T.C.
ESKISEHIR OSMANGAZIi UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBi GENETIK ANABILiM DALI

MIDE KANSERLI DOKULARDA GENETIK MARKERLARIN
FISH (FLORESAN IN SITU HiBRIDIZASYON) ANALIZI ILE
DEGERLENDIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

HANDE SAYGILI

DANISMAN

YRD.DOC. DR. MUHSIN OZDEMIR

TEMMUZ 2010






KABUL VE ONAY SAYFASI
Hande SAYGILI’ nin Yiksek Lisans Tezi olarak hazirladigi “Mide Kanserli
Dokularda Genetik Markerlarin FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) Analizi ile
Degerlendirilmesi” baglikli bu ¢alisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Lisansiistii

Egitim ve Ogretim Yonetmeligi’nin ilgili maddesi uyarinca degerlendirilerek “KABUL”

edilmistir.
21.07.2010

Uye: Prof.Dr. Sevilhan ARTAN

Uye: Prof.Dr. Ajlan TUK /
| |

}/‘ s 1

Uye: Yrd.Dog.Dr. Muhsin OZDEMIR (Danisman) \X‘ &ﬁzg:‘*

Uye: Yrd.Dog.Dr. Beyhan DURAK ARAS [ /' il \

Uye: Yrd.Dog.Dr. Oguz CILINGIR

Enstitii Mudiiri



OZET

Calismamiz; Oncelikle, mide kanserli dokularda EGFR, HER-2/neu ve TOP2A
onkogenlerinin FISH teknigi i¢in dizayn edilmis sentromer ve lokus spesifik gen
bolgelerinin incelenerek saptanan yeniden diizenlenmelerle hastaligin evresi arasinda
iliski kurabilmek, ikinci olarak hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle
buldugumuz sonuglar arasinda iligki saptayabilmek ve son olarak da Tiirk toplumunda
farkli gelisim asamalarinda bulunan mide kanserli hastalarin EGFR, HER-2/neu ve
TOP2A genlerindeki amplifikasyonlari, 7. ve 17. kromozomlardaki sayisal anomalileri,
saptayarak mide kanseri icin gelistirilecek tedavi yontemlerine 11k tutmak amaciyla

yapilmistir.

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Gastroenteroloji Bilim Dali’'ndan ve Genel Cerrahi Anabilim Dali’dan gelen mide
kanseri tanis1 almig 15 olgudan aliman doku Orneklerine direk doku preparasyonu
yapildiktan sonra FISH analizi yapilmistir. EGFR, HER-2/neu ve TOP2A genleri i¢in
dizayn edilmis problarla tiimérlii dokularda kopya sayist degisikliklerini belirlemede
“altin standart” olarak kullanilan Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi

uygulanmistir. Analiz edilen 15 olgunun hepsinden sonug alinmustir.

Yaptigimiz ¢aligmada tespit ettigimiz gen amplifikasyonu oranlari, literatiirlere
gore yiiksek tespit edilmistir. Oranin bu sekilde ¢ikmasini olgu sayisinin azligi, timor
heterojenitesi ve evreleri ile iligkilendirilmistir. Yapilan ¢alismalarda HER-2/neu ile
klinik evre arasinda genellikle herhangi bir iliski kurulamamistir. Calismamizda HER-
2/neu gen amlifikasyonuna sahip yedi olgunun evre IV’e ait oldugu tespit edilmistir.
Ancak evre IV ile HER-2/neu gen amplifikasyonu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir sonu¢ bulunamamistir. Calismamizda HER-2/neu gen amplifikasyonu goriilen yedi
hastanin altisinda TOP2A gen amplifikasyonu da (%85,7) goriilmiistiir. Bu sonug

literatiirlerle uyum gostermektedir.



EGFR, HER-2/neu ve TOP2A genlerinin hastanin yasi, cinsiyeti, timor tipi, sigara
kullanimi, aile oykiisii ve hastaligin klinik evresi ve diger genlerle arasinda istatistiksel

olarak herhangi bir iliski kurulamamastir.

Calismamiz, Tiirk populasyonunda mide kanserinde gen amplifikasyonlarinin

arastirildigi ilk calisma olma 6zelligini tasimaktadir.

Calismamiz ve bu yonde yapilacak ¢alismalar, mide kanserlerinin etiyolojisine,
yeni tedavi protokollerin gelistirilmesine, bu protokollerin klinikte kullanimlarina 11k

tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, TOP2A, HER-2/neu, EGFR, FISH
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SUMMARY

Our study firstly aims at revealing the relation between two issues: The
rearrangements determined by studying centromere and locus specific gene regions
designed for the FISH technique of the EGFR, HER-2/neu and TOP2A oncogenes in
gastric cancer tissues; and the stages of the disease. Secondly, it carries the purpose of
building a link between the patients’ demographic and histopathological data and the
results achieved. Finally, the study tries to find out the treatment methods of the gastric
cancer was carried out to keep the light by determining the amplifications at EGFR,
HER-2/neu and TOP2A of the Turkish population at various stages of the disease and

numerical anomalies at 7" and 17" chromosomes.

After the samples of 15 patients, acquired from Gastroenterology and General
Surgery Department of Eskisehir Osmangazi University, have been applied direct tissue
preparations, Fluorescent In Situ Hibridizasyon (FISH) analysis is implemented on
them. Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) is a ‘golden standard’ in determining
the copy number changes in tissues with tumors by utilizing probs designed for EGFR,
HER-2/neu and TOP2A genes. Following the application of FISH, all analyses have

produced results.

The gene amplification ratios determined in the study conducted came out to be
higher than the literatures. The reason of this outcome could be linked to low number
experiment subjects as well as tumor heterogenenity and stages. Generally, no relation
has been found between HER-2/neu and clinical stage. It has been determined that the
seven patients with HER- 2/neu gene amplification belonged to stage IV. However, no
meaningful statistical result has been seen between stage IV and HER-2/neu gene
amplification. The study has understood that six patients out of the seven with HER2
gene amplification also have TOP2A gene amplification (%85.7). This outcome is in
line with the literature.

vii



No statistical relationship could be established between EGFR, HER-2/neu and
TOP2A genes, and the patient's age, gender, tumor type, smoking, family history and

clinical stage of disease.

Our study is important due to being the first study analyzing the amplification of

these genes in gastric cancer in Turkish population.

Our study and the studies like this will shed light on etiology of gastric cancer,
developing new treatment strategies and applications of these strategies in clinic.

Keywords: Gastric cancer, TOP2A, HER-2/neu, EGFR, FISH
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1.GIRIS ve AMAC

Yirminci yiizyilin ikinci yarisinda mide kanserinin goriilme sikligi ve 6ldiirme
oraninda diinya c¢apinda belirgin bir azalma goriilmesine ragmen, akciger kanserinden
sonra diinyada kanserden 6liime yol agan ikinci en sik neden olarak mide kanserleri
gosterilmektedir. Diinyada mide kanseri goriilme sikligi o6zellikle sosyoekonomik
diizeyi diisiik iilkelerde artarken Amerika’da kansere bagli 6liimlerde {icilincii siraya
diismiistiir. Sosyoekonomik toplumlarda son 50 yilda mide kanserindeki azalmaya
yiyecek aliskanliklarindaki degismeler, tuz tiikketiminin azalmasi, Diinya Saglhk Orgiitii
(DSO) tarafindan primer kanserojen olarak kabul edilen Helicobakter Pilori’nin (HP)
eradike edilmesine baglanabilir (35).

Cerrahi ile kombine edilmis kemoterapi, hipertermi veya kemoradyoterapi gibi
yeni tedavi modalitelerinin kullanima girmesine ragmen ilerlemis evrelerde mide
kanserinin kontrolii zordur (41). Mide kanserli vakalarin prognozu baslangi¢ yasi,
gastrik duvar invazyonu, tiimor lokalizasyonu, lenf nodu tutulumu ve sistemik metastaz

gibi baz1 klinik ve patolojik degiskenlere baglidir (58, 60).

Kanser bugilin genetik orjinli bir hastalik grubu olarak bilinmektedir. Kanser
olusumu yani karsinojenezis farkli tiirlerde genlerin etkili oldugu ¢ok asamali bir
stiregtir. Kanserde etkili oldugu diisiliniilen genler; onkogenler, tiimor silipresor genler ve

DNA tamir genleri olarak 3 ana grup altinda toplanirlar (25).

Gen ve genom mutasyonlar1 kanser gelisiminde etkili olan genleri icerdiginde
(kromozom ve/veya gen delesyonlari, amplifikasyonlari, yapisal degisimler vb.) gen
lirlinliniin az ya da ¢ok sentezlenmesi ya da farkli {iriiniin sentezlenmesine neden

olmaktadir ki, bu degisimler de selliiler fonksiyonlarda bozulmalara yol agmaktadir.

Epidermal biiylime faktorii reseptorleri, sinyal yolaklarinin aktivasyonunu
saglayan, aktive olduklarinda hiicre proliferasyonunu, diferansiyasyonunu ve programli
hiicre Oliimiinii gerceklestiren; normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber,

birgogunu kanserin teskil ettigi birgok hastalikta aktivasyonlar1 veya asir1 ekspresyonlari



gosterilmis, tirozin kinaz reseptdrleri ailesine mensup bir transmembranik reseptor

ailesidir (45). EGFR ve HER-2/neu epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin iiyeleridir.

Son yillarda kanserin etyolojisine ve tedavisine yonelik yapilan caligmalarda en
cok arastirilan konu basliklarindan biri epidermal biiytime faktorii reseptorleridir. Meme
kanserinde HER-2/neu amplifikasyonu saptanan hastalarda herceptin isimli monoklonal
anti HER-2/neu antikoru ajanla yiiz giildiiriicii sonuglarin alinmasinin ardindan, bu
ilacin rutin kullanima girmesiyle epidermal biiylime faktorii reseptorleri ile ilgili
calismalar daha da hiz kazanmistir. EGFR inhibitorleri olan gefitinib ve erlotinib ile
ilgili ¢alismalar da birgok kanser tiirii igin devam etmektedir. EGFR 7. kromozomun
7p12 bolgesinde, HER-2/neu 17. Kromozomun 17q12-q21 bdlgesinde lokalizedir.
Topoizomeraz 1l A geni (TOP2A) ise 17.kromozomun 17g12-q21 bolgesinde HER-
2/neu onkogeni ile ayn1 amplikondadir. Anti-kanser ilaglarinin spesifik bir sinifi olan
antrasiklin i¢in TOP2A hedef enzimdir. Yapilan c¢alismalarda HER-2/neu ve
TOP2A’nin beraber amplifikasyonunu birgok kanser tipinde antrasiklin terapisine
duyarliligr ile iliskilendirilmistir. EGFR ve TOP2A arasindaki iligki heniiz

yaymlanmamuistir (47).

Yaptigimiz caligsmada,

1. Mide kanserli dokularda EGFR, HER-2/neu ve TOP2A onkogenlerinin FISH
teknigi i¢in dizayn edilmis sentromer ve lokus spesifik gen bolgelerinin incelenerek
saptanan yeniden diizenlenmeler ile hastaligin evresi arasinda iliski kurabilmek,

2. Hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar
arasinda iliski saptayabilmek,

3. Tiirk toplumunda farkli gelisim asamalarinda bulunan mide kanserli hastalarin
EGFR, HER-2/neu ve TOP2A genlerindeki amplifikasyonlar, 7. ve 17.
kromozomlardaki sayisal anomaliler saptanarak mide kanseri i¢in gelistirilecek tedavi

yontemlerine de 151k tutmak amacglanmustir.



2.GENEL BiLGILER

2.1.Kanser

Kanser, hiicrenin temel diizenleyici mekanizmalarindaki kusurlardan
kaynaklandig1 igin 6zellikle molekiiler ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesi gereken
bir hastaliktir. Kanserin gelismesine neden olan temel degisiklik kanser hiicrelerinin
siirekli, kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Kanser hiicreleri, hiicrenin normal davranislarini
kontrol eden sinyallere dogru tepkiyi gostermek yerine kontrolsliz bigimde ¢ogalmay1
ve boliinmeyi siirdiirerek, normal doku ve organlar1 da istila eder ve sonunda tiim
hiicrelere yayilir (25). DSO’ niin 2003 yilina ait kanser raporunda, diinya ¢apinda kanser
oraninin hizla arttigi ve 2020 yilinda, bu oranin %50 artarak on bes milyon kisiyi

etkileyebilecegi bildirilmistir (75).

2.2 Kanserin Gelisimi

Kanser, daha c¢ok bir kitle ya da tiimor olusumuna yol actifini bildigimiz
kontrolsiiz hiicre proliferasyonuyla karakterize edilen neoplazinin daha kesin formlarini
tanimlamak icin kullanilir (53). Neoplazinin sdzciikk anlami yeni biiyiimedir. Willis,
neoplaziyi “normal dokulari asan, onlarla koordine olmayan ve degisime yol acan
uyarty1 durduktan sonra bile ayn1 sekilde asir1 biiyiimeye devam eden anormal bir doku
kiitlesi” seklinde tanimlamistir (43). Neoplazinin kanser olabilmesi i¢in kontrolsiiz
biliylimesi, komsu dokular1 istila edebilmesi veya metastaz Ozelligine sahip olmasi
gerekmektedir (53). Tiim neoplazilerin kokeninde normal biiyiime kontrollerine verilen
yanitin  kaybolmasi bulunur. Neoplazmlar genel olarak “tiimor” adiyla bilinir.
Tiimorlerle ilgilenen bilim dali ise “onkoloji” adiyla amilir (43). Onkolojide
neoplazmlarin benign ve malign kategorilere ayrilmasi ¢ok 6nemlidir. Bu siniflandirma
neoplazmin potansiyel klinik davranisinin degerlendirilmesine dayanir (14). Benign
tiimorler, cevresindeki doku ve organlara yayilmazken, malign tiimorler hem c¢evredeki

doku ve organlara hem de viicudun diger bolgelerine yayilmaktadirlar (25).



