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Nadir paranazal siniis kanserlerinde yeni tanimlanan reseptor tirozin kinaz
mutasyonlari ve potansiyel fonksiyonel etkileri

Novel receptor tyrosine kinase mutations in rare paranasal sinus cancers and their
potential functional implications
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Amag: Paranazal sinlis kanserleri oldukga nadir goérilen heterojen bir hastalik grubudur. Maksiler
sinls skuamoz hicreli karsinomu, paranazal sinls kanserlerinin anatomik ve histolojik olarak en
yaygin alt tipidir. Bu kanserin genetik profiline dair bilginin sinirh olmasi, hastalarin hedefli tedavi
segeneklerinden yararlanamamasina neden olmaktadir. Calismamizda bu nadir kanserdeki reseptor
tirozin kinaz mutasyonlarinin tanimlanmasi ve mutasyonlarin olasi fonksiyonel etkilerinin tahmin
edilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu amagla 30 olgunun timdrine ait FFPE dokulardan DNA izolasyonu
gerceklestirildi, olgularin mutasyon profili yeni nesil sekanslama ydntemi ve biyoinformatik
degerlendirme ile belirlendi. Belirlenen patojenik/ olasi patojenik varyantlarin fonksiyonel etkileri farkh
in silico aracglar yardimiyla tahminlendi.

Bulgular: Olgularinin tamaminda en az bir adet patojenik/olasi patojenik KIT, PDFGRA ve RET
mutasyonu belirlendi. KIT geninin katalitik boélgesindeki mutasyonlarin kinaz aktivitesini arttiracagi
tahmin edildi. PDFGRA genindeki p.P567P ve p.D1074D mutasyonlari, 30 olgunun tamaminda ve
SRA veritabanindan elde edilen normal dokulara ait okumalarin timinde belirlendi.

Sonug: Reseptdr tirozin kinaz mutasyonlarinin paranazal sinis kanserlerinde de 6nemli rol
oynayabileceginin belirlenmis olmasi 6zellikle artmis kinaz aktivitesini hedefleyen tedavi yaklasimlarini
bu olgularin erisimine sunma potansiyeli tagimasi bakimindan oldukga dnemlidir.

Anahtar Sézciikler: paranazal sinls kanseri, maksiler sinis skuamoz hucreli karsinomu, yeni nesil
sekanslama, reseptor tirozin kinaz.

Bu ¢alisma Bakiye Goker Bagca'nin doktora tezinin bulgularindan tiiretilmigtir.

ABSTRACT

Aim: Paranasal sinus cancers are a very rare heterogeneous group of diseases. Maxillary sinus
squamous cell carcinoma is the most common anatomical and histological subtype of paranasal sinus
cancers. The limited knowledge about the genetic profile of this cancer causes patients not to benefit
from targeted therapy options. In our study, we aimed to identify receptor tyrosine kinase mutations in
this rare cancer and to predict the possible functional effects of these mutations.
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Materials and Methods: For this purpose, DNA isolation was performed from FFPE tissues belonging
to the tumors of 30 cases, and the mutation profile of the cases was determined by next-generation
sequencing and bioinformatics analyses. The functional effects of the determined pathogenic/ likely
pathogenic variants were estimated by using different in silico tools.

Results: At least one pathogenic/ likely pathogenic KIT, PDFGRA, and RET mutations were identified
in all cases. It was predicted that mutations in the catalytic region of the KIT gene would increase
kinase activity. Mutations p.P567P and p.D1074D in the PDFGRA gene were detected in all 30 cases
and all reads from normal tissues from the SRA database.

Conclusion: The determination that receptor tyrosine kinase mutations may play an important role in
paranasal sinus cancers is crucial in terms of the potential to offer treatment approaches targeting

increased kinase activity to these patients.

Keywords: paranasal sinus cancer, maxillary sinus squamous cell carcinoma, next-generation

sequencing, receptor tyrosine kinase

GiRiS

Nazal kavite ve paranazal sinits kanserleri, tim
kanserlerin yaklasik binde ikisini olusturan ve
insidansi  %0,001’'in  altinda olan  nadir
malignitelerdir. Nadir bir kanser turi olmakla
birlikte anatomik ve histolojik olarak farkh alt
tipleri iceren oldukga heterojen bir hastalik
grubudur. Bu heterojen grubun yaklasik %40’ini
olusturan, histolojik ve anatomik olarak en genis
alt tip ise maksiler sinds skuamoéz hicreli
karsinomudur. Bu alt tipin insidansi yaklasik
milyonda dorttir ve sag kalim orani, diger alt
tiplerle benzer sekilde %50’nin altindadir (1-3).
Tedavi secenekleri, cerrahi mudahale,
radyoterapi ve kemoterapiyi iceren konvansiyonel
yaklasimlarla sinirh durumdadir. Bu durum
olgularin gérme, isitme, beslenme gibi hayati
islevlerini yerine getirememesine veya yasam
kalitesinin dusmesine, bunun yaninda sinirli
tedavi uygulamalari nedeniyle bes yillik sag kalim
oraninin %50’'nin altinda kalmasina da neden
olmaktadir (4).

Bu kanserde herhangi bir molekiler imza ya da
tedavi hedefi tanimlanmamis olmasi hastalarin
modern hedefe yodnelik tedavi yaklasimlarina
ulasamamasina neden oldugundan hastalarin
sag kalmini arttirmak ve hayat kalitesini
iyilestirebilmek igin hastaligin zemininde bulunan
genomik profilin aydinlatiimasi ve potansiyel
tedavi hedeflerinin belirlenebilmesi bliylik dnem
tasimaktadir.

Sinyal transdiksiyonu ekstraselller alandan
gelen sinyallerin hilcre icine aktarilarak yanit
olusturulmasini  saglayan molekiler kaskadi
icermektedir. Bu iletimin ilk basamaginda hicre
membraninda yer alan reseptdrler bulunmaktadir.

Reseptor tirozin kinazlar (RTK’lar),
transmembran yapidaki protein  kinazlardir.
140

Ekstraselller altbirimleri araciliiyla spesifik
ligandlari ile etkilesim kurmakta ve dimerizasyon
gerceklestirmektedirler. Bu etkilesim reseptdrlerin
aktivasyonunu saglamaktadir. Membrani kateden
transmembran altbirim intraselller altbirimler
tarafindan takip edilmektedir. Bu altbirimlerden
katalitk domain, reseptorin aktif bolgesini
olusturmaktadir. ATP baglanma bdlgesi
araciligiyla ATP ile etkilesim kurmakta ve bir
fosfat grubunun  hedef proteinin  tirozin
reziidisune transferini saglamaktadir. Bu katalitik
altbirim, reseptérin  aktivitesini  dlzenleyen
otoregulatér  bir altbirim  tarafindan  takip
edilmektedir. KIT, PDGFRA ve MET RTKlari
ekspresyon veya mutasyon  baglaminda
sinonazal kanserlerde degerlendirilmis olmakla
birlikte (5, 6) fonksiyonel &zellikleri Uzerinde
durulmamistir.

Bu baglamda c¢alismamizda paranazal sinls
kanserlerinin en yaygin alt tipini olusturan
maksiler sinis skuamoéz hucreli karsinomunda
hedefe ybnelik bir tedavi adayr olan KIT,
PDGFRA, MET, ALK ve RET RTKarinin
mutasyon profili degerlendirilmistir.

