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. GIRIS

Mide kanseri tum dunyada onemli bir komorbidite ve mortalite
nedenidir. Son vyuzyill icerisinde sikhdginda azalma goézlenmekle birlikte
kansere bagli olumler igerisinde mide kanseri dinyada 2. sirada yer
almaktadir. (1,2)

Mide kanseri histolojik olarak Lauren klasifikasyonuna gore intestinal
ve diffz tip olarak siniflandirilir. (3) Epidemiyolojik olarak intestinal tip
kanser, cevresel ve diyetsel faktorlerle belirgin sekilde iligkili olup, progresif
multifokal atrofik gastrit ve intestinal metaplazi sureglerinden gegerek ortaya
citkmaktadir. (4)

Atrofik gastrit midenin degisik bolumlerinde normalde olmasi gereken
bezlerin kaybi ve bunlarin yerini bagska doku ve bezlerin almasidir. Atrofik

gastritin en sik iki nedeni otoimmuin ve Hp enfeksiyonudur.

Atrofik gastrit intestinal metaplazi alanlariyla siklikla birliktedir ve
gastrik kanser yonunden artmis risk tasir. (5) Atrofik gastrit olgularinin

%210'unda 10-20 yillik suregte mide kanseri gelisebilmektedir. (6)

intestinal tip mide kanseri bircok genetik mutasyon ve hiicre
transformasyonun son evresi olarak ortaya cikar. Kronik gastrit bu olayda
baslatici ve gerekli bir olaydir. EJer gastrit devam ederse atrofi ve
devaminda intestinal metaplazi gelisir. Bu durum neoplaziye kadar giden

zinciri baslatir. (7)

Mide kanseri agisindan risk faktérlerine bakildiginda ¢evresel faktorler
ve diyet, iyonize radyasyon, Helikobakter pilori enfeksiyonu, intestinal
metaplazi,displazi, kronik atrofik gastrit, adenomatéz paternde gastrik polip,
sigara ve alkol kullanimi, gastrik cerrahi éykusu (6zellikle Billroth 2), genetik

ve epigenetik faktorler risk faktért olarak saptanmistir.

Kanser, genetik ve epigenetik hatalarin birikimiyle ortaya ¢ikan ve
normal hicrenin metastazik timoér hicresine donismesiyle sonuglanan ¢ok

basamakli bir olaydir. (8) Epigenetik modifikasyonlar, uzun dénem gen



ifadesinin susturulmasinda kullanilan bir mekanizmadir ve dokuya ya da
gelisim evresine 6zgul farkli gen ifadesi paternlerinin saglanmasinda énemli
bir rol oynamaktadir. Mide karsinogenezisinde epigenetik mekanizma olarak
kromatin yeniden modellenme sisteminin de rol aldigi dusunulmektedir.
Kromatin yeniden modellenmesi kontrollu gen ekpresyonu yoluyla ve
regulator transkripsiyon proteinlerinin - kondanse genomik DNA’nin girisine
izin vermek igin kromatin mimarisinin dinamik modifikasyonudur. Kromatin
yeniden modellemesi DNA replikasyonu, DNA tamiri, kromozom
segregasyonu, apoptozis, gelisim ve pluripotensi gibi 6nemli biyolojik
proseslerde epigenetik bir rol oynar. Kromatin yeniden modelleme
proteinlerindeki aberasyonlar kanseri de igeren bir gok hastalikla baglantilidir.
(9,10)

Yeniden modelleme prensip olarak 2 grupta siniflandiriimistir.

1- Spesifik enzimler tarafindan (histon asetiltranferazler-HATs,

deasitilazlar, metiltransferazlar ve kinazlar) kovalent histon modifikasyonlari
2- ATP ye bagl kromatin yeniden modellenmesi kompleksleri.

Kromatin yeniden modellenme mekanizmasindaki genlerin ekspresyon
profillerine gore kromatin yapisinin bozulmasi yani epigenetik dengenin
bozulmasinin mide kanserinin prognozu ve tedavi tepkilerindeki farkhliklarin
aclklanmasi agisindan o6nemli olacagini dusunmekteyiz. Arastirmamizda
hem calismalarin az olusu hem de mide kanserlerinde erken taninin tedavi
ve maliyet kolayligi getirmesi sebebiyle kromatin yeniden modellenme
genlerinin mide kanseri ve atrofik gastritli olgularda ekpresyon profillerinin

arastirilmasi amaclanmigtir.



Il. GENEL BILGILER
2.1 Mide Kanseri
2.1.1 Midenin Anatomisi

Anatomik olarak mide; 6zofagus ile duodenum arasinda yer alir.
Kardiya, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak Uzere bes bdlgeye ayrilir.
Mide, yukarida alt 6zofagiyal sfinkteri, asagida ise pilor sfinkteri ile kontrol

altina alinmistir.

Cardia

Longitudinal muscle layer

Circular muscle layer

Lesser curvature  ff e

Pyloric sphincter (medial surface)

vessels
Oblique muscle layer
overlying mucosa

Greater curvature
(lateral surface)

Rugae

Sekil 1. Mide anatomisi (11)

Histolojik olarak midede 5 katman mevcuttur. Limenden disariya
dogru katmanlar mukoza, submukoza, muskularis propria, subseroza ve

seroza seklindedir.



2.1.2 Mide Kanserinin Epidemiyolojisi

Mide kanserleri tUm dlnyada yaygin olarak gorulen énemli mortalite
ve morbidite nedenidir. Dlinya c¢apinda gérulen tim kanserlerin yaklasik
%10’unu olugturur. (12) Son yillarda gorulme sikligi azalmakla birlikte halen
dinyada en cok rastlanan dordincu kanser turi ve akciger kanserinden
sonra 6lume neden olan en sik kanserdir. (1,2) Tahmini dinyada her yil

870.000 yeni vaka ve mide kanserine bagli 650.000 6lum gorulmektedir. (13)

Mide kanserinin insidansi farkli cografi bdlgelere goére farklilik
gOstermektedir. En az gorllen bolgeler Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve
cogu Afrika Ulkesi olurken en ¢ok gorllen bolgeler ise Dogu Asya, Dogu
Avrupa ve Guney Amerika olmustur. Mide kanserlerinin %70Q’i gelismis
ulkelerde meydana gelir. (14) Ayni bolge iginde farkl etnik gruplar arasinda

gorulme sikh@i arasinda énemli farkhliklar vardir.

Mide kanseri, hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde
erkeklerde daha sik gorilir. Diinya genelinde kadin erkek orani 1/2'dir. ileri
yasta olan ve sosyoekonomik durumu dusuk olan kisilerde daha sik goralir.
(14)

Tlarkiye de ise insidans bdlgelere goére farkhlik gdstermektedir.
Ulkemizde erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik gorilen kanser
tiradar. 100000’de 9,6 vaka insidansi ve tum tumorler arasinda yuzde 8,7
oranindadir. Kadinlarda ise meme ve kolorektal kanserlerden sonra 3.
sirada yer alir. 10000’de 5,7 vaka insidansi ve tum kanserler arasinda
yuzde 6.87 oraninda gorulmektedir. Turkiyede ortalama gorulme yasi
56’dir. (12,14).

Mide kanseri dinyada goérilme sikhgi son yillarda azalmistir. (15)
Azalmanin énemli nedeni Helikobacter pilori (Hp), diyet ve cevresel riskler
gibi bazi risk faktorlerinin taninmasi sayesinde olabilir. Gértlme sikliginda
disuse ragmen, dunya nufusu yaslanmasina bagl olarak yillik yeni vaka

sayisi esas olarak artmaktadir. Ayrica nedeni kesin olarak bilinmeyen bir



sekilde azalan insidansa ragmen egilim son yillarda geng¢ hastalarda bir
artis trendi almigtir. (16) Boylece, mide kanseri ongorulebilir gelecekte
kanser ve kansere bagli 6lumlerin dnemli bir nedeni temsil etmeye devam

edecektir.
2.1.3 Mide Kanseri Risk Faktorleri
2.1.3.1 Gevresel Faktorler:
Diyet:

2007 yilinda tuz ve tuzlu yiyeceklerin mide kanseri i¢in muhtemel risk
faktorleri olarak siniflandirildi. Ayrica tuzdan zengin gidalar, Hp enfeksiyon
olasihgini da arttirmaktadir. Hayvan deneylerinde tuzlu ve tuzlanmig
gidalarin, midenin mukozal bariyerini bozdugu ve gastrite neden oldugu,
buna baglh bazi karsinojenlere kargi mukozal hassasiyetin arttig

gOsterilmistir. (17,18)

Diyet, sigara, diger cevresel faktdrlerdeki NO-nitrozo bilesikleri,
midede prekanserdz gastrik lezyonlarin artmasina neden olur. (19)
Gidalarda katki maddesi olarak bulunan nitrat ve nitritin biyolojik agsamalar
sonucunda metabolize olmasiyla ve dayaniklihgin artirlmasi amaci ile et
urdnlerine, balik ve peynire ilave edilen nitrit tuzlarinin gidalarin igerigindeki
aminlerle reaksiyona girmesi sonucu NO-nitroza bilesiklerine maruz kalinir.
(20)

Sebze ve meyve tuketiimesinin mide kanseri olusumuna karsi
koruyucu oldugu bildirilmistir. (21) Bu gidalarda bulunan C vitamini
antioksidan etkiye sahiptir ve mide dokusunda reaktif oksijen UrGnlerinin
uretimini baskilar. Bunun yaninda midede N-nitroza bilesiklerinin Uretimini

inhibe eder.
Obezite:

Vucut kitle indeksi (BMI) = 25 kg/m2 olanlarda artmis mide kanseri
riski vardir. BMI artisi ile mide kanseri riski dogru orantilidir. (22)



Sosyoekonomik Durum:

Distal gastrik karsinomalar, dusuk sosyoekonomik bdlgede
yasayanlarda, proksimal gastrik kanserler ise ylksek sosyoekonomik

bdlgede yasayanlarda daha sik gortlmektedir. (23)

Mide ameliyatindan 15 ile 20 yil sonra mide kanseri riskinde buyuk

artis olur ve ardindan zamanla risk orani artar. (24)
lyonize Radyasyon:

lyonize radyasyonun mide kanseri riskini 2-4 kat arttirdigini
belirtiimektedir. (25)

Epstein-Barr viriis (EBV):

Dunyada %5-10 oraninda mide kanseri, Epstein-Barr viris (EBV)
enfeksiyonu ile birliktedir. EBV’ nin nasil kanser yaptigi bilinmemekle birlikte
EBV iligkili mide kanserlerinde kanser ile iligkili genlerin promoter

bdlgelerinde metilasyon saptanmigtir. (26)
Helikobakter Pilori (Hp):

Hp, intestinal tip ve diffiz tip mide kanserine neden olmaktadir. Hp
ile iligkili preneoplastik durumlar, genelde intestinal tip mide kanserine
neden olmaktadir. (27)

Hp’nin 4 major virulans faktéri vardir; a) CagA, b) CagPAl (cag-
pathogenicity island), c) VacA ve d) Diger membran proteinleridir (OMPs).

Hp, CagA yoluyla growth faktér reseptorlerini aktive ederek
proliferasyonu artirir, apoptozisi inhibe eder ve invazyonu artirir. CagA, E-
cadherin’in proteolitik kirilmasina neden olarak intestinal farklilagsmayi

olumsuz yonde etkiler. (28)



Hp, Ureaz aracili myozin Il aktivasyonu yolu ile Ureaz, proteaz,
fosfolipaz, amonyum ve asetaldehid salgilayarak gastrik mukozal bariyeri
bozar. (29)

Hp, reaktif oksijen yapimini indudkler. Konakginin antioksidan
savunma mekanizmalarini siprese eder ve oksidatif DNA hasarina neden
olur. Endojen DNA hasarini artirarak, DNA'da nuklear ve mitokondrial
mutasyon ve onarim aktivitesinde azalma yaparak, aberan DNA

metilasyonu geliserek, gastrik karsinogenezisin gelismesine yardimci olur.

Hp infeksiyonunda, induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) olugsumu
artmaktadir. Nitrik oksit (NO), mutajenik olup, epitelyal hcrelerin
DNA’sinda anormalliklere neden olarak kansere gidiste 6nemli rol

oynamaktadir. (30)

MLST(Multilocus Sequence Typing) ile Hp'de 7 fenotip (Avrupa,
Kuzey Amerika, Bati Afrika, Guney Afrika, Asya-Hindistan, Banglades,
Thailand, Malezya, Avustralya ve Dogu Asya)saptanmigstir. Bu fenotiplerin,

farkh davranis 6zellikleri mevcuttur. (28)
2.1.3.2 Konakglya Ait Faktorler:
Kan grubu:

Mide kanserinin A kan grubunda sik oldugu bilinmektedir, ancak
bunun kan grubu antijenleri ile ilgili olmadigi, genlerle ilgili olabilecegi
dusundlmektedir. (31)

Ailesel yatkinlik:

Mide kanseri vakalarin ¢cogu sporadik olmakla birlikte % 1-3 kadari
aileseldir ve 3 ana sendrom igerir. Bunlar herediter diffiz mide kanseri,
midenin proksimal polipi ve gastrik adenokanser ve ailesel intestinal
midekanseridir. Bu ailelerde mide kanser yakalanma riski artmistir ancak
sadece HDGC genetik olarak agiklanmistir. HDGC hastalarin % 19-50
arasinda E- kadherin genini kodlayan CDH1 mutasyonu saptanmistir. (32)



Mide kanseri Lynch sendromu (kalitsal disi kolorektal kanser),
familyal adenomatoz polipoz (FAP) gibi kalitsal kanser sendromlari ile
birlikteligi mevcuttur. Ayrica Li-Fraumeni sendromu, Peutz Jeghers
sendromu, ¢ocukluk polip, kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromu,
ve muhtemelen fosfataz ve tensin homologu (PTEN) hamartom tumoru

(Cowden) sendromu gibi sendromlarda nadir de olsa bulunabilmektedir.

