yerlesimlerini belirlemekte
ve tek niikleotitlik yerlersimlerdir: E542K, E545K and H1047R (Samuels ve ark.
2004). Bu yolakta ki mutasyonlarin hiicrelerde lipid kinaz aktivitesini-PIP3 iiretimini
birka¢ kat arttirdigi belirtilmistir (Carson ve ark. 2008; Chaussade ve ark. 2009;
Ikenoue ve ark. 2005; Kang ve ark. 2005; Sugita ve ark. 2008; Zhao ve ark. 2005).
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Sekil 13: p110a ve p85 mutasyonlari. Kirmizi renktekiler sicak nokta mutasyonlari,
mavi renktekiler nadir mutasyonlar, yildiz isaretli olanlar ise yeniden fonksiyon
kazanan mutasyonlar

PIK3CA genindeki sicak nokta mutasyonlar: kanserde goriilme siklig1 yaklasik %80
olarak hesaplanmigtir. Fakat bu gende kansere o6zgii olan diisiikk siklikta goriilen
birgcok mutasyon da mevcuttur. Bunlarin bircogu tek niikleotitlik yerlesimde fakat,
gergeve kaymasi mutasyonlarindan da iki tanesi rapor edilmistir (Cancer Genome
Atlas Research Network 2008). Bir arastirmaci on dort tane nadir nokta mutasyonu
saptamis ve bunlarin bir ¢ogunun da (16/17) ilging bir sekilde yeniden fonksiyon
kazandiklarimi belirlemis (Gymnopoulos ve ark. 2007). Fakat nadir mutasyonlarin
sicak nokta mutasyonlarla karsilastirildiginda daha az foksiyon kazandiklar
saptanmig. Bu mutant proteinler daha diisiik enzimatik aktivite kazandiklar1 ve
fosforilasyonda diisiik seviyede araya girdikleri hiicre kiiltliriinde onkogenik
transformasyonu azalttiklar1 gosterilmistir. Bu az foksiyon kazananlarin kanserde

diisiik frekansta olmalariyla agiklanabilir.
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PI3K sinyal yolag: siklikla meme kanserinde aktive olmaktadir. Hiicrede 6zellikle
apoptoz, sinyal iletimi, proliferasyon ve hiicre gelisimini diizenleyen yolaklarda
meydana gelen degisiklikler meme kanserinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu nedenle
PI3K sinyal yolagt meme kanseri ¢alismalarinda énemli bir yere sahiptir. PIK3CA
meme kanserlerinin yaklasik %25-40’1inda mutasyon olusturmaktadir (The Cancer
Genome Atlas Network, 2012). TP53’ten sonra PI3K sinyal aginda en sik mutasyon
olusturan ve en yaygin ikinci mutant gendir. AKT’de mutasyon aktivasyonu meme
kanserinde %8 gibi diisiik frekansta oldugu rapor edilmistir (Carpten ve ark. 2007).
PIK3CA ve AKT mutasyonlart hormon reseptor pozitif meme kanserlerinde daha
siklikla goriilmektedir (Gonzalez-Angulo ve ark. 2011; Stemke-Hale ve ark. 2008).
Ozellikle PIK3CA, ER-pozitif meme kanserinde insidans1 %41.3’{in iizerinde
goriilen mutasyonlardir (Campbell ve ark. 2004; Ellis ve ark. 2012; Loi ve ark. 2010;
Santarpia ve ark. 2012; Stephens ve ark. 2012).

Yiiksek RNA sekanst PI3K sinyalinde hormon reseptér ve HER2 negatif meme
kanserlerinde goriilmektedir (Shah ve ark. 2012). Uglii negatif meme kanserinde iig
gen TP53, PIK3CA ve PTEN somatik mutasyonlarindan etkilenmektedir, hormon
reseptor pozitif tiimorlerde ise PTEN daha az siklikta goriilmektedir. PTEN kaybi
meme kanserinde BRCA1 mutasyonlarinda yaygin goriilmektedir (Martins ve ark.
2012; Saal ve ark. 2008). PTEN, PI3K/Akt yolagin bir tiimor baskilayict proteinidir.
PTEN dual lipid ve protein fosfotazidir. Bu PI3K’nin {iriinii olan PIP3’iin PIP2’ye
doniisiimiinii saglar. Ozellikle tiimor hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar
PTEN’in fonksiyon kaybina neden olmaktadir. Bu da PI3K/Akt yolaginin anormal
aktivasyonuna yol agar (Jiang ve Liu 2009;. Pfeiler ve ark. 2007).

Meme kanserinde PI3K/Akt yolaginda PIK3CA geninde goriilen mutasyonlar, p110a
katalitik alt {initesinden kodlanir (Sekil 14). Bu mutasyonlar arasinda helikal bolgede
bulunan mutasyonlar E545K, E542K ve kinaz bolgesindeki mutasyonlar ise H1047R
reziidiileridir. Bu mutasyonlar 6zellikle p110a ile p85 arasindaki etkilesimi inhibe
ederek enzimatik fonksiyon artigina yol agmaktadir. Bunlarla birlikte Akt’de yer alan

17. Amino asit olan lizinin glutamik asitle yer degistirmesi E17K mutasyonu olup,

44



kinazin membrana siirekli lokalizasyonuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda Akt

sinyal molekiiliiniin aktivasyon artigina yol agar.

Sekil 14: Insan kanserlerinde tanimlanmis olan pl10a somatik
mutasyonlart (Arg38, Arg88, C2 Asn345, C2 E453N, Glu542, Glu545, Glu 546,
GIn661, Met1043 ve His1047)

Meme kanserinde PIK3CA mutasyonlarinin prognostik rolii birkac¢ retrospektif
calismada aragtirllmistir. Son zamanlarda genis meta analizlerde 2587 meme kanseri
hastasinda ve 12 bagimsiz g¢alismada yabanil tip PIK3CA geninde PIK3CA
mutasyonlar1 gosterilmistir (Dumont ve ark. 2012). PTEN kaybi ve AKT’nin
fosforilasyonu immiinohistokimyasal olarak gosterildiginde meme kanserinde

herhangi bir prognostik markira rastlanmamistir (Panigrahi ve ark. 2004).

PIK3CA veya AKT mutasyonlar1 meme kanserinin erken gelisim donemlerinde
ortaya cikmaktadir. PIK3CA mutasyonlar1 ve PTEN kaybi primer ve metastatik
meme kanser dokularinda karsilastirildiginda PTEN seviyesinin yiiksek oldugu

goriilmiistiir (Dupont Jensen ve ark. 2011; Gonzalez-Angulo ve ark. 2011).
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PIK3CA mutasyonlarin aktivasyonu ve PTEN kaybinin her ikisi de fosfatidilinositol
3, 4, 5-l¢ fosfat seviyesini arttirmasina karsin, timorlerde bunlardan birinin birlikte
olusmamas1 beklenir. Birka¢ calismada PIK3CA, PTEN ve AKT1 mutasyonlarinin
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin oldugu rapor edilmistir (Saal ve ark.
2005; The Cancer Genome Atlas Network, 2012). Fakat baska calismalar da ise
PIK3CA mutasyonlar1 ve PTEN kaybinin meme kanserinde birlikte goriildiigii rapor
edilmistir (Perez-Tenorio ve ark. 2007; Stemke-Hale ve ark. 2008), bu durum bu

genetik lezyonlar arasinda fonksiyonel farkliliklar olduguna isaret etmektedir.

4.4. Mutasyon Tarama Yontemleri

4.4.1. Direkt Mutasyon Tarama Yontemleri

4.4.1.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

DNA diizeyinde polimorfizm elde etmek icin giinlimiizde siklikla kullanilan bir
tekniktir. Ayrica RFLP analizleri hem ¢ekirdek ve hem de mitokondriyal genomda
oldukga faydali bilgiler ortaya koymaktadir. Bilindigi gibi bakteriler, bakteriyofajlara
kars1 savunma mekanizmasi olarak ¢esitli restriksiyon enzimleri olusturmaktadirlar.
Bu enzimler DNA molekiiliinii 6zgiin tanima bdolgelerinden kesebilen enzimlerdir.
Ozellikle bir bakteri bakteriyofajlar tarafindan enfekte edildigi zaman, konakgi
bakterilerin endoniikleaz enzimleri fajlarin DNA’sim1 ¢esitli noktalardan keserek o
fajin konakg¢i1 bakteride ¢ogalmasimi onlemis olmaktadir (Griffiths ve ark. 1996).
Restriksiyon enzimleri DNA molekiiliinii 4-8 baz ¢iftlik DNA siralarindan tantyarak
bu bolgelerden kesim yapmaktadirlar. Bazi enzimler ile kesim sonucu yapiskan uglu
pargaciklar ya da kiit uglu pargaciklar elde edilmektedir. RFLP teknigi iki farkli
sekilde uygulanmaktadir. Bunlar; polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) tabanh ve

Southern emdirim (blotting) yontemlerdir.
PZR-RFLP teknigi o0zgiin bir lokusta polimorfizm tespit etmek amaciyla

gelistirilmistir. Bu yontemde standart PZR islemi ile iizerinde durulan lokus

cogaltilmakta ve cesitli kesim enzimleri ile elde edilen PZR pargacigi kesilmektedir.
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Kesim sonucu olusan kesim parcacik modellerine gore kesim noktasinin varligi veya
yokluguna gore bireyler arasindaki farkliliklar tespit edilmektedir. PZR-RFLP
tekniginde bireyler arasinda tespit edilebilen polimorfizm, enzim tanima bolgesinde
meydana gelen bir niikleotidin eklenmesi, bir niikleotidin eksilmesi veya bir
niikleotidin ~ degismesi  seklinde ortaya ¢ikan nokta mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. PZR-RFLP yontemi kodominant kalitim modeline uygun
markirlar vermektedir. Rutin PZR reaksiyonunda oldugu gibi uzun oligoniikleotid
primerler kullanildigi igin olduk¢a giivenilir bir ¢ogaltim yapilabilmektedir.
Cogaltilan lokus ya da gen hakkinda onceden bilgi sahibi olunmasinin gerekliligi
teknigin dezavantajlarindan biridir. Bununla birlikte ¢alisilacak lokuslar i¢in 6zgiin
primerlerin hazirlanmasi1 zaman ve maliyet gerektiren bir siirectir. Kullanilacak olan
kesim enzimleri de maliyeti artiran diger unsurlar olarak ele alinmalidir (Botstein ve

ark. 1980, Hall 1998, Vicente and Fulton 2004).

Southern emdirim temelinde uygulanan RFLP yontemi, DNA diizeyindeki
varyasyonlarin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilmakta olup, belirli kesim
enzimleri ile DNA molekiili muamele edildikten sonra elde edilen DNA
parcaciklarinin  kesim modellerindeki farkliliklarindan  yararlanilarak DNA
diizeyinde polimorfizmler tespit edilmektedir (Botstein ve ark. 1980). Olusabilecek
cesitli mutasyonlar ve homolog olmayan kromozomlar arasi parca degisimi gibi
DNA molekiiliinii farkli sekillerde etkileyebilmekte ve sonugta bireyler arasinda
farkli uzunluklara sahip DNA pargaciklar1 elde edilmektedir. DNA pargaciklarinda
meydana gelen uzunluk farkliliklar jel elektroforezi, hibridizasyon ve goriintiileme

isleminden 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 friinlerine spesifik alleler olarak
tanimlanmistir. ARMS bir ¢ok allelik sistemin spesifik bir {iyesini amplifiye etmek
i¢i tasarlanabilir. ARMS’1in en Onemli avantaji amplifikasyon adimiyla diagnostik
adim birlikte olmasidir. Rutin tani i¢in ¢ogu kez yararli bir yontemdir. Fakat

amplifikasyon ve tani adimlari bir sistemde sonuglanir fakat diger yoOntemlerle
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kiyaslandiginda bu iki adim giiclii degildir. Ayristirmay1 restriksiyon enzimleriyle

analiz takip etmektedir.

