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OZET

Meme Kanseri Hastalannda ; Likit Biyopsi Yonteminin Hastahk Tams1 Uzerine

Etkinliginin Arastinlmasi

Amac¢ : Meme kanseri lilkemizde ve diinyada kadmlarda en sik gorilen kanser tiiriidiir.
Kanserli  dokuda  meydana  gelen  genetik  degisiklikler  farkh  yOntemlerle
belirlenebimektedir. Meme kanserinde meydana gelen degisiklikler kanserli dokudan
yapilan biyopsilerle saptanabilmektedir. Bu cahsmann amaci, tedaviyle es zamanh olarak
genetik degisikligin takibinin yapilabilmesi ve tedaviye yardimci olabilmesidir.

Yontem : Calsmamizda, meme kanseri hastalarmdan alman periferik kandan cell-free
DNA izolasyonu yapinustr. Izolasyonu yapilan hastalarm her biri farkli bir barkod ile
isaretlenmis ve hastalara ait kiitiiphane olusturulmustur. Bu kiitiiphanenin emiilsiyon PCR
yontemi ile ¢ok sayida kopyast olusturulmustur. Elde edilen DNA kopyalart Ion-530
Chip’e yiiklenerek Yeni Nesil Dizi Analizi ( Next Generation Sequencing- NGS )
yontemiyle PIK3CA, TP53, KRAS, EGFR, ESR1, AKTI1, FBXW7, SF3B1, ERBB2 ve
ERBB3 genleri dizilenmistir. Cihazdan alman veriler TorrentSuite TM Software v5.2.1 ve
IonReporter TM Software v5.2 programlar: ile analiz edilmistir.

Bulgular : Hastalarm % 78,26’smda varyasyon saptanrken % 21.74’{inde varyasyon
saptanmamustr.  Varyasyon saptanan hastalarm % 83’tiniin PIK3CA geninde, % 44’{iniin
TP53 geninde, % 38,89’unun KRAS geninde, % 33,33’tiniin ESR1 geninde, % 27,78 inin
EGFR geninde, % 11,11’min FBXW?7 geninde, % 5,55’mn ERBB2 ve % 5,55mnin
ERBB3 geninde varyasyon saptanmistr. AKT1 ve SF3B1 genlerinde varyasyon
saptanmamuistir.

Sonu¢ : Yapian analizler sonucunda hastalarda saptanan varyasyonlardan bazsi ilag
iligkili varyant olarak saptanmustr. Bu hastalara akillh ila¢ tedavisi uygulandiginda
tedaviye yardimci oldugu ve prognozda iyilesme oldugu goriimiistiir.

Anahtar Kelimeler : Meme kanseri, Likit Biyopsi, clDNA, CTC, Varyasyon, Yeni Nesil

DiziAnalizi



ABSTRACT

In Breast Cancer Patients; Investigation of the Effect of Liquid Biopsy on Disease

Diagnosis

Objective : Breast cancer is the most common type of cancer among women in our
country and the world. Genetic changes in cancerous tissue can be determined by different
methods. Changes in breast cancer can be detected by biopsies from cancerous tissue. The
aim of this study is to monitor the genetic changes simultaneously with treatment and to
help the treatment.

Method : In our study, cell-free DNA was isolated from peripheral blood from breast
cancer patients. Each of the patients who were isolated was marked with a different
barcode and the library of the patients was formed. Numerous copies of this library were
prepared by the emulsion PCR method. The resulting DNA copies were loaded into the
lon-530 Chip and PIK3CA, TP53, KRAS, EGFR, ESR1, AKT1, FBXW7, SF3B1, ERBB2
and ERBB3 genes were sequenced by Next Generation Sequencing (NGS) method. Data
from the device were analyzed with TorrentSuite TM Software v5.2.1 and lonReporter TM
Software v5.2.

Results : While 78.26% of the patients had variations, 21.74% did not have any variation.
Variation was found in 83% in the PIK3CA gene, in 44% in the TP53 gene, in 38,89% in
the KRAS gene, in 33,33% in the ESR1 gene, in 27,78% in the EGFR gene, in 11,11% in
FBXW?7 gene, in 5.55% in the ERBB2 gene and in 5.55% in the ERBB3 gene of the
patients with variant. No variation was found in the AKT1 and SF3B1 genes.

Conclusion : As a result of the analyzes, some of the variations in patients were
determined as drug-related variants. When smart medication is applied to these patients It

was found that it helped treatment and improved prognosis.

Keywords: Breast cancer, Liquid Biopsy, cfDNA, CTC, Variation, Next Generation
Sequence Analysis
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% : Yiizde

cm : santi metre
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kDa : Kilo dalton

u : Mikro litre

uM : Mikro molar

ACMG : Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Birligi;
AKT1 : Serine/Threonine Kinase 1

AJCC : American Joint Commitee on Cancer

cfDNA : Serbest DNA (Cell-Free DNA)
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DCIS : Ductal carcinoma in situ
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HER?2 : Erb-b2 reseptor tirozin kinaz 2

IARC : Uluslararas1 Kanser Arastrma Ajansi

LB : Likit Biyopsi

LCIS : Lobiiler carcinoma in situ

LOD : Limit of detection

NCBI : National Center for Biotechnology Information

NGS X Yeni Nesil Dizileme (Next Generation

Sequencing)
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi (DEVAMI)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

PIK3CA : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
SF3B1 : Splicing factor 3b subunit 1

SIFT : Sorts intolerant from tolerant

TNM : Tiimoér Nod Metastaz
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1. GIRIS
1.1. Meme Kanseri

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bolinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan ve genetk ve
cevresel kosullarm etkisi altmda olan kompleks bir hastalktr. Bilinen 100’den fazla
kanser tirli olmasma ve belli tipteki kanserler i¢in olabildigince standart yaklagmlar
gelistirilmesine ragmen kanser aym zamanda kisisel bir hastaliktir (Baykara 2016).

Diinya iizerinde kanser istatistiklerini kayit altma alan 184 iilkenin ve 28 kanser tipinin
glincel tahminlerini yiiriten Uluslararast Kanser Arastrma Ajanst (IARC)'n GLOBOCAN
projesindeki arastrmalarma gore, 2015 yilinda dinya genelinde tammlanan 14,1 milyon
kanser vakasmdan 8.8 milyonu kanser nedeniyle hayatmi kaybetmistir.

1450,0 GLOBOCAN'ZOIZ
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Cizim 1.1. Ulkeler arasi kanser grafigi

Tim diinyada 2004 yilnda kanser nedeniyle 6liim 7,4 milyon Olimdir ve bu tim
olimlerin  %13’{inii olusturmaktadr. Diinya saghk orgiitiinin (DSQO) verilerine gore
kanserden oOliimlere en ¢ok neden olan 5 kanser tiirii ise swasiyla akciger, mide,

kolorektal, karaciger ve meme kanseridir.




Cizelge 1.1. Oliime neden olan 5 kanser tiirii

1 Akciger (1.3 milyon 6liim / yil)
2 Mide (803 000 6liim / yil)
3 Kolorektal (639 000 olim / yil)
4 Karaciger (610 000 6lim / y1l)
5 Meme (519 000 olim / yil)

Meme kanseri, diinyada ve lilkemizde kadmlarda en sik gorillen ve en sik 2. mortalite
nedeni olan bir kanser cesitidir. Ulkemizde kadmlardaki insidanst 43/100.000°dir. Tiirkiye
Saghk Bakanlig’nn 2016 istatistik verilerine gore tiim kanser hastalarmm yaklagik

%25’mi kapsamaktadr ve her yil yaklasik 15.000 kadin meme kanserine yakalanmaktadir.

Meme

Tiroid

Kolorektal

Lterus Korpusu
Trakea, Brong Akclger
Midle

Ower

Mon-Hodgkin lenfoma
Bayin, sinir sistemi

Uterus Serviksi

0.0 100 20.0 30.0 40.0 20.0

43.0

W Kadin

Cizim 1.2. Kadmlarda en sk gorilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis

hizlar1



Meme 341
Tiroid
Kolorektal
Wkerus Serviksi
Lterus Korpusu
Over H Yizde

tide

Trakea, Brong.Akciger
Non-Hodgkin lenfoma

Beyin, sinir sistemi

40

Cizim 1.3. 25-49 Yas Gruplarindaki Kadmlarda En Sk Goriilen Baz
Kanserlerin Bu Grup I¢indeki Yiizde Dagilimlari

Meme 255
Tiroid
Kolorektal

Uterus Korpusu

Trakea,Brong Akciger b3

Over 40 W Yizde

Mide 3.7

Mon-Hodgkin lenfoma 27
e rus Serviksi 23
Pankreas 20

oo 50 160 150 00 250 300

Cizim 1.4. 50-69 Yas Gruplarindaki Kadmlarda En Sk Goriilen Baz
Kanserlerin Bu Grup I¢indeki Yiizde Dagilimlar




Meme I 15
Trakea,Brons,Akcider __ 6.2
Mide I 2
Henus Korpusy __ 4.0
Fankreas __ 37

Non-Hodgkinlenforna I 3.3 # Yizde
Mesane __ 3.1
Onver ._ 27
Tiroid __ 2.2

Bobrek NN ;0

oo @0 40 &0 BO 100 1:0 140 150

Cizim 1.5. 70 ve Uzeri Yas Gruplarindaki Kadmlarda En Sik Goriilen Bazi
Kanserlerin Bu Grup I¢indeki Yiizde Dagilimlari

Tirkiye Birlesikk Veri Tabam’nn 2014 verilerinde de (Cizim 1.3., Cizm 1.4. ve
Cizim 1.5.) goriildiigii iizere 25-70 yas ve lzeri kadmnlarda en sk goriilen kanser tiirii

meme kanseridir.
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Cizim 1.6. Meme Kanserinin Kadmlarda Yasa Ozel Hizlar1



Cizim 1.5.te de goriildiigii gibi meme kanserinin kadmlarda goriilme hizn 25-50 yaglan

arasinda artig gostermektedir.
1.2. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanserlerinde evreleme Kklinik ve patolojik olarak yapimaktadr. Klinik evreleme
icin giiniimiizde, hemen her yerde UICC (Union International Contre Cancere) ve AJCC
(American Joint Commitee on Cancer)’nin bigimlendirdigi TNM sistemi kullamimaktadir (
Smith ve Willis 1971).

