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Onsoz

Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne “Paranazal Siniis
Timoriinde Molekiiler Hedef Olusturan Genomik Profilin Belirlenmesi” isimli projemizi
“TGA-2020-22306” numara ile destekleyerek nadir goriilen paranazal siniis kanserlerinde
temel molekiiler hedeflerin arastirllmasini ve tedavideki potansiyelini arastirmamizi

sagladiklari i¢in tesekkiir ederiz.
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Ozet

Paranazal siniis karsinogenezinde tedavi hedefi olusturabilecek genomik profilin

belirlenmesi

Paranazal siniis tiimorleri nadir ve heterojen bir kanser tiiriidiir. Bes yillik sag kalim
oraninin yiizde ellinin altinda olmasinin yaninda tiimér odaginin hastanin goérme, duyma,
beslenme gibi temel fonksiyonlarini yerine getiremeyecek sekilde ¢ikarilmak zorunda olmasi,
sag kalan olgular i¢in de yasam kalitesinin 6nemli 6l¢iide diismesi anlamina gelmektedir. Bu
kanserde tedavi segeneklerinin cerrahi miidahale ve konvansiyonel terapi yontemleriyle sinirl
olmasi, hastalarin modern ‘“hedefli tedavi” yaklasimlarindan yoksun kalmasina neden
olmaktadir. Giincel kanser tedavi yaklasimlar1 hedefe yonelik tedavilere odaklanmistir. Bu
amagla tiim kanserlerin genetik profillerinin belirlenmesi, tedavi hedeflerinin ortaya
konulmasi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda, ¢alismamizin temel amaci var olan
kisitl glincel genetik bilgiler temel alinarak, hem bir yandan hastaligin molekiiler biyolojisini
aydinlatmaya ve hastalarin klinik silirecine katkida bulunmaya yarayacak genomik
alterasyonlarin belirlenmesi ve bu hedeflere yonelik ila¢ onerilerinin tanimlanmas1 hem de es
zamanl olarak bu kanser tipi hiicrelerine spresifik hiicre yiizey markirlarinin tanimlanarak
hedefe yonelik tedavi stratejisinin saglanmasidir.

Bu amag dogrultusunda, projemizin ¢aligma materyalini, 29.04.2020 tarihli 20-4.2T/24
numarali etik kurul onayr alinmis olan 6rneklerden izole edilen DNA ve RNA materyalleri
olusturmustur. Yeni nesil sekanslama ile hastalik patolojisinde gorev alan mutasyonlarin
belirlenmis, es zamanli olarak gergek zamanli PCR ¢alismalar1 ile kanser tipine 6zgii hiicre
yiizey belirtegleri saptanmaistir.

Yeni nesil sekanslama analizi sonucunda 30 olguda toplam 28.420 adet varyant
(11.353 essiz varyant) tanimlanmistir. Bu varyantlarin %10’u daha onceden tanimlanmis
olmakla birlikte yaklasik %90°1 ilk defa tanimlanmis varyantlardan olugmaktadir. Ekzon
bolgelerinde patojenik ve olasi patojenik 6zellige sahip 1.747 adet essiz varyant literatiirde ilk
defa tanimlanmistir. Gen diizeyindedegerlendirildiginde ERBB2 geninde en fazla sayida
varyant, patojenik ve olas1 patojenik 6zellikte varyant belirlenmistir. Olgularintiimiinde en az
bir tane patojenik veya olasi patojenik EGFR varyasyonu belirlenmistir. Ayrica TP53 geninin
5’UTR ve promotdr, KRAS 1n 3’UTR bdlgelerinde sik olarak varyasyonlar belirlenmistir.
Gen ekspresyonu sonuglar1 degerlendirildiginde VCAMI geninin ekspresyon diizeyi kontrole

gore anlamli sekilde yliksek olarak belirlenmistir.



Sonug olarak elde ettigimiz bulgular paranazal siniis tiimorlerinde tedavi hedeflerinin
belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu bulgularin, bu nadir kanser tiiriiniin klinigi

acisindan oldukg¢a 6nemli olacagini dngdrmekteyiz.



Abstract
Determination of the genomic profile that might be the treatment target in paranasal
sinus carcinogenesis

Paranasal sinus tumors are a rare and heterogeneous type of cancer. The fact that the
five-year survival rate is below fifty percent, and that the tumor focus must be removed in
such a way that the patient cannot perform basic functions such as vision, hearing and
nutrition, means that the quality of life for the survivors decreases significantly. The fact that
treatment options in this cancer are limited to surgical intervention and conventional therapy
methods cause patients to be deprived of modern "targeted treatment” approaches. Current
cancer treatment approaches focus on targeted therapies. For this purpose, determining the
genetic profiles of all cancers is very important in terms of revealing the treatment targets. In
this context, the main aim of our study is to determine the genomic alterations that will help to
illuminate the molecular biology of the disease and contribute to the clinical process of the
patients, and to define drug recommendations for these targets, and to simultaneously identify
cell specific cells for these cancer cells, based on the limited current genetic information. is to
provide a targeted treatment strategy by identifying surface markers.

For this purpose, the study material of our project consisted of DNA and RNA
materials isolated from the samples, which were approved by the ethics committee numbered
20-4.2T/24 dated 29.04.2020. Mutations involved in disease pathology were determined by
next-generation sequencing, and cell surface markers specific to cancer type were determined
simultaneously with real-time PCR studies.

As a result of next generation sequencing analysis, a total of 28,420 variants (11,353
unique variants) were identified in 30 cases. While 10% of these variants have been
previously described, approximately 90% are variants identified for the first time. 1,747
unique variants with pathogenic and possibly pathogenic features in exon regions have been
described for the first time in the literature. When evaluated at the gene level, the highest
number of variants, pathogenic and possibly pathogenic variants were determined in the
ERBB2 gene. At least one pathogenic or possibly pathogenic EGFR variation was detected in
all cases. In addition, frequent variations were detected in the 5'UTR of the TP53 gene and the
3'UTR of the promoter, KRAS. When the gene expression results were evaluated, the
expression level of the VCAML1 gene was determined to be significantly higher than the

control.



As a result, our findings are very important in terms of determining the treatment
targets in paranasal sinus tumors. We predict that these findings will be very important in

terms of the clinic of this rare cancer type.



1. Giris

Giincel kanser tedavi yaklasimlari, derin molekiiler ¢calismalar ile desteklenen, hedefe
yonelik tedavilere odaklanmistir. Bu dogrultuda tiim kanserlerin genomik profillerinin
belirlenmesi, tedavi hedeflerinin ortaya konulmasi bakimindan oldukg¢a énemlidir.

Nadir ve heterojen bir kanser tipi olan paranazal siniis timoérlerinde literatlir 6zeti
boliimiinde detaylandirilan sekilde genellikle olgu bazinda bazi genlere ait mutasyonlar
arastirllmis ve tamimlanmis olmakla birlikte heniiz herhangi bir siiriici mutasyon
tanimlanmamis ve hedefe yonelik tedavi segceneklerinin ortaya koyulmamis olmasi nedeniyle
giincel tedavi secenekleri cerrahi miidahale ve bazi durumlarda uygulanan konvansiyonel
terapi yontemleriyle sinirli kalmis durumdadir. Bu durum hem bes yillik sag kalim oraninin
yiizde ellinin altinda olmasina hem de primer tiimoriin opere edilmesinin ardindan hastanin
gérme, duyma, beslenme gibi temel fonksiyonlarini yerine getiremeyecek bir siirece girmesine
neden olmaktadir.

Bu konu kapsaminda; sunulan projenin temel amaclari dogrultusunda ilk olarak
paranazal siniis tlimdrlerinde rol oynayan alterasyonlarin (mutasyon ve kopya sayisi
degisimleri) etik onayr alinmis goniilli olgulardan alinan arsiv materyali kullanilarak
belirlenmesi gergeklestirilmistir. Elde edilen mutasyon ve hedefe yonelik ilag siirecinin
tamamlayici noktasinda ise, bu ilaglarin dogrudan ilgilenilen kanser hiicresini hedeflemesinde

kullanilacak hiicre yiizey belirte¢lerinin tanimlanmasi gerceklestirilmistir.



2. Genel Bilgiler

Bas-boyun kanserlerinin diinya ¢apinda insidans1 yaklasik 900000, mortalite orani ise
yaklasik %50’ dir (Bray vd., 2018). Tiim kanser vakalariin yaklasik %35'ini olugturmakla
birlikte oral kavite, tiikriik bezleri, kulak, orofarenks, larinks, hipofarinks, nasal kavite ve
paranazal siniislerden koken alan heterojen bir yapiya sahiptir (Stoyanov vd., 2017).

Paranazal siniisler, solunum sirasinda havanin gectigi burun ve g¢evresindeki mukus
tireten hiicrelerle kapli bosluklardir (Sekil 1). Bu siniisler, arasinda yer aldiklar1 kemiklere
gore birka¢ alt tipe ayrilir: Frontal siniisler alnin alt tarafinda burnun iistiinde bulunur.
Maksiler siniisler, burnun her iki tarafindaki elmacik kemiklerinde bulunur. Etmoid siniisler
gbzlerin arasinda, iist burun yanindadir. Sfenoid siniisler, kafatasinin ortasinda, burun
arkasindadir. Nasal kavite burnun agildigi bosluktur. Paranazal siniisler ve nasal kavite,
akcigere ulasmadan 6nce havayi 1sitir, nemlendirir ve filtre eder. Ayrica bu solunum organlari
konusmaya da yardimci olmakta ve sahip olduklar1 6zel hiicrelerle beyne koku sinyallerinin
gonderilmesini saglamaktadir (Cappello ve Dublin, 2018).

Paranazal sinis tiimorleri insidanst 100000'de 0,56 olan nadir bir kanser tiridir ve
bas- boyun bdlgesindeki tiim malignitelerin yaklasik % 3,6’ sin1 olusturur. Histolojik olarak
incelendiginde PST’ lerin yarisindan ¢ogunu skuamoz hiicreli karsinom olusturmakta (%52)
ve bunu adenokarsinomlar (%13) takip etmektedir. Anatomik olarak degerlendirildiginde ise
primer tiimorlerin %440 nasal kavite, %36's1 ise maksiler sinilis orijinlidir (Turner ve Reh,
2012). Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara oranla 1,8 kat yiiksektir ve bes yillik sag kalim
orant her iki cinsiyet i¢in de %48 dir (Curado vd., 2009). Bolgesel ve uzak metastazlar ¢ok sik
goriilmemektedir, lenf nodu tutulumu yiizde dokuza ulasabilmekle birlikte uzak metastaz
orani yiizde onun altindadir (Bossi vd., 2016).

Risk faktorleri ele alindiginda, izopropil alkol {iiretimi, deri tozu, nikel bilesikleri,
krom bilesikleri, radyum, talas tozu gibi etmenlere mesleki maruziyetin paranazal siniis
tiimdrleri ile giiclii iliskisi olduguna dair kanitlar bulunmaktadir. Talas tozu, deri tozu, nikel,
radyum, dogal tanenler ve formaldehitin bu kanserle iligkisi epidemiyolojik verilerle de
desteklenmektedir (Charbotel vd., 2014). Mesleki maruziyetin yaninda sigara tiikketiminin de
paranazal siniis timorii riskini yaklasik 3 kat arttirdigi belirlenmistir (Gandini vd., 2008).

Gerek insidansinin diisiik olmasi, gerek heterojen yapisi, gerekse anatomik olarak
ulasilmasi zor bolgelerden koken almasi genetik bilginin sinirli diizeyde kalmasima neden

olmustur. Glinlimiize kadar, paranazal sinilis tiimorlerini molekiiler agidan inceleyen



arastirmalar daha oldukga sinirlidir ve patogenezinde rol alan herhangi bir siiriicii mutasyon
heniiz tanimlanmis durumda degildir.

Malign paranazal siniis tlimorlerinin tedavisinde bugiin izlenmekte olan protokol 6zet
olarak; semptomlar1 takiben gergeklestirilen endoskopi, bilgisayarli tomografi ile
goriintiileme, biyopsi, multidisipliner onkolojik degerlendirmenin ardindan evreleme, cerrahi
midahale ve eslik edebilen radyoterapi ya da konvansiyonel kemoterapi uygulamasi
seklindedir (Lund vd., 2016). Temel tedavi yaklasiminin tiimoriin eksize edilmesini igermesi,
olgularin operasyonun ardindan beslenme gibi hayati fonksiyonlarinin engellenmesine ve
yasam kalitelerinin olduk¢a diigmesine yol agmaktadir. Gerek nadir goriilmesi gerekse koken
aldig1 bolgelerin heterojenitesi nedeniyle diger ¢ogu kanser tiirlinden farkli olarak tedavi
uygulamalarinda cerrahi miidahale disinda bir konsensus bulunmamasi klinik agidan
karsilagilan en temel sorundur. Bu alanla ilgilenen klinisyenlerin karsilagtiklari en onemli
problemlerden bir digeri de prognostik bir belirtecin olmamasidir.

Paranazal siniis tiimorlerinin genetigine dair tedavi hedefi olusturma potansiyeli
saglayan giincel literatiir bilgisi degerlendirildiginde ozellikle PIK3CA ve TP53
mutasyonlariin varhigi one ¢ikmaktadir (Chung vd., 2015). Paranazal siniis tiimorlerinde en
yaygin olarak belirlenmis mutasyonlar PIK3CA geninde tespit edilmistir. On {i¢ hastanin
incelendigi bir ¢alismada hasta grubunda %20 oraninda PIK3CA mutasyonu belirlenmistir
(Chung vd., 2015). McBride ve arkadaglarinin yaptigi baska bir ¢aliymada ise hastalarin
%16’sinda PIK3CA mutasyonu belirlenmistir (McBride vd.,2014). Benzer sekilde Qui ve
arkadaglar1 inceledikleri olgularin %]11’inde PIK3CA mutasyonu belirlemislerdir (Qui vd.,
2006). PIK3CA geni PI3BK/AKT yolaginda gorevli bir katalitik proteini kodlamaktadir ve
alterasyonlar1 farkli tipte maligniteler ile iligkilendirilmistir (ncbi 1). Bu nedenle paranazal
siniis tiimorleri ile iligkisinin tanimlanabilmesi i¢cin PIK3CA geninin mutasyon profilinin daha
detayli olarak tanimlanmasi ve bu sinyal yolaginin temel bileseni olan ve heniiz paranazal
siniis tiimorlerinde aragtirllmamis olan AKT1 geninin mutasyon durumunun belirlenmesi
oldukca onemlidir. TP53 geni kritik bir tiimdr siipresordiir ve tiim malignitelerin yaklagik
olarak yarisinda bu gene ait mutasyonlarin varligi bilinmektedir (ncbi 2). Paranazal siniis
tiimorleri agisindan incelendiginde ise farkli olgu gruplarinda sirasiyla %15 ve %9 oraninda
TP53 mutasyonunun varligimi belirlemislerdir (Chung vd., 2015; Qui vd., 2006).Bununla
birlikte incelenen bu kritik iki gen i¢in de arastirmalar belirli ekzon bdlgeleri ile
sinirlandirimustir. Ozellikle temel sinyal yolaklarmin pargalarini olusturan bu genlerin daha

detayli olarak arastirilmasi tedavi hedefi olusturabilecek yapinin aydinlatilmasi bakimindan



onemlidir. EGFR (ERBB), ERBB2 ve ERBB3 genleri EGF ailesine iiye tirozin kinazlardir ve
bu ailenin genetik alterasyonlari pek ¢ok farkli kanser tipi ile iliskilendirilmistir (ncbi 3; ncbi
4). Chung ve arkadaslar1 inceledikleri 13 olguda %10 oraninda EGFR mutasyonu
tanimlamiglardir (Chung vd., 2015). Benzer sekilde, 22 adet sinonazal skuamoz hiicreli
karsinom 6rnegi ise EGFR geninin hotspot bolge mutasyonlar1 bakimindan degerlendirilmis
ve ekzon 19 ve 22°de mutasyon tespit edilmistir (Udager vd., 2015). Bununla birlikte bu gene
ait hotspot bolgeler disinda kapsamli sekilde aragtiramaya ihtiya¢ oldugu agiktir. ERBB2 ve
ERBB3 genlerinin inceledigimiz kanser grubundaki mutasyon durumunu belirten herhangi bir
calisma bulunmamakla birlikte, ekspresyon artisi oldugunun belirlenmesi dikkat cekicidir
(Lopez vd., 2012). Ras onkogen ailesi, pek¢ok farkli malignite ile iligskilendirilmis GTPaz
proteinlerini kodlayan ¢ok sayida genden olugmaktadir. Bunlardan en iyi bilinenleri KRAS ve
NRAStir (Ferndndez-Medarde ve Santos, 2011). KRAS mutasyonlari nazal siniislerin
skumoz hiicreli karsinomlarinda heniiz tanimlanmamistir. Ancak bu siniislerin farkli tip
malignitelerinde daha yogun sekilde mutasyon varligini gostren ¢aligsmalar bulunmaktadir.
Nazal siniislere ait melanomlarda, adenokarsinomlarda, ve papilomlarda belirlenmis
durumdadir (Szablewski vd., 2013; Udager vd., 2016). NRAS mutasyonlar1 nazal kavite ve
sinilislerin melanomlarinda degerlendirilmistir (Zebary vd., 2013; Wroblewska vd., 2019).
RAF proto-onkogenleri ise Ras GTPazlariin asagi-akisinda bulunan sinyal molekiilleridir
(Fernandez-Medarde ve Santos, 2011). Kritik bir regiilatér olan RAF1 geninin ekspresyon
degisimleri ve mutasyonlar1 farkli kanserlerle iliskilendirilmistir. Ancak nazal siniis
kanserlerinde heniiz aragtirlmamigtir. BRAF mutasyonlar1 ise nazal siniislerin farkli tip
melanomlarinda ve adenokarsinomlarinda tanimlanmistir (Zebary vd., 2013; Wroblewska vd.,
2019). RET tirozin kinaz1 ise Ras sinyallesemesinin yukari-akis regiiatdrlerindendir
(Fernandez-Medarde ve Santos, 2011). Bu proto-onkogeninin alterasyonlari farkli tip
kanserlerde arastirilmis ve tanimlanmis olmakla birlikte nazal/ paranazal siniis tiimorlerinde
mutasyon durumunu gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Benzer sekilde MET ve KIT
proto-onkogenleri ve ALK reseptor tirozin kinazi da Ras sinyallesmesinin yukari-akis
regiilatorlerindendir (KEGG 1). MET geninin ekspresyon artis1 nazal siniis tiimorlerinde
belirlenmistir (Projetti vd., 2015). Bu genin mutasyonlar1 ise karsinosarkomlu bir olguda
belirlenmistir (Ando vd., 2015). KIT nazal siniislerin melanomlari, ALK ise nazal siniislerin
lenfomlart ile iligkilendirilmistir (Toscano de Mendonga vd., 2018; Chen vd., 2015). Kanser
iliskili diger temel sinyal yolaklar1 agisindan bakildiginda; KIT ile benzer sekilde hem Ras

sinyalizsyonunun yukari-akis regiilatorii olan hem de sitokin sinyallesmesinde gorev alan



PDGFRA geni dikkat cekmektedir (KEGG 2). Bu gene ait ekzon 12 bdlgesinin mutasyonun
tespit edildigi bir olgu raporu bulunmakla birlikte, paranazal siniis tiimorlerinde bu genin
tiimliniin mutasyon durumunun arastirildigi daha genis 6rneklem grubunu igeren c¢alisma
bulunmamaktadir (Terada, 2012). G protein ailesine iiye GNA11 ve GNAQ genleri tarafindan
kodlanan proteinler, transmembran sinyallesme yolaklarinin temel bilesenlerindendir ve genel
kanser yolaklar1 arasinda Ras sinyalizasyonunun yukar1 akisinda yer almaktadirlar (KEGG 2).
Bu iki genin mutasyonlar1 bas boyun melanomlarinda belirlenmistir (Oztiirk Sari vd., 2017;
Lyu vd., 2016). Genel kanser yolaklar1 arasinda yer alan Wnt sinyallesmesinin temel efektor
proteini olan B-katenin’i kodlayan CTNNBI geninin pek ¢ok malignitede rol oynadigi
bilinmektedir (KEGG 2; Jung ve Park, 2020). Nazal siniislerin glomanjiyoperisitom ve
teratokarsinosarkomlu olgularinda bu genin mutasyonlarinin gosterildigi nadir ¢alismalar
bulunmaktadir (Kono vd., 2019; Birkeland vd., 2017). Isocitrate dehydrogenazlar
mitokondriyal elektron transportunda gorev almaktadir. Sarkomlar, beyin kansenserleri ve
hematolojik malignitelerde IDH1 ve IDH2 mutasyonlar1 tanimlanmistir. IDH1/2 mutasyonlari
undiferansiye ya da kotii diferansiye nazal kavite karsinomlarinda belirlenmistir (Dogan vd.,
2017; Mito vd., 2018). Bununla birlikte caligmalar genellikle olgu sunumu ile
sinirlandirilmistir ve gnis bir 6rnklemde degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica mutasyonel
acidan degerlendirilen genlerin genellikle belli ekzonlar1 ya da hotspot bdlgelerinin
arastirilmis olmasi da literatiir verileri ile alt1 ¢izilen bu genlerin daha detayli arastirilmasi
gerekliligine dikkat gekmektedir.

Son yillarda kanser tedavisi yaklasimlar1 Ozellikle hedefe yonelik stratejilere
odaklanmistir. Kanser tedavilerinde konvansiyonel yaklasimlar yerini hedefli tedavi
yaklasimlarina birakmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde etkili olan ve arastirilmaya
devam edilen hedefe yonelik tedavi yaklagimlar1 paranazal siniis tiimorlii hastalar i¢in de umut
verici potansiyel tasimaktadir. Ancak diger kanser tiplerinden farkli olarak tedavi hedeflerinin
belirlenmesi konusunda yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirli durumdadir ve hastalarin % 50’ nin
altinda olan sag kalim oranlarinin ve yasam Kkalitelerinin arttirilmasi; gereksiz tedavi
maliyetinin ve 1is ylikiinliin azaltilabilmesi i¢in paranazal siniis tiimorlerinde yenilik¢i
yaklagimlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyuldugu agiktir.

Ozet olarak projemizde nadir ve heterojen yapiya sahip bir kanser olan paranazal siniis
tiimdrlerinin literatiirde eksik olan molekiiler profilinin genomik diizeyde belirlenmesi
amaclanmistir. Belirlenen mutasyon profili dogrultusunda bu hastaligin tanisinda, izleminde

ve hedefe yonelik tedavisinde heniiz ortaya koyulmamis olan molekiiler yap1 kullanilarak



mevcut tani ve izlemin iyilestirilmesi ve hedefe yonelik tedaviye giden yolda 6nemli bir adim
atilmast saglanacaktir. Cerrahi miidahale diginda tedavi segeneklerinin sinirli olmast dikkate
alindiginda, bu nadir kanser tiirliniin temelinde bulunan molekiiler yapinin aydinlatilmasi ile
bu hastaliga yonelik bir tedavi hedefi belirlenebilmesi hastalarin gerek sag kalim oranlarinin
yiikseltilmesi gerekse operasyonun ardindan meydana gelen fonksiyon kayiplarinin 6niine

gecilebilmesi bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.



3. Gerec¢ ve Yontem
3.1. Olgularin belirlenmesi ve ¢calisma materyalinin temin edilmesi

Calisma materyalleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF) Kulak Burun Bogaz
Hastaliklart Anabilim Dali’nda paranazal siniis kanseri tanisi almis, tedavi protokolil

cercevesinde opere edilen30 (13 Kadin/17 Erkek) olgunun doku 6rneklerinden olugsmaktadir.

Tablo 1. Calismaya alinma, dislama ve ¢alismadan ¢ikarilma kriterleri

Calismaya alinma kriterleri Dislama kriterleri

v Kanserin patolojik olarak kanitlanmug x Kanserin patolojik olarak kanitlanamamug
olmasi olmasi

v Tiimor kitlesinin opere edilebilir olmast x Kitlenin opere edilemez durumda olmas:

v Olgunun ¢alismaya dahil olmak igin % Olgunun goniillii olmamasi ya da gekilmek
goniillii olmast istemesi

v Olgunun 18-85 yas araliginda olmas: x Olgunun 18-85 yas araligi disinda olmasi

v Olguda ek malignite olmamast x Olguda ek malignite varligi veya gelismesi

Olgularin ¢alismaya dahil edilmeleri EUTF Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 24.05.2018
tarinli 18-5.1/42 sayili ve EUTF Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’nun 29.04.2020 tarihli 20-
4.2T/24 sayili onaylar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.

3.2. Genomik profilin belirlenmesi

Genomik profilin belirlenmesi, sirasiyla doku 6rneklerinden DNA izolasyonu, DNA’nin kalite
kontrol ve miktar Ol¢limii, fragmentasyon, barkodlarin ligasyonu, hedef zenginlestirme ve
tiniversal PCR ile kiitliphaneninolusturulmasi, kiitiiphanenin kalite kontrolii ve kantitasyonu,

yeni nesil sekanslamaislemi ve biyoinformatik analizi igermektedir.
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Sekil 1. Genomik profilin belirlenmesi is akisi

Tablo 2. Varyant ve/ veya kopya sayist degisimleri degerlendirilen genler

BRAF, EGFR (ERBBL), KIT, KRAS, NRAS, PDGFRA, AKT1, ALK, CTNNB1, ERBB3,
ESR1 (ERa), FOXL2, GNA1l, GNAQ, IDH1, IDH2, MET, RAF1, RET, ERBB2 (HER-2,
NEU), PIK3CA, TP53

DNA orneklerinin hazirlanmasi

Doku orneklerinden DNA izolasyonunun gerceklestirilmesi

EUTF Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda paranazal siniis kanseri nedeniyle
tedavi protokolii gercevesinde opere edilen olgulara ait, EUTF Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda patolojik degerlendirilmesiyapilan parafine goémiilii doku orneklerinden DNA
izolasyonu GeneRead DNA FFPE Kiti (Qiagen, Katalog N0:180134) ve QIAcube izolasyon
cihaz1 (Qiagen, Katalog No: 9001292)kullanilarak yar1 otomatize sekilde gergeklestirilmistir.

Islem basamaklart:

e Baslamadan Once biitiin tamponlar oda sicakligina getirilerek hafifce calkalanmis,

iclerinde ¢okelti, hava kabarcigi, vb. bulunmadigindan emin olunmustur.

e ilerleyen basamaklarda kullanilacak olan 1sitic1 bloklar (EuroClone, Katalog No: EMK20)

uygun sicaklik ve dongii degerlerine ayarlanmistir.



