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OZET

Ulu E. Meme Kanserinde PIK3CA Gen Varyasyonunun ve PI3K Serum Diizeyinin
Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2020.

Meme kanseri, kadinlar arasinda yaygin goriilen bir kanser tiirii olup genetik, cevresel
veya hormonal c¢esitli etkilerin sonucu olarak gelismektedir. Meme kanserinde énemli rol
oynayan pek ¢ok sinyal yolag vardir. Bunlardan insan malignitelerinde yogun bir sekilde
aragtirilan PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaz) sinyal yolag; hiicre cogalmasi ve
anjiyogenezi tetikleyerek tiimor olusumu ve kanser gelisiminde 6nemli bir role sahiptir.
PI3K ailesi altsinifindan p110a’y1 tireten PIK3CA, diger izoformlara gore kanserde daha
fazla mutasyona ugramaktadir. Insan popiilasyonlarinda siklikla goriilen tek niikleotid
polimorfizmler (SNP'ler) ise, protein yapisini veya fonksiyonunu degistirerek kansere ve
bir¢ok hastaliga kars1 yatkinligr etkileyebilmektedir. Caligmanuzda, PIK3CA; C>A gen
varyasyonu ve PI3K serum diizeyleri ile meme kanseri riski ve klinik, prognostik
parametrelerle olas1 iligkilerin degerlendirilmesi amaclanmigtir.  Arastirmamiz
sonucunda, meme kanserli hastalar ile saglikli bireyler arasinda ilgili polimorfizmde
genotip ve allel dagilimlar1 acisindan anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,005).
PIK3CA; C>A gen varyasyonu genotip ve allel dagilimlarina gore; klinik ve prognostik
ile birlikte degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlaml1 bir veri saptanmamistir. PI3K
serum diizeyleri meme kanserli hastalarda kontrol grubuna gore daha yiliksek oranda
gozlenmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,033). Ancak
PI3K serum diizeyleri ile PIK3CA; C>A genotip ve allel dagilimlari, klinik ve prognostik
parametreler acisindan anlamli bir bulguya rastlanmanustir. Calismanmiz sonucunda
serum PI3K seviyelerinin meme kanseri riskinde rol oynayabilecegi ve PIK3CA; C>A
gen polimorfizminin daha genis Orneklem gruplar1 arasinda incelenmesi gerekliligi

kamsina varilmstir.
Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, PIK3CA, Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TYL-35782
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ABSTRACT

Ulu E. Investigation of PIK3CA Gene Variation and PI3K Serum Level in Breast Cancer.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine.
Master thesis. Istanbul. 2020.

Breast cancer is a common type of malignancy among woman that develops as a result of
various genetic, environmental or hormonal factors. Several signaling pathways induce
breast cancer pathogenesis. The PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase) signaling pathway
has been extensively studied in human malignancies also play important roles in
tumorigenesis and cancer development by triggering cell proliferation and angiogenesis.
pl10a a subclass of the PI3K family is produced by PIK3CA, frequently mutated in
cancer than other isoforms. Single nucleotide polymorphisms (SNPs), which are observed
common in populations can affect the susceptibility to cancer and many diseases by
changing protein structure or function. In our study; we aimed to evaluate the possible
relationships between PIK3CA; C>A gene variation and PI3K serum levels in breast
cancer risk and also by the regard of clinical, prognostic parameters. According to our
study, there were no significant association between PIK3CA; C>A genotype and allele
distributions in breast cancer patients and healthy individuals (p> 0,005). We performed
stratification analyses by regarding tumor characteristics and other demographic variables
but we did not detect any significant correlation between the genotypes distribution and
these prognostic parameters. PI3K serum levels were observed higher in breast cancer
patients compared to the control group, and the difference was statistically significant
(p= 0,033). However, there were no significant association between genotype and allele
distributions, clinical and prognostic parameters in terms of PI3K serum levels. In
conclusion we suggest that serum PI3K levels may play role in breast cancer risk and
larger patient groups may have clinical value in assessment of the genetic risk and tumor

progression of breast cancer.
Key Words: Breast cancer, PIK3CA, Polymorphism

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TYL-35782



1. GIRIS VE AMAC

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goriilen ve dliime yol agan malign
tiimordir. Hormon ve cevresel etkenlerin genetik yapi ile etkilesiminin bir sonucu olan
meme kanseri riskinin; ¢evresel kimyasallar, disaridan dstrojen alimi, ge¢ menopoz, ilk
dogumun ge¢ yaslarda gerceklesmesi, meme kanseri ile ilgili aile hikayesi, artnus viicut-
kitle indeksi, menopoz sonrasi obezite, iyonize radyasyona maruz kalma ve sigara/alkol
kullammu gibi birden ¢ok faktor varliginda arttigr belirtilmistir. Bununla birlikte genel
kam kanser baglangicinda, cevresel karsinojenlere maruz kalma sonrasinda kazamlan
mutasyonlarin yant sira, germline mutasyonlarin kalitilmasi sonucu olusan genetik
hasarlarin protoonkogenlerin aktivasyonuna ya da tiimdr baskilayici genlerin
inaktivasyonuna yol agarak, apoptoz mekanizmasimin bozulmasi ve/veya kontrolsiiz

hiicre proliferasyonu sonucunda meme kanseri gelisiminin basladigl yoniindedir (1).

Cesitli bliyiime faktorleri ve iligkili reseptorlerinde olusabilecek bozukluklarin
kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasina neden olarak, insan meme kanserinde olduk¢a dnemli rol
oynadigl bilinmektedir. Bu kimyasal ve fiziksel degisimler migrasyon, proliferasyon,
hiicre farklilasmasi ve hiicre Oliimiinii tetikleyebilmektedir. Bazi sinyal yolaklar1 bu
siirecin koordinasyon ve isleyisinde onemli rol oynamaktadir. Sinyal iletimi hiicrede basit
hiicresel aktiviteleri organize eden ve cevabi diizenleyen hiicre icindeki kompleks
haberlesme sisteminin énemli bir pargasidir. Hiicre bilgi akisindaki hatalar basta kanser,
diyabet ve otoimmiinite ile iliskili hastaliklarin onemli nedenleri arasindadir. Sinyal
iletimi ile ilgili metabolik fonksiyonlar, genetik mutasyonlar ve tiimor hiicrelerinin dig
etmenlerden etkilenmelerinden dolayr kanser biyolojisinin en 6nemli konusu haline

gelmistir (2,3).

Meme kanseri patogenezinden sorumlu birden fazla sinyal yolag vardir.
Ornegin; hormonal sistemlerle iliskili yolaklar (ESR1, PGR ve AR), PI3K/AKT/mTOR
yolu (AKTI1, PIK3CA ve PTEN), reseptor tirozin kinaz/biiylime faktérii sinyal yolu
(ERBB2/HER2) ve DNA hasarina sebep olan hiicre dongiisii ve kontroliinden sorumlu
molekiiler mekanizmalar (CCND1, CDK4, CDK6, RB1 ve TP53) hastaligin risk ve
prognozunda 6nemli rol oynamaktadir (4). Fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) yolaginin
aktivasyonu; hiicre ¢ogalmast ve gociinii, glukoz tagimmu ve katabolizmasim, hiicre igi

aktivasyon ve haberlesmeyi, anjiyogenezi tetikleyerek tiimor gelisiminde etkilidir (5).



PIK3CA (Fosfoinozitol 3-kinaz katalitik alt birim alfa) geni; 3q26.3
kromozom bdlgesinde bulunur, 20 ekzon igerir, 1068 amino asidi kodlar (6). Meme
karsinomlarinda PI3K yolag bilesenlerinde goriilen spesifik genetik degisikliklerin
sikligr molekiiler alt tiplere gore degisiklik gosterir. Bu saptamalar hastaligin tam ve
tedavisinin dogru sekilde diizenlenmesinde biiylik 6nem tasimaktadir (7). pl10a’y1
kodlayan gen olan PIK3CA, kanserde siklikla mutasyona ugrayan kisimdir (8). ER-
pozitif ve HER2-pozitif meme kanserlerinde daha sik goriiliir (7). Ayrica endometriyum,
mesane, kolorektal karsinom ve bas-boyun skuamoz hiicreli karsinom dahil olmak iizere

farkl1 insan tiimorlerinde ¢esitli aragtirmalar rapor edilmistir (9).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), insan genomunun en sik goriilen
varyasyon tipini temsil eder. Bazi durumlarda protein yapisim ve fonksiyonunu
degistirerek kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklara yatkinlig etkileyebilmektedir
(10). Genetik faktorlerin ve polimorfizmlerin meme kanserinde 6nemli oldugunun
bildirilmesine karsin, patogenezinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir (1). Arastirmayr planladigimiz PI3K sinyal yolagi, onkogen gorevi
goren ve insan malignitelerinde en sik etkilenen merkezi yolaklardan biri olarak kanser
genetigi caligmalarinda yogun bir arastirma konusudur (11). Farkli kanser tiplerinde
incelemeyi hedefledigimiz polimorfizmi tasiyan bireylerde farkli etkilere sahip oldugu
gozlenmistir. Ayrica PIK3CA intron bdlgesinde yer alan C>A varyasyonu, 0zgiin
nitelikte olup literatiirde konuyla ilgili ok az ¢alismaya rastlanmistir. Bu bilgiler 1s1ginda
caligmamuzda, polimeraz zincir reaksiyonu ve Enzim bagli immunosorbent assay (Elisa)
yontemleri kullanilarak Tiirk popiilasyonunda PI3K sinyal yolaginda yer alan PIK3CA
(rs6443624) genetik varyasyonu ve serum ifadesinin meme kanserinde klinik ve

prognostik parametrelerle olan iligkilerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser gelisimi, uygunsuz proliferasyonu baskilayan ve hizl1 sekilde ¢cogalan
hiicrelerin hayatta kalmasim engelleyen homeostatik kontrol mekanizmalarinin
bozulmasiyla ardisik genetik ve epigenetik degisiklikleri igerir. Cogu kanser; akciger,
deri, meme, karaciger ve pankreas gibi organlarda karsinom olarak ortaya ¢ikan epitel
hiicrelerinde meydana gelir. Sarkomlar ise fibroblastlarda, miyositlerde, adipositlerde ve
osteoblastlarda meydana gelen mezenkimal dokulardan kaynaklamr. Epitelyal olmayan
timorler de sinir sistemi hiicrelerinde (gliomalar, néroblastomlar ve medulloblastomlar)
ve hematopoietik dokularda (16semi ve lenfoma) gelisebilir (12). Tiimor hiicreleri, normal
simrlarinin 6tesinde dokuyu istila etme, dolasima girme ve malignitenin tammlayici
Ozelligi olan metastazi yani yeni tiimorler tohumlama yetenegini gelistirebilir (12,13).

PI3K sinyal yolag tiim bu siire¢lerde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (14).

2.2. Meme Kanseri ve Epidemiyolojisi

Meme kanseri, kadinlarda goriilen en yaygin kanserdir (15). Diger kanser tiirlerine
nazaran sag kalim oranlar1 yiiksek olmasina ragmen ameliyatlardan kaynaklanan zihinsel
ve duygusal rahatsizliklarin yam sira niiksetme veya metastaz nedeniyle hala kritik bir
Ooneme sahiptir. Tedavide mastektomi (memenin alinmasi) ve kemoterapi ve tedavi
sonras1 psikolojik etkiyi en aza indirmek igin cerrahi prosediirlerin daha zarif formlar1
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, altta yatan mekanizma ve patogenezi tam olarak

anlamadan Onleme ve tedavinin etkinligi her zaman simirli olacaktir (16).

Insan meme bezi gelisimi embriyonik yasam boyunca baslayan ilerleyici bir
siirectir. Meme, steroid hormonu ve biiyiime faktorii reseptor sinyaline yamt olarak
ergenlik, hamilelik ve emzirme ile iliskili olarak boyut, sekil ve islevde dramatik
degisikliklere ugrar (5). Memenin benzersiz 6zelligi, meme epitelinin lokal ve sistemik
sinyallere karsi olduk¢a duyarli olmas1 ve ergenlik ve hamilelik sirasinda duktal agacin
onemli morfolojik degisimler gostermesidir (17).
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Sekil 2-1: Meme kanserinin anatomik ve histolojik kokenleri (16)

Meme kanseri genellikle sessiz gelisir. Cogu hastada rutin taramalar sirasinda
hastalik tespit edilir. Erken tam ile sagkalim oram artar. Tiimor lenfatik ve hematolojik
olarak uzak metastaz ve kotli prognoza yol agma egilimindedir. Bu da, meme kanseri

tarama programlarinin dnemini ac¢iklamaktadir (18).

Diinyada kadinlar arasinda kanserden 6liimiin en yaygin nedeni meme kanseridir,
insidans1 en fazladir; ancak akciger ve prostat kanserinden sonra 3. sirada oldiiriiclidiir
(Sekil 2-2). Tiirk toplumunda ise kadinlarin %24,4’iinde goriilmektedir. Ulkemizde 2018
yilinda her iki cinsiyette yeni vaka sayisi yaklasik olarak (210,537) ve 6liim sayisi da
(116,710) belirtilmistir (19).
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Sekil 2-2: Diinyadaki ilk 10 kanserin insidansi ve 6liim oranlan (19)

2.2.1. Etiyolojisi

Meme kanseriyle iligkili faktorlerin belirlenmesi, kadinlar i¢in genel saglik
taramasinda Onemlidir Meme kanseri i¢in baz1 6nemli risk faktorleri bireyin kontrolii

disindadir ve bunlar genetik faktorlerdir, bazilari ise genetik olmayan faktorlerdir (18).

2.2.1.1. Genetik risk faktorleri

Meme kanseri ve diger kanserlerde BRCA genlerinin genetik
varyasyonlarinin yayginligi bilinmektedir (20). Meme kanseri ile iliskili (BRCA1 ve
BRCA?2) genler, risk acisindan énemli anti-onkojendir ve tiimorii baskilayan proteinleri
kodlarlar (21). BRCAT1 eksikligi; hiicre dongiisii kontrol noktasinin diizensizlesmesine,
genetik instabiliteye ve nihayetinde apoptoza yol agar (21). BRCA2 proteini, DNA c¢ift
sarmalinda meydana gelen kopma ve kiriklarin rekombinasyonel onarimim diizenler
(22,23). BRCA1 veya BRCA2 genlerinde zararli mutasyonlarin kalitinn meme kanseri
riskini biiylik 6lcilide artabilir. Biitiin olarak, kalitsal meme kanserlerinin yaklasik %20-
25'i ve tim meme kanserlerinin %5-10'u BRCA1/2 mutasyonlarindan kaynaklanmir (1).
Yapilan bazi meta analiz ¢aligmalarinda, BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlar1 tasiyan 70
yasindan biiylik kadinlarda meme kanseri risk orammnin sirasiyla %57 ve %49 oldugunu

gostermistir (24).



Insanlarda aym zamanda c-erbB-1 veya Herl olarak da bilinen EGFR
(epidermal biliyiime faktorii reseptorii), tirozin kinaz ailesinin hiicre ylizeyi
glikoproteinidir ve EGF, TGF-a, amphiregulin, betacellulin ve benzer genlere baglanarak
aktive edilir (25,26). PI3K, Ras-Raf-MAPK ve JNK dahil olmak iizere EGFR'nin hiicre
proliferasyonunu, hiicre istilasini, anjiyogenezi desteklemek ve hiicreleri apoptoza karsi
korumak icin tetiklenir (1,27). EGFR'nin artisi, ¢ok agresif meme kanseri alt tipi olan
inflamatuvar meme kanseri (IBC) vakalarimin %30’unda goriiliir (28). EGFR-pozitif
IBC'li hastalar, EGFR-negatif tiimorleri olanlardan daha kotii prognoza sahiptir (1).
ER ve PR ekspresyonu eksikligi ve insan epidermal biiylime faktdrii reseptorii 2
(HER2)'nin amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu olmamasi ile belirlenir (29). HER2,
c-erbB-2 olarak da bilinir ve tirozin kinaz ailesindendir. Her3 ve Her4 gibi diger ligand
bagli EGFR ailesi iiyeleriyle heterodimerler olusturur boylece ¢esitli sinyal yollarini
aktive eder ve meme kanserinde onemli bir onkogendir. Primer meme kanserlerinin
yaklasik %20'sinde tespit edilen HER2'nin asir1 ekspresyonu, PTEN/Akt/mTORCI

sinyallemesi ile kanser kok hiicre sayisim arttirir ve kotii klinik sonuglar gosterir (30,31).

c-Myc geni, transkripsiyon faktorii olan Myc proteinini kodlar (1). Cesitli
caligmalarda bazi genlerin Myc proteini tarafindan (CACGTG) eklenen konsensus ve
histon asetiltransferazlarin (HAT) veya DNA metiltransferazlarin aktivasyonu yoluyla
diizenlendigini gosterir (32,33). MTA1, hTERT ve PEGI0 gibi Myc tarafindan
diizenlenen genler, meme kanseri baslangicinda ve ilerlemesinde hayati rol oynar (1).
c-Myc'in asir1 ekspresyonu, agirlikli olarak meme karsinomlarinin yiiksek dereceli,

invaziv evresinde gozlenir (1,34).