Timor evreleme sistemleri kisinin  kanserinin  yaylhmu ve ciddiyeti hakknda bell
standartlara gore bilgi edmnilmesini saglamaktadr. TNM Evreleme Sistemi'nde tiimorleri
smiflamak i¢in kullandlan kriterlerde ; primer tiimdrii T, koltukalti lenf bezlerini N, uzak
metastazlar1 ise M temsil etmektedir Daha Onceden tanmlanmis kriterlere gore bu {ic
Ozellk belirlenip kombine edilerek, timor icin son TNM Evresi hesaplanmaktadr. Timdr
evresi meme kanserli hastalarda tedaviye yon veren onemli bir prognostik faktordir. Yeni
teknikler gelistkce kanser evrelemesinde dogruluk artabilmekte ve hastaligm genisligi
daha dogru olarak belirlenebilmektedir (Ferahman 2006).

Evre 0 : Carcinoma in situ denilmektedir.

Lobiiler carcmoma i situ (LCIS) :Lobiildeki anormal hiicrelere karsiik gelmektedir.
Bu anormal hiicreler yiiksek riskin isaret¢isidir. Bu durum LCIS olan kadmm, ileride her
iki memesinde de yayilabilen kanser olma riskinin yiiksek oldugu anlamma gelmektedir.

Ductal carcnoma i situ (DCIS) : Kanaldaki kanser oncesi durumdur. DCIS aym
zamanda intraductal carcinoma olarak ta adlandmrilir. Anormal hiicreler, kanaln disma
cikkip etrafindaki meme dokusuna yayilmamstr. Fakat bazen DCIS tedavi ediimezse
yayiabilen kanser olur.

Evre | : Metastaz yapan meme kanserinin baslangic sathasidr. Bu evrede tiimor 2 cm’den

fazla genis olmayp kanser hiicreleri metastaz yapmamistir.

Evre IIA : Memede tiimor yoktur, ancak koltuk altmdaki lenf bezlerinde kanser vardir;
veya timor 2 cm veya daha kiiciiktir ve koltuk altindaki lenf bezlerine yayimustir; veya
timor 2-5 cm arasmdadir ve koltuk altt lenf bezlerine yayilmamustir.


javascript:openWin('sozluk/popup2.html',%20350,%20180);

Evre 1IB : Timér 2-5 cm arasmdadr ve koltuk alti lenf bezlerine yayimustr; veya 5
cm'den biiytliktiir ancak koltuk alti lenf bezlerine yayilmamistur.

Evre 1A : Memede tiimor yoktur ancak koltuk alti lenf bezlerinde birbirine veya cevre
dokulara yapisik timor vardr; ya da timor 5 cm’den daha kiigik veya 5 cm’ den daha
bliyiiktiir ve ¢cevre dokulara veya birbirine yapisik koltuk alt1 lenf bezlerine yayilmistir.

Evre 11IB : Timor herhangi bir boyutta olabilr ve memeye komsu dokulara (deri veya
gogiis duvary, kaburgalar veya go6g8ls duvarndaki kaslar) ve meme icerisindeki lenf
nodlarma veya kolun altmdaki lenf nodlarma yayilmustir.

Evre IIIC : Kanser kopricik kemigi altindaki ve komsu boyun boyunca uzanan lenf
nodlarma yaylmistr ve kanser kolun altndaki ve meme igerisindeki lenf nodlarma ve
memeye komsu dokulara yayilabilir. Evre [1IC ameliyat olabilir ve ameliyat olamaz olarak
ikiye ayrilmaktadir.

Evre IV : Uzak metastatik kanserdir. Kanser viicudun diger bolgelerine metastaz

yapnustir.

Meme Kanserinde TNM Evrelemesi
AJCC 2010

Evre O Tis MO MO Evre ITIA TO N2 MO
T1 N2 MO
Evre IA Tmic NO MO T2 N2 MO
T1 NO MO T3 N1 MO
Evre IB TO Nmic M0 T3NZMO
Tmic Nmic M0
T1 Nmic MO Evre ITIB T4 N MO
T4 N1 MO
Evre IIA TO N1 MO T4 N2 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO Evre ITIC T1-4, N3 MO
Evre 11B E ﬁé :g Evre IV Herhangi bir T,
Herhangi bir M, M1

Cizim 1.7. Meme kanserinde TNM smiflandirmasina gore evrelerin

gruplandirilmasi



1.3. Meme Kanserinin Genetigi

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi olarak tanmlanabimektedir.
“Kontrolsiiz ¢ogalma”, esas oOzellik olmakla birlikte, kanser hiicresinin diger biyolojik
Ozelliklerinden  bazlar;  hiicre  kiiltiirlerinde  kontakt  nhibisyondan  kagabilme,
boliinebilmek icin dis uyaranlara gereksinim gostermeme, c¢ogalmayr baskilayici sinyallere
duyarsizlik, apoptozisten kagabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilmesidir
(Weaver ve Hedrick 1997).

Kanser oluisumuna neden olan genetk degisikliklerm gorildigli baz gen gruplan
vardr. Onkogenler Normal hiicresel gen olarak bilinen proto-onkogenlerin genetik
degisimlere  ugramastyla  tiirevlenen  genlerdir.  Onkogenler  fonksiyon  kazandiran
mutasyonlar ile; hiicre proliferasyonunu inaktif ederek, apopitozisi engelleme, ekspresyon
seviyelerindeki  kantitatif ~ farklliklarm  ortaya ¢kmasiyla ~ malign  transformasyonu
gerceklestirmektedir (Dickson ve dig. 1996). Timor siipresor genler ise hiicre siklusu
kontrolii v¢ DNA’da olusan hasari onarmak yoluyla tlimdér olusumunu engellemeye calisan
gen grubudur. Timor siipresor genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyon kaybi ile
kontrolsiiz hiicre boliinmesi, anormal hiicre biiylimesi ve hatal apoptozis olaylar1 ortaya
cikmaktadr (Ahmed ve dig. 2006).

Meme kanseri ile iliskili olan ve likit biyopsi testinde incelenen 10 adet gen
bulunmaktadr. Bunlar AKT1, ESR1, SF3Bl, EGFR, FBXW?7, TP53, ERBB2, ERBBS,
KRAS, PIK3CA genleridir.

1.3.1. Meme Kanserinde Etkili Olan Genler

PIK3CA Geni : Sitogenetik lokasyonu 3. kromozomun uzun Kkolunda 26.32
pozisyonunda lokalizedir (3926.32) ve 179,148,114 ile 179,240,093 baz cifti icermektedir.

PIK3CA geni phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) diye adlandrilan enzimin bir alt
tinitesi olan p110 o proteminin yapmmu i¢in talimat saglar. Diger alt {initeler (farkh genler
tarafindan iretilen ) enzim aktivitesini diizenlerken p110 o proteini PI3K etkisi yaptigmdan
katalitik alt {inite olarak adlandirilir.

PI3K sinyalizasyonu hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasmi, hiicre tasmmu, yeni protein
tiretimini, hiicre i¢ci madde tasmmum ve hiicrenin hayatta kalmasm kapsayan ¢ogu hiicre

aktivasyonu icin Onemlidir. Cabgmalar, PI3K sinyalizasyonunun ¢esitli  hormonlarm



diizenlenmesini ~ kapsamis  olabildimi ve yag hiicresmin  olgunlasmasmda  rol
oynayabildigini gosterir.

EGFR Geni : EGFR geni, 7p12 kromozom bdlgesinde lokalizedir ve 28 ekzon igerir.
EGFR proteini 1186 aminoasitten olusur, 170 kDa biyikligiinde transmembran bir
glikoproteindir.  EGFR transmembran proteini ti¢ bolimden olusur; ligandlarm tanmmasi
ve baglanmasmm saglayan bir ekstraseliler bolgesi (ekzon 1-16), 12 hidrofobik Ozellige
sahip membran (ekzon 17) i¢cinde diger reseptorlerle iligkileri saglayan transmembran
bolgesi (ekzon 18-28) (Miller 2008).

KRAS Geni : Ras gen ailesinin bir iiyesi olan Kras geni, Kirsten Rat Sarkoma (Ki-
veya K-Ras) viral onkogen homologudur (Adjei 2001). Kras geni, 12. kromozomun
12p12.1 bolgesinde lokalizedir ve 6 ekzondan olusmaktadr. Kiicik bir GTPaz olan Kras
proteini, 21 kDa’dan ve 189 ammoasitten olusmaktadwr. Kras hiicre zarmda sitoplazmik
bolgesinde lokalize bir proteindir. Kras geninde kodon 12 ve 13, GTP’nin baglandig “P-
loop”da yer almaktadr. Kodon 61°m Ilokalizasyonu ise, Ras regilatorlerinin ve
efektorlerinin  baglanmasm kontrol eden “switch II” bdlgesidir. “switch I’ ve switch II”
bolgeleri GDP/GTP duyarh bolgelerdir. Kras proteminin G domaini, yiiksek diizeyde
korunmustur. Cok degiskenli bolge ise, ammoasit rezidillermin membran lokalizasyonunu
kontrol etmektedir (Wicki ve dig. 2010).

p53 Geni : p53 proteini transkripsiyon faktorii islevine sahip 393 amino asitten olusan
bir proteindir. p53, 17. kromozomun kisa kolu iizerinde yaklask 20 kb’lk bir alana
yayllmis 11 ekzondan olusan bir gen tarafindan kodlanmaktadwr. p53 proteini DNA tamiri,
hiicre dongilisiiniin ~ kontrolii, genomik kararhhgn saglanmasi, kromozom ayrimasmmn
diizenlenmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma ve programh hiicre Olimi gibi
bircok hiicresel olayda rol almaktadwr. p53, bu islevierini ya transkripsiyon faktorii olarak
ilgili genlerin transkripsiyonlarmi diizenleyerek ya da diger protemler ile veya dogrudan
DNA ile fiziksel olarak etkileserek gergeklestirmektedir. p53, hiicre dongiisiinin GO /Gl
evresinde rol alan birgok sikln bagmh kinazm iglevini engelleyen p21 proteininin
ifadesini, p21WAF2/Cipl geninin transkripsiyonunu uyararak diizenlemekte ve bdylece
p21 proteini araciigr ile hiicre donglisinii G1 asamasmda durdurmaktadir.

p53 ayrica DNA tamiri ve DNA sentez mekanizmasmda ve programh hiicre Oliimiinde
rol alan baz proteinlerin transkripsiyonlarint da diizenlenmektedir (Haris 1996).