Parafine gomiilii doku 6rneklerinden 10pum kalinliginda tigadet kesit alinmistir.

Kesitlerde bulunan doku icermeyen bdlimlerdeki fazla parafin yapisi steril bisturi

kullanilarak uzaklastirilmistir.

Kesitler 2 ml steril mikrosantrifiij tiipline alinarak {izerine 160 pl Deparafinizasyon

Soliisyonu eklenmis, 10 s vortekslenmis ve kisaca santrifiijlenmistir.

Isitict blokta (EuroClone, Katalog No: EMK20) 56°C’de 3 dk inkiibe edilerek oda

sicakligina gelmesi beklenmistir.

Oda sicakligima geldiginde yogun katilagsma meydana gelen 6rneklere yogunluk durumuna
bagli olarak en ¢ok 160 pul Deparafinizasyon Soliisyonu eklenerek inkiibasyon basamagi

tekrarlanmistir.

Her 6rnege 55 pl RNaz igermeyen H,O, 25 pl FTB Tamponu ve 20 pl proteinaz K

eklenerek vortekslenmis ve kisaca santrifiijlenmistir.

Ornekler 1sitict blokta (EuroClone, Katalog No: EMK20) 56°C’de 1 sa ve 90°C’de 1 sa

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon bitiminde rnekler kisaca santrifiijlenerek tiipiin en alt kisminda olusan seffaf

faz, yeni bir mikrosantrifij tiiptine alinmstir.

Orneklere 115 plRNaz igermeyen H,0, 35 ul UNG eklenerek vortekslenmis ve kisaca

santrifiijlenmistir.

Ornekler 1sitic1 blokta (EuroClone, Katalog No: EMK20) 50°C’de 1 sa inkiibe edilmistir.

Izolasyon isleminin takip eden basamaklar1 QIAcube (Qiagen, Katalog No: 9001292) cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun i¢in gergeklestirilen cihaz hazirlik asamalart su

sekildedir:

Ornekleri igeren mikrosantrifiij tiipleri cihazin calkalayici béliimiine sirasiyla

yiiklenmistir.



Her 6rnek icin rotor adaptoriin uygun pozisyonlarina birer adet 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii,
birer adet filtreli kolon (Qiamp MiniElute column) vyerlestirilerek cihazin santrifiij

boliimiine yerlestirilmistir.

On iki 6rnek i¢in 34 pl RNaz ve 136 pl HpO igeren karigim hazirlanarak 1,5 ml

mikrosantrifiij tlipii icerisinde cihazin uygun béliimiine yiiklenmistir.

Izolasyon sirasinda kullanilacak olan tamponlar1 (Buffer AL, Buffer AW1, Buffer AW2,

Absolii etanol, Buffer ATE) igeren siseler cihazin uygun boliimiine yerlestirilmistir.

Cihaz ile uyumlu 6zellikte olan birer kutu 200 pl ve 1000 pl pipet uglart (Qiacube Filter
Tips; Qiagen, Katalog N0:990352) cihazin uygun boliimiine yerlestirilmistir.

Cihaz calistirilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

DNA orneklerinin miktar 6lciimii ve saflik degerlerinin belirlenmesi

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar dlgiimleri Qubit 4 Fluorometer (Life Technologies,
Katalog No: Q33238) cihazi ve Qubit dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Katalog No:
Q32851) kullanilarak gerceklestirilmistir.

islem basamaklari:

Baglamadan oOnce biitiin tamponlar oda sicakligina getirilerek hafifce ¢alkalanmais,

i¢lerinde ¢6ziinmemis boliim, hava kabarcigi, vb. bulunmadigindan emin olunmustur.

Her 6rnek i¢in son hacim 198 pl, her standart i¢in son hacim 190 pl olacak sekilde 1:200
oraninda Qubit dsDNA HS Reaktifi: Qubit dsSDNA HS Tamponu karigimi hazirlanmistir.

Karigim vortekslenmis ve kisaca santrifiijlenmistir.

Qubit cihazina ait tiiplere (Life Technologies, Katalog No: Q32856) uygun hacimde

karisim pipetlenmistir.

Karigim igeren Ornek tiiplerine iki, standart tiiplerine ise 10 pl 6rnek veya standart

pipetlenmistir.



e Karigim vortekslenmis, kisaca santrifiijlenmis, oda sicakliginda ve karanlikta 2 dk

inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan cihazdan standartlar segilerek sirasiyla okutulmus ve standart egri
cizilmistir.
e Standartlarin ardindan sirastyla her 6rnek tiipii cihaza yerlestirilerek okutulmustur.

e  Orneklerin kullanilabilir olmast i¢in minimum konsantrasyon degeri 6,5 ng/ul olmalidir.

Orneklerin saflik degerleri NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)

cihazi ve yazilimi ile dl¢lilmiistiir:

e Olgiim gergeklestirilmeden &nce, izolasyonda kullanilan eliisyon tamponu (Buffer ATE)

ile kor alma islemi gerceklestirilmistir.
e Buislemin ardindan 2 pul DNA 6rnegi cihazin {izerindeki 6l¢iim haznesine pipetlenmistir.

e Cihazin bagl oldugu bilgisayarda bulunan NanoDrop yazilimi kullanilarak 6rneklerin 230,

260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri elde edilmistir.

e  Orneklerin kullanilabilir olmasi igin A260/280 degerinin yaklasik 1,8; A260/230 degerinin
ise 1,8-2,2 araliginda olmasi gerekmektedir.

Kiitiiphane hazirlanmasi

Saflik ve miktar agisindan uygun DNA o6rnekleri; molekiiler barkodlama teknolojisi ile yeni
nesil sekanslamaya uygun kitler kullanilarak (Human Actionable Solid Tumor Panel, Qiagen
DHS101Z, Katalog No: 333502) fragmentasyon, hedef zenginlestirme, tiniversal PCR, klonal
amplifikasyon ve ardindan MiniSeq Mid Output Kit (Illumina, FC-420-1004)ile sekans
islemlerine tabi tutularak Illumina MiniSeq (Illumina) cihaz1 araciligiyla yeni nesil

sekanslama islemi gergeklestirilmistir.
Fragmentasyon, u¢ tamiri ve adenin kuyrugu eklenmesi

Bu basamakta DNA ornekleritek bir enzimatik reaksiyon araciligiyla sirasiyla yaklasik 350
baz ciftlik fragmentler halinde kesilmis, olusan uclarda baz eslesmesi yapmamis bolgenin

kalmamas1 amaciyla ug tamiri islemi uygulanmis ve uglar kiit hale getirilmis, ardindan sonraki



basamaktaki adaptor ve barkodlarin eklenmesini saglayacak adenin bazlarindan olusan

kuyrugun ligasyonugerceklestirilmistir.

Islem basamaklari:

Tiim 6rnekler 150 ng DNA icerecek sekilde niikleaz icermeyen H,O kullanilarak 16,75 pl

final hacmine getirilmistir.

Ardindan soguk blok iizerinde, her DNA 6rnegine 2,5 pl 10xFragmentasyon Tamponu,
0,75 pul FERA Soliisyonu ve 5 pl Fragmentasyon Enzim Karisimi eklenerek pipetlenmis,

kisaca santrifiijlenmistir.

Ornekler, 4°C’ye getirilerek bekleme durumuna alinmis konvansiyonel PCR cihazina
(SensoQuest GmbH, Katalog No: 012-103) yerlestirilmis; “4°C 1 dk, 32°C 14 dk, 72°C 4

dk, 4°C o”programi ¢alistirilarak fragmentasyon islemi gergeklestirilmistir.

Adaptor ligasyonu ve iiriinlerin temizlenmesi

Bu asamada UMI (12 bazin rastgele diziminden olusan essiz etiketlerdir, sekans isleminin

giivenilirliginin denetlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir) igeren adaptorler (her Ornegin

tanimlanmasin1 saglayan isaret¢i baz dizileri) ile her Ornegin essiz sekilde isaretlenmesi

gergeklestirilmistir.  Ardindan olusan {irlin, manyetik tabanli yaklasim ve etanol ile

yikanmuigtir.

slem basamaklari:

Ornek igeren mikrosantrifiij tiipleri, soguk blok {iizerine alinarak, 10 pl 5x
LigasyonTamponu, 2,8 ul IL-N7adaptor, 5 ul DNA Ligaz, 7,2 ul LigasyonSoliisyonu

eklenerek son hacim 50 pl’ye getirilmistir.
Her 6rnek pipetlenerek karistirilmis ve kisaca santrifiijlenmistir.

Ornekler, konvansiyonel PCR cihazinda (SensoQuest GmbH, Katalog No: 012-103)
20°C’de 15 dk inkiibe edilerek adaptor ligasyonu gergeklestirilmistir.

Adaptor baglanan DNAnin temizlenmesi i¢in 6rnekler 1,5 ml LoBind tiiplere (Eppendorf,
Katalog no: 022431021) aktarilmis, niikleaz igermeyen H,O eklenerek son hacim 100

ul’ye tamamlanmistir.



QIAseq manyetik boncuklar1 oda sicakligina getirilerek en az 1 dk vortekslenmis, kapakta

damlacik kalmamasi i¢in kisaca santrifiijlenmistir.

Her 6rnege 100 pl boncuk eklenerek kisaca vorteks ve dondiirme islemi uygulanarak 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Ardindan tiipler manyetik raf (DynaMag; Invitrogen, Katalog No:12321D) {izerine
alinarak, soliisyon tamamen berraklasana kadar en az 10 dk oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

Tamamen seffaflagan siiparnatant kisim, DNA’y1 baglamis olan boncuklara temas

etmeyecek sekilde dikkatlice uzaklastirilmistir.

Manyetik raf iizerinde bulunan boncuklara 200 pl %80’lik etanol (Merck, Katalog No:
1085430250) eklenmis, tiipler kendi etrafinda dort kez dondiiriilmiis, ardindan boncuklara

temas edilmeden alkol uzaklastirilmistir.
Son basamak tekrarlanmis, alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir.
Boncuklarin kurumasi i¢in yaklasik 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Manyetik raf tizerindeki kurumus boncuklara 52 pl niikleaz icermeyen H,O eklenmis,
raftan uzaklastirilarak iyice pipetlenmis ve boncuklarin homojen bir soliisyon olusturmasi

saglanmistir.

Soliisyon iceren tiipler yeniden manyetik raf lizerine yerlestirilereksoliisyon berraklagana

kadar oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

DNA’y1 iceren temiz faz yeni bir 1,5 ml LoBind tiipe (Eppendorf, Katalog no: 022431021)
aktarilmis ve {iizerine 65 pl boncuk eklenerek kisaca vorteks ve santrifiij islemi

uygulanarak 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Ardindan tiipler manyetik raf lizerine alinarak, 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Tamamen seffaflasan siliparnatant kisim, DNA’y1 baglamis olan boncuklara temas

etmeyecek sekilde dikkatlice uzaklastirilmistir.



Manyetik raf iizerinde bulunan boncuklara 200 pl %80’lik etanol (Merck, Katalog No:
1085430250) eklenmis, tiipler kendi etrafinda dort kez dondiiriilmiis, ardindan boncuklara

temas edilmeden alkol uzaklastirilmistir.
Son basamak tekrarlanmis, alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir.
Boncuklarin kurumasi i¢in yaklasik 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Manyetik raf {izerindeki kurumus boncuklara 12 pl niikleaz igermeyen H,O eklenmis,
raftan uzaklastirilarak iyice pipetlenmis ve boncuklarin homojen bir soliisyon olusturmasi

saglanmustir.

Soliisyon igeren tiipler yeniden manyetik raf iizerine yerlestirilerek soliisyon berraklasana

kadar oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

DNA’y1 igeren temiz fazdan 9,4 pl yeni bir mikrosantrifiyj tlipline aktarilarak temizlenmis

DNA elde edilmistir.

Hedef zenginlestirme basamagi ve iiriinlerin temizlenmesi

Barkod ve adaptor ligasyonu gergeklestirilen orneklerde, hedeflenen DNA bdlgelerinin

zenginlestirilmesi amaciyla hedef zenginlestirmebasamagina gegilmistir. Bu agsamada hedefli

DNA paneli (Targeted DNA Panel; Qiagen, Katalog No:DHS-101Z) primerleri araciligiyla

istenilen bolgelerin zenginlestirilmesi saglanmistir.

Islem basamaklar:

Bir 6nceki basamakta elde edilen 9,4 pl 6rnegin iizerine 4 pul 5x TEPCR Tamponu, 5 pl
hedefli primerleri i¢eren soliisyon (QIAseq Targeted DNA Panel), 0,8 ul ileri primer (IL-
Forward Primer) ve 0,8 pl HotStarTaq DNA Polimeraz eklenerek pipetlenmis ve kisaca

santrifiijlenmistir.

Reaksiyon karisimi igeren tiipler konvansiyonel PCR cihazina (SensoQuest GmbH,
Katalog No: 012-103) yerlestirilmis; “13 dk 95°C, 2 dk 98°C denatiirasyon basamagi,
98°C 15s, 68°C 10 dk (8 dongii) amplifikasyon basamagi, 72°C 5 dk ve 4°C 5 dk”

basamaklari ile hedef zenginlestirme reaksiyonu gergeklestirilmistir.



e Hedef zenginlestirmesi yapilan orneklerin temizlenmesi i¢in 6rnekler 1,5 ml LoBind
tiiplere (Eppendorf, Katalog no: 022431021) aktarilmis, niikleaz igermeyen H,O eklenerek

son hacim 100 pl’ye tamamlanmustir.

e Manyetik boncuklar oda sicakligina getirilerek en az 1 dk vortekslenmis, kapakta

damlacik kalmamasi i¢in kisaca santrifiijlenmistir.

e Her 6rnege 100 pl boncuk eklenerek kisaca vorteks ve santrifiij islemi uygulanarak 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Ardindan tiipler manyetik raf {izerine alinarak, sollisyon tamamen berraklagana kadar 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Tamamen seffaflasan siiparnatant kistm, DNA’y1 baglamis olan boncuklara temas

etmeyecek sekilde dikkatlice uzaklastirilmistir.

e Manyetik raf iizerinde bulunan boncuklara 200 pl %80’lik etanol (Merck, Katalog No:
1085430250) eklenmis, tiipler kendi etrafinda dort kez dondiiriilmiis, ardindan boncuklara

temas edilmeden alkol uzaklastirilmistir.
e Son basamak tekrarlanmis, alkoliin tamamen uzaklastirilmas: saglanmistir.
e Boncuklarin kurumasi i¢in yaklasik 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Manyetik raf {izerindeki kurumus boncuklara 16 pl niikleaz icermeyen H,O eklenmis,
raftan uzaklastirilarak iyice pipetlenmis ve boncuklarin homojen bir soliisyon olusturmasi

saglanmistir.

e Soliisyon igeren tiipler yeniden manyetik raf {izerine yerlestirilerek soliisyon berraklagana

kadar oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e DNA’y1igeren temiz fazdan 13,4 pl yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak temizlenmis

DNA elde edilmistir.
Universal PCR basamag ve iiriinlerin temizlenmesi

Zenginlestirilen orneklerin ¢ogaltilmasi ve kiitliphanenin hazir hale getirilmesi i¢in tiniversal

PCR islemi uygulanmis, bu asamada hem ikinci bir molekiiler indeksin baglanmas1 hem de



cogaltma isleminin gergeklestirilmesi saglanmis, son iirlinlerin manyetik tabanli yontem ile
yikanmasinin ardindan kiitiiphane ornekleri elde edilmistir. Kiitiiphane Orneklerinin kalite
kontrol basamaklarindan gegirilmesi ve kantitasyonu ile sekans asamasi i¢in 6rnekler hazir

hale getirilmistir.
Islem basamaklari:

e Bir Onceki basamakta elde edilen 13,4 pl 6rnek, liyofilize IL-S5 adaptor iceren plak
kuyucuguna pipetlenmis,iizerine 4 pl 5 UPCR Tamponu, 1,6 pl niikleaz igermeyen H,O
ve 1 ul HotStarTaqg DNA Polimeraz eklenerek karistirilmis, karigim 0,2 ml mikrosantifiij

tiiplerine aktarilarak kisaca santrifiijlenmistir.

e Reaksiyon karigimi igeren tiipler konvansiyonel PCR cihazina (SensoQuest GmbH,
Katalog No: 012-103) yerlestirilmis; 13 dk 95°C, 2 dk 98°C denatiirasyon basamagi, 98°C
15s, 68°C 2 dk (25 dongii) amplifikasyon basamagi, 72°C 5 dk ve 4°C 5 dk basamaklari

ile tiniversal PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir.

e Universal PCR reaksiyonunun ardindan orneklerin temizlenmesi i¢in &rnekler 1,5 ml
LoBind tiiplere (Eppendorf, Katalog no: 022431021) aktarilmis, niikleaz icermeyen H,O

eklenerek son hacim 100 pl’ye tamamlanmugtir.

e Manyetik boncuklar oda sicakligina getirilerek en az 1 dk vortekslenmis, kapakta

damlacik kalmamasi i¢in kisaca santrifiijlenmistir.

e Her 6rnege 100 pl boncuk eklenerek kisaca vorteks ve santrifiij islemi uygulanarak 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Ardindan tiipler manyetik raf {izerine alinarak, soliisyon tamamen berraklasana kadar 5 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Tamamen seffaflasan siiparnatant kistm, DNA’y1 baglamis olan boncuklara temas

etmeyecek sekilde dikkatlice uzaklastirilmstir.

e Manyetik raf iizerinde bulunan boncuklara 200 pl %80°lik etanol (Merck, Katalog No:
1085430250) eklenmis, tiipler kendi etrafinda dort kez dondiiriilmiis, ardindan boncuklara

temas edilmeden alkol uzaklastirilmistir.



e Son basamak tekrarlanmis, alkoliin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir.

e Boncuklarin gozle goriiliir sekilde kurumasi i¢in yaklasik 10 dk oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

e Manyetik raf {izerindeki kurumus boncuklara 30 pl niikleaz igermeyen H,O eklenmis,
raftan uzaklastirilarak iyice pipetlenmis ve boncuklarin homojen bir soliisyon olusturmasi

saglanmistir.

e Soliisyon igeren tiipler yeniden manyetik raf {izerine yerlestirilerek soliisyon berraklasana

kadar oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e DNA’y1 igeren temiz fazdan 28 pl yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarilarak temizlenmis

kiitiiphaneelde edilmistir.
Kiitiiphanenin kalite kontroliiniin gerceklestirilmesi
Kiitiiphanelerin kalite kontrolii iki ayr1 yontem kullanilarak gerceklestirilmistir.
QIlAXxcel ile kontrol

Elde edilen kiitliphanelerin fragment uzunluklarinin ve konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi
icin otomatize kapiller jel elektroforez sistemini igerenQIAxcel Advanced System (Qiagen,
Katalog No: 9002123), QIAxcel ScreenGel Software (Qiagen, Katalog No: 9001941) ve
QIAxcel DNA High Resolution Kit (Qiagen, Katalog No: 929002) kullanilmistir.
Kiitiiphanelerin yeni nesil sekanslama isleminde kullanilabilmesi i¢in dagilimin 300—1000baz
cifti (bp) bolgesinde ve pikin tepe noktasinin yaklasik 350 bp bolgesinde olmasi

gerekmektedir.
Islem basamaklar:

e Kit iceriginde bulunan jeli iceren kartus (QIAxcel DNA High Resolution Gel Cartridge)

ve Diliisyon Tamponu oda sicakligina getirilmistir.

e Kartus, bulundugu jel hazneden ¢ikarilarak kapiller bolimiinde bulunan fazla jel bir

pecete yardimi ile uzaklastirilmig, kartusun {izerinde bulunan N, enjeksiyonunun



yapilacagr boliimde bulunan etiket c¢ikartilmis ve kartus, cihazin uygun bdlmesine

dikkatlice yerlestirilerek kartusa bagli olan ¢ip uygun sokete takilmaistir.

e (ihaza bagl bilgisayardaki yazilim (QIAxcel ScreenGel Software; Qiagen, Katalog No:
9001941) iizerinden yiikleme pozisyonu segilerek orneklerin ve isaretgilerin yiliklenecegi

alanin ulasilabilir hale gelmesi saglanmistir.

e Hizalama isaret¢isi (QX Alignment Marker; 15 bp— 3kb; Qiagen, Katalog No: 929522)
12°11 serit tiiplerin her kuyucuguna 15 pl eklenerek, cihazin yiikleme tablasi iizerinde

gosterilen ilgili alana yerlestirilmistir.

e DNA boyut isaretgisi (QX DNA Size Marker; 50-800 bp; 100 ng/ul; Qiagen, Katalog No:
929561) Diliisyon Tamponu ile 20 ng/ul konsantrasyona getirilmis, 10 pl hacminde 0,2

ml’lik serit tiiplere eklenmistir.

e Beser pul 6rnek 0,2 ml’lik serit tiiplere Diliisyon Tamponu ile “2oraninda diliie edilerek

eklenmistir.

e C(Cihaza bagh bilgisayardaki yazilim (QIAxcel ScreenGel Software; Qiagen, Katalog No:
9001941) tizerinden siire¢ profili boliimii yiiksek ¢oziintirliikklii DNA olarak secilmis,
calisma parametreleri boliimiinde orneklerin ve isaret¢ininbulunacagl pozisyonlar
isaretlenmis, beklenen fragment biiyiikliigii yaklagik 350 bp ve giris DNA konsantrasyonu
10-100 ng/ul araliginda oldugundan yontem i¢in en uygun olan OM500 yOntemi
isaretlenmis boylece 6rnek enjeksiyon voltaji 5kV, 6rnek enjeksiyon siiresi 10 s, ayirma
voltaj1 5 kV, ayirma siiresi ise 500 s olarak belirlenmistir. Isaret¢i boliimiinde kullanilacak
iki isaret¢i de uygun sekilde secilmis, konsantrasyon degerleri yazilmistir. Ornek bilgisi

boliimiinde 6rneklerin yiikleme pozisyonlarina gore isimleri sisteme eklenmistir.
e (Calisma kontrolii asamasinin ardindan ¢alisma baslatilmistir.

e (Calisma bitiminde analiz sekmesi ile jel goriintiilenmesi saglanmis, fragment biiyiikliikleri

ve miktar 6l¢lim degerleri elde edilmistir.
QIlAseq Library Quant System ile kantitasyon

Elde edilen kiitiiphanelerin hem kalite kontroliiniin gergeklestirilmesi hem de kantitasyonu

amaciyla gergeklestirilmistir.



Islem basamaklari:

e Baslamadan Once biitlin tamponlarin buz {lizerinde ¢6ziinmesi saglanmis, kisaca

vortekslenmis ve santrifiijlenmistir.

e DNA standardindan (illumina DNA Standard),Diliisyon Tamponu kullanilarak, seri
diliisyonla 1:10 oraninda 5 adet DNA standardi hazirlanmistir. Bunun i¢in 45 pl Diliisyon
Tamponuna 5 pl standart (illumina DNA Standard ya da bir 6nceki basamaktaki standart)

eklenerek iyice pipetlenmis ve kisaca santrifiijlenmistir.

e Kiitiiphanelerden Diliisyon Tamponu kullanilarak sirastyla 1:50, 1:5000 ve 1:50000
oraninda {i¢ set diliisyon hazirlanmistir. Bunun i¢in 1 pl kiitiiphaneye 49 pl Diliisyon
Tamponu eklenmis iyice pipetlenmis ve kisaca santrifiijlenmistir. Elde edilen 1:50
diliisyonasahip kiitliphaneden 2 pl almarak 198 pl Diliisyon Tamponu eklenmis iyice
pipetlenmis ve kisaca santrifiijlenmistir. Elde edilen 1:5000 diliisyona sahip kiitiiphaneden
4 pl almarak 36 pl Diliisyon Tamponu eklenmis iyice pipetlenmis ve kisaca

santrifiijlenerek tiim diliisyon setleri hazirlanmstir.

e Standartlar iicer tekrarli olacak sekilde, ornekler ise 1:5000 ve 1:50000 diliisyonlarini
iceren toplamda iki tekrarli olacak sekilde ornek sayisi hesaplanmis, DNA igermeyen

kontrol (NTC) 6rnegi de eklenerek son 6rnek sayisi belirlenmistir.

e Her bir 6rnek igin 6,7 pl niikkleaz icermeyen H,O, 10 ul enzim- floresan boya karigimi
(SYBR Green Master Mix), 0,8 pul 10 uM Primer igeren karisim hazirlanmig, kisaca

vortekslenip santrifiijlenmistir.

e Hazirlanan karisgimdan 17,5 pl ve 2,5 pl 6rnek (kiitliphane ve standartlarin belirtilen
diliisyonlar1 ve NTC) Rotor Gene cihazinin tiiplerine(Strip Tubes; Qiagen, Katalog No:
981103) pipetlenerek Rotor Gene (Qiagen, Katalog No: 9001580) cihazina yiiklenmistir.

e Reaksiyon 95°C’de 10 dk enzim aktivasyonu basamagi, 95°C’de 15 s, 68°C’de 5 s,
65°C’de 5 s, 60°C’de 60 s (30 dongii) amplifikasyon basamagi igerecek sekilde
gergeklestirilmistir.

e Veri toplanmasi 60°C’de yesil kanal (FAM) ile ger¢eklestirilmistir.



Reaksiyon bitiminde esik degeri 0,2 olarak ayarlanmistir.

Esik dongiisii (Ct) degerleri cihazdan alinarak https://www.qiagen.com/us/shop/sample-
technologies/dna-sample-technologies/ genomic-dna/QIlAseqg-library-quant-
system/#resources adresinden ulasilabilecek “GeneRead Library Quant Kit or Array Data
Analysis Template, 96-well for Illumina” Excel tabanli sistem {izerine aktarilarak uygun

konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.

Yeni nesil sekanslama islemi

Kalite kontrolden gegen ve konsantrasyon dlgiimleri gerceklestirilen kiitiiphanelerin MiniSeq

System (lllumina) cihazi ile sekanslanma islemi gergeklestirilmistir.

islem basamaklari:

Baglamadan 6nce MiniSeq Mid Output Kit (Illumina, Katalog No: FC-420-1004) i¢inde
bulunan kartus veindeks kiti (Nextera XT Index Kit v2; Illumina, Katalog No: FC-131-
2001) icindeki HT1 Hibridizasyon Tamponu yavasca ¢ozdiiriilmiistiir.

Kartusun iki kuyucuguna yiikleme yapilmaktadir. Bunlardan biri 1,5 pM
konsantrasyonundaki havuz digeri ise 0,3 uM konsantrasyonundaki primerdir. Bu iki

karisimin hazirlanmasi ilerleyen basamaklarda detaylandirilmistir.