Onemli onkogenlerden biri olan Ras gen ailesinde H-ras, K-ras ve N-ras olmak
lizere ii¢ iiye vardir (35). Bu genler tarafindan kodlanan proteinler son derece homologtur
ve guanozin trifosfat (GTP) baglayici protein (G proteini) sliper familyasina aittirler (36).
Nokta mutasyonlar1 genellikle Ras genlerinin asir1 ekspresyonu ile iligkilidir ve ¢ogu GTP
baglanmasi icin kodlama alaminda yer alan yanlis anlamli mutasyonlaridir (1). Ras
proteinlerinin mutasyonlar1t meme kanserinde (<%35) nadiren goriilmesine ragmen, Ras
sinyal iletim yolunun anormalligi hem iyi huylu hem de kotii huylu meme dokularinda
gozlenir (1,37). H-ras, meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu, invazyonu aktiflemek

ve apoptozu inhibe etmek amaciyla ¢esitli viral genomlara baglanabilir (38). H-ras asir



ekspresyonu hem primer hem de ileri meme kanseri hastalarinda tespit edilir ve kotii

prognozu tetikler (39,40).

Yukarida bahsedilen genlerin mutasyonlar1 diginda birka¢ meme kanseri
duyarlilik geni tammlanmustir ve tiim kalitsal meme kanserlerinin %]1'inden daha azin1
olusturabilir. Bu gen mutasyonlar1 ¢ok daha az yaygindir ve bu gen grubunu temsil
edenler asagida gosterilmistir (16):

ATM ve ataksi telenjiektazi: ATM gen {iriinii, hasarli DNA onarimina katilir. Cogu
ataksi telenjiektazi hastasi, genellikle meme kanserinin meydana geldigi yasa kadar
hayatta kalamaz ve bu hastalig1 tasiyanlarin, meme kanseri gelistirme riskinin 50 yasina
gore %11 ve 70 yasina gore %30 oldugu tahmin edilmektedir (41).

CDHI1: CDHI1, E-kaderin proteinini kodlar. CDH1 germline mutasyonlarindan etkilenen
kisiler, nadir gériilen mide kanseri tiirii gelistirirken invaziv lobiiler meme kanseri ikinci

en sik goriilen neoplazi tiiriidiir (16).

CHEK2: Kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK2), DNA hasar1 lizerine aktive olan ve
baslangictaki hasara yamt olarak DNA onarimi, hiicre dongiisiinii durdurulmas1 veya
apoptozun uyarilmasinda onemli rol oynayan serin/treonin kinazdir (42). Mutasyondan

dolay1 olusan kinaz fonksiyon kaybi, meme kanseri ile iligkilidir (43).

PALB2: PALB2 (BRCA2'nin Ortagt ve Lokalizorii), baslangicta BRCA2 ile etkilesen
protein olarak tanimlannustir ancak daha sonra BRCAI1 ile etkilesime girdigi de
gosterilmistir (44,45). PALB2'deki (FANCN olarak da bilinir) biallelik germline
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 Fanconi anemisine neden olurken monoallelik fonksiyon

kayb1 mutasyonlar1 meme kanseri ve pankreas kanseri riskinde artis ile iligkilidir (46).

PTEN ve Cowden sendromu: Cowden sendromu; hamartom ve iyi tiimorlerin gelisimi
ile karakterize, otozomal dominant bir hastaliktir (47). PTEN (kromozom 10'dan silinen
fosfataz ve tensin homologu) genindeki mutasyonlar, Cowden sendromu olan ailelerinin
%80'inde mevcuttur (48). Cowden sendromlu ailelerde PTEN mutasyonlarinin  kaybi
kadinlarda %25-50 oraminda meme kanseri riskine neden olur (49). Sporadik meme

kanseri hastalarinda, PTEN genindeki germline ve somatik mutasyonlar nadirdir (50,51).



TP53 ve Li-Fraumeni sendromu: TP53 (tiimor protein 53) genindeki inaktive edici
mutasyonlara, bir¢ok kanser tipinde rastlanir ve meme kanserlerinin yaklasik %40'inda
goriiliir (52). Otozomal dominant bir hastalik olan Li-Fraumeni sendromu ise, TP53
genindeki germline mutasyonlarinin neden oldugu osteosarkom, 16semi, beyin timdrleri,

adrenokortikal karsinomlar ve meme kanseri riskini artirir (49).

2.2.1.2. Genetik olmayan risk faktorleri

a) Yas: Cinsiyetin yam sira, yaslanma meme kanserinin en Onemli risk
faktorlerinden biridir (1). Ciinkii meme kanseri insidansi, 55 yas ve listii kadinlarda artig

gosterir (16).

b) Aile meme kanseri oykiisii: Meme kanseri vakalarimin yaklasik dortte biri aile
oykiisii ile ilgilidir (1). Ornegin, meme kanserli birinci derece bir akrabaya (anne, kiz
kardes veya kizi) sahip olmak, kadimn meme kanseri riskini neredeyse iki katina
cikarirken hastaliga sahip iki tane birinci derece akrabaya sahip olmak, yaklasik 3 kat
artirir. Ayrica meme kanseri olan baba veya erkek kardesi olan kadinlarin da meme
kanseri riski daha yliksektir. Bireysel baglamda, bir memede kanserin olmasi diger
memede veya aym memenin baska bolimiinde yeni kanser gelistirme riskini

artirmaktadir (16,53).

c) Irk ve etnik koken: 45 yasin altindaki Afrikali-Amerikali kadinlarda meme
kanseri daha yaygin olmasina ragmen, Kafkas kokenli kadinlarin Afrikali-Amerikali
kadinlara gbére meme kanseri gelistirme olasilift daha yiiksektir. Ayrica, Afrikali-
Amerikali kadinlarin her yasta meme kanserinden 6lme olasiligt daha yiiksek iken Asyali,
Ispanyol ve Kizilderili-Amerikali kadinlar gibi diger irklarin meme kanseri gelisme ve
Oltim riski daha diistiktiir (16,54).

d) Meme kanserinde yasam tarzi ve Kisisel davramslar ile ilgili risk faktorleri:
Meme kanserlerinin biiyliik ¢cogunlugu (yaklasik %85°1), ailede meme kanseri Oykiisii
olmayan kadinlarda goriiliir. Bu kanserler, kalitsal mutasyonlardan ¢ok yaglanma siireci
ve yasam tarz1 ile iligkili risk faktorlerinin sonucu olarak ortaya c¢ikan genetik

mutasyonlardan kaynaklanabilir (16).



= Asin alkol tiiketimi: Alkol tiiketimi, kandaki Ostrojene bagli hormonlarin
seviyesini yiikseltebilir ve Ostrojen reseptor yollarin tetikleyebilir (1). Meme kanseri
riskinin artmasiyla baglantilidir ve bu faktoriin neden oldugu risk artisi, tiiketilen alkol
miktariyla iliskilidir (16).

= Diyet: Modern bat1 diyeti, ¢ok fazla yag igerir ve meme kanseri hastalarinda asir

miktarda yag alimu (6zellikle doymus yag) mortalite ve kotii prognoz ile iligkilidir (55).

. Fiziksel aktivite eksikligi: Arastirmalar kadinlarda 6zellikle menopoz Oncesi
diizenli fiziksel aktivitenin meme kanseri riskini azaltabilecegini gostermektedir. Bu
durum tam olarak ac¢ik degildir, ancak aktivite seviyelerinin viicut agirligina,

inflamasyonu, hormonlar1 ve enerji dengesini etkilemesinden dolayr olabilmektedir (16).

. Asin Kilolu veya obez olmak: Menopozdan 6nce kadin yumurtaliklar1 viicudun
Ostrojeninin ¢ogunu Uretirken yag dokusu sadece kii¢iik bir miktar iiretir. Yumurtaliklar
menopozdan sonra Ostrojen iretimini biraktifinda, kadimin Ostrojeninin ¢ogu yag
dokusundan gelir. Bu nedenle, menopozdan sonra daha fazla yag dokusuna sahip olmak
Ostrojen seviyelerini yiikseltir ve meme kanseri riskini artirir. Ayrica asir1 kilolu olmak,
kan instilin seviyelerinin yiikselmesine yol agma egilimindedir ve bu da meme kanseri de
dahil olmak iizere belirli kanserlerle baglantilidir. Bununla beraber, viicut agirligi ve
meme kanseri riski arasindaki baglanti karmasiktir ve tam olarak anlasilmasi

gerekmektedir (16).

. Sigara: Hem sigara icen hem de alkol tiiketen kadinlarda meme kanseri riski
artmaktadir (RR=1,54) (56). Ozellikle erken yaslarda sigara i¢gmenin, meme kanseri
olusumu {izerinde daha yiiksek risk tagidigini géstermektedir (1,57).

e) Dogum Kkontrolii ve kontraseptifler: Oral kontraseptif kullanan kadinlarin
meme kanseri riski, onlar1 hi¢ kullanmayan kadinlardan biraz daha yiliksektir. Dogum
kontrol implantlari, intrauterin cihazlar (RiA), cilt yamalar1 ve vajinal halkalarda da

genellikle hormon kullanilir ve bu nedenle teoride meme kanseri riskini arttirabilmektedir

(16).
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f) Menopozdan sonra hormon replasman tedavisi (HRT): Menopoz
semptomlarini hafifletmek ve osteoporozu onlemek igin Ostrojen hormonu (genellikle
progesteron ile birlestirilir) kullamilmaktadir. Bununla birlikte, 6strojen tedavisinin uzun
sireli kullammminin (6rnegin >15 yil) yumurtalik ve meme kanseri riskini arttirdig

bildirilmistir (16).

2) Cocuk sahibi olmamak veya emzirmemek: Cocugu olmayan veya 30 yasindan
sonra ilk cocugu olan kadinlarin meme kanseri riski biraz daha ytiksektir. Ancak meme
kanseri riskini, ¢ogul gebeliklere sahip olmak ve/veya erken yasta hamile kalmak azaltir.
Bununla birlikte, hamileligin farkli meme kanseri tiirleri lizerinde farkli etkileri oldugu
ve hamileligin {i¢li negatif meme kanseri riskini artirdig da goriilmektedir. Emzirmenin,
ozellikle 1,5-2 y1l devam etmesi halinde meme kanseri riskini azaltabilecegi ©one

stirtilmiistiir (16).

h) Menstriiasyona erken baslamak veya 55 yasindan sonra menopozu
durdurmak: Erken adet gbrmeye baslayan kadinlar, (6zellikle 12 yasindan 6nce) daha
fazla dongiiye sahip olup bu nedenle Ostrojen ve progesteron hormonlarina daha uzun
Omiirlii maruz kalmaktadir. Benzer sekilde kadinlar menopoz doneminin gecikmesi

halinde daha uzun siireli dstrojen ve progesterona maruz kaldiklarindan meme kanseri

riski artmaktadir (16).
2.2.2. Evreleme ve Smiflandirilmasi

Evreleme, hastalarin prognozunu yansitir. Degerlendirme; tiimoér boyutu,
bolgesel lenf nodu tutulumu ve histolojik derecelendirme sistemi ile uzak metastaza
dayanan Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) sistemine dayanmaktadir (Tablo 2-1)
(52).
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Tablo 2-1: AJCC 7. evreleme sistemi (52)

Anatomik evre Prognostik gruplar
0 Tis NO NO
1A T1 NO NO
IB TO N1mi MO
T1 Nlmi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
IA TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1HIB T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
IIC Herhangi bir T N3 MO
10Y Herhangi bir T Herhangi bir N Ml

Histolojik alt tipler, patolojik 6zellikler ve invaziv karektere dayanarak yaygin
meme kanserleri invaziv olmayan (veya in situ), invaziv ve metastatik meme kanserleri

olmak {tizere ii¢ ana grupta siniflandirilabilir (16):

Duktal karsinom in situ (DCIS; intraduktal karsinom olarak da bilinir): Onceden
var olan normal kanallarin i¢inde gelisen DCIS, pre-invaziv veya invaziv olmayan en

yaygin meme kanseri tlirlerinden biridir (16).
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Invaziv veya infiltratif meme kanseri: Invaziv meme kanserlerinde; normal meme
loblar1 ve kanallarimin disina yayilan, ¢evredeki meme stromal dokusuna dogru biiyiiyen
kanser hiicreleri vardir. invaziv meme kanseri tamsi koyulan kadinlarin, yaklasik iigte
ikisi 55 yas ve iizerindedir. Invaziv karsinomlar, lenf diigiimleri veya diger organlar gibi
viicudun diger bdlgelerine yayilarak metastaz olusturma potansiyeline sahiptir. Invaziv

meme kanserleri, doku ve hiicre tiplerine dayanarak asagidaki iki tiire ayrilir:

Invaziv Duktal Karsinom (IDC): Meme kanseri tiirleri arasinda, en yaygin
goriilenidir. IDC simiflandirmasi memenin kribriform karsinomu, memenin
misindéz karsinomu, memenin mediiller karsinomu, memenin tiibiiler karsinomu,

memenin papiller karsinomu gibi birkag alt tipten olugsmaktadir.

Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC): ILC, en yaygin ikinci meme kanseri tiiriidiir.

fleri yastaki kadinlarda daha sik goriiliir.

Invaziv alt kategoriler, birlikte tiim meme kanseri vakalarinin %90-95'ini
kapsamaktadir. Duktal ve lobiiler karsinomlar, her biri farkli patolojik 6zellikler
gosterdiginden; farkli prognozlara ve tedavi segeneklerine sahip olabilirler ve bu

nedenle birbirlerinden ayirt etmek Snemlidir (16).

Metastatik meme kanserleri: Viicuttaki diger organlara yayilir ve meme kanserinin IV
veya ileri evresi olarak bilinirler. Meme kanserinde metastazlar; koltuk altindaki lenf
digiimlerinde ve/veya kemik, akciger, karaciger ve beyin gibi uzak boélgelerde de
bulunabilir. Primer tiimor ¢ikarildiktan sonra bile mikroskobik tiimdr hiicreleri veya
mikro-metastazlar viicutta kalabilir. Bu durum, kanserin niiksetmesine ve yayilmasina

neden olur (16).
Meme Kanserinin Molekiiler veya intrinsik Alt Tipleri

Meme kanseri, heterojen ve fenotipik olarak tedaviye farkli davraniglari ve
yanitlar1 olan birkag biyolojik alt tipten olusur. Gen ifadesi profilleme teknikleri bu alt
tipleri farklilastiran listede; ER, PR ve HER2 gibi belirli genlerin ekspresyon modeline

dayanir ve intrinsik veya molekiiler alt tiplerine ayrilir (16,58):

Liiminal A meme kanseri: ER ve/veya PR pozitif, HER2 negatif ve diisik Ki-67
seviyeleri goriiliir, tiim meme kanserlerinin yaklasik %40'1m olusturur. Diisiik derecelidir,

yavag biiyiir ve en iyl prognoza sahip olma egilimindedir (16).
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Liiminal B meme Kkanseri: Tim meme kanserlerinin %20'sinden azim1 olusturur. ER
ve/veya PR pozitiftir, ya da HER2 pozitif veya negatiftir ve yliksek Ki-67 seviyeleri
vardir. Liiminal B kanserleri, liiminal A kanserlerinden biraz daha hizli biiyiir ve

prognozu biraz daha kotiidiir (16,59).

HER2-zengin meme kanseri: Bu alt tip, meme kanserlerinin %10-15'ini olusturur. ER
ve PR ekspresyonunun olmamasi, HER2 ve proliferasyon gen kiimelerinin yiiksek
ekspresyonu ve liiminal ve bazal kiimelerin diisiik ekspresyonu ile karakterizedir. HER2
ile zenginlestirilmis kanserler, liiminal kanserlerinden daha hizl1 biiyiir ve genellikle daha

kotii prognoza sahiptir (16).