4.4.1.3. Primer Uzamasi (Primer Extension, SNaPshot)

Primer uzamasit yoOnteminde kalip DNA dizinine komplementer olan spesifik
deoksiriboniikleotidlerin (ANTP) DNA polimeraz enzimi ile baglanir. Primer uzama
reaksiyonlar;; minisekanslama veya tek baz uzama reaksiyonu (SBE-single
baseextension), pirosekanslama (pyrosequencing) ve allel-spesifik uzama reaksiyonu
olmak {izere ii¢ grupta incelenebilir. Bunlardan ilki olarak minisekanslama
reaksiyonunda DNA polimeraz tarafindan polimorfik baza komplementer olan
ddNTP’lerin eklenmesi ile SNP noktasi belirlenir. ikincisi olarak allel spesifik uzama
reaksiyonunda eger primer, kalip DNA ile miikkemmel sekilde eslesirse DNA
polimeraz ¢ogaltma islemini yapar. Son olarak pirosekanslama yonteminde ise bir
enzim kaskat sistemi kullanilarak sentez teknigiyle yapilan bir dizileme islemidir.

DNA polimeraz reaksiyonuna dayanir (Kwok 2001).

4.4.1.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi yontemi bireyler arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde
kullanilan etkin bir yontemdir. DNA dizi analizinin genetik temeli 1970’1li yillarda
ortaya konan iki farkli yonteme dayanmaktadir. Bunlardan ilki Maxam ve Gilbert
(1977) tarafindan ortaya konan ve bazi niikleotidlere (A, T, C ya da G) 6zgi

kimyasal kesim reaksiyonu temelinde gelistirilen yontemdir.

Maxam-Gilbert yonteminde dizi analizi yapilacak hedef DNA bdlgesinin ug kisimlari
radyoaktif madde ile etiketlenmekte ve bazlara 6zgiin noktalardan kesim yapabilen
cesitli kimyasal maddeler ile DNA molekiili 4 ayr1 reaksiyon alt grubunda
incelenmektedir. Bu islemin sonunda G niikleotidi ile son bulan farkli uzunluklarda
DNA pargaciklart elde edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel elektroforezi ile
parcaciklar ayrilmakta ve otoradyografi ile goriintiilenmektedir. Diger {i¢ niikleotide
0zgii benzer reaksiyonlar da yapilarak elde edilen pargaciklar jel elektroforezi ile
ayrilmaktadir. En son olarak otoradyografi sonucu goriintiilenen bantlardan

yararlanilarak DNA dizisi elde edilmektedir.
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Sanger yontemi olarak bilinen diger bir DNA dizi analizi yontemi, giliniimiizde
kullanilmakta olan otomatik DNA dizi analizi tekniklerinin Onciisii olarak kabul
edilmektedir. Bu yontem laboratuvar ortaminda (in-vitro) gergeklestirilen DNA
replikasyonu igleminin  kontrolli bir sekilde yarida kesilmesi temeline
dayanmaktadir. ikili sarmal DNA tek eksenli hale getirilmekte ve hedef DNA
bolgesinin bir boliimii ile komplementer olan kisa bir DNA pargacigi, bu bolge ile
hibrit olusturmaktadir. Bu primer/hedef DNA (template) karistmi DNA polimeraz
enzimi tarafindan katalize edilen ve primere yeni niikleotidlerin ilave edilmesi
temelinde 4 ayri reaksiyon alt grubunda incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4 tip
deoksiniikleotidlere (dA, dC, dG ve dT) ilave olarak deoksintikleotidlerde var olan 3'
OH grubunu tasgimayan dideoksiniikleotidler (ddN) de bulunmaktadir. Yeni
sentezlenen DNA molekiilii, ya primerin u¢ kismi etiketlenerek ya da sentez
sirasinda etiketli deoksiniikleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale getirilmektedir.
Yeni DNA eksen sentezinin yapilmasi niikleotidlerin serbest 3' OH grubuna
eklenmesi ile devam etmekte ve uzayan eksene ddNTP eklendigi zaman eksen
uzamasi devam edememektedir. Polimeraz reaksiyonu, ddNTP’lerin nadir ve rastgele
ilave edildigi durumlarda yiiriitiilmekte ve ayrica farkli bazlarda sonlandirilan farkh
uzunluklarda DNA molekiilleri seti elde edilmektedir. Her bir reaksiyon grubuna ait
parcacik seti, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmakta ve otoradyografi ile
goriintiilenerek dogrudan jelden okunmaktadir. PZR yontemi bulunmadan Once,
genler biyolojik vektorlere klonlanip, dizi analizi igin uygun hale getirilmekteydi.
Ancak PZR ile bu zor ve zaman alic1 islemler yapilmadan dizi analizi reaksiyonunda
primerler ile cogaltim yapilmakta ve jel elektroforezi ile dogrudan sonuca

gidilebilmektedir (Avise 2004).

4.4.2. indirekt Mutasyon Tarama Yontemleri
4.4.2.1. SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

SSCP yonteminde PZR iiriinleri denatiire edilir ve poliakrilamid jel elektroforezine
uygulanir. Bu durumda DNA’nin tek zinciri niikleotit igerigine bagli olarak sulu
ortamda yeni bir konformasyona sahip olmus olacaktir. SSCP yontemini belirlemek
icin analiz edilecek DNA par¢asinin uzunlugu, elektroforez sirasinda tercih edilen
sicaklik, PZR denatiirasyon yontemi, jelin 6zellikleri, mutasyon tipi ve bulundugu

yer dnemlidir.
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4.4.2.2. Heterodupleks Analizi (Heteroduplex Analysis - HA)
Normal ve mutant DNA’lar arasinda heterodupleksler olusturulur. Ozellikle DNA

yanlis eslenme nedeni ile biikiiliir ve balonlagir. Denatiiran igermeyen poliakrilamid
jellerde homodupleksler ve heterodupleksler farkli hareket ederler. Analiz edilecek
DNA biiyiikliigii 200-600 bg’dir. Mutasyon saptama orani %80’dir. En Onemli

dezavantaj1 bu cihazin ¢ok pahali olmasidir.

4.4.2.3. DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography)

Tanimlanmis mutasyonlarin genetik tansinda kullanilan bir analiz sistemidir. Cift
iplikli DNA 1iire veya poliakrilamid gibi denatiire edici bir ajanin artan
konsantrasyonlarinda ve 60°C’de elektroforeze uygulanmasiyla gergeklestirilir.
Erime sicakligina gére DNA’da bulunan domainler ayrilir. Domainlerdeki ipliklerin
ayrilmast DNA’nin elektroforezdeki hizin1 azaltir. Bu yontemle en fazla 1000 bg
biiyiiklikteki DNA analiz edilir. Hizli ve otomize bir tarama metodudur.
Mutasyonlar, olusturulan hetero ve homodupleksler karisimma gore karakterize

pikler yoluyla gézlemlenir.

4.4.2.4. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi (High Resolution Melting-HRM)

Es zamanli (Real-time) PZR’1n kullanima girmesiyle birlikte 1997°de gelistirilen bir
yontemdir (Lay ve Wittwer 1997; Ririe ve ark. 1997). High-resolution melting
(HRM) analizi, sekans varyantlarinin mutasyon taramasi icin gii¢lii ve kullanilabilir
bir yontemdir. Mutasyon taramasi, ve genotiplendirme basta olmak iizere
asosiyasyon c¢aligmalari, genetik haritalama, aday gen taramasi ve DNA metilasyon
analizi gibi birgok calismada kullanilabilmektedir. Cift zincirli DNA erime sicakligi
artmasiyla florasan degisiklikleri saptanabilir ve wild-tip (yabanil) ile heterozigot
orneklerin erime noktalarinda kolaylikla farklilagmalar olabilir. HRM yontemi yeni
nesil mutasyon tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diger goriintiileme
methotlariyla kiyaslandiginda maliyeti diisiik ve ekonomik agidan Onerilmektedir.
HRM yontemi bir kapali tlip sistemidir. Bununla birlikte, HRM ydntemi molekiiler
tan1 ve klinik amaglh arastirmalar i¢in hizli mutasyon taramasi sonuglar1 alabilmek

icin kullanilabilmektedir.
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4.4.2.4.1. HRM yontemi hakinda genel bilgiler

Bireysel ve popiilasyonlar arasinda genetik varyasyonlar1 anlamak ve tanimlamak
genomik sahasinda onemli bir amagtir. Bir bireyin tek genetik profili, bir hastaliga
duyarliligimmi veya 6zelligini ortaya koymaktadir. Bu ylizden HRM yasam bilimleri
arastirmalarinda goriintiillemede kullanimi hizli bir sekilde artmaktadir. Bir hastaliga
duyarli genin arastirllmasinda ilk adim o genin ekzon ve intron bdlgelerindeki
mutasyonlar1 goriintiilemektir (Nguyen-Dumont ve ark. 2009). HRM ydntemi yeni
nesil mutasyon tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diger goriintiileme

methotlariyla kiyaslandiginda maliyeti diisiik ve ekonomik ac¢idan dnerilmektedir.

HRM, son zamanlarda bir varyantin klinik mutasyon taramasinda ve genotipik
uygulamalarda test edilmekte olup, duyarli ve ekonomik bir yontemdir. Son yillarda
rapor edilmis tanimlanmig HRM analizi ile hastaliga sebep olan genlerin gosterildigi
calismalar yaymlanmistir. Ayrica genetik hastaliklarn HRM analizi PZR sonra
hizlica yapilmaktadir. HRM yontemi; metilasyon analizi, genotipleme, mevcut
mutasyon gorintiileri ve kiiclik dizi farkliliklarina dayanan niikleik asit tiirlerini
ayirmak i¢in DNA erime egrileri olusturmaktadir (Nguyen-Dumont ve ark. 2009).
HRM yontemi tek bazlik sekans varyasyonlarini veya bilinmeyen genetik
mutasyonlart Ornegin tek niikleotit degisimleri veya c¢oklu baz degisimlerini
insersiyon, ve/veya delesyonlar1 arastirmak i¢in kullanilabilmektedir. HRM
yontemiyle mutasyon goriintiilleme, sicaklik artimiyla DNA davranislar iliskisine
dayalidir. Florasan boyalar ¢ift zincirli DNA’da sinyal modifikasyonlarina yol agar.
HRM yonteminde erime profilleri yabanil tip ile homozigot-heterozigot
varyasyonlar1 arasindaki ayrimda 6zel bir sekans ortaya koyar (Graham ve ark.
2005). Diger dizileme (sekanslama) yontemleri gibi ¢gok zaman alic1 ve laboratuvar is
yikii kapsamamaktadir. HRM yontemi hizli ve bir kapali tiip sisteminde
mutasyonlarin varligini ortaya ¢ikarmaktadir. Bunun esas nedeni HRM’ nin PZR’1n
tamamlanmasindan sonra aym tiipte gerceklesiyor olmasidir. Ayrica bu yontemde
kapal1 tiip sistemi kolaylik saglamakta ve kontaminasyon riskini de azaltmaktadir.
Bununla birlikte DNA mutasyonlarinin jel ya da matriks ayrimina gerek duymaksizin
soliisyon i¢inde saptanmasina olanak saglamaktadir (Wittwer ve ark. 2001) ve analiz

stiresinini de azaltmaktadir. HRM’nin giicii, cihazin sicaklik kontroliine, sicaklik ve
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florasan Ol¢imiine (Herrmann ve ark. 2006), florasan boyalara (Wittwer ve ark.
2003) ve PZR iriiniiniin safligina (Montgomery ve ark. 2007) baglidir. Cihazin
yiiksek ¢oziiniirliikk kapasitesi, hassas 6l¢iim saglamaktadir. Hassa Ol¢lim, artan her
0,1-1.0 derece sicakligin neden oldugu florasan siddeti degisiminin kayit
edilebildigini ifade etmektedir. Bu bize denatiirasyonun ne kadar iyi takip

edilebildigini gostermektedir.

HRM yonteminde veri eldesi ve analizi PZR’dan sonra 10-15 dk icinde
gerceklesmektedir. Veriler 2 sn’deki 0,1-1 derecedeki 1,0 derecelik sicaklik artigina

karsilik olusan florasan siddeti degisiminin Ol¢iilmesi ile elde edilmektedir.