Orijin alan hiicre tipine gore kanserler ti¢ gruba ayrilir:
1- Karsinomlar
2- Sarkomlar

3- Hematopoetik

2.3.Kanser ve Genetik

Kanser, basit bir ifadeyle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanabilir.
“Kontrolsliz ¢cogalma”, esas 6zellik olmakla birlikte, kanser hiicresinin baska biyolojik
karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda hiicre kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan
kacabilme, boliinebilmek i¢in dis uyaranlara (sinyallere) gereksinim godstermeme,
¢ogalmayr baskilayici sinyallere duyarsizlik, apoptozisten kacabilme, anjiyogenezi
uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir (23). Baslangigta “normal” olan bir
hiicrenin i¢inden ¢iktig1 organizmanin Sliimiine yol agabilecek bu olumsuz 6zellikleri
sonradan nasil edindigi, bir bagka deyisle “onkogenez” ya da “karsinogenez” olarak
adlandirilan bu siiregte hangi mekanizmalarin rol oynadigl ancak yakin zamanlarda ve
kismen anlagilabilmistir. Buna gore onkogenez, genetik degisiklikler; yani mutasyonlar
tizerinden geligen bir siirectir. Son yillarda epigenetik degisikliklerin de hiicrenin malign
karakter kazanmasinda 6nemli rol oynadig1 anlasilmistir.

Hiicrenin 3 temel yasam fonksiyonu olan biiyiime, boliinme ve 6liim ¢esitli genler
tarafindan kontrol edilir. Yapilan son arastirmalarda yogun olarak hiicre
proliferasyonunun ve apoptozisinin kontroliinden sorumlu genlerin mutasyonlarinin
kansere neden oldugu gosterilmistir. Kanserin baslangicinda farkli kanser tiirlerinde

farkli genlerin varlig1 bildirilmektedir. Bu grupta yer alan genler:

e Mitotik dongii diizenleyicilerini kodlayan genler
e Programlanmig hiicre 6liimii elemanlarini kodlayan genler
e Kontakt inhibisyon olusumunda etkili olan elemanlari1 kodlayan genler

e Hasarli DNA’nin tamirinden sorumlu proteinleri kodlayan genler (53).



Olusum mekanizmast ne olursa olsun, kanser olusumu bir kez basladiginda,
sitogenetik yapimin korunmasindan ve DNA’ da olusabilecek hasar1 tamirden sorumlu
hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerdeki mutasyonlar kiimiilatif olarak bir artis

gostererek kanseri yayginlastirirlar (56).

2.4 Kanser Olusumundan Sorumlu Genler ve Fonksiyonlari

Karsinogenezisin meydana gelmesinde siirekli degisime ugrayan 100’{in iizerinde
gen tanimlanmistir. Ancak kesfedilmeyi bekleyen daha pek c¢ok sayida gen oldugu
apacik ortadadir (1).

Hiicrelerin poliferasyonunu, farklilasmasini ve sag kalimini denetleyen genlerde
gerceklesen degisimler kanserin olusumuna neden olur (5). Kanser olusumunda etkili

olan genler;

1-Timor siipresor genler
2- DNA tamir genleri
3-Onkogenlerdir (1,76,77).

Kanser hiicresinin tipik kontrolsiiz ¢cogalma istegi ve invaze olabilme yetenegi
yukarida gruplanan genlerde ve onlarin sahip olduklar1 mekanizmalarda ortaya ¢ikan
bozulmalardan dolayidir (25). Bu genler normal bir hiicrenin programlanmis hiicre
Olimiiniin ve hiicre dongiisiiniin kontrol yolunda bulunmaktadirlar. Karsinojenik
mutasyonlarda ¢ogunlukla kontrol yolunda bulunan genleri etkileyebilmektedir. Normal
regiilator gen iirlinleri, hiicre sayisinin artirilmasi1 ya da hiicre sayisi artiginin inhibe

edilmesine gore gruplandirilir (1,70).

TUmor siipresor genler hiicre ¢ogalmasini inhibe eder. Bu genlerin her iki allelinin

de degisimi s6z konusu olup, bu genlerdeki degisimler resesif 6zellik gosterir.

DNA tamir genleri yanlis eslesme tamiri, niikleotit eksizyon tamiri ve baz

eksizyon (kesip c¢ikarma) tamiri genlerini igerir. Bunlar disinda, kromozomal
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segregasyon ve mitotik rekombinasyon gibi biiyiikk kromozom parcalarini ilgilendiren

kontrol siirecinde de yer alir.

Onkogenler hiicre proliferasyonunun normal olarak aktivasyonunu ydnetir. Bu
genlerin tek bir allelindeki mutasyon hiicre fenotipinin degismesi i¢in yeterli olup bu
genlerdeki degisimler dominant &zellik gosterir. Onkogenler mutasyon tasimayan
normal hiicrede ise proto-onkogen adini alir (70).

2.4.1. Onkogenlerin protein iiriinleri

Onkogenler ve bunlarin iiriinii olan onkoproteinler uyari ileti akislar1 tizerindeki

rollerine gére 5 ana baslikta siniflandirilabilir (25).
a) Biiytime faktorleri
b) Biiyiime faktorii reseptorleri
c) Sinyal ileten proteinler
d) Niikleustaki diizenleyici faktorler
e) Mitokondriyal onkogenler
2.4.2. Onkogenlerin aktivasyonlari
Protoonkogenlerdeki degisimler onkogenlerlerin aktivasyonunu etkiler. Bu
genetik degisimler hiicreye bir biiyiime avantaji saglar. Insan neoplazmilerinde bulunan
onkogenler ii¢ genetik mekanizma ile aktive olur.
1.Delesyonlar ve nokta mutasyonlari,

2.Kromozom yeniden diizenlenmeleri,

3.Gen amplifikasyonlari.



Bu mekanizmalar protoonkogen yapisinda farkliliklar yaratabilecegi gibi
ifadelerinde de artislara neden olabilir. Ciinkii neoplazi ¢ok asamali bir siirectir.
Mekanizmalardaki bir ya da birden fazla degisiklik, kanserle iligkili genlerin sayisindaki
degismelere ve bu sekilde tiimorlerin gelisimine neden olur. Neoplastik fenotipin
tamamen aktarimi metastaz kapasitesiyle iliskilidir. Genellikle bu tablo protoonkogen
aktivasyonu ve tiimor silipresor genlerin inaktivasyonu ile birlikte gerceklesmesiyle

olusur (42).

Delesyonlar ve nokta mutasyonlari, protoonkogenlerden onkogen olusmasina
sebep olan degisimlerden biridir. Retroviral onkogenlerin sahip oldugu delesyonlar
onlarin aktif hale gelmesine neden olur. Ornek olarak Met, trk, Kit, ve erb-B
onkogenlerinin amino uglarinda bulunan ligand baglanma domainlerindeki delesyonlari
gosterilebilir. Birgok kanser tiiriinde kromozom yapisinda translokasyon, duplikasyon
ve delesyon gibi anormallikler de goriilir. Kromozom translokasyonlarindan
kaynaklanan gen diizenlenmeleri, ¢ogunlukla onkogenlerin ortaya ¢ikmasina yol agar.
Solid tlimorlerde goriilen kromozom yeniden diizenlenmeleri iginde yer alan kromozom

translokasyonlar1 cogunlukla 16semi ve lenfomalarda bulunmaktadir (1,53,65).

B lenfositlerin tiimorii olan insan Burkitt lenfomasi ve fare plazmasitomlarinda ilk
kez kromozom translokasyonu sonucu olusan onkogen aktivasyonu c- myc geninde
gozlemlenmistir (13,22,53). C-myc geni, biiylime faktor uyarisi ile aktif hale gecen bir
transkripsiyon faktoriidiir ve kontrolsiiz {irlin olusturmas: hiicre proliferasyonunu

yonlendirir, boylece tiimor gelisimi gergeklesir (53).

Genlerin protein kodlayan bolgesinde bazi protoonkogenlerin translokasyonu
degisikliklere neden olarak, anormal gen iiriinlerinin ortaya ¢ikmasini saglar. Buna en
tipik ornek; kronik myeloid 16semide, kromozom 9q2’da lokalize olan abl
protoonkogenin kromozom 22q da lokalize bcr geni ile translokasyonudur (1,13,53). Bu
translokasyon sonucunda ber/abl flizyon proteini sentezlenir (24,18). Abl protoonkogeni

onkogenik aktivite kazanmistir (1,13,79,76).



Insan tiimorlerinde onkogenlerin aktive olmasinda diger bir mekanizma da,
genlerin fazla sayida ekspresyonuna neden olan gen amplifikasyonudur. Gen
amplifikasyonu genomik DNA’nin gereginden fazla replike olmasi sebebiyle ortaya
cikar ve genellikle homojen olarak boya alan bolgeler (HSR’ler) veya double-minute
kromozomlar (DM) olarak ifade edilen karyotipik bozukluklara sebep olur (42,57).

DM’ler sentromer i¢inde yer alan mini kromozom yapilar1 ile karakterizedir.
HSR’ler ise kromozom {izerinde koyu ve acik renkte boyanan bantlarin normal
goriintiiniin disina cikilmasi ile ortaya ¢ikan kromozom segmentleridir. DM’ler ve
HSR’ler genin birka¢ binden fazla kopya sayisinda genomik DNA bdlgeleri i¢erdigini
gosterir. Amplifikasyon hiicre biliylimesi i¢in segici bir avantaj saglayarak genlerin

ekspresyonunun artmasina yol agar (42,57).

Gen amplifikasyonu, normal hiicrelere gore tiimor hiicrelerinde daha sik goézlenir.
Pek cok tiimoriin prognozunda, onkogen amplifikasyonlar1 rol oynar. Tiimoriin hizh
gelisimine ve malign yapisinin artmasma neden olurlar. Bu gruba en iyi Ornek
noroblastomda N-myc; meme ve over karsinomlarinda ise erbB-2 onkogen
amplifikasyonlaridir. Amplifiye N-myc kopyalar1 hizla gelisen agresif tlimorlerde
siklikla gozlenir ki bu da N-myc’in ndroblastomanin malign 6zelliginin artmasinda
onemli bir rolii oldugunu ifade eder (1,53). Ayrica Ras gen ailesi iiyeleri i¢inde yer alan

K-ras ve N-ras ¢esitli karsinomlarda sporadik olarak amplifiye olurlar (42).

Son yillarda kanser tedavisinde tirozin kinaz inhibitérlerinin kullanima girmesi ve
kismen basarili sonuglarin elde edilmesi ile onkogenlerle ilgili arastirmalar daha c¢ok
hiicre ylizey reseptdrlerinin daha iyi anlagilmasina dogru kaymistir. Bu dogrultuda hiicre
yiizey reseptorlerinin yapilarinin, cesitlerinin ve fonksiyonlarmin kanser ve kanser

tedavisi ile ilgili kisilerce daha iyi irdelenmesi geregi dogmustur.

2.5. Hiicre yiizey reseptorleri

Hiicrelerin tiimii bulunduklar1 ortamdan sinyaller alirlar ve bu sinyallere yanit

verirler. Hiicreler arasi sinyal iletimi, bir hiicrenin yilizeyinde eksprese edilen veya
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salgilanan sinyal iletim molekiillerinin, bir diger hiicrede eksprese olan reseptdrlere
baglanmasi1 ile gerceklestirilir. Bir¢ok sinyal iletim molekiiliiniin reseptorlerine
baglanmasi ile, hiicrenin metabolizmasini, sag kalimini ¢ogalmasini ve farklilagsmasini

iceren, hiicre davranislarini diizenleyen bir seri hiicre i¢i reaksiyon bagslar.

Hiicreler arasi bilgi iletimini, bir¢ok farkli tipte molekiil saglar. Reseptorler
hiicreler tarafindan eksprese edilse de yap1 ve fonksiyon acgisindan farkliliklar
gosterirler. Sinyal iletimi molekiillerinin de hedef hiicrelerdeki etki yollar1 birbirinden
farklidir. Baz1 sinyal iletim molekiilleri plazma zarindan kolaylikla gecebilirler ve
sitoplazmadaki veya niikleustaki hiicre i¢i reseptorlerine baglanabilirler. Bazi

reseptorler de hedef hiicre yiizeyinde bulunur.

Hiicre sinyal iletimi, ya bir hiicrenin komsusu ile dogrudan etkilesimi ya da
salgilanan sinyal iletim molekiilleri ile gerceklesir. Bunlar disinda hiicrelerde komsu
hiicrelerin yiizeyindeki sinyal iletim molekiilleriyle etkilesime giren ¢esitli hiicre ylizey

reseptorlerine de sahiptirler (1,43).