Uclii negatif/Bazal benzeri meme kanseri (TNBC): TNBC alt tipi, tim meme
kanserlerinin yaklasik %20'sini kapsar; ER, PR ve HER2 negatif yani {i¢lii negatif olarak
karakterize edilir. TNBC, BRCA1l gen mutasyonlar1 olan kadinlarda oldugu gibi 40
yasindan kiiciik kadinlarda ve Afrikali-Amerikali kadinlarda daha yaygindir. TNBC
genellikle diger meme kanseri tiirlerinden daha agresif davramr ve bu da onu yiiksek
dereceli meme kanseri yapar. TNBC'de goriilen en yaygin histoloji duktal karsinomun
infiltrasyonudur, ancak nadir histolojik alt tip olan mediiller karsinom da genellikle ii¢lii

negatiftir (16).

Normal benzeri meme kanseri: Liiminal A hastalifina benzer ve ER ve/veya PR-
pozitif, HER2 negatiftir ve diislik seviyelerde Ki-67 proteinine sahiptir. Normal benzeri
meme kanseri iyi bir prognoza sahip olsa da, liiminal A kanserinin prognozundan biraz

daha kétiidiir (16).

Klaudin diisiik meme kanseri: Klaudin-diisiik timérlerde ER, PR ve HER2’nin
ekspresyonlar1 diisliktiir ya da yoktur ve invaziv duktal karsinomlardir (60).
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2.2.3. Molekiiler ve Genetik Mekanizmalar

Bir¢cok sinyal yolu ve bunlarin etkilesimi, normal meme gelisiminin
diizenlenmesinde ve diizensiz olduklari takdirde meme kanseri gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Sinyal yollarimn ¢cogu, kanser hiicreleri ve kanser kok hiicreleri tarafindan
diizensiz hale gelir. Meydana gelen degisikliklerin ¢ogu; hiicre proliferasyonu ve
boltinmesini, hiicre 6liimiinii, hiicre farklilasmasi ve kaderini ve hiicre hareketliligini
yoneten sinyal yollariyla eslesir (12). Meme kanserinde, molekiiler mekanizmalarin
diizenlenmesinde gorev alan sinyal yolaklari; ER, HER2, Notch, kanonikal Wnt/B3-
katenin, SHH, CDK’ler, BRK ve PI3K/AKT/mTOR’u igermektedir (Sekil 2-3) (16).
Proto-onkogenlerin  mutasyonlarimin  aktive  edilmesi bu sinyal yollarinin
hiperaktivasyonuna neden olurken tiimor baskilayicilarimin etkisiz hale getirilmesi

sinyalin kritik negatif regiilatorlerini ortadan kaldirir (12).
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Sekil 2-3: Meme kanserinden sorumlu bazi yolaklar (61)

 ERK1/2 ) (rB)

2.3. PIBK
1988 yilinda aktif hiicre ylizeyi biiylime faktorii reseptorlerinin

fonksiyonlarinin diizenlenmesinde sinyal doniistiiriici olarak kesfedilmistir (9). Lipit
kinaz ailesinin fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K’ler) olarak isimlendirilen grubu; protein
sentezi, hiicrenin hayatta kalmasi, cogalmasi, farklilagmasi, anjiyogenez ve apoptoz dahil
olmak tiizere birgok hiicresel siirecte kilit diizenleyici rol oynar (62,63). PI3K bazl1 yol,

bir dizi hormona ve biiylime faktoriine cevap veren hiicre i¢i sinyalidir (64). PI3K'ler,
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reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) ve G proteinine bagli reseptorleri (GPCR'leri)
etkinlestirmeyi saglayan hiicre disisinyalleri birlestirir; boylece serin/treonin kinaz AKT
ve mTOR gibi diger efektor yollar1 aktive eder (65,66). Timdr baskilayic1 PTEN, PIP3’1
fosforile eder ve PI3K/AKT sinyal yolunu negatif olarak diizenler (67).
PI3K/AKT/mTOR yolu ise, hiicre biiyiimesi ve sagkalimi, protein sentezi ve glukoz
metabolizmasi i¢in gereklidir (68). Aktivasyonu, tiimor gelisimi ve antikanser terapilere
direnci kapsar (Sekil 2-4) (69). Bu yolak meme kanserli hastalarda en sik diizensizlige
ugrayan  mekanizmalardan  bir tanesidir (63). PI3K/AKT/mTOR  yolunun
baskilanmasimin; ER aktivitesinin ve direncin artmasina yol agabilecegini gosteren
calisma gruplarinin, PI3K/AKT/mTOR inhibitorlerinin mekanizmalarim agiklamak igin
preklinik modelleri kullandigi ve bu bilesiklerin dstrojen-aracili sinyallesme tizerinde
etkisinin oldugu diistiniilmektedir (70,71). PI3K ve PI3K yolundaki diger kinazlar
farmakolojik miidahale i¢in ¢cok uygun olmalar1 sebebiyle, kanserde terapétik ajan olarak
kullamlabilmektedir (72).

Glukoz
alimi
Glikojen Glikojen
sentaz sentezi
DNA HASARI
Hicre
siklusu

ilerlemesi

Proliferasyon Glukoz metabolizmasi

WP

Jgrrotein
Mranslasyonu

uneybes aiony

cre geligimi

Otofaji

Sekil 2-4: PI3K/AKT/mTOR yolunun sematik gosterimi (73)
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2.3.1. PI3K Simflan

PI3K'ler, gliserofosfolipid fosfatidilinozitoliin (PtdIns) inozitol halkasi iizerindeki
3' hidroksil grubunu fosforile eden lipit kinazlar veya tiirevleri olan
polifosfolinozititlerdir (74). Yapilarinda; C2, sarmal ve katalitik (kinaz) alam bulunur. Bu
aile yapilarina ve substrat ozelliklerine gore li¢ ana simifa ayrilir: sif I, 1T ve III

(Tablo 2-2) (75).

Tablo 2-2: PI3K alt simiflarinin isimlendirilmesi (74)

Alt iinite Protein Gen adi (Insan)
Simf I
Katalitik pl10a PIK3CA
pl10p PIK3CB
p110d PIK3CD
pl10y PIK3CG
Diizenleyici p85a, pS5a, pSOa PIK3RI
p85B PIK3R2
pSSy PIK3R3
pl01 PIK3RS
p84, p87 PIK3R6
Simf 11
Katalitik PI3KC2a PIK3C2A4
PI3KC2p PIK3C2B
PI3KC2y PIK3C2G
Smuf 11T
Katalitik Vps34 PIK3C3
Diizenleyici Vpsl15 PIK3R4

2.3.1.1. PI3K Simf I

Simif T PI3K'ler kanserle iliskili en 6nde gelen ve en 6nemli simflardir.
Metabolizma, proliferasyon, otofaji, sagkalim, kemotaksis, hiicre biiylimesi ve biiyiik
elementlerin fagositozu gibi 6nemli hiicre i¢i roller simif I PI3K iiyeleri araciligiyla
kontrol edilir (76). IA ve IB olarak iki alt gruba ayrilan simf I PI3K'ler, katalitik ve
diizenleyici bir alt birimden olusan heterodimerlerdir (66).
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a) Smf 1A

IA Simf PI3K'ler, p110a/B/6 katalitik alt birim (sirasiyla PIK3CA, PIK3CB ve
PIK3CD genlerinden kodlanmirlar) ve p85a, p55a, pS0a, p85PB, p55y diizenleyici alt
birimlerden (sirastyla PIK3R1, PIK3R2 ve PIK3R3 genleri tarafindan kodlanirlar) olusan
heterodimerik enzimlerdir ve dogrudan RTK'ler tarafindan aktive edilirler (77). p110 alt
birimleri p85 ailesi tliyelerine baglanan ABD (adaptdr baglama alani) adli N (amino)-
terminal alam, Ras baglama alam1 (RBD), hiicresel zarlara baglanan C2 alani, islevi
bilinmeyen sarmal alan ve kinaz katalitik olmak {izere bes alandan olusur. Diizenleyici
p85 alt birimi de: N-terminal SH3 alani, Rho-GAP alany, katalitik alt birime baglanmadan
sorumlu iSH2 alam ve iSH2 tarafindan ayrilmis iki Src homoloji 2 (SH2) alanlar1 (daha
fazla N-terminal (nSH2) ve C (karboksi)-terminali (cSH2)) olarak tespit edilen bes alan
igerir. Temelde p85 diizenleyici alt birimleri, p110 katalitik alt birimlerine baglamr ve
onlar1 engeller. Uygun hiicresel uyaranlarla nSH2 ve c¢SH2 alanlari, aktive edilmis
reseptorler ve adaptor proteinlerindeki fosforile tirozinleri baglar. Boylece fosfotirozin
baglanmasiyla, p110 katalitik alt birimleri etkinlestirilir (78). p1106 immiin hiicrelerden
sadece lokositlerde iiretilirken p110a ve p110B her yerde iiretilir (79). p110a; glikoz
homeostazinda, RAS aracili sinyalizasyon ve hiicre proliferasyonunda, meme kanseri
olusumunda etkilidir (80). p110pB, trombosit biyolojisinde rol oynar ve tromboz
tedavisinde arastirilmaktadir (81). PI3Ko, hematopoietik soy hiicrelerinde iiretilir ve
sitokin reseptorleri, antijen reseptorleri, bliylime faktdrii reseptorleri ve kostimiilator
reseptorler tarafindan aktive edilir. Ayrica, T ve B lenfositlerinin gelisimi ve

aktivasyonunda Onemlidir (82).
b) Smif 1B

Katalitik alt birim p110y (PIK3CG tarafindan kodlanan) PI3K, IB Simf’ 1nmin tek
tiyesidir ve p84/p87 veya pl01 diizenleyici alt birimlerle heterodimer olusturur (83).
Heterotrimerik G-protein bagli reseptorler ile etkinlestirilirler (84). p110y, kristalize
edilen ilk PI3K’dir (85). PI3KYy, tiimor mikro ortanunda 6nemli rollere sahiptir ve doku
hipoksisine yamt olarak miyeloid hiicrelerde PI3Ky sinyali aktif hale getirilir (86,87).
Ayrica nédtrofil ve makrofajlardaki kemotaksise katkida bulunur (88).
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2.3.1.2. PI3K Smf II

RTK'ler, sitokin reseptorleri ve integrinler tarafindan aktive edilebilen
sirastyla PIK3C2A, PIK3C2B ve PIK3C2G tarafindan kodlanan PI3K simif II’nin ii¢
izoformu; PI3KC2a, PI3KC2f ve PI3KC2y vardir (66). Bu PI3K'ler arasinda en ¢ok
arastiritlan PI3K-C2o'dir ve PI3KC2f gibi her yerde eksprese edilirken PI3K-C2y
karacigere ozgiidiir (89). Sinmf II PI3K'ler, uzun N- ve C-terminal alanlari ile yiiksek
molekiiler kiitleye sahip monomerlerdir (90). Sinif II PI3K'ler; Ras-baglama, C2, sarmal
ve katalitik alanlara sahiptir, ancak diizenleyici alt birim baglama alanlar1 yoktur. N
terminal uzantilari, simuf II izoformlarimi birbirinden ayirir ve bu sayede Ozel
fonksiyonlara sahip olurlar. Ornegin PI3K-C2o’nin spesifik olarak klatrin baglayici
bolgesi bulunuyorken PI3K-C2f prolince zengin dizilere sahiptir (91). Substrat olarak
PI(4)P (fosfatidilinozitol-4-fosfat)'yi kullanirlar (92). Simif II PI3K'ler; hiicre gdgiinde,
glikoz tasinmasinda, insiilin sinyallerinde, kanal diizenlemesinde, endositoz ve

ekzositozdaki farkli rolleriyle hiicre korteksinde islev gorebilmektedir (93).

2.3.1.3. PI3K Sumf III

PI3K Smuf III; insiilin sinyali, endositoz ve fosfatidilinozitol-3-fosfatin
iretilmesi yoluyla bir¢ok adimda hiicre i¢i vezikiiler tasinmay1 diizenler (94,95). Sinf 111
PI3K’ler, bir diizenleyici alt birim (PIK3R4 tarafindan kodlanan) ve bir katalitik alt
birimden olusan heterodimerik yapiya sahiptir (75). C2, sarmal ve lipid kinaz alanlarim
igeren, tiim Okaryotik organizmalarda ifade edilen PI3K'dir (84,96). Katalitik alt birimi
endo-lizozomal sistemde vezikiiler trafigin diizenlenmesinde rol alir (97). Ayrica memeli
hiicrelerinde mTOR yolaginda hiicre i¢i fonksiyonlarda gorev alir ve otofaji ile de ilgilidir
(98).
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Sekil 2-5: Fosfoinozitol 3-kinaz (PI3K) ailesinin iiyeleri (66)

Smmf IT

2.3.2. PI3K Sinyali

PI3K; HER2, EGFR veya insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii
(IGFIR) gibi RTK’ler vasitastyla cesitli hiicre dis1 sinyallere yamt olarak aktiflestirilir
(99). RTK'lere ek olarak MAPK yollarini tetikleyen RAS, dogrudan PI3K'ye baglanabilir
ve aktive edebilir (100). Bunun sonucunda PI3K olusur ve PI3K membrana baglanir (66).
Serin/treonin kinaz AKT (protein kinaz B), yolagin diizenlenmesinde gorev yapan c¢ok
fonksiyonlu bir kinazdir (101). Gelen sinyallerle p110, fosfatidilinozitol(3,4,5)—trisfosfat
(PIP3) olusturmak iizere fosfatidilinozitol(3,4)-bifosfati (PIP2) fosforile eder. AKT'nin
PIP3'e baglanmasi, AKT'nin sitoplazmadan plazma membramna yer degistirmesine yol
acar ve burada 3-fosfoinositid bagimli protein kinaz 1 (PDK1) ve AKT'nin ortak
lokalizasyonu, PDKI1 tarafindan AKT’nin treonin 308 kalintilarimin fosforillenmesini
baslatir. AKT'nin tam aktivasyonu, AKT'nin mTOR/Rictor kompleksi 2 (mTORC2)
tarafindan serin 473 kalintilarimin (pAKT-S473 veya pAKT) fosforile edilmesini
gerektirir. Bu durumda AKT, mTOR/Raptor kompleksi 1 (mTORCI1)'in aktivitesini
diizenleyerek hiicre biiylimesini ve protein sentezini diizenleyen ¢ok sayida molekiiliin
fosforilasyonuna ve sinyal kaskadinin aktiflenmesine neden olur. pAKT, GSK-3f

(glikojen sentaz kinaz-3) ve tau proteinleri sayesinde, mikrotiibiil dinamiklerini ve
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organizasyonunu diizenleyerek hiicre proliferasyonuna ve hiicre dongiisii ilerlemesine
katkida bulunur. pAKT, proapoptotik proteinlerin fosforilasyonunu tetikleyerek bunlarin
dogrudan inaktivasyonuna neden olur veya proapoptotik proteinlerin ekspresyonunun
azalmasina neden olan Forkhead transkripsiyon faktorlerinin (FOX) inhibisyonu yoluyla
hiicre 6limiinii baskilar (99). PI3K/AKT yolagimn negatif diizenleyicisi olan PTEN,
PI3K etkisinin antagonisti olarak gorev yapar (102). Bu nedenle PTEN’deki fonksiyon
kaybi, PI3K yolunun asir1 aktivasyonuna ve sonug¢ olarak hiicre proliferasyonunun

tetiklenmesine neden olabilir (7).