Mide kanseri icin zemin olusturan durumlar ve prekanserdz
lezyonlar: Kronik atrofik gastrit, Menetrier hastaligi, pernisiydz anemi,
intestinal metaplazi, parsiyel mide rezeksiyonu sonrasi geriye kalan mide

kismi, mide adenomlari, epitelyal displazi sayilabilir.
2.1.4 Mide Kanserinde Patoloji ve Molekiiler Patogenez

Mide kanseri ¢ok farkh sekillerde siniflandirilabilmektedir (Tablo 1).
Mide tumorleri arasinda en sik rastlanilan adenokarsinomdur (%90-95).
Sirasiyla lenfomalar (%4), karsinoidler (%3) ve mezankimal idsi hucreli
tumorler (%2) gelmektedir. (33)

Adenokarsinomlar, Lauren siniflamasina gore ikiye ayrilir: intestinal

tip ve difflz tip.

Diffiz mide kanseri; daha fazla metastatik 6zellige sahip kanserler
olup, hizli progresyon ve kotl prognoza sahiptir. (34) H. pylori ile
induklenebilir. Ancak intestinal tip mide kanserinde goérulen preneoplastik
degisiklikler, diffiz tip mide kanserinde gortlmez. Mide duvarini daha fazla
invaze eder, bazen de distal 6zofagus ve duodenuma da invaze olur, bazen
de linitis plastikaya neden olur. CDH1 gendeki somatik mutasyonlar,

sporadik diffuz mide kanserinde %40-83 arasinda bulunmaktadir. (35)



e Pilor-antrum bolgesi
e Kardiya bolgesi
e Korpus-fundus bdlgesi

Lokalizasyonuna gore

Diferansiasyon derecesine gore e lyi diferansiye
e Orta diferansiye
e Az diferansiye

invazyon derinligine gore e Erken evre
lleri evre (invaziv)

Borrman siniflamasi Tip | (polipoid)
Tip Il (Ulserdz)
Tip IlI (Glsero-infiltratif)

Tip IV (diffGz infiltratif)

Tubuler adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Misin6z adenokarsinom
Tasliylzuk hicreli karsinom

Dunya saglik
orguti(WHO)siniflamasi

Lauren siniflamasi intestinal tip
o Difflz tip

e Mikst tip

Tablo 1: Mide Kanseri Siniflandiriimasi

intestinal tip mide kanseri; genelde, sporadik olup, herediter, diyet,
sigara aligskanhgi, alkol kullanimi gibi ¢evresel faktorler ile ilgilidir. Son
birka¢ dekatta sikhgi giderek azalmaktadir. (36) Hp alinmasindan kanser
olusuncaya kadar gegen zaman surecinde, kronik aktif non-atrofik gastrit —
multifokal atrofik gastrit — intestinal metaplazi (genelde komplet) — displazi
ve invaziv kanser seklinde kaskad gelisir. (Sekil 2) intestinal tip kanserler
genelde, Ulseratif kitle halinde, incisura angularis’te veya buraya komsu

antrum veya korpusda lokalizedir.




[ Non-infekte mukoza J

l | H. pylori

Konakgi
sﬂogl:: [ Kronik aktif gastritis J
polimorfizmi ‘ @ CAG island
varhgi

[ Atrofik gastritis J

Mikrosatellit
instabilite : . .
Intestinal metaplam]

B

|

p53 [Du§uk dereceli displazi]

==

(ileri dereceli displazi]

p53 l

. Gastrik kanser
APC/B katenin

(intestinal tip)

Sekil 2: intestinal tip mide kanserinde multistep patogenez (37)
2.1.5 Erken Evre Mide Kanseri

Erken mide kanseri (EMK), Japon Mide Kanserini Arastirma
Cemiyeti tarafindan, 1963 yilinda, regional lenf nodu tutulumuna
bakilmaksizin mukoza veya submukozaya sinirli mide adenokarsinomu
(T1Nx) seklinde tanimlanmistir (38)

EMK, orijinal Borrmann siniflandirmasinda yoktur ancak son yillarda
Japon mide kanseri siniflandirmasinda tip O olarak siniflandirilir. Japon

siniflandirmasi EMK’ni g tipe ayirir:
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Tip | (polipoid): Tumoér mide mukozasindan lumene dogru bir
kabariklik olusturmaktadir. TUmor polipoid, noduler veya villoz gérinimde

olabilir.

Tip Il (duz-ylzeyel): Tumor mukoza yuzeyinden kabarik, ¢cokuk veya

ayni hizada olabilir. Kendi i¢inde 3 alt gruba ayrilir.
[l 'a: Tamor limene dogru hafif bir kabariklik gosterir.
[l b: TUmor gevre mukoza yuzeyi ile ayni duzeydedir.
[I c: TUmOr ¢gevre mukoza yuzeyine gore ¢okuktar.

Tip I (¢okuk): Goérunum olarak kronik peptik Ulsere benzer. Tumor

ulserin kenarindadir veya altindadir.

Erken mide kanseri vakalari genelde Ulser semptomlari ile
gelmektedir. Endoskopi ile sistematik ya da supheli yerlerden alinmis

biyopsiler erken mide kanserinde tercih edilen tani yontemidir.

Endoskopide, erken mide kanseri ince polipoid ¢ikinti, ylzeysel bir
plak, mukozal renk degisikligi, depresyon ya da Ulser olarak gortnebilir.
(39) Herhangi bir stipheli lezyon biyopsisi ile tim mide mukozasinin dikkatli

muayene esastir.

Erken gastrik kanser tanisi igin glnUmizde endosonografi
incelemesi kacginilmazdir. Endoskopik ultrasonografi mide duvari ve
katmanlarini gosterebildidi icin erken mide kanseri tanisinda 6énemli rol
oynamaktadir, invazyon derinligi ve bdlgesel lenf nodlari iyi sekilde

tanimlanabilir.
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2.1.6 Mide Kanseri Semptomlari

Mide kanseri erken evrede %80’den fazla oranda asemptomatiktir,
bu nedenle tanisi gecikir. Semptomatik hastalarda en sik gorulen sikayetler
epigastrik agri, bulanti, kusma ve halsizliktir. Erken evre mide kanserleri
genellikle tarama programlarinda ya da mide sikayeti sonucu yapilan

endoskopik incelemeler neticesinde saptanmaktadir. (40)

Kitlenin bulundugu yere go6re hastanin sikayetleri cok farkli
olabilmektedir bu da taniy1 zorlastiran durumlardandir. Kardiyadaki timorler
yutarken takilma hissi, prepilorik yerlesimli timorler ise siklikla bulanti,
kusma ile basvururlar. Kilo kaybi ve igstahsizlik en sik rastlanan
sikayetlerdir. Epigastrik agri da gorulebilir ve peptik Ulserle karigabilir.
Suarekli agr ileri evre mide kanserinin gostergesi olabilir. Hastalar nadiren
hematemez, melena ile de basvurabilirler ancak gizli kanama daha siktir.
Karaciger metastazina bagli hepatomegali ve sarilik, periton metastazina
bagli asit, gizli kan kaybina bagli anemi, beyin metastazina bagli norolojik

bulgular, vertebra ve sinir metastazlarina bagh sirt agrilari da goérulebilir
2.1.7 Mide Kanserinin Tanisi

Mide kanseri tanisinda tercih edilen en sec¢kin yontem endoskopidir.
Gorllen lezyondan suphelenilse de kesin tani icin patolojik incelemeler
gereklidir. Ozafagogastro-duedonoskopi endoskopik biyopsi ile kombine
edildiginde sensitivite ve spesifitesi ylksek olmaktadir. Her lezyondan 10
veya daha ¢ok sayida biyopsi alinmasi ile tanisal dogruluk orani %100’lere
ulasabilir. Dogru tani orani direkt olarak biyopsi sayisina baghdir. (40) Mide

kanseri suphesi oldugunda hemen tanisal degerlendirme yapiimalidir.

Primer timoérin doku tanisi ve anatomik lokalizasyonu invaziv ve
pahali bir test olmasina ragmen en iyi st gastrointestinal (GiS) endoskopi
ile yapilir. Ust GiS endoskopi mide, dézofagus ve duodenal lezyonlarin
tanisinda diger diagnostik testlere gore oldukga sensitif ve spesifik testtir.

Gastrointestinal sikayetler ile basvuran hastalarda st endoskopinin erken
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kullanimi erken mide kanserlerinin tespitinin daha yuksek oranda olmasiyla
iligkili olabilir. Endoskopi sirasinda biyopsi alabilmek tanida bize yardimci

olur. Endoskopide herhangi supheli lezyondan biyopsi alinmalidir.

Baryum galismalari hem malign gastrik Ulser hemde infiltre lezyonlari
tanimlayabilir ancak yanlis negatif sonuglar gorulebilir. Bunun igin ¢ogu
yerde Ust endoskopi mide kanser suphesi oldugunda ilk tercih tani
yontemidir. Bilgisayarlh Tomografi (BT) mide kanserinin baslangi¢
tanisindan ¢ok metastaz degerlendiriimesi ve tedavinin belirlenmesi igin
tercih edilir. BT taramasi 5 mm c¢apindan daha blyuk karaciger
metastazlarini belirlemek igin faydalidir. Manyetik Rezonans (MR) karaciger

metastazini saptamada bilgisayarli tomografiye gére daha duyarhdir. (41)

Endoskopik ultrasonografi ise tumor invazyonunun derinligini
saptamada ve mide komsulugundaki lenf dUgumunu degerlendiriimesinde

cok yararlidir.
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2.1.8 Mide Adenokarsinomlarinda Siniflamasi

TNM Timor evreleme sistemi

T: Primer timor

TX Primer timor saptanamadi

TO Primer timore ait bulgu yok

Tis Karsinoma in situ

T1 Tumor lamina propria, muskularis mukoza veya submukozayi
tutmustur.

Tla | Tumor lamina propria veya muskularis mukozayi tutmustur.

T1b | TUumor submukozayi tutmustur

T2 TUumor muskularis propriayi tutmustur

T3 TUumor subserozayi tutmustur, visseral periton, komsu organ
tutulumu yok

T4 TUmor seroza( visseral periton), komsu organlari tutmustur:

T4a | Tumor seroza( visseral periton)u tutmustur

T4b | Tumor komsu organlari tutmustur
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N: Bolgesel lenf nodlari

NX Bolgesel lenf nodlari saptanamadi
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 1-2 lenf nodu metastazi

N2 3-6 lenf nodu metastazi

N3 7 veya daha ¢ok lenf nodu metastazi

N3a | 7-15 lenf nodu metastazi

N3b | 16 veya daha fazla lenf nodu metastazi

M: Uzak metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

MI Uzak metastaz

Tablo 2: Mide Kanseri TNM Evreleme Sistemi (American Joint
Committee on Cancer: AJCC 2002)
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Evre T N M
[ T1 NO MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1 T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
T2 N2 MO

1l
T3 N2 MO
T4 NO MO
T4 N2 MO

v
Tx NXx M1

Tablo 3: Mide Kanseri Evreleme Sistemi (American Joint Committee on
Cancer: AJCC 2002)
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2.2 Kanser Genetigi

Kanser, normal buyume ve farklilasmayi saglayan mekanizmalar
Uzerindeki kontrolun kaybolmasi nedeniyle degisime ugramig bir hicrenin

sinirsiz gogalmasi sonucu gelisen bir hastaliktir.

Genetik dagarcikta hicrelerin klonal olarak gogalmasi, farklilagmasi,
bagimsiz fakat koordineli fonksiyonlara sahip olmasi, organizmanin bir
boliminden fakli bir bolimline tasinmasi, hasarlanma sonrasi onarim

olmasi veya olmamasi i¢in gerekli bilgilerin timu bulunmaktadir.

Fizyolojik kosullarda belli bir kontrol altinda gergeklesen bu islemler
bu fonksiyonlarin dizenlenmesinde hayati Gneme sahip olan belli bir grup

genin anormal fonksiyonu sonucu bozulmustur.
Kanser olusumunda etkili baslica 2 tip gen mevcuttur:
Onkogenler:

Protoonkogenler, normal hicre buyumesi ve ¢ogalmasini kontrol
etmekte olan proteinleri kodlayan genlerdir. Protoonkogenler kendiliginden
ya da digs mutasyonlar sonucu farklilasmaya ve normalden fazla ifade
edilmeye baslarsa bu o hiicrede kontrolstiz blyimeye neden olur ve bu

sure¢ kansere neden olur.

Onkogenler protoonkogenlerin  mutasyona ugramis formlaridir.
Onkogenler, onkoprotein adi verilen proteinleri kodlar. Onkoproteinlerin
cogunlugu hiicre ¢odalmasi ve hiicre dizenleyicisi olarak goérev yaparlar.
Bu proteinler: Polipeptid bluylime faktorleri, bluyime faktérli reseptorleri,

hlcre ici sinyal yollarinin Gyeleri ve transkripsiyon faktorleridir.

Bu proteinlerin asiri ekspresyonu ya da aktivitelerinde artis kanser

hlcresinin kontrolsiiz godalmasina neden olabilmektedir (42)
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Timor Siipresér Genleri:

Hucre c¢ogalmasinda negatif yonde rol oynayan genlerdir.
Proliferasyonu dogrudan baskilayan timor supresor genlere bekgi
‘gatekeeper’ tipi genler denmektedir. Bekgiler hicre siklusunu denetlerler,
hlcreyi apotozise yonlendirirler. (43) Tumor sUpresor genlerinde ortaya
cikan islev kaybettirici mutasyonlar da hucrede kontrolsiz ¢ogalmaya yol

acarlar.