GEREG ve YONTEM
Hasta secimi ve numune toplama

Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak
Burun Bogaz Anabilim Dali'nda paranazal sinUs
kanserinin maksiler sinds skuamd6z hicreli
karsinomu tanisi almis ve rutin tedavi protokolu
cercevesinde opere edilen 30 olgunun timérine
ait FFPE ornekleri dahil edildi. Bu c¢alisma
Helsinki Deklarasyonu ve Ege Universitesi Tibbi
Arastirmalar Etik Kurulu'nun 29.04.2020 tarih ve
20-4.2T/24 sayili onayl dogrultusunda
gerceklestirildi (7).
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Yeni nesil sekanslama aracihigiyla reseptor
tirozin kinaz mutasyonlarinin belirlenmesi

FFPE dokularindan DNA izolasyonu, GeneRead
DNA FFPE Kiti (Qiagen, Kat. No: 180134) ve
QIlAcube cihazi (Qiagen, Kat. No: 9001292)
kullanilarak izole edildi. DNA 6rneklerinin
konsantrasyon ve safligi Qubit 4 Fluorometer
(Life Technologies, Kat. No: Q33238), Qubit
dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Kat. No:
Q32851) ve NanoDrop 1000 Spektrofotometre
(Thermo Fisher Scientific) kullanilarak olguld.
Konsantrasyon ve A260/A280 degerleri sirasiyla
> 6,5 ng/ul ve ~1,8 olan numuneler galismaya
dahil edildi. Kiatiphane, her 6rnek igin 150 ng
giris DNA's!I ile Human Actionable Solid Tumor
Panel (Qiagen DHS101Z, Kat. No: 333502)
kullanilarak hazirlandi.  Kitapliklarin  fragment
uzunluklar QIAxcel Advanced System (Qiagen,
Kat. No: 9002123), QlAxcel Screen Gel (Qiagen,
Kat. No: 9001941) ve QIAxcel DNA High
Resolution Kit (Qiagen, Kat. No: 929002);
konsantrasyonlari ise QIAseq Library Quant
System QIlAseq Library Quant Assay Kit (Qiagen,
Kat.No: 333314) ve Rotor Gene (Qiagen, Kat.
No: 9001580) ile belirlendi. Fragment uzunlugu
300-1000 baz cifti araliginda olan kitlphaneler
calismaya dahil edildi. Yeni nesil sekanslama
MiniSeqg MidOutput Kit (lllumina, FC-420-1004),
Nextera XT Index Kitv2 (Illumina, Kat. No: FC-
131-2001) ve MiniSeq (lllumina) cihazi ile
gerceklestirildi. Sekans ddnguleri (300 ddéngu)
tamamlandiktan sonra, her numune igin ileri (R1)
ve geri (R2) okumalardan olugan iki ayri .fastq
dosyasi diga aktarildi.

Biyoinformatik degerlendirme

Her 6rnege ait R1 ve R2 okumalarinin .fastq
dosyalari eslestirilerek CLC Genomics
Workbench 20 (Qiagen Bioinformatics)
yazilimina aktarildi. Bu yazilimda uygun
filtrelemeler gerceklestirilerek primerlerin
kirpilmasi, okumalarin genoma hizalanmasi,
varyantlarin belirlenmesi marjinal varyantlarin
uzaklastirimasinin ardindan her o6rnek kopya
sayisi degisimleri (CNV'ler), bilinen (6nceden
tanimlanmig) varyantlari ve yeni (6nceden
tanimlanmamig) varyantlari belirlemek igin ¢
ayri grupta analiz edildi. CNV’ler QCI Analyze
(Qiagen, Kat. No: 188001) sistemi, bilinen
varyantlar QCI Interpret, yeni varyantlar VarSome
veritabani (https://varsome.com/) (8) kullanilarak
belirlendi. Varyantlarin patojenik, olasi patojenik,
benign ve olasi benign olarak tanimlanmasi
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ACMG/AMP 2015 ve AMP/ASCO/CAP 2017
yonergelerine gore gergeklestirildi (9, 10).

SRA veritabani kullanilarak benign fenotipin
belirlenmesi

Olasi benign fenotipin tanimlanabilmesi igin NCBI
Sequence Reading Archive (SRA)
veritabanindan (https://www.ncbi.nim.nih.gov
/sra) paranazal sinis skuam&z hicreli karsinomlu
olgularin normal doku o&rneklerine ait (Erisim

numaralari: SRR5831063, SRR5831053,
SRR5831054, SRR5831056, SRR5831069,
SRR5831065) .fastq okumalari elde edildi. Bu
okumalar diger o6rneklerle ayni  sekilde

biyoinformatik olarak degerlendirildi.

Fonksiyonel tahminler

Gen ve protein sekanslari, bdlge ve domain
bilgileri NCBI/ Nucleotide
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), Ensembl/
Sequence
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcr
ipt/Exons), Ensembl/ Protein
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcr
ipt/ProteinSummary), NCBI/Protein
(https://iwww.nchi.nlm.nih.gov/protein) ve
NCBI/CCDS (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
projects/CCDS) veritabanlarindan elde edildi.
Mutasyon tasiyan diziler manuel olarak
ExPASy/Translate
(https://web.expasy.org/translate) araci ile elde
edildi. Genin kodladigi proteinlerin  birbiriyle
etkilesimi STRING v11.5 (https://string-db.org/)
veritabani ile belirlendi [esik degeri 0,7].
Varyantlarin ilgili genin fonksiyonel birimleri
Uzerindeki potansiyel etkilerini tahmin etmek icin
farkli biyoinformatik araglar kullanildi. Gen-
miRNA etkilesimleri, valide miRNA-hedef dizileri
miRTarBase 8.0
(http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/index.php)
(11) kullanilarak belirlendi [KIT (NCBI Reference
Sequence: NC_000004.11; hgl9, GRCh37.p13
(55604724— 55604780 nukleotit arasindaki
bdlge)]. ATP baglanma etkinligi ATPint
(https:/iwebs.iiitd.edu.in/raghava/atpint/index.html)
(12) araci ile belirlendi [ALK (NCBI Reference:

NP_004295.2), RET (NCBI Reference:
NP_066124.1), PDGFRA (Ensembil:
ENST00000257290.9) genleri dederlendirildi,
esik degeri 0,2]. Kinaz aktivitesinin
belirlenmesinde Kinact
(http://biosig.unimelb.edu.au/kinact) (13) araci

kullanildi [RET (PDB: 4CKJ), PDGFRA (PDB:
5K5X), KIT (PDB: 6KLA, 6GQJ, 6GQM)]. Protein-
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protein etkilesimleri ISLAND
(https:/fisland.pythonanywhere.com/welcome/def
ault/index) (14) araci ile belirlendi [PDGFRA
(Ensembl  ENST00000257290.9; Ig-benzeri
domaindeki varyasyonlar; PDGFRA,
PDGFA;Ensembl ENSP00000346508.5
vePDGFB; Ensembl ENSP00000330382.6 ile

karsilastinidr). KIT (Ensembl
ENSP00000288135.6; Ig-benzeri domaindeki
varyasyonlar KIT ve KITLG; Ensembl

ENSP00000054216.5 ile kargilastirildi)].

istatistiksel analizler

Olgularda ortak olarak belirlenen (n > 2) tim
patojenik/ olasi patojenik varyantlarin sag kalim,
metastaz ve nuks ile iligkisi ve farkli gen
boélgelerinde (UTR ve ekzon bdlgeleri) patojenik/
olasi patojenik varyant tasimanin sag kalm,
metastaz ve nuks ile iligkisi GraphPad Prism 8
yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Kaplan-Meier analizi ve Gehan-
Breslow-Wilcoxon testi uygulanarak ortalama sag
kalim sireleri ve p degerleri elde edildi.
Parametrik olmayan niiks ve metastaz verilerinin
analizinde ki-kare testi uygulandi.