2.5.1. Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri

Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR, ErbB-1, HER-1) ilk kesfedilen
reseptor tirozin kinazdir. Hiicre i¢i sinyal yolaklarmin aktivasyonundan sorumlu
mekanizmalarin birgogu EGFR ile yapilan calismalarda ortaya konmustur. EGFR’ nin

belirlenmesinin ardindan ayni reseptor ailesinin ii¢ iiyesi daha bulunmustur. Bunlar,

ErbB-2(HER-2/neu), ErbB-3(HER-3), ErbB-4(HER-4)’ diir (28).

Tirozin kinaz aktivitesine sahip olan EGFR bir transmembran proteinidir ve hiicre
dis1 sinyalleri hiicre i¢ine iletir. EGFR ailesi, sinyal yolaklarinin aktivasyonunun
kontroliinde gorev alan, normal gelisim siirecinde rol oynamakla beraber, kanserde
aktivasyonlarinin veya asirt ekspresyonlariin iliskisi tespit edilmistir. EGFR ailesi
liyelerine homodimerizasyon veya heterodimerizsayon ile baglanarak, onlarin
aktivasyonunu saglayan EGF, transforme edici biiylime faktorii(TGF-o), heparin

baglayict EGF(HB-EGF), amfiregulin(AR), betaselulin(BTC), epiregulin(EPR), neu
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diferansiyasyon faktorii(NDF, heregulin) ve epigen gibi farkl ligandlar1 vardir. Ornegin
HER-1 ve HER-4, kendi ligandlar1 olan HB-EGF, EPR’ ye baglanarak aktive olurlar
(36,61).

Yapilan caligmalarda HER-2/neu’ nin bilinen higbir liganda baglanmadig1 ortaya
cikmis, bu gelisme de bilim diinyasinda biiylik merak uyandirmistir. Bu ylizden
literatiirde en sik incelenen HER-2/neu olmustur. Bu calismalarda HER-2/neu’nin
memeli hiicrelerinde tirozin fosforilasyonunu uyaran, 44 kD’luk bir glikoprotein olan
neu diferansiyasyon faktér (NDF, heregulin) bulunmustur. Onceleri NDF’nin HER-
2/neuw’ nin spesifik ligandi oldugu diisiiniiliirken sonraki c¢aligmalarda overyan ve
fibroblast hiicre serilerinde NDF’nin HER-2/neu ile hi¢ baglanmadig1 ortaya konmustur.
Ancak NDF varliginda NDF’nin ¢esitli izoformlarina bagli olarak HER-2/neu’ nin
EGFR, HER-3 ve HER-4 ile heterodimer olusturarak NDF’nin baglanmasina olanak

sagladigi ve cesitli hiicre i¢i cevaplarin meydana getirildigi gosterilmistir (36,61).

Bu gelismeden sonra EGFR ailesindeki reseptorlerin heterodimer olusturma
ozellikleri incelenmis ve BTC ligand: ile ilgili de benzer bulgular ortaya konmustur.
BTC HER-41i tek basina uyarabildigi gibi baz1 durumlarda HER-4’in diger ii¢ reseptor
ile dimer olusturmus halini de uyarabilir. Degisik biiylime faktorlerinin degisik reseptor
kombinasyonlar1 ile uyarilmalar1 arasindaki farkliliklarin insan dokularindaki
proliferasyon ve diferansiyasyonun anlasilmasinda c¢ok onemli bir rolii oldugu

diistiniilmektedir (10,28,30,36,52,61).
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Sekil 2.1 EGF reseptor ailesi ve ligandlar

(http://www.cancerpublications.com/newsletter/nematolgical/amger_slide/article1/2)

Epidermal biiyiime faktor reseptorlerinin yapisi: EGFR geni, insanda7.
kromozomun 7p11.2 bolgesinde lokalizedir. Gen iginde 28 ekzon igerip, 170 kDA’ luk
glikoprotein kodlar. HER-2/neu geni, 17. kromozomun 17qll-q21 bolgesinde
lokalizedir. 27 ekzon igerir ve 185 kDA’luk transmembran bir glikoproteini kodlar.

EGFR ailesi iiyeleri ii¢ 6nemli fonksiyonel domaine sahiptir:

e Hiicre disinda ligandlarin baglandig1 bir domain,
¢ Hidrofobik transmembran bir domain,

e Hiicre i¢inde yer alan sitoplazmik bir tirozin kinaz domaini (28,74).

Epidermal biiyiime faktor reseptorleri sinyal yollar1: Hiicre disindan gelen
sinyallerin hiicre i¢inde uygun hedeflere iletilmesi icin birgok sinyal iletim yolu vardir.
Reseptor tirozin kinazlar grubunda yer alan Erb-1 ve Erb-2 reseptorlerinin aldigi

sinyallerin hiicre iginde takip edecegi 3 yol vardir:

11



RAS/ERK vyolu: Grb2 veya Shc proteinlerinin fosforile olmus ErbB resptorlerine
baglanmasiyla ERK yolagi aktive olmustur. SOS (Son of sevenless) aktive olmus
resptor dimerine baglanir. SOS daha sonra Ras’i aktive ederek Raf-1’in de aktive
olmasina sebep olur. Raf-1, MEK1 ve MEK2’yi fosforile eder. Daha sonra MEK1,
ERK1’i MEK2 de ERK2’yi aktive eder. Bu yolak hiicre proliferasyonu, apoptozis
protein inhibitoriiniin ve Bcl-2 ailesi iiyelerinin artan transkripsiyonu ile sonuclanir.

Boylece hiicre devamliligi saglanir (1).

P13 kinaz/AKT (PI-3 kinaz/protein kinaz B) yolu: EGF o6nceki yol yaninda bu
sinyal yolunun aktivasyonu araciligiyla hiicre devamhiligin1 saglar. EGF, aktive olan
EGFR ailesi reseptoriine PI-3 kinazin baglanmasmi tetikler. Bu olay PI-3” deki
domainin fosforile olmus tirozinlere baglanmast ile gerceklesir. P1-3 kinazin katalitik alt
birimi fosfotidilinozitol(4,5) bifosfat1 fosforile ederek PtdIns(3,4,5)P3’ iin olugmasina yol
acar. PI-3 kinaz ayni zamanda Ras’ 1 da aktive edebilir. Bu, ERK sinyal yolaginin
aktivasyonuyla hayatta kalim yolaklar1 arasindaki iletisimi  gerceklestirir.
PtdIns(3,4,5)P3’tin  temel efektorii AKT’tir. AKT, anti-apoptotik proteinlerin

transkripsiyonu ile hiicre devamliligini saglar (1).

JAK/STAT yolu: Diger bir sinyal yolagi EGF ile baslayan JAK/STAT yolagidir.
Bu yolak hiicre devamliliginin yanitlanmasinda gorev alir. JAK, plazma membraninda
yer alan STAT proteinlerini fosforile eder. Bu da STAT proteinlerinin niikleusa
gecmesine yol agar. Burada STAT proteinleri hiicre devamlilig: ile iliskili genlerin

transkripsiyonunu aktive eder (1).
Bu yolaklar dogrudan hiicre-hiicre etkilesimi araciligi ile sinyal iletimi, embriyo

gelisim sirasinda ve eriskin dokularin devamliliginin saglanmasinda gorev alan farkl

hiicre tipleri arasindaki bir¢ok etkilesimin diizenlenmesinde kritik rol oynar (1).
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SEKIL 2.2 EGFR ailesi sinyal yolaklar
(www.nature.com/bjc/journal/v94/n2/images/6602941F1.jpqg)

2.5.2.Epidermal biiyiime faktor reseptor inhibitorleri

Epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin timor gelisimindeki rolii g6z oOniine
alinarak, son yillarda Epidermal biiyiime faktorii reseptorleri aktivasyonunu ve
fonksiyonunu bloke eden ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Gefitinib ve erlotinib klinik
yollarla test edilen ilk tirozin kinaz inhibitorleridir. Lapatinib, EKB-596, CI-1033, PKI-
166 ve AEE-788’in de yer aldig1 diger inhibitdrler heniiz aragtirilmaktadir. Oral yolla
aktif olan gefitinib ve erlotinibin ¢esitli kanser tiirlerinde asir1 eksprese olan EGFR’ yi
inhibe ettigi gosterilmistir. Epidermal biiylime faktorii reseptorleri inhibitdrii ajanlar
KHOAK'de yiiksek oranda ekprese edilen epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin
bloke edilmesi, tirozin kinaz aktivitesinin inhibe edilmesi ve sonugta hiicre aktivasyonu
ve proliferasyonunun inhibisyonuna neden olur. Gefitinib (ZD1839,Iressa) ve Erlotinib
(OSi-774,Tarceva) daha 6nce kemoterapi ile tedavi edilen hastalarda yogun olarak

kullanilan ve arastirilan ajanlardir. Yapilan faz III ¢alismalarda platin temelli kombine
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kemoterapilere eklenmeleri ile istenen diizeyde sag kalim avantaji saglanamamistir.
Ancak se¢ilmis hastalarda daha etkin olabilecekleri belirtilmektedir. Bu amac¢la HER-
2/neu amplifikasyonunu belirlemede gelistirilen Herceptest isimli immiinohistokimyasal
yonteme dayanan test, FISH yontemi ile dogrulanmis ve etken maddesi trastuzumab
olan herceptin isimli ilacin kullanilmasinin uygun olacag: hastalarin belirlenmesinde
etkili bir yontem oldugu saptanmustir (15,27,66).

EGFR'ye karsi gelistirilmis monoklonal antikorlardan Cetuximab(IMC-
C225,Erbitux) ve HER-2/neu 'ye karsi gelistirilmis monoklonal antikorlardan
Trastuzumab (Herceptin) ile ¢alismalar devam etmektedir (15,27,66).

2.6. Topoizomerazlar

Replikasyona yardimci proteinlerin diger gruplarini olustururlar. DNA iplikleri
acilirken replikasyon c¢atali 6niindeki DNA donmeye zorlanir. Bu sekildeki bir zorlama
halkasal yapidaki DNA molekiiliiniin kendi {izerine katlanmasina neden olur ve sonugta
replikasyon bloke edilir. Boyle bir problem DNA ipliklerini doniistimlii olarak kesen ve
tekrar baglayan topoizomerazlar tarafindan bertaraf edilir. iki tip topoizomeraz vardir:
Tip I; yalnizca tek ipligi keser. Tip II ise her iki iplikte de eszamanli kiriklar olusturur.
Olusturulan gecici kiriklar sayesinde DNA ipliklerinin birbirleri etrafinda dénmesi
saglanir ve katlanmalar1 onlenir. Okaryotik kromozomlar her ne kadar lineer DNA
molekiillerinden olugmuslarsa da yine topoizomerazlara ihtiya¢ vardir, aksi takdirde
sentez sliresince kromozomun tamaminin devamli olarak donmesi gerekecektir (48). Tip
Il topoizomeraz sadece DNA’nin agilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda, birbirinin igine
gecmis olan yeni sentezlenmis ¢cembersel DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasi
icin de gereklidir (25). Tip II topoizomerazin iki isoformu vardir. o ve f
isoformlarindan o isoformunun (TOP2A) fonksiyonu mayoz ve mitozdan dnce birbirine

sartlmis halde olan DNA ipliklerini ayirmaktir (48).
Topoizomeraz Il A 17.kromozomun 17912-q21 bdlgesinde HER-2/neu onkogeninin

hemen yanindadir. Anti-kanser ilaglariin spesifik bir sinifi olan antrasiklin icin TOP2A

hedef enzimdir. Calismalar HER-2/neu ve TOP2A nin beraber amplifikasyonunu birgok
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kanser tipinde antrasiklin terapisine duyarlilig ile iliskilendirmistir. EGFR ve TOP2A

arasindaki iligki heniiz yayinlanmamistir (32,49).

2.7.Mide Kanseri

2.7.1.Midenin Embriyolojisi ve Postnatal Gelisimi

Mide 6zefagusa kaudal barsagin fuziform (igsi) bir dilatasyonu gibi gelisir (16).
Embriyo gelisiminin 4. haftasinda, 7 mm iken, 6n barsagin fusiform genislemesi
seklinde mide belirir (16,63). Mide endodermden gelisir ve mukozanin erken glandiiler
differansiasyonu fetus boyu 80 mm’ye ulastiginda olusur. Enzim ve asit iiretimi ilk
olarak fetal hayatin 4. aymnda olusur. Yenidoganda mide tamamen gelismistir ve

erigkininkine benzer (16).