Hucre ¢ogalmasini dogrudan baskilayan bekgi tipi tUmor supresor
genlerden baska, dolayli etki gdsterenler de vardir. Bunlara da bakici
‘caretaker’ tipi tUmor slUpresor genleri  denir. Bakicillar genomun
batinliginden sorumlu DNA tamir genleridir ve mutasyon olusumunu
engellerler. Bu genler iglev kaybettirici bir mutasyona ugradiginda, genom
boyunca mutasyonlar ortaya c¢ikmaya basglar, yani genomik instabilite
gelisir. Genomik instabilite ayrica bekgi tipi tUmdr sUpresor genleri ve

protoonkogenlerin mutasyona ugramasiyla da sonuglanabilir.

Kanser olusumun da bir baska hipotez de Knudson ’un iki vurus
hipotezi olup bu hipoteze gobre, malign doénlsumun olusabilmesi igin
organizmada tumoér baskilayici genlerin iki aleli nin de islev kaybetmesi
gereklidir. Bu iki vurusun birinin genetik digerinin epigenetik ya da her

ikisinin de genetik ve ya epigenetik olabilecegi bilinmektedir.
2.3 Mide Kanseri ve Genetik

Mide kanserinde genetik olaylar gok énemli rol oynar. Mide kanseri
patogenezinde gelisen dnemli genetik dedisimler; onkogenlerde, DNA tamir
genlerinde, timor slpresor genlerinde, hicre siklus dizenleyicilerinde ve
sinyal molekullerinde multipl genetik ve epigenetik degisiklikler seklinde
olmaktadir (44,45).
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Onkogenler

Mide kanserinin degisik evrelerinde bir¢ok onkogen tanimlanmistir
(44,46)

K-ras onkogen, intestinal mide kanserlerinde, intestinal metaplazide
ve adenomda mutasyon (kodon-12) saptanmigs ancak diffiz mide
kanserinde ise saptanmamigtir. Kodon 12 ve 13 deki K-ras mutasyonlar
mide kanserlerin ortalama yuzde 5’inde bulunmustur ve genelde iyi

diferansiye intestinal tip mide kanserinde saptanir. (47,48)

CagA(onkoprotein), c-met reseptor sinyal transdiksiyonunu module
ederek mide kanserinin baglamasina ve timor progresyonuna neden olur.
Met onkogeni hepatosit buylume faktorl reseptérli baglayan transmembran
tirozin kinaz reseptdorinu kodlar ve intestinal tip mide kanseri ile
karsilastirildiginda yaygin tip mide kanserinde daha sik oranda rastlanir.
(49)

K-SAM  [fibroblast buyume  faktori  receptor2 (FGFR2)]
amplifikasyonu diffiz tip mide kanserinde saptanmistir. FGFR2
overekspesyonu bir galismada mide kanserinde kotu prognoz gostergesi
olarak saptanirken, (50) baska bir c¢alismada prognozla iligkisi

saptanmamistir. (51)

HST-1 (fibroblast buylume faktorl 4) mide kanserinde ilk tespit edilen

onkogendir ve metastatik mide kanseri ile iligkilidir. (52)

Fibroblast blyume faktéri ve FGFR dizeyi undiferansiye mide

kanserlerinde artmistir ve timdér boyutu ve evresi ile iligkilidir (53)

C-erbB2 veya HERZ2 / neu olarak da bilinen insan epidermal blyime
faktori reseptora 2 (HER2), bilinen herhangi bir liganda sahip olmayan bir
tirozin kinazdir. HER2 amplifikasyonu ve overekspresyonu intestinal tip

mide kanserinde % 27 oraninda, diffliz tipte ise nadiren bildirilmistir. (54)
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Timor Siipresér Genler

intestinal tip mide kanserinin yaklasik yarisinda TP53, TP73,
adenomatoz polipozis koli (APC), trefoil faktor ailesi (TFF), DCC, kirilgan
histidin triadi (FHIT) gibi tmor supresor genlerde degisiklikler bildirilmigtir.
(53)

P53, hucre siklis kontroli, DNA onarimi ve programlanmis hucre
oluminde goérev alan nukleer proteindir. P53 mide kanserlerinde siklikla
mutasyona ugrayarak ya da heterozigosite kaybi ile inaktive edilir. P53
mutasyonlari farkli histolojik tiplerde ayni oranda gorulmekle birlikte mide
kanserlerinde ortalama yuzde 60 oraninda saptanan, en sik mutasyona

ugramis gendir. (55)

Hp ile iligkili kronik gastrit, intestinal metaplazide ve displazide de
P53 geninde anormallikler bulunur. P53 Hp etkilesimi tam olarak
bilinmemektedir ancak P53, mikrogcevresel kronik inflamatuvar strese
cevapta, duzenleyici anahtar bir molekuldir. (56) Bazi arastiricilara gore,
gastrik epitelyal hucrelerde P53’ln inaktivasyonu Hp’ye badli olusan hasara

cevapta hucrenin apoptozise gidisi azaltir.

RUNX3 apoptoz, hlcre buylmesi ve anjiyogenezi dizenleyen
transkripsiyon faktorleri ailesinin bir Gyesidir. RUNX3 mide kanserlerin
yuzde 50’sinde saptanir ve iyi prognozla iligkilidir. (57) RUNX3 geni

promoter boélgenin hipermetilasyonu ile inaktive olur. (58)

P53 ile iliskili transkipsiyon faktért olan P73 timor stipresor gen gibi
davranir. (59) EBV ile iligkili mide kanserlerinde epigenetik mekanizmalara

bagli P73 ekspresyon kaybi gorulebilir. (60)

P73’'un overekspresyonu veya onkojenik deltanp73 formu P73’un
gastroepitelyal kanser hlcrelerinde transkripsiyonel ve apoptatik aktiviteyi

baskilar ve hicre ici beta katenin seviyelerini artirir. (61)
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APC; B-katenin, aksin ve iskelet regulatorleri EB1 gibi komponentleri
olan WNT sinyal yolagi proteinlerinide iceren bircok protein baglanma
bdlgesi igceren multidomain proteindir. APC hicre adezyonu, hicre gogu,
kromozomlarin igsi formasyon olusumu ve kromozomlarin ayrilmasinda ¢ok

onemli bir rol oynar.

APC mutasyonlari mide kanserinde 2. siklita goérilen mutasyonlardir.
Bu mutasyonlar, Hp ile iligkili intestinal metaplazi ve displazide de bulunur.
lyi ve orta derecede diferansiye intestinal tip mide kanserlerinde yiizde 20-
30 oraninda bulunurken diffuz tip mide kanserlerinde ylzde 2 oraninda
bulunur. (62)

Hiicre Siklus Diizenleyici Molekliller:

SIklinE ve siklin bagimli kinaz inhibitor 1B (CDKN1B, p27), G1 /S
gecisinde goérev alan onemli 2 hucre siklus regulatorleridir. Mide
kanserlerinde Siklin E overekspresyonu sik goérulen bir olaydir, hem
displazinin malign transformasyonuna doénusiminde ve hem de invaziv

kanserde tumor agresifliginde rol oynadidi igin bir indikator olabilir. (63,64)

Siklin bagiml kinaz inhibitéri 1B(CDKN1B) ifadesinin azalmasi da
invaziv mide kanserinde olumsuz prognoz ile iligkilidir. (65,66) CDKN1B
ekspresyonunun kaybinin artisi Hp enfekte farelerde gastrik kanserde

artisa neden oldugu bildirilmistir. (67)
invazyon ve Anjiogenezis:

E-cadherin; hucre motilitesi, buyumesi ve kanser invazyonunda
onemli rol oynar. Metastaz gelisiminde VEGF rol almakta olup, VEGF-A,
mide kanserinin kemik metastazinda, VEGF-D ise lenfatik metastazda rol

oynar.
MicRNA (micro RNA):

Mikro RNA( micRNA)’lar transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun
regule eden kodlayici olmayan kuguk RNA ‘lardir.
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micRNA'lar; proliferasyon, apoptozis, differansiasyon, anjiogenezis,
metataz ve immun cevapta rol oynar. (68,69) Onkojen ve tumor stpresor
gen gibi, fonksiyonlara sahiptir ve son yillarda micRNA'larin, birgcok

kanserin gelisiminde dnemli rol oynadigi gosterilmistir.

Mide kanserlerinde miR-21, miR-106a ve miR-17 upregule
(onkojenik etki), miR-101, miR-181,miR-449, miR-486 ise downregule

(tumor supresor etki) saptanmigtir. (37)
Genetik Polimorfizm

Mide kanserinde belli polimorfizmler mevcut olup IL-1 beta (IL-1B)
gen ve IL-1 reseptor antagonist gen (IL-1RN*2/*2) polimorfizmi, MTHF

reduktaz polimorfizmi mide kanserinde artig ile birlikte bulunmustur. (37)
Kromozomal instabilite (CIN):

DNA tamiri, hdcre bolinmesi sirasinda kromozomlarin ayriimasi
sirasinda veya hucre siklusu kontrol noktalarinda meydana gelen hatalara
bagh olarak, kromozomlarda anomali gelisme ihtimalinin artmasidir.

Ozellikle, sporadik mide kanserlerinde kromozomal instabilite saptanir. (70)
Microsatelit instabilite(MSI):

MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2 gibi DNA mismatch tamir genlerinde
eksiklik veya inaktivasyon olan hastalarda DNA replikasyon hatalari tamir
edilemez ve bu da DNA sentezi sirasinda normal DNA da goértlmeyen yeni
allellelerin olugsmasina neden olmakta ve buna MSI denmektedir. DNA
replikasyonu sirasinda yanlig baz eslesmesi, insersiyon ve delesyon gibi
replikasyon hatalarina neden olan durumlar gézlenebilir. Bu da MSI gelisimi
ile sonuglanir. Dolayisiyla MSI, DNA replikasyonundaki hasarlar sonrasi
olusur, mide kanserinde ortalama %15-38 oraninda saptanir. (71) Ailesel,
distal tutulum olan ve vyaslilarda goérilen mide kanserlerinde daha sik

saptanir. (72) Mide kanserlerinde MSI saptananlar daha erken evrelerde
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tani konulabilir ancak bazi galismlarda MSI ile yasam suresi arasinda bir

ilsiki saptanmamistir. (73)
2.4 Kronik Gastrit

Kronik gastritin en sik iki nedeni H. pilori gastriti ve otoimmun gastrit
sayilabilir. Farkh etyolojiler olsalar da sonugta atrofik gastrite yol acan
kronik gastrit tablosuna neden olmalari premalign lezyon olarak kabul

edilmeleri igin yeterli gorulur.

Kronik Hp gastriti her ne kadar Dunya Saglik Teskilati (WHO)
tarafindan Hp 1. sinif kanserojen kabul edilse de, Hp gastriti olan
populasyonun sadece %1-3 kadari mide kanseri riski altindadir. Bu da
genetik, kisisel ve gevresel faktorlerin de rol oynadiklarini géstermektedir.
Kronik Hp gastriti hem diffUz hem de intestinal tipte mide kanserleri igin risk
faktoradur, ancak difflz tipte premalign lezyon izlenmezken, intestinal tipte

klasik atrofi-metaplazi-displazi ilerlemesi goruldr.

Otoimmun gastrit tum kronik gastritlerin  %5'’ini olusturmaktadir.
immiin iligkili oksintik mukoza kaybi ve pariyetal hiicre kaybi ile
karakterizedir. Pernisiydz anemi gelisirse mide kanseri riski 3 kat
artmaktadir. (74)

2.5 Atrofik Gastrit

Pariyetal ve esas hucrelerin kaybi ile karakterize, genelde diffiiz
glanduler epitel kaybinin géruldugu bir patolojidir. Metaplazik atrofide ise

olmasi gereken bezlerin yerini baska bezler almistir.

Atrofik gastritin en sik iki nedeni otoimmin ve Hp enfeksiyonudur.
Otoimmun kaynakli olanda antral mukoza genelde korunurken Hp
gastritinde multifokal atrofi s6éz konusudur. Atrofik gastrit intestinal
metaplazi alanlariyla siklikla birliktedir. Atrofik gastrit mide kanseri riskini
arttinr.  (75) Bunun yani sira sadece metaplazik atrofilerin gastrik

adenokarsinom igin oncul lezyonlar oldugu da iddia edilmistir. (76)
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Hp atrofik gastrit ve intestinal metaplazi igin en oOnemli risk
faktoraduar. Atrofik gastrit intesinal metaplazinin oncult kabul edilir ve
boylece risk faktorleri ayni gibi kabul edilmekle birlikte bakteriyel etkiler
atrofik gastrit, cevresel ve konakgi faktorler intestinal metaplazi etyolojisinde

daha cok rol oynar.

Midede asit Uretiminin azalmasi ile ylkselen pH'Iin etkisiyle bakteri
kolonizasyonu olmakta ve bakteriyel nitrat rediktaz enzimi nedeni ile
genotoksik nitrozaminler ortaya c¢ikarak uzun vadede kanser nedeni
olmaktadir. Atrofi olusumu ile erken donemde glanduler kayip izlenirken,

ge¢ donemde bu glanduiler kayip yerini metaplastik epitele birakir.

Guncelletiriimis Sydney siniflamasina gére atrofi derecelendiriimesi
hafif, orta ve belirgin olmak Uzere 3 kategoriye siniflandiriimistir. Hafif
formda glandlarda sporadik intestinalizasyon vardir, belirgin formda yaygin
intestinalizasyon go6zlenir, orta form ise her ikisinin arasidir. (77) 2000
yilinda New Orleans’ta atrofi icin yeni bir siniflama yapilmigtir. Bu
siniflamaya gore: atrofinin olmamasi, kesin olmayan atrofi ve kesin atrofi
olarak U¢ parametre olusturulmus, kesin atrofi de metaplazik ve

nonmetaplazik olarak ikiye ayrilmigtir (78)
2.6 intestinal Metaplazi

Midede en sik gérilen metaplazi tipi olup mide mukozasinin isik ve
elektron mikroskopik olarak butun ozelliklerini tagiyan intestinal epitel ile yer
degistirmesi intestinal metaplazi (IM) olarak adlandirilir. Bu durumun mide
epitelinin mide asidinden korunmak amaciyla olusturdugu bir mekanizma
oldugu diusunulmektedir. Midede ince badirsak mukozasinin IM’ de mide
mukozasinda bulunmayan, barsak mukozasinda bulunan; goblet ve paneth

htcreleri, emici hticreler, siliali hticreler bulunabilmektedir.