HRM yoénteminin bir ¢ok alanda kullanimi kiiciik amplikon genotiplemeyi, isaretsiz
prob genotiplemede, metilasyon analizlerinde, snapback primer geneotiplemede,
sekans karsilastirmalar1 gibi alanlarda kullanim1 mevcuttur (Erali ve Wittwer, 2010;
Erali ve ark. 2008). Bununla birlikte, HRM yoOnteminin esas kullanim alani gen

taramasidir.

HRM analizinde, c¢ift zincirli DNA’y1 tek zincirli DNA’dan floresan sinyal
siddetindeki degisimle ayirt etmemizi saglayan boyalar kullanilmaktadir. Ciinkii
DNA denatiirasyonunun dogru bir bi¢gimde takip edilebilmesi, floresan sinyalin
dogru 6l¢iilmesine baglidir. Bu durumu, DNA molekiiliiniin floresan boya ile olan
doygunlugu saglamaktadir. HRM analizi i¢in ikinci nesil boyalar kullanilmaktadir
(SYBR Green | gibi). Fakat bu boyalarin yiiksek konsantrasyonda kullanilmas1 PZR
inhibitori etkisi gosterirken, diisiik konsantrasyonda kullanimi heniiz denatiire
olmamis bolgelere yeniden baglanmalariyla sonuglanmaktadir. Yani floresan siddeti
yanlis Ol¢iilmiis olmaktadir. Tm derecesi hassasiyeti de azalmaktadir. Son
zamanlarda bazi {cilincli nesil boyalar gelistirilmistir (LC Gren, Eva Green ve
SYTQO9 gibi). Bu boyalarin ise en oOnemli Ozellikleri inhibitér etkilerinin
olmamasidir. Bu boyalar yiiksek doygunlukta olup, HRM analizinin saptama

hassasiyetini arttirmaktadir (Herrmann ve ark. 2006; Wittwer ve ark. 2003).
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DNA Tm Derecesi

DNA, birbirine 3-5' fosfodiester baglariyla bagli dort, deoksiniikleotidin meydana
getirdigi iki komplementer niikleik asit zincirinden olusan c¢ift zincirli bir
molekiildiir. iki zincir birbirine adenin ile timin bazlar1 iki hidrojen bagiyla ve guanin
ile sitozin ii¢ hidrojen bagiyla baglidir. Bu hidrojen baglarin kirilmasiyla DNA
denatiirasyona ugramaktadir. DNA c¢ift zincirinin 50%’sinin birbirinden ayrilmasi
icin gerekli olan sicaklik derecesi, DNA “’Tm derecesi’’ olarak tanimlanmaktadir.
Bu DNA ¢ift zincirinin tamamen birbirinden ayrilmasina ‘denatiirasyon’
denmektedir (SantaLucia ve Hicks, 2004). Bilindigi gibi DNA boyutu ve GC igerigi,
DNA’nin kararliligin1 belirlemektedir. GC arasindaki hidrojen bagi sayist AT
arasindaki hidrojen bagi sayisindan fazla oldugu i¢in GC’den zengin bir DNA’nin
Tm derecesi, AT den zengin DNA’nin Tm derecesinden yiiksektir. DNA baz
dizisinde meydana gelen farkliliklar, DNA’sarmalinin  kararhiligim1i da
farklilastirabilir. DNA’daki baz farklilagmasina bagli mutasyonlar normal DNA
dizisine gore Tm derecesi artabilmekte yada azalabilmektedir. DNA baz dizisinde
meydana gelen £1%’lik GC degisimi, Tm derecesini +0,4°C degistirmektedir
(Benjamin 1997).

HRM egrisi (denatiirasyon egrisi)

Sicaklik artiginin ¢ift zincirli DNA {izerindeki yarattig1 etkinin, floresan siddetinde
olusan degisiklikle takip edildigi egrilere ‘denatiirasyon egrisi’ denmektedir (Sekil
15). Denatiirasyon egrisi belirlenen denatiirasyon araliklari icin HRM analiziyle elde
edilen veriyi sunmaktadir. Bu veri 2 sn’lik zaman dilimlerinde 0,1°C’lik sicaklik
artisina karsilik gelen floresan siddetindeki degisimdir. X ekseninde sicaklik ve Y
ekseninde floresan degerleri c¢izilen egrilerdir. HRM analizinde artan sicaklik
artisiyla birlikte DNA ¢ift sarmal zincirleri ayrilmaya bagladigi i¢in floresan siddeti
yavas yavas azalmaktadir. Ayrica sicaklik DNA ¢ift zincilerinin %50’sinin ayrildig

noktaya ulastifinda floresan sinyal hizl1 bir azalmaya gegmektedir.
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Sekil 15: Denatiirasyon egrisi analizi. DNA denatiire oldugunda floresan sinyal
hizlica diiser. Tm derecesi, denatlirasyon egrisinin kirilma noktasidir ve en kolay
tiirev egrinin tepe noktasindan belirlenmektedir. Ilgilenilen ekzonun PZR iiriiniiniin
boyutu primerdimer (PD)’den daha biiyiiktiir ve daha yiiksek sicaklikta denatiire
olur. Kubista ve ark.’ndan (2006) alinmistir

Denatiirasyon Egrisi Analizi

HRM yontemi, ornekteki heterodupleks ve homodupleks DNA tiirlerinin varligim
yansitabilen yiiksek c¢ozinlirliiklii denatiirasyon egrilerinin  degerlendirilmesi
esansina dayanmaktadir. Bu yontemde bilinmeyen DNA o&rnekleri, normal oldugu
bilinen 6rneklerle mukayese edilerek DNA mutasyonlar1 saptanmaya calisilmaktadir
(White ve Potts 2006). Yani DNA 6rneklerinin denatiirasyonlar1, normalize ve tiirev
egrilerle gosterilmektedir (Wittwer ve ark. 2003; Graham ve ark. 2005). Farkh
genotipteki &rnekler farkli denatiirasyon davranisi sergilemektedir. Ornegin
homozigot DNA o6rneklerindeki dizi degisiklikleri normal ile karsilastirildiginda, Tm
degisimi olusturmaktadir (Liew ve ark. 2004; Palais ve ark. 2005). Homozigot DNA
ornekleri genel olarak keskin ve simetrik denatiirasyon egrilerine sahipken,
heterozigot DNA oOrnekleri ise, Tm degisiminin yan1 sira egride sekil degisikligi de
meydana getirmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde heterozigot Ornekleri homozigot

orneklerden ayirmak daha kolay olmaktadir (Graham ve ark. 2005) (Sekil 16).
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Sekil 16: Heterozigot 6rnegin denatiirasyon analizi. PZR’den sonra heterozigotlar
icin dort dupleks olusmaktadir: iki homodupleks ve iki heterodupleks.
Heterodupleksler kararsizliklart nedeniyle homoduplekslerden daha diisiik Tm’e
sahiptir. Heterozigot denatiirasyon egrisi, heterodupleks ve homodupleks
denatiirasyon egrilerinin birlesimidir. Montgomery ve ark. (2007)’ndan alinmistir.

Bir PZR {iirlinii, normal veya homozigot olarak mutasyon tasiyan ornekler icin tek
homodupleksten olusmasina ragmen, heterozigot 6rnekler i¢in iki heterodupleks ve
iki homodupleks formdan olugmaktadir. Bu durum heterozigot PZR {iriinlerinin
normal ve mutasyon tastyan alleleri bir arada tagimasindan kaynaklanmaktadir.
4.4.2.4.2. HRM yontemiyle yapilmis calismalar

HRM ilk kullanimindan itibaren ¢esitli uygulama alanlarina girmeyi basarmuistir.
HRM bu birgok alandaki kullanimina bagli olarak oldukg¢a gelisim kaydetmistir.
HRM yontemi mikrobiyolojik uygulamalarda, kanser hastaliklarinda ve bir c¢ok
genetik hastalikta kullanimi s6z konusudur. HRM yontemi basta tek niikleotit
polimorfizimleri olmak {izere, bilinmeyen mutasyon taramalarinda, insersiyonlarin
veya delesyonlarin saptanmasi ve genotipleme amaciyla siklikla kullanilmaktadir.
Otozomal resesif, otozomal dominant ve X’e bagli insan genetik hastaliklarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger hastalarinda epidermal
bliylime faktorii reseptorlerin mutasyonlarinin saptanmasinda kullanilmaktadir.
Bunlarin disinda kolorektal karsinomalarinda, sistemik sklerosis hastalarinda

polimorfizim taramalarinda 6nemli role sahiptir.
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Proukakis ve ark. (2013) Parkinson hastaliginda somatik alfa syniiklein
mutasyonlarin taramasini HRM yontemiyle degerlendirmisler. Akiyoshi ve ark.
(2013) kolorektal karsinoma hastalarinda KRAS mutasyon taramasini HRM
yontemiyle gerceklestirmisler. Bazsalovicsova ve ark. (2013) mitokondride coxl
haplotipleri bu yontemle belirlemisler. Mikeska ve ark. (2013) yumurtalik kanserinde
PALB2 metilasyonlarin1 degerlendirmisler. Guedes ve ark. (2013) metastatik
kolorektal kanserde KRAS, BRAF ve PIK3CA mutasyonlarini taramislardir. Liu ve
ark. (2013) prostat kanserinde IL-18 geninde promotordeki polimorfizimleri
saptamiglar. Shah ve Seedhouse (2012) akut miyeloid 16semi hastalarinda ilag
duyarliligi ve TP53 mutasyon siklig1 arasindaki iliskiyi degerlendirmisler. Ahmed ve
ark. (2013) ailesel hiperkolesteroleminin genetik spektrumunu bu yodntemle
degerlendirmisler. Zhang ve ark. (2013) astim hastalarinda integrin f3 (ITGB3)
genindeki tek niikleotit polimorfizimleri arastirmiglar. Silva ve ark. (2013)
Mycobacterium tuberculosis’teki rpoB mutasyonlarini saptamak igin kantitatif es
zamanli PZR ve HRM yontemlerini kullanmiglar. Kang ve Sim (2013) Culex pipiens

complex tiirlerin tanimlanmasinda HRM yonteminden yararlanmislar.

4.4.2.4.3. HRM yonteminin genetik hastahklardaki kullanim

HRM yonteminin amplikonlari, DNA erimesi iizerinde DNA baglayict boyalarin
emdirilmesindeki varligina baghdir. Soliisyonun sicakligi arttirilirken, amplikonlarin
spesifik sekanslari erime davramiglariyla belirlenir. Florasan sinyal sicakliga karsi
hedeflenirken, florasan yogunlugu cift zincirli DNA’da azalir, tek zincirli DNA da
ise artar. Gen taramasi heterozigot sekans modifikasyonlarindaki erime egrisindeki
degisikliklerin fark edilmesine baglidir. HRM yonteminin insan genetik hastaliklarin
saptanmasinda en yaygin kullanimi otozomal resesif, otozomal dominant ve X’e

bagli hastaliklardir.

HRM yontemi ile gen taramasi DNA sekanslamasindan daha hizli ve giivenilirdir.
DMD ve BMD X’e bagli resesif hastaliklarin saptanmasinda da kullanilmaktadir
(Den Dunnen ve ark. 1989). Diger X’e bagli genetik hastaliklar Fabry hastalig1 ise
GLA genindeki mutasyonlara baglidir. GLA geninde 500°den fazla mutasyon Fabry
hastaligiyla iligkili oldugu belirtilmistir (Hwu ve ark. 2009). HRM yontemi GLA
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genindeki bilinen bilinmeyen genetik degisiklikleri tanimlamada kullanilmaktadir
(Bono ve ark. 2011; Colomba ve ark. 2012). Ayrica X’e bagli Charcot-Marie-Tooth
(CMT) tip 1 hastahginda, GJB1 geninde 296 ornek degerlendirilmis
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.). HRM yontemi sayesinde bu gendeki 23
mutasyon basarili bir sekilde saptanmistir (Knnerson ve ark. 2007).