ERBB2-ERBB3 Genleri : c-erbB-2 (HER2/neu) Onkogen olan v-erB geni, kuslara ait
bir eritroblastosis  viriisiidiir, ve tavuklarda eritroblastosis ve sarkomlarm olusumunu
indiikler. Tirozin kinaz aktivitesine sahip, 170 kilodalton agrhgmdaki glikoprotein olan
“Epidermal Growth Factor” (EGF) reseptor geninden ortaya c¢ikmustr (Neville ve dig.
1991). v-erB geni ile iligkili olan c-erbB-2 geni ilk kez etil-nitrosoiire ile indiiklenerek
olusturulan, sigan noroblastomalarinda transforming onkogen olarak tariflendigi i¢in “neu”
diye adlandmimistr (Evans 1994). insanda ise v-erB geniyle iliskii olan 17 nolu
kromozomun q21’de yerlesmis olan c-erbB-2 geni bulunmustur (Akiyama 1986). ERBB3
geni ise 12. Kromozomun uzun kolunun 13.2 pozisyonunda lokalizedir.

c-erbB-2 (HER-2/neu) geni, biiyiime faktor reseptorleri ile yakm iligkili, dort kisilik bir
allenin elemanidr. Her biri yiizey reseptorlerinin araciign ile hiicre membranindaki tirozin
kinaz reseptOriiniin  ligandlarma  baglanwr. Bu ligandlara “neu  differention” veya
“heregulin” ad1 verilir. c-erbB-2, Klas I biiyiime faktor reseptor tirozin kinaz ailesinden
185-kilodalton agrhgmdaki transmembran proteinini kodlar. Hiicre membrannda bulunan
transmembran protein tirozin kinaz reseptorii, N- u¢ ekstraselliler ligand baglayici alan,
tek transmembran o helix ve kinaz aktivitesi olan sitozolk c- ug bdlgesinden olusur. Bu
reseptorlerin en biiyiik Ozellikleri, ligandin baglanmasiyla dimer olusturmalaridr. Bu yolla
reseptoriin  otofosforilasyonu  olusur.  Reseptdr  fosforilasyonu, hedef proteinlerinin
fosforilasyonuna yol agar ve hiicre igi sinyal ileti yollar1 tetiklenmis olur. Artmus reseptor
ekspresyonu genin amplifikasyonuna neden olur. Genin amplifikasyonu, c-erbB-2 haberci
RNA ve P185 proteinin asm1 ekspresyonuna yol agar. Artmus olan bu protein ekspresyonu
immiinohistokimyasal yontemle, timor hiicresinde yogun hiicre membranmm boyanmasi
seklinde izlenir (Jeffiey ve dig. 1999).

ESR1 Geni : Bu gen 6. kromozomun uzun kolunun 25.1 ve 25.2 pozisyonlari arasmda
yer almaktadr. Ayrica 151,654,148 ile 152,129,604 baz ¢iftinden olusmaktadir.

Bu gen bir Ostrojen reseptOriinii, hormon baglanmasi, DNA baglanmasi ve
transkripsiyonun aktivasyonu i¢in Onemli olan birka¢ alandan olusan bir ligand-aktive
edilmis transkripsiyon faktorii kodlamaktadwr. Bu protein Ostrojen reseptoriiyle homodimer
veya heterodimer form olabilen nilkleusa lokalizedir. Ostrojen ve onun reseptdrleri cinsel
gelisim ve lreme islevi igin Onemlidir ayrica kemik gbi diger dokularda da  rol
oynamaktadr. Ostrojen reseptorleri ayrica meme kanseri endometriyal kanser ve
osteoporozu da iceren patolojik siireclerde de rol oynamaktadw. Alternatif promotor
kullanmu ve alternatif splicing, diizinelerce transkript varyantiyla sonuglanr, ancak bu

varyantlarin ¢ogunun dogal tam uzunlugu belirlenememistir.
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AKT 1 Geni : 14. kromozomun uzun kolunun 32.33 pozisyonunda yer almaktadr ve
104,769,349 ile 104,795,743 baz c¢iftinden olugsmaktadwr. AKTI1 geninde sk gbozlenen
mutasyonlar E17K  ve E49K mutasyonlaridr. E17K  mutasyonlar1 aym zamanda meme
kanseri, Kkolorektal kanser ve overyan kanserlerde etkili bulunmustur. Bu mutasyonlar tek
bagma ya da tandem olarak mesane timorlerinde gozlenebilmektedirler (Carpten ve dig.
2007).

AKTI geni tarafindan kodlanan serin-threonin protein kinaz serumdan yoksun primer
ve Oliimsiizlestirilmis  fibroblaslarda katalitik olarak inaktiftir. AKT1 wve ilgili AKT2,
trombosit kaynakh biiylime faktorii tarafindan aktive edilir. Aktivasyon hizh ve Ozeldir ve
AKTI’n pleckstrin  homolog domamindeki mutasyonlar ile baskilanr. Aktivasyonun
fosfatidilinositol 3-kinaz ile gerceklestigi gosterimistir. Gelismekte olan sinir sisteminde
AKT, wuyarilmis noronal sagkalm biiyiime faktoriinin krittk bir aracidr. Sagkalm
faktorleri, apoptozun bilesenlerini fosforile edip etkisiz hale getiren aktif serin / threonin
kinaz AKTL ile transkripsiyondan bagmsiz bir yolda apoptosizi baskilayabilir. Bu gendeki
mutasyonlar Proteus sendromuyla iliskilendirilmektedir. Bu gen i¢in alternatif olarak
eklenmis coklu transkript varyantlar1 bulunmustur.

1.4. Likit Biyopsi

Kanser tanisi ve molekiiler testler i¢in yapilan girisimsel islemler, gelisebilecek
komplikasyonlar nedeniyle risklidir. Ayrica bu iglemlerle, primer tiimér ya da metastazinn
biyopsi i¢in uygun bolgede olmamasi ya da teknik nedenlerden dolayr her zaman sonuca
ulasmak miimkiin olmamakta ve tekrar edilmesi gerekebilmektedir. Ancak hastann kabul
etmemesi gibi sebeplerle ¢ogu zaman yeni biyopsi de almamamaktadwr. Mutasyon analizi
tespitinin  basarisiz  olmasmm nedenleri arasmda cogunlukla ik biyopsi materyalinin az
olmasi ve az olan bu materyalin histolojilk ayrmm yapilmasmda immiinhistokimyasal
boyamalar icin kullanlmasinda yetersiz kalabiimesidir. Bu gibi nedenlerle mutasyon
analizinin yapilamamasi, hastanm sag kalmma olumlu etki yapmasi beklenen hedefleyici
tedavileri almasma engel olmaktadr. Bu sorunlari agmak i¢in hizl, diisiik maliyetl,
nvaziv olmayan ve tedavi sonrasi tekrarlanabilecek yoOntemlere ihtiyag vardw. Ayrica,
bireysellestiriimis  tedavi  sonras1  hastahgin  progresyonu durumunda tedaviye direng
gelistiren yeni mutasyonlarm saptanmasi ve baska hedefleyici tedavinin kullanilabiimesi
icin yeni yontemler Onerilmektedir. Bu yontemlerden birisi de likit biyopsi testidir (LB).
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Svi1 veya svi faz biyopsisi olarak da bilinen likit biyopsi, kan gibi solid olmayan biyolojik
dokunun 6rneklenmesi ve analizidir (Solomon ve dig. 2014).

Bir tiimor kitlesinden ayrilarak kanda serbest olarak dolasan hiicreler dolasimdaki
timor hiicresi (circulating tumor cell-CTC) olarak tammlanr. Bunlar tek tek ya da
birbirlerine tutunmus kiigiik hiicre gruplan seklinde olabilmektedir. CTC’lerin 6nemli bir
kismi immiinsistem tarafindan ykma ugratir ve kanda serbest dolasan timér DNA’s1
(circulating cell free tumor DNA- ccftDNA) agiga c¢ikar. Kalan timor hiicreleri genetik
Ozellklerinin  sagladiy  Ustiinlikle organ/doku  yerleskelerine tutunur ve  c¢ogalirlar
(metastaz).

Dolasimdaki timér hiicreleri (circulating tumor cell-CTC), kanda serbest dolasan tiimér
DNA’s1 (circulating cell free tumor DNA-ccftDNA) ya da dolagimdaki serbest DNA’lar
(cell free DNA-cfDNA) likit biyopsi ile tespit-analiz edilmekte ve prognostik bir model
olarak kullanilmaktadwr. Ayrica birgok kanserde FDA tarafindan kabul ediimistir (Crowley
ve dig. 2013). Kanser cahsmalarmdaki likit biyopsilerde tiimére ait olan ve dolasimda
serbest olarak bulunan hiicre ve/veya diger genetik materyal kullanimaktadr ancak
bunlardan ¢ogunlukla kullanilan cfDNA’dr (Karachalio ve dig. 2015).

Immunoterapi i¢in dogru tani : Dogru tani ile hedefe yonelik tedavi

Kopyalanan

Yer Degigtimme
i ~ Ters Cevirme
Protein Dolagan Dolagan
Tiamaor Hicresi Tamar DNA's
(Mutasyon Cegitler)

,_, . Mokta Mutasyonlan
Kan Omegi

Silinme

Ekleme

Cizim 1.8. ccffiDNA’dan mutasyon tespiti
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1.5. Yeni Nesil Dizileme-Next Generation Sequencing (NGS)

Yeni nesii DNA dizileme sistemleriyle yiiksek dogrulukla, ultra hizh olarak, dizileme
yapilabilmektedir. Yapilan bir ¢ahsmada E. coli genomu dort kere, her bir kosmada
400.000 okuma yapilarak de novo dizilenmis ve sekanslamalarn %99.997 ila %99.999
arasmda dogrulukla yapidig1 tespit edilmistir (Margulies ve dig. 2005).