Jass-Filipe siniflamasina gore intestinal metaplazi, komplet (Tip-1) ve

inkomplet (Tip-1l veTip-I11) olmak tizere iki gruba ayrilir. intestinal metaplazi
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genelde foveolar bdlgeden baglar. intestinal metaplazide karsinom riski 10
kat artmigtir. (79)

2.7 Displazi

Displazi kanserden bir dnceki agsama olup erkan tani ve histopatolojik
evreleme-dereceleme konulari nedeni ile dnemli bir konudur. Histopatolojik
olarak blyuk, disorganize vyerlesimli ve hiperkromatik nukleus ile
metaplaziden kolayca ayrilan mide displazisi; dusuk dereceli displazi (DDD)
ve yuksek dereceli displazi (YDD) olarak ikiye ayrilabilir ve sirasi ile %1-23
ile %60-85 oraninda kumdulatif olarak kanserlesme riskine sahiptir. Ayrica
YDD olan hastalarda es zamanh invaziv karsinom odaklari da
saptanabilmektedir. (80) Displazinin tanimlanmasi, takibinin yapilmasinda
ve histopatolojik anlamda ortak dil kullaniimasi adina Viyana, Padova,
WHO ve Japon siniflamalari yapilmistir. 2010 yilinda dnerilmis olan WHO
siniflamasi (Tablo 4) Japon ve Bati siniflamasini birlestirici ozelliklere
sahiptir ve kullanilmasi Avrupa Gastrointestinal Endoskopi Cemiyeti

(ESGE) gibi uluslararasi kuruluslar tarafindan tesvik edilmektedir.

Mide epitelyal neoplazisi-displazisi igin WHO Ozellikler
siniflamasi
intraepitelyal neoplazi (displazi) negatif Kronik atrofik gastrit ve intestinal metaplazi
intraepitelyal neoplazi (displazi) tanimsiz inflamasyonun eslik ettigi reaktif veya rejeneratif

atipinin oldugu durumlar

intraepitelyal neoplazi (displazi) Lamina propria invazyon olmadan kisith displazi
orneklerinde displazinin dusuk veyaylksek
a)-duslk dereceli intraepitelyal neoplazi (displazi) dereceli oldugu durumlar

b)-ylksek dereceli intraepitelyal neoplazi (displazi)

intramukozal invaziv neoplazi/intramukozal karsinom Lamina propria invazyonu olan neoplazi

invaziv neoplazi-karsinom Karsinom

Tablo 4.Displazi WHO siniflamasi (81)
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Dusuk dereceli displazi genellikle endoskopik ve histopatolojik
takiplerde %40-75 oraninda kendiliginden regresyona ugrayarak
kaybolmakla (74) birlikte %20-50 oraninda kalici olmakta veya %1-10
oraninda YDD’ye donusmektedir. Bu nedenle oOzellikle endoskopik
incelemede>2 cm’den buylk ve basik-diz Ozellik tasiyan lezyonlarin
endoskopik olarak agresif sekilde tedavi edilmeleri Onerilir (82,83)
endoskopik takipte tim YDD lezyonlarinin %25’inin 1 yil igerisinde invaziv
neoplazi haline ilerledigi géz 6nune alindiginda YD’nin ¢ok daha riskli bir
lezyon oldugu goralur. Bu lezyonlara en az mukozal rezeksiyon yapilarak

mudahale edilmesi dnerilebilir (84)
2.8 Epigenetik

Epigenetik; genotipik  dedisikliklerden kaynaklanmayan gen
ekspresyonundaki farkliliklari inceleyen bilim dalidir. (85) Belli genlerin
aktivasyonunun ne zaman ve nasil olacagini belirleyen molekuler temeli
karmasik bir olaydir. Epigenetik, DNA dizisindeki degisimlerle
aciklanamayan gen fonksiyonundaki degisiklikleri inceler. Kalitimsal olup
genetik olmayan fenotipik varyasyonlari incelemektedir. Bu degisiklikler ile
DNA dizisinde higbir degisiklik gerceklesmemekte ancak hucre dogrudan
etkilenmektedir. Epigenetik, en basit sekliyle ¢cevre ve genetik arasidaki
etkilesimdir. Epigenetik bize ayni genotip yapinin nasil farkl fenotiplere yol

actiginin en iyi agiklamasini sunar.

Yuksek derecede paketlenmis haldeki DNA molekulinde nukleozom
yapisina regulatoér proteinler, genel transkripsiyon faktérleri ve RNA
polimeraz ulasamamaktadir. DNA molekulinde meydana gelen degisimler
ve bazi protein komplekslerin yardimiyla nukleozom yapisinda
transkripsiyonun meydana gelebilmesi icin c¢esitli degisimler meydana

gelmektedir. Bu degisimler epigenetik mekanizmalarla gerceklesmektedir.

Kromatin; Bolunme surecine ge¢gmekte olan hicrede, i1sik mikroskopi
altinda yapilan incelemede, cekirdegin igcinde ince ipgiklerden olugsmus,

yumak bicimindeki bir ag yapisina kromatin adi verilir. Kromatinde
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Cekirdegin metolizma bakimindan ¢ok aktif olan boélimidne oOkromatin,
metabolik bakimdan daha az aktif olan ve koyu renkli izlenen bdlime ise

heterokromatin adi verilmektedir.

DNA ve proteinler ¢ok yakin iligkili icersinde olup kromatin yapisinda;
DNA ve DNA haricinde DNA'nin iki kati kadar protein bulunur . Proteinler
DNA’ nin sentezinde ve cekirdek iginde dizenlenmesinde goérev alirlar.
Hucre cekirdegindeki bu proteinler, histon olmayan(asidik 6zellikte )ve
histon(bazik 6zelikte) tipi proteinlerdir. Okaryotik hiicrede bulunan kigiik
molekuler agirliga sahip bu proteinler igeriklerdikleri lizin ve arjinine gore
adlandinilir. H1 (HS olarakta adlandirilir), H2A, H2B, H3, H4 ve arkeal
histonlar olmak Uzere 6 alt tipi mevcuttur. Bu proteinler, DNA’nin farkh
bdlgelerine baglanirlar. Genlerin aktivasyonu ve inaktivasyonunda gorev
alirlar. Histonlan kodlayan genlerin mutasyonu ya da kontrolsuz ifade
edilmesi kanser dahil olmak Uzere birgok hastalikta dnemli rol oynamaktadir
(85)

Nukleozom; DNA ipliginin histonlar Uzerine sariimasi sonucu olusan,
4'lG formda bulunan, kromatin Uzerindeki ntkleoproteinlerdir. Nikleozomlar,
birbirlerinden linker ya da spacer DNA ile ayrilirlar. Herbir nukleozomda;
H2A,H2B,H3 ve H4 histonlarindan ikiser adet bulunmaktadir ve 4
nikleozomal protein H1 histonu tarafindan sarililir. Nikleozomlarin Ust Uste
kivrilmasi ve katlanmasi ile nukleozom paketleri olusur. Kivrimlarin daha da

artmasi sonucunda kromatin ipliginde yogunlasma gercgeklesir (85)

27



Histone tail

Nucleosome “Beads on a String”
( 8 Histone molecules +
147 base-pairs of DNA )

Sekil 3: Nukleozom-histon Modeli (86)

Epigenetik mekanizmalar dogrudan ve dolayh olarak gen ifadesini

kontrol eden mekanizmalar olarak ikiye ayrilir.

1- Dolayli Yoldan Gen ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar: Post-
transkripsiyonel mekanizmalari 6zellikle de nonkoding RNA'nin (siRNA,

miRNA vb.) mRNA'yI etkileyerek protein sentezini engellemesini igerir.

2- Dogrudan Gen ifadesini Kontrol Eden Mekanizmalar: Bu
mekanizmalar da kromatin ve DNA dlzeyindeki modifikasyonlar olmak

Uzere ikiye ayrilir:

Kromatin dizeyindeki modifikasyonlar hem kovalent hem de non-
kovalent olabilirler. Kromatin dizeyindeki kovalent modifikasyonlar histon
modifikasyonlaridir. Bu kovalent histon modifikasyonlari (1) Asetilasyon, (2)
Metilasyon, (3) Fosforilasyon, (4) Ubikitinasyon, (5) Sumolasyon ‘dur. (103)

Non-kovalent kromatin modifikasyonlari ise; (1) Histon takaslari, (2)
Histon katimlari, (3) Kromatin onarimi, (4) Non-koding DNA ile etkilesim, (5)
Diger ajanlarla etkilesim (virUsler, farkli protein gruplari), Uzun-mesafe
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kromozom etkilesimleridir. (Hem kromozom igi hem de kromozomlar arast)
(85)

DNA duzeyindeki modifikasyonlar; (1) Kovalent DNA modifikasyonu
(DNA metilasyonu) (2) Non kovalent DNA modifikasyonu (3) Transkripsiyon
faktorleri tarafindan feed-forward oto regulasyon olmak uzere uge ayrilir.
DNA duzeyindeki modifikasyonlar arasindan bilinen en islevsel olani DNA

metilasyonudur.
2.8.1 DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en ¢ok caligilan epigenetik mekanizma olup, gen
ifadesinin baskilanmasini saglamaktadir. Embriyonik gelisim,
transkripsiyon,  X-kromozom inaktivasyonu, genomik “imprinting”in
dizenlenmesi ve kromatin kararliiginin  korunmasinda fonksiyon
gormektedir. (87) DNA metillenmesi DNMT(DNA metil transferaz)ler
tarafindan gerceklesir ve genel kural olarak CpG adaciklarinda ve sitozinin
5 numarali karbonunda meydana getirilir. Ozellikle genlerin promotor
bdlgelerindeki metillenme, transkripsiyon faktérlerinin tanima bolgelerinde
degisiklikler meydana getirerek bu faktérlerin baglanmasini engellemekte
ve bu sekilde gen ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir. Farkli
dokularda farkh genlerin ifade olmasinin temelinde bu dizenleme
yatmaktadir. Genlerin promotor boélgelerindeki metilasyon seviyesinin disuk

olmasi aktif gen ifadesi ile kolerasyon gostermektedir (88)

CpG adaciklar ise yaklasik 500 baz cifti uzunlugun olan genlerin
promotor bodlgelerinde bulunan ve %55ten fazla CG igeren, metilasyon
orani dusuk olan korunmus dizilerdir. (89) DNA metilasyonunun genlerin
ifadesini; transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engelleyerek veya metilli
DNA'ya baglanan protein kompleksleri sayesinde kromatin yapisini

degistirerek baskiladigl dusunulmektedir.

DNA metilasyonu, kanser mekanizmasinin olusumunda

ilerlemesinde ve metastaz yapmasindaki surecgte etkili olan bir epigenetik
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mekanizmadir. Global DNA hipometilasyonu ve promotdér DNA

hipermetilasyonu olmak Uzere kanserde iki sekilde etkili olmaktadir. (90)

Kanser olusumunda kanser hucrelerinin tumor baskilayici genlerin,
DNA onarim genlerinin, hicre dongusunu kontrol eden genlerin ve
gelisimde etkili yolaklarin normal iglemesini saglayan genlerin

hipermetilasyon ile susturuldugu belirtiimektedir (91)

Promotor bdlge hipermetilasyonu DNA’nin buylk oluguna dogru
cikinti yaparak bu bolgeyi taninmaz hale getirir ve dogrudan baskilama
yapar. Dolayli olarak baskilanma ise promotora bagdlanacak transkripsiyon
faktorlerinin - taniyacagr bolgeler metilsitozine baglanan proteinlerin

maskelenmesi yoluyla olmaktadir (91)
2.8.2 Kromatin Yeniden Modellenmesi
2.8.2.1 Histon Modifikasyonlari

Bir genin ifade edilmesinde, histon proteinleri-DNA arasindaki
paketlenmenin gevsemesi ve nukleozom yapisinin yer degistirmesi olarak
bilinen yeniden modellenme rol oynamaktadir. (92) Histonlar DNA
paketleme proteinleri olusumunu saglamak diginda; posttranslasyonel N-
terminal kuyruklarinin, aminoasit spesifik asetilasyon, metilasyon veya
fosforilasyon gibi kompleks modifikasyonu araciigi ile belirli DNA
zincirlerinin regule ederler. Modifikasyonlarin histonlarin elektrostatik
yukunu etkileyerek kromatin yapisini degistirdigi ve protein kompleksleri igin
tanima bdlgesi olusturdugu dustunulmektedir. Histonlar Uzerinde yapilan bu
degisiklikler, kromatinin yapisinin gevsek ya da siki olma durumunu
etkileyerek gen ifadesinde regulatér rol oynar. Bdylece histon-DNA ve
histon-histon iligkisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri
ve gen ifadesininkontroll gibi birgok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir.
(93-95)

Histon modifikasyonlari asetilasyon, metilasyon, fosforilasfon ve

ubikinsyon ile gergeklestirilir. Uzerinde en ¢ok caligilan histon
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modifikasyonu asetilasyon olup histonlarin asetilasyonu histon asetil
transferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) enzimaileleri tarafindan
dizenlenmektedir (Sekil 2). Histon proteininin amino ucuna negatif yukla
asetil grubunun takilmasiyla pozitif yUkla lizin aminoasiti yukinu kismen
kaybetmekte boylelikle kromatinde gevseme meydana gelmekte,
transkripsiyon faktorlerinin genlerin promotor bdlgelerine ulagmalari
kolaylasmakta ve bu sayede transkripsiyon gerceklesmektedir. Asetilasyon
geri donusumld bir olaydir. Lizin aminoasitinden asetil grubunun
cikartilmasiyla kromatin yapisi tekrar kondense olmakta ve transkripsiyon
baskilanmaktadir. (94)

Kromatinin belli bir bélgesinde histonlarin asetile olmasi, o bolgenin
transkripsiyonel agidan aktif oldugunu gosterirken, deasetile olmasi

transkripsiyonun baskilandigini gostermektedir. (94)
2.8.2.2 ATP Bagimh Kromatin Yeniden Modellenmesi

Kromatin yeniden modellenmesi sadece histon modifikayonlari ile

degil ayrica atp bagimli kromatin remodelling kompleksleri sayesinde olur.