2.7.2. Midenin Anatomisi

Sindirim kanalinin en genis yeri olan mide, 6zofagus ile duodenum arasinda,
abdomenin epigastrium ve sol hipogastrium bdlgelerinde yer alir (2,20). Bos mide,
fundusunun ¢ikintis1 hari¢, hemen hemen tubuler veya J seklindedir (16,20). Mide;
kardiya, fundus, korpus ve pilor olmak iizere dort anatomik bolgeye ayrilir. Midenin
superomedial sinir1 kiiclik kurvatur, inferolateral sinir1 biiyiik kurvaturdur. Kardia
gastrodzofageal bileskenin 1-3 cm yakinindaki bolgedir (16). Fundus gastrodzofageal
birlesim diizeyinin yukarisinda yer alir, havayla doludur ve diafragma ile komsuluk
gosterir (2,20). Korpus midenin en biiyiikk boliimiidiir, insisura angularise kadar uzanir.
Fundus ile korpus arasinda belirgin bir sinir bulunmaz. Distal olarak yer alan pilor
antrum, pilor kanali ve pilor sfinkteri olmak iizere 3 bdlgeye ayrilir (20). Antrum genis,
pilor kanali ise 1-2 cm uzunlugunda dar bir kanaldir. Pilor sfinkteri ise gergek bir
sfinkter olmayip diiz kastan yapilmistir. Bos midenin mukozasinda plica gastrika
denilen kalin plikalar vardir. Bunlar genellikle midenin uzun eksenine paralel olarak
uzanirlar (2). Organ dolarak genisledigi zaman plikalar diizlesirler (2,16). Fundus ve

korpus mukozasinda plikalar 6zellikle biliyiik kurvaturda daha belirginken antrumda
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plikalar diizlesirler (2,8,16). Plikalar histolojik olarak mukoza, muskularis mukoza ve

submukozanin bir kismini igerir.

2.7.3.Midenin Histolojisi

Mide duvari tiim sindirim kanalinin karakteristigi olan 4 genel katman sergiler:

Mukoza, submukoza, muskularis propria veya eksterna, seroza.

Mukoza: Mide mukozasi ii¢ tabaka igerir: Yiizey epiteli, lamina propria,

muskularis mukoza.

Submukoza: Muskularis mukoza ve muskularis propria arasinda lokalize olmus,
gastrik rugalarin merkezleri formundadir. Cogu elastik lifler bulunduran gevsek
konnektif doku igerir. Venler, arterler, lenfatikler ve Meissner’in otonomik sinir

pleksusu burada bulunur (16,62).

Muskularis Eksterna: Her biri farkli planlarda yerlesmis, diiz kasin 3
tabakasini igerir. En i¢ oblik tabaka kesintili bir tabakadir ve her kesitte gortilmeyebilir.
Ortada sirkiiler ve en dista da longutidunal diiz kas tabakasi vardir. Sirkiiler ve
longitidunal tabaka arasinda myenterik (auerbach’s) sinir pleksusu mevcuttur (16,62).

Seroza: Mide duvarinin en diginda bulunan bag dokusunun ince bir tabakasidir
(8). Peritonla devam eden bir mezotel ile doselidir (8,62).

2.8.Mide Tiimorleri

Mide tiimorleri malign ya da benign olabilir. Bu tlimoérler histopatolojik

ozelliklerine dayanilarak siiflanabilir.
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Tablo 2.1. Mide Tiimérleri (DSO 2000)

EPITELYAL TUMORLER NONEPITELYAL TUMORLER
Intraepitelval Neoplazi-Adenom Leivomyom
Karsinom Schwannom

Adenokarsinom Graniiler hiicreli tiiméor

Intestinal tip, Diffiiz tip

Papiller adenokarsinom Leiomyosarkom

Tubuler adenokarsinom Glomus tiimér

Miisindz adenokarsinom Gastrointestinal stromal timér
Tasli yiiziik hiicreli karsinom Kaposi sarkom

Adenoskuamdz karsinom Digerleri

Skuamoz hiicreli karsinom Malign lenfomalar:

Kiigiik hiicreli karsinom Marjinal zon B hiicreli lenfoma
Indiferansive karsinom MMantle hiicreli lenfoma

Mide malign tiimorlerinin yaklasik %90 kadar1 adenokarsinomlardir. Non-

Hodgkin lenfomalar ve leiyomyosarkomlar geri kalan %10’luk dilimi olusturur (11,35).

2.8.1.DSO Klasifikasyonu ( 2000 )

Histolojik degiskenliklerine ragmen genellikle dort paternden biri baskindir.

Tan1 baskin histolojik patern tizerine temellenmistir (21).

Tubuler Adenokarsinom: Bunlar 6nemli oranda dilate, yarik benzeri ve
degisen caplarda dallanan tubuller icerir; Asiner yapilar da bulunabilir. Tek tek tiimor
hiicreleri intraliiminal miisinli kolumnar, kiiboidal veya yassilagmistir. Berrak hiicreler
de bulunabilir. Sitolojik atipinin derecesi diisiikten yiiksege degisir. Az differansiye bir
varyant bazen solid karsinom gibi adlandirilmistir. Lenfoid stromasi goze carpan
timorler, bazen mediiller karsinom veya lenfoid stromali karsinomlar diye

adlandirilmigtir. Desmoplazinin derecesi degisir ve belli belirsiz olabilir (21).
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Papiller Adenokarsinom: Bunlar fibrovaskiiler bag dokusu korlart ile
desteklenmis silindirik veya kiiboidal hiicreler ile smirlanmis uzamis parmak benzeri
uzantilar ile iyi differansiye olmus eksofitik karsinomlardir. Hiicreler polaritelerini
korumaya egilimlidir. Baz1 tiimorler tiibiiler differansiasyon ( papillotiibiiler ) gosterir.
Seyrekce bir mikropapiller arsitektiir bulunur. Selliiler atipinin derecesi ve mitotik
indeks degisir; Siddetli niikleer atipi olabilir. Tutulan timdr kenari, ¢evre yapilardan
genellikle keskince sinirlanmistir. Timor akut ve kronik inflamatuar hiicreler ile infiltre

olmus olabilir (21).

Miisin6z Adenokarsinom: Tiimoriin % 50’sinden fazlasinda ekstraselliiler
miisin gdlciikleri bulunuyorsa tanimlanir. Iki major biiyiime paterni: 1-Intertisyel miisin
ile beraber mukus sekrete eden kolumnar bir epitelyum ile sinirlanmis glandlar, 2-
Miisindz gdllerde serbestce yiizen zincirler veya irregiiler hiicre kiimeleri. Interglandiiler
stromada da miisin olabilir. Miisinéz adenokarsinomlarin derecelendirilmesi (grade)
sadece birkac hiicreyi igeren tiimorlerde gilivenilir degildir. Miisin lireten terimi bu

kontekste miisindz ile sinonim tutulmamistir (21).

Tash Yiiziik Hiicreli Karsinom: Tiimoriin % 50’sinden fazlasi intrastoplazmik
miisin iceren malign hiicrelerin izole ve kiiglik gruplarmi igerir. Yiizeysel olarak
hiicreler pit ve glandlar arasinda uzaklara genisleyen, lamina propriada sacilarak

uzanirlar (21).

2.8.1.1Adenokarsinom

2.8.1.1.1.Adenokarsinomlarin Epidemiyolojisi

Midenin adenokarsinomu diinyanin en yaygin timdrlerinden biridir (46).
Goriiliis siklig1 bolgeden bdlgeye bilyilkk oranda degisir; Ozellikle Japonya, Sili,
Finlandiya, Kostarika, Kolombiya, Portekiz, Rusya ve Bulgaristan gibi iilkelerde
ozellikle yiiksek sikliga sahiptir. A.B.D, Ingiltere, Kanada, Avustralya, Yeni Zelanda,
Fransa ve Isve¢’te 4-6 kat daha az yaygmdir (14). Birlesik Devletler’de 1930’dan

18



1985’e gastrik karsinom insidansi dramatik olarak azalmis ve simdiye kadar sabit
kalmistir. Son birka¢ dekadda gastrik karsinomda azalma, hemen hemen biitliniiyle
intestinal tip karsinom insidansindaki azalmaya bagli olmustur. Bunun yanisira diffiiz
tipin insidans1 degismemistir (17). Intestinal gastrik karsinomun azalmasinda besin
koruyucularin kullanimindan daha az faydalanilmasi, sogutma ve taze {irlinlerin daha
yaygin elde edilebilirligi etkili olmustur. Gida koruyucusu olan nitritlerin kullanima,
taze meyve ve sebze elde edilmesindeki yetersizlik nedeniyle olusan, vitamin C gibi
diyet antioksidanlarinin yoklugunun midede nitrozo igerikleri gibi karsinojenik
maddelerin Uretimini artirdigina inanilmistir. Daha sonra H.Pylori, gastrik kanser
arasindaki iliski iizerine yapilan arastirmalarda Intestinal Tip ile hemen hemen
%100°liik iliski izlenmis olup, ayni iliski diffiiz tipinde de gozlenmistir (17) . Gastrik
karsinom 40 yasindan daha gen¢ hastalarda yaygin degildir. Yedinci dekadda pik
yapmakla beraber, yasla siklig1 artar (17). Intestinal tip gastrik karsinom 55 yaslik bir
ortalama yas ve 2/1’lik bir erkek/kadin orani sergiler. Diffiiz gastrik kanser yaklasik
olarak esit bir kadin/erkek oranina sahiptir ve hafifce daha geng hastalarda olusur (14).
Japonya’da 1960°dan beri siklig1 azalmistir. Gastrik karsinom riskli biitiin populasyonda
sosyoekonomik seviyenin artmasi ile risk azalir. Bu mesleki faktorlere ve populasyonun
diisiik sosyoekonomik grubunda H.Pylori enfeksiyonunun daha yiiksek insidansina

bagli olabilir (17,46).

Japon endoskopi tarama programinda vakalarin % 40’indan fazlasi muskuler
duvarin invazyonu 6ncesinde tani almistir. Birlesik devletlerde tan1 aninda erken gastrik
kanser %10’dan daha az oranda tespit edilmektedir. Erken gastrik karsinomlarin 5 yillik

yasam sans1 % 90’dan fazladir. Japonya’da bu oran daha yiiksektir (17,46).
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2.8.1.1.2.Mide Adenokarsinomlarinda Evreleme
TNM KLASIFIKASYONU (DSO-2000) (21,34,44,69)
1-Primer Tiimoér: Birincil faktér kanserin mide duvarina penetrasyonunun

derecesini gosterir.

X : Primer tiimor degerlendirilemedi

TO : Primer timd6r mevcut degildir

Tis: Insitu Karsinom. Lamina propriaya invazyon gdstermeyen intraepitelyal
tumor

T1 :Tiimor lamina propria veya submukozada sinirlidir

T2 :Tiim6r muskularis propria veya subserozada sinirlidir

T3 :Tumor komsu dokulara ( dalak, transvers kolon, diafragma, pankreas,
abdominal duvar, adrenal bez, bobrek, ince barsak, retroperitoneum)
invazyon gostermeden serozay1 gegmistir

T4 :Tiimo6r komsu dokulara invazedir.

2-Nodal Tutulum: Regional lenf nodlari: Biiytlik ve kiigiik kurvatur boyunca
bulunan perigastrik lenf nodlari, ¢6lyak, splenik, hepatik, sol gastrik arter boyunca
uzanan lenf nodlaridir. Diger intraabdominal lenf nodlar1 uzak metastaz olarak kabul

edilmistir.

NX: Regional lenf nodu tutulumu degerlendirilemedi.
NO : Regional lenf nodu metastazi mevcut degildir.
N1 : Metastazli regional lenf nodu sayist 1-6 arasidir.
N2 : Metastazli regional lenf nodu sayis1 7-15 arasidir.

N3 : Metastazli regional lenf nodu sayis1 15’°den fazladir.
3-Uzak Metastaz:

MX: Uzak metastaz degerlendirilemedi
MO : Uzak metastaz mevcut degildir.

M1 : Uzak metastaz mevcuttur
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Bu bilgilere géore TNM Mide karsinomu evrelemesi sdyle olusturulmustur;

EVRE0: Tis NO MO EVRE I11A: T2 N2 MO
T3 N1 MO
EVRE 1A: T1 NO MO T4 NO MO
EVRE 1B: T1 N1 MO EVRE I11B: T3 N2 M0
EVRE I1: T1 N2 MO EVRE IV : T4 N1,N2,N3 MO
T2 N1 MO T1,T2,T3 N3 M0
T3 NO MO Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.9.Etyopatogenez

2.9.1.Cevresel Faktorler: H.pylori ile infeksiyon, diyet, iyonize radyasyon, alkol

kullanimi, pernisiyéz anemi, sigara kullanimi, parsiyel gastrektomi, sosyoekonomik

durum
2.9.2 Kisisel Faktorler: A kan grubu, pozitif aile hikayesi (19).
2.10.Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA’ problar1 kullanilarak interfaz veya
metafazdaki kromatin ve kromozomlarin mikroskobik analizi olarak tanimlanabilir. Bu
yaklasim, mitotik hiicrelerin standart mikroskobik preparatlarinda, denatiire edilmis
kromozomal DNA ile tek dalli DNA dizilerinin (prob) uygun kosullarda
birlesebildiginin gdzlenmesi ile ortaya ¢ikmustir (4,7).

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA sekanslarmin doku

kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda
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morfolojik olarak gdsterilmesini ve niikleik asitlerin dogal hiicresel ortamlarinda

incelenmesini saglayan, doku/hiicre arkitektinin bozulmadigi bir tekniktir (4).

Non-izotopik in Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir molekiil ile
kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin immunolojik veya afinite

reaksiyonlari ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir (4).

FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom maddelerle
goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin yapildig1 bir

ISH teknigidir (4).

[lk kez 1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gergeklestirilen sitolojik
preparatlarda RNA nin DNA ile hibridizasyonu, isaretlenmis DNA sekanslarinin
sitolojik preparatlarda lokalize olduklarini gdstermislerdir. Biiyiimekte olan hiicrelere

tritium verilmis ve isaretli niikleik asitler niikleer emiilsiyon araciligi ile belirlenmistir

7).