Yeni nesii DNA dizileme teknolojisi hayal bile edilemeyecek kadar ¢ok bilgi ve yeni
yaklagimlar saglar. Biitin bunlara ragmen bu kadar ¢ok bilgnin depolanmasi, analizi ve
degerlendirmesinde biiylik giicliikler vardwr. Ayrica bu yeni sistemin basarth bir sekilde
kullanilmas1 i¢in gelismis biyoinformatik analiz araglarma ihtiyag duyulmaktadir.
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2. AMAC

Bu calhsmanin amaci, solid biyopsi icin materyalin yetersiz gelmesi, direng gelisimi
durumunda  biyopsi tekrarmmn gerekmesi ve tedavi srasmda genetik degisikliklerin es
zamanh takip edilebilmesi durumlarmda yeni bir yontem olan likit biyopsi (LB) testinin
etkinliginin arastmilmasidir.

LB noninvaziv bir yontem olup periferik kandan genetik analiz yapmayr saglayan bir
yontemdir. Yapilan bu c¢ahsma ile meme kanseri hastalarmda farkh varyasyonlar
saptanmustr.  Saptanan  varyasyonlardan  bazlarmm  ila¢  iliskii  varyant  oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu bilgilerle tedavinin sekillenmesinde klasik kemoterapik
ilaglarm yerini varyasyona Ozgii akilh ilaclarm almasi amaclanmaktadwr. Ayrica taniya
yardimcit olmak ve tedaviyi yonlendirmek te bu cahsmann hedefleri arasmda yer
almaktadr.
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3. YONTEM

Bu yiiksek lisans tezi cahsmasmnda Subat 2018- Mart 2019 tarihleri araligmda, Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal'na, Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dal’ndan yonlendirilen meme kanseri tamh hastalarm Klinik
ve laboratuvar sonuglar1 incelenmis ve hastahfn tamismdaki Onemli parametreler
hastalarin var olan dosyalarindan elde edilip retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Hastalarm takibinde Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dal’ndan
istenen likit biyopsi testi Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetkk ve Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuvarinda yapimustir.

Bu cahsmada hastalardan alman periferik kandan cell-free DNA izolasyonu yapilmustir.
Izolasyonu yapilan hastalarm her biri farkh bir barkod ile isaretlenmis ve hastalara ait
kiitliphane  olugturulmugtur. Bu  kiitliphanenin  emiilsiyon PCR yontemi ie ¢ok sayida
kopyast olusturulmustur. Elde edilen DNA kopyalar1 1on-530 chip’e yiklenerek Yeni Nesil
Dizi Analizi (Next Generation Sequencing- NGS) yontemiyle dizilenmistir. Cihazdan
alman veriler TorrentSuite TM Software v5.2.1 ve lonReporter TM Software V5.2
programlar1 ile analiz edilmistir.

3.1. Kullamlan Yontem

3.1.1. Cell-free DNA Izolasyonu
e Hastadan alman 30 ml periferik kan hemogram tiipiine alndi.
e Periferik kan 50 ml’'lik santriflj tiipine alndi ve 2000 g, +4 °C de 10 dakika
santriflij edildi.
e Tim plazma yeni bir santrifiij tiipiine aktardd. 16000 g, +4 °C de 10 dakika
santrifiij edildi.
e 10 ml plazma yeni bir santrifiij tlipline alnd1.

e 125 ml MagMax Cell Free DNA Isolotion Lysis/Binding Soliisyonu ve 150 pl
MagMax Cell Free DNA Magnetic Beads (manyetik boncuk) plazma iizerine
eklendi.

e Santrifiij tlipl alt Gst edildi ve 10 dakika vorteks yapildi

e Falkon DynaMag-50 Magnet (manyetik blok) tizerine yerlestirilip 5 dakika
beklendi.
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Stipernatantin tamamu atildi ve tiip manyetik bloktan alndi.

Manyetik boncuklar 1 ml MagMax Cell Free DNA Isolotion Wash Soliisyonu ile
stispanse edildi.

Tiim stipernatant 1,5 ml’lik PCR tiipiine aktarild.

Tip DynaMag-2 Magnet (manyetik blok) tizerinde 2 dakika bekletidikten sonra
stipernatant tamamen uzaklagtirildi

Tip manyetik blok tizerinden alndi, 1 ml %80 lik taze etil alkol ile siispanse edilip
30 saniye vorteks yapildi

Tip manyetik blok tizerinde 2 dakika bekletildikten sonra siipernatant tamamen
uzaklastirildi.

Alkoliin tamamen uzaklagmasi i¢cin 4 dakika kurumaya brakildi

Tip manyetik blok iizerinden almp 400 p 0,1 X TAE buffer eklendi ve 5 dakika
vorteks yapild1.

Tip manyetik blok ftizerinde 2 dakika bekletidikten sonra DNA’y1 igeren
stipernatant yeni bir 1,5 m’lik PCR tiiptine aktarild.

Siipernatanta 500 Wl MagMax cell free DNA Isolotion Lysis Binding Soliisyon ve
10 W MagMax Cell Free DNA Magnetic Beads eklenip 5 dakika vorteks yapilds
Tip manyetik blok iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra siipernatant tamamen
uzaklastirild1.

Tip manyetik blok tizerinden almp 1 ml MagMax Cell-Free DNA Isolotion Wash
Soliisyon eklendi ve 30 saniye vorteks yapildi

Tip manyetik blok iizerinde 2 dakika bekletildikten sonra siipernatant tamamen
uzaklastirildi.

Tip manyetik blok iizerinden almp 1 ml %80 lik taze etil alkol eklendi ve 30
saniye vorteks yapildi

Tip manyetik blok iizerinde 2 dakika bekletildikten sonra siipernatant tamamen
uzaklagtir1lda.

Alkol yikamasi tekrar edildi

Alkoliin tamamen uzaklagmasi icin 3-5 dakika kurumaya birakild1.

15 Wl MagMax Cell-Free DNA Isolotion Elution soliisyon eklenip 5 dakika vorteks
yapildi.

Tip manyetik blok tizerinde 2 dakika bekletidikten sonra DNA’y1 igeren
stipernatantin tamanu yeni bir 1,5 mI’lik PCR tiipiine aktarild:.
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e Qubit dsDNA HS Assay Kit ile 6lgiim soliisyonu hazrlandi.
e Qubit 3 Fluorometer cihazmda DNA konsantrasyonu Olgiildiikten sonra tiip -20 °C
ye kaldrild1.

e DNA konsantrasyonunun enaz 2 ng/ ul ve iizeri olmasi gerekmektedir.

3.1.2. Kiitiiphane Olusturma

e lzole edilen DNA’lar 1 pl de 50 ng olacak sekilde sulandirildi.

Cizelge 3.1. Thermal-Cycler’da PCR bilesenleri

Bilesen Hacim
cfDNA 1-50 ng Xu
Nuclease-free water 13-X ul
cfDNA panel 2ul
cfDNA Library PCR Master Mix| 15 ul
Total hacim 30 ul

e Plate’e Cizelge 3.1°deki bilesenler srasiyla eklendi.

e Plate seffaf kaplama film ile kapatidu.

e Plate kisa bir vorteks yapildiktan sonra 300 g’de 1 dakika santriftij edildi.
e Plate thermal-cycler’a yerlestirilerek Cizelge 3.2°deki program gahstirildi.

Cizelge 3.2. Thermal-Cycler’da PCR protokolii

Sicakhik °C Siire
bekleme 98 2 dakika
98 30 saniye

64 2 dakika

R 62 2 dakika

2 dongi 60 4 dakika
58 2 dakika

72 30 saniye
bekleme 72 2 dakika
bekleme 4 sonsuz
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Thermal-cycler’dan alman plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Seffaf kaplama film uzaklastir1ldi.

45 ul (6rnek hacmi x 1.5) Agencourt AMPure XP Reagent (manyetik boncuk) her
kuyuya eklenerek plate seffaf kaplama film ile kapatild.

15 saniye vorteks yapilip 5 dakika oda sicakhginda inkiibasyona birakild1.

Vorteks ve inkiibasyon iglemi tekrar edildi ve plate 300 g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Seffaf kaplama film dikkatlice plate’ten uzaklastirildi.

Plate, DynaMag-96 Slide’a (manyetik stand) alndi ve 5 dakika bekletilip
stipernatant dikkatlice atild1

Her bir kuyuya 150 pl %80 alkol eklendi ve oda sicakligmda 30 saniye bekletilip
stipernatant dikkatlice atild:.

Alkol yikamasi tekrar edildi ve siipernatant dikkatlice atiddiktan sonra 5 dakika oda
sicakhiginda kurumaya birakildi.

Plate manyetik standa alindi.

Her bir kuyuya 24 pl Low TE Buffer eklendi.

Plate seffaf kaplama film ile kapatilarak kisaca vorteks yapidi ve 5 dakika oda
sicakhginda inkiibasyona birakildi.

Plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Seffaf kaplama film uzaklastmildi ve plate manyetikk stand iizerine almp 2 dakika
bekletild .

Plate manyetik stand iizerinde tutulmaya devam edilerek 23 pl siipernatant farkh
kuyulara aktarildt.

Cizelge 3.3. Thermal-Cycler’da PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim
DNA 23 u
Tag
Sequencing 1u
BC (#1-48)
cDNA
Library Primer 1u
P1
cDNA
Library PCR 25 u
Master Mix
Toplam
hacim S0 pl
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Plate’e swrastyla Cizelge 3.3’teki bilesenler dagitildi.
Plate seffaf kaplama film ile kapatilarak 15 saniye vorteks yapildi ve 1 dakika 300
g’de santriflij edildi.