Havuz hazirlamak igin, tiim kiitiphanelerin konsantrasyonu niikleaz igermeyen H,O ile

once 50 nM’a, ardindan 10 nM’a getirilmistir.

Konsantrasyonlar1 esitlenerek 10 nM’a getirilen kiitiiphaneler, megahavuz olusturmak

lizere 1yice pipetlenerek esit hacimde(5’er pl) alinarak bir tlipe toplanmustir.

On nM’lik megahavuzdan 10 pl alinarak 90 pl niikleaz igermeyen H,O’ya eklenmis,
boylece 100 pl’de 1 nM’lik megahavuz elde edilmistir.

Megahavuzdan 5 pl alinarak iizerine 5 pl 0,IN NaOH (Merck, Katalog No: 43617-1L)

eklenmis, kisaca vorteks ve santrifiij yapilarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun hemen ardindan megahavuz ve NaOH igeren tiipe 5 pl TrisHCI (Merck,
Katalog No: 10812846001) eklenmistir.



e Ay bir 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 985 pul HT1 Hibridizasyon Tamponu eklenmis,
tizerine son hacmi 15 pl olan megahavuz eklenerek 1 ml hacimde 5 pM’lik megahavuz

olusumu saglanmustir.

e Ayn bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 350 ul HT1 Hibridizasyon Tamponu eklenmis, 5
pM’lik megahavuzdan 150 pl eklenerek 500 pl hacimde 1,5 pM’lik havuz olusumu

saglanmistir. Havuz karisiminin tamami kartusun 16. pozisyonuna yiiklenmistir.

e Kartusa yiiklenecek diger bilesen olan primerin hazirlanmasi i¢in, 1,5 ml’lik tiipilin i¢ine
997 ul HT1 Hibridizasyon Tamponu eklenmis {izerine 3 pl 100 uM konsantrasyonundaki
primer (QIAseq A Readl Primer I) eklenerek iyice pipetlenmis, tamami kartusun 15.

pozisyonuna yiiklenmistir.

e MiniSeq System (Illumina) cihazi agilarak ¢alisma baglatmak i¢in 6ncelikle ana sayfadaki
sekans segenegine tiklanmugtir. Giris yapilmis, ardindan ¢alisma segilerek Orneklerin
numaralari, barkodlart ve ¢alismanin Ozellikleri girilmistir. Gergeklestirilen ¢alismanin
ozellikleri dogrultusunda okuma bdliimleri 151, indeks boliimleri ise 8 olarak girilmistir.
Sonraki basamakta yiikleme asamasina gelindiginde cihazin iist boliimiinde bulunan akis
hiicresi (tiim reaksiyonun iizerinde gerceklesecegi nanohaznelerden olusan cam diizenek)
kapag1 acilarak herhangi bir kirlilik ve hava kabarcigibulunmayan akis hiicresi buraya
yerlestirilerek kapak kapatilmistir. Ardindan cihazin 6n béliimiindeki kapak agilarak
kartusun yiiklenmesi saglanmis ve kapak kapatilmistir. Caligma kurulumu basamaginda
secilen parametrelerin kontrolii bizim tarafimizdan; Kontrol basamaginda ise sistemin
kendi kontrolii cihaz tarafindan gerceklestirilerek son kontroller yapilmis ve herhangi bir
sorun bulunmamasmin ardindan sekans basamagmna gelinerek sekanslama islemi

baslatilmistir.

e (alismanin tamamlanmasinin ardindan, analiz basamaginda kullanilacak sonuglarin
alinmasi i¢in cihaz tizerinde bulunan Yerel Calisma Y 6neticisi boliimiine giris yapilmistir.
Ornekler ve sonuglar segeneginden, calismaya ait “.fastq”(niikleotit dizilimleri) dosyalart

disa aktarilarak alinmistir.

Sonuglarin biyoinformatik analizi

Verilerin varyantlara doniistiiriilmesi siirecinde Oncelikle sekans cihazindan alinan veriler

CLC Genomics Workbench 20 (Qiagen Bioinformatics) sistemine aktarilmis, daha sonra



uygun sekans analizleri ve filtrelemeler uygulanarak analiz gerceklestirilmistir. Bu yazilimin
yani sira verilerin kopya sayisi degisimlerinin (CNV) belirlenebilmesi i¢in QCI analyze
(Qiagen) sistemi, klinik anlami bilinen varyantlarin yorumlanabilmesi i¢cin QCI interpret
(Qiagen) sistemi ve daha dnce tanimlanmamis, yeni varyantlarin tanimlanabilmesi amaciyla

VarSome veritabanindan yararlanilmistir.
Okumalarin kirpilmasi, hizalanmasi, varyantlara doniistiiriillmesi

e CLC Genomics Workbench 20 (Qiagen Bioinformatics) yazilimina “.fastq” dosyalar ice
aktarilmistir (Import/lllumina/lllumina High Throughput Sequencing Import).

e Ayni Orne8e ait ileri ve geri primerler tarafindan gerceklestirilen iki okuma dosyasi

(R1.fastq ve R2.fastq) eslestirilmistir.

e Eslestirilen okumalari iceren dosya, CNV analizinde (QCI Analyze basamagi)kullanilmak

icin “.fastq” formatinda disa aktarilmistir.

e Eslestirilen okuma dosyalari, barkodlar1, adaptorleri, indeksleri, primerleri ve spesifik
olmayan baglanmalari uzaklastirmak amaciyla kirpilmistir (Launch/ Trim Reads). Kirpma

isleminde kalite puani0,05 belirsiz niikleotit sinirt iKi olarak belirlenmistir.

e Kirpilmanin ardindan elde edilen sekans dizilimleri referans genoma hizalanmistir
(Toolbox/Resequencing Analysis/ Map Reads to Reference). Referans genom versiyon

“Homo sapiens (hgl9) sequence” olarak se¢ilmistir.

e Sekans dizilimi varyantlara dontstiiriilmiistiir (“Toolbox/ Resequencing Analysis/ Variant
Detection/ Low Frequency Variant Detection”). Elde edilen varyantlar klinik anlami
bilinen ve daha dnce tanimlanmamis olan varyantlar acisindan bu basamaktan itibaren iki

ayr1 grup olarak degerlendirilmistir.



Sekil 2. CLC Genomics Workbench 20 sistemi ana ekran goriintiisii

Klinik anlam: bilinen varyantlarin elde edilmesi ve analizi

Belirlenen varyantlar sadece klinik anlami bilinenvaryantlart igerecek sekilde
filtrelenmistir (Toolbox/ Resequencing Analysis/ Variant Detection/ Identify Known
Mutations from Mappings/ Keep variants with exact match in the track of known variants/
Homo sapiens (hg19) clinical variants in dbSNP; hg19-2020-01-20-12-01 versiyonu).

Marjinal varyantlar uzaklagtirllmigtir (Toolbox/ Resequencing Analysis/ Variant Filtering/

Remove Marginal Variants).

Calisma ekraninin alt bolimiindeki tablo goriiniimii ile okuma sayist 10’un, genel kalite
puant 50’nin iizerindeolanlar secilerek “.vef” (variant call format) formatinda disa

aktarilmistir.

Orneklerde meydana gelen, amplifikasyon ve delesyondan olusan CNV’leri belirlemek
amactyla CLC Genomics Workbench 20 (Qiagen Bioinformatics) yazilimindan elde edilen
eslestirilmis okumalara ait “.fastq” uzantili dosyalar QCI Analyze (Qiagen, Katalog No:
188001) sistemine aktarilmigtir (QCI Analyze/ Analyses/ Start Analysis) .

Is akis1 boliimiinden, calisilan panel (Human Actionable Solid Tumor Panel, Qiagen

DHS101Z, Katalog No: 333502) ve 6rnek tipi segilerek analiz baglatilmistir.



CNYV sekmesine girilerek amplifikasyon ve delesyon meydana gelen 6rnekve bu CNV’lere

ait kat degisimleribelirlenerek QCI Interpret sistemine yliklenmek iizere disa aktarilmistir.

Sekil 3. QCI Analyze sistemi sonug ekrani goriintiisii

Orneklerde meydana gelen mutasyonlarin klinik olarak degerlendirilmesi ig¢in QCI
Interpret sistemi kullanilmistir. Bu sistemle varyantlar; ACMG/AMP 2015 kilavuzu,
AMP/ASCO/CAP2017 kilavuzuna gore; patojenite Ozelliklerine (patojenik, olasi
patojenik, kesin olmayan varyant, olast benign ve benign) ve uygulanabilirlik
siiflandirmasina (Tierl-4) gore gruplandirilmistir (M. M. Li vd., 2017; Richards vd.,
2015).

CLC Genomics Workbench 20 (Qiagen Bioinformatics) yazilimindan elde edilen “.vcf”
uzantili dosyalar Qiagen Clinical Insight (QCI) Interpret sistemine yiiklenmistir (Upload
Sample/ Submit).

Ornek bilgileri (yas, cinsiyet, kanser tipi, bolge) sisteme girilmistir.

Sistemin belirledigi tiim varyantlar disa aktarilmistir.
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Sekil 4. QCI interpret sisteminin degerlendirme sonucu (b150 kodlu olgu, TP53 geni,
patojenik bir varyant i¢in 6rnek goriiniim)

3.3. Hiicre yiizey belirte¢lerininekspresyonlarinin belirlenmesi

Hiicre yiizey proteinleri hiicre tipleri ve kanserlere gore farklilik gosterdiginden hedefe
yonelik tedaviler i¢cin Onem tasimaktadir. Calisma kapsaminda paranazal siniis tiimor
hiicrelerinin yiizey proteilerini kodlayan genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi igin
sirasiyla tiimor ve normal doku Orneklerinden RNA izolasyonu, RNA’nin kalite kontrol ve
miktar 6l¢iimii, cDNA sencalismainin gerceklestirilmesi, ger¢ek zamanli PCR ¢aligmasinin

gerceklestirilmesi ve verilerin analzi gergeklestirilmistir.

RNA izolasyonu

RNA'nin kalite
kontrol ve miktar
olciimii

cDNA sentezi
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Sekil 5. Hiicre yiizey belirteglerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi is akist

RNA orneklerinin hazirlanmasi



RNA izolasyonunun ger¢eklestirilmesi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklar Anabilim Dali’nda
paranazal siniis tiimorii tanist nedeniyle tedavi protokolii ¢ergevesinde opere edilen olgulara
ait taze doku oOrneklerinden RNA izolasyonu RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Katalog
No:74134) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Islem basamaklari:

e Doku orneklerinin homojenizasyonu i¢in, PBS ile yikanan doku ornekleri 1.4 mm
capinda seramik boncuklari iceren 2 ml’lik 6zel tiiplere (MagNA Lyser Green Beads,
Roche, Kat No: 03358941001) alinmis, 600 ul RLT Buffer eklenerek MagNA Lyser
cihaz1 (Roche, Kat No: 03358976001) ile homojenizasyon islemi gerceklestirilmistir.

e Homojenize doku ornekleri 14000g’de 3 dk santifiijlenerek siipernatant gDNA

Eliminator spin column’a aktarilmistir.

e Siipernatani iceren filtreli tiipler 8000g’de 30 s santrifiijlenerek, filtre uzaklastirilmis,
collection tiipte biriken Ornegin iizerine 600 pl %70’lik ethanol eklenerek

pipetlenmistir.

e Bu karisim RNeasy spin column’a aktarlarak 8000g’de 15 s santrifiijlenmis, filtreden

gecen boliim uzaklastirilmistir.

e Filtrenin yikanmasi i¢in 700 pl RWI1 tamponu eklenerek 8000g’de 15 s

santrifiijlenmis, filtreden gecen boliim uzaklastirilmastir.

e Filtrenin yikanmasi i¢in 500 pl RPE tamponu eklenerek 8000g’de 15 s santrifiijlenmis,

filtreden gecen boliim uzaklastirilmistir.

e Tekrar 500 pl RPE tamponu eklenerek 8000g’de 2 dk santrifiijlenmis, filtreden gegen

boliim uzaklastirilmistir.

e Filtreden alkoliin uzaklastirilmasi amaciyla herhangi bir soliisyon eklemeden
14000g’de 1 dk santrifiij islemi gerceklestirilerek filtre temiz bir mikrosantrifiij tlipiine

yerestirilmistir.



e Filtreye baglanan RNA’nin ¢6ziinmesi amactyla filtre tizerine 50 pl nuclease-free H,O
eklenerek 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilmis, 8000g’de 1 dk santrifiij islemi

uygulanmistir.

RNA o6rneklerinin miktar 6l¢iimii ve saflik de@erlerinin belirlenmesi

RNA oOrneklerin miktarlar1 ve saflik degerleri NanoDrop 1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific) cihaz1 ve yazilimi ile 6l¢iilmiistiir:

Olgiim gergeklestirilmeden once, izolasyonda kullanilan nuclease-free H,O ile “blank”

islemi gerceklestirilmistir.
Bu islemin ardindan 2 pl RNA 6rnegi cihazin tizerindeki 6l¢iim haznesine pipetlenmistir.

Cihazin bagli oldugu bilgisayarda bulunan NanoDrop yazilimi kullanilarak érneklerin 230,
260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri ve sirasiyla birinci ve ikinci safligin

belirlenmesinde kullanilan A260/280 ve A260/230 oranlar elde edilmistir.

Orneklerin kullanilabilir olmasi i¢in A260/280 degerinin yaklasik 1,8; A260/230 degerinin
ise 1,8- 2,2 araliginda olmasi gerekmektedir.

CcDNA sentezinin gerceklestirilmesi

Uygun miktar ve saflik degerlerine sahip RNA orneklerinden ¢cDNA sengaligmai RT?

First Strand Kit (Qiagen, Kalalog No0:330401) ile gerceklestirilmistir.

Islem basamaklar:

RNA ornekleri final miktar1 100 ng, final hacmi 8 pl olacak sekildenuclease-free H,O ile

ayarlanmistir.

Su ve RNA igeren tiiplere, genomik DNA’nin eliminasyonu amactyla 2’ser pul GE buffer

eklenerek kisaca santrifiijlenmistir.

Tiipler konvansiyonel PCR cihazina (SensoQuest GmbH, Katalog No:012-103)
yerlestirilerek 42°C’de 5dk inkiibe edilmis, ardindan buz iizerine alinarak 1 dk

bekletilmistir.



Her 6rnek i¢in 4 ul 5x Buffer BC3, 1 ul Control P2, 2 ul RE3 Reverse Transcriptase Mix,
3 pl nuclease-free H,O igeren karisim hazirlanmig ve 6rneklerin 6zerine dagitilarak kisaca

santrifiijlenmistir.

Tiipler konvansiyonel PCR cihazina (SensoQuest GmbH, Katalog No0:012-103)
yerlestirilerek 42°C’de 15 dk ve 95°C’de 5 dk inkiibe edilmis, ardindan 91 ul nuclease-
free H,O eklenerek pipetlenmistir.

Gerc¢ek zamanh PCR

Genlerin belirlenmesi ve primer tasarimi

Hiicre ylizeyinde tedavi hedefi olusturma potansiyeli olan aday genlerin belirlenebilmesi i¢in

farkli veritabanlarindan yararlanigmistir.

Islem basamaklari:

Ekspresyonu valide edilmis olan tiim hiicre ylizey proteinleri (“surfaceome”) Cell Surface

Protein Atlas (https://wlab.ethz.ch/cspa/#abstract) kullanilarak tanimlanmigtir (n=1492).

Bas ve boyun kanserlerinde ifade edildigi valide edilmis olan proteinleri kodlayan genler

The Pathology  Atlas (https://www.proteinatlas.org/humanproteome/pathology)

kullanilarak tanimlanmistir (n=790).

Epitel hiicelerinde ifade edildigi valide edilmis olan proteinleri kodlayan genler The
Single Cell Type Atlas
(https://www.proteinatlas.org/humanproteome/celltype/epithelial+cells) kullanilarak

tanimlanmistir (n=6081).


https://wlab.ethz.ch/cspa/#abstract
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/pathology

e Her ii¢ siniflandirmada da ortak sekilde bulunan genler gruplandirilmistir (n=30) (Sekil x).

Hicre ylzey

proteinleri
1492
30
Epitel hicre Bakg;;:ggrun
proteinleri .
proteinleri
6081 790

Sekil 6. Hiicre yiizeyinde, bas-boyun kanserlerinde ve epitel hiicrelerde ifade edildigi
belirlenen genlerin sayist

e Belirlenen 30 gene ve referans olarak kullanilacak ACTB genine ait primer tasarimlari

gerceklestirilmistir (Tablo x).

Tablo 3. Hedefleme aday1 olma potansiyeli tagiyan genlere ait primer tasarimlari

Forward Primer Reverse Primer
Gen Gen ID
™ %GC Sekans ™Tm %GC Sekans
ACAAl ENSG00000060971 60 55 cgggagaagcaggatacctt 60 53 agcttggaaacagcccttg
AQP1 ENSG00000240583 59 58 ccttectecctttgtgete 60 58 gggtgctcaattcectctg
AREG ENSG00000109321 59 50 tgatcctcacagcetgttgct 59 39 tccattctettgtcgaagtttct
BCHE ENSG00000114200 59 61 ggtgggtgcecctaggatt 59 50 taaacccatgttccetggag
CD59 ENSG00000085063 60 48 aatctccttccagttgcaggt 59 32 ttgaatatccatctaactgtgcaat
COL7A1 ENSG00000114270 60 57 ctcagcagctatcacctggac 59 63 agctggecctaggacactc
CXADR ENSG00000154639 59 50 tcatgccttgagatctgtgg 59 36 gaaaaatatcacctgggaactatga
CYTH1 ENSG00000108669 59 58 agctgtccttggcecctaga 59 50 tetteetgetectgttgtca
DSG2 ENSG00000046604 60 58 gaacaccacggtgtctgga 59 39 tgaccagattcctctaaaccaaa
FGFR2 ENSG00000066468 60 50 gacccaaaatgggagtttcc 60 56 gaccacttgcccaaagca
ITGA3 ENSG00000005884 60 50 caaccaggatggatttcagg 59 55 cagtcccagcttctctccat
ITGA6 ENSG00000091409 60 45 tatttttggcgtggetgact 59 50 aggatgtcacctgagtgcaa
ITGAL ENSG00000005844 59 61 gtcctgcaggtcggaaac 60 58 aggcttcctgtgctgttce
L1CAM ENSG00000198910 59 45 aaagattggttctcccagca 60 58 ccaagcacaggcatacagg
MET ENSG00000105976 59 56 ggtcgcttcatgcaggtt 59 52 acttctggagacactggatgg

MOXD1 ENSG00000079931 59 42 gagagctgcatacatgtgacataa 60 58 tggtgcccctattggagtc



PLA2G3
PLAU
PLXNB1
PRSS23
SEMA3C
SEMA4A
SEMA5A
SERPINH1
SGCE
SLITRK6
TGFBR3
TMEM87B
TNFRSF25
VCAM1
ACTB

PCR calismasinin gerc¢eklestirilmesi

Calisma kapsaminda bulunan gen ekspresyonlarmin degisiminin belirlenmesinde
gercek zamanli PCR cihazi (LightCycler 480 Instrument II, Roche) ve RT2 SYBR Green
gPCR Mastermix (Qiagen, Katalog No: 330502) kullanilmistir. Bu mastermiks reaksiyon
sirasinda yeni olusan DNA’ nin kii¢lik ve biiyiik oluklarina baglanarak 497/520 nm’de 1s51ma
saglayan SYBR green boyasi, HotStart DNA Taq polimeraz enzimi ve diger PCR bilesenlerini

ENSG00000100078
ENSG00000122861
ENSG00000164050
ENSG00000150687
ENSG00000075223
ENSG00000196189
ENSG00000112902
ENSG00000149257
ENSG00000127990
ENSG00000184564
ENSG00000069702
ENSG00000153214
ENSG00000215788
ENSG00000162692
ENSG00000075624

icermektedir.

Islem basamaklar:

e Her reaksiyon i¢in 5 ul RT2 SYBR Green qPCR Mastermix, 0,5 pl nuclease-free H,0O, 1
pl forward primer, 1 pl reverse primer ve 2,5 pul ¢cDNA, 96 kuyucuklu plakanin ilgili

kuyucuguna pipetlenerek reaksiyon karigimi hazirlanmis, plaka yapiskan sefaf folyo ile

59
59
59
60
59
60
59
60
60
59
60
59
59
59
59

45
56
53
45
56
55
43
52
50
55
55
50
55
55
60

tgagaatggggaaagggtaa
gcttgettgggtcaatee

tttgacctgctggatgagce
agcaggttcagcatttttgg
tgtcagtggcgagcetcat
cattccagagggagggaaac
tgtgcaagaacgatattggtg
ggggctgactagaaggatttg
aagaccagacaggccaacaa
agctccagcectgatatggag
ctgtcggtctecagttggtt
gccatagctgtagttcacagga
tctccactccaagectcact
cccacttgecatectactct

agagctacgagctgcctgac

kapatilarak kisaca santrifiijlenmistir.

e 10 dk 95°C HotStart DNA Taq Polymerase aktivasyonu, 15 s 95°C ve 1 dk 60°C 45

dongiiden olusan cycling basamagini igeren program kullanilmistir. Ramp rate 1,5°C/s

olarak ayarlanmis, 60°C’de veri toplanmistir.

e Light Cycler Software ilizerinden CT (cycling treshold) degerleri .txt formatinda disa

aktrilmistir (export).

57
43
55
55
32
43
50
50
58
39
45
55
50
50
61

tgtacctcctcctggtactge
tccatttagacagtcacagttcg
tccagaacctcagaggcaag
cagcccgtggataacttcac
tcattgttgttataggagcatgatt
tgaagcagttggaagaggaaa
tcatgaatgtggtccaggtg
accctgcagttactccaagaac
ccgatcggagtgtacctty
ttccattaacttcagctcttcgt
agtgcccttttccaatctca
agctgctcagtagecectaggta
tggaggagcctttaacgaga
gcccctgaagtttctecaat

cgtggatgccacaggact



PCR verilerinin analizi

PCR verilerinin analizi 2" yontemi ile gerceklestirilmistir. Her 6rnek icin hedef
genlerin Ct degerlerinden referans genin Ct degeri ¢ikarilmig, ardindan tiimor 6rnekleri igin
elde edilen degerlerden normal Ornekler i¢in elde edilen degerlerin ¢ikarlmasiyla AACt
degerleri hesaplanmstir. Elde edilen sayilarin 2’nin eksi kuvveti seklinde alinmasyila kat

diizenlenmesi (“fold regulation”) degerleri hesaplanmustir.
3.4. Istatistiksel analizler

Belirlenen varyasyonlarin sag kalim ile iliskisinin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 6
(Graph Pad) programi ve Kaplan-Meier Survival analizi yapilmistir. Varyasyonlarin timor T,
N, evre ve niiks ile iliskisinin degerlendirilmesinde Krusskal-Wallis H testi ile PASW
Statistics 18 (SPSS) yazilimi kullanilmig, anlamlilik ig¢in p <0,05 kabul edilmistir. Gen
ekspresyonu verilerinin istatistiksel degerlendirmesi her 6rnek igin tiim degerlerin student t
testi ile degerlendirilmesi sonucu p degeri belirlenmistir. p degeri 0,05’ten kiigiik olanlar

anlamli olarak degerlendirilmistir.



4. Bulgular

4.1. Olgularin demografik dagilimi

Olgularin yag ortalamasi 68,5°tir. Olgularin %43,33’l (n=13) kadin, %56,67’si (n=17)
erkektir. TNM evreleme sistemine gore degerlendirildiginde olgularin %40°1 (n=12) T1,
%20’si (n=6) T2, %23,33’1 (n=7) T3, %16,67’1 (n=5) T4’tiir. Lenf nodu tutulumu ag¢isindan
degerlendirildiginde olgularin %93,33’i (n=28) NO, %3.,33’i (n=1) NI, %3,33’i (n=1)
N2’dir. Olgularin %40’1 (n=12) evre 1, %13,33’i (n=4) Evre 2, % 26,67’si (n=8) Evre 3,
%20’s1 (n=6) Evre 4’tiir. Olgularin %80’inde (n=24) niiks goriilmemekle birlikte, %20’sinde
(n=6) niiks bulunmaktadir. Ortalama takip stiresi 32,7 aydir. Olgularin demografik 6zellikleri
Tablo 1’de ve Grafik 1’de gosterilmistir

Tablo 4. Olgularin demografik 6zellikleri

Parametre Say1 (n) Yiizde (%)
Cinsiyet Kadin 13 43,33
Erkek 17 56,67
T T1 12 40,00
T2 6 20,00
T3 7 23,33
T4 5 16,67
N NO 28 93,33
N1 1 3,33
N2 1 3,33
Evre Evre 1 12 40,00
Evre 2 4 13,33
Evre 3 8 26,67
Evre 4 6 20,00
Niiks Var 6 20,00
Yok 24 80,00
Sag kalim Ex 16 53,33
Sag 14 46,67
Terapi Kemoradyoterapi 9 30,00
Radyoterapi 9 30,00
Yok 12 40,00
Ameliyat Inferior maksillektomi 12 40,00
Inferomedial maksillektomi 7 23,33
Medial maksillektomi 1 3,33
Orbita ekzantrasyonu ve maksillektomi 1 3,33




Total maksillektomi

30,00

Yasg

36 72

85 68,5

12,40

Takip siiresi (ay)

0 26

143 32,7

32,15

Minimum

Medyan

Maksimum Ortalama

Std.Sapma

Cinsiyet

000000
0000
000
oJole
000

0000000000
0000000000
Q000000000
Q000000000
000000000
000000000
00000000
00000
00000
00000

T evre

TNM

0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

go0am

[ kadin (n=13) % 43¢
BEE erkek (n=17) % 56,°

T1 (n=12) %40,C
T2 (nN=6) %20,0
T3 (n=7) %23,3
T4 (n=5) % 16,7

0000

evrel (n=12) %40,0
evre2 (n=4) % 13,3
evre3 (n=8) % 26,7
evred4 (n=6) % 20,0

Sag Kalim

:::::::::: BEH ex (n=16) %53,3
000000000 [ sag (n=14) % 46,7
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000

Lenf nodu tutulumu

0000000000 B No (n=28) 93,4

.......... D N1 (n=1)%3,3

0000000000 — ., . ..,

0000000000 ’

0000000000

0000000000

0000000000

0000000000

0000000000

0000000000

Niiks

8382383888 =
0000000000 Bl yok (n=24) %80,0
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
0000000000
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Grafik 1. Olgularin demografik 6zellikleri
4.2, Olgularin mutasyon profili
Tablo 5. DNA izolasyon sonuglart
Ortalama Konsantrasyon (ng/ul) Ortalama Ortalama
A260/280 A260/230
DNA (n=30) 28,9 16,4 1,9+0,4 2,1+0,8
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Sekil 7. Orneklerden birinin Qiaxcel analiz goriiniimii. Bu 6rnek i¢in ortalama fragment
uzunlugu 377 bp.