Ik &nceleri ISH radyoaktif madde kullanilarak uygulamaya konulmustur.
Radyoaktif maddelerin pahali olmasi, yart Omiirleri, O6zellikle toksik etkisi ve
uzaklastirilmasi gibi zorluklardan dolay:r bu yontemin ilk donemlerde kullanim alani
azalmistir. 1970 lerde gelisen molekiiler klonlama teknikleri, 1975 te biotin-avidin
sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin florokrom
enzim veya koloidal altin gibi arac1 molekiillerle belirgin hale getirilmesini saglamistir.
Teknigin rezoliisyonu ve giivenirliligini etkilemistir. Biotinin yan1 sira digoxigenin ve
florescein ile isaretleme, farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmasi ikili ve tiglii
isaretlemelere olanak vermistir. 1986 da non-radyoaktif isaretli problar kullanilarak

FISH yontemi ortaya ¢ikmistir (4).
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2.10.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en onemli ve ilk basamak prob se¢imidir.
Kullanilacak probun incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve

bolgesine uygun olmasi gerekir (3).

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun
hangi yontemle isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakli olmasi, tek veya cift

sarmall1 olmasi spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir (3).

FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baslica problar sunlardir;

-Tekrarlayan dizi problari (satellit problar)
-Lokusa 6zgii problar

-Tiim kromozomu boyayan problar
-Banda 6zgii problar

-Telomer bdlgesine 6zgii problar

2.10.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

FISH prosediirii 6 asamada gerceklestirilir;

Preparatlarin Hazirlanmasi
Preparatlarin On Yikamasi
Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu
Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu

Hibridizasyon sonrast Yikamalar

o o~ wbdE

Goriintiileme ve Inceleme
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Molekiiler hibridizasyona dayali biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nother
blotting, PCR, ISH) ana mekanizmas1 iki komplementer daldan ¢ift sarmal yapinin
olusmasidir. DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatiirasyonunu
takiben olugsan DNA fragment karisimi, tek dal halindeki fragmentlerin tekrar
birlesmesini saglayacak kosullarda gergeklestirilir (4).

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;

1. Is1

2 pH

3. Monovalent katyon konsantrasyonu
4 Organik solvent varligi

Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;

1-Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenliklerini korumalari,
2-Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
3-Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olacak bigcimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir (4).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda
ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin

(yiiksek 1s1 + diislik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklastirilir.

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gbzlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru

filtreler ile yesil, kirmizi ve mavi florokromlar gézlenebilmektedir (4).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kullanilan Gerecler

Buzdolab1 (Argelik 415)

Sensys kamera (Sensys)

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L))
Etliv (Friocell MMM Med Center)

Floresan mikroskop (Olympus BX-61)
Image Analyser (Applied Imaging)

Su banyosu (Niive)

Mikropipet (Eppendorf)

Mikrosantrifiij (Eppendorf Centrifuge 5415)
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)

pH Metre (Jenco)

Pipet uclari

Kronometre

Ependorf tiipii (1,5 ml lik)

Enjektor

Termometre

Cam kalemi
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3.1.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)
Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)
Lamel

Meziir

Yatay ve dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Absoliit Alkol (Merck)
Antifade (Vector)

DAPI (Sigma)

Distile Su

HC1 (Merck)

Immersiyon yag1 (Merck)
Sitrik asit (Sigma)
Na3CgHs07 2H,0O(Carlo Erba)
NaC1l (Merck)

NaOH ( Merck )

Pepsin (Sigma)

Parafilm

Rubber Cement (Marabu Fixo gum)
Tween 20 (Sigma)
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3.1.4.Kullanilan Problar

LSI TOP2A spectrum orange/LSI HER-2 spectrum green/Cep 17 spectrum aqua
Probe Set (Vysis)
(17921-922/17911.2-q12/17p11.1-911.1)

LSI EGFR spectrum orange/CEP 7 spectrum green Probe Set (Vysis)
(7p12/7p11.1-g11.1)

3.2.Yontem
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Gastroenteroloji Bilim Dali’ndan ve Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan gelen mide

kanseri tanis1 almis 15 olgudan alinan doku 6rneklerine FISH analizi yapilmistir.

3.2.1.Materyal Alimi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklart Anabilim Dali
Gastroenteroloji Bilim Dali’'ndan ve Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan gelen mide
kanseri tanis1 almis 15 olgudan alman doku &rnekleri Eskisehir Osmangazi Universitesi
T1ip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina ulastirilmistir.

3.2.2.Molekiiler Sitogenetik Analiz

3.2.2.1.Direkt Doku Preparasyonu

-Transport medium i¢ine konulmus mide tiimorii doku Ornekleri birka¢ kez

transport medium ile yikanmustir.

-Daha sonra doku ornekleri steril kiigiik boy petri kabina aktarilmistir. Steril

makas ve penset yardimiyla mekanik olarak kiigiik parcalara ayrilmistir.
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-Petriye 37°C’deki 1X Tripsin EDTA soliisyonundan 1 ml eklenerek 30 dk etiivde
bekletilmistir.

-Siire sonunda enzimatik olarak da pargalanan hiicre siispansiyonu cam pipetle

ekim tiipline aktarilip tizerine 3 ml besi yeri eklenmistir.

-Prefiksasyon yapildiktan sonra tiim siv1 pipet ile ortamdan uzaklastirilmistir.

-Ekim tiipline 4 ml taze hazirlanmis Carnoy fiksatifi eklenip santrifiij edilmistir.

-Fiksatif ortamdan uzaklastirilarak iki kez daha fiksatif ile yikanmistir.

-Son fiksatif ortamdan uzaklastirildiktan sonra taze hazirlanmis %60’lik asetik

asitten 2 ml eklenip 10 dakika kadar bu soliisyonla muamele edilmistir.

-Stire sonunda parcalanmis dokulardan temiz lamlarin iizerine birka¢ damla

yerlestirilip dokular bir bent pipet tarafindan asag1 yukari hareket ettirilerek yayilmistir.

-Hazirlanan preparatlar 1 gece oda 1sisinda bekletilerek hiicrelerin yaslanmasi

saglanmstir.

3.2.2.2. FISH Tekniginin Uygulanmasi

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen protokol
uygulanmistir (59).
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Kullanilan Stok Soliisyonlar

Tablo3.1. Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu

Metanol 3 kisim
Glasiyal Asetik Asit 1 kisim
Tablo 3.2. Preparatlarin On Yikama Soliisyonlar1
20XSSC Soliisyonu
NaCl (3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
0,1XSSC Soliisyonu
20XSSC 3ml
Distile su 597 ml
Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
Tablo 3.3. Preparatlarin Denatiirasyon Soliisyonu
0,07 M NaOH
1M NaOH 14 ml
Distile su 200 ml
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Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar

1XSSC Soliisvonu

20XSSC 10 ml
Distile su 190 ml
2XSSC Soliisyonu
20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml
2XSSC/Tween-20 Soliisyonu
20XSSC 20 ml
Tween 20 100 pl
Distile su 180 ml
Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

Tablo 3.5. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonu
DAPI/Antifade Soliisyonu
2XSSC 20 ml
DAPI 100 pl
Distile su 80 ml
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3.2.2.2.1. Preparatlarin On Yikamasi ve Denatiirasyonu

- Preparatlar 1’er dakika olmak {izere sirasiyla % 100-%70-%50-%30 luk alkol

serisinden ve 0.1XSSC soliisyonundan gegirilerek dehidre edilmistir.

- Dehidratasyon sonrasi preparatlar 70 °C deki 2XSSC soliisyonunda 30 dakika

inkiibasyona birakilmigtir.

- Igersinde preparatlarn bulundugu 2XSSC soliisyonu igeren sale soguk su

igerisine konulmus ve soliisyon 1s1smin 37 °C’ye gelmesi saglanmustir.

- Sicakligi 37 °C’ye diisen 2XSSC igerisindeki preparatlar oda sicakliginda
bulunan 0.07 M‘lik NaOH soliisyonuna alinmis ve 1 dakika bekletilerek denatiire

edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben oda sicakliginda bulunan 0,1XSSC ve ardindan +4 °C’de
olan 0,1XSSC ve 2XSSC soliisyonlarinda 1°er dakika bekletilerek dehidratasyon ile 6n
yikama tamamlanmistir. Dehidratasyon, preparatlarin sirasiyla  %30-%50-%70-

%100’1iik alkollerde 1’er dakika tutularak gerceklestirilmistir.

3.2.2.2.2. Prob Denatiirasyonu
- Problar 5 dakika 70 °C de bekletilerek denatiire edilmistir.
3.2.2.2.3. Hibridizasyon

-Probun bulundugu ependorf tiipii santriflij edilerek tiim probun dibe ¢Okmesi

saglanmstir.

-Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alana prob (5 ul) eklenmis ve iizerlerine

24mm’lik lamel kapatilmistir.
- Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber cement ile yalitilmistir.

- Preparatlar 37 °C’de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmustir.
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3.2.2.2.4. Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA’sinin ortamdan
uzaklastirilmasi ve olgu DNA’sina tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalart:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden ¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalittm maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1sisindaki 2XSSC soliisyonunda hafifce karigtirilarak lameller

preparatlardan uzaklagtirilmistir.
- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 74 °C’de 7-8 dakika bekletilmistir.

- Sonrasinda 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika birakilmistir.

3.2.2.2.5. Hibridize Olan Boélgelerin Goriintiilenmesi

Bu asamada prob ve nukleus DNA sinin hibridize oldugu boélgelerin goriiniir hale

getirilmesi amaglanmaktadir.

Hibridizasyon sonrasi yikamalar1 yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 15 pl antifade eklenmis ve lamel ile kapatilmuistir.

Inceleme asamasina kadar — 20 °C de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.2.2.6. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli sogutmali kamera ve goriintii analiz sistemi
(Applied Imaging) araciligiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri fotograflanmis ve

arsivlenmistir.
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3.2.2.2.7. Degerlendirme

Calismamizda mide kanseri tanis1 almis 15 olgudan alinan doku érneklerine FISH
analizi yapilmistir. Her olguda her prob i¢in 100 hiicre degerlendirilmistir. Her hiicre
icin hedef gene ya da kromozom sentromerine ait sinyaller sayilmistir. Atipik hiicrelerle
beraber normal hiicrelerde sayilmistir. Sinyaller degerlendirilirken birbirine ¢ok yakin
olan sinyaller ve sinyal ¢ap biiyiikliigii birbirinden farkli olan (iki kat1 ya da daha fazla
olan) sinyaller degerlendirmeye alinmamustir.

Calismamizda, EGFR geni ile 7. kromozom sentromerine iliskin floresan
spotlarin degerlendirilmesinde gen kopya fenotipleri 6 gruba ayrilmistir:

Dizomi (> %90 hiicrede her iki lokus i¢in ikiser kopya),
Diisiik trizomi ( >%40 hiicrede her iki lokus i¢in ikiser kopya veya

%10-40 hiicrede her iki lokus i¢in iiger kopya veya

<%10 hiicrede her iki lokus i¢in dorder kopya)
Yiiksek trizomi ( >%40 hiicrede her iki lokus i¢in {iger kopya)
Diisiik polizomi (%10-40 hiicrede her iki lokus i¢in dorder kopya)
Yiiksek polizomi (>%40 hiicrede her iki lokus i¢in dorder kopya)
Gen amplifikasyonu ( >10 hiicrede EGFR/CEP7 oran1 2 veya

>10 hiicrede EGFR’de 15 kopya)

1) EGFR FISH-negatif yada diisiik gen kopyasi(dizomi, diisiik trizomi, yliksek trizomi,
ve diisiik polizomi)
2) EGFR FISH-pozitif yada yiiksek gen kopyasi (yiiksek polizomi ve gen

amplifikasyonu)

TOP2A/ HER-2/neu /CEP 17  degerlendirilmesinde HER-2/neu ve TOP2A
genleri ayr1 ayr1 CEP 17°ye oranlanmistir. Hiicrelerin;

>%40’nda >4 kopya veya

%10> ‘unda >15 kopya veya

Gen/kromozom oran1 > 2 saptandigi durumlarda olgular amplifikasyonun

saptandig1 durumlardan birine sahip olgular FISH pozitif olarak degerlendirilmistir
(5,37,38,47,64).
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3.2.3. Istatistiksel Analiz

SPSS 13.0 istatistik programinda y? istatistik testi kullamlarak hastalarin cinsiyet,
sigara kullanimi, aile Oykiisii, tiimor dokularinin histopatolojik durumu ile ¢aligmada
saptanan gen amplifikasyonlar1 arasindaki iligki arastirilmistir. Fisher ve Pearson’a gore

p degerleri hesaplanmistir. p< 0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Agustos 2009- Ocak 2010 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Gastroenteroloji Bilim
Dali’'ndan ve Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan gelen mide kanseri tanisi almig 15
olgudan alinan doku 6rneklerine FISH analizi yapilmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri,
tiimor tipleri, sigara kullanimi, aile Oykiileri, ve evreleri hasta dosyalarindan temin
edilmistir. Calismamiz mide kanserli hastalarin EGFR, HER-2/neu ve TOP2A
genlerindeki amplifikasyonlar, 7. ve 17. kromozomlardaki sayisal anomaliler saptanarak
mide kanseri i¢in gelistirilecek tedavi yontemlerine de 151k tutmak, hastaligin evresi ile
saptanan anomaliler arasinda iliski kurabilmek, hastalarimiza ait demografik ve
histopatolojik bilgilerle buldugumuz sonuglar arasinda iliski saptayabilmek amaciyla

yapilmustir.