Insiilin veva
Biiyiime Faktirleri FPA veya
Kemokinler

A
l - LY - <> -
Sagkalhm \ J
Transformasyon l Apoptoz ¥::::Ill:s:im1
Hiicre iskeleti Apoptoz Hiicre siklusu
Motilite Hiicre siklusu Glukoz
Transformasyon DNA onarimy metabolizmasy

Sekil 2-6: PI3K sinyal yolag: (66)

PI3K sinyali c¢esitli insan kanserlerinde: PIK3CA ve AKTI1 (serin/treonin
kinaz 1)'in somatik mutasyonlar1 PTEN'in silinmesi, AKTI ve PIK3CA'nin
amplifikasyonu ile yolun ¢esitli bilesenlerinde genetik degisiklikleriigermesi bakimindan
Oonemlidir. Baz1 arastirmalarda PIK3CA mutasyonlar1 ile PIK3CA ve PTEN kayb1 ve
PTEN mutasyonlarimin kopya sayisi kazammlarimn bir arada oldugu, bazlarinda ise
PIK3CA, PTEN, AKT1 ve PIK3R1 mutasyonlarin tekli sekilde goriildiigi bildirilmistir
(16). Bununla birlikte meme kanserinin farkli alt tipleri arasinda, PI3K yolu
diizensizliklerinin siklig ve tiirii degisebilmekte farkli klinik belirtilere ve terapotik
etkilere neden olabilmektedir (103).
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2.3.3. Meme Kanserinde PI3K Arttiric1 Mekanizmalar
A. PI3K Degisimleri
2.3.3.1. PIK3CA Mutasyonlar

PIK3CAmn somatik mutasyonlar1 ilk olarak 2004'te cesitli malignitelerde
bildirilmigtir (104). p110 izoformlar1 arasinda en ¢cok mutasyona ugrayan PIK3CA geni
tarafindan kodlanan p110a’dir (8). PI3K kompleksinde goriilen diizensizlikler, AKT ve
MAPK araciligtyla biliyiime sinyalinin aktivasyonunu tetikler (105). Yapilan
arastirmalarda PIK3CA somatik mutasyonlarimin %56’s1 ekzon 9'daki E542K veya
E545K’de ve %36’s1 ekzon 20'deki H1047R veya H1047L bolgelerinde tespit edilmistir
(106). Her iki mutasyon tipinin fonksiyon kazancina sebep olan mutasyonlar olduklar1
bildirilmistir. Ekzon 9’daki p110a'nin, Src-homoloji 2 (SH2) domaini yoluyla p85'in
inhibe edici etkisinden korunmasina yol acan mutasyonlar oldugu goériilmiistiir. Ekzon 20
mutasyonlar1 ise kinaz alanindaki aktivasyon dongiisiiniin yakininda bulunur ve yapisal
PI3K sinyalini destekleyen mekanizmalar ile iligkisi tam olarak aydinlatilamamistir
(107). PIK3CA genindeki onkojenik mutasyonlara daha ¢ok meme ve endometriyal
kanserlerde rastlamrken servikal, mesane, kolorektal, bas ve boyun skuamdz hiicreli
karsinom gibi farkli kanser tiplerinde de bulunmustur (108). PIK3CA, meme
kanserlerinde siklikla mutasyona ugrayan gendir ve meme tiimorlerinde %18-40 arasinda
goriiliirken ER+ meme kanserlerinin yaklasik %40’inda gozlenir (65,109). Onkojenik
PIK3CA mutasyonlar1 liiminal veya bazal meme progenitdr hiicrelerinin farklilasmasina
neden olmaktadir (110). PIK3CA mutasyonlari, biiyiik olasilikla ltiminal tip (HR+/HER2)
timorlerde daha az agresif timor Ozelliklerini gosteren belirteclere sahiptir (107).
Bahsedilen mutasyonlara ek olarak C2 alamndaki delesyonlarin; p85a’mn pl10a’ya
baglanamamasina, artmug pl10a aktivitesine ve hiicresel transformasyona neden olan

genetik degisiklikler oldugu tespit edilmistir (111).
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Sekil 2-7: Normal ve kanser hiicrelerinde p110a ve p110f proteinlerinin lokalizasyonunun
gosterimi (112)

2.3.3.2. PIK3CA Amplifikasyonu

PIK3CA mutasyonlarinin ~ kesfedilmesinden 6nce, meme kanseri
vakalarimin yaklasik %10'u dahil olmak iizere c¢esitli malignitelerde PIK3CA'nin gen
amplifikasyonu rapor edilmistir (107). PIK3CA amplifikasyonu yaygin olarak goriilmese
de PIK3CA mutasyonlar1 gibi, PI3K aktivitesinin artmasina neden oldugu gosterilmistir
(113).

2.3.3.3. PIK3R1 Mutasyonu/Diisiik Ekspresyonu

PIK3R1'deki mutasyonlar; p85’in p110 ile temas eden protein bolgesinde
kiimelenir ve tiimor baskilayict rol oynar (114). PIK3R1 ekspresyonunun azalmasinin,
bir¢cok kanserde agresif rol oynadig tespit edilmistir (115).

B. Diger PI3K-arttirnc1 Mekanizmalar

2.3.3.4. HER2 Amplifikasyonu

PI3K, adaptor proteinleri yoluyla RTK’ler ile dogrudan veya dolayl1 olarak
baglanarak aktiflestirilir. Amplifiye HER2, meme kanseri tiimor olusumu bakimindan
onemli bir RTK'dir (107).
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2.3.3.5. PTEN Kayh: veya Inaktivasyonu

PTEN diizensizligi, cesitli kanserlere neden olur. PTEN antagonist gorevini
yerine getiremediginde PI3K yolunun simrsizbir sekilde sinyallesmesine yol acar. Ayrica
PTEN eksikligi goriilen kanserlerde, PTEN lipid fosfataz fonksiyon kaybindan
kaynaklanan AKT’nin asir1 aktivasyonu 6énemli onkojenik glictiir (69).

2.3.3.6. AKT1 Mutasyonu

AKTI1, AKT ailesinin bir iiyesidir, bliylimeyi ve sagkalimu tesvik eder (92).
AKTT1’in, pleckstrin homoloji alaninda (PH) goriilen aktive edici mutasyonlar (E17K)
meme kanserlerinde %1,4-8 olarak bulunmustur (116). Meme tiimorlerinden 6zellikle ER
ve PR’nin her ikisinde ifade edilirken ayrica yumurtalik, melanoma ve kolorektal

tiimorlerde tespit edilmistir (66,116).

2.4. PIK3CA (C>A; rs6443624) Gen Polimorfizmi

p1100, simf IA PI3K’nin iiyesidir ve PIK3CA geni araciligiyla kodlanir.1068
amino asidi kodlayan bu gen 34 kb uzunlugundadir ve 3q26.3 kromozom bdélgesinde yer
alir, 20 ekzonludur (6). p110a dizisi boyunca somatik yanlis anlamli mutasyonlar
tammlanmustir ve diger izoformlarda yaygin degildir, ancak asir1 ekspresyonlar1 kanserle
baglantilidir. PIK3CA geninde veya protein asir1  ekspresyonundaki  gen
amplifikasyonlari, silmeleri, bir ya da daha ¢ok baz c¢iftinin eklenmesi (insersiyon) ve
somatik yanlis mutasyonlar beyin, meme, akciger, karaciger, mide, kolon, endometriyum,

serviks ve yumurtaliklar dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiplerinde rapor edilmistir (115).

PIK3CA intron bolgesinde yer alan rs6443624 C>A gen varyasyonu hakkinda
literatiirde az sayida g¢aligmaya rastlanmistir. Meme kanserlerinde PI3K yolaginda
goriilen genetik degisimlerin sikligi molekiiler alt tiplere gore farklilik géstereceginden
hastaligin tam ve tedavisinde diizenlenmelerin 6zenli bir sekilde incelenmesi biiylik 6nem
tasimaktadir. Calismamizda PIK3CA (rs6443624) genetik varyasyonu ve PI3K serum
ifadesinin meme kanseri riskinin, klinik ve prognostik parametrelerle olan iliskilerin

degerlendirilmesi amaglannmusgtir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanimu

Caligsmada iki 6rnek grubu incelenmistir. Birinci grup, 101 kisiden olusmakta
malignite bulgusu ve ailede kanser hikayesi bulunmayan saglikli bireylerden olusan
kontrol grubudur. Ikinci grup ise, Istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi
Klinigi tarafindan meme kanseri tanis1 konulmug 61 hastadan olugmaktadir. Projeye dahil
edilenmeme kanseri tams1 konmus hastalarin; klinik ve histopatolojik degerlendirmeleri,

ornek alimlar1 yukarida belirtilen klinik tarafindan gerceklestirilmistir.

Polimorfizm ¢alismamizda; saglikli ve meme kanserli bireylerin kan 6rnekleri
EDTA’l tiipe alinarak DNA izolasyonu, PIK3CA gen polimorfizmi ve serum PI3K
diizeyi analizleri sirasiyla yapilmistir. Meme kanserli hastalar ve normal bireylerin kan
orneklerinin kullamildigt DNA izolasyonu, amonyum asetat ve proteinaz K ile tuz

coktiirme yonteminden elde edilmistir (117).

3.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmamizda kullamlan kimyasal maddeler Tablo 3-1’de gosterilmistir:

Tablo 3-1: Deneyde kullamlan kimyasal maddeler

Kullamlan kimyasal madde Kullamlan kimyasal maddenin markasi

Agaroz Sigma

Amonyum asetat Sigma A-8920
Amonyum Kloriir Sigma A-5666
Asetik asit Merck K-04134156
Bromfenol mavisi Sigma B-6896
DNA isaretleyici GeneRuler 50 bp
EDTA

(Etilendiamintetraasetat)
Etanol

Etidyum Bromid
Hidroklorik asit
Izopropanol

Potasyum bikarbonat
Potasyum hidroksit
Primerler

Proteinaz K

Merck K-90602121

%99 Tekel
Sigma E-8751
%37 Merck K-13190114

Merck K-126223552
Sigma P1767
Invitrogen

Stratagene 300-141
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Sodyum dodesil (lauryl) siilfat Sigma [-5750

Sodyum hidroksit
Sodyum Kloriir
Tris baz

Taq polimeraz

3.3. Kullamlan Gerecler

Merck C754962

Carlo Erba 368257
Sigma T-1503

i-Taq DNA Polymerase

Tablo 3-2’de deneyimizde kullamilan gerecler belirtilmistir:

Tablo 3-2: Deneyde kullamlan gerecler

Kullamilan gerec
Elektroforez gii¢ kaynagi

Elektroforez sistemi

Hassas terazi
Isiticth manyetik
kanstirici
Mikrodalga firin
Mikrosantrifiij
PZR cihazi
pHmetre

Pipet takimu
Santrifiij
Spektrofotometre
Su banyosu

UV transilliiminator
Vorteks
Nanodrop

Kullamilan gerecin markasi

Titan Plus Helena Laboratories

LKB 2013 Miniphor Electrophoresis,
LKB 2012 Maxiphor Electrophoresis
Mettler

Elektromag

Philco

TDX

Bio-Rad T100 Thermal Cycler

Hanna

Brand

Hereaus

Thermo Electron Multiskan Spectrum
Elektromag

Stratagene UV/White Light Transilluminator
Nuve mix

ND-1000 Spectrophotometer

3.4. Cozeltiler ve Kimyasal Maddeler

3.4.1. DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler

3.4.1.1. 0,5 M Disodyum Etilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8,0)
186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartildi ve beher igine alindi.

Uzerine 800 mililitre distile su eklendi. Manyetik karistiric1 yardinuyla ¢dzdiiriildii. pH’s1
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NaOH cozeltisi ile 8,0’a ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlandi ve
120°C’de 15 dakika otoklavlama islemi yapilarak sterilize edildi.

3.4.1.2. 1 M Tris Tamponu (Stok)

121,1 gram Tris baz tartild1 ve bir behere aktarildi. Ardindan 42 pl Hidroklorik
asit (HCI) ile yaklasik 800 mililitre distile su eklendi ve manyetik karistirict yardimiyla
cOzdiriildii. Cozelti balon jojeye aktarildi. Daha sonra distile su 1 litreye tamamland1 ve

120°C’de 15 dakika otoklavlama islemiyle sterilize edildi.

3.4.1.3. 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233,6 gram NaCl tartildiktan sonra erlene alindi ve 800 mililitre distile su ilave
edildi. Daha sonra manyetik karistirici ile ¢ozdiirtildii. Cozelti balon jojeye aktarildi ve
distile su eklenerek 1 litreye tamamlandi. Sterilazasyonun saglanmasi i¢in 120°C’de 15

dakika otoklavlama gerceklestirildi.

3.4.1.4. 95 M Amonyum Asetat

73,22 gram Amonyum asetat tartilarak beher i¢ine koyuldu. 80 mililitre distile
su eklendikten sonra manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii ve balon jojeye aktarildi. Distile
su katilarak 100 mililitreye tamamlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize
edildi. +4°C’de sakland.

3.4.1.5. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildiktan sonra beher igine alindi. Uzerine 80
mililitre steril distile su eklendi ve manyetik karistirici araciligiyla ¢ozdiiriildii. pH’s1
7,2°ye ayarlandi. 0,22 mikronluk filtreden gecirildi ve sterilize edildi. Oda 1sisinda

saklandi.

3.4.1.6. Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8,74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0,5 Molar
EDTA tartilarak erlen i¢ine alindi ve iizerine 900 mililitre steril distile su eklendi. Cozelti
pH’s1 IN NaOH ile 7,4’e ayarland1 ve balon joje i¢inde 1 litreye tamamlandi. Daha sonra
1s1ya dayamkli cam siselere aktarildi. 120°C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra +4°C’de

saklandi.
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3.4.1.7. Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25 mililitre 4 Molar NaCl, 50 mililitre 0,5 M EDTA balon jojeye konuldu. Daha
sonra streril distile su eklenerek 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlama

ile sterilize edildi ve oda 1s1sinda saklandi.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
20 miligram Proteinaz K tartildiktan sonra steril bir tiip i¢ine alindi. Steril distile

su ile 1 mililitreye tamamlanarak -20 °C’de muhafaza edildi.

3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (Polymerase Chain Reaction-PCR)
Kullamlan Kimyasal Maddeler

3.4.2.1. DNA Taq polimeraz enzimi (5U/pl) (i-Taq DNA Polymerase)
Enzim, 25 pl’lik PZR reaksiyonuna son konsantrasyon 1 unite olacak sekilde
eklendi.

3.4.2.2. Ileri ve Geri Primer Stok Hazirlamsi
Ileri ve geri primerler 0,5 mililitrelik tiipe 2 ayr1 stok olarak hazirland.

3.4.3. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

3.4.3.1. 1X Tris-Asetat-Etilendiamintetraasetat (TAE) Tamponu

50X TAE soliisyonundan alinan 20 mililitre iizerine steril distile su eklenerek 1
litreye tamamland1 ve 1X TAE tamponu hazirlandi. 1X TAE tamponu; 40 mM Tris, 20
mM asetik asit ve 1 mM EDTA icermektedir.

3.4.3.2. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

4 gram Agaroz tartilarak erlen i¢ine konuldu ve son hacim 200 ml olacak sekilde
1X TAE tamponu eklendi, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozdiiriildii. Erlenin sicaklig
el ile tutulabilecek sicakliga geldiginde (50-55°C) ¢oziinmiis agaroz jel igine 4,5 pl
etidyum bromiir (10 mg/ml) koyuldu. Hazirlanan jel, yatay jel yatag i¢ine dokiildii.
Yiikleme kuyucuklarinin olugmasi amaciyla tarak yerlestirildi ve donmaya birakildi. Jel
donduktan 15-20 dakika sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi. Boylece jel 6rnek yiiklemesi i¢in

hazir duruma getirildi.
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3.4.3.3. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
1 gram Etidyum bromiir tartildi ve 1,5 mililitrelik tiipe koyuldu. Steril distile su

eklenerek 10 mililitreye tamamlandi.

3.4.3.4. Yiikleme Tamponu (Loading Buffer) (6X)
Yiikleme tamponu (loading buffer) icin; %0,25’lik bromfenol mavisi ve
%40’ 11k siikroz karisinu hazirlandi.

3.5. Kullamlan Yontemler

3.5.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

10 mililitre periferik kan steril EDTA’] tiiplere alindi. Calismada kullamlmak
tizere falkon tiipiine aktarildi. Tiipe 1:3 oraminda (30 mililitre) eritrosit par¢alama ¢ozeltisi
eklendikten sonra karistirildi. +4°C’de 15 dakika bekletildi. Ornekler +4°C’den
cikarildiktan sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisimlar1 atildi.
Pelletleri tamamen siispanse edildi ve {izerlerine yeniden 15-20 mililitre eritrosit
parcalama ¢ozeltisi eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildi ve daha sonra 1500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar atilarak stispanse edildi. Stispanse pellet
tizerine sirastyla 500 pl %10°1uk SDS, 75 pl proteinaz K (20 mg/ml), 9,4 mililitre 16kosit
parcalama ¢ozeltisi (WBL) eklendi. 56°C’ye ayarlanmis su banyosunda 1 gece inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda her 1 mililitre drnek basina 0,37 mililitre olacak sekilde
9,5 Molarlik Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendi ve yavasca karistirildi. 3000 rpm’de 25
dakika santrifiij edildi ve proteinler ¢oktiiriildii.