BULGULAR
KIT geninin mutasyon profili

KIT geninin ekzon, intron, 3’'UTR bdlgelerinde
toplam 2238 adet varyant, ayrica alti olguda
amplifikasyon belirlendi  ($ekil-1a). Toplam
varyant yogunlugu ekzon 2, 18 ve 21'de yiksek
olmakla birlikte patojenik/ olasi patojenik
varyantlar ekzon 8 ve 18’de birikim gdsterdi.
Ekzon 8de 28 olguda ortak sekilde patojenik/
olasi patojenik varyant belirlendi (Sekil-1b). Bu
genin kodladigi proteinin en yiksek iliski kurdugu
bes protein EPOR, KITLG, SH2B3, PIK3R1 ve
GRB2 olarak belirlendi (Sekil-1c). Patojenik ve
olasi patojenik varyantlarin genin kodladigi
proteinin  kinaz domaini (566. ve 907.
aminoasitler arasi) Uzerinde yogunlastigdi,
bunlarin buylik c¢ogunlugunun yeni varyantlar
oldugu belirlendi (Sekil-1d). Patojenik ¢.1238delC
delesyonu 23 olguda ortak sekilde belirlendi
(Sekil-1e). Kinaz domainini kodlayan dizilerinde
belirlenen tim (n = 2) yanlis anlamli patojenik/
olasi patojenik varyantlarin kinaz fonksiyonunu
aktive edici 6zelligi bulundugu belirlendi (Sekil-
1f). lg-benzeri domainde meydana gelen
patojenik/ olasi patojenik varyasyonlarin (n = 5)
ligand-reseptor etkilesimini azaltacagi tahmin
edildi (Sekil-1g). 3UTR'de CACCCC dizisini
etkileyen iki mutasyonun bes olguda miR-342-
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5p’nin baglanma dizisini ortadan kaldiracagi
tahmin edildi ($ekil-1h). SRA verilerinde de
belirlenen p. L862L, p.M541L, p.1798I ve p.1935I
varyantlarinin benign Ozellikle
iliskilendirilebilecegi tahmin edildi (Sekil-1i).

KIT geninde p.L71Hfs*3 mutasyonu tasiyan
olgularda meydan sag kallm 9 ay, tasimayan
olgularda ise 41 ay olarak belirlendi. Bu
mutasyonun sag kalimla iligkisi anlaml bulundu
(p= 0,005). Bu gendeki p.D737Efs*24
mutasyonunun niks ile iligkisinin anlamli oldugu
belirlendi (p=0,0143; Tablo-1).

PDGFRA geninin mutasyon profili

PDGFRA geninin  ekzon, intron, 3UTR
bélgelerinde toplam 2.111 adet varyant belirlendi
(Sekil-2a). Toplam varyant yogunlugu ekzon 3, 7
ve 23te ylksek olmakla birlikte patojenik
varyantlar ekzon 7’de birikim gdsterdi. Ekzon
7'de 21 olguda ortak sekilde patojenik/ olasi
patojenik varyant belirlendi ($ekil-2b). Bu genin
kodladigi proteinin en ylksek iligki kurdugu bes
protein PDGFA, PIK3R1, PDGFC, PDGFB ve
CRK olarak belirlendi (Sekil-2c). Patojenik ve
olasi patojenik varyantlarin genin kodladigi
proteinin  kinaz domaini (601. ve 821.
aminoasitler arasi) Uzerinde yogunlastidi,
bunlarin buiylk c¢odunlugunun yeni varyantlar
oldugu belirlendi (Sekil-2d). Patojenik
€.934 935insG insersiyonu 25 olguda ortak
sekilde belirlendi (Sekil-2e). Kinaz domainini
kodlayan dizilerinde belirlenen tim (n = 2) yanhs
anlamh patojenik/ olasi patojenik varyantlarin

kinaz fonksiyonunu aktive edici o6zelligi
bulundugu belirlendi  (Sekil-2f).  Ig-benzeri
domainde meydana gelen patojenik/ olasi

patojenik varyasyonlarin (n = 5) PDGFA ligandi
ile baglanmay: arttirabilecegi tahmin edildi (Sekil-
2h). SRA verilerinde de belirlenen p.P567P,
p.D1074D, p.V824V, p.G313G, p.N204N,
p.S478P, p.A603A ve p.G79D varyantlarinin
benign 6zellikle iliskilendirilebilecegi tahmin edildi
(Sekil-2i).

PDGFRA geninde p.A663Cfs*26 mutasyonu
tasiyan olgularda meydan sag kallm 5,5 ay,
tasimayan olgularda ise 41 ay olarak belirlendi.
Bu mutasyonun sad kalimla iliskisi anlamli
bulundu (p=0,0086; Tablo-1). Bu genin ekzon 12
bdlgesinde patojenik/ olasi patojenik varyant
tasiyan olgularda meydan sad kalim 20 ay,
tasimayan olgularda ise 70 olarak belirlendi. Bu
ekzonda patojenik/ olasi patojenik varyant
tasinmasinin sagd kalimla iliskisi anlamh bulundu
(p=0,0417; Tablo-2).
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Ig  Immanogloblulin

Varyasyonlarin SRA verileri

f. Yanlis anlamh mutasyonlarin katalitik

-protein etkilesimi lzerine olasi etkisi, h.

n Oigusayisi

etkisi,

Uzerine olasi

dagihmi, b. Toplam varyanlarin, patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ekzonlara gére dagihmi ve her
karsilastiriimasi ve potansiyel benign varyantlar.

ekzonda varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant tasiyan olgu sayisi, c. Genin kodladigi proteinin en
yiksek etkilesim kurdugu bes protein, d. Patojenik/ olasi patojenik varyantlarin detayli dagilimi, e. En

yuksek sayida olguda ortak olarak belirlenen varyasyonlar,
aktivite Uzerindeki potansiyel etkisi, g. Mutasyonlarin protein

Sekil-1. KIT geninde belirlenen varyantlarin genel perspektifi.a. Belirlenen toplam ve yeni varyantlarin sayisal
Varyasyonlarin gen-miRNA etkilesimi
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Toplam Varyantlar

Essiz Varyantlar

Ekzon Intron 3'UTR Toplam Ekzon Intron 3'UTR Toplam
Bilinen 224 35 2 261 Bilinen 92 12 1 105 PDGFA s PIK3R1
Yeni 827 966 57 1850 Yeni 333 775 27 1135 \ /
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Sekil-2. PDGFRA geninde belirlenen varyantlarin genel perspektifi.a. Belirlenen toplam ve yeni varyantlarin
sayisal dagilimi, b. Toplam varyanlarin, patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ekzonlara gére dagilimi ve
her ekzonda varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant tasiyan olgu sayisi, c. Genin kodladig
proteinin en ylksek etkilesim kurdugu bes protein, d. Patojenik/ olasi patojenik varyantlarin detayli
dagihmi, e. En ylksek sayida olguda ortak olarak belirlenen varyasyonlar, f. Mutasyonlarin ATP
baglanma dizisi Gzerindeki potansiyel etkisi, g. Yanlis anlamli mutasyonlarin katalitik aktivite (izerindeki
potansiyel etkisi h. Mutasyonlarin protein-protein etkilesimi tzerine olasi etkisi, i. Varyasyonlarin SRA
verileri ile kargilastiriimasi ve potansiyel benign varyantlar.