Incelemeye alinan 15 olgunun yas ortalamasi 63 + 2,4 olarak tespit edilmistir.
Erkeklerde 64 iken kadinlarda yas ortalamasi 61°dir. Olgularin; %46,7°s1 erkek,
%153,41 kadindir.

Tiimdr 6rneklerinin histopatolojik verileri degerlendirildiginde; olgularin%46,7’si
sigara kullanmaktadir. Yalnizca %?20’sinde pozitif aile dykiisii bulunmaktadir. Pozitif
aile Oykiisii bulunan 3 hastanin, birinci derece akrabalarinda mide kanseri tespit

edilmistir. Pozitif aile dykiisii goriilen olgularda sigara kullanim1 yoktur.

Olgularin %20’si az diferansiye adenokarsinom, %13,4’1 gastrik lenfoma, %33,4
i orta-az diferansiye adenokarsinom, %13,4’ii orta derecede diferansiye
adenokarsinom, %6,7’si tagh yiliziik komponenti olan musindz adenokarsinom ve
%13,4’ti de tash yiiziik hiicreli adenokarsinomdur. Tiimdr tipleri arasinda en c¢ok

(%33,4) orta-az diferansiye adenokarsinomlar gézlenmistir.

Tiimor Orneklerinin evrelerine gore dagilimlarinda ise en ¢ok evre IV (% 66,7)
gbzlenmistir. Geri kalan 6rneklerin %13,4°1 evre 11, %6,7’si evre IIIB ve % 13,4’ de

evre IB’dir.
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Calismaya dahil edilen olgularin klinik 6zellikleri ve histopatolojik tanilar1 Tablo
4.1°de ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.1. Mide kanserli olgularin yas, cinsiyet, timdr tipi, sigara, aile dykdisii ve evre

Bilgileri

Olgu | Yas | Cinsiyet | Tiimor Tipi Sigara Aile Klinik

No Kullanimi | Oykiisii | Evre

1 79 | E Az Diferansiye Adenocarsinom | - Yok v

2 46 | K Gastrik Lenfoma + Yok I

3 61 |E Orta-Az Diferansiye + Yok v
Adenocarsinom

4 69 |K Orta-Az Diferansiye - Var I
Adenocarsinom

5 5 | E Orta-Az Diferansiye + Yok v
Adenocarsinom

6 67 |K Orta-Az Diferansiye - Var v
Adenocarsinom

7 66 | K Orta Diferansiye - Yok v
Adenocarsinom

8 55 | K Orta Diferansiye - Var v
Adenocarsinom

9 64 |E Az Diferansiye Adenocarsinom | + Yok 1B

10 49 | K Gastrik Lenfoma + Yok IB
Taglh Yiiziik Hiicreli Musindz

11 76 | E Adenocarsinom + Yok v
Tash Yiiziik Hiicreli

12 61 |E Az Diferansiye Adenocarsinom | + Yok v

13 70 | K Az Diferansiye Adenocarsinom | - Yok IB
Tash Yiiziik Hiicreli

14 69 | K Adenocarsinom - Yok v

15 58 | E Orta-Az Diferansiye - Yok v
Adenocarsinom
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4.1.Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Calismamizda mide kanseri tanist almis 15 olgudan alinan doku Orneklerine
FISH analizi yapilmistir. Doku o6rneklerinden direk doku preparasyonu yapildiktan
sonra floresan isaretli DNA proplart ile hibridizasyon gergeklestirilmistir.
Hibridizasyon sonrast EGFR/CEP7, TOP2A/HER/CEP 17 genlerine 6zgli tasarlanan
problardan alinan sinyaller analiz edilmistir. Analiz edilen 15 olgunun tiimiinden sonug
alinmistir. Calismamizin basar1 oran1 %100 olarak saptanmustir.

Calismamizda her olguda 5 farkli FISH probuna iliskin degerlendirmede prob
basmma 100 hiicre analiz edilmistir. Analiz edilen hiicre sayisi, doku ve goriintii

kalitesine bagli olarak degisiklik gostermistir.

4.1.1.0lgularm FISH Analiz Bulgular:

Calismamizda 15 olgu 5 parametre agisindan FISH analizi ile degerlendirilmeye
alimmis ve 3 olguda herhangi bir anomaliye rastlanmamistir. U¢ olgu da normaldir.
Olgularm 12’ sinde ise FISH analizi ile tespit edilen en az bir anomaliye rastlanmistir.

Calismamizda olgularin FISH analizi sonuglari, timor tipi ve evre bilgileri Tablo

4.2’de ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 4.2. Mide kanserli olgularin FISH analizi sonuglari, timér tipi ve evre bilgi

Olgu | EGFR/CEP7 TOP2A/ HER-2/neu | Tiimor Tipi Klinik
No /CEP17 Evre
1 Yiiksek Polizomi Az Diferansiye v
Polizomi Adenocarsinom
2 Dizomi Dizomi Gastrik Lenfoma 1
3 Monozomi Dizomi Orta-Az Diferansiye v
Adenocarsinom
4 Dizomi Dizomi Orta-Az Diferansiye 1|
Adenocarsinom
5 Yiiksek Co-Amplifikasyon Orta-Az Diferansiye v
Trizomi Adenocarsinom
6 Yiiksek Co-Amplifikasyon Orta-Az Diferansiye v
Trizomi Adenocarsinom
7 Diisiik HER-2/neu Orta Diferansiye v
Polizomi Amplifikasyonu Adenocarsinom
8 Yiiksek Co-Amplifikasyon Orta Diferansiye v
Trizomi Adenocarsinom
9 Amplifikasyon | Dizomi Az Diferansiye 1B
Adenocarsinom
10 Amplifikasyon | Dizomi Gastrik Lenfoma IB
) _ Tash Yiiziik Hiicreli
11 Dtk Dizomi Musindz Adenocarsinom | IV
Polizomi
Tash Yiiziik Hiicreli
12 Dizomi Dizomi Az Diferansiye AV
Adenocarsinom
13 Diisiik Trizomi | Co-Amplifikasyon Az Diferansiye IB
Adenocarsinom
Tash Yiiziik Hiicreli
14 Yiiksek Co-Amplifikasyon Adenocarsinom v
Trizomi
15 Amplifikasyon | Co-Amplifikasyon Orta-Az Diferansiye v

Adenocarsinom
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4.1.1.1. EGFR Gen Bolgesine ve Sentromer 7’ye Ait Aberasyonlar

Olgularin % 20’sinde dizomi, %6,7’sinda diisiik trizomi, %?26,7’sinda yiiksek
trizomi, %13,4’linde diisiik polizomi, %6,7’sinda yiiksek polizomi, %?20’sinde
amplifikasyon, %6,7’sinda monozomi saptanmistir.

4.1.1.2.TOP2A, HER-2/neu Gen Bolgelerine ve Sentromer 17’ye Ait
Aberasyonlar

Olgularin ~ %46’sinda  HER-2/neu  amplifikasyonu, %40’mnda  TOP2A
amplifikasyonu goriilmiistiir. Yedi numarali olguda HER-2/neu amplifikasyonu tek
basina saptanmistir. TOP2A amplifikasyonu saptanan olgularin hepsinde ayni zamanda
HER-2/neu amplifikasyonu da tespit edilmistir. TOP2A acisindan olgularin %46,7’si
dizomikti. Kromozom 17 agisindan bir olgu polizomikti.

Tablo 4.3. Degerlendirilen Genetik Parametrelerin Goriilme Orani

Degerlendirilen Genetik Yiizde/Oran
Parametreler

EGFR
Amplifikasyon %20 (3/15)

Sentromer 7

Diisiik trizomi %6,7(1/15)
Yiiksek trizomi %26,7(4/15)
Diisiik polizomi | %13,4(2/15)
Yiiksek polizomi | %6,7(1/15)
Monozomi %6,7(1/15)

HER-2/neu
Amplifikasyon %46,7(7/15)

TOP2A
Amplifikasyon %40(6/15)

Sentromer 17
Yiiksek polizomi | %6,7(1/15)
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Sekil 4.1 Olgu 2’ ye ait EGFR geni ve sentromer 7 i¢in normal hiicrelere sahip FISH
goriintiisti (Cep7 yesil sinyal, EGFR kirmizi sinyal).

Sekil 4.2 EGFR geni amplifikasyonuna sahip olgu 9’a ait FISH goriintiisii (Cep7 yesil

sinyal, EGFR kirmiz1 sinyal)
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Sekil 4.3 EGFR ve sentromer 7 polizomisine sahip olgu 1’e ait FISH goriintiisii
g g
(Cep7 yesil sinyal, EGFR kirmizi sinyal).

Sekil 4.4 EGFR ve sentromer 7 trizomisine sahip olgu 6’ya ait FISH goriintiisii (Cep7

yesil sinyal, EGFR kirmiz1 sinyal).
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Sekil 4.5 TOP2A, HER-2/neu ve sentromer 17 i¢in normal hiicrelere sahip olgu 11°e
ait FISH gortintiisii (Cepl17 mavi, HER-2/neu yesil, TOP2A kirmizi
sinyal)

Sekil 4.6 TOP2A, HER-2/neu ve sentromer 17 polizomisine sahip olgu 1°e ait FISH

goriintiisii (Cepl17 mavi, HER-2/neu yesil, TOP2A kirmizi sinyal).
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Sekil 4.7 TOP2A, HER-2/neu ve sentromer 17 trizomisine sahip olgu 1’e ait
FISH goriintiisii (Cepl7 mavi, HER-2/neu yesil, TOP2A kirmiz1
sinyal).

Sekil 4.8 TOP2A ve HER-2/neu amplifikasyonuna sahip olgu 15’¢ ait FISH goriintiisti
(Cepl7 mavi, HER-2/neu yesil, TOP2A kirmizi sinyal).
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4.2.Calismanin Istatistiksel Bulgular

Calismamizda s6z konusu parametreler ve hedef genlerin amplifikasyon
durumlar1 i¢in SPSS 13.0 istatistik programinda Xz istatistik testi kullanilarak Fisher ve
Pearson’a gore p degerleri hesaplanmistir. Tiim bu parametrelere gore elde edilen
istatistiksel sonuglar, EGFR ve HER-2/neu ile EGFR ve TOP2A genlerinde tespit edilen

kopya sayis1 artig1 arasinda anlamli bir iliski bulunmadigini géstermistir (P>0.05).

Yapilan istatistiksel c¢alismalarda HER-2/neu ile TOP2A genlerinin kopya
sayilarindaki artiglar1 arsinda anlamli bir iliski bulundugu gézlenmistir (P=0,001) (Tablo
4.4). 15 olgunun 6’sinda HER2 ve TOP2A genleri birlikte amplifiye olmuslardir. 15
olgunun 7’sinde hem HER-2/neu geninde hem de TOP2A geninde dizomi gozlenmistir.
1 olguda polizomi tespit edilmistir. Degerlendirme dizomi ve amplifikasyon goriilen

olgular arasinda yapilmistir.

Tablo 4.4. HER-2/neu ile TOP2A genlerinin kopya sayilarindaki artigla bu parametreler

arasindaki iligKi

TOP2A/CEP17
HER-2/neu /CEP17 Dizomi Amplifikasyon | Toplam
Dizomi 7 0 7
%50,0 %0,0 %50,0
Amplifikasyon 1 6 7
%7,1 %42,9 %50,0
Toplam 8 6 14
%57,1 %42,9 %2100,0

Klinik evre ile genler arasinda yapilan istatistiksel ¢alismada; klinik evre ile
EGFR, TOP2A, HER-2/neu genlerindeki amplifikasyonlarla ile klinik evre arasinda
anlamli bir iligki saptanmamistir (P>0.05) (Tablo 4.5). istatistiksel olarak anlaml
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olmasa da HER-2/neu geninde kopya sayisi artigi gozlenen 7 olgunun evre IV’e ait

oldugu tespit edilmistir. Bir olguda polizomi tespit edilmistir.

Tablo 4.5. Klinik evre ile HER-2/neu amplifikasyonu arasindaki iligki

HER-2/neu /CEP17
EVRE Dizomi Amplifikasyon Polizomi Toplam
IB 2 0 0 2

%13,4 %0,0 %13,4
I 2 0 0 2

%13,4 %0,0 0,0 %13,4
B 1 0 0 1

%6,7 %0,0 %0,0 %6, 7
v 2 7 1 9

%13,4 %46,7 %6,7 %67,7
Toplam 7 7 1 15

%46,7 %46,7 %6, 7 %100,0
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5. TARTISMA

Calismamizda tiimér tipi DSO siniflamasina gore tespit edilen 15 olguya ait doku
orneklerinde FISH analizi ile EGFR, HER-2/neu ve TOP2A gen bdlgelerine bakilmig

ve bulgular literatiir esliginde tartigilmigtir.

5.1.FISH Yontemi Ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

5.1.1. EGFR Geninin FISH Yéntemi Sonuclari Ile Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

Calismamizda 15 olgudan alinan mide tiimorii 6rneklerinin 3 tanesinde (%?20)
EGFR gen amplifikasyonu saptanmistir. FISH yontemiyle incelenen mide kanserli
olgularda tespit edilen EGFR geninin amplifikasyonlar1 ile literatiirdeki benzer

caligmalar karsilastirilmistir.