3.5.1.1. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

DNA’mn safligi ve konsantrasyonu, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
yapilan Olc¢limlerle spektrofotometrik olarak belirlendi. 50 ug/ml ¢ift iplik¢ikli DNA
iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edildiginden bu dalga
boyunda elde edilen deger asagidaki formiilde uygulandi. Boylece DNA konsantrasyonu
hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: ODzgy X 50 pg/ml
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DNA orneklerinin safligi, OD20/ODagy oranmiyla belirlendi ve iyi safliktaki
DNA’nin OD»/OD2go degeri 1,8 olarak kabul edildi. Ortamda protein veya fenol
bulunuyorsa bu oran 1,8’den kiigiik; ancak OD»s/OD2gp degeri 2’den biiyiikse ortamda
RNA bulunuyor anlamina gelmektedir.

3.5.2. PIK3CA Gen Polimorfizminin Tespit Edilmesi

3.5.2.1. PIK3CA (C>A) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Primer Dizileri
PIK3CA gen bolgesinin ¢ogaltiminda kullamlan primerlerin niikleotid dizisi
uluslar arasi1 yayinla dogrulanmistir ve asagidaki tabloda belirtildigi gibidir (118).

Tleri primer 5-TAAGATGTGCAGAGTTCGTTGTATG-3"

Geri primer 5-TTGCCTTTGTAAATATGCTCCATAATC-3’

3.5.2.2. PZR Kansiminin Hazirlamsi

Reaksiyonun toplam hacmi 25 pl olarak hazirlandi. Tablo 3-3’de belirtilen
bilesenler sirayla 0,2 ml’lik steril tiipe koyuldu ve Taq polimeraz en son eklendi. 10 6rnek
calisilacakise pozitif ve negatif kontrol i¢in birer tane reaksiyon karisimu hazirlandi. Ayni
zamanda pipetleme hatalar1 i¢in bir tane olacak sekilde toplamda 13 reaksiyon iizerinden
karisim hazirlandi. PZR karisimu hazirlama islemlerinin tiimii soguk blok iizerinde ve

steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 3-3 : PZR kansiminin hazirlanmasi

Malzemeler Kullanilan hacim 10 + 3’liik reaksiyon
Distile su 12,9 pl 167,7 ul

10X PZR Tamponu 3ul 39 ul

Mg?* 1,2 ul 15,6 ul

dNTP 3ul 39 ul

Ileri primer 1,2 ul 15,6 pl

Geri primer 1,2 ul 15,6 ul

Taq polimeraz 0,5 ul 6,5 ul

DNA 2 ul -
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0,2 ml’lik tiiplere, numune sayis1 kadar 23 pl reaksiyon karigimu dagitildi.
Ardindan vakit kaybetmeden her tiipe 2 pl DNA eklenerek tiip igerisine konan
bilesenlerin iyice karisabilmesi amaciyla pipetleme islemi yapildi. Onceden 95°C
sicakliga getirilmis PZR cihazina (Bio-Rad T100 Thermal Cycler) numuneler yerlestirildi
ve boylece PZR islemi baslatildi.

3.5.2.3. PZR Sartlan
PIK3CA (C>A) gen polimorfizmini tespit amaciyla kullamlan ileri ve geri

primerlerin baglanma (annealing) sicakligi olarak 60°C kullanuldi (Tablo 3-4).

Tablo 3-4 : PIK3CA (C>A) gen polimorfizmi PZR kosullan

On denatiirasyon 95°C 5 dakika
Denatiirasyon 94°C 45 saniye
Baglanma 60°C 45 saniye 35 dongii
Uzama 72°C 45 saniye
Son uzama 72°C 5 dakika

3.5.2.4. PZR Uriinlerinin %2’lik Jele Yiiklenmesi

Hazirlanan %2’lik jel, jel tanki icine uygun sekilde konuldu. 1X TAE tamponu,
2-3 mililitre agaroz jeliniizerini gegecek sekilde ilave edildi. 7 pul PZR {iriinii {izerine 3 pl
yikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapildi ve daha sonra 10 pl’lik 6rnek
karigimlar1 sirasiyla kuyucuklara yiliklendi. En son DNA isaretleyicisi (GeneRuler 50 bp)
ilk kuyuya koyuldu.

Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra jel tankinin kapag: kapatilarak giic kaynagi
(E-Capparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarland1
ve elektroforezde yiiriitme gerceklestirildi.

3.5.2.5. PZR Uriinlerinin Kontrolii

PIK3CA (C>A) gen bdlgeleri ile ilgili PZR iiriinlerinin olusumunu kontrol
etmek icin yiirlitme isleminden sonra jel UV 1sik altinda (304 nm dalga boyunda)
incelendi. Daha sonra UV ftransilliiminatorde PZR iirlinlerinin fotografi ¢ekilerek

kaydedildi.
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3.5.3. PIK3CA (C>A) Gen Polimorfizmi Enzim Kesimi

3.5.3.1. PIK3CA (C>A) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Enzim ve
Kimyasal Maddeler

Alul kesim enzimi, 10X Buffer ile birlikte PIK3CA gen polimorfizminin
belirlenmesi i¢in kullanildi:
5 AGICT 3
3T C1G A S
Amplifiye PZR iirlinleri, Alul enzimi ile 37°C’de 16 saatte kesilmistir. Kesim
isleminde her bir 6rnek i¢in kimyasal maddeler Tablo 3-5’de belirtildigi sekilde
kullanilmustir.

Tablo 3-5: PIK3CA (C>A) gen polimorfizmi kesiminde kullanilan malzemeler

ilk konsantrasyon Son konsantrasyon Eklenen hacim
Distile su 9pul
10X Buffer R Tamponu 10X 0,8X 1l
Alul enzimi 10 U/ul 5U0/ul 0,5 ul
PZR iiriinii 10 pl

Toplam hacim: 20,5 pl

3.5.3.2. PIK3CA (C>A) Gen Polimorfizminin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

Hazirlanan %2’lik agaroz jeleilgili kesim enzimleri ile kesilen PZR {iriinlerinden
8 ul, yiikleme tamponundan 2 pl alinarak karistirildi. %2’lik agaroz jeldeki kuyulara
sirastyla yiikleme yapildi. Kesimden elde edilen iirtinler, 4 pl DNA molekiiler
isaretleyicisi (GeneRuler 50 bp) ile birlikte yiirtitiildii. Yiiriitme tamamlandiktan sonra jel
tizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.5.3.3. PIK3CA (C>A) Gen Polimorfizminin Degerlendirilmesi

355 b¢’lik PZR firiinleri Alul enzimi ile uygun kosullar altinda kesildi. Uygulanan
islem sonrasinda goriintiilenen kesim {iriinleri AA genotipinde 355 bg (baz ¢ifti); CC
genotipinde 262 ve 93 bg; CA genotipi ise heterozigot formda 355 bg¢ olarak

degerlendirilmistir.
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3.5.4. Serum PI3K Diizeyinin ELISA Yontemi ile Tayini

Ornek serumlar i¢indeneyde kullandigimiz PI3K (ELISA) kitinde, kuyular daha
Onceden insana 6zgli poliklonal antikor PI3K ile kaplanmustir. Kontrol numuneleri,
ornekler (bilinen insan PI3K igerigi standartlar1 dahil) ve bilinmeyenler bu kuyulara
pipetlendikten sonra inkiibasyona birakilir. Bu islemle birlikte PI3K antijeni, tek bir
bolgeden sabit antikorlara baglamr ve yikamadan sonra PI3K’ye 0Ozgii biyotinile
monoklonal antikorlar eklenir. Bu antikorlar, ikinci inkiibasyon sirasinda ilk

inkiibasyondan gelen sabit PI3K’lere baglanir.

Yabanci antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasiyla Streptavidin-HRP enzimi
eklenir. Bu enzim, biyotinile antikora sandvi¢in dérdiincii liyesini tamamlamak amaciyla
baglanir. Ugiincii inkiibasyon ve baglanmanus enzimleri uzaklastirabilmek igin yapilan
yikamadan hemen sonra substrat soliisyonu eklenir. Bu soliisyonla, bag enzimi iizerinden
renk iretilir. Enzim ve substrat kompleksinden olusan renkli iiriiniin yogunlugu ortamda

bulunan PI3K konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

ELISA deneyinde kullamlacak reaktifler Tablo 3-6’da gosterilmistir:

Tablo 3-6: Saglanan reaktifler

Reaktifler 96’k Test Kiti
PI3K Standard: (80 ng/ml). Her sise 0,5 mililitre. | sise
Standart Seyreltici Tampon. Her sisede 3 mililitre. 1 sise
Antikor kaplt kuyular. 12x8 kuyulu serit. 1 plate
Streptavidin-HRP-Konjugat reaktifi. Her sisede 6 mililitre. 1 sise
Yikama Tamponu Konsantresi (30X). Her sisede 20 mililitre. 1 sise
Biotin-(PI3K) antikoru. Her sisede 1 mililitre. 1 sise
Kromojen Soliisyonu A. Her sisede 6 mililitre. 1 sise
Kromojen Soliisyonu B. Her sisede 6 mililitre. 1 sise
Durdurma Soliisyonu. Her sisede 6 mililitre. 1 sise
Kapali torba. 1 tane
Plate Kapaklari. Yapigkan bantlar. 2 tane
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3.5.4.1. Reaktif Hazirlama ve Depolama

A. insan PI3K Standardimin Sulandirilmasi ve Seyreltilmesi

1. Yonergeler icin kit prosediirleri dikkate alindi. Standardlar, Standart Seyreltme
Tamponuyla sulandirildi ve dondiiriilerek hafifce karistirildi. Tam sulandirmanin

saglanmas1 i¢in 10 dakika beklendi. Sulandirilma isleminden sonra 1 saat iginde

kullamldi.

2. 120 pl orijinal standarda, 120 pl Standart Seyreltme Tamponu eklendi. Boylece 40
ng/ml’lik standart hazirlandi, sonra karistirildi.

3.20, 10, 5 ve 2,5 ng/ml Hu PI3K etiketli her 4 tiipe 120 pl Standart Seyreltme Tamponu
eklendi.

4. Standartlarin seri seyreltmeleri asagidaki seyreltme tablosunda belirtildigi gibi
olusturuldu ve adimlar arasinda iyice karistirildi (Tablo 3-7).

Tablo 3-7: Standartlarin seyreltilmesi

Standart Ekle:
40 ng/ml 120 pl Orijinal Standart + 120 pl Seyreltme Soliisyonundan
20 ng/ml 120 pl 40 ng/ml Standardindan + 120 pl Seyreltme Soliisyonundan
10 ng/ml 120 pl 20 ng/ml Std.dan + 120 pl Seyreltme Soliisyonundan
5 ng/ml 120 pl 10 ng/ml Std.dan + 120 pl Seyreltme Soliisyonundan
2,5 ng/ml 120 pl 5 ng/ml Std.dan + 120 pl Seyreltme Soliisyonundan
B. Yikama Tamponun Seyreltilmesi

Yikama Tamponu (30X) oda sicakligina geldikten sonra ¢oken tuzlarin
eridiginden emin olabilmek icin calkalandi. 435 mililitre deiyonize su, 15 mililitre
Yikama Tamponu konsantresi (30X) ile 500 mililitrelik cam sisede seyreltildi. Seyreltilen
yikama tamponu buzdolabinda saklanmak iizere kaldirildi.
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3.5.4.2. Yontemin Uygulamsi

1. Testte kullamlacak 8-kuyulu serit sayis1 hazirlandi.

2. Serum ornekleri oda sicakliginda 10-20 dakika bekletildi. 2000-3000 rpm hizinda 20
dakika santrifiijden sonra siipernatant atildi. Cokelme goriildiigiinde santrifiij tekrarlandi.

3. Kontrol kuyularina 50 pl Standart ve 50 pl Str-HRP konjugat reaktifi eklendi. Test
kuyularina 40 ul Ornek, iizerine 10 ul PI3K-antikor ve 50 pl Str-HRP konjugat reaktifi
eklendi. Plate yapiskan bantla kapatildi, karismanin saglanmasi iginplate’in bir tarafindan

hafif¢e vuruldu. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

4. Plate i¢inde bulunan soliisyon kuyulardan bosaltildi ve aspire edildi. Kuyular 3 defa
0,35 mililitre Yikama ¢ozeltisi ile 1-2 dakika bekletilerek yikandi. Gerektigi takdirde bu

islem tekrarland.

5. Her kuyucuga 50 pl Kromojen ¢ozeltisi A, daha sonra 50 pl Kromojen ¢ozeltisi B
eklendi. Yavasca karistirildi ve 1s1iktan uzakta 37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

6. Her kuyucuga reaksiyonu durdurmak igin 50 pl Durdurucu Soliisyon eklendi ve
plate’in bir tarafindan karistirmak i¢in hafifce vuruldu. Boylece kuyulardaki sivinin rengi
maviye donecektir. Asitin etkisiyle de renk sar1 olacaktir. Sonucunda renk yogunlugu ve

ornegin Hu PI3K konsantrasyonu pozitif korelasyon gostermelidir.

7. Durdurucu soliisyonu ekledikten sonra 15 dakika igerisinde “Thermo Electron

Multiskan Spectrum” cihazi ile 450 nm dalga boyunda her kuyunun absorbansi 6l¢iildii.

8. Standartlarin konsantrasyonuna ve karsilik gelen OD degerlerine gore, standart egri
dogrusal denklemi hesaplandi. Ardindan karsilik gelen Ornegin konsantrasyonunu
hesaplamak i¢in numunenin OD degerleri regresyon denklemine uygulandi. Standart

konsantrasyon yatay, OD degeri dikey olarak alindi.

9. Standart egri grafik kagidina ¢izilir. Ornek OD degerine karsilik gelen yogunluk, érnek
egrisine gore bulunur (sonu¢ Ornek yogunlugudur) veya standart egrinin diiz ¢izgi
regresyon denklemi standart yogunluk ve 6rnek yogunlugu bulunarak denklemdeki 6rnek
OD degeri ile hesaplandi.
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3.5.4.3. Standart Sonuclarimn Degerlendirilmesi
Asagidaki veri 0,25-70 ng/ml Hu PI3K analiz araligindaki ¢esitli standartlardan
elde edildi (Tablo 3-8).

Tablo 3-8 : Standartlarin optik yogunluk degerleri

Standart PI3K (ng/ml) Optik yogunluk (450 nm)

40 2,348
2,299

20 1,470
1,440

10 0,763
0,808

5 0,325
0,288

2,5 0,200
0,197

3.5.5. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismamin istatiksel analizlerini belirlemek amaciyla 20.0 SPSS paket
programu kullamlds. Istatiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindi. Genotip ve allelerin
goriilme sikligimn, gruplar aras1 farkliliklarin, genotipler ile klinik parametreler

arasindaki olasi iliskinin belirlenmesinde de Ki kare (y2) testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. PIK3CA (C>A) PZR Uriinlerine Ait Bulgular
PIK3CA gen bolgesine ait polimorfizmin PZR iirlinleri hazirlanan %2’lik agaroz
jel iizerinde yiiriitiildii. flgili polimorfizmin agaroz jel goriintiisiinde 355 bg’lik zgiil PZR

tiriinliniin bantlar1 elde edilmistir (Sekil 4-1).

355 be.

50 bg.
igaretleyic

Sekil 4-1: PIK3CA (C>A) PZR iiriin bulgularimin %?2’lik agaroz jel goriintiileri

4.2. PIK3CA (C>A) Kesim Uriinlerine Ait Bulgular

PIK3CA gen varyantt PZR {iriiniiniin %2’lik agaroz jelde kontrolii saglandiktan
sonra Alul enzimi ile kesimi 16 saatte tamamlanmistir. Kesim sonucu elde edilen iiriinler,
%2’lik agaroz jel elektroforez yontemiyle jel goriintiileri elde edilmis ve incelenmistir.
Homozigot CC genotipinde 262, 93 bg olmak iizere iki bant, heterozigot CA genotipinde
355, 262, 93 bg olmak iizere ii¢ bant gozlenirken, AA genotipinde ise 355 b¢’de tek bant
gozlenmistir (Sekil 4-2).