Cizelge 3.4. Thermal-Cycler’da PCR protokolii

Sicakhk °C| Siire

bekletme 98 2dk
98 15 sn

18 dongii 64 15sn
72 15sn

bekletme 72 5dk
bekletme 4 sonsuz

Plate Thermal-Cycler’a yerlestirilerek program cahstirild1.
Thermal-cyclerdan alman plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
Seffaf kaplama film dikkatlice kaldmilarak her kuyuya 57.5 ul manyetik boncuk
eklendi. Plate film ile kapatildi.
Plate 15 saniye vorteks yapihp oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakild1.
Plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve film dikkatlice ¢ikarildu.
Plate manyetik standa alndi ve 5 dakika manyet iizerinde bekletildi. Stipernatant
pellete dokunmadan dikkatlice atildu.
Her bir kuyuya 150 ul %80 alkol eklendi. Plate 30 saniye oda sicakhgmda
manyetik stand iizerinde bekletildi. Siipernatant pellete dokunmadan dikkatlice
atild1.
Alkol yikamas1 tekrar edildi.
Plate manyetik stand {lizerinde tutulmaya devam edilerek 5 dakika kurumaya
brrakild1.
Plate manyetik stand iizerinden almarak her bir kuyuya 50 pl LOW TE Buffer
eklendi ve plate seffaf kaplama film ile kapatidi.
Plate kisaca vorteks yapidi ardmndan 5 dakika oda sicakhgnda inkiibasyona
brrakild1.
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Plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan seffaf kaplama film ¢ikarid
Plate manyetik standa almarak 2 dakika inkiibe edildi ve 50 pl siipernatant yeni
kuyulara aktarildt.

Plate manyetikk stand tiizerinden almarak her bir kuyuya 50 pl manyetik boncuk
eklendi.

Plate seffaf kaplama film ile kapatilarak kisaca vorteks yapildi ve oda sicakhiginda
5 dakika inkiibasyona birakild1.

Plate 300 g’de 1 dakika santrifij edildi Ardmdan seffaf kaplama fim dikkatlice
cikarildi

Plate manyetik standa alndi ve 5 dakika manyet stand iizerinde bekletildi.
Ardindan pellete dokunmadan siipernatant dikkatlice atild1.

Her bir kuyuya 150 w %80 alkol eklendi. Plate 30 saniye oda sicakhgnda
manyetik stand lizerinde bekletilip slipernatant dikkatlice atildi.

Alkol yikamas1 tekrar edildi.

Plate manyetik stand {izerinde tutulmaya devam edilerek 5 dakika kurumaya
brrakild1.

Plate manyetik standin iizerinden almarak her bir kuyuya 30 ul LOW TE Buffer
eklend.

Plate seffaf kaplama film ile kapatilarak kisaca vorteks yapildi ve oda sicakhginda
5 dakika inkiibasyona brakild1.

Plate 300 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve seffaf kaplama film ¢ikarildi.

Plate manyetik standa almarak 2 dakika inkiibe edildi ve 28 pl slipernatant ayni
plate lizerinde yeni kuyulara aktarildi

Stipernatantm tamanu yeni 0,1’k PCR tiiptne alndi ve buz akiisii iizerinde
bekletild .

68 pM E.coli DHI0OB Ion Control Library’den 10 kat seri diliisyon halinde 5
standart hazirland1.

Ornek icin; 1/100 ve 1/1000 kiitiiphane diliisyonlar1 hazrland.
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Cizelge 3.5. Real- Time PCR Bilesenleri

Bilesenler 96-well plate | 384 well plate
2X Tagman master mix 10 ul Su
20X lon Tagman assay 1 ul 0,5 ul

Toplam hacim 11 pl 55u

o C(Cizelge 3.5’deki bilesenler ile PCR karigmi hazrlandi.

e Light Cycler 480 plate’me standart ve hasta her biri 3 kopya olacak sekilde her bir
kuyuya 11’er pl karism dagtild1.

e 1/1000 DNA diliisyonu 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9’ar pl pipetaj
yapilarak dagitildi.

e Standartlar her biri 3 kopya olacak sekilde her bir kuyuya 9’ar pl dagitildi.

Cizelge 3.6. Light-Cycler-480°de Real-Time PCR protokolii

Sicakhk Siire
bekleme 50 °C 2 dakika
bekleme 95 °C 20 saniye

95 °C 1 dakika
40 dbnois
0 dongli 60 °C 20 saniye

e Plate Light-Cycler-480’c yerlestirilerek Cizelge 3.6’daki program ¢alstirildi.
e PCR sonrasi ¢ikan 3 sonucun ortalamasi alndi1 ve diliisyon katsayisiyla g¢arpildi
e 100 pM’lik ve 8 pM’lik havuz olusturuldu.

3.1.3. Emiilsiyon PCR

e 2 ml Ion S5 Reagent icerisine Cizelge 3.7’deki bilesenler swasi ile eklendi.

e Hazrlanan karigim 5 saniye vorteks yapildiktan sonra kisaca santrifiij edildi.
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Cizelge 3.7. Amplifikasyon Soliisyon Bilesenleri

Bilesenler Hacim
Nuclease free water 80 ul
lon S5 Enzyme Mix | 120 pl
lon Sphere Particles | 100 pl
Dilue library-8 pM 100

Toplam hacim 2400ul

Amplifikasyon soliisyonu ve 200 ul lon OneTouch Reaction Oil Cizim 3.1°de
gosterildigi sekilde Install The Filled Ion One Touch Reaction Filtrenin 6rnek
portundan yiiklendi.

(D Sample port

@ lon OneTouch™ Reaction Filter

(3) lon OneTouch™ Reaction Tube

@ Short tubing frem sample port to lon OneTouch™ Reaction Tube

Cizim 3.1. Install The Filled Ion One Touch Reaction Filtre

lon One Touch 2 cihazi hazirland1.
Filtre Cizim 3.2°de gosterildigi gibi lon One Touch 2 cihazma yerlestirilip c¢alisma
baglatild1.

Cizim 3.2. Filtre’nin Yerlestirilmesi
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3.1.4. Yikama

@ lon OneTouch™ Recovery Tube
@ Location of ISP pellet

Cizim 3.3. Recovery Tiip

e 2 recovery tiipteki stipernatant 100 ul kalacak sekilde atildi

e Pipetaj yapidktan sonra tiiplerdeki tiim swi yeni bir 1,5 ml'lk PCR tiipline
aktarild.

e Recovery tiiplerin ¢eperi 100’er ul niiclease free water ile yikanp tiim swvi yeni
PCR tiipline eklendi ve iizerme 600 pl niiclease free water konuldu.

e PCR tiipii 30 saniye vorteks yapildiktan sonra 15500 g’de 8 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant 20 pl kalacak sekilde atildi.

e 80 u ISP Resuspension Soliisyon eklendi 30 saniye vorteks yapip 2 saniye
santriflij edildi.

e Pipetaj yapilip 100 pl nin tamamu ES8-Well Strip Box’daki 1. kuyucuga yiiklendi.

(1) Well 1

(@ Wells 2-8

(3) Rounded tab

(&) Sguare-shaped tab

Cizim 3.4. ES8-Well Strip Box
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100 ul Dynabeads MyOne Streptavidin C1 1,5 mL’lik PCR tiipiine koyuldu.

Tip DynaMag-2 Magnet (manyetik blok) tizerinde 2 dakika bekletildikten sonra
stipernatantin tamanu atildi.

Pellet 1000 pl lon OneTouch Wash Solution ile siispanse ettikten sonra 30 saniye
vorteks yapilp 2 saniye santrifiij edildi

Tip manyetik blok iizerinde 2 dakika bekletilip siipernatantin tamanu atilds.

Pellete 130 ul MyOne Beads Capture Solution eklendikten sonra 30 saniye vorteks
yapip 2 saniye santrifiij edildi.

130 pl nin tamanmu ES8-Well Strip Box’daki 2. kuyucuga yiiklendi.

ES8-Well Strip Box’daki 3. 4. ve 5. kuyucuklara 300’er ul lon OneTouch ES Wash
Solution yiiklendi.

Cizelge 3.8. Melt-off Soliisyon Bilesenleri

Bilesenler Hacim
Tween Solution 280 ul

1 M NaOH 40 pl
Total Hacim 320 ul

Cizelge 3.8’deki bilesenlerle hazirlanan melt-off soliisyonundan 300 ul ES8-Well
Strip Box’daki 7 numarali kuyucuga yiklendi
6. ve 8. kuyucuklar bos brakild1.

lon One Touch ES cihazi hazirlandi ve ES8-Well Strip Box yerine yerlestirildikten
sonra ¢calisma baglatild1.

Islem bittikten sonra {iriinii iceren PCR tiipii almp 15500 g’de 5 dakika santrifiij
edildi.

Siipernatant atildiktan sonra 100 pl niiclease free water eklenip pipetaj yapildi
15500 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra pelletin rengi kontrol edildi.

Pellet kahverengi ise tiip manyetik blok tizerinde 4 dakika bekletidikten sonra
siipernatantm tamamu yeni bir 1,5 ml'lik PCR tiipiine aktarildi ve 15500 g’de tekrar
5 dakika santriftij edildi.

Pelletin rengi berrak ise son hacim 10 pl olacak sekilde siipernatant atlip 90 pl

niclease free water eklendi.
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3.1.5. lon-530 Chip’e Yiikleme

Cizelge 3.9’da gosterildigi gibi annealing buffer ve foammng buffer hazirland1

Cizelge 3.9. Soliisyon icerigi

% 50’lik Annealing buffer Foaming buffer
%100’liik annealing %350’lik Annealing
buffer 500 pl buffer 900 pl
Niiclease free water 500 ul Foaming buffer 100 ul
Toplam hacim 1000 pl Toplam hacim 1000 pl

100 l iiriin igeren PCR tiipine 5 pl Control lon Sphere Partical eklendi.

15500 g’de 5 dakika santrifij edildikten sonra siipernatant 10 pl kalacak sekilde
atild1.

Tipe 15 W %100’lik annealing buffer ve 20 pl sequencing primer eklendikten
sonra 10 saniye vorteks yapiip 2 saniye santrifiij edildi.

95 °C de 2 dakika 37 °C de 2 dakika Thermal cycle’da bekletildikten sonra oda
sicakhgma gelmesi i¢cin beklendi.