Glikoz 6 fosfat eksikligi (G6PD) bir X’e bagli kalitsal bir hastaliktir. G6PD ile
iligkili 174  mutasyon etnik  popiilasyonlar  arasinda  tanimlanmustir.
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, Erisim tarihi:10.11.2013). iki ¢alismada (Joly ve
ark. 2010; Yan ve ark. 2010) HRM yontemi kullanilarak G6PD mutasyonlari
gosterilmistir. Fakat Yan ve ark. (2010) Cinli popiilasyonda G6PD eksikligiyle
iligkili mutasyonlarin %50 ile %60 arasinda en yaygin iki varyantin G1388A ve
G1376T oldugunu rapor etmislerdir. HRM yontemiyle X’e bagli kronik
granulomatous hastaligida CYBB geniyle iligkili oldugu belirlenmistir (Hill ve ark.
2010). Bu calismada ise 19 farkli mutasyon ve 10 yeni mutasyon bulunmustur.

Marfan sendromunda 926 mutasyon saptanmistir (Hung ve ark. 2009).

HRM yontemi, otozomal dominant bir hastalik olan Noonan Sendromuyla iligkili
PTEN genindeki mutasyonlar1 ortaya ¢ikarmistir (Lo ve ark. 2009). Bu raporda ise
10 bilinen ve 9 bilinmeyen mutasyon saptanmistir. Ayrica otozomal dominant bir
hastalik olan Myotonik distroffi ve Tip 1 DM ile iliskili Alu elementlerinde 5
problemli bélge tanimlanmistir (Radvansky ve ark. 2010).

Es zamanli PZR ile PZR iriinlerinin kombinasyonlarinda erime analizi ilk kez
LightCycler 480 (Wittwer ve ark. 1997) gosterilmistir. Alisilmis DNA analiz
tekniklerinin  aksine bu yoOntemde wuzun prosesler veya ayristirmalar
bulunmamaktadir. Cift zincirli stabil DNA, soliisyon sicakligi arttiginda SYBRS
Green florasan ile goriintiilenmektedir. Biitiin PZR’a dayali tekniklere benzer genis
insersiyonlar veya delesyonlar HRM ile gen taramasi sirasinda saptanamamaktadir.
Bu yiizden multiplex ligasyon proba bagimli amplifikasyonlar veya kantitatif PZR
gibi gen dozajini belirlemeye yonelik ek tekniklere gereksinim duyulmaktadir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Kullanilan Aletler

Otomatik Mikropipetler, Gilson (Fransa)

Is1 Blogu, Techne DB-ZA (Ingiltere)
Sogutmal1 Santrifiij [EC, MP4R (A.B.D.)
Ph Metre, WTW (Almanya)

Is1 dongii cihazi (Biomtra, ABD)

Manyetik Karistirici, Elektro-Mag (Tiirkiye)
Hassas Terazi, Mettler AT261 (isvigre)
Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)
Mikrosantrifiij, [IEC Micro-MB (A.B.D.)
Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)
Etiiv, Heraeus (Almanya)

Laminar Flow, Ozge A.S (Tiirkiye)

Otoklav, All American (A.B.D)
Spektrofotometre, Unicam 8625 (ingiltere)
Kirik Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)
Buz Dolabi, Arcelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -200C, Philco (Tiirkiye)
Derin Dondurucu -800C, Thermo 702 (A.B.D.)
Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)

Isik Mikroskobu, Olympus (Japonya)

Light Cycler 480, Roche (Almanya)
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5.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

LightCycler 480 HRM Master, Roche (Germany)

Ependorf Tiip 1.5 mL, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2.0 mL, Axygen (A.B.D.)

Falkon Tiip 50 mL, TPP (Isvigre)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvigre)

Pozitif Yiiklii Lam, Citoglas (Ingiltere)

Lamel, Iso Therm (Tiirkiye)

Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Filtreli Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Serolojik Pipetler (5mL, 10mL, 25 mL), Axygen (A.B.D.)

High Pure miRNA Izolasyon Kiti, Roche (Almanya)

Peroksidaz Deteksiyon Sistemi Kiti, Novacastra (Ingiltere)
Universal RT MicroRNA PZR Sybr Green Master mix, Exigon (A.B.D)
Universal cDNA Sentez Kiti, Exigon (A.B.D)

Kuvartz kiivetler

5.3. Kullanilan 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,
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’



5.4. Kullanilan Cozeltiler
Calismada asagidaki ¢ozeltiler kullanilmigtir.
10X TBE (Tris Buffered EDTA)
1L i¢in;
54 g Tris baz
27 g borik asit (pH 8,0)
20 ml 0.5 M EDTA

Bir miktar su ile ¢ozdiikten sonra ¢ozelti 1 L’ye tamamlandi.

5.5. Kullanilan materyaller

Bu calisma, daha 6nce tamamlanmis olan ve danismanligim1 Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Ogretim Uyesi Prof. Dr. Bahadir GULLUOGLU’ nun
yaptigi Dr. Tolga OZMEN’in “MEME KANSERI ILE OTOIMMUN TiROID
HASTALIGI ILISKiS; HORMONAL FAKTORLER VEYA TIROGLOBULIN
GEN POLIMORFiZMI ORTAK ETKEN OLABILIR Mi?” bashikli uzmanlik tez
caligmasi i¢in toplanmis olan meme kanseri hasta 6rneklerinden elde edilen DNA ve
RNA materyalleri ile yapilmistir. Ayrica calismamizda 6rnek sayisini arttirmak adina
yiiriitiiciiliigiinii Dog.Dr. Mustafa AKKIPRIK’in yaptig1 111S161 nolu ve “Meme
Kanserinde Insulin-Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayan Protein-5 (IGFBP5) ile
Etkilesen Proteinlerin Tanimlanmas1” baslikli TUBITAK projesi i¢in toplanmis olan

meme kanseri 6rnekleri de kullanildi.

5.6. HRM yontemi ile PIK3CA yeni mutasyonlarin belirlenmesi
PIK3CA geni ekzon 9 ve 20 bolgeleri HRM yontemi ile ¢alisildi. PZR ile cogaltilan

DNA o6rneklerinin HRM analizleri yapilmistir. HRM analizi, PZR ile ayn1 reaksiyon
tiptinde PZR’yi takiben ~15-20 dk’da gerceklestirildi. LC480 HRM master Kit
kullanilarak deney gergeklestirildi. HRM analizi, ¢alisilan tiim amplikonlar ig¢in
10°C’lik denatiirasyon araliklarinda her 2 sn’de 0,1°C sicaklik artisiyla otomatize bir

sistemde gerceklestirildi.
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5.6.1. PIK3CA Mutasyonlarin HRM Yontemi ile Analizi

DNA ikili ipliginin 1s1 ile agilmasi sirasinda herhangi bir baz degisimi varliginda,
ortamdaki iki farkli floresan boyar maddenin de yardimiyla bu bolgelerde yaydiklar
istiimin anhik izlenmesiyle normalden farkli pikler olusmaktadir. Olusan bu pikler

‘erime egrisi’ olarak adlandiriimaktadir.

1.DNA’larin sulandirilmasi:

ul’sinde 4 ng olacak sekilde toplam 40 pl ara stoklar hazirlandi.

2.Primerlerin sulandirilmasi:

- Ana stoklar 40 pmol/ pl olarak hazirlandi.
- Arastoklar 10 pmol/ pul ve toplam hacim 100 pl olacak sekilde hazirlandi.
- PZR’i¢in 0,2 uM kullanildi (20 pl hacimde).

1. MgCl,’iin sulandirilmasi:

Ana stogumuzda MgCl, konsantrasyonu 25 mM’dii.
PZR konsantrasyonu 20 pl i¢cin 3 mM olacak sekilde sekilde hazirlandi.

2. HRM Karisimi (mix)

dH20 1,8 ul

Master mix 10 ul (1X)
Primer F 0,4 ul (0,2 uM)
Primer R 0,4 ul (0,2 uM)
MgCl, 2,4 ul (0,2 mM)
DNA 5 ul (20 ng)
TOTAL: 20 pul
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HRM mix hazirlanmasi ve deney isleyisi:

1.
2.
3.

Once toplam 6rnek sayis1 (nX) kadar dH20 konur.

Toplam 6rnek sayist (nX) kadar master mix ilave edilir.

Toplam 6rnek sayisi (nX) kadar primerler (F ve R) ilave edilir. (eklenmeden
once primerler spin edilmeli)

Toplam 6rnek sayis1 (nX) kadar MgCl; ilave edilir.

96’lik plate ¢alisilacak 6rnek sayisi kadar kuyucuga HRM-RT-PZR mixden
15 pl konur.

6. Mixin konuldugu her bir kuyucuga 5 pl DNA 6rneklerinden konur.
7.
8
9

Blanke sadece su konur.

. Plate’in iistii kapatilir.
. 3000 rpm de 2 dk santrifiij edilir.

10. Plate LC480 cihazina yerlestirilir.

11. HRM programi ayarlanir ve program baslatilir.

12. Goriintiileme: Sonuglar icin HRM sonras jel gerekmemektedir. Program

yazilimu ile degerlendirme yapilir ve ¢ikti alinir.

HRM programi: pre-inkiibasyon 95°C’de 10 dakika; Amplifikasyon 95° C’de 10
saniye, 65°C’de 15 saniye ve 72°C’de 10 sn; HRM 95°C’de 1 dakika, 40°C’de 1 dk,
65°C’de 1 saniye, 95°C’de devam; Soguma 40°C’de 10 saniye.

PZR Yontemi
Mutasyon olabilecegi tahmin edilen Ornekler ya dogrudan HRM ydntemindeki

triinlerden sekans analizine gonderilir ya da konvansiyonel PZR yontemiyle

amplifiye edilir. Bu c¢alismada sekans analizinden once konvansiyonel PZR

reaksiyonu gergeklestirildi. Sonrada etidyum bromiir kullanilarak jel elektroforezinde

(%2’lik agaroz jel) yiiriitiildii ve UV’de goriintiilenerek dogrulandi. Bu asamadan

sonrada sekans analizine gonderildi. PZR islemi i¢in HRM yonteminde kullanilan

primerlerin disinda primerler kullanildi.
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PZR Program
PZR programimiz 39 siklustan olusturuldu. 100 ng genomik DNA 6rnegi kullanildi.

Ekzon 20 i¢in PZR Programu:

Denatiirasyon 94 °C’de 1 dk, annealing 53°C’ de 1 dk, uzama safhasi 72 °C’ de 1 dk’
da ve son uzama safhasi ise 72°C’de 5 dk olarak thermal cycler (1s1 dongiisii)
cihazinda gergeklestirildi. Sonra PZR triinleri agaroz jel elektroforezinde etidyum

bromiir kullanilarak UV’de goriintiilenerek dogrulandi.

Ekzon 9 icin PZR Programi:

Denatiirasyon 94 °C’de 1 dk, annealing 56°C’ de 1 dk, uzama safthas1 72 °C’ de 1 dk’
da ve son uzama sathasi ise 72°C’de 5 dk olarak thermal cycler cihazinda
gerceklestirildi. Sonra PZR iriinleri agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir

kullanilarak UV’de goriintiilenerek dogrulandi.

5.7. DNA/RNA/Protein saflastirma
AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit or QIAGEN kitini kullanildi ve yapilan
islemler asagida belirtildigi gibidir.

Her 1ml i¢in RLT Buffer’a igin 10 pl -Merkaptoetanol (8-ME) eklendi.

Her 1ml i¢in Buffer ALO’a 8 mg Dithiothreitol (DTT) eklendi.

Buffer RPE, Buffer AW 1, and Buffer AW2 ‘e etanol (%100) eklendi.

EB buffer kullanilmadan 6nce optimal DNA eliisyonu saglamak i¢in 70°C’e kadar
1s1t1ld1
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Prosediir

Ornek Dagitimi ve Homojenizasyonu

1. 30g doku alindi.

2. Dokular pargaland1 ve lizat RLT bufferda homojenize edildi.

3.a) 600 ul RLT buffer uygun tiipe konmus dokuya eklendi. Tek kullanimlik probun
ucu tiipe yerlestirildi ve lizat homojenize olana kadar tam hizda TissueRuptor
calisitirildi.

b) Dokular, bir adet paslanmaz celik top igceren 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
yerlestirildi. Oda sicakliginda tiiplere 600 ul RLT buffer eklendi. Tiipler Tissuelyser
Adapter Set 2x24’e yerlestirildi ve 20 Hz’de 2 dk calistirildi. Igteki tiipler disa distaki
tiipler ice yerlestirlip TissueLyser ayni hiz ve zamanda tekrar ¢alistirildi.