Kromatin degigstirici kompleks DNA ve histon arasindaki etkilesimi
degistirmek icin ATP hidroliziyle Urettigi enerjiyi kullanmaktadir. Boylece
transkripsiyon faktorlerinin DNA dizenleyici elemanlarina baglanmasina

izin verilmis olur.

Nukleer DNA nin ytuzde 80’nin nikleozomlar tarafindan paketli halde
oldugu goéz 6nlne alinirsa kromozom yeniden modellemesinin 6nemi daha
acik olarak anlasilabilir. Kromatin transkripsiyon, rekombinasyon, ¢ogalma
ve onarim mekanizmalari gibi DNA ile ilgili surec¢lerde dinamik bir yapida
olmalidir. Kromatin yeniden modelleme gen ifadesinin dizenlenmesinde
onemli bir rol oynar ve hatali duzenlemeler bazi hastaliklara ve tumor

gelisimine neden olabilir. (96)

DNA nukleozom icindeki histonlarla hidrojen ve tuz baglari

olugturarak etkilesim iginde bulunur. ATP-bagimli kromatin yeniden
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modellenme kompleksleri bu etkilesimeri duzenler ya da bozarlar. Bu
kompleksler nukleozomlarin yapisini ve seklini degistirmek icin enerjiyi ATP

hidrolizinden saglarlar. (96)

Kromatin yeniden duzenleme faktorleri nikleozomlarin yapisini ve
dizenlenimini histonlari uzaklastirmadan veya kovalent olarak modifiye
etmeden degistiren protein kompleksleridir. Kromatin yeniden duzenleme
faktorlerinin  etki mekanizmalarindan biri, histon oktomerlerinin DNA
molekult Uzerinde kaymasini katalizleyerek, nukleozomlarinin yerlesimini
degistirmek ve boylece transkripsiyon faktorlerinin DNA'nin  spesifik
dizilerine ulasabilmesini saglamaktir. Diger taraftan bu faktorler nikleozom
konformasyonunun degisimine neden olarak da spesifik DNA dizilerinin
transkripsiyonu duzenleyen proteinlerle etkilesmesini saglayabilirler. Bunlar
histon modifiye eden enzimlere benzer sekilde transkripsiyon aktivator ve
represorleriyle birlikte DNA ya baglanip nukleozom dizenini degistirerek
transkripsiyonu uyarabilir ya da engelleyebilir. (97-99) Tim kromatin
yeniden modellenme kompleksleri ATP enerjisini kullanabilmek i¢cin ATP’ az
subdunitleri igerir. Bu ATP az subunitelerin hepsi aralarinda protein yapida
farkhliklar olan SNF2 (sUkr6z non fermante slper ailesi) nin Uyesidir. (100)

Bu sUperaile aralarinda farkiliklara bagli olarak 4 ana gruba ayrilirlar.
1- SWI/SNF (Switching/sucrose nonfermenting)
2- ISWI(imitation switching),

3- NuRD/Mi-2/CHD (nucleosome remodelling histone

deacetylase/chromo-helicase ATPase DNA binding )
4- INOS8O( inositol requiring 80)
SWI/SNF (Switching/sucrose nonfermenting)

SWI/SNF (Switching/sucrose nonfermenting) kompleksi nikleozomlarin

pozisyonlarini  degistirerek  transkripsiyon  faktoérlerinin  DNA ya
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baglanmasina izin verirler. (101) Transkripsiyonda transkripsiyon faktorlerini

aktive ederek yada suprese ederek rol oynarlar. (102)

SWI/SNF kompleksleri ayrica histon oktomerlerini kromatinin bagka bir

boliumune aktarabilirler. (103)

SWI/SNF kompleksi tumor supresor ve onkogenlerle direk etkilesim
icinde oldugundan timor gelisimi ile ilgilidir. Batun SWI/SNF kompleksleri
sukroz non-fermante S/integraz interaktor 1(SNF5/INI1)kor subuniti igerirler.
Bu genin kodladigi SNFS5/INI1 timor supresor gendir ve codu malign
rhabdoid tumdrlerde non fonksiyonel olarak bulunur. (102) SNF5/INI1ayrica
hicre siklusu regulasyonu ve kromozomal sayisi ve stabilitesi gibi kontrol
noktalariyla iligkilidir. SWI/SNF ATP’az ailesii BRM (homologue of
Drosophilaprotein ‘brahma’) ve BRG1 (BRM/SWI2-related gene 1),
asetillnemis histon kuyruklarina baglanan C-terminal bromodomain igerirler
(104)

Genis kanser yelpazesinde inaktive ya da mutasyona ugayan birgok
SWI/SNF sublniti tanimlanmigtir. Bunlar ARID1A (BAF240A), SMARCA4
(BRG1), ARID1B (BAF250B), ARID2 (BAF200), PBRM1 (BA F180), ve
diger SWI/SNF subunit genleridir. Toplamda, SWI/SNF altbirim genleri tim
insan kanserlerinin yaklasik % 20 sinde mutasyona ugramis haldedir ve
TP53 (% 27) ile kiyaslanbilir dizeyde yuksektir. (105)

ISWI Kromatin Degistirici Kompleks Ailesi

ISWI kompleksi esas olarak supresyonu desteklemek igin
nukleozomlarin organizasyonunu duzenler veya degistiriler ama ayrica
transkripsiyonun aktivasyonunda da bulunurlar. Nukleozom vyapisini
bozmaksizin DNA boyunca oktomerleri kaydirarak fonksiyonlarini yerine
getirir. (68)
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Nucleosome remodelling histone deacetylase/chromo-helicase ATPase
DNA binding Complexes (NuRD/Mi-2/CHD)

NuRD/Mi-2/CHD kompleksi rRNA nin g¢ekirdekte transkripsiyonel
aktivasyonunda etkiye sahiptir ve baskilamayi etkileyici mediator gibi
davranirlar. (68)Bu kompleks ayrica kromozom kaydiriimasini induklerler.
(106)

NuRD/Mi/CHD kompleksi Ozellikle metillenmis histon kuyruklarini
taniyan domain icerirler. Bu kompleksler ayrica bazi kanser tipleri ile iligkili

olan MTA1(metastaz tumor antijen) ve MTA3 barindirirlar. (68)
Inositol Requiring Complexes (INO80)

INO80 kompleksi spesifik genlerin baskilanmasi ve aktivasyonunda
aracilik ederler ve hucre dongusu kontrol noktasi adaptasyonuna katilirlar.
(106)

INO80 komplesksinin ayrica DNA tamir sisteminde de rol oynadigi

gOsterilmistir (68)

Kromatin yeniden modellenme sistemindeki genlerin ¢ogu kromatin
yeniden duzenlenmsine bagli ATP hidrolizinden sorumlu kromodomain
icerir. Kromodomain proteinleri (CDYL, CDYL2, CHD1, CHD2, CHDS,
CHD4, CHD5, CHD6, CHD7, CHD8, CHD9) ya aktiftr ya da onlari
iyilegtiren protein ve onlarin ek domainlerine bagli olarak transkripsiyonu
baskilar. Kromobox domain proteinleri (CBX1, CBX3, CBX4, CBX5, CBX®6,
CBX7, CBX8) metile histon lizin resudurlerini tanir ve transkripsiyonel
baskilanmaya aracilik eder. Bromodomainler (BAZ1A, BAZ1B, BAZ2A,
BAZ2B, BPTF, BRD1, BRD2, BRD3, BRD4, BRD7, BRD8, BRDT, BRPF1,
BRPF3, BRWD1, WDR11, BRWD3, ZMYNDS8) sirasiyla asetillenmis ve
metillenmig histon lizin resudurlerine baglanir ve ortaklasa calisir gibi
gorinlr. Bu sistemdeki diger genler metile CpG DNA ya direkt olarak
baglanirken, ING familyasi (ING1, ING2, ING3, ING4, ING5, RING1).
metiltranferazlara baglidir (98,107,108)
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ll. GEREG VE YONTEM

Calisma Eylul 2014 ve Kasim 2015 tarihleri arasinda Manisa Celal
Bayar Universitesi Gastroenteroloji Bilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal’'nda  gergeklestiriimistir.  Calismaya Celal Bayar Universitesi
Gastroenteroloji Bilim Dali’'na basvuran hastalar dahil edilmistir. Bu ¢alisma
ile ilgili etik kurul, Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Dekanh@i Bilimsel
Arastirmalar Etik Kurul Baskanhginin 16.04.2014 tarih ve 160 sayili onayi ile
gergeklestiriimigtir.

3.1 Galigma Dizayni ve Hastalar

Eylil 2014 ve Eyllul 2015 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi
Gastroenteroloji Bilim Dal'na miracaat eden toplam 95 hasta calismaya
dahil edildi. Olgular mide kanseri, atrofik gastrit ve kontrol olmak Uzere 3
gruba ayrildi. Endoskopi yapilan ve biyopsi alinan 34 Mide kanser’li olgu, 36
atrofik gastrit’li olgu ve dispepsi yakinmasi olan fakat endoskopik ve patolojik
olarak normal gelen 25 olgu kontrol grubu olmak Uzere, asagida bahsedilen

calismaya dahil edilme ve diglanma kriterlerine gére ¢alismaya dahil edildi.

3.1.1 Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

1. Mide kanseri tanisi olan, kemoterapi ya da radyoterapi tedavisi

almamis yeni tanili 18 yas uzeri erigkin hastalar,

2. Atrofik gastrit tanisi olan ve displazi acisindan kontrol
endoskopisi yapilan ve son 10 giindir Proton Pompasi inhibitérii (PPI) ve

antibiotik kullanmayan 18 yas Uzerindeki eriskin hastalar,

3. Dispepsi yakinmasi olan endoskopide normal goérinimde ve
patoloji sonucu normal olan 18 yas Uzeri erigkin saglikli gonulliler dahil
edildi.
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3.1.2 Arastirmadan Diglama Kriterleri:

1- Mide kanseri tanisi ya da bagka bir malignite nedeni ile herhangi bir

zamanda kemoterapi ya da radyoterapi almak,

2- Mide adenokanser disinda baska bir mide ve veya organ malignite

tanisi almis olmak,
3- Endoskopi sirasinda biyopsiyi kabul etmeyen olgular,

4- Herhangi bir nedenle subtotal ya da total gastrektomi yapilan

olgular,

Endoskopiden 10 gun 6nce PPI ve veya antibiotik kullanim éykusu

olanlar ¢aligma digi birakilmistir.

Tdm olgularin yas, cinsiyet, 06zgecmis/soyge¢cmis hastaliklari
sorgulanarak kaydedildi.

Atrofik gastrit hastalarinda endoskopide, rutin degerlendirme ve
tetkiklerinde saptanan; hastaligin yayginligi, stresi veri olarak kaydedildi.
Atrofik gastrit hasta grubunda ge¢miste mide malignite arastirilmasi amagli
yapilan endoskopik taramalarindaki tUm patoloji degerlendirme bulgulari
retrospektif olarak arastirildi ve kaydedildi. Yine ¢alismaya dahil edildiginde
yapilan endoskopi taramasinda alinan patoloji degerlendirmesi igin alinan

biyopsi materyalinde malignite kontrolu yapildi ve veriler kaydedildi.

3.2 Endoskopi ve Doku Ornekleme islemi

TUm hastalarin tetkikleri Celal Bayar Universitesi Gastroenteroloji
Boliminde galismayida gergeklestiren bes Gastroenterolog tarafindan (EK,
HY, EE, EG, AB) tarafindan yapildi. Endoskopi islemi Olympus Luxera
CFQ260AL marka cihaz ile gercgeklestirildi. Mide kanseri hasta grubunda
timor dokusundan, atrofik gastritli hasta grubunda aktif inflamasyonun
izlendigi mide mukozasindan ve kontrol grubunda rutin tarama amacli mide
mukozalarindan patolojik degerlendirme ve ayni alandan bu g¢alisma igin

amagcli mukozal biyopsi érnegi olympus biyopsi forsepsi kullanilarak biyopsi
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ornekleri alindi. Tum biyopsi orneklerinin patoloji degerlendirmeleri Celal
Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dalr’'nda yapildi ve sonuglarindaki verileri
kaydedildi.

gReal-Time PCR array ve Real-Time PCR analizi i¢in alinan mukozal
biyopsi 6rnekleri hemen kuru buz (kuru buz blogu-78,5 °C yuzey sicakligina

sahip) ile donduruldu ve -80 ° C'de RNA ekstraksiyonuna kadar saklandi.

3.3 Molekiiler Yontem

Tam 95 olgunun mide mukozal biyopsi materyallerinden RNA
izolasyonu yapildi. Olgulardan elde edilen RNA'dan cDNA sentez Kkiti
kullanilarak 95 olguya ait cDNA’lar elde edildi. Ik asamada rastgele segilen 3
intestinal metaplazi, 3 mide kanser tanili olan ve 3 kontrol olgusuna ait
cDNA’'lar qRT-PCR-array platelerine vyerlestirilerek 84 kromatin yeniden
modellenme genleri (arastirilacak 84 gen asagida tablo 5’te belirtilmistir)
calisildl. ilk asamada rastgele secilen bu 9 olguda 84 adet Epigenetik
Kromatin  Yeniden Modellenme  Faktér genlerinin  ekspresyonlari
degerlendirildi. Bahsedilen 9 olguda degerlendirilen 84 gen iginde 6zellikle up
ve down eksprese olan ve literatir taramasi yapilarak mide kanser
dokusunda overeksprese olan 8 gen belirlendi. Bu degerlendirme sonucunda
EED, ARID1A, ING5, CTBP1, CBX3, CBX7, MTAl, NSD1 Epigenetik
Kromatin Yeniden Modellenme Faktor genleri ve ve housekeeping gen olarak
HPRT1 geni, geriye kalan 33 Atrofik Gastrit’ li, 33 Mide kanser’ li ve 33
kontrol olgu olmak uUzere toplam 51 bireyde calisildi. Bu agsamalarin hepsi
Celal Bayar Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda

gerceklestirildi.
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Arastirilacak Human Epigenetik Kromatin Yeniden Modellenme Faktor

Genleri

Epigenetik Kromatin Yeniden Modellenme Faktorleri RT-PCR array
plate icerigi: Arastirilacak 84 gen, 5 housekeeping gen, 1 genomik DNA
kontrol, 3 reverse transkriptaz kontrol 3 pozitif PCR kontrol.