Kim ve arkadaglari tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada mide tiimoérlerinde
protein asir1 ekspresyonunun ve yiiksek gen kopya sayisinin prognostik Onemini
belirlemek i¢in immunohistokimyasal ¢alisma (IHC) ve floresans in situ hibridizasyon
(FISH) analizi yapilmistir. Calisilan 511 hastanin yas ortalamasi 55,4’tlir. IHC ile 140
olguda (%27,4) EGFR proteini asir1 ekspresyonu saptanmisir. Saptanan asir1 ekspresyon
yiiksek yas, kotii histoloji ve yiiksek evre ile iligkili bulunmustur. FISH analizi
sonucunda 16 olguda (%3,1) yiiksek polizomi, 12 olguda (%2,3) gen amplifikasyonu
saptanmistir. IHC ve FISH yontemleri arasinda istatistiksel olarak korelasyon
saptanmistir. EGFR proteinin agir1 ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugu ve

ilerde EGFR hedef terapisi i¢in 6nemli olacagi sonucuna varmiglardir (38).

Cathia Moutinho ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptiklari ¢aligmada primer mide

timorli  EGFR  genindeki yapisal degisimlerin tipini ve sikligin1 belirlemeyi
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amaglamiglardir. Yapilan FISH analizi ile 77 olgunun 30’unda FISH analizi
yapilabilmistir. 30 olgunun 4’iinde (%13,3) amplifikasyon, 3 olguda kromozom 7
polizomisi, EGFR mutasyon analizinde %2,6 (2/77) ekzon 18-21 de EGFR gen
mutasyonu saptanmistir. Daha 6nceden 2’si tanimlanmis EGFR’nin intronik bdlgelerini
iceren 6 farkli sekans varyanti bulunmustur. Calismalarinda EGFR aktivasyonundaki
degisimlerin mide karsinogenezinde sik gézlenmedigi, degisimlerin diffuz tip ve timor
buytikligl ile iligkili oldugu sonucuna varmislardir. EGFR genindeki degisimlerin,
diisiik siklikla goriilse de segilmis mide kanseri hastalarina farmakolojik olarak EGFR
reseptorlerini iceren konvansiyonel olmayan terapiden fayda saglamasina yol

gosterebilecegi saptamasinda bulunmuslardir (51).

J-S Kim ve arkadaglarinin (2009) c¢alismasinda mide rezeksiyon islemi
sonrasinda 5 —florourasil ve cisplatin (FP) adjuvan kemoterapi alan IlI-1V (MO)
evrelerindeki olgularda biyomarker analizi yapilmis epidermal biiylime faktorii (EGFR)
ile iligkisi aragtirllmistir. EGFR ekspresyonu EGFR PharmDx kiti ile standart THC
yontemiyle incelenirken, EGFR amplifikasyonu FISH yontemiyle incelenmistir. FISH
yontemiyle incelenen 135 olgunun 4’iinde (%3) EGFR gen amplifikasyonu
saptamiglardir. EGFR ekspresyonuyla FISH + arasinda iliski kurulamamustir. Asiri
EGFR ekspresyonu; hastaligin niiksettigi ve rezeksiyonla sagligina kavusup hayatta
kalan adjuvan 5-FU ve cisplatin kemoterapisi alan evre Ill ve IV (M0) mide kanseri

hastalarinda 1yi bir prediktif marker olabilir sonucuna varmislardir (39).

Calismamizda FISH ile inceledigimiz EGFR gen boélgesinde %20 oraninda
amplifikasyon saptanmistir. Bu oran literatiirlere (38,39,51) gore yliksektir. Oranin bu
sekilde ¢ikmasini olgu sayisinin azligir ve tiimor heterojenitesi ile iliskilendirebiliriz.
Mide kanserinde EGFR geni amplifikasyonu ve EGFR genine ait buldugumuz
sonuglarla; hastanin yasi, cinsiyeti, timor tipi, sigara kullanimi, aile Oykiisii ve
hastaligin klinik evresi ve diger genlerle arasinda istatistiksel olarak herhangi bir iliski

kurulamamustir.

47



5.1.2. HER-2/neu Geninin FISH Yéntemi Sonuclari Ile Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

Calismamizda 15 olgudan alinan mide tiimorii 6rneklerinin 7 tanesinde (%46,7)
HER-2/neu gen amplifikasyonu saptanmistir. FISH yontemiyle incelenen mide kanserli
olgularda tespit edilen HER-2/neu geninin amplifikasyonlar1 ile literatiirdeki benzer

calismalar karsilastirilmistir.

Yano ve arkadaglar1 2006 yilinda yaptiklar calismadan cerrahi operasyon ve
biyopsi yapilarak aliman mide kanserli dokularda FISH ile HER-2/neu gen
amplifikasyonuna, IHC ile HER-2/neu proteini overekspresyonuna bakmislardir. 199
mide kanserli olguda FISH ile saptanan gen amplifikasyonu oram1 % 27,1, IHC ile
saptanan protein ekspresyonu %23’tiir. Yontemler arasindaki konkordans %86,9 olarak
tespit edilmistir (78).

M. Hofmann ve arkadaslar1 2008 yilinda FISH yontemiyle HER-2/neu genine,
IHC ile herceptest bakilmisir. FISH ve IHC arasinda konkordans 9%93,5 olarak
bulunmustur. Daha 6nceki yayinlarda bu oran %86,9, %82-%100 olarak belirtilmistir.
FISH yontemiyle 168 mide kanserli olgunun 29’unda (%17) HER-2/neu gen
amplifikasyonu tespit etmislerdir. Bu ¢alisma ile meme kanseri hastalarinda HER-2/neu
+ Dbelirlenmesinde kullanilan skor sisteminin mide kanseri hastalarinda da
kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Meme kanseri ve mide kanseri sonuglar1 arasindaki
farkliliklar1 karsilastirarak FISH ve IHC testlerinin mide kanserli hastalar icin
trastuzumab tedavisi i¢in klinik deneyler yapilirken kullanilmasini tavsiye etmislerdir
(29).

Takehana ve arkadaglar1 2002 yilinda HER-2/neu gen durumuna FISH, IHC ve
ELISA ile karsilastirmali olarak bakmigslardir. ITHC ve FISH arasindaki konkordansi
%73-98 olarak belirtilmistir. 352 olgunun 25’inde (%7,1) FISH analizi sonucunda HER-
2/neu gen amplifikasyonu saptamislardir. Evre III ve IV olan mide kanserli olgularda

evre | ve II’ye gore daha ¢ok HER-2/neu asir1 ekspresyonu gozlenmistir. Mide
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kanserinde p185 proteinin asir1 ekspresyonu ve agirt HER-2/neu amplifikasyonu meme
kanserinde kabul edilmis mekanizmaya benzerlik gosterdigini saptamiglardir. HER-
2/neu amplifikasyonuna sahip mide kanserli hastalar1 yeni bir adjuvan terapi i¢in aday

olabilecegini sonucuna varmislardir (71).

Min A. Kim ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 248 mide kanserli
dokuda, HER-2/neu gen durumunu; IHC, FISH ve real time q-PCR yontemleriyle
degerlendirmeye calismislardir. IHC ile saptanan HER-2/neu asir1 ekspresyonu % 22,6,
FISH ile saptanan HER-2/neu gen amplifikasyonu % 7,7°dir. Yeni terapotik ajan
Herceptin’in (trastuzumab) gelistirilmesinden sonra dikkatler HER-2/neu gen
amplifikasyonuna ¢evrilmistir. Buna ek olarak klinopatolojik karakteristikler ile HER-
2/neu gen amplifikasyonu ve protein over ekspresyonunu karsilastirmislardir. IHC FISH
ve real time g-PCR yontemleri arasinda yiiksek derecede konkordans gézlenmistir. IHC
ile degerlendirilen HER-2/neu proteini asir1 ekspresyonu ile FISH ile degerlendirilen
HER-2/neu amplifikasyonu intestinal tip mide karsinomuyla baglantili bulmuslardir.
HER-2/neu amplifikasyonu olan ya da olmayan mide kanser hastalar ile yas, cinsiyet,

patalojik evreleri arasinda bir iliski saptanmamustir (37).

JD Barros-Silva ve arkadaglart 2009 yilinda yaptiklart g¢aligmada mide
kanserinde HER-2/neu gen durumu ile histopatolojik parametreler arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Yapilan FISH analizi sonucunda 463 olgunun 43’iinde (%9,3) HER-
2/neu gen amplifikasyonu saptamiglardir. Birgok mide karsinomunda HER-2/neu
amplifikasyonu intestinal tipte goriiliirken bu ¢alismada 2 adet mixed tipte goriilmiistiir.
HER-2/neu amplifikasyonu olan ve olmayan olgularla; yas, cinsiyet, cerrahi tipi ve

klinik evre arasinda herhangi bir iliski saptanmamuistir (6).

Dong DI Park ve arkadaslar1 2006 yilinda HER-2/neu amplifikasyonun mide
kanserinde bagimsiz bir prognostik faktér olup olmamadigini aragtirmislardir. Bu
calisma ilerde mide kanseri hastalar1 i¢in Herceptin terapisini gergeklestirmek ig¢in
yapilmistir. HER-2/neu asir1 ekspresyonu ve gen amplifikasyonu; IHC, CISH(
kromojenik in situ hibridizasyon) ve FISH yontemleriyle incelenmistir. FISH analizi

sonucu 182 olgunun 7’sinnde (%3,8) HER-2/neu gen amplifikasyonu saptanmiglardir.
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Intestinal tip kanserde diffuz tip kansere gore daha fazla oranda HER-2/neu
amlifikasyonu gézlenmistir. HER-2/neu amplifikasyonuna sahip tlimorler; kotii hayatta
kalim orani1 (922 -3243 giin) ve 5 yil hayatta kalim orani ile iliskilendirilmistir. Cok
degiskenli analizlerle yas, TNM evresi ve HER-2/neu amplifikasyonu bagimsiz olarak
hayatta kalimla iligkili bulunmustur. HER-2/neu amplifikasyonun mide Kkanseri
hastalarinda bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegi ve HER-2/neu amplifikasyonu
gosteren hastalarin yeni adjuvan terapi i¢in potansiyel aday olusturabilecegi sonucuna

varmiglardir (54).

Calismamizda HER-2/neu amplifikasyonu orani %46,6 olarak bulunmustur.
Diger literatiirlerle (6,29,37,54,71,78) karsilastirildiginda bu oran ¢ok fazla goriinse de
bu sonu¢ olgu sayimizin azlhigi ve timor heterojenitesi ile agiklanabilir. Evre IV ile
HER2 gen amplifikasyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunmamasina ragmen. HER-2/neu gen amplifikasyonu goriilen hastalarin biiyiik bir

kisminin evre IV’e ait oldugu tespit edilmistir.
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5.1.3.HER-2/neu ve EGFR genlerinin FISH Yontemi Sonuclar ile Her Iki

Geninde Beraber Cahisildigi Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Bugiine kadar HER-2/neu ve EGFR genlerinin amplifikasyon, mRNA ve protein
ekspresyon miktarina iligkin farkli yontemler uygulanarak pek cok sayida c¢alisma
yapilmis ve genellikle sonuglar karsilastirilarak aralarinda iliski kurulmustur. Yapilan
caligmalarda amplifikasyon ve protein ekspresyonu arasinda genellikle uyum
gozlenmistir (26,31,36,37). Meme kanseri tedavisinde HER-2/neu’nun ekstraselliiler
domainine baglanabilen bir monoklonal antikor olan transtuzumabin HER-2/neu
amplifikasyonu ile seyreden hastalarda yiiz giildiiriicii sonuclar vermesi ile bu konudaki

calismalar basta akciger kanseri olmak iizere diger kanser tiirlerine de kaymistir

(9,12,55,67,68,73).

Fumihiko Mitsui ve arkadasglar1 2007 yilinda Myc geninin protein asiri
ekspresyonu ve gen amplifikasyonlarinin yani sira EGFR-Myc, HER-2/neu -Myc co
amplifikasyonlarint ¢alismislardir. FISH yontemiyle 300 olguda %4 EGFR gen
amplifikasyonu, %7 HER-2/neu gen amplifikasyonu, %6 Myc gen amplifikasyonu
tespit etmiglerdir. Myc geninin EGFR ve HER-2/neu ile co amplifikasyonun rastlantisal
olmayan bir sekilde ortaya ¢iktigin1 ve bu amplifikasyonun; tek bir bir hiicreden,
muhtemelen tek bir amplikondan gelistigini ortaya koymuslardir. FISH yontemiyle
mide kanserinin genetik heterojenitesinin saptanmasinin, terapotik ve optimal tedavi

hedeflerinin belirlenmesine yardimci1 olabilecegi sonucuna varmislardir (50).