4. Lizat tam hizda 3 dk santariflij edildi. Siipernatan pipetle alindi ve 2 ml’lik
toplama tiiplerindeki AllPrep DNA spin kolonlara koyuldu. Kapaklar kapatilip 30sn
800xg’de santrifiij edildi.

5. AllPrep DNA spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine koyuldu ve oda
sicakliginda (15-25°C) bekletildi. Atik 6. Basamaktaki RNA piirifikasyonu icin
kullanildi.

Total RNA saflastirma

6. Tiiplere 430 pl %100’liik etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

7. 700 pl 6rnek 2ml’lik toplama tiipleri i¢indeki RNeasy spin kolonlara transfer
edildi ve kapaklar1 kapatildi. 15sn 800xg’de santrifiij edildi. Protein piirifikasyonu
icin atig1 2 ml’lik tiiplere aktarildi.

8. RNeasy spin kolonlara 700 pul RW1 buffer eklendi ve kapaklar kapatildi. 800x
g’de 12 sn santrifiij yapildi. Atik atildi.

9. RNeasy spin kolonlara 500 ul RPE buffer eklendi ve 800xg’de 15 sn santrifiij
yapildi. Atik atild.

10. RNeasy spin kolonlara 500 ul RPE buffer eklendi ve 800xg’de 2 dk santrifiij
yapildi. Atik atildi.

11. RNeasy kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. Tam hizda 1 dk

santrifiij edildi.
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12. RNeasy kolonlar yeni 1.5 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. 40 ul RNase-free
su direk olarak spin kolon membranina eklendi ve RNA’y1 yikamak i¢in 800X g’de 1
dk santrifiij edildi.

13. 12. basamak tekrarlandi.

Total protein ¢okeltme

14. 7. basamaktaki atiga 600 ul APP Buffer eklendi. Kuvvetlice karistirildi ve
proteinin ¢6kmesi i¢in oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakildi.

15. Tam hizda 10dk santrifiij edildi ve siipernatan dikkatlice aktarildu.

16. Protein pelletine 500 pl %70’lik etanol eklendi. Tam hizda 1 dk santrifiij edildi
ve silipernatan pipet yardimiyla uzaklastirildi.

17. Protein pelleti oda sicakliginda 10 dk bekletilerek kurutuldu.

18. 100 pul ALO Buffer eklendi ve protein pelletini ¢ézmek icin kuvvetlice
karigtirildi.

19. Proteinin tamamen ¢6ziinmesi ve denatiire olmasi icin ornekler 95°C’de 5 dk
inkiibe edildi. Daha sonra sogumasi i¢in oda sicakligina alindi.

20. Tam hizda 1 dk santrifiij edildi ve siipernatan daha sonraki analizler (western

blot) i¢in ayrildu.

Genomik DNA saflastirma

21. 5. Basamaktaki ayrilan AllPrep DNA spin kolonlara 500 ul AW1 buffer eklendi
ve 800xg’de 15 sn santrifiij edildi. Atik atild.

22. AllPrep DNA spin kolonlara 500 pl AW2 buffer eklendi ve spin kolon
membraninin yikanmasi i¢in tam hizda 2 dk santrifiyj edildi.

23. AllPrep DNA spin kolonlar yeni 1.5 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi. 100 pl
70 °C’e 1sitilmig EB buffer membranin tam ortasina gelecek sekilde direkt olarak
eklendi ve oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. DNA’y1 yikamak i¢in 800X g’de 1 dk
santrifiij edildi.

24. 23. Basamak tekrar edildi.
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DNA Dizi Analizi
Calismada mutasyon olabilecegi tahmin edilen 6rneklerin dogrulanmasi amaciyla yeni
primerler yardimi ile konvansiyonel PZR yapildi. Isisal dongii cihazinda konvansiyonel

PZR islemi yapildiktan sonra, dizi analizi hizmet alim1 seklinde gergeklestirildi.

Gen ekspresyon analizi
Es zamanli PZR yontemi kullanilarak IGFBP5S mRNA ekspresyon diizeylerine AC;

metodu kullanilarak house keeping gen ‘beta aktin’ ile normalize edilerek normal ve

tiimdr dokular ¢aligildi.

Istatistiksel Analiz

Ekspresyon degerlerinin istatistiksel olarak anlamlandirilmasinda Graphpad.Instat
programi kullanildi. Timor o6rneklerinde, IGFBPS5 ekspresyon diizeylerine ait
verilerin dagilimina en uygun ¢oziimleme yonteminin Mann Whitney U testi oldugu,
IGFBPS5 ekspresyonlarinin var/yok degerlendirmesinde ise Fisher’in kesinlik testinin
ve karsilastirmali Ki-kare testi ile belirlendi. Istatistiksel ¢dziimlemelerde p<0,05

degeri anlaml kabul edilerek, 0,95 giiven araliginda degerlendirme yapildi.
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6. BULGULAR

6.1. HRM
Bu calismada ilk 6nce 100 meme kanser drneginde HRM yontemiyle PIK3CA

genin mutasyon analizi gergeklestirildi. Bu 100 6rnek arasinda HRM analizi
sonucunda 37 tane mutasyon siiphesi olan ornek belirlendi. Analizlerde
’LightCycler®480 Gene Scanning module’ programi kullanildi. Ayni1 mutasyonu
tasiyan Orneklerin asagidaki LC480 software analizinde ayni gruptaki egrilerde
toplanmis olabilecegi disiiniildi (Sekil 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23).
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Sekil 17: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii
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Sekil 18: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Sekil 19: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii
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Sekil 20: Ekzon 20 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Sekil 21: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii
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Sekil 22: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonlarin software analiz gorlintiisii
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Normalized and Temp-Shifted Difference Plot
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Sekil 23: Ekzon 9 HRM sekans varyasyonlarin software analiz goriintiisii

6.2. Konvansiyonel PZR

HRM yontemiyle mutasyon tasima siliphesi olan Ornekler belirlenip ve
gruplandirildiktan sonra, bu 6rnekler dogrudan dizi analizine gonderilmeden 6nce
konvansiyonel PZR yontemiyle amplifikasyon gergeklestirildi. Ardindan agaroz
jel elektroforezinde yiiriitiildii ve etidyum bromiirle UV’de goriintiilendi (Sekil 24
ve Sekil 25)
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Sekil 24: Ekzon 9 PZR agaroz jel goriintiisii
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Sekil 25: Ekzon 20 PZR agaroz jel goriintiisii

6.3. Dizi analizi

Mutasyon tasima siiphesi olan ornekler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip
ardindan UV’de goriintiilendikten sonra dizi analizine gonderilerek tahmin edilen
orneklerdeki mutasyonlar teyit edildi (Sekil 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34) . 10
ornekte PIK3CA ekzon 9 ve 21 6rnekte ekzon 20 mutasyonu saptandi. Ekzon 9’da
Q546R, E542Q, E545K, E542K ve E545D; ekzon 20°de ise H1047L, H1047R,
T1025T ve G1049R mutasyonlari dizi analizi sonuglariyla tanimlandi.
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Sekll 26: Ekzon 20 dek1 H1047L mutasyonu
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Sekil 28: Ekzon 20°deki T1025T mutasyonu
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Sekil 29: Ekzon 20°deki G1049R mutasyonu
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Sekil 30: Ekzon 9’daki E542K mutasyonu
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sekil 34: Ekzon 9’daki E542Q mutasyonu

Dizi analizi sonucunda mutasyon tastyan toplam 31 6rnegin 21 (%67.74)’inin ekzon
20’de ve 10 (%32.26)’unun ise ekzon 9’da oldugu goriildi. Ekzon 20’de en ¢ok
H1047R (%77.3) mutasyonu saptanmasina karsin, ekzon 9’da ES45K (%60) en ¢ok

belirlenen mutasyondu (Tablo 4).
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Tablo 4. Meme kanserinde tanimlanan PIK3CA mutasyonlarin 6zeti

Ekzon Niikleotit 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)
Tanimlanan toplam mutasyon sayisi 32
Mutasyon tastyan toplam 6rnek sayist 31
Incelenen drnek sayis 100
Mutasyon tastyan drneklerin yiizdesi %31

Elde ettigimiz bulgulara gore 21 6rnekte ekzon 20 mutasyonlari, 10 6rnekte ekzon 9
mutasyonlari, bu drnekler arasinda iki 6rnegin hem ekzon 9 (E542Q) hem de ekzon
20 (H1047R) mutasyonu tasidigi ve bir Ornegin ise ekzon 20°de hem H1047R
mutasyonu hem de T1025T mutasyonu tasidigi belirlenmistir.

6.4. Gen ekspresyonu ve PIK3CA

Real time PZR yontemi kullanilarak IGFBP5 mRNA ekspresyon diizeylerine AC;
metodu kullanilarak house keeping gen ‘beta aktin’ ile normalize edilerek normal ve
timor dokular c¢alisildi. Bu IGFBP-5’in tiimorlii dokulardaki ekspresyonu ile
PIK3CA mutasyonu tastyip tastmama durumunlaria goére kasilastirma yapildiginda,
ozellikle IGFBP-5 ekspresyonu yiiksek olan orneklerde PIK3CA mutasyonu %35
oraninda, IGFBP-5 ekspresyonu diisiik olan orneklerde ise PIK3CA mutasyonu
%29.41 oraninda oldugu goriildii (Tablo 5).

76



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

Tablo 5: Tiimor dokusunda IGFBPS ekspresyonu yiiksek ve diisiik olan 6rneklerde
PIK3CA mutasyonlarinin goriilme oranlart;

PIK3CA durumu Yiiksek IGFBP5 Diisiik IGFBP5S
ekspresyonu ekspresyonu
(+-)
n (%) n (%)
PIK3CA (+) 7 (%35) 5 (%29,41)
PIK3CA (1) 13 (%65) 12 (%70,59)
Toplam n (%) 20 (100) 17 (100)

P: 0.9924 olarak bulundu ve anlamli bir iliski bulunamadi.

6.5. HER2 +/-, ER +/- ve PR+/- durumlariyla PIK3CA mutasyonlari arasindaki

iliski

Bu ¢alismada HER2 +/-, ER +/- ve PR+/- durumlariyla PIK3CA mutasyonlari

karsilastirildiginda anlamli bir iliski bulunamadi (Tablo 6, 7, 8)

Tablo 6: HER2 +/- ile PIK3CA +/- arasindaki iliskisi

HER2 PIK3CA (+) PIK3CA (-) Toplam
Durumu n (%) n (%) n (%)
HER?2 (+) 11 (%36) 20 (%64) 31 (%100)
HER 2 (-) 20 (%29,41) 49 (%70,58) 69 (%100)

p: 0,8201 olarak bulundu ve anlaml bir iliski bulunamadi.

Tablo 7: ER +/- ile PIK3CA +/- arasindaki iliski

ER PIK3CA (+) PIK3CA (-) Toplam
Durumu n (%) n (%) n (%)
ER (+) 27 (%33) 54 (%67) 81 (%100)
ER () 4 (%21) 15 (%79) 19 (%100)

p: 0,4113 olarak bulundu ve anlamli bir iliski bulunamad.
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Tablo 8: PR +/- ile PIK3CA +/- arasindaki iliskisi

PR PIK3CA (+) PIK3CA (-) Toplam

Durumu n (%) n (%) n (%)
PR (+) 26 (%34) 51 (%66) 77 (%100)
PR (-) 5 (%23) 17 (%77) 22 (%100)

p: 0,4368 olarak bulundu ve anlamli bir iliski bulunamadi.