Tablo 6. Kiitiiphane konsantrasyon ve fragment uzunlugu sonuglari

Ortalama Konsantrasyon (nM) Ortalama Fragment Uzunlugu (bp)
Kiitiiphane (n=30) 67 £26 364 £29

Klinik anlami bilinen varyantlarin dagilimi

Tim olgularda toplam 2.745 adet klinik anlam1 bilinen varyant belirlenmistir. Bunlardan 604
tanesi benign, 138 tanesi olasi benign,131 tanesi olasi patojenik, 238 tanesi patojeniktir.
Varyantlardan 182 tanesinde fonksiyon kazanimi, 783 tanesinde fonksiyon kaybi meydana
gelmistir. Ayrica 1.780 varyantta ise normal fonksiyon belirlenmistir. Belirlenen varyantlarin
2.060 tanesi eckzon, 352 tanesi intron, 333 tanesi ise diger gen bolgelerinde yer
almaktadir.Ekzon bolgelerinde bulunan varyantlardan 337 tanesi gergeve kaymasi, 969 tanesi

yanlis anlamli, 688 tanesi sinonim, 44 tanesi anlamsiz etkiye neden olmustur.

patojenite fonksiyon
B benign (604) %22,00 B kazanim (182) % 6,63
[ olasi patojenik (138) % 5,03 [ kayip (783) % 28,52
3 belirgin degil (1634) %59,53 3 normal (1780) % 64,85
3 olasi patojenik (131) % 4,77
[ patojenik (238) % 8,67

Total=2745 Total=2745

gen bolgeleri ekzon-etki
B ekzon (2060) % 75,05 B cerceve kaymasi (337) % 16,36
[ intron (352) % 12,82 3 yanhs anlamli (969) % 47,04
(3 3'UTR (53) % 1,93 = sinonim (688) % 33,40
E 5UTR (43) % 1,57 B anlamsiz (44) %2,14
= promotsr (215) %7,83 B3 diger (22) % 1,07
I kirpilma bélgesi (15) % 0,55
Bl amplifikasyon (7) % 0,26

Total=2745 Total=2060

Sekil 8. Varyantlarin gruplandirilmasi

Klinik anlamli varyantlar degerlendirildiginde, tiim varyantlarin %27,47°si (n=754) TP53,
%14,68’1 (n=403) geninde belirlenmistir.
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Sekil 9. Genlere ve gen bdlgelerine gore varyantlarin dagilimi

TP53 geninin 4. ekzonunda toplam 142 (55 essiz) varyant, PIK3CA geninin 2. ekzonunda

toplam 111 (27 essiz) varyant tanimlanmaistir.
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Sekil 10. Varyantlarin ekzonlara gore dagilimi a.Tiim, b.Essiz varyantlar



Olgularda belirlenmis olan klinik anlamli varyantlarin gen bolgelerine gore dagilimi
degerlendirildigindetiim olgularin (n=30) ortak sekilde, EGFR geninin 23., PDGFRA geninin
12. ve 23. cekzonlarinda mutasyon tasidigi belirlenmistir. Kodlamayan bolgeler

degerlendirildiginde ise 29 olgunun ortak sekilde TP53 geninin promotér bdlgesinde

mutasyon tasidigi goriilmektedir.
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Sekil 11. Ekzon, 3'UTR, 5'UTR ve promotor bolgelerinde ortak varyant tasiyan olgu sayisi

Patojenik ve olasi patojenik varyantlarin TP53 geniiizerinde yogunlastigi goriilmektedir.
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b.
Sekil 12. Patojenik ve olas1 patojenik varyantlarin ekzonlara gore dagilimi a.Tiim, b.Essiz



TP53 geninin ekzon 9’unda 28 olguda ortak sekilde patojenik veya olasi patojenik varyant

bulunmaktadir.
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Sekil 13. Ekzon bolgelerinde patojenik ya da olasi patojenik varyant tagiyan olgu sayisi

Klinik anlamli varyantlar degerlendirildiginde en az 20 ve {izeri olguda belirlenen varyantlar
Tablo 17 ve Grafik 16’da verilmistir. EGFR genindeki ¢.2709T>C p.T903T, PDGFRA
genindeki ¢.1701A>G p.P567P ve ¢.3222T>Cp.D1074Dalterasyonlarin tiim olgularda ortak
olarak bulundugu belirlenmistir. TP53 genindekic.848G>A p.R283H alterasyonu ise 30

olgunun 25 tanesinde patojenik olarak belirlenmistir.

Tablo 7. Olgularda en yiiksek oranda belirlenen klinik anlamli varyantlar (n>20)

Gen

Bolge Patojenite Alterasyon Alterasyon Fonksiyon Etki n
EGFR ekzon23  Benign €.2709T>C p.T903T Normal sinonim 30
PDGFRA ekzonl2 Benign ¢.1701A>G p.P567P Normal sinonim 30
PDGFRA ekzon23  Benign €.3222T>C p.D1074D Normal sinonim 30
ALK ekzon1l5 Benign ¢.2535T>C p.G845G Normal sinonim 29
ALK ekzon29  Benign c.4381A>G p.11461V Normal yanlig anlamli 29
ERBB2 ekzon20  Belirgindegil =~ ¢.2313A>C p.A771A Normal sinonim 29
ERBB2 ekzon27  Benign .3508C>G p.P1170A Normal yanlig anlamli 28



PIK3CA  ekzon2 Belirgindegil c.44T>G p.L15W Kayip yanlig anlamli 27
EGFR ekzon4 Benign c.474C>T p.N158N Normal sinonim 26
EGFR ekzon20  Benign C.2361G>A p.Q787Q Normal sinonim 26
RET ekzonl3  Benign €.2307G>T p.L769L Normal sinonim 26
TP53 ekzon8 Patojenik €.848G>A p.R283H Kayip yanlig anlamli 26
TP53 ekzon8  Olasipatojenik  ¢.844C>A p.R282R Kayip sinonim 25
TP53 ekzon4 Belirgindegil €.215C>G p.P72R Kazanim yanlis anlamh 24
gergeve
ALK ekzon25 Belirgindegil ~ ¢.3748_3749insG  p.11250fs*35 Kayip kaymast 23
PIK3CA  ekzon2  Belirgindegil  ¢.42C>G p.H14Q Normal yanlig anlamli 23
ALK ekzon20  Belirgindegil C.3313A>T p.11105F Normal yanlig anlamli 21
EGFR ekzon13  Benign ¢.1562G>A p.R521K Kazanim yanlg anlamh 21
PIK3CA  ekzon2 Belirgindegil c.40C>A p.H14N Normal yanlig anlamli 21
€.2541_2542delG
KIT ekzon18 Belirgindegil  TinsAG p.F848V Normal yanlig anlamli 20
KRAS 3UTR Belirgindegil ~ ¢.*2505T>C - Normal - 27
TP53 promotdr Belirgindegil c.-1120A>G - Normal - 26
ALK intron8 Benign €.1647+66G>A - Normal - 26
PIK3CA  intron5 Benign €.1060-17C>A - Normal - 24
TP53 promotor Belirgindegil ~ ¢.-1113G>A - Normal - 24
c.-1126_-
TP53 promotor Belirgindegil ~ 1125delACinsGG - Normal - 23
TP53 5'UTR Benign c.-123C>G - Normal - 21
c.-1110_-
TP53 promotdr Belirgindegil 1109delGGinsAC - Normal - 20
RET intron10  Belirgindegil  ¢.1879+13C>T - Normal - 20
Ortak varyantlar
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Sekil 14. Ttim olgularda en yiiksek oranda belirlenen varyantlar (n>20)

4.3. Olgularin gen ekspresyon profili

Tim olgular kontrole gore degerlendirildiginde, VCAMI1 geninin ekspresyonunun timor

dokularinda kontrole gore belirgin ve anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir.

Tablo 8. Tiimdr dokularinda kontrole gore gen ekspresyon degisimleri (fold regulation)

Genler Kat diizenleme p degeri

VCAM1 1386,63 0,048739
COL7Al 1,83 0,331865
DSG2 11 0,476769
ITGA6 -1,03 0,603171
CXADR -1,05 0,702457
SEMA3C -1,19 0,633039
CYTH1 -1,25 0,940873
SGCE -1,41 0,567574
TMEMS87B -1,91 0,375079
PRSS23 -2,18 0,985091
BCHE -2,37 0,764146
SEMASA -2,87 0,425148
CD59 -3,03 0,736447
L1ICAM -3,33 0,505262
ACAAl -3,6 0,877553
PLA2G3 -3,69 0,639036
PLXNB1 -4,33 0,841671
TNFRSF25 -4,34 0,223901
PLAU -5,75 0,677747
AREG -5,85 0,385474
MOXD1 -6,11 0,934914
TGFBR3 -6,74 0,701365
ITGA3 -7,06 0,318593
MET -7,89 0,004777
FGFR2 -7,9 0,023518
ITGAL -8,44 0,912106
SLITRK6 -10,17 0,857344
SEMA4A -10,63 0,05055

AQl -10,65 0,000046
SERPINH1 -10,84 0,173522
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Sekil 15. Gen ekspresyon degisimini gdsteren 1s1 haritasi
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Sekil 16. Gen ekspresyon degisimini gosteren scatter plot
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Sekil 17. Gen ekspresyon degisimini gosteren volcano plot



5. Tartisma

Nadir bir hastalik grubunu olusturan nazal siniislerin maligniteleri arasinda anatomik ve
histolojik olarak en yaygin goriilen tip, maksiller siniislerin skuaméz hiicreli karsinomlaridir
(Elgart ve Faden, 2020).Bu baglamda ¢alismanin planlanmasi asamasinda nadir bir hastaligin
degerlendirilebilmesi ancak bu esnada olgu ve calisma materyali temininde kisitlayicilik

olmamasi agisindan nadir hastalik grubunun i¢inde en yaygin goriilen alt tip secilmistir.

Calisma kapsaminda 6rnek sayis1 30 olarak belirlenmis, Ege Universitesi Hastanesi’nin klinik
verilerigdz Oniinde bulundurularak olgu sayisinin yaklasik iki yillik bir siirede toplanabilmesi
Ongoriilmiistiir. Secilen drneklem sayisint destekleyecek sekilde 1992-2016 yillart arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi veri tabanminda kayith tiim bas ve boyun kanserli olgularin
degerlendirildigi demografik verileri igceren g¢alismada sunulan veriler dogrultusunda, bu
merkezdeki ortalama yillik sinonazal skuamdéz hiicre karsinomlu hasta sayisi 12 olarak
hesaplanmakla birlikte, tan1 alan hasta sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilmistir(Ozkaya Akagiindiiz vd., 2019). Farkli iilkelere ait referans merkezlerinin verileri
degerlendirildiginde paranazal siniis kanserlerinin goriilme ve belirlenme sikliginin toplumlar
arasinda degiskenlik gosterdigi dikkat g¢ekmektedir. Ornegin Norveg’e ait referans bir
merkezde 1988 ile 2017 yillar arasinda paranazal skuamoz hiicre karsinomlu hasta sayisi
toplam1 72 (yillik ortalama iki hasta), Nijerya’ya ait bir merkezde 2007 — 2017 yillar1 arasinda
paranazal skuamdéz hiicre karsinomlu hasta sayist toplami1 69 (yillik ortalama yedi hasta),
ABD’ninulusal kanser veri tabanmna ait 2004 — 2015 yillar1 arasindaki veriler
degerlendirildiginde ise bu gruptaki hasta sayis1 toplami 3.793 (yillik ortalama 345 hasta)
olarak belirlenmistir(Ajiya, Abdullahi, ve Shuaibu, 2020; Farrell vd., 2020; Konig, Osnes,
Bratland, ve Meling, 2019). Bu degiskenlige bagli olarak, nadir bir kanser tiirii ile
gerceklestirilecek olan ¢aligmanin planlanmasi asamasinda, verilerin temin edilecegi klinigin
olgu potansiyelinin oncelikli olarak degerlendirilmesi gerektigi ortaya ¢ikmis ve ¢aligmada

secilen olgu sayisinin bu agidan ideal oldugu belirlenmistir.

Calisma kapsaminda analizi gergeklestirilen olgularin yas ortalamast 68,5 olarak
belirlenmistir. Farkli ¢alisma gruplarinin verileri degerlendirildiginde,bu kanser tipinin yas

ortalamasinin 55 ile70 arasinda degistigi goriilmektedir (Farrell vd., 2020; C. Hu, Quan, vd.,
2020; Konig vd., 2019).



Calismamizda erkek: kadin orani 1,3:1°dir.Bu kanser tipinin erkeklerde kadinlara gore daha
stk goriildiigli literatiir bilgisi ile de desteklenmekte; farkli popiilasyonlara ait veriler
degerlendirildiginde bu oranin 1,6 ile 2,8 arasinda degistigigoriilmektedir (Farrell vd., 2020;
C. Hu, Quan, vd., 2020; Konig vd., 2019; Nukpook vd., 2020; Sjostedt vd., 2018). Bununla
birlikte bu oraninkiigiilme egiliminde oldugu belirtilmektedir(Kuijpens vd., 2012). Calisma
tasarlanirken,cinsiyete bagli herhangi bir ayirict unsur bulunmamasi amaciyla bu oranin
miimkiin oldugunca bire yakin olacak sekilde gerceklestirilmesi planlanmis ve olgular buna

gore secilmistir.

Calisma kapsaminda 30 olguda 2.745 adet toplam varyant, 1.005 adet essiz varyant
belirlenmistir. Calisma kapsaminda belirlenen varyasyonlarin tartisilmasi sirasinda konu akis
biitiinliigliniin miimkiin oldugunca saglanabilmesi amaciyla, hiicre disindan i¢ine dogru sinyal
iletim basamaklarinda bir kaskat olusturacak sekilde gorev alan genler sirasiyla
degerlendirilmeye calisilmistir. Bu baglamda dnce membranda bulunan reseptdrler, ardindan
araci proteinleri kodlayan genler ve son olarak DNA ile dogrudan baglanarak islev gdsteren
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genler aym aile iiyeleri bir arada olacak sekilde, ilgili

literatiire ve bulgulara atif yapilarak tartisilmistir.

EGFR

Bu akista ilk basamakta reseptor tirozin kinazlar bulunmaktadir. Paranazal skuaméz hiicreli
karsinomlu olgu grubunda mutasyon profili belirlenen reseptor tirozin kinazlardan epidermal
biiyime faktorii alt ailesine iiye ERBB1 olarak da bilinen EGFR geninin mutasyonlari
ozellikle akciger kanseri ile iliskilendirilmis olmakla birlikte genin mutasyonlarmin bas ve
boyun kanserlerini de igeren farkli kanserlerde de rol oynadigibilinmektedir [NCBI, gen,
EGFR;(Agarwala vd., 2018)]. Sinonazal bélgenin farkli orijinli (de novo ve inverted papillom
kokenli)skuamoz hiicreli karsinomlarinda %10 — %80 gibi farklilasan oranlarda EGFR
mutasyon varligi daha 6nce belirlenmistir(Chung vd., 2015; Sasaki vd., 2018; A. M. Udager
vd., 2018; Aaron M. Udager vd., 2016). Ancak bazi ¢aligmalarda bu gruptaki olgularda hig
mutasyon Dbelirlenememesi dikkat ¢ekicidir(Yasukawa vd., 2018). Ayrica benign bir
lezyondan koken alan sinonazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgularda benign lezyon ile ortak
EGFR mutasyon profili belirlenmesi nedeniyle bu mutasyonlarin biiyiik bir boliimiiniin benign
bir imza olusturdugu onerilmektedir(Sasaki vd., 2018). Bu geliskili durum EGFR geninin

detayli olarak varyasyon profilinin belirlenmesinin 6énemini ortaya koymustur ve bu ¢ikarimla



aynt dogrultuda olarakEGFR, calismamizda en c¢ok {izerinde durulan genler arasinda

bulunmaktadir.

EGFR geninde 30 olguda toplam 2.729 adet varyasyon belirlenmistir. Bunlarin 239 (%S8,8)
tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis olan 2.490 (%91,2) adet
yeni varyant belirlenmistir. Klinik anlami1 bilinen varyantlardan 225 tanesi ekzon, 13 tanesi
intron bolgesinde bulunmaktadir. Ekzon bdlgelerinde bulunanlar ekzon 2 — 25 arasinda

dagilim gostermektedir.

Klinik anlami belirlenen varyantlardan bir tanesi EGFR gen amplifikasyonudur.
Amplifikasyon sinyal iletimini arttirmakta ve onkojenik karakteri destekleyerek kanserde rol
oynamaktadir. EGFR amplifikasyonu farkli kanserlerde 6zellikle glioblastomda yaygin olarak
goriilmektedir. Bolgeden bagimsiz olarak tiim bas ve boyun skuamoéz hiicreli karsinomlarinda
ise yaklasik %10 oraninda goriilmektedir(Haijing Liu, Zhang, ve Sun, 2020). Sinonazal
skuamo6z hiicreli karsinomlu olgular1 iceren calismalar incelendiginde, inverted papillom
kokenli olgularin %12,5’inde, inverted papillom kokenli ve de novo olgulari igeren ¢alismada
tim olgularin %28’inde EGFR amplifikasyonu belirlenmis, onkositik papillom kokenli
olgularda ise EGFR amplifikasyonu belirlenememistir(Brown vd., 2020; Hongo vd., 2021).
Sadece de novo skuamoz hiicreli karsinomlu olgulari igeren iki farkli ¢alismada ise olgularin
%28,7’sinde ve %44,4’iinde EGFR amplifikasyonu belirlenmistir(Jiromaru vd., 2020; Lopez,
Llorente, vd., 2012). Calismamizda sadece bir hastada (%3,3) EGFR gen amplifikasyonu

belirlenmistir. Bu oran literatiir ile kiyaslandiginda diisiik goriinmektedir.

Caligma kapsaminda tiim olgularda belirlenen varyantlar arasinda ekzon bolgelerinde bulunan
1.156 varyanttan 544 tanesi patojenik ya da olas1 patojenik Ozelliktedir. Bu grupta 231 adet
essiz varyant tantmlanmistir ve daha 6nce tanimlanmamis olan 221 tane patojenik ya da olast
patojenik yeni varyasyon belirlenmistir. Ligand baglanma bolgesini kodlayan dizilere (ekzon 2
—4 ve 9 — 12) ait patojenik ya da olasi patojenik varyantlar degerlendirildiginde, bu bolgelerde
yogun olarak cer¢eve kaymasi mutasyonlar1 belirlenmistir. Ekzon 3’te patojenikQ83Sfs*42
(3/30),G131Rfs*41 (7/30),M137Ifs*31 (5/30), olast patojenik 191Lfs*29 (6/30),N94Tfs*26
(2/30); ekzon 4’ te olasi patojenik M178Rfs*33 (8/30), F180Sfs*31 (5/30),M178Nfs*14
(7/30), patojenik L144Sfs*28 (3/30); ekzon 12’de ise patojenikN468Ifs*8 (6/30) cergeve
kaymasi mutasyonlar1 tanimlanmigtir. Ligand-reseptor etkilesimi EGFR aktivasyonu ig¢in
kritik basamaklardan birini olusturmaktadir. Ligand bagimsiz olarak aktiflesen EGFR ve

sinyal yolagi onkojenik doniisiimde rol oynayan temel mekanizmalardan biridir ve 6zellikle



bu bolgedeki ¢erceve kaymasi mutasyonlari patojenite ile iliskilendirilmistir (Guo vd., 2015).
Calisma kapsaminda bu bolgede meydana gelen varyasyonlarin EGFR’nin ligand1 EGF ile
etkilesiminde artisa neden olup olmayacagina yonelik biyoinformatik tahminleme
yapildiginda bu varyasyonlarin biiyilk oranda ligand ile etkilesimi arttiracagi ve normal

olmayan sinyallesmeyi tetikleyebilecegi onerilmektedir.

Reseptor baglanma domainlerinin arasinda bulunan Furin benzeri sisteinden zengin bolgeyi
kodlayan ekzon 4 — 8’1 igeren dizi iizerinde patojenik ya da olasi patojenik 6zellige sahip yeni
varyantlar belirlenmistir. Bu varyasyonlar arasinda iki olguda belirlenen klinik anlami1 bilinen
patojenik E330K doniisiimiiniin kanserli olgularda yiiksek oranda goriildiigii bilinmektedir
(Mack vd., 2020). Ekzon 6 iizerinde patojenik Q217Pfs*14 (6/30), G221Efs*10 (11/30),
G225Afs*55 (6/30),H233Tfs*47 (8/30),0las1 patojenik C219R (11/30); ekzon 8 iizerinde
patojenik C311V{s*30 (12/30) ve M318Rfs*23 (5/30) mutasyonlar1 belirlenmistir. Bu
bdlgenin reseptoriin inaktif halinde IV. domain ile aktif halinde ise diger reseptorle (EGFR ya
da ERBB2) etkilesim kurdugu bilindiginden, bdlgedeki mutasyonlarin genin aktivasyonunu
arttirarak anormal sinyal iletimine neden olabilecegi disiiniilebilecektir(Orellana vd., 2019).
Ancak bu bolgede belirlenen varyasyonlar biyoinformatik aragla degerlendirildiginde, EGFR
ve ERBB? ile etkilesiminde degisiklik olmayacagi dnerilmistir. Sonug olarak yeni tanimlanan
varyasyonlarin ligand-ligand dimerizasyonu mekanizmasi yoluyla hastalik ile iliskili siirticti

bir gérev alamayabilecegini 6nermekteyiz.

Takip eden bolge, proteinin biiyiime faktor reseptor domainini (IV. domain) kodlayan
ekzonlar1 (13 — 16) icermektedir. Bu bolgenin, II. domain ile etkilesim kurarak reseptorii
inaktif formda tuttugu, reseptor-ligand etkilesimini kontrol ettigi bilinmektedir(S. Lu vd.,
2020). Ekzon 13’te belirlenen olasi patojenik KS5S38Efs*8 (7/30), L542Q (5/30),patojenik
L542Hfs*4 (8/30), E543Rfs*25 (7/30); ekzon 15’te belirlenen olas1 patojenik Q581Sfs*7
(5/30) varyasyonlariin onkojenik doniisiimde rol oynama potansiyeli yiiksek olmakla birlikte
bu varyasyonlar, biyoinformatik ara¢ ile degerlendirildiginde EGFR’nin kendi ile
etkilesiminde herhangi bir degisiklige neden olmayacagi Ongoriilmiistiir. Bu varyasyonlarin
dogrudan EGFR’nin kendi {izerine katlanmasinda degisiklik olusturmayabilecegini,

dolayisiyla siiriicli degil yolcumutasyonlar olabilecegini diisiinmekteyiz.

Transmembran bolgeyi kodlayan dizide patojenite ile iligkilendirilmis herhangi bir varyant
tespit edilmemis; takip eden katalitik domainde ise patojenik varyantlarin yogunlastig

belirlenmistir. Ekzon 18’de belirlenen olas1 patojenik V689G (7/30) ve P691L (15/30) yanhis



anlamli mutasyonlar1 katalitik bolgede yer almaktadir ve bu varyantlar literatiirde ilk defa
tanimlanmis olmakla birlikte ayni1 bolgedekimutasyonlar patojenite ile iliskilendirilmistir
(Zheng vd., 2020).C-heliks bolgesinin Oniinde yer alan dizideki mutasyonlar, Ozellikle
delesyonlar, C-heliksin yukar1 hareketine neden oldugu i¢in kanser gelisiminde dikkat
¢ekmektedir (Vyse ve Huang, 2019). Olgularda C-heliks ve C-heliksin 6n bolgesini kodlayan
bolgelerde (ekzon 19 ve 20; 766. aa kadar olan bolge) farkli yanlis anlamli mutasyonlar
bulunmakla birlikte herhangi bir delesyon belirlenememistir. C-heliksi takip eden lup
bolgesinde 773. pozisyondaki histidinin 16sine doniisiimiine neden olan (p.H773L) patojenik
¢.2318A>T nokta mutasyonu (11/30) daha once klinik olarak tanimlanmistir. Bu bdlgenin
kritik 6nemi 6zellikle insersiyon ya da duplikasyon yoluyla meydana gelen mutasyonlarin,
aktif tirozin kinaz bolgesini kapali pozisyonda tutan C-heliksin konfigiirasyonel olarak kinaz
aktivitesinin siirekliligini saglayacak degisime neden olmasidir(Vyse ve Huang, 2019).
Yenitanimlananvaryasyonlar biyoinformatik olarak degerlendirildiginde ise bu bolgede yogun
olarak belirlenen yanlis anlamli mutasyonlarin kinaz aktivitesini arttiracagi tahmin
edilmektedir.Literatlirde inverted ve onkositik papillom kokenli sinonazal skuamdéz hiicreli
karsinomlu olgulart iceren calismalarda, C-heliksi takip eden lupu kodlayan dizide farkl
varyasyonlar (E746_A750>QP, Q746 _S752delinsT, Q746 _T751delinsl, D770 _N771insG,
D770 N771insGD, D770insGL, D770insSVE, D770insGF, N771linsV, N771delinsGY,
H773 V774insH, H773 V774insNPH insersiyonlar1 ve S768 D770dup, N771 H773dup
duplikasyonlar1) belirlemekle birlikte bu varyasyonlar benign papillom dokularinda da
belirlenmistir. Genel olarak onkositik papillom kokenli olgularda EGFR alterasyonu
belirlenmemis olmakla birlikte, Sahnane ve arkadaslarimin gergeklestirdigi calismada bir
olguda D770 N771insG mutasyonu belirlenmistir(Brown vd., 2020; Cabal vd., 2020; Maisch
vd., 2020; Sahnane vd., 2019; Aaron M. Udager vd., 2015). D770_N771insSVD inverted
papillom kokenli sinonazal skuamoz hiicreli karsinomlu olguda belirlenmekle birlikte benign
papillom dokusunda belirlenmemistir(Sahnane vd., 2019). Bodylece bu bolgedeki
varyasyonlarin malign doniisiimde rol oynayabilecegi Onerilebilecektir. Maksiller siniisiin de
novo skuamoz hiicreli karsinomunu iceren bir caligmada ise iki olgudan birinde ayni
pozisyondaki aminoasit degisimini iceren N771YinsG mutasyonu belirlenmis ve bu mutasyon
EGFR’nin anormal aktivasyonu ile iliskilendirilmistir(Willmore-Payne vd., 2006).Katalitik
bolgede belirlenen varyantlar arasinda bulunan 801. pozisyondaki tirozinin stop kodonuna
dontistimii (Y801T*) sonucu anlamsiz nokta mutasyonuna neden olan patojenik c¢.2402dupA

duplikasyonu 30 olgunun 28’inde (%93,33) belirlenmistir. Bu mutasyon tirozin kinaz domaini



iceren ancak otofosforilasyon bdlgesi igermeyen protein olusumuna sebep olacaktir. Bununla
birlikte literatiirde daha 6nce bu mutasyon tanimlanmadigindan olusan proteinin ii¢ boyutlu
yapisi, kinaz aktivitesi ya da onkojenik dontlisimdeki potansiyeli ile ilgili ¢ikarimda
bulunulamamaktadir. Ancak benzer sekilde EGFR ekzon 20’de tanimlanmis olan anlamsiz bir
nokta mutasyonu akciger kanseri hastalarinda tirozin kinaz inhibitorlerine direng gelisimi ile
iligkilendirilmistir(Gonzalez Manzano vd., 2008). Benzer sekilde belirlenen patojenik Q812*
(5/30) mutasyonu da stop kodonu olusturarak anormal bir protein lretimine neden
olacaktir.Ayni ekzonun 799. pozisyonundaki 16sinin proline doniisiimiine (L799P) neden olan
olas1 patojenik yanlis anlamli ¢.2396T>C mutasyonu 27 olguda (%90) belirlenmistir. Bu
mutasyonun goriilmedigi 3 olgudan bir tanesinde ise yine ayni doniisiime neden olan
c.2396 2397delTGinsCA insersiyonu belirlenmistir. Ayni1 bodlgede olas1 patojenik
Y813Sfs*13 (9/30) gerceve kaymasi; V819E (12/30) ve L815H (5/30) yanlis anlaml
mutasyonlar1 belirlenmistir. Sinonazal skuaméz hiicreli karsinom olgularina ait EGFR
mutasyonlar1 degerlendirildiginde bu mutasyonlarin ekzon 19 ve 20’de birikim gosterdigi
bilindiginden, belirlenen mutasyonlarin bu bdlgede yogunlagmasi literatiir ile uyumlu
goriinmektedir(Hongo vd., 2021). De novo sinonazal skuaméz hiicreli karsinomlu olgularin
%35’inde, inverted papillom kokenli sinonazal skuaméz hiicreli karsinomlu olgularin ise
%50’sinde EGFR ekzon 20 mutasyonlart bulunmaktadir(Cabal vd., 2020). Ekzon 21’de
olgularda belirlenen patojenik varyasyonlar arasinda bes olguda ortak olarak goriilen
M825Rfs*21 ger¢eve kaymasi 6nemlidir. Bu bolge C-heliks ve C-heliksi takip eden lupun
kontroliinde etkili olma potansiyeli bulunan bir bolge oldugundan daha 6nce tanimlanmamis
bu varyantlarin klinik potansiyelleri iizerinde durulmasi O6nemlidir(Brown vd.,
2020).Caligmamizda A-lup bolgesinde herhangi bir patojenik ya da olasi patojenik varyasyon
belirlenmemistir. Ancak bu bdlgenin Oniinde yer alan bdlgeyi kodlayan dizide meydana gelen
patojenik M825Rfs*21 c¢erceve kaymasinin (5/30) kinaz aktivasyonunu etkileme olasilig
bulunmaktadir. Ayrica biyoinformatik araglarla tahmin yapildiginda, dizi {zerindeki
varyasyonlarin ATP baglanma bolgesini etkileyebilecegide belirlenmistir(Grafik 39).
Ekzon23’te belirlenen olas1 patojenik P936S (10/30), M945R (8/30) ve M947K (5/30)yanlig
anlamli mutasyonlar1 ve ekzon 25’te belirlenen patojenik T993Qfs*9 (5/30) cerceve kaymasi
daha Once tanimlanmamis olmakla birlikte katalitik bolgeyi diizenlemesi agisindan 6nemli

olabileceginden ileri ¢alismalarla arastirilmasi dnerilmektedir.