MET geninin mutasyon profili

MET geninin ekzon ve intron bdlgelerinde toplam
113 adet varyant belirlendi (Sekil-3a). Tum
varyantlar ekzon 19’da belirlendi bu boélgede 12
olguda ortak sekilde patojenik/ olasi patojenik
varyant belirlendi (Sekil-3b). Bu genin kodladigi
proteinin en yuksek iliski kurdugu bes protein
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CDH1, GAB1l, HGF, CBL ve GRB2 olarak
belirlendi (Sekil-3c). Kinaz domaini Uzerindeki
olasi patojenik ¢.3851T>A mutasyonu dort
olguda ortak sekilde belirlendi (Sekil-3d).
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Tablo-1. Olgularda ortak sekilde belirlenen (n >2) patojenik/ olasi patojenik varyantlarin sag kalim, niks ve metastaz ile iligkisi

Sag kalim Niiks Metastaz
Varyant Varyant
tasiyan tasimayan
Gen Mutasyon olgularda olgularda p degeri | Anlamlihk | p degeri | Anlamlihk | p degeri | Anlamlihk
medyan sag | medyan sag
kalim (ay) kalim (ay)

KIT p.P31Lfs*25 28,00 40,00 0,4546 ns n/a ns n/a ns
KIT p.R55Gfs*49 49 39 0,2812 ns n/a ns n/a ns
KIT p.W66Mfs*4 n/a 39 0,4441 ns n/a ns n/a ns
KIT p.L71Hfs*3 9 41 0,005 *x n/a ns n/a ns
KIT p.T411R 40 39 0,9129 ns n/a ns n/a ns
KIT p.P4130fs*4 28 40 0,8329 ns n/a ns n/a ns
KIT p.P4130Qfs*10 41 39 0,7498 ns n/a ns n/a ns
KIT p.W440R n/a 39 0,6153 ns n/a ns n/a ns
KIT p.C443Sfs*5 n/a 39 0,3585 ns n/a ns n/a ns
KIT p.V474A 24 40 0,4796 ns n/a ns n/a ns
KIT p.L525Cfs*2 n/a 39 0,4973 ns n/a ns n/a ns
KIT p.T632A 24 40 0,6746 ns 0,0547 ns n/a ns
KIT p.M638L 11 41 0,2519 ns n/a ns 0,356 ns
KIT p.L647Q n/a 39 0,5194 ns 0,4142 ns 0,051 ns
KIT p.N649I 14 41 0,4382 ns 0,7119 ns n/a ns
KIT p.T666S 40 39 0,6651 ns n/a ns n/a ns
KIT p.N705S 14 40 0,5322 ns n/a ns n/a ns
KIT p.S709* 41 40 0,8392 ns 0,4142 ns n/a ns
KIT p.D737Efs*24 44,5 40 0,547 ns 0,0143 * n/a ns
KIT p.T801Lfs*13 n/a 39 0,696 ns 0,4142 ns n/a ns
KIT p.F811L n/a 39 0,3246 ns n/a ns n/a ns
KIT p.F811Sfs*10 n/a 24 0,0544 ns 0,8469 ns n/a ns
KIT p.L813* n/a 24 0,0253 * 0,7119 ns n/a ns
KIT p.A814Pfs*20 n/a 24 0,0253 * 0,7119 ns n/a ns
KIT p.1841T 40 39 0,626 ns 0,41 ns n/a ns
KIT p.S850N 41 39 0,6308 ns 0,8655 ns n/a ns
KIT p.F858C 40 39 0,6398 ns 0,4884 ns n/a ns
KIT p.W860* 11 41 0,0619 ns n/a ns 0,1143 ns
KIT p.G872Efs*11 14 40 0,65 ns >0,9999 ns n/a ns
KIT p.S931D 39 40 0,8155 ns n/a ns n/a ns
KIT p.A940Cfs*109 41 26,5 0,2338 ns 0,6242 ns n/a ns
KIT p.N941* 41 14 0,1028 ns 0,7434 ns n/a ns
PDGFRA p.D842V 25,5 40 0,6176 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.R841K 12 40 0,1859 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.Q58Sfs*25 41 39 0,8582 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.Y59Sfs*24 40 39 0,7195 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.T95Kfs*32 8 40 0,1934 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.E217* 41 39 0,8035 ns 0,631 ns n/a ns
PDGFRA p.W247Mfs*65 8 41 0,1097 ns 0,8266 ns n/a ns
PDGFRA p.K312Rfs*5 70 39 0,391 ns 0,593 ns n/a ns
PDGFRA p.E316Kfs*22 70 39 0,3638 ns 0,7434 ns n/a ns
PDGFRA p.Y582* 10 40 0,4792 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.W586* 40 39 0,9047 ns 0,4142 ns n/a ns
PDGFRA p.D591Efs*3 28 70 0,1595 ns 0,3173 ns 0,7651 ns
PDGFRA p.A663Cfs*26 55 41 0,0086 ** 0,631 ns 0,1143 ns
PDGFRA p.Y679* 10,5 40 0,3009 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.V683Sfs*12 n/a 28 0,1328 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.N689Kfs*6 25 41 0,5967 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.E699* 28 40 0,768 ns 0,1251 ns n/a ns
PDGFRA p.H816Sfs*3 n/a 39 0,696 ns 0,4142 ns n/a ns
PDGFRA p.K860* n/a 31,5 0,1257 ns 0,3173 ns n/a ns
PDGFRA p.W861Mfs*5 21 41 0,2484 ns 0,4602 ns n/a ns
PDGFRA p.A863Sfs*3 28 41 0,3606 ns 0,8266 ns n/a ns
PDGFRA p.S1045Lfs*28 40 39 0,5338 ns n/a ns n/a ns
PDGFRA p.S1055Qfs*14 n/a 39 0,276 ns 0,8266 ns n/a ns
PDGFRA p.V1084Dfs*36 53 40 0,3134 ns n/a ns n/a ns
MET p.T1259Kfs*7 8 40 0,1934 ns n/a ns 0,051 ns
MET p.V1284E 24 40 0,8072 ns 0,631 ns n/a ns
RET p.E595Dfs*9 40 39 0,5737 ns n/a ns n/a ns
RET p.E598Sfs*40 24 40 0,4513 ns n/a ns n/a ns
RET p.E598Dfs*6 28 70 0,2987 ns n/a ns n/a ns
RET p.Q626Rfs*12 8 41 0,0027 *x n/a ns n/a ns
RET p.S653P 39 40 0,4488 ns n/a ns n/a ns
RET p.N702Tfs*29 n/a 39 0,3112 ns n/a ns n/a ns
RET p.P766S 39 40 0,9387 ns n/a ns n/a ns
RET p.D771V 70 39 0,677 ns n/a ns n/a ns
RET p.S7740Qfs*6 39 n/a 0,5356 ns n/a ns 0,1904 ns
RET p.E775Rfs*69 39 n/a 0,5356 ns n/a ns 0,1904 ns
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RET p.E775Afs*69 39 n/a 0,5356 ns n/a ns n/a ns
RET p.F776L 39 n/a 0,5356 ns n/a ns 0,1904 ns
RET p.L779* 39 n/a 0,5356 ns n/a ns 0,1904 ns
RET p.K7800Qfs*64 39 n/a 0,5356 ns n/a ns 0,1904 ns
RET p.N783Y 39 41 0,8396 ns n/a ns n/a ns
RET p.H784L 10,5 40 0,217 ns n/a ns n/a ns
RET p.1788L 25 41 0,5441 ns n/a ns n/a ns
RET p.C794P 23 40 >0,9999 ns n/a ns n/a ns
RET p.Q796L 23 40 >0,9999 ns n/a ns n/a ns
RET p.D797G n/a 39 0,6667 ns n/a ns n/a ns
RET p.L870H n/a 39 0,5994 ns n/a ns n/a ns
RET p.H872P 70 40 0,3437 ns 0,593 ns n/a ns
RET p.R873W 11 41 0,2715 ns n/a ns n/a ns
RET p.Q910Rfs*36 14 41 0,3087 ns >0,9999 ns n/a ns
ALK p.E1472Rfs*49 85,5 40 0,9435 ns n/a ns n/a ns
ALK p.Q1428Hfs*49 24 40 >0,9999 ns 0,593 ns n/a ns
ALK p.P1423Lfs*54 24 70 0,2102 ns 0,1017 ns 0,5229 ns
ALK p.K1416* 55,5 39 0,2587 ns n/a ns n/a ns
ALK p.11399* n/a 39 0,2015 ns 0,631 ns n/a ns
ALK p.V1265Gfs*19 24 40 0,8569 ns 0,3344 ns n/a ns
ALK p.R1264Qfs*98 24 40 0,7319 ns 0,2207 ns n/a ns
ALK p.C1255Afs*3 39 40 0,6915 ns 0,7119 ns 0,4399 ns
ALK p.L1221Wfs*37 92 28 0,1281 ns n/a ns n/a ns
ALK p.Q1217Sfs*68 16,5 40 0,1709 ns 0,2207 ns n/a ns
ALK p.E1197Rfs*88 n/a 28 0,1201 ns n/a ns n/a ns
ALK p.E1110Rfs*23 70 39 0,3648 ns n/a ns n/a ns
ALK p.D1107Gfs*26 41 25,5 0,4075 ns 0,4884 ns n/a ns
ALK p.K1079* 11 40 0,5553 ns 0,8469 ns n/a ns
ALK p.Q1064* 40 70 0,7365 ns 0,7119 ns n/a ns
ALK p.H989Pfs*4 41 39 0,5941 ns 0,7119 ns n/a ns
ALK p.L861Afs*4 41 39 0,6076 ns 0,4142 ns n/a ns
ALK p.T523Pfs*12 40 39 0,7219 ns 0,729 ns n/a ns
n/a: hesaplanamayan degerler; ns: istatistiksel olarak anlamlilik vermeyen sonuglar; *:p<0,05; **:p<0,01
Tablo-2. Gen bolgelerindeki patojenik/ olasi patojenik varyantlarin sag kalim, niks ve metastaz ile iligkisi
Sag kalim Niiks Metastaz
Varyant Varyant
. . tagiyan tagimayan
Gen Gen bolgesi olgularda olgularda p degeri | Anlamlihk | p degeri | Anlamlihk | p degeri | Anlamlilik
medyan sag medyan sag
kalim (ay) kalim (ay)