6.6. PIK3CA mutasyonlari ile meme kanserinin molekiiler alt gruplar:

arasindaki iliski

Tablo 9: Meme kanserinin molekiiler alt tipleri ile PIK3CA arasindaki iliski

Patolojik grup PIK3CA (+) PIK3CA (-)
n(%) n(%)
Luminal A 8(%32) 17(%68)
Luminal B 10(%32) 21 (%68)
HER2 2 (%29) 5(%71)
Luminal-HER?2 9 (%38) 15(%62)
Bazal 2(%17) 10(%83)
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7. TARTISMA VE SONUCLAR

Meme kanseri, kanserin en yaygin formudur ve Amerika’da kadinlarda kanser
6liimlerinin ikinci en 6nemli sebebidir. Meme kanserinde epidemiyolojik ve genetik
faktorlerin 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir. Yapilan ilk calismalar meme
kanserinin duyarlilik ve risk durumunun, meme gelisimi sirasinda ortaya c¢iktigi
diisiiniilmekteydir. Bununla birlikte, bu kanser yolagi karsinogenezisle iliskili olan

normal meme proliferasyonu ve farklilagmasini icermektedir.

IGF sistemi hiicreleri apoptozdan korur ve normal hiicre fizyolojisinde ve kanser
gelisiminde O6nemli rol oynar. IGFBP’lerin hiicre biiylimesinde, hiicre 6liimiinde,
hiicre hareketinde ve dokunun sekillenmesinde Onemli fonksiyonlar1 oldugu
gosterilmistir. IGFBP-5’in ise meme kanser biyolojisinde ve 6zellikle meme kanser
metastazinda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir. Fakat IGFBP-5 ve meme kanseri
arasinda iligki tam olarak aciklanamamistir. Bu yolakta IGFBP-5’in anlasilmasi
meme kanser tedavisinin hedefe ulagsmasina katkida bulunmus olacaktir. Bu amagla
meme kanserinde IGFBP’lerin yedi iiyesininde ekspresyon ve regiilasyon profilleri
cikarilmistir. Bazi vakalarda meme kanserinde IGFBP {iyelerinin ekspresyon ve
salgilanmasi ER ile iligkili bulunmustur (Clemmons ve ark. 1990; Figueroa ve Yee
1992). IGFBP-1 ve IGFBP-6, ER-negatif hiicre hatlarinda rapor edilmis olmasina
karsin, IGFBP-2 ve IGFBP-5, ER-pozitif hiicre hatlarinda rapor edilmistir. Buna
karsin, IGFBP-3 ve IGFBP-4 ekspresyonlart hem ER-pozitif hem de ER negatif
hiicre hatlarinda rapor edilmistir. Estradiol, IGFBP-2, -4 ve -5 konsantrasyonunu
arttirtr, fakat Ostrojenden sorumlu hiicrelerde IGFBP-3 {iretimini inhibe eder
(Figueroa ve Yee 1992; Owens ve ark. 1993). Ayrica, progesteron IGF-IR mRNA’y1
downregiile eder ve T47D insan meme kanser hiicrelerinde PR’de IGFBP iiretimini
azaltir (Owens ve ark. 1993). Antiostrojenler hiicre biiylimesi inhibisyonunda meme
kanser hiicrelerinin tamoxifene diren¢ kazanmasinda IGFBP-5’in indiiklendigi rapor
edilmigtir (Parisot ve ark. 1999). In vivo olarak IGFBP’lerin yedi iiyesinin meme
kanser dokularinda eksprese oldugu rapor edilmistir (Figueroa ve Yee 1992; Pekonen
ve ark. 1992; McGuire ve ark. 1994). IGFBP-4 ve IGFBP-5 seviyesi ER pozitif

79



meme kanser dokularinda yiiksek olmasina karsin (McGuire ve ark. 1994), IGFBP-3
MRNA ve protein seviyesi ER negatif tiimorlerde yiiksektir (Figueroa ve Yee 1992;
Pekonen ve ark. 1992; Shao ve ark. 1992). Meme kanseri hastalarinda tamaoxifen
terapisinde IGFBP-1 seviyesinde degismeler olurken, IGFBP-3 seviyesinde degisim
gozlenmemistir (Helle ve ark. 1996).

Meme kanserinde IGFBP’lerin foksiyonlar1 tam net degildir. Normal dokularda
IGFBP’lerin IGF’lerin etkinligini inhibe ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte
IGFBP’lerin IGF bagimsiz olarak da meme kanserinde fonksiyonlart oldugu rapor
edilmistir (Perks ve ark. 1999; Baxter ve ark. 20011). IGFBP’lerin ratlarda stromal-
epitelyal etkilesimlerle meme kanser hiicre proliferasyonunda énemli olduklar1 rapor

edilmistir (Manni ve ark. 1994).

T47D meme kanser hiicreleri IGF’e cevap verir, ¢linkii onlar IGF-IR’yi eksprese
eder ve IGFBP’lerin iretimini saglar. IGF-I muamelesiyle T47D meme kanser
hiicrelerinde IGFBP-5 mRNA seviyesinde anlamli bir bir etki goriilmemistir
(Moorehead ve ark. 2001). Ayrica IGF-IR monoklonal antikorlar kullanilarak bloke
edildiginde de sonuglarda bir degisiklik goriilmemis, IGF-1, IGFBP-5’1 hem reseptor
bagimli hem de reseptér bagimsiz olarak regiile etmektedir (Moorehead ve ark.
2001).

2004 yilinda ilk kez PIK3CA geninde kansere 6zgii mutasyonlar kesfedilmis ve
ozellikle PI3K’nin pl110 katalitik alt iinitesinde onkoprotein oOzellikte ve ilag
direncinde rol aldigina dair bulgular elde edilmistir (Liu ve Roberts 2006; Samuels
ve Velculescu 2004; Samuels ve ark. 2004; Stephens ve ark. 2005). Baska bir
aragtirmact grup ise AKT ve PIK3CA genlerinin farkli kanser tiirlerinde
amplifikasyonlarini 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’nin bir onkoprotein gibi
fonksiyon gosterdigini belirttiler. Ayrica PI3K’nin regiilator (diizenleyici) alt
tinitesindeki p85°deki mutasyonlar over ve kolon tiimorlerinde rapor edilmisdir
(Philp ve ark. 2001). Bununla birlikte AKT’nin downstream hedeflemesinde rol
oynayan forkhead transkripsiyon faktorleri FKHR ve FKHRL birkag¢ tiimér tipinde
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transloke oldugu gosterilmis (Barr ve ark. 1993) ve neoplaside bu yolagin 6énemli rol

oynadigina dair giiclii veriler elde edilmistir.

Bu bulgular insan kanserlerinde PI3K’nin genetik degisikliklere ugrayabilecegi
sliphesini ortaya c¢ikarmistir. Bunun i¢in bu gende insan kanseriyle iliskili timore
spesifik mutasyonlar kesfedilmeye calisilmis ve bu mutasyonlarin fonksiyonlari
degerlendirilmek istenmis. Bu amacgla referans gen/genler’den tiimorle iliskili
varyasyonu tamimlamak i¢in dogrudan sekanslama i¢in bir tiimor paneli
gelistirilmistir. Bu sekilde hasta DNA’larim1 analiz edebilme imkanima insanlik

kavusmus oldu.

Gegmiste aday gendeki bir mutasyonu ortaya koyacak ve kaliteli sonuglar verecek bir
teknik bulunmamaktaydi. Birka¢ onemli gelismeyle beraber insan kanserinde
mutasyon saptama ve DNA sekanslama yontemleri ortaya ¢ikmustir. ilk kez bu analiz
yontemleri sayesinde parafinli dokudan ve ¢ok zor kontrol edilebilir tiimorlerin ve
neoplastik dokudan mikrodiseksiyon ile izolasyonu ve bunlarin toplanmasina
kolaylik saglamistir. Bu normal dokudan kontaminasyonu Onleyerek somatik
mutasyonu hassas bir sekilde saptanmasina izin vermistir. Bilimdeki ikinci énemli
gelisme ise insan genomunun sekanslanmasina ve spesifik bolgelerin belirlenmesine
imkan saglamis olan otomatize sistemlerin kesfi olmustur. Bu metotlar insan
genomunda ekzonik bolgelerin sekanslamasini hizli ve kuvvetli bir sekilde
yapilmasini saglamistir (Jones ve ark. 2008; Parsons ve ark. 2008; Sjoblom ve ark.
2006; Wood ve ark. 2007). Son olarak kanserde somatik mutasyonlari analiz
etmemizi saglayan otomatize mutasyon saptama methotlart gelistirilmistir (Bardelli
ve ark. 2003; Stephens ve ark. 2006). Bu metotlar normal ve tiiméorli dokudan
dogrudan sekanslamaya bircok ©zel somatik mutasyonun hassas bir sekilde
tanimlanmasina olanak saglamistir. Tiim bu ilerlemelerin ortak katkisiyla insan
kanserinde somatik mutasyonlarin sistematik olarak tanimlanamasina firsat vermis
olacaktir ve dah hizli daha kolay giivenilir sonuglar elde edilebilmesine katki
saglayacaktir. Giliniimiizde ise 2013 yili itibariyle insan kanserinde mutasyon
saptama yontemleri oldukca ¢ok sayida ve bize bir ¢ok alternatif sunmaktadir. Bu

yontemler direk veya indirekt olarak insan kanserinde mutasyon taranmasina imkan
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saglamaktadir. Bunlar arasinda RFLP, ASA, SNaPshot, DNA dizi analizi, SSCP,
heterodupleks analiz ve DHPLC yontemleri yer almaktadir. Son olarak bizimde
calismamizda kullandigimiz HRM yontemi de bunlardan biridir. HRM analizi,
sekans varyantlarinin mutasyon taramasi i¢in gii¢lii ve kullanilabilir bir yontemdir.
Ozellikle mutasyon taramasi, ve genotiplendirme basta olmak iizere assosiyasyon
caligmalari, genetik haritalama, aday gen taramasi ve DNA metilasyon analizi gibi
bircok ¢alismada kullanilabilmektedir. Cift zincirli DNA erime sicakligi artmasiyla
florasan degisiklikleri saptanabilir ve wild-tip ile heterozigot Orneklerin erime
noktalarinda kolaylikla farklilagmalar olabilir. HRM yoOntemi yeni nesil mutasyon
tarama teknolojilerine hizmet etmekte ve diger goriintileme methotlariyla
kiyaslandiginda maliyeti diisiik ve ekonomik agidan onerilmektedir. HRM yontemi
bir kapali tiip sistemidir. Bununla birlikte, HRM yo6ntemi molekiiler tan1 ve klinik
amagh arastirmalar i¢in hizli mutasyon taramasi sonuglart alabilmek igin
kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada HRM yontemi kullanilarak meme kanserinde
PIK3CA genindeki mutasyonlar belirlenmistir. PIK3CA genindeki mutasyon daha
onceki caligmalarda bircok kanser tiiriinde saptanmistir. 199 kolorektal kanser
orneginin %32’sinde PIK3CA geninde somatik mutasyonlar belirlemistir (Samuels
ve ark. 2004). Bunlarin ii¢ii heterozigottu, fakat truncate (liglii)) ve anlamsiz
mutasyonlar saptanmamistir. Kolorektal kanserde PIK3CA mutasyonlart gostermek
i¢in 76 premalignant kolorektal tiimér incelenmis. Bu ileri adenokarsinomalarinda ve
ge¢ tiimorogenezde yalnizca iki mutasyon belirlenmistir. Ayrica tiimdrogenezde
PIK3CA mutasyonlarinda artis oldugu saptanmistir. Bunu disinda, PIK3CA genin
kinaz ve helikal domainlerinde %80 somatik yanlis anlamli mutasyonlar
bulunmustur. Bu kesif KRAS ve BRAF gibi onkogenlerdeki ‘hotspot’ mutasyonlari
hatirlatmaktadir (Bos ve ark. 1987; Davies ve ark. 2002; Rajagopalan ve ark. 2002).
Bununla birlikte kolon kanserinde PIK3CA mutasyonlarin durumunu degerlendirmek
icin birka¢ baska aragtirmaci grupta yola ¢ikmistir ve bu mutasyonlar1 daha fazla
detaylandirmiglardir. Son olarak bu buluslar bu yolagin biyolojik ve biyokimyasal
olarak aydinlatilmasina imkan saglamiglardir ama insan kanserinde PIK3CA