Tiipe 6 W lon S5 sequencing polimerase ve 10 ul lon S5 loading buffer eklendi.
10 saniye vorteks yapilip 2 saniye santrifij edildikten sonra 5 dakika oda
sicakhginda bekletildi.

40 ul 6rnek Cizim 3.5’te gosterildigi gibi chipin yilikleme portuna yiklendi

20 W ornek yikleme kuyucuguna pipetlendikten sonra chip 5 dakika santrifiij
edildi.

ion torrent |6 x AOXO+%

M(Ek CAADO2228
@ Flow cell @ Barcode
(@) Loading port (® Chig notch
® Loading well (® Exit well

lon 530™ Chip
When loading a sample or injecting reagents:

* Place the chip on a flat, stable surface
such as a benchtop.

Cizim 3.5. lon-530 Chip’e 6rnek yikleme
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e Foaming buffer kopiirtiildikten sonra 100 pl kdpik yiikleme portuna yiiklendi.

e (Cikis portundaki kopiikler pipetle atidi ve 3 kez daha foaming buffer yiiklendi.

e Aym sekilde %50’k annealng buffer yikleme portuna yiklendi ve c¢ikis
portundaki kopiikler pipetle atilds

e Chip NGS cihazina yerlestirildi ve cahsma baslatild1

3.1.6. NGS Sonuclarimin Analizi

Elde edilen dizi bilgisi Human Genome Build 19 ile eslestirimist. Meme kanseri
panelinde AKT1, EGFR, ERBB2, ERBB3, ESR1, FBXW?7, KRAS, PIK3CA, SF3Bl ve
TP53 gen hotspot bolgeleri incelenmistir. Varyantlar Torent Suite Sorftware, lon Reporter
ve Oncomine Knowledgebase Reporter programlari kullanlarak analiz edilmistir. Kitin
standardize oldugu LOD (limit of detection) degeri minimum 0.05 olarak kabul edilmistir.
Bu degerin stindeki frekansa sahip varyantlar poztif olarak degerlendiriimigtir.
Cabsmamizda ACMG ve Clinvar veri bankalart kullamlarak varyasyon degerlendirmesi ve
biyoinfomatik analizler yapimistr. Klinik olarak anlamh olan varyasyonlar DANN, SIFT
ve mutation taster ile tespit edimis ve tiim parametreler g6z Oniinde tutularak

mcelenmistir.
3.2. Kullamilan Gerecler
3.2.1. Cahsmamz Siiresince Kullamlan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

e Applied Biosystems™ SimpliAmp™ Thermal Cycler (ABD)
o LightCycler® 480 System (Roche, Almanya)
e Ion OneTouch™ ES System (Life Technologies-ABD)
e Jon OneTouch™ 2 System (Life Technologies-ABD)
e Jon S5 Jon Torrent™ Next-Generation Sequencing (lon Torrent-ABD)
e  Qubit -3 DNA Olgiim Cihazi ( Invitrogen-ABD)
e Jon 530™ Chip (Thermo Fisher Scientific-ABD)
e DynaMag™-50 Magnet ( invitrogen-ABD)
e DynaMag™-2 Magnet ( Invitrogen-ABD)
e DynaMag™-96 Side Magnet ( Invitrogen-ABD)
e Santrifiij (Beckmann Allegra X-12 Coulter, Fransa)
e Cip Santrifiijii (Life Technologies-ABD)
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e PCR Tiipleri

e Jon One Touch Recovery Tiip

e Mikro Santriftij (Sigma, ABD)

e Santrifiij Tiipleri (Nest, Cin)

e Vorteks ( Biosan-Letonya Cumhuriyeti)

e Mikropipetler, 10ml, 100ml, 1000ml (Eppendorf, Almanya)
e Mikropipet Uglar1 (Nest, Cin)

e Light cycler480 Seffaf Kaplama Film (Roche, Almanya)
e Light cycler480 well plate-96 (Roche, Almanya)

e Buz Dolab1 ( +4, -20°C ) (Argelik-Tirkiye)

e Pastor pipeti (Nest, Cin)

3.2.2. Cahsmamiz Siiresince Kullamlan Kitler

e MagMAX™ Cell Free DNA Izolasyon Kit

e Oncomine Breast cfDNA Assay Kit

e lon S5 0OT2 Supplies Kit (Life Technologies-ABD)

e |on S50T2 Solutions Kit (Life Technologies-ABD)

e Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen-ABD)

e Agencourt AMPure XP Reagent (Beckmann Coulter-Fransa)

e Dynabeads MyOne Streptavidin ( lon Torrent-ABD)

e Jon 520™& Ion 530™ Loading Reagents OT2 (lon Torrent-ABD)
e lon 520™& Ion 530™ OT2 Reagents (lon Torrent-ABD)
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4. BULGULAR

Cabsmamiza dahil edilen hastalar, Kocaeli Universitesi Tibbi Genetik ve Molekiiler
Biyoloji Anabiim Dal’na likit biyopsi testi yaptrmak amaciyla basvuran meme kanseri
tamst almig 25 kadn olup bu kadmlarm yas ortalamast 46,06°dr. Cahsmamizdaki
hastalarin % 16°s1 vefat etmistir.

Likit biyopsi testi ile meme kanseri hastalarmda PIK3CA, TP53, EGFR, KRAS, ESRI,
ERBB2, FBXW?7, ERBB3, SF3BlI ve AKTI1 genleri taranmaktadwr. Hastalarm %
21,74’iinde taranan bu 10 genin hicbirinde varyasyon saptanmamuistir.

Hastalarm % 12’sinde periferik kandan izole edilen cfDNA miktart 2 ng/ul den az

oldugundan testin sonraki asamalarina gecilememistir.

Likit biyopsi cahslan meme kanseri tanmih hastalarm % 78,26’smda varyasyon
saptanmustr. En sk varyasyon goriilen genler Cizim 4.1 de gosteriimisti. Varyasyon
saptanan hastalarm % 83,33’iniin PIK3CA geninde varyasyon bulunmustur. TP53
genindeki varyasyonlar hastalarm % 44,44’tinde goriilerek ikinci srada yer almaktadir.
Hastalarm % 38,89’unda KRAS geninde, % 33,33’lniin ESRI geninde, % 27,78’inin
EGFR geninde, % 11,11’inn FBXW?7 geninde, % 5,55 ’inin ERBB2 geninde ve % 5,55’
min ERBB3 geninde varyasyon saptanmustr. Hastalarm AKT1 ve SF3BI1 genlerinde hig

bir varyasyon saptanmamistir.

ERBB2; 1 ERBB3; 1

Cizim 4.1 Varyasyon Saptanan Genlerin Dagilimi

FBXW7; 2
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Taranan genlerde farkh saylarda varyasyon saptanmistr. Varyasyon saylarmm genlere
gore daglmu Cizim 4.2.°de gosterimisti. TP53 geninde goriilen varyasyonlar cesitlilik

gosterirken diger genlerde rastlanan varyasyonlar benzerlik gostermektedir.

20
18
16
14
12
10

o N b OO

TP53 PIK3CA KRAS ESR1 EGFR FBXW7 ERBB2 ERBB3

M varyasyon sayis|

Cizim 4.2. Genlere Gore Saptanan Varyasyon Sayisi

Varyasyon saptanan genlerden TP53 geninde 20 farkh varyasyon saptanmustr. (Cizelge
4.1.) Bu varyasyonlardan 15’1 olas1 patojenik varyant, 4’ii kesin olmayan patojenite ve 1’1
patojenik varyanttr. TP53 geninde varyasyon saptanan 8 hastada bu 20 farkh varyasyon
esit dagilim gostermemekte ve her birinde farkh bir varyasyon goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. TP53 Geninde Saptanan Varyasyonlar

Varyasyon Varyasyonun tiirii Hasta sayis1 (n)
p.Gly245Ser olas1 patojenite 1
p.Arg273His olas1 patojenite 1
p.Arg158His olas1 patojenite 1
p.Arg273Cys olas1patojenite 1
p.His214Pro olas1 patojenite 1
p.Cysl141Arg olas1 patojenite 1
p.Clu286Gly olas1 patojenite 1
p.Cys275Tyr olas1patojenite 1
p.Arg248Trp olas1patojenite 1
p.Met246Val olas1 patojenite 1
p.Ser240Gly olas1 patojenite 1
p.Alal89Val olas1 patojenite 1
p.Tyr220Cys olas1 patojenite 1
p.His178Tyr olas1patojenite 1
p.Glu180Gly olas1 patojenite 1
p.Vall571le kesin olmayan patojenite 1
p.Arg156His kesin olmayan patojenite 1
p.Gly154Asp kesin olmayan patojenite 1
p.Prol77Leu kesin olmayan patojenite 1
p.His178fs patojenik 1

PIK3CA geninde 12 farkh varyasyon saptanmustr. (Cizelge 4.2.) Bu varyasyonlardan
11’1 olas1 patojenk, 1’1 kesin olmayan patojenitedir. PIK3CA geninde saptanan
p-Glu545Lys varyasyonu hastalarm % 53,33’linde bulunmaktadr ve bu gende en sk
rastlanan varyasyon olmustur. p.Metl043Val, p.Gly1049Ser, p.Glu5S42Lys varyasyonlar
PIK3CA geninde goriilen varyasyonlarin % 20’sini olusturmaktadir.
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Cizelge 4.2 PIK3CA Geninde Saptanan Varyasyonlar

Varyasyon Varyasyonun tiirii Hasta sayisi (n)
p.Glu545Lys olas1 patojenite 8
p.Met1043Val olas1 patojenite 3
p.Gly1049Ser olas1 patojenite 3
p.Glu542Lys olas1 patojenite 3
p.His1047Arg olas1 patojenite 2
p.Glu545Gly olasi patojenite 2
p.GIN546Arg olas1 patojenite 2
p.Met1043lle olas1 patojenite 2
p.Asn1044Asp olas1 patojenite 1
p.Glu453GIn olas1 patojenite 1
p.His1047Asn | kesin olmayan patojenite 1
p.Glu453Lys olas1 patojenite 1

KRAS geninde 6 farkh varyasyon saptanmustr. (Cizelge 4.3.). p.Glyl2Cys varyasyonu
hastalarmm % 42,86’smda bulunmakta ve bu gende en sik rastlanan varyasyon olmaktadir.