CA genotipi CC genotipi Al genotipi

Sekil 4-2: PIK3CA (C>A) kesimlerine ait bulgularin %2’lik agaroz jel goriintiileri
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4.3. Istatiksel Analiz Sonrasinda Elde Edilen Bulgular
Caligsmaya dahil edilen meme kanserli hasta ve kontrol grubu arasinda yas, sigara,

alkol kullammu ve kanser hikayesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamustir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Calisma gruplarna ait veriler

Hasta Kontrol p degeri
Yas 47,53£12,56 44+9,49 0,183
Sigara icen (%) %38,3 %0 1,00
Sigara icmeyen (%) %91,7 %100
Ailede kanser var %33,3 %0 1,00
Ailede kanser yok %066,7 %100

n: birey saysst, tablodaki degerler X-SE olarak verilmistir; gruplar arastanaliz student t testi ve Kikare (x2 ) ile
gerceklestirilmistir.

PIK3CA rs6443624 gen varyant1 sonuglar1 incelendiginde CC, CA ve AA genotip
frekanslar1 kontrol grubunda sirasiyla %47,5, %45,5 ve %6,9; hasta grubunda ise %59,
%39,3 ve %1,6 oraninda saptanmustir. Genotip dagilimt agisindan her iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Meme kanserli hastalarda PIK3CA (C>A) gen polimorfizmlerine ait genotip ve

allel dagilimlan

(24) (48)
%59 %47,5
(36) (46)
%39,3 %45,5 0,129
(1) @
%]1,6 %6,9
(84) (142) ¥2 = 0,075
%68,85 %70,29 p=0,783
(38) (60)
%?31,14 %29,70

n: birey sayisy, gruplar arasifarkhiik Kikare (x2) ile incelenmistir. *: p< 0,05
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PIK3CA gen varyant i¢in se¢ilenmeme kanserli hastalarda ailede kanser hikayesi
diisik oranda (%33,3) tespit edilmistir. Timdr tipi agisindan bir degerlendirme
yapildiginda meme kanserli hastalarda invaziv duktal karsinomlar (%82,6) oraminda diger
siniflamalar ise (%17,3) oraninda gozlenmistir. Meme kanserli hastalarin %29,2°sinin T1,
%41,7’sinin T2, %12,5’sinin T3 ve %16,7’sinin T4 timor evresinde oldugu tespit
edilmistir. Lenf nodu tutulumu acgisindan incelendiginde; hastalarin %42,9’unda lenf
tutulumu saptanmanus olup %57,1’inde lenf nodu tutulumu pozitif olarak gézlenmistir.
Ayrica meme kanserli hastalarin %63,6’simin premenopoz, %36,4’niin postmenopoz

doneminde olduklar1 belirlenmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: PIK3CA C>A gen polimorfizmi ile hastalanin Kklinik, prognostik

parametrelerinin degerlendirilmesi

Histopatolojik ozellikler n (%)
Var 9 (33,3)
Ailede kanser hikayesi
Yok 18 (66,7)
Invaziv duktal 19 (82,6)
Tiimér tipi In situ duktal 3(4,3)
Miisinéz, 1 (13,0)
TIve T2 17 (70,8)
Tiim or derecesi
T3 ve T4 7 (29,2)
NO 15 (42,9)
Lenf nodu metastaz NT
20 (57,1)
Anjiyolenfatik - 16 (66.7)
, @
Invazyon 833.3)
Kapsiiler Var 6 (26.1)
Yok 17 (73,9)




Komedo

Menopoz durumu

Multi Sentrisite

Multi Fokalite

Progesteron Reseptirii

Ostrojen Reseptorii

cerb B

Tiimor nekrozu

Uzak metastaz
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Lenfovaskiiler Var 15 (51,7)
Yok 14 (48,3)

Perinodal Var 7 (38,9)
Yok 11 (61,1

Var 3(13,0)
Yok 20 (87,0)
Premenopoz 14 (63,6)
Postmenopoz 8 (36,4)
Var 3(13,0)
Yok 20 (87,0)

Var 4 (17,4)
Yok 19 (82,6)

) 6 (22,2)
& 21 (77,8)

) 3(9,1)
) 30 (90,9)
) 21 (72,4)
(++4) 8 (27,6)
Var 7(30,4)
Yok 15 (69,6)
Var 10 (27,0)
Yok 27 (73,0)
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PIK3CA C>A meme kanserli hastalarda, genotip ve allel dagilimlar1 hastalarin
histopatolojik bulgularina goére degerlendirildiginde tiimdr evresi, uzak metastaz, nod
metastaz varligl, Ostrojen reseptorli, progesteron reseptorii gibi prognostik verilerle
genotip ve allel frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bulguya

rastlanmamustir (p>0,05) (Tablo 4-4), (Tablo 4-5).

Tablo 4-4 : PIK3CA C>A gen polimorfizmi ve genotip dagihmlarinin hastalann Kklinik,

prognostik parametreleri ile degerlendirilmesi

Histopatolojik ozellikleri PIK3CA C>A genotipleri
n (%100)
CC CA AA
Ailede meme Var 2(33,3) 4 (66,7) 0 (0,0)
k .
ansert Yok 8 (38,1) 12 (57,1) 1 (4,8)
Ailede kanser Var 3 (33,3) 6 (66,7) 0 (0,0)
hik. ]

Hayest Yok 7 (38,9) 10 (55,6) 1(5,6)

Invaziv duktal 8 (42,1) 10 (52,6) 1(5,3)

Titm or tipi In situ duktal 0 (0,0) 3(100,0) 0 (0,0)

Miisinéz 0 (0,0) 1 (100,0) 0 (0,0)

TI ve T2 6 (35,3) 10 (58,8) 1(5,9)

Titmor derecesi

T3 ve T4 2 (28,6) 5(71,4) 0 (0,0)

Lenf  modu NO 6 (40,0) 8 (53,3) 1(6,7)

metastazt N+ 9 (45,0) 11 (55,0) 0 (0,0)
Var 2 (33,3) 4 (66,7) 0 (100,0)

Yok 6 (35,3) 10 (58,8) 1(5,9)

Kapsiiler

Invazyon () 6 (37,5) 9 (56,3) 1(6,3)

(+) 3(42,9) 4 (57,1) 0 (0,0)

Var 6 (40,0) 8 (53,3) 1(6,7)

Lenfovaskiiler

Yok 6 (42,9) 8(57,1) 0 (0,0)




Perinédal Var 3(42,9) 4 (57,1) 0 (0,0)

Yok 3(27,3) 7 (63,6) 1(9,1)
Var 1 (33,3) 2 (66,7) 0 (0,0)
Komedo
Yok 6 (30,0) 13 (65,0) 1(5,0)
Premenopoz 4 (28,6) 10 (71,4) 0 (0,0)
Menopoz
durumu Postmenopoz 5 (62,5) 2 (25,0) 1 (12,5)
Var 0 (0,0) 3 (100,0) 0 (0,0)
Multi Sentrisite
Yok 7 (35,0) 12 (60,0) 1 (5,0)
Var 1 (25,0) 3 (75,0) 0 (0,0)
Multi Fokalite
Yok 6 (31,6) 12 (63,2) 1(5,3)
Progesteron () 5(83,3) 1 (16,7) 0(0,0)
R .
eseptori (+) 9 (42,9) 11 (52,4) 1 (4.8)
Ostrajen 3 2 (66.7) 1(33.3)
Reseptirii
eseprort (+) 12 (40,0) 18 (60,0)
ER+PR+ 2 (20,0 7 (70,0) 1 (10,0)
Digerleri 1 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
ERPR
ER-PR- 1 (100,0) 0 (0,0)
Digerleri 2 (40,0) 3 (60,00)
corb B “) 5(23,8) 15 (71,4) 1 (4,8)
(+++) 5 (62,5) 3(37,5) 0 (0,0)
Var 3 (42,9) 4(57,1) 0 (0,0)
Tiimor nekrozu
Yok 3 (20,0) 11 (73,3) 1(6,7)
“) 10 (37,0) 16 (59,3) 13,7)
Uzak metastaz
(+) 7 (70,0) 3 (30,0) 0 (0,0)

n: birey sayist, gruplar arasi farkliik Kikare (x2) ile incelenmigtir. *: p< 0,05
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Tablo 4-5: Meme kanserli hasta ve kontrol gruplarinda PIK3CA C>A polimorfizmi allel

dagilimi ve hastalann klinik, prognostik parametrelerinin degerlendirilmesi

Histopatolojik ozellikler C alleli A alleli
n (%) n (%)
CC+CA AA p degeri AA+CA CcC p degeri
T1ve T2 16 (94,1) 1(5,9) 11 (64,7) 6(35,3)
Tiimér 1,00
. 1,00
derecesi
T3ve T4 7 (100) 5(71,4) 2 (28,6)
@) 26 (96,3) 13, 1 17 (63,0) 10 (37,0)
Uzak metastaz @ 0,136
10 (100) 3 (30,0) 7 (70,0)
NO
Lenf  modu 14 (93,3) 1(6,7) 0.429 9 (60,0) 6 (40,0) 0767
metastazi N+t
20 (100) 11 (55,0) 9 (45,0)
L 6 (100) 1167 5(833
Progesteron 1,00 167 )
- 0,165
Reseptorii “
20 (95,2) 1 (48) 12 (57,1) 9 (42,9)
©]
L 3 (100) 1(333) 2(66,7)
Ostrojen
- 0,561
Reseptorii “)
30 (100) - 18 (60,0) 12 (40,0)
Var 7 (100
Tiimér (100) 1,00 4 (57,1 3429
0,626
nekrozu
Yok 14 (93,3) 16,7 12 (80,0) 3 (20,0)
nbirey sayist;, gruplar arasianaliz student t testi ve Kikare (2 ) testiile gergeklestiriimistir.
Meme kanserli hastalarda, serum PI3K diizeyleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda meme kanserli hastalarin PI3K serum diizeyleri (1,188+0,743)

kontrol grubuna gore (0,910+0,574) daha yiiksek oranda saptanmus olup aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,033) (Tablo 4-6). Ancak ¢alismamiz
sonucunda PIK3CA C>A allel frekanslar1 ve serum PI3K diizeyleri arasinda anlaml1 bir

bulguya rastlanmamustir (Tablo 4-7).



Tablo 4-6: Meme kanserli hasta ve kontrol grubunda serum PI3K diizeyleri (ng/ml)

Grup

Meme kanserli hasta

Kontrol

43

62

Ortalama deger

Standart sapma

(ng/ml)

1,188+0,743

0,910+0,574

p degeri

0,033

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Calgma gruplari arasinda diizey karsilastiriimas1 Mann-Whitney U analizi ile ger¢eklestirilmistir.
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Tablo 4-7: Meme kanserli hasta ve kontrol gruplarinda PIK3CA C>A polimorfizmi allel

dagilimi ve serum PI3K diizeyleri (ng/ml)

GENOTIP/ HASTA KONTROL
ALLEL n Serum p degeri n Serum p degeri
diizeyi diizeyi
(ng/ml) (ng/ml)
AA 3 0,801+0,072
0,739
CA+CC 43 1,1840,74 59 0,91+0,588
CC 22 1,224+0,94 34 0,858+0,55
0,736 0,440
CA+AA 21 1,14+0,46 28 0,97+0,60

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

Meme kanserli hastalarda PIK3CA; C ve A allelleri ve serum PI3K diizeyleri

hastalik parametreleri ile birlikte degerlendirildiginde tiimor evresi, uzak metastaz, nod

metastaz varligi, progesteron reseptorii, dstrojen reseptorii gibi parametrelerle aralarinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir bulgu saptanmamustir (p>0,05).
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5. TARTISMA

PI3K/AKT/mTOR proto-onkogenlerindeki genetik degisiklikler, kritik hiicresel
fonksiyonlarim etkileyip ve kanser riskini artirabilmektedir (118). PIK3CA'nin ise bir¢ok
malign tiimorde rol oynadig gosterilmis ve mutasyonlar1 siklikla endometriyum ve meme
kanseri ile iligkili bulunmustur. PIK3CA, 34 kb uzunlugunda 3q26.3 kromozom
tizerindedir; 1068 amino asidi kodlar ve 124 kDa protein kodlayan 20 ekzonu
bulunmaktadir (6).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), insan genomunun en sik goriilen
varyasyon tipini temsil etmekte olup, baz1 durumlarda protein yapisim ve fonksiyonunu
degistirebilmekte ve bdylece kanser de dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklara yatkinlig1
etkileyebilmektedir (10). Calismamizda PI3K sinyal yolaginda yer alan PIK3CA
(rs6443624) genetik varyasyonu ve serum ifadesinin meme kanserinde klinik ve

prognostik parametrelerle olan iligkilerinin degerlendirilmesi amaglanmstir.

Lacey ve arkadaglarimn yaptiklar1 arastirmada rs6443624 varyanti ile

endometriyum kanseri arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmamustir (119).

Wang ve arkadaslarinin, 115 endometriyum kanserli hasta ve 230 kadin kontrol
bireyini kapsayan c¢aligmalarinda, endometriyum kanser risk ve klinik sonuglarini
degerlendirmislerdir. Arastirmaya dahil edilen katilimcilarin; %76,2’si Hispanik olmayan
beyazlar, %§8,7’si Afrika kokenli Amerikali, %14,8’1 Meksika kokenli Amerikali
bireylerdir. Tiim olgular cerrahi tedaviden sonra 6liim, hastalik niiksii agisindan takip
edilmigtir. Calismada toplam 48 SNP incelenmistir. PIK3CA lokusu (rs6443624 ve
rs9838411) arasinda endometriyum kanser riski agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
iligki bulunmustur (120).

Aym ¢alismada PIK3CA intronunda yer alan ti¢c SNP'nin (rs6443624, rs9838411
ve 1s2699887), kanser geligimi ve olusumunda 6nemli rol oynayan endometriyum kanser
riski, sagkalim veya niiks ile onemli Olgiide iliskili oldugu bulunmustur. Sonuglar
endometriyum kanserinin baglamasi ve ilerlemesinde PIK3CA geninin farkli biyolojik
rolleri nedeniyle, endometriyum kanser hastalik riski ve niiksii {izerinde degisik etkilere
sahip oldugunu gostermistir. Arastirma sonuclarinin, P/IK3CA geninde ii¢ SNP’nin
(rs6443624, rs9838411 ve rs2699887) endometriyum kanser duyarliligi, sagkalim veya
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niiks acisindan degerlendirilmesi agisindan 6rneklem sayis1 biiyiik, kapsamli ¢caligmalara

ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (120).

fran populasyonunda PIK3CA , AKT1 ve mTOR polimorfizmleri ile mesane
kanserine duyarlilik arasindaki olas1 iliskiyi degerlendirmeyi amaglayan Bizhani ve
arkadaglari, 235 mesane kanseri 254 saglikli bireyi kapsayan g¢aligmalarinda PIK3CA
rs6443624 C>A gen varyasyonu ile mesane kanseri riski arasinda istatistiksel olarak

anlamlilik rapor edilmistir (p<0,0001) (118).

Slattery ve arkadaslari ¢alismalarinda; meme kanseriyle baglantili merkezi
yolaklar1 diizenleyen genlerdeki (NFxB1, NFkB1A, PTEN, TSC1, TSC2, STKII,
RPS6KA2, IkBKB, mTOR, PDK2, PIK3CA, PRKAA1, PRKAG2) bir¢ok varyasyonun,
karma popiilasyon gruplarinda meme kanseri riskini farkli sekilde etkileyebilecegi
diislincesinden yola ¢ikarak meme kanseri riskinde etnik koken farkliliklarinin biyolojik
temellerini arastirmayr hedefleyen calismalarinda ¢esitli popiilasyonlardaki meme
kanseri insidans oranlarindaki farkliliklarin  kismen  biyolojik  faktorlerdeki

degisikliklerden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (121).

Wang ve arkadaslari, PI3KCA geni varyanti rs6443624 ile meme kanseri riski ve
hastalarin yasam siiresi arasindaki iliskiyi 328 meme kanserli hasta ve 389 kontrol
grubunda arastirmus buna goére PI3KCA rs6443624'(in, meme kanseri riski ve A allelinin
ileri tiimor evresiyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Bu polimorfizmin saglikli kontrol
ve meme kanserli gruplardaki CC, AC ve AA genotip dagilimlari sirasiyla %24,9, %48.6,
%26,5; %17,7, %45,7, %36,6 olarak bildirmislerdir (122). Calismamizda ise meme
kanserli hasta ve kontrol grubunda sirasiyla %59, %39,3 %1,6 ve %47,5, %45,5 ve %6,9
oramnda gbzlenmis olup, PIK3CA gen varyasyonunun gerek klinik gerekse histolojik

parametreler ile arasinda istatistiksel bir anlamlilik saptanmamustir.