SWI/SNF Complex Components: ARID1A, INO80 (INOC1), PBRM1,
SMARCA2, SMARCAA4.

Polycomb Group Genleri: ASXL1, BMI1 (PCGF4), CTBP1, CTBP2, EED,
EZH2, PCGF1, PCGF2, PCGF3, PCGF5, PCGF6, PHC1, PHC2, RING1,
RNF2, SUZ12, TRIM27.

Chromobox / Heterochromatin Protein 1 (HP1) Homologs: CBX1,
CBX3, CBX4, CBX5, CBX6, CBX7, CBX8.

Bromodomain Proteinleri: BAZ1A, BAZ1B, BAZ2A, BAZ2B, BPTF,
BRD1, BRD2, BRD3, BRD4, BRD7, BRDS8, BRDT, BRPF1, BRPF3,
BRWD1, WDR11, BRWD3, ZMYNDS.

Chromodomain / Helicase / DNA-Binding Domain (CHD) Proteinleri:
CDYL, CDYL2, CHD1, CHD2, CHD3, CHD4, CHD5, CHD6, CHD7, CHDS,
CHD®9.

Nucleosome-Remodeling and Histone Deacetylase (NuURD) Complex
Components: CHD3, MBD3, MTA1, MTA2, NAB2, SPEN.

Plant Homeodomain (PHD) Proteinleri: NSD1, PHF1, PHF2, PHF3,
PHF5A, PHF6, PHF7, PHF13, PHF21A, PHF21B.

Inhibitor of Growth (ING) Family Uyeleri: ING1, ING2, ING3, ING4,
ING5, RING1

Methyl-CpG DNA Binding Domain (MDB) Proteinleri: MBD1, MBD2,
MBD3, MBD4, MECP2, HINFP

CCCTC-Binding Factor (Zinc Finger Protein): CTCF

Tablo 5: Arastirilacak Kromatin yendien modellenme genleri
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3.3.1 Hazirlanan Soliisyonlar

RTL Solusyonu: 1ml RTL solusyonuna 10 uyl B merkaptoetanol

eklenerek hazirlandi.

Buffer RPE: RNA izolasyon kitinin konsatre olarak sagladigi RPE

solusyonuna 4 volum etanol eklenerek hazirlandi.

%70’lik Etanol: 70 ml Etanol distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak

hazirlandi.

DNAse | Sollisyonu: Liyofiize DNase I’ i 550 pyl RNase-free suda

¢ozuldu. Siseyi alt Ust ederek yavasca karigtirildi. Vortekslenmedi.

DNAse | inkiibasyon Miksi: 70 pl Buffer RDD ‘ye 10 ul DNase | stok
solisyonundan eklendi. Yavasca tubu alt Gst edilerek karistirildi. Tubun

yanlarinda kalan sivilari toplamak igin kisa bir santrifdj edildi.

3.3.2 Dokulardan RNA izolasyonu

Dokudan RNA izolasyonu ticari olarak saglanan RNeasy Mini Kit

(Qiagen) kullanilarak yapildi.

1. Doku ornekleri depolandiklari -80 derin dondurucudan ¢ikarildi.
Dokunun buyuklagu tartilarak tanimlandi. 30 mg dan daha fazla doku
kullaniimadi.

2. Her bir hasta dokusu ependorf tlpun icine alindi. TUpun igine 20-30
mg doku icin 600 pl Buffer RLT ve mekanik pargalamayi saglayici
7mm capinda metal bilyeler eklendi.

3. Ependorf tlpler TissueLyser homojenizatértine yuklendi. 25.000 hertz’
de 5 dakika homojenizatérde homojenize edildi.

4. Olusan lizat 3 dk full hizda santrifiij edildi. Dikkatlice stipernatan kismi
uzaklastirildi ve onu yeni bir ependorf tiplne transfer edildi.

5. Temizlenmig lizata 1 hacim %70’ lik etanol eklenerek, pipetle hemen

karistirildi. Santriflij yapiimadi.
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6. 2 mllik toplama tupu icerisine yerlestirilmis bir RNeasy spin kolonuna
700 pl 6rnek transfer edildi. Kapak nazikge kapatilarak =8000 g (=
10000 rpm) de 15 saniye santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi.
Sonraki adim i¢in yeni bir toplama tlpu yerlestirildi.

7. Eger o6rnek hacmi 700 pul yi asarsa ayni RNeasy spin kolonunda
birbirini izleyen aliquatlar santriflj edildi. Her santrifljden sonra altta
toplanan sivi atildi.

8. DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak igin bu adimdan sonra
kolonda DNA kesimi yapildi.

9. RNeasy spin kolonuna 350 ul Buffer RW1 eklendi. Kapagi nazikge
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santrifuj edildi. Altta toplanan siviyi atilarak yerine yeni toplama
tupu yerlestirildi.

10.DNase | inkibasyon miksini (80 pl) direkt olarak RNeasy spin kolon
zarina eklenerek 15 dakika (20-30°C) inklbe edildi.

11.350 pL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapagi nazikge
kapatildi. Kolon zarini yikamak i¢in 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santrif(j edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden
yerlestirildi.

12.350 uL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden
yerlestirildi.

13.500 uL Buffer RPE ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikge
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden
yerlestirildi.

14.500 uL Buffer RPE ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikge
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 2
dakika santrifij edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlipu yeniden

yerlestirildi.
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15.Yeni bir 2 mltoplama tupunt RNeasyspin kolonyerlestirildi vealtta kala
siviyl igeren eskitoplama tupuatildi. Kapagi nazikge kapatildi ve full
hizda 1 dk santrifuj edildi.

16.RNeasyspin kolonu yeni bir 1,5 ml ‘lik toplama tupune yerlestirildi. 30-
50 ul RNase free suyu direkt olarak spin kolon zarina eklendi. Kapagi
nazikge kapatilarak RNA ‘y1 dilue etmek i¢in 28000 g (= 10000 rpm) de
1 dakika santrifuj edildi.

3.3.3 cDNA Sentezi

1. cDNA sentez icin RT First Strand Kit(C-03) kiti kullanildi. Bir PCR
tupine 8 pl RNA 06rnegi, 2 pyl GE (5XgDNAElimination buffer)
konularak PCR cihazina yuklendi.

2. 42 °C da 5 dk. inkiibe edildi.

3. Bagka bir PCR tupunde 4 pyl BC3(5XRT Buffer 3), 1 yl P2( Primer X
External Control mix), 2 pl RE3(RT Enzyme Mix 3), 3 pyl H,0 den
olusan PCR kokteyli hazirlandi.

4. PCR kokteyli 1s1 dongu cihazindan ¢ikan PCR tupune eklendi ve PCR
tlpu tekrar cihaza yuklendi.

5. 42 °C da 15 dak, 95 °C da 5 dakika inkiibe edidi. Elde edilen cDNA

ornekleri dilue edildi.

3.3.4 qRT-PCR Array Yuklemesi

1. gRT- PCR array yuklemesi icin toplam hacim 2300 ul olacak sekilde ;
102 ul dilue cDNA , 1150 pl 2X RT? SYBR Green ROX FAST Master
mixi , 1048 ul H,O den olusan array kokteyli hazirlandi.

2. Array kokteyli her bir kuyucuga 20 pul olacak sekilde 96 kuyucuklu
Human Epigenetic Chromatin Remodeling Factors RT? Profiler™ PCR
Arrayine yuklendi.

3. Arraylar Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen) cihazina
konuldu. Aktivasyon icin 95 °C 10 dak, 40 déngii olacak sekilde 95
°C 15 sn ve 60°C 30 sn da inkiibe edildi.
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. http:/lwww.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web
sitesindeki yazilim kullanilarak array data analizleri yapildi.
. Array data analizleri sonucu over ve undereksprese olan genlerden 8

gen Real-Time PCR calismasi igin segildi.

3.3.5 Real-Time PCR

. Array data analizleri sonucu over ve undereksprese olan genlerden 8
gen icin( EED, ARID1A, ING5, CTBP1, CBX3, CBX7, MTA1, NSD1
genleri + housekeeping gen HPRT1 geni) c-DNA 6rnekleri Real-Time
PCR calismasina alindi.

2. 8 gene ait primer ve SYBR Green Master Mix ticari olarak karsilandi.

. Bunun icin her bir 6rnek basina SYBR green Master Mix’den 12,5 ul,
Primer (10 pmol)'den 1 ul alindi ve 2,2 ul cDNA eklenerek reaksiyon
karisimi hazirladi. Bu karigima toplam volum 25 pl'ye tamamlanacak
sekilde dH20 eklendi. Tum karisim hazirlama iglemleri buz Gzerinde
gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin hazirlanan bu PCR karisimlari
amplifikasyon icin  Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research,
Qiagen) cihazinin  platine  yUklenerek amplifikasyon programi
baslatildi. Amplifikasyon programi 95°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika,
61°C’de 40 saniye, 72°C’de 1 dakika ve son U¢ sikusun 40 kere
tekrarlanmasi ve son uzama 2°C’de 2 dakika olarak uygulandi. PCR
sartlari galismaya gore optimize edildi. Reaksiyonda HPRT1 geni
endojen kontrol ve RNAse free su negatif kontrol olarak kullanildi.

. Real-Time PCR reaksiyonu sonunda elde edilen CT degerleri REST
2009 (Relative Expression Software Tool V. 2.0.13) programinda
standart mod’da referans gen (HPRT1) normalizasyonu ile
degerlendirildi ve sonuglar bir excel dosyasinda toplandi.

. Tum calisilan genlerdeki CT degerlerinin data analizleri on-line
http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web

sitesindeki yazilim kullanilarak yapildi.
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3.4 Veri Analizi ve istatistik

Atrofik gatrit, mide kanser ve kontrol gruplarinin gen ekspresyonlari
karsilastirildi. Mide kanseri hastalarinda metastaz durumu, mide tutulum
yayginhdi, mide kanseri hastlarinin sirvi alt gruplara ayrilarak gen
ekspresyon analizi yapildi. Atrofik gatrit hastalarinda Hp pozitiflik durmuna

gore alt gruplara ayrilarak ekspresyon analizi yapildi.

Epigenetik Kromatin Yeniden Modellenme Faktor genlerinin veri
analizi RT2 Profiler PCR array data analizi ile
http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php. sitesinde online ve
Ucretsiz olarak yapildi. Bu analizde her bir PCR verisi igin Excell formatinda
tablo olusturuldu. Bu veriler bahsedilen online sisteme yuklendi. Bu veriler
Isiginda her PCR reaksiyonu igin ortalama Ct degerleri ve T test ile bir P
degeri hesaplandi. Ct>33 olanlar hesaplamaya dahil edildi. Fold-change and
fold-regulation deg@erleri 2 ve Uzeri olan genler up regulle genler, Fold- change
degeri 0.5'in altinda ve Fold-regulation degeri -2’nin altinda olan genler down
regule genler olarak degerlendirildi. P degeri otomatik olarak Student T Test

kullanilarak hesaplanip p<0.05 olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

4.1 Hasta Gruplan

Endoskopi bulgulart ve biyopsi sonucu patolojik olarak mide
adenokanser teshisi konmus 34 hasta, yine endoskopi bulgulari ve patoloji
sonucu atrofik gastrit tanisi almis 36 hasta ve herhangi bir kanser dykusu
olmayan endoskopi ve mide biyopsi patolojik degerlendirme sonucu normal
saptanan 25 birey kontrol grubu olmak Uzere toplam 95 kisi ¢alismaya

alindi.

Calisma grubundaki hastalarin yas ortalamasi 55,71+10,17 olarak
saptandi. Mide kanseri hasta grubunun yas ortalamasi 58,85+7,52, atrofik
gastrit hasta grubunun yas ortalamasi 53,33+13,09 ve kontrol grubunun yas
ortalamasi 54,84+7,36 olarak saptandi. Bu U¢ grup yas olarak birbirleri ile
karsilastirildigi zaman ise anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.66). (Tablo
6)

Calisma grubundaki toplam 95 olgu icinde erkek cinsiyet orani %
64.2 (n=61) olarak saptandi. Mide kanser, atrofik gastrit ve kontrol gruplari
cinsiyet agisindan birbirleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi(p=0.60) (Tablo 6).

Mide Atrofik Kontrol P
Kanseri Gastrit
n=25
(n=34) (n=45) ( )
Yas 58,85+ 7.5 | 55,71+10,17 5484 +7.4 0.66
Cinsiyet | Erkek | % 68 (n=23) | % 67 (n=24) | % 56 (n=14)
Kadin | % 32 (n=11) | % 33 (n=12) | % 44 (n=11)

Tablo 6: Hasta Gruplari ve Genel Parametreler
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4.1.1 Mide Kanserli Hastalar ve Alt Gruplari

Mide kanserlerin lokalizasyonu proximal, distal ve diffuz yerlesim
olarak siniflandiridi. Lokalizasyonuna gore mide kanser hasta oranlari
proximal: %44 (n=15), distal: % 35(n=12), diffuz:% 21(n=7) saptandi.
(Grafik 1)

Mide Kanseri Lokalizasyonuna Gore
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Grafik 1: Mide Kanseri Lokalizasyonuna Gore
Mide kanserli hastalarin %47’sinin (n=16) metastaz yaptigi saptandi.
Hastalarin % 26’sinin (n=9) periton, % 15’inin (n=5) karaciger, %3’4nln

(n=1) pankreas, % 3’Unlun (n=1) akciger metastazi saptandi (Grafik 2)

Mide Kanserli Hastalarda Metastaz
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Grafik 2:Mide Kanserli Hastalarda Metastaz Lokalizasyonu
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Mide kanserli hastalarin % 50’ sinin (n=17) ex oldugu , %50 ’ sinin
(n=17) galisma sonlandiginda hala yasadigi saptandi. Ex olan hastalarin %
35’inin (n=12) 0-6 ay , % 14’sinin (n=5) 6 ay-1 yil sonra ex oldugu saptandi.
(Grafik 3).