Cizelge 4.3. KRAS Geninde Saptanan Mutasyonlar

Varyasyon Varyasyonun tiirii |Hasta sayisi (n)
p.Gly12Cys ilag iliskili 3
p.Gly12Asp patojenik 2
p.Gly12val olasi patojenik 1
p.Gly13Ser ilag iligkili 1
p.Gly12Ser ilag iliskili 1
p.Gly13Asp ilag iligkili 1

EGFR geninde 3 farkh varyasyon saptanmistr (Cizelde 4.4.). p.Leu858Pro varyasyonu
EGFR geninde varyasyon bulunan hastalarm % 80’inde bulunarak bu gende en sik

rastlanan varyasyon olmaktadwr. p.Leu861Pro varyasyonu da hastalarm % 40’mda
saptanarak EGFR geninde en sik rastlanan ikinci varyasyon olmaktadir.

Cizelge 4.4. EGFR Geninde Saptanan Varyasyonlar

Varyasyon Varyasyonun tiirii Hasta sayisi (n)
p.Leu858Pro | kesin olmayan patojenite 4
p.Leu861Pro olasi patojenite 2
p.Leu858Arg ilagiliskili 1
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ESR1 geninde 5 farkh varyasyon saptanmistr (Cizelge 4.5.). p.Serd63Pro, p.Tyr537Ser,
p.Asp538Gly varyasyonlart hastalarm % 33,33’tinde gorillerek ESR1 geninde en sik

rastlanan varyasyonlardir.

Cizelge 4.5. ESR1 Geninde Saptanan Varyasyonlar

Varyasyon Varyasyonun tiirii Hasta sayisi (n)
p.Ser463Pro olasi1 patojenik 2
p. Tyr537Ser kesin olmayan patojenite 2
p.Asp538Gly | kesin olmayan patojenite 2
p.Tyr537Asn | kesin olmayan patojenite 1
p.Glu380GIn olasi patojenik 1

FBXW7 geninde

p.Leu755Ser varyasyonu, ERBB3 geninde ise p.Gly284Arg varyasyonu saptanmistir.

Cizelge 4.6. ERBB2, ERBB3 VE FBXW?7 Genlerinde Saptanan Varyasyonlar

p.-Ser582Pro  ve

Genler Varyasyon Varyasyonun tiirii  |Hasta sayis1 (n)
Ser582Pro kesin olmayan patojenite 1
p.FBXW7 Ser582Leu kesin olmayan patojenite 1
p.ERBB2 Leu755Ser ilag iligkili 1
p.ERBB3 Gly284Arg kesin olmayan patojenite 1

p.Ser582Leu varyasyonlar, ERBB2 geninde

Tiim sonuclara bakildiginda olast patojenik varyantlarm tim varyantlarm % 60’m

olusturdugu goriilmektedir. Saptanan patojenik varyantlar ise % 4’Unii olusturarak en az

rastlanan varyasyon tiirii olmustur (Cizim 4.8.).

Cizelge 4.7. Tirlerine Gore Varyasyonlar

PIK3CA TP53 KRAS EGFR ESR1 FBXW7 | ERBB2 ERBB3 |[toplam %
patojenik varyant 1 1 4
olas1 patojenik varyant 11 15 1 1 2 60
ilag iliskili varyant 4 1 1 12
kesin olmayan patojenite 1 4 1 3 2 1 24
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Cizelge 4.8. Hastalarin Tiimiiniin TP53 Geninde Saptanan Varyasyonlar

HASTALAR TP53
1 X X X X X X X X X X X X
2 pArg248Trp X X X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X
4 p.Arg273Cys |p.Gly245Ser |p.Tyr220Cys | p.Gly154Asp| p.Arg156His | p.Glu286Gly | p.Cys275Tyr | p.Met246Val | p.Ser240Gly | p.Ala189Val | p.Glu180Gly | p.Cys141Arg
5 pHis214Pro X X X X X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X X X X X X
8 p.Arg158His X X X X X X X X X X X
9 X X X X X X X X X X X
10 pHis178Tyr X X X X X X X X X X X
11 X X X X X X X X X X X X
12 p.Arg273His | p.His178fs X X X X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X X X
15 X X X X X X X X X X X X
16 pProl77Leu X X X X X X X X X X X
17 X X X X X X X X X X X X
18 X X X X X X X X X X X X
19 X X X X X X X X X X X X
20 X X X X X X X X X X X X
21 X X X X X X X X X X X X
22 p.Val157lle X X X X X X X X X X X
23 X X X X X X X X X X X X
24 X X X X X X X X X X X X
25 X X X X X X X X X X X X
Cizelge 4.9. Hastalarin Tiimiiniin PIK3CA Geninde Saptanan Varyasyonlar
HASTALAR PIK3CA

1 X X X X X X X X

2 p.Met1043Val X X X X X X X

3 X X X X X X X X

4 p.Glu545Lys | p.His1047Arg | p.Met1043Val | p.Glu545Gly | p.Gly1049Ser | p.GIn546Arg | p.His1047Asn|p.Asn1044Asp
5 p.Glu545Gly | p.Gly1049Ser X X X X X X

6 p.Glu545Gly X X X X X X X

7 p.Glu545Lys X X X X X X X

8 X X X X X X X X

9 p.Glu545Lys | p.His1047Arg X X X X X X
10 p.Glu545Lys X X X X X X X
11 p.Glu545Lys X X X X X X X
12 p.Glu545Lys X X X X X X X
13 X X X X X X X X
14 p.Glu542Lys p.Glu453GIn X X X X X X
15 X X X X X X X X
16 p.Gly1049Ser | p.GIn546Arg p.Glu542Lys X X X X X
17 X X X X X X X X
18 p.Glu545Lys X X X X X X X
19 X X X X X X X X
20 p.Met1043lle X X X X X X X
21 p.Glu545Lys X X X X X X X
22 X X X X X X X X
23 p.Met1043lle | p.Met1043Val X X X X X X
24 X X X X X X X X
25 p.Glu542Lys p.Glud53Lys X X X X X X
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Cizelge 4.10. Hastalarm Timinin EGFR, KRAS, FBXW7,

Genlerinde Saptanan Varyasyonlar

ERBB2-3 ve ESR1

HASTALAR EGFR KRAS FBXW7 ERBB2 ESR1 ERBB3
1 X X X X X X X X X X
2 p.Leu858Pro X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X
4 p.LeuB61Pro | p.Leu858Pro p.Glyl3Ser | p.Glyl2Ser | p.Glyl3Asp |p.Ser582Pro | p.Leu755Ser | p.Ser463Pro X X
5 p.LeuB861Pro | p.Leu858Pro | p.Glyl2Asp X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X p.Tyr537Ser | p.Asp538Gly X
8 X X X X X X X X X X
9 X X X X X X X p.Tyr537Ser X X
10 X X p.Gly12Cys X X X X X X X
11 X X p.Gly12Cys X X X X X X X
12 X X p.Gly12Cys X X p.Ser582Leu X X X X
13 X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X
15 X X X X X X X X X X
16 X X X X X X X X X X
17 X X X X X X X X X X
18 X X X X X X X p.Serd63Pro | p.Tyr537Asn X
19 X X X X X X X X X X
20 X X X X X X X X X X
21 X X p.Gly12Val X X X X p.Asp538Gly X X
22 X X X X X X X X X X
23 p.Leu858Arg X p.Glyl2Asp X X X X X X X
24 p.Leu858Pro X X X X X X X X X
25 X X X X X X X p.Glu380GIn X p.Gly284Arg
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5. TARTISMA

Hedefe yonelik tedaviler, son 10 yida kanser tedavisini belirgin bir sekilde degistirmis
olsa da, bu tedaviler, timor heterojenligi, tiimorin molekiiler evrimi, biyopsilerin
maliyetleri, genomik degisime kars1 etkili ilaglarm eksikligi, molekiiler testlerin teknik
kisitlamalarm igeren sorun ve zorluklar1 beraberinde getirmistir (Meric-Bernstam ve Mills
2012).

En Onemli biyolojik sorunlardan biri timordeki heterojenitedir. Herhangi bir tedavi ile
tedavi edimis neredeyse tim tiimorler timoér heterojenligi, klonal evrim ve seleksiyon
sonucunda direng kazanmaktadwr. Gerlinger ve arkadaslar1 Ozellikle senkronize metastaz
kanserli hastalar iizerinde etkili olan multiple tiimér baskilayict genlerdeki  biiyiik
heterojeniteyi gozlemlemisti. Cogu durumda, sadece biyopsiler mevcut oldugundan tedavi
kararlart tek bir timor biyopsisinin sonuglarma bagh olarak verilmektedir (Gerlinger ve
dig. 2012).

Sonu¢ olarak, ilgili lezyonlar gbézden kagabimektedir. Ayrica, ¢ogu durumda
biyopsilerin elde edilmesi zor olmakta ve metastazlarm genetik yapilari hakkinda higbir
bilgi bulunmamaktadr. Bu nedenle, tedavi kararlart sklkla tiimoriin genetik bilesimi
hakkinda higbir bilgi olmadan verilmektedir. Ayrica, tiimorler evrimlesebilmekte ve alt
Klonlar, primer timorle metastaz  arasmdaki spesifik sapmalarm oram Ve diizenindeki
farkliliklarla sonuclanan siire¢ boyunca ortaya c¢ikabilmektedir (Kleppe ve Levine 2014).

Bu nedenle, tedaviye bagh belirtegler tiimoriin ilerleyisi boyunca degisebildiginden,
birden fazla zaman noktasmda belirtec incelemeleri hasta yonetimi icin Onemli bilgiler
saglayabilmektedir. Tedavi yantmu izlemek i¢in tiimér genomunun seri  Orneklemesi,
kisisellestiriimis tedavi i¢in son derece Onemli olmaktadr. Hasta i¢in ciddi anlamda zor
olabileceginden ardisik biyopsiler neredeyse imkansiz gorinmmektedir (Robertson ve Baxter
2011).