KIT Amplifikasyon n/a 40,00 0,5560 ns n/a ns 0,2723 ns
KIT 3'UTR 41,00 26,00 0,3685 ns 0,5127 ns n/a ns
KIT Ekzon 2 40 39 0,539 ns 0,729 ns n/a ns
KIT Ekzon 8 39 n/a 0,8724 ns 0,631 ns n/a ns
KIT Ekzon 9 24 n/a 0,0784 ns 0,3969 ns 0,6855 ns
KIT Ekzon 10 70 39 0,6612 ns 0,4884 ns n/a ns
KIT Ekzon 11 18 70 0,161 ns 0,8266 ns n/a ns
KIT Ekzon 12 60,5 39 0,2697 ns n/a ns n/a ns
KIT Ekzon 13 28 70 0,2786 ns 0,2207 ns 0,4642 ns
KIT Ekzon 14 40 39 0,5585 ns 0,7434 ns 0,9221 ns
KIT Ekzon 15 28 40 0,8335 ns 0,2207 ns n/a ns
KIT Ekzon 17 n/a 14 0,1935 ns 0,41 ns n/a ns
KIT Ekzon 18 40 39 >0,9999 ns >0,9999 ns 0,4642 ns
KIT Ekzon 19 28 41 0,6157 ns 0,8266 ns n/a ns
KIT Ekzon 20 39 40 0,7257 ns 0,3969 ns n/a ns
KIT Ekzon 21 40 39 0,7473 ns >0,9999 ns n/a ns
PDGFRA 3'UTR 40 n/a 0,5453 ns 0,593 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 3 40 39 0,6431 ns 0,1017 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 4 4 40 0,2367 ns 0,1904 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 5 41 28 0,7231 ns 0,8655 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 7 70 39 0,391 ns 0,593 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 10 40 39 0,7324 ns 0,729 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 12 20 70 0,0417 * 0,7434 ns 0,1176 ns
PDGFRA Ekzon 13 10,5 40 0,2897 ns >0,9999 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 14 10 41 0,1248 ns 0,8469 ns 0,356 ns
PDGFRA Ekzon 15 40 39 0,9805 ns 0,5127 ns n/a ns
PDGFRA Ekzon 18 41 39 0,3224 ns 0,8655 ns 0,6855 ns
PDGFRA Ekzon 19 n/a 32 0,3817 ns 0,7434 ns n/a ns
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PDGFRA Ekzon 23 40 24 0,5901 ns 0,6242 ns n/a ns
MET Ekzon 19 40 70 0,2839 ns >0,9999 ns 0,7651 ns
RET Ekzon 10 39 n/a 0,6323 ns 0,8655 ns n/a ns
RET Ekzon 11 41 39 0,3188 ns 0,1416 ns n/a ns
RET Ekzon 13 39 n/a 0,3743 ns 0,1904 ns 0,7858 ns
RET Ekzon 15 40 40 0,455 ns 0,1251 ns 0,5127 ns
RET Ekzon 16 17 70 0,0751 ns 0,0648 ns n/a ns
ALK Ekzon 5 70 28 0,1685 ns n/a ns n/a ns
ALK Ekzon 8 41 39 0,304 ns 0,8691 ns n/a ns
ALK Ekzon 15 9,5 n/a 0,0086 bl 0,4602 ns n/a ns
ALK Ekzon 18 41 39 0,9373 ns 0,593 ns n/a ns
ALK Ekzon 19 40 41 0,5394 ns n/a ns n/a ns
ALK Ekzon 20 40 39 0,878 ns 0,631 ns n/a ns
ALK Ekzon 21 28,5 40 0,6833 ns 0,1904 ns n/a ns
ALK Ekzon 22 34,5 40 0,5273 ns n/a ns 0,011 *
ALK Ekzon 23 41 39 0,5431 ns n/a ns n/a ns
ALK Ekzon 24 39 40 0,4363 ns 0,1416 ns 0,9221 ns
ALK Ekzon 25 39 40 0,4604 ns >0,9999 ns 0,2723 ns
ALK Ekzon 29 39 40 0,6971 ns >0,9999 ns 0,2723 ns

n/a: hesaplanamayan degerler; ns: istatistiksel olarak anlamlilik vermeyen sonuglar; *:p<0,05; **:p<0,01
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IPT Immunoglobulin-pleksin transkripsiyon

Sekil-3. MET geninde belirlenen varyantlarin genel perspektifi.a. Belirlenen toplam ve yeni varyantlarin sayisal
dagilimi, b. Toplam varyanlarin, patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ekzonlara gére dagihmi ve her
ekzonda varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant tagiyan olgu sayisi, c. Genin kodladigi proteinin en

yuksek etkilesim kurdugu bes protein,

RET geninin mutasyon profili

RET geninin ekzon ve intron bdlgelerinde toplam
1387 adet varyant belirlendi (Sekil-4a).Toplam
varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant
yogunlugu ekzon 13’te belirlendi ve bu ekzonda
29 olguda ortak gsekilde patojenik varyant
belirlendi (Sekil-4b). Bu genin kodladigi proteinin
en yuksek iliski kurdugu bes protein GRB2,
GDNF, DOK1, GFRA1 ve SHC1 olarak belirlendi
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(Sekil-4c). Patojenik ve olasi  patojenik
varyantlarin genin kodladigi proteinin kinaz
domaini (762. ve 934. aminoasitler arasi)
Uzerinde yogunlastigi, bunlarin blyik
cogunlugunun yeni varyantlar oldugu belirlendi
(Sekil-4d). Yeni tanimlanan patojenik

€.2323_2324insC, €.2321_2322insG,
€.2335delC, ¢.2337_2338insC ve olasi patojenik
€.2328C>G ve c¢.2319delG varyasyonlari 25
olguda ortak sekilde belirlendi (Sekil-4e). Kinaz
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domainini kodlayan dizilerinde belirlenen tiim (n =
2) yanlis anlamli patojenik/ olasi patojenik
varyantlarin ¢ogunun kinaz fonksiyonunu aktive
edici 6zelligi bulundugu belirlendi (Sekil-4f). SRA
verilerinde de belirlenen p.L769L ve p.G691S
varyantlarinin benign Ozellikle
iliskilendirilebilecegi tahmin edildi ($ekil-4h).