Yang ve arkadaslarina gore, ileri 6zafagus skuamoéz hiicreli karsinom (ESCC)
hastalarin sagkalim tizerinde PIK3CA geni rs6443624 C>A degisimlerinin, anlamli bir
etkisi bulunmamistir (p=0,216). Calismada, ileri ESCC'li hastalarin prognozunda
PIK3CA 156443624 gen polimorfizminin biiylime faktorii genleriyle olan iliskisi ve ileri
evre ESCC'li hastalarda, aday SNP'lerin sagkalim flizerine etkisi incelenmistir. Baz
genlerin PIK3CA ile kiimiilatif bir etkiye sahip olduklar tespit edilmistir (123).
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Kemoradyoterapi ile tedavi edilen 6zofagus kanseri hastalarinda Hildebrant ve
arkadaglari, PI3BK/PTEN/AKT/mTOR yolag {izerindeki genetik varyasyonlarin klinik
sonuglarini arastirmus, ilgili varyasyonlarin hayatta kalma siiresini 12 aydan 42 aya kadar

degistirebilecegini bildirmislerdir (124).

Wan, Li ve arkadaslarimin ¢aligmasinda, oral skuam6z hiicreli karsinom (OSCC)
hastalarda PIK3CA ekspresyonu arastirilmis ve tiimér dokularinda PIK3CA'min gen
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Elde edilen bulgularin; kolorektal kanserli,
0zofagus skuamdz hiicreli karsinom, bas boyun skuamdz hiicreli karsinomlu ve kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinin tiimér dokularinda onceki aragtirmalara uygun
oldugu saptanmustir. Aym c¢alismada OSCC hastalarinda, PIK3CA ekspresyonu
arastirilmis ancak incelenen PIK3CA rs6443624 polimorfizmi ve oral skuaméz hiicreli
karsinom arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir. AA, AC ve CC genotip
frekanslar1 saglikli kontrol ve kanserli hastalarda sirasiyla 0,005, 0,158, 0,837; 0,009,
0,142, 0,850; A ve C alleleri arasinda sirasiyla 0,084, 0,916; 0,080, 0,920 olarak
bulunmustur. Sonug olarak tiimor dokularinda PIK3CA'min énemli 6lgiide daha yiiksek
bir gen ekspresyonu gosterdigi tespit edilmis ancak PIK3CA polimorfizmleri ile OSCC
riski arasinda anlamli bir bulguya rastlanmamustir. Calismada cinsiyet, yas, sigara
kullanimu  gibi klinik parametrelere iliskin dagilim analizlerinde Onemli bir fark

gozlenmemistir (125).

Son ¢alismalar, PIK3CA'min PDK1'i aktive etmek i¢in PIP3"i uyarabilecegini
gostermektedir. AKT'yi hiicre zarina baglayan ve aktif PDKI ile aktivasyonuna izin
veren PIP3 igeriginin diizenlenmesiyle aktif hale gelen AKT; tiimor hiicrelerinin
cogalmasina, hayatta kalmasina, metastazina, hiicre apoptozunun inhibe edilmesine, hatta
onkojenik transformasyona katkida bulunmaktadir. Bu veriler artan PIK3CA
ekspresyonunun AKT'nin daha fazla aktivasyonuyla sonuclanabilecegini 6ne siirmektedir

(125).

Bodnar ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, renal hiicreli karsinom tespit
edilmis 58 hasta orneginde molekiiler analizler yapilmistir. AC, AA genotipi tasiyan
hastalar CC genotipi tagiyan hastalara kiyasla ileri timdr evresi agisindan iki kat daha
riskli bulunmustur. Ayrica aym arastirmada A allelini tagiyan kisilerde CC genotipli
bireylere kiyasla 6liim riskinde iki kat artis saptanmistir (126).
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Cebrian ve arkadaslar1 2017 yilinda yaymlanan sunitinibin etki seklini incelemek
ve metastatik renal hiicreli karsinom i¢in immiin yamta bagli genlerdeki tek niikleotid
polimorfizmlerini biyobelirtecler olarak analiz etmek ve daha sonra alternatif tedavide
kullanmak amacli Kafkas irkinda yapilan ¢alismalarinda; PIK3CA geni intron varyanti
156443624 C/A, birinci basamak sunitinib tedavisi alan toplam 75 metastatik renal hiicreli
karsinom hastasinda; analiz edilmis bu polimorfizmlerin uygunlugunun diger etnik
gruplarda degerlendirilmesi gerektigi ve sonuglarin validasyonu igin farmakokinetik

calismalara ihtiya¢ duyuldugu kamsina varilmistir (127).

Tiirk toplumunda PIK3CA; C>A gen varyasyonu ve PI3K serum diizeylerinin
birlikte incelendigi ¢alismamuzda, yapilan analiz sonucunda genotip ve allel dagilimlari
ve meme kanseri riski, klinik ve prognostik veriler arasinda anlamli bir bulguya
rastlanmamus ancak PI3K serum diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore yiiksek

oranda tespit edilmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur.

Ayrica Kordi-Tamandani ve arkadaslari, PI3K/AKT sinyal yolagimin merkezi
sinir sisteminin gelisimi ve islevinde etkili oldugunu belirtmislerdir. Anormal PI3K
sinyali, sizofreni ve otizm gibi psikiyatrik bozukluklarin patofizyolojisinde bir faktor
olarak tammlanmistir. Bu nedenle de bu yolak; psikiyatrik bozukluklarda beyin gelisimi
ve ndro-dejenerasyon ile iligkili goriilmiistiir. Aragtirmacilar 108 sizofreni hastas1 ve 108
saglikli kontrol grubunda PIK3CA geni lizerindeki 3 farkli SNP’nin (rs6443624 ve
digerleri) genotip analizini yapmuglardir. Buna gore rs6443624 A/C polimorfizmi ile
sizofreni arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (p>0,05). AA, AC ve CC hasta ve
kontrol genotipleri arasinda sirasiyla %6,48, %92,69, %0,92; %10,18, %87,96, %1,85
olarak bildirilmistir. Stmrhi sayida ¢alismamn olmasindan dolayr PIK3CA geninin
sizofreni gelisimindeki kesin roliiniin kesfinde ileri aragtirmalara, daha genis 6rneklem
sayisina ve farkli populasyonlarda yapilacak ¢alismalara ihtiyag duyuldugu belirtilmistir
(128).
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Sonug olarak;

Calismamiz  Tirk populasyonunda PIK3CA intron bolgesi C>A gen
polimorfizmindeki genotip ve allel frekanslarimin, serum PI3K diizeylerinin arastirildig
ve hastaligin klinik ve prognostik parametreleri ile bir arada degerlendirildigi ilk
caligmadir. PIK3CA gen polimorfizmi sonuclarina bakildiginda, PIK3CA geni
polimorfizmi rs6443624 genotip ve allel dagilimlar1 agisindan meme kanserli hasta ile

kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir (p>0,05).

Meme kanserli hastalarda, PIK3CA C>A gen polimorfizmi klinik ve prognostik
verilerle birlikte degerlendirildiginde; genotip dagilimun ve allel frekanslar1 ile hasta
grubumuzun yas, ailede kanser hikayesi, sigara, alkol kullammu parametreleri arasinda
istatistiksel agisindan anlamlilik mevcut degildi. Ayrica tiimor evresi, lenf nodu tutulumu,
uzak metastaz gibi prognostik parametreler acisindan da herhangi bir anlamli bulguya

rastlanmamustir.

Arastirmamuz sonucunda meme kanserli hastalarda serum PI3K diizeyleri kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda tespit edilmis olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur. PIK3CA genotip ve allel dagilimlarina gore klinik ve prognostik
hastalik parametreleri serum PI3K diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde anlamlt bir

veriye rastlanmanustir.

Calismamiz sonucunda serum PI3K diizeylerinin meme kanseri riskinde rol
oynayabilecegi ve PIK3CA; C>A gen polimorfizminin daha biiyiik 6rneklem gruplarinda

degerlendirilmesi gerektigi kanisina varilmustir.
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HAM VERILER
Aalleli *tum1234
Crosstab
tum1234 Total
t1 ve t2 t3 ve t4
Count 6 2 8
% within Aalleli 75,0% 25,0% 100,0%
None

% within tum1234 35,3% 28,6% 33,3%

% of Total 25,0% 8,3% 33,3%
Aalleli

Count 11 5 16

% within Aalleli 68,8% 31,3% 100,0%

AA+CA

% within tum1234 64,7% 71,4% 66,7%

% of Total 45,8% 20,8% 66,7%

Count 17 7 24

% within Aalleli 70,8% 29,2% 100,0%
Total

% within tum1234 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 70,8% 29,2% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ;1012 1 , 751
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,102 1 , 749
Fisher's Exact Test 1,000 572
Linear-by-Linear Association ,097 1 , 756
N of Valid Cases 24

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,33.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

Value

95% Confidence Interval

Lower

Upper
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Odds Ratio for Aalleli (None / 1,364 ,200 9,282
AA+CA)
For cohort tum1234 = t1 ve t2 1,091 ,649 1,833
For cohort tum1234 =t3 ve t4 ,800 ,197 3,254
N of Valid Cases 24
Aalleli * npozitif
Crosstab
npozitif Total
No N+
Count 6 9 15
% within Aalleli 40,0% 60,0% 100,0%
None
% within npozitif 40,0% 45,0% 42,9%
% of Total 17,1% 25,7% 42,9%
Aalleli
Count 9 11 20
% within Aalleli 45,0% 55,0% 100,0%
AA+CA
% within npozitif 60,0% 55,0% 57,1%
% of Total 25,7% 31,4% 57,1%
Count 15 20 35
% within Aalleli 42,9% 57,1% 100,0%
Total
% within npozitif 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 42,9% 57,1% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,088a 1 , 767
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,088 1 ,767
Fisher's Exact Test 1,000 521
Linear-by-Linear Association ,085 1 771
N of Valid Cases 35

a. O cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,43.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Aalleli (None / 815 ,210 3,167
AA+CA)
For cohort npozitif = No ,889 ,405 1,952
For cohort npozitif = N+ 1,091 615 1,934
N of Valid Cases 35
Aalleli * Metataz
Crosstab
Metataz Total
metastaz(-) metastaz (+)
Count 10 7 17
% within Aalleli 58,8% 41,2% 100,0%
None
% within Metataz 37,0% 70,0% 45,9%
% of Total 27,0% 18,9% 45,9%
Aalleli
Count 17 3 20
% within Aalleli 85,0% 15,0% 100,0%
AA+CA
% within Metataz 63,0% 30,0% 54,1%
% of Total 45,9% 8,1% 54,1%
Count 27 10 37
% within Aalleli 73,0% 27,0% 100,0%
Total
% within Metataz 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 73,0% 27,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 3,1932 1 ,074
Continuity Correction® 2,003 1 157
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Likelihood Ratio 3,238 1 ,072
Fisher's Exact Test ,136 ,078
Linear-by-Linear Association 3,106 1 ,078
N of Valid Cases 37
a. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 4,59.
b. Computed only for a 2x2 table
Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Aalleli (None / ,252 ,053 1,202
AA+CA)
For cohort Metataz = metastaz(- ,692 ,446 1,073
)
For cohort Metataz = metastaz 2,745 ,837 9,005
*)
N of Valid Cases 37
Aalleli * ostrojenreceptor
Crosstab
ostrojenreceptor Total
ostrojen (-) Ostrojen (+)
Count 2 12 14
% within Aalleli 14,3% 85,7% 100,0%
None
% within ostrojenreceptor 66,7% 40,0% 42,4%
% of Total 6,1% 36,4% 42,4%
Aalleli
Count 1 18 19
% within Aalleli 5,3% 94,7% 100,0%
AA+CA
% within ostrojenreceptor 33,3% 60,0% 57,6%
% of Total 3,0% 54,5% 57,6%
Count 3 30 33
% within Aalleli 9,1% 90,9% 100,0%
Total
% within ostrojenreceptor 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 9,1% 90,9% 100,0%




Chi-Square Tests
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Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square , 7942 1 373
Continuity Correction® ,078 1 , 781
Likelihood Ratio ,787 1 ,375
Fisher's Exact Test ,561 ,384
Linear-by-Linear Association 770 1 ,380
N of Valid Cases 33
a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 1,27.
b. Computed only for a 2x2 table
Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Aalleli (None / 3,000 ,244 36,883
AA+CA)
For cohort ostrojenreceptor = 2,714 272 27,047
ostrojen (-)
For cohort ostrojenreceptor = ,905 713 1,149
Ostrojen (+)
N of Valid Cases 33
Aalleli * PRecep2
Crosstab
PRecep2 Total
progesteron progeteron recep
receptor (-) (+)
Count 5 9 14
% within Aalleli 35,7% 64,3% 100,0%
Aalleli None
% within PRecep2 83,3% 42,9% 51,9%
% of Total 18,5% 33,3% 51,9%
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Count 1 12 13
% within Aalleli 7,7% 92,3% 100,0%
AA+CA
% within PRecep2 16,7% 57,1% 48,1%
% of Total 3,7% 44.4% 48,1%
Count 6 21 27
% within Aalleli 22,2% 77,8% 100,0%
Total
% within PRecep2 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 22,2% 77,8% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
3,062 1 080
Pearson Chi-Square ’ '
1,656 1 ,198
Continuity Correction®
- . 3,304 1 ,069
Likelihood Ratio
. ,165 ,098
Fisher's Exact Test
. . L 2,949 1 ,086
Linear-by-Linear Association
N of Valid Cases 27

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,89.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Aalleli (None / 6,667 ,659 67,463
AA+CA)
For cohort PRecep2 = 4,643 ,622 34,649
progesteron receptor (-)
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For cohort PRecep2 = ,696 457 1,061
progeteron recep (+)
N of Valid Cases 27
Aalleli * tumornekrozu
Crosstab
tumornekrozu Total
var yok
Count 3 4 7
% within Aalleli 42,9% 57,1% 100,0%
None
% within tumornekrozu 42,9% 25,0% 30,4%
% of Total 13,0% 17,4% 30,4%
Aalleli
Count 4 12 16
% within Aalleli 25,0% 75,0% 100,0%
AA+CA
% within tumornekrozu 57,1% 75,0% 69,6%
% of Total 17,4% 52,2% 69,6%
Count 7 16 23
% within Aalleli 30,4% 69,6% 100,0%
Total
% within tumornekrozu 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 30,4% 69,6% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,7332 1 ,392
Continuity Correction® ,132 1 , 716
Likelihood Ratio 712 1 ,399
Fisher's Exact Test ,626 ,351
Linear-by-Linear Association , 702 1 ,402
N of Valid Cases 23

a. 3 cells (75,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,13.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Aalleli (None / 2,250 ,345 14,694
AA+CA)
For cohort tumornekrozu = var 1,714 514 5,720
For cohort tumornekrozu = yok , 7162 ,378 1,536
N of Valid Cases 23

CROSSTABS

/TABLES=Calleli BY tuml234 npozitif Metataz

tumornekrozu

/FORMAT=AVALUE TABLES
/STATISTICS=CHISQ RISK
/CELLS=COUNT ROW COLUMN TOTAL

/COUNT ROUND CELL.