ERBB2



Paranazal skuamo6z hiicreli karsinomlu olgu grubunda mutasyon profili belirlenen
epidermalbiiyiimefaktorii alt ailesi liyelerinden ikincisi olanERBB2geninin paranazal skuamoz
hiicreli karsinom dokularindaki arastirmalaridegerlendirildiginde, immiinohistokimyasal
boyama yontemi ile inverted papillom kokenli ve de novo olgularda ERBB2 ifadesinin arttigi
belirlenmistir(Hongbing Li vd., 2019; Jing Li vd., 2007; Lopez, Llorente, vd., 2012).
ERBB2bas ve boyun kanserlerini de iceren geni pek c¢ok farkli kanser tipi ile
iliskilendirilmistir(Birkeland vd., 2016). Bununla birlikte paranazal skuamdéz hiicreli
karsinomlarda bu genin mutasyon durumunu igeren herhangi bir ¢aligma bulunamamaktadir.

Bu nedenle bu gene iliskin bulduklarimiz 6zgiin niteliktedir.

ERBB2 geninde 30 olguda toplam 7.347 adet (2.516 adet essiz) varyasyon belirlenmistir.
Bunlarin 143 (%1,95) tanesinin klinik anlami1 bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis
olan 7.204 (%98,05) adet yeni varyant belirlenmistir. Klinik anlam1 bilinen varyantlardan 136
tanesi ekzon, 6 tanesi intron bolgesinde bulunmaktadir. Ekzon bélgelerinde bulunanlar ekzon
2 — 6 ve 11-27 arasinda dagilim gdstermektedir. Daha dnce tanimlanmamis olan varyantlardan
ise 102 tanesi 3'UTR, 12 tanesi 5'UTR, 4.322 tanesi intron ve 2.768 tanesi ekzon bdlgesinde
yer almaktadir. Olgularin tiimiinde en az bir tane ERBB2 mutasyonu, 29 tanesinde ise en az

bir adet patojenik ya da olas1 patojenik ERBB2 mutasyonu bulunmaktadir.

Belirlenen varyantlar arasinda ekzon boélgesinde bulunan 2.904 varyanttan 1.014 tanesi
patojenik ya da olasi patojenik Ozelliktedir. Bu grupta 398 adet benzersiz varyant
tanimlanmistir ve literatiirde daha 6nce tanimlanmamis olan 395 tane patojenik ya da olasi
patojenik yeni varyasyon belirlenmistir. Klinik anlami bilinen patojenik varyantlar ekzon
20-22 bolgesinde bulunmakla birlikte, daha 6nce tanimlanmamis varyantlar ise tiim ekzon

bolgelerinde bulunmaktadir.

Sinyal peptidi kodlayan ekzon 1°’de daha Once tanimlanmamus alt1 adet patojenik ya da olasi
patojenik varyant belirlenmis, bu varyasyonlar ii¢ olguda baslangic kaybi etkisine neden
olmustur. Bu varyasyonlar olgular arasinda ortaklik gostermediginden hastaligin siiriicii

mutasyonlar1 arasinda olmadig: seklinde degerlendirilmistir.

Reseptor-L-domain 1’1 kodlayan dizilerde (ekzon 2 — 4) yogun olarak cerceve kaymasi
mutasyonlar1 oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ekzon 2’de P66Tfs*44 (8/30) cergeve kaymasina
neden olan patojenik insersiyon ve N68Cfs*41 (7/30) cerceve kaymasina neden olan patojenik

delesyon belirlenmistir. Ekzon 3’te patojenik Q78Sfs*32 (9/30) gerceve kaymasina neden



olan insersiyon, patojenik Q78Lfs*32 (19/30) ¢erceve kaymasina neden olan delesyon-
insersiyonu ve patojenik Q78L (16/30) yanlis anlamli mutasyonu belirlenmistir. Bu bolgede
belirlenen varyasyonlarin ortak noktasi 78. pozisyondaki glutamin aminoasidinin degisimidir
ve 26 olguda en az bir adet Q78X degisimi belirlenmistir. Ekzon 4’te de daha &nce
tanimlanmamis olan patojenik D171Tfs*13 (25/30)¢erceve kaymasina neden olan delesyon,
patojenik I172Tfs*29 (25/30) ¢erceve kaymasmma neden olan insersiyon belirlenmistir.
Reseptor-L-domain III’li kodlayan dizilere (ekzon 9—12) genel olarak bakildiginda bu bolgede
de yogun sekilde c¢erceve kaymasi mutasyonlarinin varligr dikkat ¢ekmektedir. Ekzon 9’da
patojenik S358Mfs*73(7/30), ekzon 10’da patojenik N388Tfs*43 (10/30) ve ekzon 12’de
patojenik R459Gfs*97 (5/30) ¢erceve kaymasi mutasyonlari olgularda ortak sekilde
belirlenmistir. Daha once belirtildigi gibi ERBB2’nin ligand ile baglanma 6zelligi yoktur.
Reseptor-L-domain I ve II1, sinyal iletimi sirasinda birbirleri ile hidrojen bagi ya da hidrofobik
etkilesimler kurarak ERBB2’nin konfigiirasyonel degisimini ve dimer olusturmada gorevli
fiirin benzeri sisteinden zengin bolgenin (II) wulasilabilir pozisyonda durmasini
saglamaktadir(S. Hu vd., 2015). Bu diziyi kodlayan bolgelerde meydana gelen yogun gergeve
kaymas1 mutasyonlar1 ve 78. pozisyondaki glutaminin degisimine neden olan varyasyonlarin
ERBB2’nin aile iiyesi diger reseptorler ile dimer olusumunda anormaliteye yol agarak sinyal
yolaginin anormal aktivasyonuna sebep olabilecegi Ongoriisii ile bu bdlgede fazlasayida
olguda ortak sekilde meydana gelen varyasyonlarin, proteinin katlanma o6zelligi lizerine
olusturabilecegi etkinlik degerlendirildiginde, olgularin ¢ogunda proteinin kendi iizerine
katlanma etkinliginin artacagi tahmin edilmektedir. Bu durum proteinin dimer olusturmada
gorevli II. domaininin erisilebilirligini arttiracagindan aktivasyonununa katki sunabilecegi ve
hastaligin siiriicii 6zelliklerinden biri oldugu sdylenebilecektir. Ancak literatiirde bu bilgiye
iliskin herhangi bir veri bulunmamaktadir. Elde edilen sonuglarin ileri g¢alismalar ile

irdelenmesi ile daha kesin sonuglarin alinacagi 6nerilmektetir.

Reseptor-L-domainleri arasinda yer alan furin benzeri sisteinden zengin bolge 1I'yikodlayan
dizilerde (ekzon 5 — 8) siklikla ¢ergeve kaymasi mutasyonlarinin varligi dikkat ¢ekmektedir.
Ekzon 5’te olast patojenik C192F (7/30); ekzon 6’da patojenik R217Lfs*18 (8/30),
C224Wfs*11 (20/30), K228Rfs*69 (19/30), T233Mfs*64 (7/30), H237Rfs*2 (5/30);ekzon
7’de patojenik V272Sfs*25 (8/30), Y274Sfs*23 (5/30) mutasyonlar1 ortak olarak
tanimlanmistir. Domain IV’ kodlayan dizilerde de (ekzon 12 — 15), g¢erceve kaymasi
mutasyonlar1 bulunmaktadir.Ekzon 12°de olas1 patojenik R459Gfs*97 (5/30); ekzon 13’°te
patojenik C511* (5/30), R517* (5/30), T526Pfs*30 (8/30); ekzon 15’te patojenik P594Lfs*14



(15/30) mutasyonlar1 belirlenmistir. Furin benzeri sisteinden zengin bolge II, aktif yapida yani
homo- ya da hetero-dimer olusturan ERBB2’nin, diger reseptor ile etkilesime girdigi bolgedir.
Aymni sekilde, inaktif yapida yani “tethered” pozisyondaki ERBB2’de de bu bolge, molekiiliin
kararli halde durmasini saglayacak sekilde kendi domain IV’iiile etkilesim halindedir(S. Hu
vd., 2015). Olgularda yiiksek oranda belirlenen II. ve IV. domainleri kodlayan dizilerdeki
cerceve kaymasit mutasyonlarinin,ERBB2’nin inaktif durumdaki kararli pozisyonu ile aktif
durumdaki pozisyonu arasindaki dengenin bozulmasina yol agabilecegi dngdoriilebilmektedir.
Biyoinformatik olarak tahminde bulunuldugunda ise her iki bdlgede mutasyon tasiyan
olgularda ve sadece II. domainde mutasyon tasiyan olgularda, proteinin kendi tizerine
katlanmasinin artarak aktivasyonun azalacagi ongoriilmiis olmakla birlikte; protein-protein
baglanma afinitesinin reseptdr homodimerizasyonunda ve EGFRi¢in olmamakla birlikte
ERBB3 ile heterodimerizasyonunda artisa neden olabilecegi goriilmektedir. Otuz olgunun
23’linde belirlenen bu durumun onkojenite ile iliskisi olabilecegi ilk etapta diisiiniilse bile
cerceve kaymasit sonucunda katalitik bir kinaz aktivitesine sahip olmayan ERBB2’nin,
halihazirda katalitik alt birime sahip olmayan ERBB3 ile bu sekilde gii¢lii bir heterodimer

olusturmasinin dogrudan kanserde siirticii rol oynamayacagini 6nermekteyiz.

Transmembran domainde (ekzon 16 — 17), olasi patojenik L663M (8/30) yanlis anlamli
mutasyonu olgularda ortak olarak belirlenmistir(Grafik 41). Bu bolge, katalitik ya da diger
reseptorlerle etkilesim aktivitesine sahip olmamakla birlikte mutasyonlarin dimer olusturma
bolgesi ve katalitik bolge tlizerindeki aktive edici mutasyonlarin etkisini gii¢lendirebilecegi

Onerilmistir (Pahuja vd., 2018).

Katalitik akviteye sahip bolge dogrudan aktive edici mutasyonlarla ve proteinin asir1 aktivitesi
ile iliskilendirildiginden “hotspot” bdlge olarak tanimlanmaktadir(Wen vd., 2015). Katalitik
bolgenin ilk boéliimiindeki ATP baglanma bdlgesinde (ekzon 18 — 21), ekzon 18 {izerinde
ATP’nin baglanmasin1 diizenleyen N-lup bolgesini kodlayan dizide olasi patojenik F731L
(5/30) yanhis anlamli mutasyonu meydana gelmistir. Bu degisim niikleotit baglanma
bolgesinin aminoasit dizilimini GSGAFG diziliminden GSGALG dizilimine doniistiirmistiir.
Mutant dizilimde ATP ile etkilesime giren bolgedeki degisimin, proteinin ATP ile
baglanmadzelligini degistirebilecegi ve onkojenik siiregte rol oynayabilecegi tahmin
edilmektedir(Grafik 43). Ancak ¢ok sayida olguda ortak olarak belirlenmediginden kanserin

stirlicii mekanizmalar1 arasinda yer aldigin1 diisiinmemekteyiz.



C-heliksi kodlayan dizide olas1 patojenik V750E (12/30) ve P761S (8/30) yanlis anlamli
mutasyonlar1 belirlenmistir. Bu bolgenin baska bir molekiille dogrudan etkilesime girmedigi
diistintildiiglinden, olgularda belirlenen bu yeni varyantlarin patojenite ile iligkisi olabilecegi
ongoriilmemektedir. Bununla birlikte C-heliksin 6n bolgesinde yer alan rezidiileri iceren
E744Gfs*3 (6/30) gerceve kaymasi, mekanik olarak kontrol edilen C-heliksin regiilasyonu
acisindan onemli bir etkiye yol agabilecektir (Telesco ve Radhakrishnan, 2009). C-heliks ve
katalitik C-lup bolgeleri arasinda (ekzon 20), olas1 patojenik L786X (8/30), K831Q (12/30),
I829R (9/30) yanlis anlamli ve L786Sfs*88 (6/30) c¢ergeve kaymasi mutasyonlari
belirlenmigstir. Yanlis anlamli mutasyonlarin rezidiiler arasindaki etkilesimi degistirme
olasilig1 olmakla birlikte bu bolgedeki gerceve kaymasmin C-heliksin pozisyon degisimini
(“helix-in” ve“helix-out”) dogrudan etkiyecegi bilinmektedir. Bu nedenle islevi tam olarak
bilinmemekle birlikte bu bolgede belirledigimiz yeni mutasyonlar énemlidir. C-lup bolgesini
kodlayan dizide, olas1 patojenik R849W (8/30) yanlis anlamli mutasyonu belirlenmistir. Wen
ve arkadaslar1 tarafindan bu dizinin ATP’den fosforil transferini katalizlemede gorev aldigi
ileri stirtilmiistir(Wen vd., 2015). Bu dizide degisiklige neden olma potansiyeli tasiyan bu

mutasyonun patojenik potansiyel tagidigini 6ngoérmekteyiz.

Kinaz aktivitesi i¢in temel konfigilirasyonel degisiklikleri saglayan A-lup bolgesinde (ekzon
21); olas1 patojenik T875P (20/30), E876A (13/30) yanlis anlamli;patojenik Y877S (2/30),
Y877Sfs*34 (5/30), H878Qfs*33 (5/30) ¢erceve kaymasi mutasyonlar: belirlenmistir. Bu
bolge (863 — 884. rezidiiler), substratin C-lupa erisilebilirligini diizenleyerek kinazin
aktivasyonunu kontrol ettiginden (Telesco ve Radhakrishnan, 2009), bu bolgenin
merkezindeki dort rezidiide (875 — 878) meydana gelen mutasyonlar kritik 6nem tastyabilecek
olup kanserlerdeki rolii arastirllmalidir. Takip eden bolgede olasi patojenik V912G (6/30),
K921T (6/30), E936G (11/30), K957R (7/30), VI98TE (5/30) yanlis anlamli ve patojenik
R981Gfs*79 (7/30), M955Hfs*8 (12/30), V956Gfs*7 (7/30) gergeve kaymasi mutasyonlari
belirlenmigtir.  Tiim katalitik bolgeyt kodlayan dizilerde belirlenen varyasyonlar
degerlendirildiginde olgularin neredeyse tamaminda (29/30) kinaz bolgesini aktive edici en az
bir adet mutasyon oldugu tahmin edilmistir. Buradan yola ¢ikarak ERBB2 geninin kinaz

bdlgesinin aktivasyonunun bu hastalik i¢in siiriicii rol oynayabilecegini 6nermekteyiz.

ERBBZ2geninde otoregiilasyon hedefi olan tirozin rezidiilerini (ekzon 25 — 27) igeren sadece
iki mutasyon [Y1196S (1/30), Y1248Sfs*28 (1/30)] belirlenmistir. Dogrudan tirozinleri
icermemekle birlikte patojenik T1103Hfs*29 (13/30), Q1206Sfs*96 (14/30), R1072Qfs*16



(9/30) ve L1249P{s*28 (7/30) ¢ergeve kaymasi mutasyonlarinin da tirozin reziidiisii paternini

degistirerek patojenik sinyal iletimi olugturma ihtimali bulunmaktadir.

ERBB2 geninin 3'UTR’sini kodlayan dizide 26 olguda toplam 102 adet (31 adet essiz)
varyasyon belirlenmistir. Bu varyasyonlarin, miRNA’larin baglandigi valide diziler ile
karsilastirilmas1 sonucunda olgularin 23 tanesinde en az bir miRNA’nin baglanma dizisinin
ortadan kalkacagi belirlenmistir. Bunlar arasinda 6zellikle miR-125a, miR-125b, miR-205-5p
ve mMiR-3622b-5p miRNA’lar1 ERBB2 geninin negatif regiilatorii oldugu valide edilmis
miRNA’lardir ve hem kanser gelisimi hem de tedavi direnci ile iliskilendirilmistir(De Cola
vd., 2015; M. Lu vd., 2017; Scott vd., 2007). Olgularin yaklasik ii¢te birlik bolimiinde
belirlenen bu varyasyonlarin, miRNA’lar araciligiyla gerceklesen post-transkripsiyonel
regiilasyonu degistirerek, ERBB2 iliskili sinyal aktivasyonunda rol oynayacagini
ongdrmekteyiz. Bu acidan paranazal skuamoz hiicreli karsinomunda daha once iizerinde
durulmayan ERBB2 geninin hem artmig kinaz aktivitesi ile genetik; hem de bozulmus miRNA
regiilasyonu ile epigenetik mekanizmalarla bu hastaligin temel siiriicii genlerinin arasinda ilk

siralarda yer aldigini 6nermekteyiz.

Klinik anlami bilinen patojenik mutasyon tasiyan olgularda medyan sag kalim tasimayanlara
gore 30 ay daha kisa olmasi nedeniyle bu mutasyonlarin prognostik dnemi olabilecegini
ongormekteyiz. Bununla birlikte sadece bir olguda yeni tanimlanan mutasyon
bulunmadigindan sag kalim analizin sonucunda elde edilen diisiik medyan sag kalimin gercegi

yansitmadigini diigiinmekteyiz.

ERBB3

Paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgu grubunda mutasyon profili belirlenen epidermal
biiyiime faktorii alt ailesi iiyelerinden tiglincii ve sonuncusu olanERBB3’iinifade seviyesi ve
bazi mutasyonlar1 bas ve boyun kanserlerini de igeren farkli maligniteler ile iligskilendirilmis
(Alvarado vd., 2017; Kiavue vd., 2020)olmakla birlikte giiniimiize kadarparanazal kanserlerde
bu genin ya da proteinin ifade diizeyini veya mutasyon durumunu arastiranherhangi bir

calismaya rastlanmamustir.

ERBB3 geninde 30 olguda toplam 1.193 adet varyasyon belirlenmistir. Tiim varyantlarin iki

(%0,17) tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis olan 1.191



(%99,83) adet yeni varyant belirlenmistir. Klinik anlami bilinen varyantlar ekzon 7’de

bulunmaktadir, patojenite ile iliskilendirilmemistir.

KIT

Paranazal sinilis skuamoz hiicreli karsinom olgu grubunda mutasyonlar1 arastirilan reseptor
tirozin kinaz ailesine iiye diger genler, platelet kokenli biiyiime faktorii reseptorlerinden

KIT ve PDGFRA’dir.

KIT geninin paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgularda ekspresyon diizeyi ile iliskili
herhangi bir veri bulunmamakla birlikte ¢alismamizda alt1 olguda bu genin amplifikasyonu
belirlenmistir. Amplifikasyon bu genin onkojenik mekanizmalarindan birisini olusturmaktadir
ve genin asirt  aktivasyonuna neden oldugundan farkli kanser tipleri ile
iliskilendirilmistir(Foster, Zaidi, Young, Mobley, ve Kerr, 2018; Pham vd., 2020; B. Yang,
Yan, Liu, Jiang, ve Hou, 2017). Ancak literatiirde rastlanan tek ¢alismada besadet inverted
papillom kokenli sinonazal skulamoz hiicreli karsinomlu olgunun sadece birtanesinde
KlTmutasyonu belirlenmis, bu olgunun karsinoma doniismemis papillom dokusunda da ayni
genin mutasyonu tanimlanmigtir(Yasukawa vd., 2018). Bu mutasyonun hem papillom hem de

karsinom dokusunda bulunmas1 benign bir 6zellige isaret etmektedir.

Caligmamizda KIT geninde 30 olguda toplam 2.247 adet (809 adet essiz) varyasyon
belirlenmistir. Bunlarin 245 (%10,9) tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, daha 6nce
tanimlanmamig olan 2.002 (%89,1) adet yeni varyant belirlenmistir. Klinik anlami bilinen
varyantlardan 201 tanesi ekzon, 36 tanesi intron, iki tanesi ise kirpilma bdlgesinde

bulunmaktadir.

Olgularda sinyal peptidini kodlayan ekzon 1°de herhangi bir varyasyon belirlenmemistir.
Ligand-reseptor etkilesimini saglayan Ig-benzeri domainleri kodlayan dizilerden ekzon 2’de
20 olguda daha Once tanimlanmamis olan patojenik ¢erceve kaymasi mutasyonlar
belirlenmistir. Bunlardan R55Gfs*49 (3/30), W66Mfs*4 (10/30), L71Hfs*3 (4/30),
Q79Rfs*25 (2/30) ¢erceve kaymasi belirlenmistir. Bu bolge KIT’in ligandi olan KITLG ile
etkilesiminde gorevli oldugundan(Yuzawa vd., 2007), meydana gelen cerceve kaymasi
mutasyonlarinin ligand-reseptor etkilesimini bozarak hatali aktivasyon olugmasina neden
olabilecegi ongoriilmektedir. Bu ongoriiyii degerlendirebilmek amaciyla, bolgede belirlenen

varyasyonlarin, proteinin KITLG ile etkilesimi tahmin edildiginde; ligand-reseptor baglanma



afinitesinde azalisa yol agabilecegi belirlendiginden bu durumun aktivasyonda artisa neden
olmayacagini diisiinmekteyiz. Aktivasyona bagli olarak sinyal iletiminin gerceklesmesi i¢in
reseptor-ligand etkilesiminin ardindan reseptor-reseptér homodimeri olusturma bolgesindeki
aminoasitlerin hidrofilik etkilesimleri gergeklesmektedir (Yuzawa vd., 2007). Bu bolgeyi
kodlayan dizilerde T411R (22/30) ve V474A (7/30) yanhis anlaml, P413Qfs*4 (23/30)
cerceve kaymasi mutasyonlar1 belirlenmistir. Olgularda belirlenen bu mutasyonlarin hastaligin
gelisimi i¢in kritik bir aktivasyona neden olabilecegi ongoriilerek degerlendirildigindebu
varyasyonlarin, yabanil tipteki KIT reseptorii ile etkilesimde belirgin bir degisime neden
olmayacagi belirlenmistir. Sonu¢ olarak KIT geninin ekstraseliiler alan1 kodlayan
dizilerdekimutasyonlarin  hastaligin  siirlicii mutasyonlar1 arasinda yer almayacagini

Onermekteyiz.

KIT’in kanserler ile iligkili oldugu birincil mekanizma, kinaz aktivitesinin artmasina neden
olan fonksiyon kazanim mutasyonlaridir(J. Liang vd., 2013). Bu baglamda olgularda tirozin
kinaz domainini kodlayan bolgede belirlenen varyasyonlarin fonksiyon kazanimi araciligiyla
hastalik patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilerek gergeklestirilen tahminlerde, olgularin
bliylik boliimiindeki (25/30) varyasyonlarin kinaz bolgesini aktive etme potansiyeli bulundugu
belirlenmistir. Bu nedenle bu bdlgedeki varyasyonlarin hastalifin siiriici mutasyonlari
arasinda yer alabilecegini 6nermekteyiz.Ek olarak, sag kalim analizinin mutasyon tasimayan
olgularin medyan sag kaliminda 16 aylik bir artig1 isaret etmesi nedeniyle, bu genin énemli

molekiiler bir hedef olabilecegini 6nermekteyiz.