mutasyonlarin karakterizasyonu tam olarak bilinmemektedir.
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PIK3CA mutasyonlarin kesfinde ilk bastaki calismalar yukarida belirttigimiz gibi
once kolon kanseriyle baslamis ve diger kanserlerde de arastirilmasina 1g1k tutmustur.
Ilk c¢alismalarda kolon tiimériinde PIK3CA mutasyonlarin sikligi 32% olarak
saptanmistir (Samuels ve ark. 2004). Ayrica daha kapsamli ¢alismalar sonucunda
PIK3CA mutasyonlarinin daha ¢ok ekzon 20°de yogunlastigi ortaya konmustur.
flging bir sekilde, bu calismadaki mutasyonlarin tiimérlerde mikrosatellit instabiliteli
timorlerde yaygin oldugunu saptanmistir. Miyaki ve ark. (2007) sporadik ve kalitsal
tipteki kolon kanserlerinde PIK3CA mutasyonlarinin farkli siklikta bulundugunu
disiinmiislerdir. Fakat PIK3CA mutasyonlarinin sporadik ve kalitsal tlimorlerde
benzer siklikta olduklarini gérmiisler ve bu mutasyonlarin kalitsal tiptekinde kinaz
domaininde sporadik tipte olanda ise helikal domaininde oldugunu saptamislar.
Bizim calismamizda ise ailesel meme kanser orneklerinin %38.46’sinda PIK3CA
mutasyonlart saptanirken, sporadik meme kanser Orneklerinde bu oranin %17.6
olarak saptandi. Samuels ve ark. (2004) preinvazif kolon timérlerinde wild-tipte
PIK3CA genlerinin oldugunu belirlemisler. Son olarak Benvenuti ve ark. (2008)
PIK3CA mutasyonlarinin kolerektal kanserde bayanlarda erkeklerden daha siklikta

gorildiigilinii rapor etmisler.

Endometrial (uterus mukozasi) kanserde PIK3CA mutasyonlar yiiksek siklikta ve bu
timorlerde PTEN mutasyonlariyla birlikte saptanmistir. Oda ve ark. (2005)
endometrial kanserde %36 siklikta PIK3CA mutasyonlarina rastlamiglar. Ayrica
baslangictaki calismalarda PIK3CA aktivasyonu ve PTEN inaktivasyonu seklinde
bilgiler ortadayken, bu calismada PIK3CA ve PTEN mutasyonlarina orneklerin
%26’sinda rastlamistlar. PIK3CA mutasyonlar1 tiimdrlerde mutant PTEN genlerinde,

yabanil tip PTEN genlerinden daha sik kargilagsmuslar.

Samuels ve ark. (2004) 15 glioblastoma multiformes vakasinda %27 siklikta
PIK3CA mutasyonlarina rastlamislar. Bunun disinda Broderick ve ark. (2004) beyin
timorlerinde ¢ok sayida farkli PIK3CA mutasyonlarina helikal ve kinaz
domainlerinde rastlamislar. Bu mutasyonlarin %14’ anaplastic

oligodendrogliomalarda, %5’i of GBMs, %5’i medulloblastomalarda ve %3’i ise
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anaplastic astrocytomalarda oldugu goriilmstiir. Diisiik orandaki astrositomlarda ve

epandimlerde de bu mutasyonlara rastlanmaistir.

PIK3CA mutasyonlari cilt kanserinde de arastirma konusu olmustur. Hafner ve ark.
(2007;2008) cilt kanserinde PIK3CA mutasyonlarini hotspot ekzonlarda belirlemeye
calismislar ve epidermal nevi (EN)’de %27 siklikta ve seborrheic keratoses (SK)’de
ise %16 siklikta bu mutasyonlara rastlamiglar. Kim ve ark. (2007) da PIK3CA
mutasyonlariin benign cilt tiimorlerinde senesensi uyarabilecegini rapor etmisler.
Bunun disinda Shayesteh ve ark. (1999) ve Zhang ve ark. (2003) ilk kez over
kanserinde ¢ok sayida PIK3CA mutasyonuna rastladiklarini rapor etmisler. PIK3CA
mutasyonlarin over kanserindeki sikligi %4-12 arasinda oldugu rapor edilmistir

(Campbell ve ark. 2004; Levine ve ark. 2005; Wang ve ark. 2005).

Samuel ve ark. (2004) da gastrik kanserde PIK3CA mutasyonlarin sikliginin %25
oldugunu rapor etmislerdir. Sonraki yapilan ¢aligmalar bu mutasyonlarin sikligimnin
diisiik oldugunu ve %4-11 civarinda oldugu belirtilmistir (Li ve ark. 2005; Velho ve
ark. 2005). Fakat PIK3CA mutasyonun gastrik kanserle klinikopatolojik iligkisi
hakkinda pek fazla calisma bulunmaktadir.

Samuels ve ark. (2004) PIK3CA mutasyonlarint ilk caliganlar olarak akciger
kanserinde bu mutasyonun sikliginin %4 civarinda diisiik siklikta oldugunu rapor
etmiglerdir. Kawano ve ark. (2006) da bu diisiik sikligi onaylamiglardir. Ayrica bu
arastirmacilar PIK3CA mutasyonlarinin skuamous hiicre karsinomalarinda %7
siklikta ve adenokarsinomlarda ise %2 siklikta oldugunu bildirmislerdir. Okudela ve
ark. (2007) da PIK3CA mutasyonlarinin akciger kanserindeki sikliginin % 4
oldugunu bildirmisler. Son olarak genis bir 6rnek popiilasyonu iizerinde ¢alisan
Yamamoto ve ark. (2008) >700’den fazla akciger kanser orneginde PIK3CA

mutasyonlarinin %2 oraninda saptamiglar.
PIK3CA mutasyonun tiroid kanseriyle iligkisi arastirildiginda ise literatiirde c¢esitli

anlagsmazliklarla karsilagilmaktadir. Bunun nedeni o6zellikle bu kanser tipinin

patolojisindeki farkliliklardan kaynaklandigi diistinilmiistir. Fakat PIK3CA
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mutasyon c¢aligma sonuglarina gore, PIK3CA mutasyonlarinin anaplastik ve folekiiler
tiroid kanserlerinde papiller tiroid karsinomalarindan daha O6nemli oldugu
vurgulanmistir. Garcia-Rostan ve ark. (2005) anaplastik tiroid karsinomalarinda
%16, foliikiiler tiroid karsinomlarinda %8 ve papiller tiroid karsinomalarinda ise bu

mutasyonun siklig1 %2 oldugunu belirtmisler.

PIK3CA mutasyonlari, c¢ok sayida bas ve boyun kanserinin patolojisinde
arastirillmistir. Qiu ve ark. (2006) 38 skuamous hiicre karsinomalarinda PIK3CA
Mmutasyonlarmi arastirmiglar ve bu mutasyondan 4 tane saptanmus (%11). ilging bir
sekilde bu 4 vakanin 3’i faranjal kanserlerden ayrilmaktayd: (Qiu ve ark. 2006).
Sonra bu arastirmacilar daha hassas mutasyon tarama yontemi kullanarak bu
mutasyonun sikliginin %21 oldugunu saptamislar (Qiu ve ark. 2008). Kozaki ve ark.
(2006) skuamous hiicre karsinomalarinda PIK3CA mutasyonlarini tanimlamiglar ve
hiicre hatlarinda %21 oldugunu ve primer timorlerde ise %17 oldugu sonucuna

varmiglardir.

PIK3CA mutasyonlar serviks kanserinin patolojisinde de énemli rol oynamaktadir
(Ma ve ark. 2000). Miyake ve ark. (2007) 22 vakanin 3’iinde (%14) PIK3CA
mutasyonlarini tanimlamigtir. Cui ve ark. (2009) ise bu oran 15/184 (%8) olarak
invaziv serviks karsinomada saptamislar. Schonleben ve ark. (2006) ise intraduktal
musindz karsinoma pankreasta PIK3CA mutasyon sikligint %11 olarak rapor

etmislerdir.

Phillips ve ark. (2006) ozofagus skuamoz hiicre karsinomalarinda PIK3CA
mutasyonlarinin %12 siklikta bulundugunu ve 6zofagal adenokarsinomalarinda ise
%6 oldugunu rapor etmisler. Mori ve ark. (2008) ise 6zofagal skuaméz hiicre
karsinomalarinda bu mutasyonlarin 2/88 (2%) olarak saptamislar. Buna karsin, Akagi
ve ark. (2009) ise 6zofagal skuamdz karsinomalarinda hi¢ PIK3CA mutasyonlarina

rastlamamuglardir.

Lin ve ark. (2009) 353 hipofiz bezi tiimorlerini incelemisler ve invazif hipofiz bezi

timorlerin 8/91’inde PIK3CA mutasyonlarini tanimlanmiglar ve 262 noninvazif
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hipofiz bezi tiimorlerinde saptamamiglar. Andersson ve ark. (2008) erkek tirogenital
organindaki tiimorlerin 8/28 (%29)’inde PIK3CA mutasyonlarina rastlamiglar.
Lopez-Knowles ve ark. (2006) mesane kanser orneklerinin 11/87 (%13)‘sinde bu

mutasyonu saptamislar.

PIK3CA mutasyonlarina midenin diffiiz karsinomunda 17/215 oraninda saptandigi
rapor edilmistir (Abubaker ve ark. 2007). Muller ve ark. (2007) ise akut miyeloid
16semide, miyelodisplastik sendromda ve non-Hodgkin lenfomalarinda PIK3CA
mutasyonlarina rastlamamislardir. Benzer sekilde, Hummerdal ve ark. (2006) da akut
miyeloid 16semide PIK3CA mutasyonlarina rastlamamiglardir (Hummerdal ve ark.
2006). Dam ve ark. ise (2006) 69 noroblastoma Orneginde hi¢ PIK3CA

mutasyonlarina rastlamamislar.

PIK3CA mutasyonlart meme kanserinin 1/12’sinde tanimlanmistir (Samuels ve ark.
2004). Fakat ilk caligmalarda az sayida ornekle c¢alisilmast meme kanserinde bu
yaygin mutasyonlarin ortaya konmasinda bir engel olarak karsimiza ¢ikmistir. Bu
ylizden baska arastirmacilar bu sayiyr arttirarak meme kanserinde bu gende
mutasyon analizleri yapmislardir (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
cabalar sonucunda meme kanserinde PIK3CA geninde daha ¢ok sayida mutasyon
tanimlanmistir. PIK3CA genindeki mutasyonlar meme kanser hastalarinin %25-
40’inda bulundugu belirtilmektedir. COSMIC veritabaninda 10508 meme timor
ornegiyle ilgili yayin ve bunlar arasinda 2695 (%25.6) tiimor orneginin ise PIK3CA
mutasyonlarini barindirdigina dair bilgiler mevcuttur
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/, Erisim tarihi:15.11.2013). Bu
mutasyonlarin yarisindan fazlast meme kanser hiicre hatlarinda belirlenmistir
(Hollestelle ve ark. 2007). Bu sonuglar bize bu genin tiimdrogeneziste ne kadar etkin
rol oynadigii ortaya koymaktadir. Ayrica PIK3CA mutasyonu transgenik farelerde
timor formasyonunu tetiklemektedir (Meyer ve ark. 2011; Isakoff ve ark.2005). Bu
kesiflerle birlikte PI3K yolaginin meme kanserinde Akt’nin fosforilasyonunu aktive
ettigi (Page ve ark. 2000) ve PTEN’in ise bir antagonist gibi rol oynadig1 ortaya