RET geninde p.Q626Rfs*12 mutasyonu tasiyan
olgularda meydan sag kalim 8 ay, tasimayan
olgularda ise 41 ay olarak belirlendi. Bu
mutasyonun sag kalimla iliskisi anlamli bulundu
(p=0,0027; Tablo-1).
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Sekil-4. RET geninde belirlenen varyantlarin genel perspektifi.a. Belirlenen toplam ve yeni varyantlarin sayisal
dagihmi, b. Toplam varyanlarin, patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ekzonlara gére dagihmi ve her
ekzonda varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant tasiyan olgu sayisi, c. Genin kodladidi proteinin en
yuksek etkilesim kurdugu bes protein, d. Patojenik/ olasi patojenik varyantlarin detayli dagilimi, e. En
yiksek sayida olguda ortak olarak belirlenen varyasyonlar, f. Yanls anlamli mutasyonlarin katalitik
aktivite Uzerindeki potansiyel etkisi, g. Mutasyonlarin ATP baglanma dizisi Gzerindeki potansiyel etkisi, h.
Varyasyonlarin SRA verileri ile karsilastiriimasi ve potansiyel benign varyantlar.
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Sekil-5.

ALK geninde belirlenen varyantlarin genel perspektifi.a. Belirlenen toplam ve yeni varyantlarin sayisal

dagihmi, b. Toplam varyanlarin, patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ekzonlara gére dagilimi ve her
ekzonda varyant ve patojenik/ olasi patojenik varyant tasiyan olgu sayisi, c. Genin kodladigi proteinin en
yuksek etkilesim kurdugu bes protein, d. Patojenik/ olasi patojenik varyantlarin detayli dagilimi, e. En
yiksek sayida olguda ortak olarak belirlenen varyasyonlar, f. Mutasyonlarin ATP baglanma dizisi
Uzerindeki potansiyel etkisi g. Varyasyonlarin SRA verileri ile karsilastirimasi ve potansiyel benign

varyantlar.

ALK geninin mutasyon profili

ALK geninin ekzon ve intron bolgelerinde toplam
2.008 adet varyant belirlendi (Sekil-5a). Toplam
varyant ve patojenik yogunlugu ekzon 20, 25 ve
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29'da birikim gosterdi. Ekzon 20°’de 26 olguda
ortak sekilde patojenik/ olasi patojenik varyant
belirlendi (Sekil-5b). Bu genin kodladigi proteinin
en yuksek iliski kurdugu bes protein PTN, EML4,
GRB2, NPM1 ve MDK olarak belirlendi (Sekil-5c).
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Patojenik ve olasi patojenik varyantlarin genin
kodladigi proteinin kinaz domaini (1117. ve1382.
aminoasitler arasi) Uzerinde yogunlastidi,
bunlarin buyuk c¢ogunlugunun yeni varyantlar
oldugu belirlendi (Sekil-5d). Patojenik ¢.3762delC
delesyonu 22 olguda ortak sekilde belirlendi
(Sekil-5e). Katalitik bdlgede meydana gelen
patojenik/ olasi patojenik varyantlarin ATP
baglanma dizisini ortadan kaldiracagr tahmin
edildi (Sekil-5f). SRA verilerinde de belirlenen
p.11461V, p.G845G, p.K1491R, p.T1012T,
p.T1446T, p.D1529E ve p.G1125G varyantlarinin
benign 6zellikle iliskilendirilebilecedi tahmin edildi
(Sekil-5g).

ALK geninin 15. ekzonunda patojenik/ olasi
patojenik varyant tasiyan olgularda meydan sag
kalm 9,5 ay olarak belirlendi. Bu ekzonda
patojenik/ olasi patojenik varyant tasinmasinin
sag kalimla iligkisi anlamli bulundu (p= 0,0086).
Bu genin 22. ekzonunda patojenik/ olasi
patojenik varyant tasinmasinin ise metastaz ile
iliskisi ise anlamh olarak belirlendi (p=0,011;
Tablo-2).

TARTISMA

KIT ve PDGFRA genleri sinif lll RTK'lar olan
PDGFR ailesi kinazlarini kodlamaktadir (15).
Calismamizda degerlendirilen olgulardan alti
tanesinde KIT amplifikasyonu belirlenmistir. KIT
amplifikasyonunun kanserde rol aldigi bilinmekle
birlikte (16) paranazal sinis kanseri ile
iliskilendirildigi herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu bakimdan olgularin %20’lik
bdliminde belirlenen bu amplifikasyon, 6zellikle
olgularin bireysel olarak degerlendirilebilmesi ve
KIT ampifikasyonunu hedefleyen tirozin kinaz
inhibitorleri acisindan degerlendiriimesinin
o6nemini ortaya koymaktadir. Literatlirde bulunan,
bes adet inverted papillom koékenli sinonazal
skuam6z hucreli  karsinomlu olguda KIT
mutasyonunu degerlendiren ¢alismada, olgularin
birinde mutasyon belirlenmis, ayni mutasyon,

timorin  kéken aldigi  benign lezyonda da
saptanmis oldugundan benign olarak
degerlendirilmistir (5). Bununla birlikte
calismamizda degerlendirilen otuz olgunun

tamaminda en az bir adet KIT varyasyonu
belirlenmistir. Ayrica bu gen Uzerinde saptanan
varyantlarin yaklasik %90’1 literatlirde daha 6nce
tanimlanmamis yeni varyantlardan olugsmaktadir.
Bu durum farkh kanser tipleri agisindan da yol
gOsterici bir rol oynayabilecektir. Ayrica olgularin
timinde en az bir adet patojenik/ olasi patojenik
KIT mutasyonu tanimlanmigtir. Tanimlanan
patojenik/ olasi patojenik varyantlarin genin
kodladigi proteinin fonksiyonel dzellikleri Gzerine
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olasi etkileri bakimindan degerlendirilebilmesi igin
cesitli tahminleme araglarindan yararlaniimistir.

Ligand-reseptor etkilesiminde gorevli Ig-benzeri
domainleri kodlayan dizilerde belirlenen patojenik
cergeve kaymasi mutasyonlarinin  [R55Gfs*49
(3/30), We66Mfs*4 (10/30), L71Hfs*3 (4/30),
Q79Rfs*25 (2/30)] KIT’in ligandi olan KITLG ile
etkilesim Uzerine etkisi degerlendirildiginde
etkilesimin azalacadi tahmin edilmistir. Benzer
sekilde, dimerizasyon iligkili  bdlgelerdeki
mutasyonlarin [T411R (22/30), V474A (7/30),
P413Qfs*4 (23/30)] dimerizasyon Uzerindeki olasi
etkisi test edildiginde bu mutasyonlarin
etkilesimde belirgin bir degisiklik olusturmayacagi
ongoriimustir. Bu nedenle KIT geninin Ig-

benzeri domainlerini  kodlayan  bédlgelerde
meydana gelen mutasyonlarin, sinyal
transdiksiyonunu arttirarak onkojenik

dénlsimde rol oynadigini dnermemekle birlikte,
tumoér  progresyonundaki  roli  bakimindan
degerlendirilmesinin 6énemini vurgulamaktayiz.
KIT mutasyonlarinin kanserde sorumlu oldugu
primer mekanizma, kinaz aktivitesinin artmasina
neden olan mutasyonlardir (17). Calismamizda
da benzer sekilde patojenik/ olasi patojenik
varyantlarin katalitik domaini kodlayan bdlgede
yogunlastigi belirlenmistir. Bu bdlgede belirlenen
varyasyonlarin genin kodladigi proteinin katalitik
aktivitesi  Uzerine etkisi degerlendirildiginde,
olgularin yaklasik %85’inde (25/30) kinaz aktive
edici mutasyon belirlenmisti. Bu nedenle KIT
geninin artmis kinaz aktivitesinin ve buna yol
acan katalitik bdlge mutasyonlarinin, paranazal
sinls kanserleri icin slricli mekanizmalardan
birini olusturabilecedini 6nermekteyiz.