PDGFRA

PDGFRAgenininsinonazal skuaméz hiicreli karsinomlu olgulardaki mutasyon durumunu
aragtiran tek g¢alismada, alti inverted papillom kokenli ve besde novo sinonazal skuamoz
hiicreli karsinomlu olgunun yaklasik 1/3’liilk boliimiinde (4/11) bu genin mutasyonu

belirlenmistir('Yasukawa vd., 2018).

Otuz olguda toplam 2.111 adet (1.240 essiz) varyant belirlenmistir. Bu varyantlar klinik
anlami bilinen 105 adet essiz varyantive daha once tanimlanmamis olan 1.135 adet essiz
varyant1 icermektedir. Bu varyantlardan 425 tanesi ekzon bolgelerinde bulunmaktadir. Ekzon
bolgelerinde belirlenen varyantlari, genin kodladig1 proteinin fonksiyonel birimleri agisindan
degerlendirdigimizde,ckstraseliiler alanda yer alan, hem reseptor-ligand hem de

dimerizasyonda gorevli Ig-benzeri domaini kodlayan dizide (23. — 526. aa; ekzon 3 — 10) 26



olguda 38 essiz patojenik/ olas1 patojenik varyant belirlenmistir (P. H. Chen, Chen, ve He,
2013). Bu varyantlarin tiimii ilk defa tanimlandigindan, belirlenen varyantlarin, genin
kodladigi proteinin ligand ve reseptorler ile etkilesimleri {izerindeki potansiyel etkisi
biyoinformatik araclarla tahmin edilerek degerlendirildiginde,analizedilen parametrelerin
cogunda baglanma 0Ozelliginin kesin olmasa da arttifi gosterilmistir. Ligand-reseptor
baglanmasi ve reseptor-reseptor etkilesimi hiicre disindan igine onkojenik sinyal iletiminin ilk
basamagini olusturdugundan normal olmayan sinyal iletimini baslatan bu tip etkilesimleri
kanserler ile iliskilendirilmistir(McDermott vd., 2009). Ozellike 21 olguda belirlenen
K312Rfs*5 cergeve kaymasi mutasyonu hem dimerizasyonu hem de her iki ligandla
baglanmay1 arttirma potansiyeli ile normal olmayan sinyalizasyonaracilifiyla kanser

gelisiminde rolii olabilecegini onermekteyiz.

Olgularda diger bir mutasyon yigiliminin, genin kodladig1 proteinin tirozin Kinaz aktivitesini
saglayan katatlitik domaininde (593. — 945. aa) meydana geldigi goriilmektedir(Grafik 65).
Olgularin tiimiinde bu bdlgede en az bir patojenik ya da olasi patojenik varyant
belirlenmistir.Bu varyantlardan daha Once farkli kanserler ile iligkilendirilmis patojenik
R841K (3/30) ve D842V (4/30) varyantlart bulunmaktadir (Heinrich vd., 2003). Az sayida
olguda belirlenenbu mutasyonlarin aktive edici oldugu tahmin edilmistir. Kinaz bdlgesinde
aktive edici mutasyon tagimayan olgularin medyan sag kalimi tasiyanlara gore 59 ay artmis
olmasi, bu bolgenin tedavi hedefi olarak 6nemli olabilecegini ve kotli prognostik bir belirteg
olabilecegini gostermektedir. Yeni tanimlananD591Efs*3 mutasyonu tasiyan 12 olgudaki
cerceve kaymast mutasyonu, ATP baglanma bolgesinin tamamen ortadan kalkmasina neden
olacaktir. Bu durum ATP ile yarisan inhibitorleri etkisizlestirmesi agisindan kotii prognozla
iligskilendirilebilecektir (Hantschel, Grebien, ve Superti-Furga, 2012). Bununla birlikte genel
olarak bakildiginda cerceve kaymasina bagli olarakproteinin kisalmasina bagli olarak
fonksiyon kaybi s6z konusudur. Bu durum belirlenen varyasyonlarin hastaligin siiriicii
mutasyonlar1 arasinda degil, yolcu mutasyonlar arasinda bulundugunu diisiinmemize sebep

olmustur.

MET

Bir diger reseptor tirozin kinaz olan METgeninin sinonazal skuamdoz hiicreli karsinomlu
olgularda arastirilmasini igeren tek ¢alismada, 19 olgudan dort tanesinde MET ekspresyonu

immiinohistokimya yontemi ile gosterilmis, bu ekspresyon lenf nodu tutulumu ile



iliskilendirilmig(Choe vd., 2012), mutasyon durumunu igeren herhangi bir c¢alismaya

rastlanmamustir.

Otuz olguda MET geninde toplam 113 adet (64 adet essiz) varyant belirlenmistir (Grafik 3 ve
4). Ekzon bolgelerinde belirlenen 27 essiz varyanttan 27 tanesinin klinik anlami
bilinmemektedir. Calismamizda az sayida olguda patojenik ya da olas1 patojenik varyasyon
belirlenmesi nedeniyle, bu genin hastaligin siiriiciileri arasinda yer almayabilecegini ancak bu
bolgede mutasyon tasiyan olgularin kinaz bolgesinin hedeflenmesiyle kisiye yonelik tedavi

secenegi olusturabilecegini dnermekteyiz.
ALK

ALKreseptor tirozin kinazinin paranazal (ya da sinonazal) skuamoz hiicreli karsinom ile

iligkilendirildigi herhangi bir ekspresyon ya da mutasyon c¢alismasi bulunmamaktadir.

ALK geninde 30 olguda toplam 2.008 adet varyasyon belirlenmistir. Bunlarin 403 (%20,1)
tanesinin klinik anlam1 bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis olan 1.605 (%79,9) adet
yeni varyant belirlenmistir. Bu varyantlar ekzon 5, 8, 15, 18 — 25 ve 29 bolgelerinde dagilim
gostermektedir. Calisma kapsaminda bulunan olgularda belirlenen ALK varyasyonlar1 arasinda
daha once patolojik olarak tanimlanmis tek varyasyon 1151. kodondaki treoninin metionine
doniistiigli (p.T1151M) nokta mutasyonudur. Bu varyasyon sadece bir hastada bulunmaktadir.
Kinaz bodlgesinin asir1 aktivasyonuna neden olan bu doniisiim ndroblastom gelisimi ile
iligkilendirilmistir(George vd., 2008). Ayrica bu mutasyonun akciger kanserinde ilag
(crizotinib) direncine neden oldugu bildirilmistir(V. W. Zhu vd., 2018). Bununla birlikte yine
ayn1 olguda belirlenen olast patojenik L1240V ve farkli olgularda belirlenen olas1 patojenik
D1249N ve 11461V nokta mutasyonlar1 akciger kanseri ve hepatoseliiler kanser gelisiminde
aday olarak belirlenmistir(Betge vd., 2015; Mansour, Ouhajjou, Bajic, ve Incitti, 2020). Bu
genin kot prognozla iliskili olabilecegi ve ALK’nin kinaz bdlgesinin tedavi hedefi
olabilecegini Onermekteyiz. Bu dort varyant disinda kalan tiim varyantlar klinik olarak

patojenik ozelligi belirgin olmayan, benign ya da olas1 benign olarak tanimlanmustir.

RET

Bir diger reseptor tirozin kinaz olan RETgeninde toplam 1.387 (474 essiz) adet varyant
belirlenmistir. Bunlarin 172 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, 1.215 tane yeni

varyant tanimlanmigtir. Tiim olgularda en az bir adet patojenik ya da olas1 patojenik 6zellikte



RET varyasyonu belirlenmistir. Bu geni paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgularda
arastirildig1 herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ayrica COSMICv92 veri tabaninda da bu
kanser grubunda RET geni ile iliskilendirilmis herhangi bir varyasyon bulunmamaktadir. Bu

nedenle RET iligkili olarak belirlenen tiim varyasyonlar bu hastalik i¢in 6zgiin bulgulardir.

GNAL11 ve GNAQ

Hiicre disindan igine sinyal transdiiksiyonunda gdrev alan bir protein grubunu kodlayan

GNA1lve GNAQ genlerinin mutasyon profili incelenmistir.

GNA11 mutasyonlarini bu kanserde arastiran herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. De novo
ve inverted papillom kokenli skuamoz hiicreli karsinomlu olgulart igeren bir ¢aligmada tiim
olgularin yaklasik %27’sinde (3/11) GNAQ geninin mutasyonlarina rastlanmigtir ancak
degerlendirildiginde bu mutasyonlarin intron 5 iizerinde bulundugu belirlenmistir[Hg19,

80343587 G>X; VarSome veritabani; (Yasukawa vd., 2018)].

GNA11 geninde 30 olguda toplam 131 adet varyasyon belirlenmistir. Yirmi yedi olguda en az
bir tane GNA11l mutasyonu, 23 tanesinde ise en az bir adet patojenik ya da olasi patojenik
GNA11l mutasyonu bulunmaktadir. Tiim varyasyonlarn 15 (%11,45) tanesinin klinik anlami1
bilinmekle birlikte, daha oOnce tanimlanmamis olan 116 (%88,55) adet yeni varyant
belirlenmistir. Ekzon bdlgelerinde belirlenen tiim varyantlar ekzon 5°te bulunmaktadir

bunlardan 59 tanesi patojenik ya da olas1 patojenik 6zelliktedir.

GNAQ geninde ise 30 olguda toplam 108 adet varyasyon belirlenmistir. Tiim olgularda en az
bir tane GNAQ mutasyonu, 26 tanesinde ise en az bir adet patojenik ya da olasi patojenik
GNAQ mutasyonu bulunmaktadir. Tiim varyasyonlarin 10 (%9,26) tanesinin klinik anlami
bilinmekle birlikte, daha Once tanimlanmamis olan 98 (%90,74) adet yeni varyant
belirlenmistir. Ekzon bolgesinde belirlenen varyantlarin timii GNA11 ile ayn1 sekilde ekzon
5’te belirlenmistir. Ekzon bolgesinde bulunan 73 varyanttan 59 tanesi patojenik ya da olasi

patojenik ozelliktedir.

Iki genin patojenik ya da olasi patojenik tiim varyasyonlari, GTPaz aktivitesine sahip olan ve
mutasyonlari, proteinin siirekli olarak aktif kalmasina ve hiicre igine onkojenik sinyal
iletilmesine neden olan bolgede(Kamato vd., 2017)belirlenmistir. Bu genlerin kodladigi
proteinlerin 216. aminoasitten itibaren sonlandirilmasina neden olacak p.W216* mutasyonu

alt1 olguda belirlenmistir.Benzer sekilde toplam 15 olguda proteinin GTPaz aktivitesini



engelleyecek sekilde farkli anlamsiz ve gerceve kaymasi mutasyonlar1 belirlenmistir. Bununla
birlikte bu mutasyonlar ortaklik gostermemektedir. En yiiksek ortaklik profili gosterenler ise
GNAQ geninde belirlenen ¢.681G>A M2271 (10/30),c.719T>A V240E (14/30), c.723G>C
E241D (11/30); GNA11 geninde belirlenen ¢.653A>T H218L (7/30), ¢.700G>A E234K (8/30)
ve ¢.723G>C E241D (7/30) yanlis anlamli mutasyonlaridir. Bu mutasyonlar daha &nce
tanimlanmamig olmakla birlikte, ayn1 domainde yer alan yanlis anlamli mutasyonlarin GTPaz
aktivitesini bozarak onkojenik siirecte yer aldigr bilindiginden(Maziarz vd., 2018),
olgularimizin neredeyse tamaminda goriilen bu mekanizmanin hastalifin  siiriicii
mekanizmalart arasinda olmasa da onkojenik siirece katki sunan bir mekanizma

olusturabilecegini 6nermekteyiz.

KRAS ve NRAS

Sinyal transdiiksiiyonunda reseptdr tirozin kinazlarinin asagi-akisinda yer alan RAS
genlerinden KRAS ve NRAS’m mutasyon profili olgularimizda birlikte degerlendirilmistir.
Bu kanserde daha once yapilan ¢alismalar incelendiginde; bir ¢alismada onkositik papillom
kokenli sinonazal skuamoéz hiicreli karsinomlu bes olgunun birindeKRAS amplifikasyonu
belirlenmistir(Brown vd., 2020). Fakat mutasyon durumu agisindan bakildiginda bu olgu
grubunu igeren farkli calismalarda birbiriyle ¢elisen sonuglar oldugu goriilmektedir. Brown ve
arkadaslari, onkositik papillom koékenli sinonazal skuméz hiicreli karsinomlu bes olgunun
timiinde KRAS mutasyonu belirlerken, inverted papillom kokenli 24 olgunun higbirinde
KRAS mutasyonu belirlememislerdir(Brown vd., 2020). Benzer baska bir c¢aligmada yine
onkositik papillom kokenli tek hastada KRAS mutasyonu belirlenmis, inverted papillom
kokenli dokuz olgunun higbirinde mutasyon belirlenememistir(Maisch vd., 2020). Inverted ve
de novo karsinomlu toplam 146 olguyu iceren calismada da KRAS mutasyonu
bulunmamistir(Hongo vd., 2021). Udager ve arkadaslari, onkositik papillom kokenli ve de
novo olgularda KRAS mutasyonutespit ederken, inverted papillom kokenli olgularda ise
etmemislerdir(Aaron M. Udager vd., 2016). De novo olgularin tiimiinde inverted papillom
kokenli olgularin  yarisinda KRAS mutasyonu belirleyen zit bir c¢alisma da
bulunmaktadir(Yasukawa vd., 2018). NRAS mutasyonlari ise tek bir ¢alismada arastirilmis ve
de novo ve inverted papillom kokenli olgularin yaklasik yarisinda belirlenmistir(Yasukawa
vd.,, 2018). Bu bilgiler 1518iIndaKRAS mutasyonlarinin onkositik papillomun malign
transformasyonunda primer rol oynarken, de novo olusumda ve papillom kokenli olgularin

transformasyonunda ise dogrudan bir rol oynayamayabilecegi Onerilebilecektir.Ancak,



caligmalarda degerlendirilen gen bolgeleri ve kullanilan yontem degiskenliklerinin de sonuglar
arasinda dogan farklardan sorumlu tutulabilecektir. COSMIC v92 veri tabaninda sinonazal/
paranazal skuaméz hiicreli karsinomlu olgulara bakildiginda, toplam 189 olgunun KRAS
geninin mutasyonlar1 agisindan degerlendirildigi (bu olgu grubunda en yiiksek degerlendirme
sayisina sahip gen), dort 6rnekte pozitiflik bulundugu belirlenmistir. NRAS geni ise dokuz
olguda test edilmis, iki 6rnekte pozitiflik belirlenmistir (COSMIC, sinonazal skuamoz hiicreli

karsinom).

Calisma kapsaminda degerlendirilen olgularda KRAS’1 kodlayan dizilerde toplam 1.588 adet
(520 adet essiz) varyant belirlenmistir. Bunlarin 19 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte,
501 tane essiz yeni varyant tanimlanmistir. Yirmisekiz olguda en az bir adet patojenik ya da
olas1 patojenik ozellikte KRAS varyasyonu belirlenmistir. NRAS’1 kodlayan dizilerde ise daha
az varyant tanimlanmistir. Toplam 645 adet (270 adet essiz) varyant belirlenmistir. Bunlarin
10 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, 260 tane essiz yeni varyant tanimlanmigtir. On
sekiz olguda en az bir adet patojenik ya da olasi patojenik &zellikte NRAS varyasyonu
belirlenmistir. KRAS’1n ekzon bdlgelerinde toplam 406 adet (111 essiz) varyant, NRAS 1n
ekzon bolgelerinde ise 57 adet (37 essiz) varyant belirlenmistir. Varyasyonlarin genlerin
kodladigr proteinin GTP ile baglanmasini etkileyebilcegi Ongoriisiinden yola ¢ikilarak
varyasyonlarin olas1 etkisi biyoinformatik araclarla tahmin edildiginde, bu bolgedeki bazi
varyasyonlarin GTP baglanma dizilerini degistirdigi belirlenmistir. Yirmibir olguda ortak
varyant araciligiyla bu etkinin tahmin edilmesi, literatiiriin aksine, RAS ailesinin ozellikle

KRAS’1n bu hastalikta da 6nemli rolii olabilecegini vurgulamaktadir.

RAS’a ait fonksiyon kazanimlarinin ana etki mekanizmalarindan biri efektorler ile etkilesimin
degismesi araciligiyla gerceklesmektedir. Ozellikle 36., 37. ve 64. pozisyonlardaki I, E ve T
aminoasitlerinin bu etkilesimde rolii oldugu gosterilmistir (Nakhaeizadeh, Amin, Nakhaei-
Rad, Dvorsky, ve Ahmadian, 2016). Bu nedenle varyasyonlarin genlerin kodladig1 proteinin
efektor proteinler ile baglanmasini da etkileyebilece§i dngdriilmiis, ancak ¢ok sayida efektor
protein bulundugundan sadece caligsma kapsaminda arastirilan ve Ras baglayan domaini igeren
PIK3CA geni ile Kkarsilastirilmistir. PIK3CA ile karsilastirildiginda KRAS ve NRAS
mutasyonlarinin efektdr bolgede yogunlagsmadigi ve bu bolgedeki varyasyonlarn yabanil
tipteki PIK3CA ile etkilesimi degistirmeyecegi goriilmiistir. Bununla birlikte hem
PIK3CA’nin Ras baglanma domaininde hem de RAS’larin efektor bolgelerinde ortak

mutasyonlar meydana geldiginde bu etkilesimin azaldigi goriilmektedir.RAS proteinlerinin



diizenleyicisi olan GEF’ler ile baglanmasinda gorevli dizileri kodlayan bolgede belirlenen
varyasyonlara bakildiginda NRAS i¢in bu bolgede patojenik ya da olasi patojenik varyant
tanimlanmamistir. KRAS i¢in belirlenen varyantlar ise az sayida olguda belirlenmis (9/30) ve
olgular arasinda ortak bir varyasyon profili belirlenmemistir. Literatiirde daha 6nce iizerinde
durulmayan NRAS mutasyonlarinin da bu kanser igin Onemli bir hedef olabilecegini

onermekteyiz.

BRAF

Ras proteinlerinin efektorlerindenRaf serin/treonin kinazlar1 ailesi {iyelerini kodlayan
BRAFve RAF1 genlerinin varyasyonlar1 ¢alisma kapsaminda degerlendirilen genler arasinda

bulunmaktadir.

BRAF geninin paranazal skuaméz hiicreli karsinomu da igeren bas ve boyun kanserleri ile
iligkilendirildigi ¢alismalar tarandiginda, TCGA ve TCPA’da bulunan 8.1670lguya ait verileri
iceren veri madenciligi c¢alismasi sonucunda BRAF geni mutasyonlarinin prognostik
belirtegler olarak rol oynayabilecegi onerilmistir(Z. H. Wu vd., 2020). Bununla birlikte 57
olguyu igeren farkli bir ¢alismada Sanger sekans uygulamasi sonucunda olgularda BRAF
mutasyonu tespit edilememistir(Lopez, Garcia Inclan, vd., 2012). Ancak bu ¢aligma dogrudan
V600E’yi hedefleyen bir tasarima sahiptir ve bununla uyumlu sekilde ¢alisma kapsamindaki

olgularin hi¢birinde V600OE mutasyonu belirlenmemistir.

BRAF geninde 30 olguda toplam 715 adet varyasyon belirlenmistir. Bunlarin 54 tanesinin
klinik anlami bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis olan 661 adet yeni varyant
belirlenmistir. Calisma kapsaminda bulunan olgularda belirlenen BRAF varyasyonlari arasinda
daha 6nce patolojik olarak tanimlanmis tek varyasyon 581. kodondaki asparjinin serine
doniistiigli N581S nokta mutasyonudur. Bu varyasyon sadece bir hastada bulunmaktadir.
Kinaz bolgesinin asir1 aktivasyonuna neden olan bu doniisiim meme kanseri ve sarkom,
melanom gelisimi (Davies vd., 2002) ve akciger kanserinde ilag (gefitinib) direnci ile
iliskilendirilmistir(Y. Liu vd., 2020). Bu durumun hem kinaz aktivitesinin a¢is1 hem de ilag
direnci agisindan kotli prognozla iliskilendilebilecegini Onermekteyiz. Bilinen diger tim
varyantlar klinik olarak patojenik 6zelligi belirgin olmayan, benign ya da olasi benign olarak

tanimlanmaistir.



RAF1

RASefektorlerinden digeri RAF1 geni daha Once paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu
olgularda degerlendirilmemistir. Olgularimizda RAF1’i kodlayan dizilerde toplam 279 (125
essiz) adet varyant belirlenmistir. Bunlarin 11 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, 114
tane yeni varyant tanimlanmistir. Yirmidort olguda en az bir adet patojenik ya da olasi
patojenik Ozellikte RAF1 varyasyonu belirlenmistir. Genin kodlayan ve kodlamayan
bolgelerine detayli bakildiginda, intron bolgelerinde toplam 121 tane (45 essiz) varyasyon
belirlenmis, bunlardan 42 tane essiz varyant ilk defa tanimlanmistir. Belirlenen patojenik ya
da olast patojenik 6zellige sahip tiim varyantlar literatiirde daha once tanimlanmamis olan
yeni varyantlardir. Ekzon bolgelerinde toplam 153 adet (75 essiz) varyant belirlenmis bunlar
arasindan 67 tane essiz varyant ilk kez tanimlanmistir. Ekzon bolgesinde sadece ekzon 7 ve
17°de varyant belirlenmistir. Bu bolgeler genin kanserde en ¢ok mutasyona ugrayan
bolgeleridirff COSMIC, RAFI1;(Tate vd., 2019)]. Ekzon 7,RAF1 proteinin negatif regiilator
boliimiinii kodlamaktadir. Bu bolge hem fosforilasyon yoluyla diizenlenmekte hem de negatif
regiilator 14-3-3 proteini ile etkilesim kurmaktadir (Razzaque vd., 2007). Bu bolgede
belirlenen patojenik varyantlarin proteinin negatif regiilator 14-3-3 ile etkilesimin azalmasina
yol acarak onkojenik doniisiimde rol oynama potansiyeli ongoriisiinden yolagikildiginda,
varyasyonlarin baglanma affinitesini artiracagi tahmini elde edilmistir. Bu durum olgularda
meydana gelen bu varyasyonlarin hastalifa neden olan temel degisimler arasinda
bulunmadiginin onerilmesine neden olmustur. Ayrica bu bolgede meydana gelen varyantlarin
aktif bolge icermeyen protein kodlanmasina neden olacagi da goriildiiglinden (yaklasik 300.
aminoasitten itibaren terminasyon), olgularda belirlenen ekzon 7 varyantlarinin hastaligin

stirlicii mutasyonlar1 arasinda yer almayacag diistiniilmektedir.

Ekzon 17, proteinin serin/treonin kinaz aktivitesini olusturan CR3 domaini kodlamaktadir
(Razzaque vd., 2007). Bununla birlikte bu bolge lizerinde belirlenen tiim varyasyonlar
proteinin kinaz aktivitesi gerceklestiren ATP baglanma bolgesi ve aktif bolge disinda
kaldigindan dogrudan onkojenik aktivite ile iligkili olduklar1 onerilmemektedir. Belirlenen
varyasyonlarin tiimii proteinin aktif bdlgesinin bitiminden sonra meydana geldigi ve
terminasyona neden olacag i¢in kritik 6nemli olarak goriilmemektedir. Bu bdlgede 9 olguda
belirlenen H626Q yanlis anlamli mutasyonunun aktive edici 6zellikte olup olmadiginin test
edilememesi bu c¢alisma agisindan bir eksiklik olarak sunulabilir. Bu bolgenin (625.

aminoasitten itibaren) protein yapisi PDB iizerinde tanimlanmis olmadigindan bolgedeki



varyasyonlarin kinaz aktivitesini arttirma potansiyeli test edilememistir. RAF1’de belirlenen
varyasyonlarin hastalik agisindan siiriicli rol oynamadigini, yolcu mutasyonlar olarak ortaya

ciktiginionermekteyiz.

PIK3CA

Hem Ras proteinlerinin efektorii olan hem de reseptor tirozin kinazlar tarafindan dogrudan
aktive edilebilen ve hiicre canliligini destekleyen kritik bir sinyalizasyon sistemi PI3K/AKT
sinyal yolagidir. Calisma calismasinda bu yolagin bilesenlerinden PIK3CAve AKT1

genlerinin mutasyon durumlari aragtirilmastir.

Literatiirde, bu kanser grubunda PIK3CA genin amplifikasyonunu (2/24) belirleyen giincel bir
calisma bulunmaktadir(Brown vd., 2020). Calismamizda ise herhangi bir olguda CNV
belirlenmemistir. Literatiirde inverted papillom kokenli ve de novoparanazal skuaméz hiicreli
karsinomlu olgular1 igeren li¢ ayri1 c¢alismada olgularin %4,2 ile %81,2 arasinda degisen
yiizdelerinin PIK3CA mutasyonu tasidigi belirlenmistir. Bu mutasyonlardan ise yalnizca
D350H ve E545K belirtilmistir(Brown vd., 2020; Chung vd., 2015; Yasukawa vd., 2018).
COSMIC v92 veri tabaninda paranazal skuamdz hiicreli karsinomlu olgular incelendiginde,
toplam 27 olgunun bu genin mutasyonlar1 acisindan degerlendirildigi, 2 ornekte pozitiflik
bulundugu belirlenmistir. Bu varyantlar p.E545K ve p.H1047R olarak belirlenmistir
[COSMIC, sinonazal skuamoz hiicreli karsinom, PIK3CA;(Tate vd., 2019)].

Olgularda PIK3CA’y1 kodlayan dizilerde toplam 2.912 adet (1.288 adet essiz) varyant
belirlenmistir. Bunlarin 66 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, 1222 tane essiz yeni
varyant tanimlanmigtir. Genin kodlayan ve kodlamayan bdlgelerine detayli bakildiginda,
intron bolgelerinde toplam 1880 tane (768 essiz) varyasyon belirlenmis, bunlardan 1845 tanesi
ilk defa tanimlanmistir. Ekzon bolgesinde toplam 974 adet (498 essiz) varyant belirlenmis
bunlardan 59 tanesi klinik olarak bilinmekle birlikte, 439 tane essiz varyant ilk kez
tanimlanmistir. Ekzon bdlgesindeki varyantlarin %22,3’{ ekzon 2’de belirlenmistir. Bu bdlge
hem igerdigi rezidii sayisi diger bolgelere gore yiiksek oldugundan (117 aminoasit) hem de
kritik gorevdeki, proteinin adaptdér baglayan domainini kodladigindan en ¢ok bu bdlgede
varyasyon tespit edilmis olmasi beklenen bir durumdur. Olgularin tamaminda bu bdlgede
varyasyon belirlenmistir. Varyant bazinda degerlendirildiginde ise olasi patojenik p.H676Q
yanlis anlamli mutasyonu 20 olguda belirlenmistir. Tiim olgularda en az bir adet patojenik ya

da olas1 patojenik 6zellikte PIK3CA varyasyonu belirlenmistir.