Mide Kanseri Hastalarinda Survi Oranlari
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Grafik3: Mide Kanseri Hastalarinda Survi Oranlari
4.1.2 Atrofik Gastritli Hastalar ve Alt Gruplar

Atrofik gastritli hastalarin patoloji sonuglarina gére % 67’°sinin (n=24)
helikobakter pilori pozitif, % 33’Gnin (n=12) helikobakter pilori negatif
oldugu saptandi. (Grafik 4).

Atrofik Gastritlerde HP Pozitifligi
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Grafik 4:Atrofik Gastritlerde Hp Pozitifligi
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4.2 Kromatin Yeniden Modellenme Gen Ekspresyon Analizi

Ik asamada rastgele segilen 9 (3 Mide kanseri, 3 Atrofik Gastrit, 3
Kontrol) olguda 84 adet histon modifikasyon geninin ekspresyonlari
degerlendirildi. Bahsedilen 9 olguda degerlendirilen 84 gen icinde 6zellikle
exprese olan ve literatir taramasi yapilarak mide kanseri dokusunda
ekspresyon seviyesinin degdismesi beklenen 8 gen belirlendi. Bu
degerlendirme sonucunda EED, NSD1, ING5, CtBP1, MTA1, CXB3, CXB7,
ARID1A kromatin yeniden modellenme ve housekeeping gen olarak
HPRTL1 geni, geriye kalan 31 mide kanserli, 33 atrofik gastritli ve 22 kontrol
olgu olmak Uzere toplam 86 bireyde calisildi. Mide kanseri (n=34), atrofik
gastrit (n=36) ve kontrol grubu (n=25) olmak Uzere toplam 95 hastada

belirlenen bu 8 genin ve 1 kontrol geninin analizleri yapildi.
Mide Kanseri Analizleri;

Mide kanser hastalarinda (n=34); EED, NSD1, CtBP1, MTA1, CXB3
genlerinin  overeksprese oldugu izlenmistir. (Sekil 4) Mide kanser
hastalarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; EED, MTA1, CXB3
genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha fazla overeksprese
oldugu saptandi. Mide kanser hastalarinda (n=34); ING5, CXB7, ARID1A
genlerinin  down-eksprese oldugu izlenmistir. (Sekil 3) Mide kanser
hastalarinda, kontrol grubu ile karsilastinidiginda; ING5, CXB7, ARID1A
genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun azaldigi
saptandi. HPRT1 (Housekeeping gen) geninin ekspresyonunda istatistiksel

olarak anlamli farklilk izlenmed. (Tablo 7)
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Gen Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
EED 12,5222 (5.50, 19.54) 0,000002
ING5 0,0908 (0.05,0.13) 0,000005
MTA1 10,4114 (5.05,15.77) 0,000007
CTBP1 1,4982 (0.58,2.42) 0,743963
NSD1 1,3354 (0.64,2.03) 0,684861
CBX3 9,4826 (3.95,15.01) 0,000006
CBX7 0,071 (0.03,0.11) 0,003226
ARID1A 0,097 (0.05,0.15) 0,003279
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Mide kanseri kontrol grubu ile karsilastiriimigtir.

Tablo 7: Mide Kanseri Hastalarinin Gen Ekspresyon Analizi

Croup L owvs, Con

13

el G

By

CPX3

CTBP1

Log0 { Cooup 1 2*-Delital1)

NSD1 A

| ARIT1A | | ING7

K f V| cpx7

z.08 158 T
Loglo ¢ Cantiel Group >o-Deitacy p

HPRT1

Sekil 4. Mide kanseri ve kontrol gruplarinin gen ekspresyonu

karsilastriimasi. Kontrol grubu ve mide kanserinde her bir

genin

hibridizasyon yogunlugu, log 10 tabanh daginik plato sekilde gorulmektedir.

X-ekseni kontrol kontrol grubunu, Y-ekseni mide kanseri grubunu temsil

etmektedir. Genler oklarla belirtiimigtir.
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Atrofik Gastrit Analizleri:

Atrofik gastritli hastalarinda (n=36); EED, CtBP1, MTAl, CXB3
genlerinin overeksprese oldugu izlenmigtir (Sekil 5). Atrofik gastritli
hastalarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; EED, MTA1l, CXB3
genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha fazla overeksprese

oldugu saptandi.

Atrofik gastrit hastalarinda (n=36); ING5, CXB7, ARID1A, CBX3
genlerinin  down-eksprese oldugu izlenmistir (Sekil5). Atrofik gastritli
hastalarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ING5, CXB7, ARID1A
genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun azaldigi
saptandi. HPRT1 (Housekeeping gen) geninin ekspresyonunda istatistiksel

olarak anlamli farkhlik izlenmedi (Tablo 8).

Gen Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
EED 9,8957 (3.99,15.80) 0,01312
ING5 0,0656 (0.03,0.10) 0,000005
MTAL 8,4081 (3.46,13.36) 0,009641
CTBP1 1,0982 (0.40, 1.80) 0,41411
NSD1 0,7813 (0.33,1.24) 0,46245
CBX3 8,7146 (3.70,13.73) 0,009204
CBX7 0,0616 (0.03,0.09) 0,003654
ARID1A 0,0787 (0.04,0.12) 0,003601
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Atrofik Gastirit kontrol grubu ile karsilastiriimistir

Tablo 8: Atrofik Gastrit Gen Ekspresyon Analizi
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Group 2 vs. Control Group
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Sekil 5: Atrofik gastrit ve kontrol gruplarinin gen ekspresyonu
karsilastrilmasi. Kontrol grubu ve atrofik gastrit her bir genin hibridizasyon
yodunlugu, log 10 tabanh daginik plato sekilde gorulmektedir. X-ekseni
kontrol kontrol grubunu, Y-ekseni atrofik gastrit grubunu temsil

etmektedir.Genler oklarla belirtiimigtir.

Fold Change

Contral Group Group 1 Group 2
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Sekil 6:Gruplarin fold change grafisi (grup 1:mide kanseri, grup 2:
atrofik gastrit)
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Sekil 7: Gen ekspresyonunun clustergram ile duzeyi. Clustergram
dendogramlarla koregule olan genleri gdsteren isi haritasi olusturur. Renk
doygunlugu gen ekspresyonunundaki degisikligin derecesi gosterir. Yesil
kareler deneysel 6rneklerde daha dugslk gen ekspresyonunu (oran< 1), siyah
kareler esit eksprese olan genleri (oran 1’e yakin), kirmizi kareler kontrolden
yuksek gen ekspresyonunu (oran>1), gri kareler yetersiz veya eksik verileri
gOstermektedir. X-ekseni (mide kanseri, atrofik gastrit ve kontrol grubunu), Y-

ekseni genleri gostermektedir.

Mide kanser hastalar atrofik gastritli hastalari ile karsilastiriidiginda
mide kanser grubunda EED, NSD1, CtBP1, MTA1, CXB3 genlerinin daha
fazla overeksprese oldugu, ING5, CXB7, ARID1A genlerinin ekspresyonun
azaldigi saptandi. Mide kanseri ve atrofik gastrit hasta gruplari arasinda
ING5, CXB7, ARID1A, EED, NSD1, CtBP1, MTA1, CXB3 gen ekspresyonlari

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik ise izlenmedi. (Tablo 9).
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Fold

Gen Degisiklii 95% ClI P Degeri
EED 1,2654 (0.58,1.95) 0,82088

ING5 1,3858 (0.96,1.81) 0,453466
MTA1 1,2383 (0.53,1.94) 0,376929
CTBP1 1,3643 (0.71,2.02) 0,245189
NSD1 1,7091 (0.96, 2.46) 0,604644
CBX3 1,0881 (0.54,1.63) 0,742473
CBX7 1,1527 (0.80,1.51) 0,911585
ARID1A 1,2328 (0.85,1.61) 0,714353
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Mide Kanseri Hastalari Atrofik Gastrit Hastalarinla karsilastiriimistir

Tablo 9: Mide Kanseri Hastalarinin Atrofik Gastrit Hastalarina Gore Gen

Ekspresyonlarinin Kargilastirilmasi
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4.2.1 Mide Kanser Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi
4.2.1.1 Metastaz Durumuna Gore Gen Ekspresyon Analizi

Mide kanseri metastazi olanlar ve olmayanlar diye iki gruba ayrildi.
Metastazi olan alt grup kontrol grubu ile karsilastiriidiginda; EED, MTAL,
CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun arttigi
saptandi. Metastazi olan alt grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ING5,
CXB7, ARID1A genlerinin istatistiksel olarak anlamli  dizeyde

ekspresyonun azaldigi saptandi. (Tablo 10).

Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi

EED 7,57 (2.42,12.72) 0,001356
ING5 0,1061 (0.05,0.16) 0,000656
MTA1 6,0532 (2.28,9.83) 0,004493
CTBP1 1,7824 (0.52,3.04) 0,39713

NSD1 1,2821 (0.50, 2.06) 0,945892
CBX3 5,4302 (1.68,9.18) 0,003697
CBX7 0,082 (0.03,0.13) 0,029227
ARID1A 0,1138 (0.05,0.18) 0,030184
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastazi olan mide kanseri hastalarinin kontrol grubuna gére
kargilastiriimasi

Tablo 10: Metastazi Olan Mide Kanseri Hastalarinin Gen Ekspresyon
Analizi
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Metastazi olmayan alt grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
EED, MTA1l, CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde
ekspresyonun arttigi saptandi. Metastazi olmayan alt grup kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda; ING5, CXB7, ARID1A genlerinin istatistiksel olarak

anlamli duzeyde ekspresyonun azaldigi saptandi. (Tablo 11).

Fold

Gen Degisikligi 95% ClI P Degeri
EED 23,4912 (12.31, 34.67) 0
ING5 0,0748 (0.04,0.11) 0,001566
MTAL 20,5074 (11.83,29.18) 0
CTBP1 1,2058 (0.42,1.99) 0,470183
NSD1 1,4052 (0.68,2.13) 0,513891
CBX3 19,0356 (9.57, 28.50) 0
CBX7 0,0593 (0.03,0.09) 0,046917
ARID1A 0,0794 (0.04,0.12) 0,046142
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastaz olmayan mide kanseri hastalarinin kontrol grubuna gére
kargilastiriimistir

Tablo 11. Metastazi Olmayan Mide Kanseri Hastalarinin Gen

Ekspresyon Analizi
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Metastazi olan mide kanseri hastalarinin metastazi olmayan alt grupla

kargilastirldiginda EED,MTA1,CBX3 genlerinin ekspresyonu istatistiksel

olarak anlamli derecede yuksek oldugu saptandi. (Tablo 12).

Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi
EED 3,1032 (1.38,4.83)  0,041606
ING5 0,7048 (0.45,096)  0,064131
MTAL 3,3879 (1.60,5.18)  0,024971
CTBP1 0,6765 (0.26,1.09)  0,201448
NSD1 1,096 (0.59,1.61)  0,489872
CBX3 3,5055 (1.57,5.44)  0,015656
CBX7 0,7232 (0.46,0.99)  0,076164
ARID1A 0,698 (0.44,096)  0,057277
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastazi olan alt grubun, olmayan alt grubla karsilastiriimigtir.

Tablo 12: Metastazi Olan Alt Grubun ve Olmayan Alt Gruba Goére Gen

Ekspresyonlarin Kargilastiriimasi
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4.2.1.2 Tutulum Lokalizasyonuna Gore Gen Ekspresyon Analizi

Mide kanseri tutulum lokalizasyonuna gore midenin diffiz
tutulumu(% 20, n=7) ve proximal veya distalinde lokalize ( diffiz olmayan)
(% 79,n=27) alt grup seklinde iki gruba ayrildi. Diffuz tutulum olan alt grup
kontrol grubu ile karsilastinldiginda; EED, MTALl, CXB3 genlerinin
istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun arttigi saptandi. Difflz
tutulum olan alt grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ING5, CXB7,
ARID1A, genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun

azaldigi saptandi. (Tablo 13).

Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi

EED 23,771 (8.29,39.25) 0,000001
ING5 0,0819 (0.02, 0.15) 0,053422
MTA1 17,9329 (4.81,31.06) 0,000009
CTBP1 1,6119 (10.00001, 3.44) 0,43834

NSD1 0,9662 (0.29,1.64) 0,483667
CBX3 16,718 (13.93,29.50) 0,000005
CBX7 0,0649 (0.01, 0.12) 0,22902

ARID1A 0,087 (0.01, 0.16) 0,229989
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Mide diffiiz tutulum olan mide kanseri kontrol grubu ile
kargilastiriimistir

Tablo 13: Mide Diffiz Tutulum Olan Mide Kanseri Hastalarinin Gen

Ekspresyon Analizi
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Mide kanserinin midenin proximal veya distalinde lokalize ( diffuz
olmayan) alt grubunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda; EED, MTAL,
CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun arttigi
saptandi. Mide kanserinin midenin proximal veya distalinde lokalize ( diffuz
olmayan) alt grubunun kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ING5, CXB7,
ARID1A, genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun
azaldigi saptandi. (Tablo 14)

Fold

Histon Geni G i reos 95% CI P Degeri
Degisikligi

EED 11,0155 (4.51,17.52) 0,000003
ING5 0,0927 (0.05,0.14) 0,000027
MTA1 9,3386 (4.26,14.42) 0,000012
CTBP1 1,4765 (0.56,2.39) 0,916981
NSD1 1,4247 (0.67,2.18) 0,849996
CBX3 8,4659 (3.28,13.65) 0,000011
CBX7 0,0723 (0.03,0.11) 0,007111
ARID1A 0,0991 (0.05,0.15) 0,007202
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Mide diffiiz tutulum olmayan( proximal veya distal yerlesimli ymide
kanseri kontrol grubu ile kargilastiriimistir

Tablo 14: Mide Diffiz Tutulum Olmayan( Proximal veya Distal

Yerlesimli ) Mide Kanseri Hastalarinin Gen Ekspresyon Analizi
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Midenin diffuz tutuldugu alt grup ile proximal veya distalinin ( diffiz

olmayan) tutulum gosterdigi

alt grupla karsilastirildiginda genlerin

ekspresyonu agisindan istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (Tablo 15).