Elde edilen bu bulgularin, olgularda axitinib,
imatinib, pazopanib, sunitinib gibi KIT aktivitesini
hedefleyen tirozin kinaz inhibitdrleri araciligiyla
hedefe yoOnelik tedavi secenekleri bakimindan
degerlendirilmesinin ondnu acabilecegini
Onermekteyiz (18).

3'UTR bdlgesinde belirlenen varyantlarin ise az
sayida olguda miRNA hedef dizisini ortan
kaldirma potansiyel tasidigindan bu
mekanizmanin sdricu bir rol oynayabilecegini
Ongérmemekteyiz.

Bu genin p.L71Hfs*3 ve p.D737Efs*24 patojenik
cergceve kaymasi mutasyonlarinin ise sirasiyla
sag kalim ve nulks icin biyobelirte¢c adaylan
olabilecegini 6nermekteyiz.

Calismamizda mutasyon profili degerlendirilen
diger Sinif Il RTK ailesi Uyesi PDGFRA genidir.
Paranazal sinus kanserinde PDGFRA geninin
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mutasyon durumunu degerlendiren tek ¢alismada
olgularin yuzde otuz altisinda (4/11) bu genin
mutasyon tasidigi belirlenmistir  (5). Bununla
birlikte  ¢calismamizda  degerlendirilen  tim
olgularda en az bir PDGFRA mutasyonu
belirlenmistir. Belirlenen varyantlarin yaklasik
%88'i literatirde daha dnce tanimlanmamis yeni
varyantlardan olusmaktadir. Ozellikle,
calismamizdaki tim olgularda ortak sekilde
belirlenen ve SRA veri tabanindaki verilerin
islenmesi sonucunda hem timaér hem de timorin
koken aldigi benign lezyonlarin da tamaminda
belirlenen ¢.1701A>G p.P567P ve ¢.3222T>C
p.D1074D varyasyonlarinin benign fenotiple
eslestirilebilecedi ve bu varyasyonlarin timérin
erken evrede teshis edilebilmesi agisindan
onemli prognostik biyobelirtegler  olarak
degerlendiriimesi  bluyik ©6énem tasimaktadir.
Ayrica olgularin timinde en az bir adet
patojenik/ olasi patojenik PDGFRA mutasyonu
tanimlanmig, bu varyantlar genin kodladig
proteinin fonksiyonel o6zellikleri Uzerine olasi
etkileri bakimindan farkli tahminleme araglar
kullanilarak degerlendirilmistir.

Ligand-reseptor etkilesiminde goérevli lg-benzeri
domainleri kodlayan dizilerde belirlenen patojenik
[p.Q58Sfs*25  (6/30), p.K312Rfs*5 (21/30),
p.E316Kfs*22 (16/30)] varyantlarin
dimerizasyonda belirgin degisim olusturmamakla
birikte  PDGFA ligandi ile  baglanmayi
arttirabilecegi tahmin edilmigtir. Bu etkilesimler
sinyal  transdiksiyonunun ilk  basamagini
olusturdugundan  aberasyonlari  kanser ile
iliskilendirilmistir (19). Ozellikle literatiirde ilk defa
tanimladigimiz  ve 21 olguda Dbelirlenen
K312Rfs*5 gerceve kaymasi mutasyonunun hem
dimerizasyonu hem de her iki ligandla
baglanmay! arttirma potansiyeli ile kanser
gelisiminde rollu olabilecedini ve hem paranazal
sinds kanserlerinde hem de farkhh kanser
tiplerinde sinyal iletimindeki roli bakimindan
degerlendiriimesinin onemli oldugunu
ongoérmekteyiz.

Olgularda diger mutasyon birikimi katalitik
domaini kodlayan diziler Uzerinde belirlenmistir.
Olgularin timinde bu bodlgede en az bir
patojenik/ olasi patojenik varyant bulunmakia
birlikte varyasyonlarin biylk boélimi olgular

arasinda ortakhk gOstermemektedir. Bu
bolgedeki mutasyonlarin  blylk bélimuinin
cerceve kaymasi seklinde olmasi nedeniyle
katalitik aktivite Uzerindeki etkinligi

tahminlenememis olmakla birlikte daha o©nce
farkl kanserler ile iligkilendirilmis patojenik yanhsg
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anlamh [p.R841K (3/30) ve p.D842V (4/30)]
varyantlarin (20) kinaz fonksiyonunu aktive edici
oldugu tahmin edilmistir. Yeni tanimlanan
p.D591Efs*3  (12/30) mutasyonunun  ATP
baglanma bdlgesinin tamamen ortadan
kalkmasina neden olacag: tahmin edilmis, bu
durumun  katalitik  aktiviteyi  azaltabilecedi
Oongorusu ile birlikte diger agidan ATP ile yarigan
inhibitérlerin ~ etki  mekanizmasini  ortadan
kaldirmasi  yoluyla  kéti  prognozda  rol
oynayabilecedi de g6z éniinde bulundurulmahdir
(21). Genel olarak olgularda belirlenen
mutasyonlarin olgular arasinda ortak sekilde
goérilmemesi ve katalitik aktiviteyi arttirma
potansiyelinin disuk olmasi, belirlenen
mutasyonlarin bu kanser tipi igin surlici rol

oynamayabilecegini dnermemize neden
olmaktadir.

Bu genin p.A663Cfs*26 mutasyonunun ise sag
kalim igcin biyobelirte¢ adayl olabilecegini
Onermekteyiz.

Calismada degerlendirilen, simif VIl HGFR
RTKlarina uye MET protein kinazini (15)

kodlayan genin paranazal sinis kanserlerinde
degerlendirildigi tek arastirmada, olgularin yiizde
yirmisinden fazlasinda (4/19) MET ifadesi
immunohistokimya yéntemi ile gosterilmis ve lenf
nodu tutulumu ile iligkilendiriimis (6) olmakla
birlikte mutasyon durumu herhangi bir galismada
degerlendiriimemistir. Calismamizda yirmi olguda
MET mutasyonu, on iki olguda ise patojenik/ olasi
patojenik mutasyon belirlenmistir. Belirlenen
mutasyonlarin  neredeyse tamami (%98,2)
literatirde ilk defa tanimlanan varyantlar
icerdiginden, paranazal sinds kanserlerinde
stricu  mutasyon olarak rol oynamadigi
ongorilmekle birlikte farkli kanser tipleri igin bu
mutasyonlarin  kritik rol oynama potansiyeli
degerlendiriimelidir. Ayrica olgular arasinda
farklihk gdsteren bu mutasyon profilinin kisiye-
0zgu tedavi yaklasimlari agisindan tasidigi
potansiyelin de degerlendiriimesi dnemlidir.