konmus oldu. Bu yilizden, PIK3CA mutasyonalarin varliginin molekiiler olarak
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aciklanmast tam bir muammadir. ilk kesiflerde meme kanserinde PIK3CA
mutasyonlart ile dstrojen reseptorleri (ER)/progesteron resptorleri (PR) pozitif gibi
lenf nod matastazla ve tedaviye cevabin klinikopatolojik iliskisi agiklanmaya
calistlmistir. Saal ve ark. 2005 yilinda PIK3CA mutasyonlarin meme kanserinde
klikopatolojik 1iligkisini ilk kez agiklamaya c¢aligmislardir. Bu arastirmacilarin
bulgularma goére, PIK3CA mutasyonlar1 tiimdrlerde siklikla bulunmakta ve PTEN
genini eksprese etmekte ve lenf nodlarinda metastaza katilmaktadir. Bununla birlikte,
bu genin ER, PR ve ERBB2 ekspresyonuna katilmakta oldugu belirtilmistir. Stemke-
Hale ve ark. (2008) ise PIK3CA mutasyonlarinin hormon reseptér pozitif ve HER-2
pozitif meme kanserlerinde sik bulundugunu goéstermislerdir. Li ve ark. (2006) bu
iliskiyi dogrulamislardir. PIK3CA mutasyonlarin kotii sagkalimla iligkili oldugunu
ve ER ve PR ekspresyonu fazla olan tiimdrlerde sik bulunudgunu rapor etmislerdir.
Lerma ve ark. (2008) ile Lai ve ark.(2008) da PIK3CA mutasyonlariyla zayif
sagkalim arasinda iligkinin oldugunu onaylamislar ve bu fikri desteklemisler.
Barbareschi ve ark. (2007) PIK3CA genin ekzon 9 mutasyonlarinin zayif sagkalimla
iliskili oldugunu ve ekzon 20 mutasyonlarin ise iyi prognozla iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Bununla birlikte, Maruyama ve ark. (2007) ile Perez-Tenorio ve ark.
(2007) PIK3CA mutasyonlarin gercekten iyi sagkalimla iligkili oldugunu
saptamiglardir. Buttita ve ark. (2006) ise PIK3CA mutasyonlarinin klinikopatolojik
iligkisini 6nemli bir sekilde ortaya koymuslardir. PIK3CA mutasyonlarmin lobiilar
meme kanserinde duktal meme kanserinden daha siklikta bulunudugunu
belirlerlemisler. Barbareschi ve ark. (2007) da benzer sonuglari elde etmisler. Ekzon
9’daki mutasyonlarin bunlara spesifik oldugunu gostermislerdir. PIK3CA
mutasyonlart meme kanserinde tedaviye cevapla iliskili oldugunu rapor edilmistir.
Ormegin, Berns ve ark. (2007) PIK3CA mutasyonu olan hastalarda trastuzumab
terapisine direng gelistirdigini belirtmisler. Eichhorn ve ark. (2008) da PIK3CA
mutasyonlarina sahip hiicrelerin anti-HER ajan Lapatinibe diren¢ kazandiklarini
saptamiglar. Buna karsin, Liedtke ve ark. (2008) ise PIK3CA mutasyonlariyla
antrasiklin ve paklitaxel terapisi arasinda bir iligkinin olmadigin1 vurgulamislardir.
Bizim bu ¢alismamizda ise, HER2+/-, ER +/- ve PR+/- durumlariyla PIK3CA
mutasyonlar1 karsilastirildiginda anlamli bir iligki bulunamadi. Bunun disinda,

PIK3CA mutasyonlart ile meme kanserinin molekiiler alt gruplarini

87



karsilastirdigimizda PIK3CA mutasyonun Luminal A’da %32; Luminal B %32; Her2
%29; Luminal-Her2 %9 ve bazal tipte %17 oraninda bulundugu goriildii.

PIK3CA yolagin mutasyon sikligi, meme kanser alt tipleri arasinda farkliliklar
gostermektedir. Son zamanlardaki bir ¢alismada PIK3CA mutasyonlarin daha ¢ok
invasif tiimorlerde olustugu rapor edilmisdir. Fakat PI3K-AKT yolagin upstream
mutasyonlar1 erken ve ileri safha tiimorlerinde esit siklikta goriilmektedir. Bizim
calismamizda ER (+) tiimorlerinde ekzon 9 ve ekzon 20 mutasyonlarin yiiksek
frekansta olduklarini belirledik. Fakat bu durumun istatiksel ac¢idan anlamli
olmadigin1 gordiikk. Ciinkii daha biiyiikk popiilasyonda arastirmalar yapmak
gerektigini gordiik. Bagka bir arastirmaci grup, PIK3CA mutasyonlarin ER/PR (+) ile
iligkili olabilecegi bildirmisler (Cooper ve ark. 2013). PIK3CA mutasyonlar

ERBB2+ meme kanser hastalarinda bagimsiz bir prognoztik deger tasimaktadir.

Amaury ve ark. (2012) 2587 meme kanser hastasinda PIK3CA mutasyonlarinin
sagkalim tlizerinde etkilerini aragtirmislar. Elde ettikleri verilerde ER pozitif ve HER2
pozitif meme tiimorlerinin hem biyolojik hem de klinik davranislarinda farkliliklar
tespit etmisler (Perou ve ark. 2000). Ayrica PIK3CA mutasyonlarinin tiim sagkalim
durumlartyla [(a longer diseasefree survival (DFS) or overall survival (OS)] iliskili

olmadigini gézlemlemisler (Perou ve ark. 2000)

Pang ve ark. (2009) MDA-MB 231 meme kanser hiicre hatlarinda katalitik domain
mutasyonlarinin helikal domain mutasyonlariyla kiyaslandiklarinda hiicrelerde
kemotaksi ve kan intravasyona ve akciger ekstravasyon azalmasma yol agtigini
belirlemisler. Yoeli-Lerner ve ark. (2005) AKT’nin (PI3K’nin major downstream
hedefi) asir1 eksprese durumunda meme kanser hiicre hatlarinda goé¢ ve invasyonu

azaltmis oldugunu belirlemistir.

Kandula ve ark. (2013) onkogen mutasyon analizi ve primer meme Kkanseri
hastalarinda bu genin ekspresyon profilini arastirmiglar. Bu ¢alismada 38 meme
karsinomasindan 13’tinde (%34) PIK3CA mutasyonlarim1  belirlemisler. Bu

mutasyonlarin 9/13’unda (%18.5) 1633 G>A (E545K) mutasyonu oldugunu ve bu
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mutasyonlar: ekzon 9’da saptamiglar. Diger 4 mutasyonun (%10) ise 3140A>G

mutasyonlart oldugunu ve ekzon 20’de tanimlamaslar.

PIK3CA yolag: farkli insan kanserlerinde siklikla aktive olmaktadir. PIK3CA geni
insan kanserlerinin ortalama %15’inde ve meme kanserinin ise ortalama %25 siklikta
saptanmistir. Bizim bu g¢alismamizda ise PIK3CA mutasyon sikligi %31 olarak
saptand1. Bu mutasyonlar. PIK3CA genin helikal ve kinaz domaininde bulundu. Sik
goriilen mutasyonlar ekzon 9 ve ekzon 20 mutasyonlaridir. Bachman ve ark. (2004)
ortalama meme kanserlerinin %25’inde ya kinaz yada helikal domaininde

bulundugunu belirtmislerdir.

Campbell ve ark. (2004) tiim 20 kodlayic1 ekzonda bu mutasyonun sikliginin %40
oldugunu rapor etmislerdir. Bachman ve ark. (2004) ve Campbell ve ark. (2004)
diger klinik faktorlerle PIK3CA mutasyonlar1 arasinda bir iliskinin olmadigini
belirtmislerdir. Saal ve ark. (2005) PIK3CA mutasyonlarmin %25‘inde ER/PR
pozitif ve lenf nod metastaz ve HER2 ile PIK3CA mutasyonlar1 arasinda anlamli bir
iliskinin oldugu rapor edilmistir. Levine ve ark. (2005) PIK3CA mutasyonlariyla
klinik veriler arasinda bir korelasyonun olmadigin1 ve mutasyonlarin %18’inin
ekzon-9 ve ekzon-20’de oldugunu rapor etmisler. Kang ve ark. (2005) tavuk embriyo
fibroblastlarinda en yaygin olan E545K mutasyonlarinin cDNA ekspresyonunun asiri
artmasina yol agtigin1 belirtmisler. Sammuels (2005) ve ark. bu yaygin
mutasyonlarin hiicre sinyali, hiicre biiylimesi ve invazyon artistyla PIK3CA
enziminin aktivitesindeki korunarak olusabilecegini rapor etmisler. PIK3CA

mutasyonlar1 kanser hiicre biiylimesinde 6nemli bir yolaktir (Areumnuri 2005).

Biitlin bu bilgilerin 1s18inda bizde bu ¢alismada 100 meme kanser 6rneginde PIK3CA
geninde ekzon 9 ve ekzon 20’de HRM yontemini kullanarak mutasyon taramasi
yaptik. HRM yonteminden sonra ekzon 9’da 13 ornekte ve ekzon 20’de ise 24
ornekte mutasyon olabilecegi gordilk. Bu mutasyon olabilecegini diisiindiigiimiiz
ornekleri konvansiyonel PZR islemiyle amplifiye ettikten sonra, agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendik ve dizi analiziyle mutasyonlari tanimlandik. Ekzon
9’da 10 ornekte ve ekzon 20°de ise 21 Ornekte mutasyon saptadik. Ekzon 9’da
Q546R, E542Q, E545K, E542K ve E545D; ekzon 20°de ise H1047L, H1047R,
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T1025T ve G1049R mutasyonlarint dizi analizi sonuglariyla tanimlandik. Bunlar
arasinda bir Ornekte ise hem ekzon 9 hem de ekzon 20 mutasyonu oldugunu
belirledik. Bagka bir 6rnekte ise ekzon 20’de iki farklt mutasyon oldugunu belirledik.
Calismamizda PIK3CA mutasyonlarinin meme kanserindeki sikligim1 %31 olarak

saptadik. Bu sonuglarimizin literatiirle (%25-40) olduk¢a uyumlu oldugunu gordiik.

Meme kanserinde IGFBP’lerin ekspresyonu ile PIK3CA mutasyonlar1 arasindaki
iliskiyi aciklayan ¢aligmalara literatiirde rastlamadik. Fakat, PIK3CA mutasyonun
myxoid liposarkomalarda IGFR1 ekpresyonu iizerine etkisi arastirilmis. Bu ¢aligma
sonuclarina gore, PIK3CA mutasyonu PTEN kaybi1 ve IGFR1 ekspresyonunda
azalmaya sebep oldugu rapor edilmis (Demicco ve ark. 2012). Bu c¢alismada 44
ornegin 6’sinda PIK3CA mutasyonu saptanmis. Bir bagka arastirmaci grup ise PI3K
immiinopresipitasyon ile KRAS mutant hiicrelerde IGF-IR ve RTK’lar belirlemisler
(Ebi ve ark. 2011). Sozopolus ve ark. (2010) papillar tiroid kanserinde PI3K/Akt
yolaginda immiinohistokimyasal ve mutasyon analizleri gerceklestirmigler. IGF-R1
ve Akt ekspresyonlarini da degerlendirmisler. Elde ettikleri sonuglara goére 16
ornekte Akt 1’de ekzon 9 mutasyonu saptanmis. Ayrica bazi papillar karsinoma

orneklerinde IGF-RI ve Akt seviyesinde artig belirlemisler.

Biz bu g¢alismamizda ilk kez meme kanserinde IGFBP-5 ekspresyonu ile PIK3CA
mutasyonu arasindaki iliskiyi arastirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore IGFFBP-5
ekspresyonu yliksek olan meme kanser orneklerinde PIK3CA mutasyon sikliginin
%35 oldugunu saptadik. Bunun disinda HRM yonteminde mutasyon olabilecegini
disiindiigiimiiz 37 6rnegin 31’inde (%84) dizi analizi sonucglarina gore PIK3CA
mutasyonlarini tanimlamis olmamiz da bu yontemin ne kadar pratik, hizli, ekonomik

olmasinin yaninda ne kadar basarili sonuglar verdigini de agikca ortaya koymaktadir.

Bu elde ettgimiz sonuglara gore PIK3CA mutasyonlariyla IGFBP-5 ekspresyon
diizeyi arasinda anlamli bir iliski bulamadik. Ayrica hastalarin klinik verileri ile
PIK3CA mutasyonlar1 arasinda da anlamli bir iliski bulamadik ve bunun i¢in daha

genis hasta popiilasyonlariyla ¢aligmalar yapilmasi kanaatindeyiz.
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