Belirlenen varyasyonlar fonksiyonlarina gore daha detayli degerlendirildiginde, ii¢ olguda N
terminalde, proteinin yaklasik en ge¢ 40. aminoasitte ifadesinin sonlanmasina neden olacak
cerceve kaymasi mutasyonlari belirlenmistir. Bunlar arasinda bulunan p.W11*mutasyonu
(COSM9413193) literatiirde astrositomlu olgularda belirlenmis ancak patojenite ile iligkisi
ortaya koyulmamistir(Diplas vd., 2018). Calismamizda da bu bodlgede benzer varyasyona
sahip ii¢ olgu belirlenmistir. Bu bolim proteinin herhangi bir fonksiyonel domainin
olusumundan 6nce ifadesinin sonlanmasina neden olacagindan hastaligin siiriicii mutasyonlari

arasinda yer alacagi diisiiniillmemektedir.

PIK3CA geninin kodladigi proteinin N terminalinde bulunan ilk fonksiyonel domain adaptor
baglayan/p85 baglayan domaindir (ekzon2, 32 — 107. aa). Bu bolge PIK3R1 geni tarafindan
kodlanan p85 proteini ile baglanarak heterodimer olusturmaktadir. Heterodimer olusumu ile
hiicre i¢indeki kritik onkojenik sinyallerin iletimi gerceklestirmek iizere, membran lipidi
fosfatidilinositol-4,5-bifosfatin ikinci mesajc1 PIP3’e doniisiimii katalizlenmektedir(Madsen,
Vanhaesebroeck, ve Semple, 2018; Miled vd., 2007).Bu bolgede belirlenen yanlis anlamli
mutasyonlarin iki proteinin etkilesiminde diizensizlige neden olarak onkojenezle iligkili
olacag: diisiiniilmektedir. Iki protein arasindaki baglanma afinitesi degerlendirildigindeise
sadece Q60L varyasyonunun bu 6ngoriimiizii destekler nitelikte, protein-protein etkilesiminin
artmasina neden olabilecegi goriilmektedir. Bununla birlikte bu bolgede olgularimizda daha
yogun olarak, proteinin terminasyonuna neden olan c¢erceve kaymasi ya da anlamsiz
mutasyonlar belirlenmistir. Bu varyasyonlarin aktivitesi olmayan islevsel proteinler
olusturacaglr oOngoriilmekle birlikte, belirlenen varyantlar literatiirde tanimlanmadigindan,

islevsel roliiniin ortaya konmasi igin ileri deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Adaptor baglayan domaini takip eden bolgede, RAS’lar ile baglanarak kanser icin kritik
sinyalizasyonu baglatan RAS baglayan domain yer almaktadir [Grafik 70; (Castellano ve
Downward, 2011)]. Bolgede belirledigimiz varyasyonlarin higbiri literatirde daha Once
tanimlanmamustir. Belirlenen varyantlar arasinda genellikle ortak bir motif bulunmamakla
birlikte 16 olguda anlamsiz p.C242* mutasyonu belirlenmistir. Bu varyasyon daha once
tanimlanmamis olmakla birlikte 245. aminoasitten itibaren translasyonu sonlandiran mutasyon
(COSM5347132), endometriyum karsinomunda patojenik olarak tanimlanmistir (McConechy
vd., 2012). Ayrica farkli motifler olsa da bu bolgede 21 olguda patojenik ya da olas1 patojenik
varyant bulunmasi, bu domaindeki mutasyonlarin kanser acisindan 6nemli olabilecegini

gostermektedir.



Bu domainin ardindan, membran fosfolipidleri ile etkilesim kuran C2 domaini bulunmaktadir.
Ayrica bu boliim proteinin ii¢ boyutlu yapisinda, RAS baglayan domain ve katalitik domain ile
de etkilesim halindedir(Walker, Perisic, Ried, Stephens, ve Williams, 1999). Bu nedenle bu
bolgedeki  mutasyonlarin  katalitik  aktiviteyi  gliclendirici  etkisi daha  Once
bildirilmistir(Croessmann vd., 2018). Olgularin biiyilk bdliimiinde (26/30)bu bolgede
literatiirde daha oOnce tanimlanmamis olan patojenik ya da olast patojenik varyant
belirlenmistir. Altt olguda belirlenen p.C472Afs*2 cer¢eve kaymasina ve dokuz olguda
tanimlanan anlamsiz p.L473* mutasyonlarina yakin pozisyona sonlanima neden
olanp.E469Kfs*5 (COSM9274166) mutasyonu, daha 6nce melanomlu olgularda tanimlanmis
fakat patojenite ile iligkilendirilmemistir(Casula vd., 2019). Bu bélgedeki mutasyonlarin
yiiksek oranda belirlenmeleri ve gerek lipid membran etkilesimi gerek proteinin diger aktif
bolgeleri ile etkilesimlerini etkilemeleri nedeniyle, kanserin genetik temelleri arasinda yer

alabilecegini diistinmemize neden olmustur.

Bu bolge, islevi net olarak bilinmeyen, ancak susbtrat(fosfatidilinositol-4,5-bifosfat) ile
etkilesimde gorevli oldugu diisiiniilen aksesuar PIK domaini (521 — 703. aa)tarafindan takip
edilmektedir (Flanagan vd., 1993).Olgularin yaklasik 2/3’lik bolimiinde belirlenen p.H676Q
(20/30) ve p.K678* (19/30) mutasyonlarinin onkojenik doniisiim ile iliskili olabilecegini
onermekteyiz. Bu bdlgeye en yakin pozisyonda tanimlanan iki varyantin ise (p.N677D;
COSM1617225 ve p.E674D; COSM7872549)farkli kanser tiplerinde patojenik olarak
degerlendirildigi goriillmektedir(Kanojia vd., 2015; Tate vd., 2019).

Proteinin C terminalinde ise kinaz aktivitesine sahip katalitik domain (789 — 1014. aa) yer
almaktadir (Hiles vd., 1992). Bu boélgede 27 olguda patojenik ya da olasi patojenik varyant
tanimlanmistir. Ayrica bazi ¢alismalar katalitik domaini 789. aminoasitten itibaren proteinin
tim C-terminal bolgesini kapsayacak sekilde degerlendirmektedir(Ligresti vd., 2009). Bu
durumda ise 28 farkli olguda patojenik ya da olasi patojenik varyant belirlenmistir. Olgularda
yilksek oranda benzerlik gosteren varyantlar kinaz aktivitesi ve ATP baglanma ozelligi
acisindan degerlendirildiginde tiim varyasyonlarin ATP baglanma 6zelliginde degisime neden
olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu durum bu bdlgede ¢ok sayida olguda belirledigimiz
varyasyon profilinin 6zellikle PISBK/AKT[KEGG, PI3K/AKT yolagi, 04151;(Kanehisa vd.,
2021)] yolag: tizerinden kanser hiicresi canliligimi destekleyici rol oynayabilecegine isaret
etmektedir. Tim olgularda en az bir tane patojenikveya olast patojenik varyant

bulundugundan yeni tanimlanan varyantlar i¢in sag kalim analizi yapilamamis olmakla



birlikte, bilinen mutasyon tasiyan olgularda medyan sag kalim yaklasik 30 aylik bir azalis
gostermistir. Tiim bu bulgular degerlendirildiginde PIK3CA’nin bu kanser i¢in énemli bir

tedavi hedefi olusturabilecegini 6nermekteyiz.

AKT1

PIK3CA’nin asagi-akisinda bulunan AKT1geninde 30 olguda toplam 204 adet (66 adet essiz)
varyasyon belirlenmistir. Bunlarin dokuz tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, daha
once tanimlanmamis olan 195 adet (59 adet essiz) yeni varyant belirlenmistir. Tim
varyantlarin 105 tanesi ekzon 99 tanesi intron bdlgelerinde yer almaktadir. Ekzon bdlgelerinde
bulunanlarin tiimii ekzon 3’te, intron bdlgelerinde bulunanlarin tiimii ise intron 2’de
bulunmaktadir (Grafik 6 — 8). Bununla birlikte olgularin yaklasik 2/3’lik boliimiinde (18/30)
patojenik ya da olas1 patojenik varyant belirlendiginden bu bdlgedeki mutasyonlarin hastaligin

stirlicii mutasyonlari arasinda yer alacagini onermemekteyiz.

Olgularda belirlenen AKT1 genin ekzon bdlgelerinde belirlenen tiim varyasyonlar ekzon 3’te
yer almaktadir. AKT1 geni iizerindeki varyasyonlarin toplandigi bu bolge proteine ait Ph
domainini kodlayan bolgedir. Ph domaini AKT1’in fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfata (PIP3)
baglanarak fosforillenmesini ve aktivasyonunu saglamaktadir(Mundi, Sachdev, McCourt, ve
Kalinsky, 2016). Bu domain ayrica AKT1’in otoinhibisyonunu da saglamaktadir(Chu vd.,
2020).

Kanserlere genel bakildiginda AKT1 geninde en sik goriilen mutasyon, 17. pozisyondaki
glutamik asidin lizine doéniistigli (p.E17K) nokta mutasyonudur. Patojenik 6zellige sahip bu
varyasyon, Ph domaininin PIP3 baglantisinin siirmesine ve sinyal yolaginin siirekli olarak
aktivasyonuna neden olmaktadir ve pek ¢ok kanser tipinde tiimoér gelisimi ve prognozla
iliskilendirilmistir (Y. Chen vd., 2020).Ayn1 genin 25. pozisyonundaki arjininin sisteine
dontistiigii (p.R25C) nokta mutasyonu da kanserlerde en sik goriilen nokta mutasyonlarindan
biridir ve benzer etkiye sahiptir (W. Wang vd., 2019). Calismamizda iki farkli olguda daha
onceden klinik olarak patojenik oldugu tanimlanmis bu iki varyant belirlenmistir. Ayrica
AKT1 geninde daha oOnce tanimlanmamis 32 adet essiz yeni varyasyon tanimlanmuigtir.
Bunlardan c¢ergeve kaymasmna neden olan p.K39Rfs*24, p.G33Afs*30, p.L28Pfs*35,
p.W22Cfs*41, p.119Sfs*44, p.N44Rfs*6, p.Q40Rfs*10, p.Y38Ifs*12, p.K20Gfs*13 ve
p.Q17Rfs*16 varyasyonlar1 patojenik o6zellik tagimaktadir. p.W22Cfs*41 varyasyonu dokuz

olguda ortak olarak belirlenmistir. Yirmi ikinci pozisyonda bulunan triptofan aminoasidi Ph



domainin PIP3 baglanma bolgeleri arasinda yer almaktadir (Miao vd., 2010).Bununla birlikte
olgularin yaklasik 1/3’lik boliimiinde (9/30) belirlenen bu varyantin kanserle iliskili
olabilecegi diisiinlilse de hastaligin siirlici mutasyonlar1 arasinda yer alacagim
onermemekteyiz.Ancak mutasyon tasimayan olgularda medyan sag kalim %50’nin iizerinde

oldugundan AKT1 mutasyon varliginin kétii prognoz ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

CTNNB1

Bu akistan bagimsiz bir onkogen olan CTNNB1 genini igeren tek calismada paranazal
inverted papillom kokenli skuamdz hiicreli karsinomlu 18 olguda immiinohistokimya analizi
sonucu ekspresyon azalisi belirlenmis(Koo vd., 2011)ancak mutasyon durumunu igeren bir

calismaya rastlanmamustir.

CTNNB1 geninde 30 olguda 14 (%11,9) tanesi klinik anlamli ve104 (%88,1) tanesidaha 6nce
tanimlanmamis olantoplam 118 adet varyant belirlenmistir. Olgularda CTNNB1 geninin ekzon
bolgelerinde belirlenen tiim varyasyonlar, ekzon 3’te yer almaktadir. Ekzon 3,CTNNB1
proteininin N terminal bolgesini kodlamaktadir. Bu bolge, WNT sinyal yolaginda, WNT
sinyali yoklugundaCTNNBI’in yukari-akis regiilatdrleri olan CK1A ve GSK3B tarafindan
fosforillendigi ve bdylece proteozoma yonlendirilerek yikima ugramasini saglayan rezidiileri
tagimaktadir (S30, S37, T41 ve S45). Bu durumda hiicre icinde sinyal iletimi
gergeklesmemekte ve CBP, TCF/LEF1 ve CTNNBL’i iceren transkripsiyon kompleksi
olusamadigindan hiicrede proliferasyon ve hiicre gocii gibi protoonkojenik mekanizmalar
meydana gelememektedir. Literatiir incelendiginde ekzon 3 tarafindan kodlanan N-terminal
bolgesinin bu gene ait mutasyonlarin yogunlastigi bolge oldugu goriilmektedir(S. Kim ve
Jeong, 2019). Calismamizda bir olguda bu fosforilasyon bolgelerinden 33. pozisyondaki
serinin proline doniisiimiine (p.S33P) neden olan patojenik ¢.97T>C yanlis anlamli mutasyonu
belirlenmistir. Daha 6nce tanimlanmis olan diger tiim varyantlarin klinik anlami belirgin
degildir. Daha 6nce tanimlanmamis varyantlar incelendiginde ise, 20 olguda patojenik ve olasi
patojenik ozellige sahip toplam 45 adet (29 essiz) varyasyon belirlenmistir. Kodon 49’daki
lizinin serine donigiimiine (p.K49S) neden olan olasi patojenik insersiyon 5 olguda ortak
olarak  belirlenmistir. Bu  bdlgedeki lizinin  asetilasyonunun ~ MYConkogeninin
transkripsiyonunu arttirarak, farkli kanserlerde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir(Wolf,
Rodova, Miska, Calvet, ve Kouzarides, 2002). Bu lizinin metilasyonu ise transkripsiyon
faktorlerinin ve dolayisi ile gen ekspresyonunun baskilanmasina neden olmaktadir(Hoffmeyer,

Junghans, Kanzler, ve Kemler, 2017). Buradan yola ¢ikarak, daha énce mutasyon durumu



belirlenmemis olan bu boélgedeki lizinin serine doniisiimiiniin asetilasyon ve metilasyon ile
kontrol edilen gen ifadesini etkileyebilecegi diisliniilmektedir. Ancak olgularimizin yaklasik
yarisinda (17/30) patojenik ya da olasi patojenik varyant tanimlanmasi ve bunlarin ortaklik
gostermemesi sebebiyle, bu genin hastaligin patogenezinde siiriicli rol oynamayacagini ancak
herhangi bir patojenik ya da olasi patojenik varyant tasinmasinin sag kalimda 40 ayin {izerinde

anlamli bir azalis olusturmasi nedeniyle, kotii prognoz ile iliskili olabilecegini diisinmekteyiz.

ESR1

ESR1, FOXL2 ve TP53 transkripsiyon faktorlerinin mutasyon profilleri degerlendirilmistir.

Paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgulari i¢eren sadece bir ¢alismada ESR1 genin
promotor bolgesinin metilasyon diizeyinin arttig1 vegen ifadesinin post-transkripsiyonel olarak
azaldig1  bildirilmistir(Chmelafovd vd., 2016). Ancak genin, bukanser tiiriindeki
mutasyonlarini arastiran herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. ESR1 geninde 30 olguda
toplam 513 adet varyasyon belirlenmistir. Bunlarin 51 (%9,94) tanesinin klinik anlami
bilinmekle birlikte, daha oOnce tanimlanmamis olan 462 (%90,06) adet yeni varyant
belirlenmigtir. Klinik anlam1 bilinen varyantlardan tiimii ekzon bdlgesinde (ekzon 5 ve ekzon
9) bulunmakta ancak patojenik ya da olasi patojenik Ozellik géstermemektedir. Daha 6nce
tanimlanmamis olan varyantlardan ise 10 tanesi 3'UTR,35 tanesi 5'UTR, 138 tanesi intron ve
279 tanesi ekzon (ekzon 2, 5 ve 9) bolgesinde yer almaktadir. Tiim olgularda belirlenen
varyantlar arasinda ekzon bdlgesinde bulunan 330 varyanttan 154 tanesi patojenik ya da olasi
patojenik ozelliktedir.Yirmi dokuz olguda en az bir tane ESR1 mutasyonu, 27 tanesinde ise en

az bir adet patojenik ya da olas1 patojenik ESR1 mutasyonu bulunmaktadir.

AF-1 domaini kodlayan bolgeye bakildiginda, bdlgenin baslangicinda patojenik MI1Rfs*3
(9/30) cerceve kaymasi mutasyonu belirlenmistir. Bu mutasyon, baslangi¢c kodonunu ortadan
kaldiracag1r i¢in protein sencalismai olusmayacaktir. Benzer sekilde bu bolgede 41.
aminoasitten itibaren protein sencalismainin olmayacagi E41* (6/30) anlamsiz mutasyonu da
belirlenmistir. Yirmi olguda, en az bir adet baslangi¢ kaybi bulunmaktadir. Bu durum
paranazal siniis tiimdrlerinde ESR1 geninin aktivasyonundan ¢ok inaktivasyonunun rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde metilasyon profilini i¢eren bir ¢alisma da
bu oneriyi destekleyici niteliktedir(Chmelatova vd., 2016). Calismamizdaki olgularda DNA
baglanma bolgesinde herhangi bir patojenik varyasyon belirlenmemistir. Ancak bu bolgenin

yukari-akis boliimiindeki mutasyonlarin DNA baglanma bdlgesini ortadan kaldirdigi tahmin



edilmektedir. Bu durumun spesifik  genlerin  ekspresyonunun  gergeklesmesini

engelleyebilecegi diisiiniilebilecektir.

Olgularda, ESR1’in ligand baglayan domainde, patojenik Y331* (9/30) anlamsiz, D332Afs*8
(7/30) gergeve kaymasi, olast patojenik F3371 (7/30) ve S3381 (7/30) yanlis anlamli, patojenik
S518R (5/30) yanlis anlamli ve patojenik ES61Rfs*46 (7/30) cergeve kaymasi mutasyonlari
belirlenmistir (Grafik 49). Otuz olgunun 25’inde bu bodlgede en az bir patojenik varyant
tanimlanmistir.ESR1 geninde patojenite ile iliskilendirilen mutasyonlarin yigildig1 bolge
ligand baglanma bdlgesidir. Hem hatali aktivasyona hem de ilag etkilesimi araciligiyla tedavi
direncine neden olabilecegi bazi ¢alismalarla gosterilmistir(Dustin, Gu, ve Fuqua, 2019).
Calismada olgularimizda belirledigimiz ligand baglanma bolgesindeki bu mutasyon
durumunun reseptoriin aktivasyonunu saglayan ligand ile etkilesimini engelleyebilecegi ve bu

bolgenin hastalik i¢in kritik bir siireci olusturabilecegi onerilebilecektir.

FOXL2

Bu olgu grubunda daha o6nce calisilmamis olan FOXL2 geninde,28 (%22,4) tane klinik
anlamli1 97 (%77,6) tane yeni olmak {izere toplam 125 adet (46 essiz) varyant belirlenmistir.
Bu varyantlardan 71 tanesi patojenik ya da olas1 patojenik 6zellik gostermektedir ve 32 essiz
varyant tanimlanmustir. Yirmi sekiz olguda en az bir tane FOXL2 mutasyonu, 23 tanesinde ise
en az bir adet patojenik ya da olasi patojenik FOXL2 mutasyonu bulunmaktadir. Olgularda
olas1 patojenik C111S (9/30) yanlis anlamli, patojenik F112Sfs*38 (7/30) cerceve kaymasi,
olas1 patojenik R154Afs*85 (12/30) cergeve kaymasi belirlenmistir. Doksaninct ve 124.
aminoasitler arasindaki bdlge, proteinin DNA’ya baglanmasin1 saglayan bdlgeyi
olusturmaktadir. Bu bélgedeki mutasyonlar kanser ile iligkilendirilmistir(Jamieson vd., 2010).
Olgularda belirlenen bu mutasyonlarin DNA baglanmasina engel olabilecegi biyoinformatik
araglar yardimiyla tahmin edilmistir. FOXL2 apoptotik FAS, TRAIL gibi genlerin
transkripsiyonunda gorev aldigindan (Y. Han vd., 2019; Jamieson vd., 2010), DNA’ya
baglanmasinin engellenmesine yol acan mutasyonlar kanser hiicrelerinin programli 6liimiine

engel olabilecektir.

TP53

Tiim kanser tiplerinde en ¢ok arastirilan timor stipresorlerden olan TP53 geninin mutasyonlari
da galismamizdairdelenmistir. Bu patojenitede daha once de novo ya da papillom kokenli

olgular1 aragtiran ¢aligmalarda, yabanil tip ve mutant TP53 ekspresyonunun yiiksek oldugu,



gen ve protein diizeyinde gosterilmistir(S. G. Kim vd., 2011; Oncel vd., 2011; X. Wang vd.,
2017; Yamashita vd., 2015). Spesifik olarak maksiller siniis skuamdz hiicreli karsinomunu
iceren caligmalarda da bu ekspresyon artis1 gosterilmis, patojenitenin muhtemel sebepleri
arasinda onerilmistir(Bandoh vd., 2002, 2005; R. hua Xie vd., 2002; Y. Yu ve Dong, 2001).
Calismamizda TP53 gen ekspresyonu degerlendirilmemis, sadece mutasyon profili

belirlenmistir.

Olgularda TP53’ii kodlayan dizilerde toplam 1.665 (692 essiz) adet varyant belirlenmistir.
Bunlarin 754 tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, 911 tane yeni varyant tanimlanmaistir.
Tiim olgularda en az bir adet patojenik ya da olas1 patojenik TP53 varyasyonu belirlenmistir.
Paranazal skuamoz hiicreli karsinomlu olgulari igeren literatiirdeki sinirli sayida calisma
incelendiginde, TP53’lin en sik arastirilan ve en yiliksek oranda mutasyonu belirlenen
genlerden biri oldugu dikkat ¢ekmektedir. Tiim olgularin %33,6 — %96,6 arasinda degisen
yiizdelerde TP53 mutasyonu tasidigi belirlenmistir. COSMIC v92 veri tabaninda bu kanser
tipini iceren ¢aligmalarin sonuclart incelendigindeen yiiksek oranda mutasyon belirlenen genin
%42 ile TP53 oldugu goriilmektedirff COSMIC, sinonazal skuaméz hiicreli karsinom, TP53;
(Tate vd., 2019)]. Farkli sinonazal kanserlerdeki TP53 mutasyonlarin1 arastiran ¢alismada
skuamoz hiicreli karsinomlu 101 olgunun 34’tinde mutasyon belirlenmistir (Holmila vd.,
2010).Uchi ve arkadaslarmin gergeklestirdigi inverted papillom kokenli sinonazal skuaméoz
hiicreli karsinomlu alt1 olguyu igeren g¢alismada ii¢ olgudaTP53 mutasyonu belirlenmis,
ozellikle delesyonlarinin benign papillomlarin malign transformasyonunda rol oynayabilecegi
onerilmistir(Uchi vd., 2021).Onkositik ve inverted papillom kokenli sinonazal skuaméz
hiicreli karsinomlu olgular i¢erengiincelbir ¢alismada da, 29 olgunun 28’inde en az bir TP53
mutasyonu belirlenmis, benign lezyonlarda belirlenmeyen bu alterasyonlarin, malign
transformasyon siireci i¢in kritik olabilecegi onerilmistir(Brown vd., 2020). Benzer sekilde
Yasukawa ve arkadaslart da de novo ve inverted papillom kokenli skuamdz hiicreli
karsinomlu toplam 11 olgunun 10’unda TP53 mutasyonu belirlemis ve bu mutasyonlarin
malign dontisiimle iliskili olabilecegini 6nermislerdir(Yasukawa vd., 2018). Calismamizda da
literatlir ile uyumlu sekilde tiim olgularda TP53 mutasyonlar1 belirlenmis oldugundan bu
genin paranazal skuamdz hiicreli karsinomlu olgularin molekiiler patogenezinde 6nemli rol

oynadigini dnermekteyiz.

Genin kodlayan ve kodlamayan bolgelerine detayli bakildiginda, intron bolgelerinde toplam

858 tane (355 essiz) varyasyon belirlenmis, bunlardan 808 tanesi ilk defa tanimlanmistir.



Ekzon bolgesinde toplam 496 adet (229 essiz) varyant belirlenmis bunlardan 436 tanesi klinik
olarak bilinmekle birlikte, 60 tanesi (22 essiz) ilk kez tanimlanmistir. Ekzon bdlgesindeki
varyantlarin %28.,8’1 ekzon 4’te belirlenmistir. Bu bdlgenin icerdigi rezidii sayis1 diger
bolgelere gore yiiksek oldugundan (93 aminoasit) en ¢cok bu bolgede varyasyon tespit edilmis
olmasi beklenen bir durumdur. Olgularin neredeyse tamaminda ekzon 4 (29/30) ve ekzon 8
(28/30) mutasyonu belirlenmistir. Literatiirde de sinonazal skuamdéz hiicreli karsinomda
benzer sekilde ekzon 4 ve 8 arasindaki bolgede oOzellikle ekzon 8’de mutasyonlarin
yogunlastigi gosterilmistir. Literatiirdeki ¢alismalarin genellikle tiim genin ya da tiim kodlayan
bolgeleriniincelenmek yerine belirli bolgelere (“hotspot”) yogunlagmasinin (Brown vd.,
2020), bukiigik farkliligin sebebi olabilecegini Onermekteyiz. Domain bazinda
degerlendirildiginde ise olgularda varyasyonlarin yogun olarak DNA baglayan domainde
meydana geldigi belirlenmistir. Benzer dagilim COSMIC v92 veri tabaninda da
goriilmektedirf COSMIC, sinonazal skuamdz hiicreli karsinom, TP53; (Tate vd., 2019)]. Bu
bolgenin kritik iglevi nedeniyle hem daha fazla arastirilmis olmasi hem de malignitede rol
oynama ihtimalinin yiiksekligi bu sonucu agiklayabilecektir. Varyant bazinda
degerlendirildiginde ise 26 olguda belirlenen p.R283H mutasyonu olgularda en yiiksek sayida
ortaklik gdstermistir. Bu mutasyon (COSM11483) daha oOnce farkli kanserlerle
iliskilendirilmis ve olas1 patojenik olarak degerlendirilmistir. Inceledigimiz kanserde ise az
sayida olguda degerlendirilmis ve saptanmis[COSM11483; (Tate vd., 2019)] olsa da
olgularimizda ytliksek oranda belirlenen ve DNA baglanma bdélgesinde bulunan (ekzon 8) bu

varyasyonun hastaligin siiriicii mutasyonlar1 arasinda olabilecegini diislinmekteyiz.