Bu nedenle yeni noninvaziv bir yontem hasta takibi yapmakta son derece faydah
olabilmektedir. Biz de bu g¢ahsmamizda likit biyopsi yontemiyle hedefe yonelik tedaviye
yardimc1 olmayr amaclamaktayiz.

Meme kanseri erkeklerle karsilastrildiginda, kadmlarm yasam boyu meme kanserine
yakalanma riski yaklasik 100 kat daha yiksektir (Altekruse ve dig. 2010). Bizim
cahymamizda da hastalarmizn @ tamamn  kadn  oldugundan bu bilgi literatiirdeki
cahsmalarla benzerlik gostermektedir.
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TP53 geni 17. kromozomun p13-1 bandma yerlesmistir ve molekiiler agirhg 53 kD’luk
nikleer bir proteini kodlamaktadw. TP53 geninin her iki alleldeki kaybi veya nokta
mutasyonlart ¢esitli tiimorlerde ve meme kanserlerinde gosterimisti. Meme kanserlerinde
Tp53°in yaklasik %60’mmn nokta mutasyonu seklinde bulundugu, bunun birgok kanser
tipinde kimyasal kanserojenlerle oldugu ileri siiriilmistiir (Sirvent ve dig. 2001).

Mutant p53 proteinleri cesitli kanserlerde asm ifade edimektedir. Mutant p53 proteini,
normal p53 proteininin inhibisyonuna neden olarak transformasyonda, metastazda ve ilag
direngliginde rol oynamaktadr (Goh ve dig. 2011). P53 mutasyonunun orami ise kanserin
tipine gore degiskenlk gostermektedir. Meme kanserin tipinde TP53 mutasyon oram %
25’tr (Olivier ve dig. 2010). Bizim c¢ahymamizin sonucunda da hastalarm % 44’{iniin
TP53 geninde varyasyon saptanmistir.

Walerych ve arkadaslari meme kanserinde en ¢ok saptanan mutasyonlarm, 6. ekzonda
bulunan p.Arg248Gin ve 7. ekzonda bulunan p.Arg273His oldugunu soylemislerdir. Bu
degisimler TP53’tmn DNA’ya baglanma ozelligini etkilediginden “baglama mutasyonlar1 ”
olarak adlandmimaktadir (Walerych ve dig. 2012). Bu tez c¢alismasmda da Tp53 geninin
248 ve 273 pozsyonlarmda cesiti varyasyonlar saptanmustr. Saptanan bu varyasyonlar
p.Arg248Trp (n1), p.Arg273His ( n:1) ve p.Arg273Cys( n:1)’dir.

P53 geninde alt1 hot-spot mutasyon tanmlanmustr. Altt aminoasit rezidiisiinii etkileyen
bu mutasyonlar, p53 mutasyonlarmm %30’unu olusturmaktadr. Argl75, Gly245, Arg248,
Arg249, Arg273 ve Arg282 rezdiileri arasmda en ¢ok mutasyon saptanan aminoasitler ise
Arg248 ve Arg273’tiir (Slee ve dig. 2004). Yaptigmiz ¢alismada TP53 geninde ¢ok sayida
varyasyon saptanmis olup bu varyasyonlarm % 25’1 Arg aminoasitinde gdzlenmektedir. Bu
varyasyonlar Arg273, Arg248, Argl56 ve Argl58’dir.

Fosfatidilinositol-4,5- bifosfat -3-kinaz alt tinite alfa (PIK3CA) geni fosfatidilinositol-3-
kinaz (PI3K)’in 110a-katalitik alt {initesini kodlamaktadwr. Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K)
heterodimer yapida bir lipit kinazdr ve epitelyal hiicrelerin sinyallesmesinde Snemli bir rol
oynamaktadir (Economopoulou ve dig. 2015). Adamczyk ve ark. yapmus olduklar1 6n
calismada, adjuvan ortamda trastuzumab ile tedavi edilen HER-2-pozitif meme kanserli
hastalarda PIK3CA mutasyon durumunun, PTEN ve androjen reseptor ekspresyonunun
metastazsiz  sagkalim icin prognostik degerini analiz etmiglerdir. PIK3CA mutasyon
durumunun metastatik hastalar ve neoadjuvan trastuzumab tedavisi i¢cin bir belirleyici
faktor olarak daha degerli oldugu goriilmiistir (Adamczyk ve dig. 2015). Board ve
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arkadaglarmmn yaptklar1 caliymada tedavi yamti ve hastalk prognozu ile ilgli somatik
mutasyonlarm da cfDNA’da tespit edilebildigi goriilmiistiir. Tiimor dokusundakilere uygun
mutasyon oranlar, tiimor baskilayict gen TP53'te ve PI3K sinyal iletim yolunda onemli bir
rol oynayan PIK3CA'da bulunmustur (Board ve dig. 2010). Bu sonuglar, ctDNA'nn bir
yandan primer timorin Ozelliklerini yansittigi hipotezini desteklerken, diger yandan

primer timorden farkli olan metastazlarm Ozelliklerini gostermektedir (Madic ve dig.
2010).

Ruth E. Board ve arkadaslarmm metastatik meme kanseri hastalarmda PIK3CA
mutasyonu incelemesi yaptiklart c¢aligmalarmda 43 meme Kkanseri numunesinin  10'unda
PIK3CA (% 23) mutasyonu tespit etmislerdir. Bu 10 timér dokusundan 2’si p.H1047R, 1’1
p.H1047L, 5’1 p.E545K ve 2’si p.E542K mutasyonlaridr.

Metastatik meme kanserli hastalarmm 46’smn plazma kaynakh cfDNA’smdan yapilan
incelemede 13'linde (% 28) PIK3CA mutasyonlar1 tespit etmislerdir. Bu 13 hastada tespit
edilen mutasyonlarm 4’ p.His1047Arg, 2’si p.Hisl047Leu, 6’s1 p.Glu545Lys ve 1’
p.Glu542Lys mutasyonlaridr. Bu tez c¢alsmasmda elde edilen sonuglar Ruth ve
arkadaglarmm sonuclartyla benzerlk gostermektedir. Buldugumuz sonuglarda hastalarm
13’tinde (%83,33) PIK3CA varyasyonu saptanmustr. p.GluS45Lys 8 hastada (% 53,33),
p.Glu542Lys 3 hastada (% 20) ve p.His1047Arg 2 hastada (%15,38) goriilmiistiir.

Meme kanseri hastalarmda hormon reseptor (HR) poztif olanlarda bir diger Onemli
hedef Ostrojen reseptérii o (ESR1) 'dir (Yager ve Davidson 2006). Endokrin tedaviye
direncle iligkili olan artmis ESR1 mutasyon oranlar, Ozellikle metastatk meme kanserinde
bulunmustur (Merenbakh LK ve dig. 2013). Bu mutasyonlar tiimér dokusuna ek olarak,
aym zamanda ctDNA'da da saptanmustr (Wang ve dig. 2016). Chandarlapaty ve
arkadaglan1 yaptiklar1 bir cahsmada hormon reseptér (HR) poztif, HER2 negatif metastatik
meme kanseri olan 541 hastann ctDNA’smu p.Tyr537Ser ve p.Asp538Gly mutasyonlar
acismdan analiz etmislerdir. Elde ettikleri sonuclarda hastalarm 156’smda (% 28.8) bu iki
mutasyondan en az birini saptamuslardr (Chandarlapaty ve dig. 2016). Yaptigmiz bu
calymada hastalarm 6’smda (%33,33) ESR1 geni varyasyonlar1 saptanmustr. Bu
varyasyonlar p.Ser463Pro, p.Tyr537Ser, p.Asp538Gly, p.Tyr537Asn ve p.Glu380GIn’dir.
Bizim c¢alymamizda da varyasyon saptanan hastalarm % 22,22’sinde p.Tyr537Ser ve
p-Asp538Gly varyasyonlar1 saptanarak Chandarlapaty ve arkadaslarmmn ¢ahsmasma benzer
sonuglar elde edilmistir.
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Hiicre membran reseptorii olan EGFR ailesi EGFR, HER2, HER3 ve HER4’den
olusur. EGFR, tirozn kinaz aktivitesine sahipti. Bu aileye ait {iyeler transfosforilasyon
sonucu bir seri etkilesimler ile heterodimerler olusturarak farkli protein ailelerinin
aktivasyonunu  diizenlemektedirler. Bu yol ile nikleusta transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu artar ve hiicre bolinmesi uyariir. Kanser hiicrelerinde EGFR gen
amplikasyonunun gbzlenmesi onun onkogen oldugunun gostergesidir. Hormona bagmh ve
bagimsiz meme kanseri hiicre soylar1 karsilastwrildignda ER yoklugu ve yiiksek EGFR
diizeyleri gozlenmektedir. Meme tiimorlerinde yiiksek EGFR diizeyleri, ER’den bagmsiz
olarak kotii prognozla iligkisini gosterir. Meme kanserlerinde EGFR amplifikasyon
bulgularina karsiik herhangi bir mutasyon bildirilmemistir (Klijn ve dig. 1992).
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Giiniimiizde kanserin erken tanis1 ve tedavisi i¢in ¢ok sayida c¢aligmalar yapimaktadr. Bu
tez cahsmasmda LB testi le NGS yontemi kullamlarak meme kanseri icin énemli olan 10
gen bolgesi taranmis ve analiz edimistir. Yapilan analizler sonucunda hastalarda anlamh
sayllan varyasyonlar saptanmistr. Bu varyasyonlar arasmda ilagla iligkili varyasyonlar da
bulunmaktadr. Ancak hala literatirde ilagla iliskilendirilmemis  varyasyonlar  da
saptanmistr. Elde edilen verilerle LB’nin meme kanseri tamh hastalarda tam ve tedaviye
yardimc1 bir yontem oldugunu disiinmekteyiz. Gelecekte LB ile ilgili arastrmalarn
artmasiyla da LB’nin kanserin tanisy, tedavisi ve takibinde oOnemli bir rol oynayacagm
diistinmekteyiz.
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