Crosstabs

Notes

ostrojenreceptor PRecep2

Output Created

Comments

Input

Missing Value Handling

Data

Active Dataset

Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working Data File

Definition of Missing

Cases Used

26-AUG-2020 14:17:14

C:\Users\Canan\Desktop\tez\23.8.2020 ca
hasta ve kontroller (1).sav
DataSet1
GRUP = 2 (FILTER)
<none>
<none>

61
User-defined missing values are treated as
missing.
Statistics for each table are based on all the
cases with valid data in the specified

range(s) for all variables in each table.
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CROSSTABS
/TABLES=Calleli BY tum1234 npozitif

Metataz ostrojenreceptor PRecep2

Syntax tumornekrozu
/FORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ RISK
/CELLS=COUNT ROW COLUMN TOTAL
/COUNT ROUND CELL.
Processor Time 00:00:00,03
Elapsed Time 00:00:00,04
Resources
Dimensions Requested 2
Cells Available 174734
[DataSetl] C:\Users\Canan\Desktop\tez\23.8.2020 ca hasta ve
kontroller (1).sav
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Calleli * tum1234 24 39,3% 37 60,7% 61 100,0%
Calleli * npozitif 35 57,4% 26 42,6% 61 100,0%
Calleli * Metataz 37 60,7% 24 39,3% 61 100,0%
Calleli * ostrojenreceptor 33 54,1% 28 45,9% 61 100,0%
Calleli * PRecep2 27 44,3% 34 55,7% 61 100,0%
Calleli * tumornekrozu 23 37,7% 38 62,3% 61 100,0%
Calleli * tum1234
Crosstab
tum1234 Total
t1 ve t2 t3 ve t4
Count 1 0 1
Calleli Not selected % within Calleli 100,0% 0,0% 100,0%
% within tum1234 5,9% 0,0% 4,2%
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% of Total 4,2% 0,0% 4,2%

Count 16 7 23

% within Calleli 69,6% 30,4% 100,0%

CC+CA

% within tum1234 94,1% 100,0% 95,8%

% of Total 66,7% 29,2% 95,8%

Count 17 7 24

% within Calleli 70,8% 29,2% 100,0%
Total

% within tum1234 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 70,8% 29,2% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,4302 1 ,512
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,707 1 ,400
Fisher's Exact Test 1,000 ,708
Linear-by-Linear Association 412 1 ,521
N of Valid Cases 24

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,29.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval

Lower Upper

For cohort tum1234 = t1 ve t2 1,438 1,097 1,884
N of Valid Cases 24
Calleli * npozitif
Crosstab
npozitif Total
No N+
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Count 1 0 1
% within Calleli 100,0% 0,0% 100,0%
Not selected
% within npozitif 6,7% 0,0% 2,9%
% of Total 2,9% 0,0% 2,9%
Calleli
Count 14 20 34
% within Calleli 41,2% 58,8% 100,0%
CC+CA
% within npozitif 93,3% 100,0% 97,1%
% of Total 40,0% 57,1% 97,1%
Count 15 20 35
% within Calleli 42,9% 57,1% 100,0%
Total
% within npozitif 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 42,9% 57,1% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1,3732 1 ,241
Continuity Correction® ,021 1 ,884
Likelihood Ratio 1,734 1 ,188
Fisher's Exact Test ,429 ,429
Linear-by-Linear Association 1,333 1 ,248
N of Valid Cases 35

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,43.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
For cohort npozitif = No 2,429 1,625 3,629
N of Valid Cases 35

Calleli * Metataz
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Crosstab
Metataz Total
metastaz(-) metastaz (+)
Count 1 0 1
% within Calleli 100,0% 0,0% 100,0%
Not selected

% within Metataz 3,7% 0,0% 2,7%

% of Total 2,7% 0,0% 2,7%
Calleli

Count 26 10 36

% within Calleli 72,2% 27,8% 100,0%

CC+CA

% within Metataz 96,3% 100,0% 97,3%

% of Total 70,3% 27,0% 97,3%

Count 27 10 37

% within Calleli 73,0% 27,0% 100,0%
Total

% within Metataz 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 73,0% 27.0% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,381a ,537
Continuity Correction® ,000 1,000
Likelihood Ratio ,640 424
Fisher's Exact Test 1,000 , 730
Linear-by-Linear Association ,370 ,543
N of Valid Cases 37

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,27.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
For cohort Metataz = metastaz(- 1,385 1,131 1,696

)
N of Valid Cases

37




Calleli * ostrojenreceptor
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Crosstab
ostrojenreceptor Total
ostrojen (-) Ostrojen (+)

Count 3 30 33

% within Calleli 9,1% 90,9% 100,0%
Calleli CC+CA

% within ostrojenreceptor 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 9,1% 90,9% 100,0%

Count 3 30 33

% within Calleli 9,1% 90,9% 100,0%
Total

% within ostrojenreceptor 100,0% 100,0% 100,0%

% of Total 9,1% 90,9% 100,0%

Chi-Square Tests

Value

Pearson Chi-Square
N of Valid Cases

a

33

a. No statistics are computed because

Calleli is a constant.

Risk Estimate

Value

)

Odds Ratio for Calleli (CC+CA/ 2

a. No statistics are computed because Calleli

is a constant.

Calleli * PRecep2

Crosstab
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PRecep2 Total
progesteron progeteron recep
receptor (-) (+)
Count 0 1 1
% within Calleli 0,0% 100,0% 100,0%
Not selected
% within PRecep2 0,0% 4,8% 3,7%
% of Total 0,0% 3,7% 3,7%
Calleli
Count 6 20 26
% within Calleli 23,1% 76,9% 100,0%
CC+CA
% within PRecep2 100,0% 95,2% 96,3%
% of Total 22,20/0 74,1 % 96,30/0
Count 6 21 27
% within Calleli 22,2% 77,8% 100,0%
Total
% within PRecep2 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 22,2% 77,8% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,2972 1 ,586
Continuity Correction® ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,514 1 A74
Fisher's Exact Test 1,000 778
Linear-by-Linear Association ,286 1 ,593
N of Valid Cases 27

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,22.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
For cohort PRecep2 = 1,300 1,053 1,605
progeteron recep (+)
N of Valid Cases 27




Calleli * tumornekrozu
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Crosstab
tumornekrozu Total
var yok
Count 0 1 1
% within Calleli 0,0% 100,0% 100,0%
Not selected
% within tumornekrozu 0,0% 6,3% 4,3%
% of Total 0,0% 4,3% 4,3%
Calleli
Count 7 15 22
% within Calleli 31,8% 68,2% 100,0%
CC+CA
% within tumornekrozu 100,0% 93,8% 95,7%
% of Total 30,4% 65,2% 95,7%
Count 7 16 23
% within Calleli 30,4% 69,6% 100,0%
Total
% within tumornekrozu 100,0% 100,0% 100,0%
% of Total 30,4% 69,6% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 4572 1 499
Continuity Correction® 000 1 1,000
Likelihood Ratio 748 1 388
Fisher's Exact Test 1,000 696
Linear-by-Linear ,438 1 ,508
Association
N of Valid Cases 23

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is ,30.

b. Computed only for a 2x2 table




Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
For cohort tumornekrozu = yok 1,467 1,102 1,951
N of Valid Cases 23
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FORMLAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU ONAM FORMU

Dahil olacagimz ¢alisma bilimsel bir aragtirma olup, arastirmamn adi “Meme
Kanserinde PIK3CA Gen Varyasyonunun ve PI3K Serum Diizeyinin Incelenmesi”
dir.

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen malign timdrlerden biridir. Son
zamanlarda artan insidansiyla gen¢ yastaki kadin sagligi i¢in de ciddi bir tehdittir. PI3K
(Fosfatidilinozitol 3-kinaz) yolagimin aktivasyonu; hiicre ¢ogalmasim ve go¢iinii, glukoz
tastmimu ve katabolizmasini, sitoskeletal yeniden diizenlemeleri ve anjiyogenezi tesvik
ederek tiimor baslatilmasinda, ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. Bu genin mutasyonlart;
meme kanseri, kolon kanseri, mide kanseri, rahim agz1 kanseri, prostat kanseri ve akciger
kanseri gibi yaygin kanser tiplerinde 6nemli arastirma konular1 arasindadir. Sinyal iletimi
konusundaki onemi agisindan ozellikle kanserde ikincil haberci olarak tedavi seklinin
diizenlenmesinde umut verici bir genetik biyomarker olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
bilgiler 1s181inda ¢alismamuzda, Tiirk popiilasyonunda PI3K sinyal yolaginda yer alan
PIK3CA (Fosfoinozitol 3-kinaz katalitik alt-birim alfa)’min meme kanserindeki genetik

varyasyonlarinin ve gen ifadesinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

-Bu arastirmaya meme kanseri tams1 konmus hastalar ve herhangi bir patolojik
bulgusu, benign ya da selim tiimorii ve tercihen ailesinde tiimdr hikdyesi olmayan
kadinlar kontrol grubuna dahil edilecektir. Meme kanserli bireyler, istanbul Egitim ve
Arastirma Hastanesi Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen kadinlardan secilecek ve
hastalarin klinik parametrelerine gore degerlendirilmesi, kan Orneklerinin saglandigi
klinik tarafindan yapilacaktir. Mamografi, ultrasonografi ve patolojik testlerle meme

kanseri teshisi konulan hastalar ¢calisma grubuna alinacaktir.
-Goniillii gruplarindan 1 tiip kan (6 cc EDTA) 6rnegi alinacaktir.

-Kan vermede yan etki ihtimali yok denecek kadar azdir. Olusabilecek yan etkiler;

¢ok az kanama ve morarma, nadiren ise ¢ok hafif bayginlik hissidir.
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-Arastirma i¢in Ongériilen siire 6 aydir. Arastirmada gonilliiler ile saglikli
kontroller toplamda 150 kisiden olusacaktir. Arastirmalar Aziz Sancar Deneysel Tip

Aragtirma Enstitlisii’nde gerceklestirilecektir.

Bu arastirma igin size herhangi bir licret 6denmeyecektir. Bu arastirmada sizin
hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugunuz yoktur; arastirma kapsanmindaki biitiin muayene ve
testler icin sizden ya da bagli oldugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret
istenmeyecektir. Bu arastirma BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi) tarafindan

desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Calismada yer
almay red edebilirsiniz ya da istediginiz herhangi bir asamada ayrilabilirsiniz. Bu durum
herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel bir duruma yol agmayacaktir. Arastirict

gerekli gordiigii durumlarda sizi arastirma disi birakabilir.

Arastirma sonuglar1 bilimsel amagla kullamlacaktir ve biyolojik drnekleriniz
sadece “Meme Kanserinde PIK3CA Gen Varyasyonunun ve PI3K Serum Diizeyinin
Incelenmesi” baslikli bu calisma icin kullamlacaktir. Size ait tiim tibbi ve kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
aciklanmayacaktir. Sadece arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve

resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabilecektir.

Yiriitmekte oldugumuz bu calisma ile ilgili herhangi bir sorunuz oldugunda
Yiiksek lisans 6grencisi Elif ULU’dan (538 931 97 13) bilgi alabilirsiniz.

Katihmcinmin/Hastanin Beyam

Yiiksek lisans 6grencisi Elif ULU tarafindan tibbi bir arastirma yapilacag
belirtilerek, arastirma ile 1lgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
aragtirmaya “katilimci (goniillii)” olarak davet edildim. Aciklamayr dinledim, formu
okudum. Eger aragtirmaya katilirsam hekim ile aramizda kalmasi gereken kisisel
bilgilerin gizliligine biiyiikk 6zen ve sayg ile yaklasilacagina inamyorum. Arastirma
sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullammu sonrasinda kisisel bilgilerimin

korunacag konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan

cekilecegimi onceden bildirmemin uygun olacagimn bilincindeyim). Ayrica tibbi



78

durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi

da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunu ortaya ¢ikmasi halinde, her
tirlii tbbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim). Arastirma ile ilgili
herhangi bir saglik sorunu ile karsilastigimda, herhangi bir saatte Dog¢. Dr. Canan
CACINA’y1 (Istanbul Universitesi Aziz Sancar DETAE, 554 203 20 80) arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramsla karsilasmus degilim. Eger katilmay1

reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlanus bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diigiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1
(gdniillii)” olarak yer alma karar1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biilyiik bir memnuniyet
ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kigidinin bir kopyas1 bana

verilecektir.
GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren
metni okudum. Arastirma konusu hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla ve higbir zorlama ve baski

olmaksizin katilmayr kabul ediyorum.
Goniilliiniin,
Adi-Soyadi:
Adresi:
Tel-Faks:

Tarih ve Imza:



Vekili Bulunanlar icin VeKilinin,
Adi-Soyadt:

Adresi:

Tel-Faks:

Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna

gorevlisinin/goriisme tamgimn,
Adi-Soyadi:
Gorevi:
Adresi:
Tel-Faks:

Tarih ve Imza:
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ETIK KURUL KARARI

Tarih ve Sayi: 02/09/2020-147435

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ETIK KURULUN ADI

ISTANBUL TIP FAKULTESI

= = KLINTK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
= = ACTK ADRESH I.F.ISTA_\IBUL TIP l.TAI}rULTESI FIZIK TEDAVI
2} = ’ BINASI KAT:2 FATIH/ISTANBUL
=
= = TELEFON 0(212) 4142153
!
—-= FAKS 0(212) 4142153
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
ARASTIRMANIN ACTK ADI ""Meme Kanserindle PIK3CA Gen Varyasyonunun ve PI3K
Serum Diizevinin Incelenmesi'
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU -
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Doc. Dr. Canan CACINA
UNVANIADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Tibbi Biyokimya
o ALANI
KOORDINATOR/SORUMLU |+
js ARASTIRMACININ I.st.anbl’ll Univ f‘lflf&‘il A;l;: anrfn Deney se.l .Tll)
3 BULUNDUGU MERKEZ Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dah
— X ..
= DESTEKLEYIC Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
i DESTEKLEYICININ YASAL
=) TEMSILCISI -
;.. FAZ 1
<
= FAZ?
ARASTIRMANIN FAZL
FAZ3
FAZ4
Yeni Bir Endikasyon
ARASTIRMANIN TURU Yiiksek Doz Arastirmast
Diger ise belirtiniz :
ARASTIRMAYA KATILAN TEKMERKEZ | COKMERKEZLI | ULUSAL ULUSLARARASI
MERKEZLER ] [ ]

Sayfa 1

80



ISTANBUL TIP FAKULTESE KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

"Meme Kanserinde PIK3CA Gen Varyasyonunun ve PI3K Serum Diizeyinin

ARASTIRMANIN ACIK ADI | . .
Incelenmesi"

Belge Ad1 Tarihi Versivon Numarast Dili

ARASTIRMA PROTOKOLU | | Tiirkce W Ingilizce Diger

BILGILENDIRILMI$ GONULLU OLUR FORMU | | Tiitkce W Ingilizee Diger

OLGU RAPOR FORMU Turkee Ingilizee Diger

IDEGERLENDIRILEN

BELGELER

ARASTIRMA BROSURU Turkce Ingilizee Diger

Belge Ad1 Aciklama

TURKGE ETIKET ORNEGI

SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI | |

BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU

HASTA KARTVGUNLUKLERI

ILAN

YILLIK BILDIRIM

SONUG RAPORU

GUVENLILIK BILDIRIMLERT

DIGER: n Anabilim Dah Baskanhi@indan Ust Yazi, Degisiklik Bilgi Formu

DEGERLENDIRILEN DIGER BELGELER

Karar No:20 Tarih: 28/08/2020

= Istanbul Umiversites: Aziz Sancar Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dalinda gorevh

= | Dog. Dr. Canan CACINA’® nin sorumlulugunda ve Elif ULU” nun yiiriiteceg yukarida bilgileri verilen aragtma basvuru dosyas ile
ilgili belgeler arastirmanin gerekee, amac, yaklasim ve yontemler: dikkate alinarak incelenmus, gerceklestinilmesinde etik ve bilimsel sakinca
bulunmadigina toplantiva katilan Etik Kurul fiye tam sayisuun salt cogunlugu ile karar venlmugtir

[KARAR

ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU

CALISMA ESASI 10.08.2011 tarihli, 28030 sayili Resmi Gazetede vaymlanan Klinik Arastirmalar Haklandaki Yénetmelik
BASKANIN UNVANI/ ADI / SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN

Unvany/Ady'Soyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet hf:z:;::lj e Katihm *~ imza
Prof. Dr. A. Yagiz ORESIN | (G | (e KurulBagham). EM |x |E & |cW|ml| e
Prof. Dr. Berrin UMMAN Kardiyoloji :?:jﬂr::’gg:;Ev;r';‘:;'c(::}‘k E W |E HE |zm = e-imza
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji istanbul Tip Fakiiltesi ER | K E HE EW | H e-imza
Prof. Dr. Oguzhan COBAN Néroloji istanbul Tip Fakiiltesi ENR | K E HE EN | H e-imza

* Arastirmaile lligki
** Toplantida Bulunma

1.0 istanbul Thp Fakiiltesi Klinik arastrmalar Etik kurulu 13.04.2013 tarih, 28617 sayii Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastwrmalar Hakkinda
Yonetmelik cercevesinde kurulmus ve T.C.Saghk Bakanh@ Tiirkiye ilm: ve Tibbi Cihaz Kurumu tarafindan onaylanmstir. ilgjli vimetmelik
kapsammda kalan arastirmalar Saghk Bakanh&mdan izin almak zorundadir. Yonetmelik kapsam disinda kalan arastirmalar ise Etik Kurul biinyesinde
olusturulmus 5 kisilik alt komisyon tarafindan degerlendirilmekte olup Saghk Bakanhg iznine tabi degildir.

“Kisisel Verilerin Korunmasi Kanunu kapsammda cahsmaya katilan géniilliilerin verilerinin korunmas: ile ilgili tedbirleri almak Arashrmacinin
sorumlulugundadi™

Sayfa2
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