RET geni sinif XIV RTK olan RET kinazini
kodlamaktaydi (15). Bu genin paranazal sinus
kanserlerindeki mutasyon profilini arastiran
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle belirlenen tium varyasyonlar bu hastalik
icin 6zgun bulgulardir. Calismada degerlendirilen
tim olgularda en az bir RET mutasyonu
belirlenmistir ve bu mutasyonlarin yaklasik yizde
seksen yedisi ilk defa tanimlanmigtir. Ayrica tim
olgularda en az bir adet patojenik/ olasi patojenik
Ozellikte RET mutasyonu belirlenmis olmasi
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paranazal sinus kanserlerinde bu RTK’nin énemli
rol oynayabilecegini vurgulamaktadir.

Kinaz bdlgesinin amino terminalinde yer alan
dizilerde (590.- 702. aminoasitler) meydana gelen
mutasyonlarin genin kodladigi proteinin katalitik
aktivitesi Uzerindeki etkisi tahmin edilememekle

birlikte bu  bodlgedeki c¢erceve kaymasi
mutasyonlarinin [E595Dfs*9(7/30),
E598Sfs*40(7/30), E598Dfs*6(8/30),

F655Sfs*20(2/30) ve N702Tfs*29 (5/30)] 22
olguda kinaz aktivitesi olmayan RET proteininin
kodlanmasina neden olacagi 6ngoértulmektedir.
Fonksiyon kaybi mutasyonlarinin, onkojenik
transformasyondan ¢ok konjenital anomalilerle

iliskilendirilmis  (22) olmasi, bu bdlgedeki
mutasyonlarin kanserde sartci rol
oynayabilecegini onermememize neden

olmaktadir.

Proteinin katalitik boélgesini kodlayan diziler (762.-
934. aminoasitler) Uzerindeki yanlis anlamli
mutasyonlarin [06zellikle p.F776L (25/30)] kinaz
aktivitesinin artisina neden olacagd tahmin
edilmistir. Bu ve daha az sayida olguda ortak
olarak belirlenen diger aktive edici diger
mutasyonlarin yaninda, RTK lzerinde belirlenen
mutasyonlarin genellikle gergeve kaymasi sekilde
olmasi ve proteinin aktif bdlge icermeyecek
sekilde ifade edilmesine neden olmasi, fonksiyon
kaybina isaret etmektedir. Bu bdlgenin fonksiyon
kaybi ile iligkili az sayida varyantin tanimlanmig
olmasi literatir ile karsilastirma yapilmasinda
kisitlayiciliklara neden olmaktadir. Bu bdlgeye
yakin pozisyonda benzer sekilde terminasyona
neden olan mutasyon (p.G828Afs*41)
adenokarsinomlu olgularda belirlenmis olmakla
birlikte, klinik anlaminin Uzerinde durulmamistir
(23). RET mutasyonlarinin, bu kanserdeki
roliniin tanimlanabilmesi igin Ozellikle asagi-
akisinda yer alan efektdor molekilleri ile birlikte
deg@erlendirilecedi detayli ¢alismalarin yapilmasi
o6nemli gorulmektedir.

Bu genin p.Q626Rfs*12 mutasyonunun ise sag
kalim icin biyobelirte¢ adayr olabilecegini
Onermekteyiz.

Sinif XVI LTK ailesine dye RTK’lardan (15)
ALK’yi kodlayan genin paranazal sints kanserleri
ile iliskilendirildigi herhangi bir molekiler
arastirma bulunmadidindan, elde edilen bulgular
bu kanser tipi icin 6zgunlige sahiptir.
Calismamizda olgularin timiinde en az bir ALK
mutasyonu belirlenmistir. Olgularda belirlenen
varyantlarin yaklasik ylizde sekseni literatirde ilk
defa tanimlanan varyantlardan olugsmaktadir.
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Ayrica 29 olguda en az bir patojenik/ olasi
patojenik ALK  mutasyonu belirlenmistir.
Belirledigimiz varyantlar arasinda daha &nce
patolojik olarak tanimlanmis tek mutasyonun
[p.T1151M (1/30)] katalitik aktivitenin artigina
neden olarak néroblastomda rol oynadidi ve
akciger kanserinde ilag direnci ile iligkili oldugu
(24,25), olasi patojenik varyantlarin
[L1240V(1/30), D1249N(1/30),11461V (1/30)] ise

akciger ve hepatoseliler kanserlerde rol
oynayabilecegi 6nerilmistir (26,27).

Yeni tanimlanan patojenik/ olasi patojenik
varyantlardan ekzon 25'te belirlenen

p.C1255Afs*3 gerceve kaymasinin (22/30), ATP
baglanma kavitesini olusturan (R1253, N1254,
C1255, L1256) bdlgede bulunmasi ve bu
bélgenin ALK mutasyonlarinda hedefe yonelik
ilag etkilesimi icin kullanilan hedeflerden birini
(28) olusturmasi, bu ve diger yeni tanimlanan
mutasyonlarin ATP baglanma dizisini tamamen
ortadan kaldiracaginin tahminlenmesi, bu gene
ait mutasyonlarin olgularda anormal kinaz
aktivitesine yol agma ve ilag direnci olusturma
potansiyelini ortaya ¢ikarmaktadir.

Ayrica ekzon 20'de, katalitik aktiviteye sahip
bélgenin 6ncesinde yer alan p.D1107Gfs*26
duplikasyonunun (20/30) da hastaligin
patogenezi agisindan énemli rol oynayabilecegini
Onermekteyiz. Bu bolgenin herhangi bir katalitik
aktivitesi bilinmemekle birlikte genin flizyonlarini
iceren patojenitelerde flzyonlarin ekzon 20’nin
timdnu icerecek sekilde meydana gelmesi bu
bdlgenin heniz tanimlanmamis kritik bir islevi
olabilecegdi (29) gdrusuniu desteklemektedir.
Katalitik bolgeyi kodlayan bdlgede ortak olarak
belirlenen (n = 2) tim varyasyonlarin cerceve
kaymasi seklinde olmasi bu bdlgenin kinaz
aktivitesi Uzerine etkisinin tahminlenememesine
neden olmakla birlikte olgularin neredeyse
tamaminda bu boélgede patojenik/olasi patojenik
varyant belirlenmis olmasi bu genin paranazal
sinis kanserlerinde dnemli rol oynayabilecegini
Onermemize neden olmaktadir.

Ayrica ALK geninin 15. ekzonunda patojenik/
olasi patojenik varyant tasiyan olgularda meydan
sag kalim 9,5 ay olarak belirlendi. Bu ekzonda
patojenik/ olasi patojenik varyant tasinmasinin
sag kalimla iligskisi anlamh bulundu (p= 0,0086).
Bu genin 22. ekzonunda patojenik/ olasi
patojenik varyant tasinmasinin ise metastaz ile
iliskisi ise anlamh olarak belirlendi (p=0,011;
Tablo-2).
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Bu genin 15. ve 22. ekzonlarinda patojenik
varyant taginmasinin ise sirasiyla sag kalim ve
metastaz i¢in biyobelirteg adaylari olabilecegini
Onermekteyiz.

SONUGC

Sonu¢ olarak paranazal sinls kanserlerinde
genetik  bilginin  yetersiz  olmasi, tedavi
seceneklerini konvansiyonel yontemlerle

kisittamakta, bu da olgularin yagsam kalitesini ve
sag kalim oranlarini olumsuz etkilemektedir. Bu
calismada belirlenen 6zgin varyantlar ve
potansiyel etki mekanizmalari daha detayli ve
fonksiyonel aragtirmalarla desteklenerek hedefe

yonelik tedavi seceneklerinin olusturuimasinda
katki saglayacaktir.

Finansal destek: Bu calisma Ege Universitesi
BAP Koordinatdrligu tarafindan desteklenmistir
(Proje no: TGA-2020-22306).

Etik beyan: Bu calisma Helsinki Deklarasyonu
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