Proteinin N terminalini kodlayan dizide 1- 39. aa (ekzon 2 — 4) ve 40 — 61. aa (ekzon 4)
tarafindan olusturulan transaktivasyon domainleri (TAD1 ve TAD2) TP53 proteininin,
transkripsiyon faktorleri, histon asetil transferazlar gibi histon modifikasyonunu saglayan
enzimler ve MDM2 gibi negatif diizenleyici proteinler ile baglanarak hedef genlerin
transkripsiyonunun diizenlenmesini saglayan, evrimsel olarak korunmus bolgelerdir (Raj ve
Attardi, 2017). Olgularda TADY’i kodlayan bolgede klinik anlami bilinen toplam 11 adet
(yedi adet essiz), daha 6nce tanimlanmamais toplam yedi (li¢ adet essiz) varyant belirlenmistir.
Belirlenen 10 essiz varyanttan bes tanesi olasi patojenik ya da patojenik ozellige sahiptir.
Daha 6nce tanimlanmamis olan M1Rfs*14 (2/30) varyasyonu, olgularda tiimor baskilayici
proteinin translasyonunun baslamasini engellemektedir. Yine daha 6nce tanimlanmamais olan
E17* (4/30) ve klinik anlami bilinen p.E2* (1/30) ve p.D7* (1/30) varyasyonlari
belirlenmistir. Toplam yedi farkli olguda, patojenik ya da olasi patojenik sekilde TP53



proteinin translasyonun ya hi¢ baslayamayacagi ya da maksimum 17. aminoasitten itibaren
durdurulacagi belirlenmistir.Daha o6nceden tanimlanmig olan varyantlar {izerinden
degerlendirildiginde (6rnegin E17*; COSM9497247), bu tip varyasyonlarin tiimor baskilayici
genin ifadesinin engellenmesine neden olarak onkojenik doniisimde rol oynayacagi
ongoriilebilmektedir. Bununla birlikte bu birikimin olgularin  biliylik bir bdliimiinde
goriilmemesi, kanserin temel sebeplerinden biri olmadigini ancak prognoz ile iliskili rol
oynayabilecegini  dislindlirmektedir. TADZ2’yi  kodlayan dizilerde isedaha &nce
tanimlanmamis olan yeni bir varyant belirlenmemistir. Klinik anlam1 bilinen toplam 33 adet
(yedi essiz); patojenik ya da olast patojenik ozellige sahip iki olguda iki farkli varyant
belirlenmistir. Olgularin 1/3’linden fazlasinda(11/30)en az bir adet patojenik ya da olasi
patojenik TADI ya da TAD2 mutasyonu belirlenmistir. TAD1 ve TAD2’nin mutasyonlari
farkli kanser tipleri ile iliskilendirilmis olmakla birlikte (Z. Wu vd., 2019; Yuan vd.,
2019)¢alisma kapsaminda degerlendirdigimiz olgularda ortak sekilde bir mutasyon profili
goriilmediginden TAD bdlgesi mutasyonlarinin hastaligin siirlicii mutasyonlar1 arasinda

olmayacagini 6ngérmekteyiz.

Iki TAD domaini, prolinden zengin bolge (PRD; 62 — 99. aa, ekzon 4) tarafindan takip
edilmektedir(Raj ve Attardi, 2017). Bu bolge apoptotik faktorler ile etkilesim kurmaktadir (J.
Zhu, Zhang, Jiang, ve Chen, 2000). Calisma olgularinda PRD’i kodlayan bolgede klinik
anlami bilinen toplam 79 adet (34 adet essiz) varyant belirlenmistir. Belirlenen 34 adet essiz
varyanttan 18 tanesi olasi patojenik ya da patojenik 6zellige sahiptir. Bu bolgede daha 6nce
tanimlanmamig yeni varyasyon belirlenmemistir. Olast patojenik p.A88V (5/30) ve p.PSIL
(4/30) varyasyonlar1 en yliksek oranda belirlenmistir. Bu iki varyasyon, farkli tipteki
kanserlerle iliskilendirilmis olmakla birlikte (Sclafani vd., 2020; Shimura vd., 2018),
olgularimizin  yalnizca  yaklagitk  1/3’lik  boliimiinde(12/30) PRD  mutasyonlari
belirlendiginden, bu varyasyonlarin hastaligin siiriicii mutasyonlar1 arasinda yer almadigini

ongormekteyiz.

N terminalde yer alan protein-protein etkilesim bolgeleri, TP53’iin DNA ile etkilesim
kurmasini saglayan DNA baglayan domain (DBD; 100 — 288. aa, ekzon 4 — 8) tarafindan takip
edilmektedir. Tetramerik yapida bir transkripsiyon faktorii olan TP53, bu bolge araciligiyla
DNA’ya baglanmakta ve gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Olgularda klinik anlami
bilinen toplam 230 adet (115 adet essiz) DBD varyasyonu belirlenmistir. Belirlenen 115 adet

essiz varyanttan 92 tanesi olasi patojenik ya da patojenik 6zellige sahiptir. Bolgede daha 6nce



tanimlanmamis olan alt1 adet (bes adet essiz) varyanttan ii¢ tanesi patojenik ya da olasi
patojenik 6zellige sahiptir(Grafik 85). DNA baglanma bolgesinde ise olgularin tiimiinde en az
bir tane patojenik ya da olas1 patojenik Ozellige sahip varyantin oldugu belirlenmistir. Bu
varyantlarin TP53proteinin DNA baglanma etkinligini azaltacagi ya da tamamen ortadan
kaldiracagr biyoinformatik araglar kullanilarak tahmin edilmektedir. Ayrica literatiir
incelendiginde debu olgu grubunda en yiiksek oranda belirlenen alterasyonlarin bu bolgede
bulunmasi (Brown vd., 2020; Holmila vd., 2010; Uchi vd., 2021; Yasukawa vd.,
2018)nedeniyle bolgedeki mutasyonlarin hastaligin  siiriici  mutasyonlar1 arasinda yer

alabilecegini diistinmekteyiz.

DNA baglanma bolgesinin ardindan TP53’{in tetramer olusturmasini saglayan tetramerizasyon
domaini (TD; 319 - 357.aa, ekzon 9 - 10) gelmektedir. Tetramer olusturan
TP53,konfigiirasyonel olarak degisime ugramakta ve 5'-PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy-3'
motifini taniyarak DBD araciligiyla DNA’ya baglanmaktadir. Ayrica bu konfigiirasyonel
degisiklikler TP53’e diizenleyici proteinlerin baglanmasini dadiizenlemektedir(El-Deiry,
Kern, Pietenpol, Kinzler, ve Vogelstein, 1992; McLure ve Lee, 1998; Retzlaff vd., 2013).
Olgularda, TD’de DBD’ye oranla daha az varyasyon belirlenmistir. Literatiire bakildiginda da
bu bolgenin kanserlerde daha az mutasyona ugradigi bildirilmistir(Chéne, 2001). Klinik
anlami bilinen toplam 17 adet (13 adet essiz) varyant belirlenmistir. Belirlenen 13 adet essiz
varyanttan 10 tanesi olasi patojenik ya da patojenik 6zellige sahiptir. TD bolgesinde daha dnce
tanimlanmamis olan 43 adet (dokuz adet essiz) varyanttan bes tanesi patojenik ya da olasi
patojenik 6zellige sahiptir. Olgularin yaklasik yarisinda (14/30) TD’yi kodlayan bolgede en az
bir tane patojenik ya da olasi patojenik varyasyon belirlenmistir. Biyoinformatik
degerlendirme, bu varyasyonlarin TP53’iin tetramer olusturma afinitesinde artisa neden
olacagini gostermektedir. Gencel-Augusto ve Lozano yaptiklari ¢alismada one siirdiikleri bu
domaindeki mutasyonlarin tetramerizasyon olusmasini engellemese dahi konformasyonel
degisim nedeniyle, proteinin DNA-baglanma 6zelligini degistirebilecegi ve transkripsiyonel
aktivitesine engel olabilecegi goriisiine(Gencel-Augusto ve Lozano, 2020) elde ettigimiz

bulgular dogrultusunda katilmaktayiz.

TD’nin iki yaninda, bu domainle c¢akisik sekilde niikleer import ve eksport sinyal dizileri yer
almaktadir. Niikleer lokalizasyon sinyal dizisi iki par¢adan olusmaktadir (bipartite) ve 305 —
306 KR ve 319 — 321 KKK dizilimini igermektedir. Niikleer eksport sinyal dizisi 340, 344,
348, 350. poziyonlardaki sirasiyla MLLL dizisinden olusmaktadir(S. H. Liang ve Clarke,



2001). Yedi olguda TP53’tin NLS dizisinin tamamen ortadan kalktigi tahmin edilmistir. Bu
sinyalizasyon dizisi, normalde sitoplazmada inaktif durumda bulunan TP53’{in, kanserde ya
da herhangi bir genotoksisite durumda aktifleserck, gen ekspresyonunu diizenlemek amaciyla
niikleusa taginmasini saglamaktadir. Bu sinyalin ortadan kalkmasi, farkli maligniteler ile
iliskilendirilmektedir(S. H. Liang ve Clarke, 2001). Calismamizda da sinyalin ortadan

kalkmasinin patojenik gelisime destek olabilecegi 6nerilmektedir.

TP53 proteinin C-terminalinde regiilator domain (363 — 393. aa, ekzon 10 ve 11) yer
almaktadir (May ve May, 1999). Bu domain baslangigta negatif regiilator olarak diistiniilmiis
olmakla birlikte giincel ¢aligmalar bu alt birimin TP53’iin bir transkripsiyon faktorii olarak
islevini arttirdigini géstermistir(Sullivan, Galbraith, Andrysik, ve Espinosa, 2018). Olgularda
C-terminal domaininde az sayida varyasyona rastlanmistir.Klinik anlami bilinen toplam 15
adet (yedi adet essiz) varyant belirlenmistir. Belirlenen yedi adet essiz varyanttan ii¢ tanesi
olas1 patojenik Ozellige sahiptir. Bolgede yeni varyant belirlenmemistir. Ayrica sag kalim
analizi anlamli farklilik gostermediginden, patojenik varyantlara olgularin kiiciik bir
boliimiinde rastlandigr ve tekrarli olmadigindanTP53 geninin hastalifin siiriicii mutasyonlari

arasinda yer aldig1 6ngoriilmemektedir.

TP53’iin3'UTR bolgesinde 46 adet varyasyon belirlenmis bunlardan 43 tanesi (32 essiz) ilk
kez tanimlanmistir. Genin 3'UTR bolgesi,TP53 ifadesinin post-transkripsiyonel olarak
baskilanmasma neden olan miRNA’larin baglanma bdlgesini olusturmaktadir(Juan Liu,
Zhang, Zhao, ve Feng, 2017). TP53’iin 3'UTR’sine baglanarak post-transkripsiyonel olarak
ifadesini diizenleyen miRNA’lar, literatiirde ¢esitli yontemlerle tahmin edilmis ve bunlardan
bazilar1 liteartiir verisi araciligiyla valide edilmistir [mirTarBase;(Chou vd., 2018)]. TP53 de
dahil olmak {izere tiim genleri hedefleyen tiim miRNA’larin hedef sekans dizilimleri ¢alisma
olgularinda belirlenen dizilimler ile karsilastirilmis ve belirlenen alterasyonlarin miRNA’larin
hedef dizileri tlzerinde olusturacagr potansiyel etki degerlendirilmistir. Bu baglamda
belirlenen 22 farkli alterasyonun valide diziler {izerinde bilinen herhangi bir etki
olusturmadig1 belirlenmis ve bu nedenle bulgularda gosterilmemistir. Bununla birlikte
belirlenen 18 alterasyon, normal dizi ile eslesme yapan miRNA’larin etkilesimini
engellemektedir(Tablo 22).Dort olguda belirlenen farkl alterasyonlar
“CTTTGAACCCTTGCTTGCAATAG” dizilimini etkileyerek miR-25-3p’nin TP53 ile
baglanmasin1 engellemektedir. miR-25-3p’nin  TP53’ti  kontrolii, apoptozun negatif

diizenleyicisi olarak bildirildiginden (M. Kumar vd., 2011)bu durum bu olgularda iyi prognoz



ile iliskilendirilebilir. miR-491-5p icin hedef sekans dizilerini olusturan “TCCCCAC” ve
“TCCCCACT” dizilerinin sirastyla NOTCH3 ve MMP9 genlerinin regiilasyonunu sagladigi
valide edilmig(Tian ve Zhang, 2016; Q. Zhang vd., 2016) olmakla birlikte bu bolgeler TP53
geninin 3'UTR’sinde de yer aldigindan, bu miRNA’nin TP53’t de hedefleyebilecegi
ongoriilebilecektir.Benzer sekilde miR-1207-5p STAT6 geninin 3'UTR’sini hedeflemede
kullandigi “CCCTGCC” dizisi ve miR-185-5p’nin TG, COL1A1l, TGFB1 genlerini
hedeflemede kullandigr “TCTCTCC” dizileri (Xiao vd., 2017; C. Yan vd., 2017)de TP53
geninde ortak sekilde bulundugundan, bu bolgeler araciligiyla TP53’tin susturulmasini
engelleyen  alterasyonlarin ~ kanserde iyt prognoz  ile  iligkili  olabilecegi
diistiniilebilecektir.Ancak TP53’iin 3'UTR’sinde belirlenen bu alterasyonlar az sayida olgu ile
kisith oldugundan ve olgularda benzer bir profil sergilemediginden, bu kanser tiiriinde rol

oynayan temel epigenetik mekanizmalardan biri oldugunu 6nermemekteyiz.

IDH1 ve IDH2

Degerlendirilen son grup,kanser hiicrelerinde ©nemli bagka bir siire¢ olan enerji

metabolizmasinda gorevli genlerden IDH1 ve IDH2’den olugmaktadir.

IDH1 geninde 30 olguda toplam 118 adet varyasyon belirlenmistir.Yirmi sekiz olguda en az
bir tane IDH1 mutasyonu, dort tanesinde ise en az bir adet patojenik ya da olas1 patojenik
mutasyon bulunmaktadir. Bunlarin ii¢ tanesinin klinik anlami bilinmekle birlikte, daha 6nce
tanimlanmamis olan 115 adet yeni varyant belirlenmistir. Klinik anlami bilinen varyantlar
ekzon 4; daha 6nce tanimlanmamis olan varyantlardan ise 92 tanesi intron 4, 23 tanesi ekzon
4’te yer almaktadir. Ekzon bodlgesinde bulunan 26 varyanttan 4 tanesi patojenik ya da olasi
patojenik Ozelliktedir. Bu grupta iki adet benzersiz varyant tanimlanmistir ve bir olguda
literatiirde daha once tanimlanmamis olan olas1 patojenik A134V yanlis anlamli mutasyonu
belirlenmigtir. Degisime ugramasi olasi aminoasitin kodladigr boliim, katalitik alt birimin
olusturulmasini saglamak iizere toka benzeri islev gosteren bolgesidir(Xu vd., 2004). Katalitik
ya da baglanma islevi gostermedigi icin onkojenez ile dogrudan iligkili olmayabilecegi
onerilebilecektir.Sadece dort olguda patojenite 6zelligine sahip varyant belirlendiginden ve
ortak bir varyasyon profili belirlenemediginden bu genin mutasyonlarinin hastalik grubumuz
ile dogrudan iligkili olmadigimi ve enerji mekanizmasinda en azindan IDH1 mutasyonu

tizerinden ilerleyen bir siire¢ olmadigin1 6nermekteyiz.



Sinonazal farklilasmamis ya da koti farklilasmis karsinomlar1 igeren giincel iki ¢alismada bu
hasta grubunda IDH2 mutasyon durumu incelenmis; olgularin yaklasik yarisinda IDH2
mutasyonu belirlenmistir (Jo, Chau, Hornick, Krane, ve Sholl, 2017; Riobello vd.,
2020).Calismamizda da benzer sekilde olgularin biiyiik boliimiinde IDH2 mutasyonlari
bulunmus, 30 olguda toplam 174 adet varyasyon belirlenmistir. Bunlarin 6 (%3,45) tanesinin
klinik anlam1 bilinmekle birlikte, daha 6nce tanimlanmamis olan 168 (%96,55) adet yeni
varyant belirlenmistir. Klinik anlami bilinen varyantlar ekzon 4; daha 6nce tanimlanmamis
olan varyantlardan ise 77 tanesi intron, 91 tanesi ekzon bolgesinde (ekzon 4 ve 5) yer
almaktadir. Ekzon bolgesinde bulunan 97 varyanttan 69 tanesi patojenik ya da olasi patojenik
ozelliktedir. Bu grupta 18 adet benzersiz varyant tanimlanmistir ve daha 6nce tanimlanmamis
15 benzersiz varyant belirlenmistir.Yirmi dokuz olguda en az bir tane patojenik ya da olasi

patojenik IDH2 mutasyonu bulunmaktadir.

Literatiirde tanmimlanmis olan R172X mutasyonu(Waitkus vd., 2016)olgularimizin az bir
boliimiinde bulundugundan (5/30) siiriicii mutasyonlar arasinda yer aldigi diisiiniilmemekle
birlikte, 6zellikle 170. ve 175. aminoasitlerde degisiklige neden olan, olas1 patojenik 1170M
(24/30) ve H175N (21/30) yanlis anlamli mutasyonlar1 agirlikli olarak belirlenmistir. Bu iki
aminoasit proteinin birbiriyle karsilikli olarak etkilesen iki kii¢iik domaininden birinde yer
almaktadir(Waitkus, Diplas, ve Yan, 2016; Xu vd., 2004). IDH2 mutasyonlarnin sag kalim
analizinde anlaml fark goriilmemesine ragmen olgularin biiyiik ¢cogunlugunda belirlenen ve
daha Once tanimlanmamis bu iki varyantin, dogrudan hiicrenin enerji mekanizmasinda

diizensizlige neden olarak hastaliga katki sunabilecegini dnermekteyiz.
VCAM1

Son olarak ¢alismamizda paranazal siniis kanserinde hedefli tedavide kullanilabilecek yiizey
belirtecleri arastirilmis ve VCAMI geninin ekspresyon seviyesinin kontrole gére anlamli
sekilde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durum VCAMI1’in paranazal siniis kanserlerinde

tedavi hedefi olarak kullanilabilecegini 6ne stirmesi bakimindan énemlidir.

Sonug olarak, paranazal siniis kanserlerinin patogenezinde gorev alma potansiyeli tasiyan
farkl1 genlere ait mutasyonlarinfonksiyonel etkileri,hem genetik hem de epigenetik siirecler
tizerinden degerlendirilmistir. Bu mutasyonlarin belirlenmesi ve tedavi hedefi olusturma

potansiyellerinin degerlendirilmesi ile ulasilan sonuglarin, molekiiler genetigi hakkinda ¢ok az



bilgi bulunan bu kanser tipi ile ilgili literatiire katki saglamasini ve yeni ¢alismalarin yolunu

acmasini umut etmekteyiz.



6. Sonuc¢

Sonug olarak, bilinen ve yeni tanimlanan mutasyonlarin, genetik bilginin ¢ok kisitli oldugu
paranazal siniis kanserleri hakkinda literatiire katki saglayarak klinige yansiyacak ¢iktilarin

zeminini olusturmasini umut etmekteyiz.
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000138413;r=2:208236229-208266074;t=ENST00000345146

Ensembl, IDH2;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000182054;r=15:90083045-90102477;t=ENST00000330062; Son erisim tarihi:
Mart 2021

Ensembl, KIT;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000157404;r=4:54657918-54740715;t=ENST00000288135; Son erisim tarihi:
Mart 2021

Ensembl, KRAS;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000133703;r=12:25205246-25250936;t=ENST00000256078; Son erisim tarihi:
Mart 2021

Ensembl, MET;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000105976;r=7:116672196-116798377;t=ENST00000318493; Son erigim
tarihi: Mart 2021

Ensembl, NRAS;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000213281;r=1:114704469-114716771;t=ENST00000369535; Son erigim
tarihi: Mart 2021

Ensembl, PDGFRA;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000134853;r=4:54229280-54298245;t=ENST00000257290; Son erisim tarihi:
Mart 2021

Ensembl, PIK3CA,;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000121879;r=3:179148114-179240093;t=ENST00000263967;Son erisim
tarihi: Mart 2021

Ensembl, RAF1,
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=EN
SG00000132155;r=3:12583601-12664125;t=ENST00000442415; Son erisim tarihi:
Mart 2021
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000132155;r=3:12583601-12664125;t=ENST00000442415

Ensembl, RET;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG000
00165731;r=10:43077064-43130351;t=ENST00000355710; Son erigim tarihi: Mart
2021

Ensembl, TP53;
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG000001
41510;r=17:7661779-7687538;t=ENST00000269305; Son erisim tarihi: Mart 2021

KEGG, ErbB sinyalizasyonu, map04012;
https://www.genome.jp/keggbin/show_pathway?map04012 Son erisim tarihi: Mart
2021

KEGG, Kanser iliskili yolaklar, map052002; https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map05200&keyword=Kit; Son erisim tarihi:
Mart 2021

KEGG, Ostrojen sinyal yolagi, map04915; https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04915&keyword=esrl; Son erisim
tarihi: Mart 2021

KEGG, PI3K/AKT yolagi, 04151; https://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?hsa04151; Son erisim tarihi: Mart 2021

KEGG, WNT yolagi, map 04310; https://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04310&keyword=ctnnbl; Son erisim
tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, AKT1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/207; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, ALK; https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/238; Son erigim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, BRAF; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, CTNNBZ1,; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1499; Son erigim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, EGFR; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1956 Son erigim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, ERBB2;https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/2064; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, ERBB3; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2065; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, ESR1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2099; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, FOXL2;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=668; Son
erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, GNA11https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2767; Son erigim tarihi: Mart 2021


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000165731;r=10:43077064-43130351;t=ENST00000355710
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000165731;r=10:43077064-43130351;t=ENST00000355710
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000141510;r=17:7661779-7687538;t=ENST00000269305
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000141510;r=17:7661779-7687538;t=ENST00000269305
https://www.genome.jp/keggbin/show_pathway?map04012
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map05200&keyword=kit
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map05200&keyword=kit
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04915&keyword=esr1
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04915&keyword=esr1
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04151
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04151
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04310&keyword=ctnnb1
https://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map04310&keyword=ctnnb1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/207
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/238
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1956
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch&Term=668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2767

NCBI, gen, GNAQ;https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2776; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, IDH1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3417; Son erigim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, IDH2; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3418; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, KIT; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3815; Son erigim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, KRAS; https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/3845; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, MET; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4233;Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, NRAS; https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4893;Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, PDGFRA; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5156; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, PIK3CA, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5290; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, RAF1; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5894; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, RET,; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5979; Son erisim tarihi: Mart 2021

NCBI, gen, TP53; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7157; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, AKT1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000142208-AKT1/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, ALK; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171094-ALK/tissue; Son
erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, BRAF; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000157764-BRAF/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, CTNNB1,; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000168036-
CTNNB1/tissue; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, EGFR; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000146648-EGFR/tissue
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, ERBB2; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000141736-
ERBB2/tissue; Son erigsim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, ERBB3; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000065361-
ERBB3/tissue; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, ESR1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000091831-ESR1/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, FOXL2; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000183770-
FOXL2/tissue; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, GNA11; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000088256-
GNAL1/tissue; Son erisim tarihi: Mart 2021
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Protein Atlas, doku, GNAQ); https://www.proteinatlas.org/ENSG00000156052-GNAQ/tissue;
Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, IDH1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138413-IDH1/tissue;
Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, IDH2; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000182054-1DH2/tissue;
Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, KIT; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000157404-KIT/tissue; Son
erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, KRAS; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000133703-KRAS/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, MET; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000105976-MET/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, NRAS; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000213281-NRAS/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, PDGFRA; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000134853-
PDGFRAV/tissue; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, PIK3CA; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000121879-
PIK3CA/tissue; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, RAF1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000132155-RAF1/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, RET; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000165731-RET/tissue;Son
erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, doku, TP53; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000141510-TP53/tissue;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, AKT1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000142208-
AKT1/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, ALK; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000171094-
ALK/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, BRAF; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000157764-
BRAF/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, CTNNBL; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000168036-
CTNNBZ1/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021
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Protein Atlas, patoloji, EGFR; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000146648-
EGFR/pathology Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, ERBB2;https://www.proteinatlas.org/ENSG00000141736-
ERBB2/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, ERBB3; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000065361-
ERBB3/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, ESR1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000091831-
ESR1/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, FOXL2; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000183770-
FOXL2/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, GNAL1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000088256-
GNA11/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, GNAQ); https://www.proteinatlas.org/ENSG00000156052-
GNAQ/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, IDH1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000138413-
IDH1/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, IDH2; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000182054-
IDH2/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, KIT; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000157404-KIT/pathology;
Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, KRAS; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000133703-
KRAS/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, MET; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000105976-
MET/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, NRAS; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000213281-
NRAS/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, PDGFRA,; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000134853-
PDGFRA/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, PIK3CA; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000121879-
PIK3CA/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, RAF1; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000132155-
RAF1/pathology; Son erigim tarihi: Mart 2021
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Protein Atlas, patoloji, RET; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000165731-
RET/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Protein Atlas, patoloji, TP53; https://www.proteinatlas.org/ENSG00000141510-
TP53/pathology; Son erisim tarihi: Mart 2021

Biyoinformatik araclarin internet siteleri

ATPInt; https://webs.iiitd.edu.in/raghava/atpint/index.html; Son erigim tarihi: Mart 2021

GTPbinder; https://webs.iiitd.edu.in/raghava/gtpbinder/index.html; Son erigim tarihi: Mart
2021

DNADbinder; https://webs.iiitd.edu.in/raghava/dnabinder/submit.html; Son erisim tarihi: Mart
2021

ISLAND; https://island.pythonanywhere.com/welcome/default/index; Son erisim tarihi: Mart
2021

EXPASY, TRANSLATE,; https://web.expasy.org/translate/; Son erisim tarihi: Mart 2021

VarSome veritabani; https://varsome.com/; Son erigim tarihi: Mart 2021

NLSmapper; http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi; Son erisim
tarihi: Mart 2021

miRTarBase; http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/download.php; Son erisim tarihi: Mart 2021

TFBIND; http://tfbind.hgc.jp/; Son erisim tarihi: Mart 2021

Kinact; http://biosig.unimelb.edu.au/kinact/; Son erisim tarihi: Mart 2021

CCDS; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi; Son erigim tarihi: Mart 2021
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