Mikihiko Kimura ve arkadaslart 2004 yilinda yaptiklar1 g¢alismada, mide
kanserinde artan EGFR ve HER-2/neu gen kopya sayisi, teshise yonelik anlamli bir
kriter olabilir mi sorusuna cevabint FISH ve IHC yontemleriyle karsilastirarak
aramiglardir. Calistiklart 54 adenokarsinomun 13 tanesi az diferansiye, 16 tanesi orta
diferansiye ve 25 tanesi ¢ok difersansiye tiptedir. EGFR amplifikasyonunu %7, HER-
2/neu amplifikasyonunu %11 oraninda bulmuslardir. Artan HER-2/neu ve EGFR gen
kopya sayilari ile tiimor invazyon derinligi, TNM evresi, bolgesel lenf nodu metastazi
arasinda bir iliski bulamamislardir. Bu calismadada 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi

EGFR gen amplifikasyonu ile mide kanserinin histolojik tipleri arasinda korelasyon
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bulunamamistir. Fakat HER-2/neu gen amplifikasyonu ile az diferansiye tipte

adenokarsinomlar arasinda baglanti tespit edilmistir (40).

Calismamizda EGFR ile HER-2/neu genleri arasinda herhangi bir iliski
kurulamamistir. Yalnizca bir olguda hem EGFR hemde HER-2/neu amplifikasyonu
gorilmistiir. Buldugumuz sonug¢ olgu sayimizin azligi, mide kanserinde her iki genin
birlikte degerlendirildigi ¢alismalarin az sayida olmasi ve tiimor heterojenitesi ile

agiklanabilir.
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5.1.4.HER-2/neu ve TOP2A genlerinin FISH Yontemi Sonuclari ile Her iki

Geninde Beraber Cahisildig: Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Topoizomeraz ILA geni (TOP2A) ise 17.kromozomun 17g912-q21 bdlgesinde
HER-2/neu onkogeninin hemen yanindadir. Anti-kanser ilaglarinin spesifik bir sinifi
olan antrasiklin i¢cin TOP2A hedef enzimdir. Calismalar HER-2/neu ve TOP2A’nin
beraber amplifikasyonunu bir¢ok kanser tipinde antrasiklin terapisine duyarliligi ile
iligkilendirmistir. EGFR ve TOP2A arasindaki iliski heniiz yayinlanmamistir (32,49).
Calismamizda da EGFR ve TOP2A arasinda bir iliski kurulamamustir.

Sammy Yasmin Kanta ve arkadaslariin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada mide
kanserinde TOP2A gen amplifikasyonun ve HER-2/neu geniyle iligkisini IHC, western
blot ve multicolor FISH yontemleriyle incelemislerdir. FISH yontemiyle 552 olgudan
38’inde (%6,8) HER-2/neu gen amplifikasyonunu, 13’iinde (%2,3) TOP2A gen
amplifikasyonunu tespit etmislerdir. TOP2A, DNA replikasyonu ve molekiiler hedef
tedavi (antrasiklin) igin gerekli bir enzimdir. TOP2A geni HER-2/neu onkogeninin
hemen yaninda bulunmaktadir. Bu g¢alismada tim TOP2A amplifikasyonu goriilen

hastalarda HER-2/neu amplifikasyonu da gériilmiistiir (33).

M. Tanner ve arkadaslart 2005 yilinda mide kanserinde HER-2/neu
amplifikasyonunun TOP2A gen amplifikasyonu, intestinal tip, kotii prognoz ve
trastuzumab ile iligkisini incelemiglerdir. FISH yontemiyle 131 olguda %12,2 HER-
2/neu gen amplifikasyonu, %7,3 TOP2A gen amplifikasyonu tespit etmislerdir. HER-
2/neu amplifikasyonunu mide kanserinin intestinal tipinde diffuz ve mixed/anaplastik
tipine gore daha ¢ok goriildiiglinii saptamiglardir. Goriilen amplifikasyonlar ile cinsiyet,
yas ve klinik evre arasinda iligkili bulamamiglardir. TOP2A amplifikasyonu goriilen
hastalarda HER-2/neu amplifikasyonu da gormiislerdir. Meme kanserinde de HER-
2/neu-TOP2A co-amplifikasyonu siklikla gozlenmektedir. HER-2/neu
amplifikasyonuna sahip mide kanseri hastalarinin TOPO 2 inhibitor ilaglarina duyarlilik

gosterebilecegi sonucuna varmislardir (72).
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Calismamizda HER-2/neu gen amplifikasyonu goriilen 7 hastanin 6’sinda
TOP2A gen amplifikasyonu da (%85,7) goriilmiistiir. Bu sonug literatiirlerle (33,72)

uyum gostermektedir.

5.1.5.EGFR, HER-2/neu ve TOP2A genlerinin FISH Yontemi Sonugclar ile

Her Uc Geninde Beraber Cahsildig Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Zhiyong Liang ve arkadaglart 2008 yilinda yaptiklari c¢alismada mide
adenokarsinomaya sahip olgularda kromozomal polizomi ve EGFR, HER-2/neu ve
TOP2A gen durumlarinin analizi yapmislardir. Yiiz olgunun %16’sinda EGFR FISH+,
%11’inde  HER-2/neu FISH+ ve %3’tinde TOP2A amplifikasyonu, %19’unda
kromozom 7 polizomisi, %16’sinda kromozom 17 polizomisi gozlemislerdir. EGFR
asirt ekspresyonuyla FISH + arasinda ve kromozom 7 polizomisi ile EGFR asiri
ekspresyonu arasinda iligki saptayamamiglardir. HER-2/neu asir1 ekspresyonuyla HER-
2/neu gen amplifikasyonu arasinda iliski bulamamislardir. HER-2/neu gen
amplifikasyonu ile TOP2A amplifikasyonu arasinda korelasyon saptamiglardir. EGFR,
HER-2/neu ve TOP2A genleri ile klinopatalojik degiskenler arasinda iligki
bulamamislardir. Calismalarinin  mide kanserli hastalar i¢in hedef tedavinin

saptanmasini kolaylastirabilecegi sonucuna varmiglardir (47).

Yaptigimiz c¢alismamizda; olgularin %?20’sinde EGFR gen amplifikasyonu,
%46,6’sinda HER-2/neu gen amplifikasyonu, % 40’inda TOP2A gen amplifikasyonu,
%20’sinde kromozom 7 polizomisi, %6,6 sinda kromozom 17 polizomisi gozlenmistir.
Literatiirle uyumlu olarak calismamizda TOP2A ve HER-2/neu genleri arasinda
amplifikasyon acisindan anlamli bir sonug elde edilmistir. Yine literatiir (47) ile uyumlu
olarak EGFR, HER-2/neu ve TOP2A genleri ile klinopatalojik degiskenler arasinda

iliski bulunamamastir.

Literatiirden farkli olarak ¢alismamizda, istatistiksel olarak anlamli bulunmasa
da HER-2/neu gen amplifikasyonu goriilen 7 olgunun evre IV’e ait oldugu tespit
edilmistir.
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EGFR ile HER-2/neu ve EGFR ile TOP2A arasinda kopya sayisi artiglari

bakimindan iliski bulunamamastir.

Calismamiz, Tirk populasyonunda EGFR, HER-2/neu ve TOP2A gen
durumlarinin mide kanserinde arastirildigi ilk calisma olma ozelligini tasimaktadir.
Tablo 5.1 ‘de buldugumuz amplifikasyon sonuglar1 ile literatiir verileri

karsilastirilmistir.
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Tablo 5.1. EGFR, HER-2/neu ve TOP2A gen amplifikasyon sonuglarinin literatiir

verileri ile karsilastirilmasi

Cahismalar Olgu Ornek Teknik Genler Sonu¢
Sayisi
Min A. Kim ve 511 Adenokarsinom | FISH EGFR % 2.3
Arkadaglar1 — 2008 IHC
Cathia Moutinho ve 77 Adenokarsinom | FISH EGFR % 13.3
Arkadaslar1 — 2008 Mut. Analizi
J. S. Kimve 135 Adenokarsinom | FISH EGFR % 16
Arkadaglar1 — 2009 IHC
Yano ve 199 Adenokarsinom | FISH HER- % 27.1
Arkadaglar1 — 2006 IHC 2/neu
M. Hofmann ve 168 Adenokarsinom | FISH HER- % 17
Arkadaglar1 — 2008 IHC 2/neu
Takehana ve 352 Adenokarsinom | FISH HER- % 7.1
Arkadaslar1 — 2002 IHC 2/neu
ELISA
Min A. Kim ve 348 Adenokarsinom | FISH HER2/neu | % 7.7
Arkadaglar1 — 2007 IHC
RT g-PCR
J. D. Barros - Silvave | 463 Adenokarsinom HER2/neu | % 9,3
Arkadaglar1 — 2009
Dong DI Park ve 182 Adenokarsinom | FISH HER2/neu | % 3,8
Arkadaslar1 — 2006 IHC
CISH
Fumihiko Mitsui ve 300 Adenokarsinom | FISH EGFR % 4 EGFR
Arkadaglar1 — 2007 IHC HER2/neu | % 7 HER-2/neu
Myc % 6 Myc
Mikihiko Kimura ve 54 Adenokarsinom | FISH EGFR % 7 EGFR
Arkadaglar1 — 2004 IHC HER- % 11 HER-2/neu
2/neu
S. Y. Kanta ve 552 Adenokarsinom | Multicolor HER2/neu | % 6,8 HER2/neu
Arkadaglar1 — 2006 FISH TOP2A % 2,3TOP2A
IHC
W. Blot
M. Tanner ve 131 Adenokarsinom | FISH HER2/neu | %12,2HER2/neu
Arkadaslar1 — 2005 IHC TOP2A %7,3 TOP2A
Z. Liang ve 100 Adenokarsinom | FISH EGFR % 16 EGFR
Arkadaglar1 — 2008 IHC HER2/neu | % 11 HER-2/neu
TOP2A % 3 TOP2A
Bizim Calismamiz- 15 Adenokarsinom | FISH EGFR %20 EGFR
2010 HER- %46,7HER2/neu
2/neu %40 TOP2A
TOP2A

56




6.SONUC ve ONERILER

Calismamizda Agustos 2009- Ocak 2010 tarihleri arasinda Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Gastroenteroloji Bilim
Dali’ndan ve Genel Cerrahi Anabilim Dali’ndan gelen mide kanseri tanisi almis 15
olgudan alinan doku orneklerine direk doku preparasyonu yapildiktan sonra FISH
analizi yapilmistir. Olgularin yaslari, cinsiyetleri, timdr tipleri, sigara kullanimlarinin
olup olmamasi, aile Oykiileri ve evreleri hasta dosyalarindan temin edilmistir. Elde

edilen verilerin literatiirle uyumu karsilastirilmistir.

Calismaya dahil edilen 15 6rnegin hepsinden FISH teknigi ile sonug alinabilmistir.
Calismamizda ameliyat sonrasi alinan taze dokular direk doku preparasyonu yontemiyle
FISH preparati haline getirilmistir. Parafinize preparatlarla yapmadigimiz i¢in hem
deparafinizasyon yonteminin zorluklar1 yasanmamistir hem de yeterli sayida ve kalitede
hiicreye ulagilmistir.  Yaptigimiz calismada direk doku preparasyonu islemi

gergeklestirilmistir.

Mide kanserinde ger¢eklestirdigimiz ¢alismamizin sonucunda;

1) Istatistiksel sonuglar, EGFR ile HER-2/neu, EGFR ile TOP2A genlerindeki

kopya sayilar1 artislar1 arasinda anlamli bir iliski bulunmadigin1 géstermistir

2) Yapilan istatistiksel ¢alisma HER-2/neu ile TOP2A genlerinin kopya
sayillarindaki artigla bu parametreler arasinda anlamli bir iliski bulundugunu
gostermistir. Onbes olgunun 6’sinda HER2 ve TOP2A genleri birlikte amplifiye
olmuslardir. Onbes olgunun 6’sinda hem HER-2/neu geninde hem de TOP2A geninde

dizomi gozlenmistir.

3) Klinik evre ile genler arasinda yapilan istatistiksel ¢alismada; klinik evre ile
EGFR, TOP2A, HER-2/neu genlerindeki kopya sayis1 artiglart ile klinik evre arasinda

anlaml bir iliski saptanmamistir. HER-2/neu geninde kopya sayisi artisi gozlenen 7
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olgunun evre IV’e ait oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel agidan anlamli bir sonug elde
edilememis olmasina ragmen 15 hastanin 7’sinde go6zlenen HER-2/neu gen
amplifikasyonunun evre IV’e ait olmasi, ilerleyen zamanlarda hastalarin takibi ile
hastalarin hayatta kalma siireleri, prognozu ile kurulacak iligki agisindan 6nemlidir. Bu

sayede yeni takip ve tadavi protokollerinin gelistirilmesi saglanabilir.

Calismamiz Tirk populasyonunda mide kanserli hastalarda EGFR, HER-2/neu
ve TOP2A genlerinin amplifikasyonlarinin aragtirildigr ilk ¢aligma olma 6zelligindedir.
Calismamizdan elde edilen verilerin, daha da anlam kazanabilmesi i¢in hasta sayisinin
artirllmasi, hastalarin sag kalimlari, tedavi protokolleri ve hastalifin prognozu gibi
verilerin de eklenmesiyle ¢alismanin genisletilmesi ve IHC, Western blot, real time g-
PCR, array gibi molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerektigi diisiincesindeyiz.
Calismamiz ve belirttigimiz yonde yapilacak ¢aligmalar, lilkemizde mide kanserlerinin
tedavisi amaciyla yeni adjuvan terapi protokollerinin gelistirilmesine ve bu

protokollerin klinikte kullanimlarina 1s1k tutacaktir.
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