Gen Do g i:'ii"gi 95% ClI P Degeri
EED 2,158 (0.81, 3.51) 0,129636
ING5 0,8829 (0.26,1.51) 0,803181
MTA1 1,9203 (0.50, 3.34) 0,199036
CTBP1 1,0918 (0.00001, 2.25) 0,46223
NSD1 0,6781 (0.28,1.08) 0,380727
CBX3 1,9747 (0.52,3.43) 0,19351
CBX7 0,8981 (0.26, 1.54) 0,778027
ARID1A 0,8772 (0.25,1.50) 0,823156
HPRTL 1 (1.00,1.00) 0

Not: Midenin diffiiz tutuldugu alt grup, diffliz tutulum olmayan alt grup ile

karsilastiriimigtir.

Tablo 15: Midenin Diffiz Tutuldugu Alt Grubun Diffiz Tutulum

Olmayan (Distal Veya Proximal Tutulum Olan) Alt Gruba Goére Gen

Ekspresyon Karsilastiriimasi
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4.2.1.3 Surviye Gore Gen Ekspresyon Analizi

Mide kanseri hastalari ex olanlar ve hala yasayanlar olarak iki alt
gruba ayrildi. Ex olan mide kanserli alt grup kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; EED, MTA1, CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli
dizeyde ekspresyonun arttigi saptandi. Ex olan mide kanserli alt grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; ING5, CXB7, ARID1A, genlerinin istatistiksel
olarak anlamli duzeyde ekspresyonun azaldigi saptandi. (Tablo 16).

Fold

Histon Geni Lo i res 95% CI P Degeri
Degisikligi
EED 16,1586 (7.71,24.61) 0
ING5 0,0919 (0.04,0.14) 0,000411
MTA1 12,8915 (6.50,19.28) 0
CTBP1 1,5746 (0.57,258) 0,835152
NSD1 1,6841 (0.74, 2.63) 0,821023
CBX3 12,1418 (5.46, 18.82) 0
CBX7 0,0729 (0.03,0.11) 0,024474
ARID1A 0,0976 (0.04,0.15) 0,024642
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Ex olan mide kanseri hastalari kontrol grubu ile karsilagtiriimistir

Tablo 16: Ex Olan Mide Kanseri Hastalarinin Gen Ekspresyon Analizi
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Yasayan (ex olmayan) mide kanserli alt grup hastalarinin kontrol
grubu ile karsilastinldiginda; EED, MTAL, CXB3 genlerinin istatistiksel
olarak anlamli duzeyde ekspresyonun arttigi saptandi. Yasayan (ex olmayan)
mide kanserli alt grup hastalarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda; ING5,
CXB7, ARID1A, genlerinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde ekspresyonun

azaldigi saptandi.

Histon Geni Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi

EED 8,7633 (1.39,16.14) 0,00035
ING5 0,0893 (0.04,0.14) 0,002542
MTA1 7,7196 (1.62,13.82) 0,000474
CTBP1 1,3975 (0.31, 2.49) 0,707332
NSD1 0,965 (0.43,1.50) 0,27708
CBX3 6,7085 (0.90, 12.51) 0,000583
CBX7 0,0684 (0.03,0.11) 0,056393
ARID1A 0,0961 (0.04,0.15) 0,056964
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Yasayan(ex olmayan) mide kanseri hastalar/ kontrol grubu ile
kargilastiriimistir

Tablo 17: Yasayan(Ex Olmayan) Mide Kanseri Hastalarinin Gen

Ekspresyon Analizi
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Mide kanseri yasayan alt grup ile mide kanserli ex olan alt grupla

karsilastirildiginda genlerinin ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli farkhlik saptanmadi. (Tablo 18).
Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi
EED 1,8439 (0.41, 3.27) 0,897529
ING5 1,029 (0.61,1.44) 0,860988
MTA1 1,67 (0.40,2.94) 0,960255
CTBP1 1,1268 (0.36,1.90) 0,871743
NSD1 1,7451 (0.96, 2.53) 0,100299
CBX3 1,8099 (0.37,3.25) 0,997638
CBX7 1,0648 (0.63,1.50) 0,792567
ARID1A 1,0158 (0.60, 1.43) 0,913859
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Ex olan alt grub yasayan alt grup ile kargilastiriimigtir.

Tablo 18: Ex Olan Hastalarin Yasayan Hasta Grubuna Goére Gen

Ekspresyonlarin Kargilastiriimasi
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4.2.2 Atrofik Gastrit Hastalar1 Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi

Atrofik gastrit hastalar (n=36), helikobakter pozitif(% 67, n=24), ve
helikobakter negatif(% 33, n=12) olmak iki ayri alt gruba ayrildi.

Helikobakter pozitif olan atrofik gastritli hastalar kontrol grubuna goére
karsilastirildiginda EED, MTA1, CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli
dizeyde ekspresyonun arttigi saptandi. Helikobakter pozitif olan atrofik
gastritli hastalar kontrol grubuna gore karsilastirildiginda ING5, CXB7,
ARID1A genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun

azaldigi saptandi. (Tablo 19)

Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi

EED 25,5871 (7.58,43.60) 0,00105

ING5 0,0741 (0.02,0.13) 0,01002

MTA1 35,6479 (10.16, 61.14) 0,00001

CTBP1 0,8644 (10.00001, 1.75) 0,660098
NSD1 0,9468 (0.01, 1.88) 0,587791
CBX3 26,107 (8.79, 43.42) 0,000084
CBX7 0,0587 (0.02, 0.10) 0,104401
ARID1A 0,0787 (0.02,0.14) 0,105413
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Hp pozitif atrofik gastritli hastlar kontrol grubu ile karsilastiriimigtir

Tablo 19: Hp Pozitif Atrofik Gastritli Hastalarinin Gen Ekspresyon

Analizi

62



Hp negatif olan atrofik gastritli hastalar kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda EED, MTAL, CXB3 genlerinin istatistiksel olarak anlamli
dizeyde ekspresyonun arttigi saptandi. Helikobakter negatif olan atrofik
gastritli hastalar kontrol grubuna gore karsilastinildiginda ING5, CXB7,
ARID1A, genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde ekspresyonun

azaldig! saptandi.(Tablo 20)

Gen Fold 95% Cl P Degeri
Degisikligi

EED 6,4025 (2.43,10.38) 0,000043
ING5 0,062 (0.03,0.09) 0,000124
MTA1 4,3368 (2.06,6.61) 0,010645
CTBP1 1,2255 (0.45, 2.00) 0,460328
NSD1 0,7155 (0.30, 1.13) 0,083928
CBX3 5,2704 (2.42,8.12) 0,001429
CBX7 0,0629 (0.03,0.10) 0,015704
ARID1A 0,0787 (0.04,0.12) 0,01531

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Hp negatif atrofik gastritli hastlar kontrol grubu ile karsilastriilmistir

Tablo 20: Hp Negatif Atrofik Gastritli Hastalarinin Gen Ekspresyon
Analizi

Helikobakter pozitif atrofik gastritli hasta alt grubu ile helikobakter
negatif atrofik gastrit hasta alt grubu karsilastiriildiginda EED,MTA1, CBX3
genlerinin ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede ytksek oldugu
saptandi.(Tablo 21)
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Fold

Gen 95% ClI P Degeri
Degisikligi

EED 3,9964 (1.17,6.82) 0,009386
ING5 1,1947 (0.49,1.90) 0,278388
MTA1 8,2199 (2.42,14.02) 0,000072
CTBP1 0,7053 (0.04,1.37) 0,901341
NSD1 1,3233 (0.07,257) 0,054525
CBX3 4,9535 (2.19,7.72) 0,000807
CBX7 0,9325 (0.37,1.49) 0,562173
ARID1A 0,9994 (0.40, 1.60) 0,467906
HPRT1 1 (1.00,1.00) 0

Not: Hp pozitif atrofik gatritli hastalar Hp negatif atrofik gastritlerle
karsilastirimistir

Tablo 21: Hp Pozitif Atrofik Gastritli Hastalar Hp Negatif Atrofik

Gastritlere Gére Gen Ekspresyonlarin Karsilastiriimasi
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V. TARTISMA

Epigenetik mekanizmalarin mide kanserinde rol aldigi bilinmektedir.
Kromatin yeniden modellenmesi, kontrollu gen ekpresyonu yoluyla regulator
transkripsiyon proteinlerinin kondanse genomik DNA’nin girigine izin vermek
icin kromatin mimarisinin dinamik modifikasyonudur. Mide
karsinogenezisinde epigenetik mekanizma olarak kromatin yeniden
modellenme sisteminin de rol aldigi dusunulmektedir. Birgok c¢alismada
EED, MTAL, ARID1A, ING5, CBX3, CBX7, CtBP1, NSD1 gibi kromotin
yenide modellenmesi ile ilgili genler karsinogenezis de anahtar roller
ustlendigini, ayrica bu genlerin énemli birer prognostik ve tanisal marker

oldugu belirtilmistir.

Kromatin yeniden modellenme mekanizmasindaki genlerin ekspresyon
profillerine gore kromatin yapisinin bozulmasi yani epigenetik dengenin
bozulmasinin mide kanseri gelisimde prognozunda ve tedavi tepkilerindeki

farkhliklarin agiklanmasi agisindan énemli olacagini distinmekteyiz.

Calismamizda mide kanser icin biyopsi alinan hastalarda son prediktor
olarak epigenetik kromatin remodellenmesin rolu arastiriimis ve mide kanseri
icin artmis risk tasiyan atrofik gastritli hastalarla karsilastiriimasi yapilmistir.
Ayrica atrofik gastritli hastalarda mide kanser gelisim riski yonlinden hasta
takibinde epigenetik kromatin yeniden modellenme bir marker olarak

degeride sorgulanmigtir.

Heterokromatinin protein 1 (HP1) ailesinin Uyeleri heterokromatin

organizasyonunda 6énemli rollere sahiptir. (109)

Heterokromatin protein 1 (HP1) kromatin paketlenmesi ve gen
sessizlegtiriimesinde rol alan non-histon kromozomal bir proteindir. 3 cesit
HP1 izoformu a,B,y tanimlanmistir ancak fonksiyonel olarak farkhliklari tam

olarak anlasilamamigtir.

Gen sessizlestiriimesinde epigenetik markir olan metillenmis lysine 9

(K9) on histon H3 (H3-K9)’e baglanarak HP1 homologlari kromatin yapinin
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olusturulmasi ve korunmasinda rol alir. (110) Buna ek olarak HP1 kompleksi
retinablostom ve diger ko-represor proteinleri ile Okromatik genlerin
represyonunda rol alir. (111) HP1 telomerik ve sentomerik heterokromatin
yapisini stabilize eder ve DNA onarimini kolaylastirir. Bu kromatin onarim
islevi epigenetik histon kodlarinda kodlanmis bilginin  korunmasinda
onemlidir. HP1y, heterokromatin ve okromatin yapiyl regule ederken diger

izoformlari sadece heterokromatin de lokalizedir. (112)

HP1y proteini CBX3, HP1a proteini CBX5, HP1B proteini CBX1
tarafindan kodlanir. Ancak HP1 proteinleri ve fonksiyonlari ile ilgili hala ¢ok

soru isareti bulunmaktadir.

CBX5, CBX1 ve CBX3 da genlerin transkripsiyonel diuzenlenmesinde
rol oynayabilir. Histon ve non-histon proteinlerini taniyarak gen

ekspresyonunu regule ettigi ileri suralmuastar. (113)

Takanashi ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada HP1y In
adinopogenezis sirasinda 6nemli olglide azaldigi ve hucreler olgunlastikca
HP1y  seviyesinin azaldigi bulunmus ayrica ektopik HP1y
overekspresyonunun adipoz doku differansiyasyonunu  engelledidi
gOsterilmistir.  Bu  bulgular HP1y  kaybinin  hucrelerin  terminal
diferansiyasyonu icin gerekli oldugunu gostermektedir. HP1y hicre

farkhlagsmasinda emniyet kilidi rolU olabilecegi de iddia edilmistir. (114)

HP1y gama ve HP1 proteinleri embriyogenesiz ve prostat gelisiminde
de calisiimistir. Gelisim asamalarinda HP1y ekspresyonun azaldidi
gOsterilmistir. (115)

Yine prostat kanseri ile yapilan bir ¢calismada metastatik (98%) ve
lokalize prostat kanserde (76%) benign hicrelerde  (26%) oraninda

ekspresyon saptanmistir. (116)

Farklilasma kayb1 birgok kanserin patogenezinde onemli bir bilegendir.
Bir calismada HP1y ekspresyonu akciger adenokarsinomu, meme intraduktal

karsinom, kolon adenokarsinom, uterus squamoz hucreli kanser ve 6zofagus
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squamoz hucreli kanser gibi birgok kanser hicre hatti 6rneklerinde galigiimis,
HP1y ekspresyonu butin kanser Orneklerinde overeksprese saptanirken
normal dokularda tespit edilemez duzeyde saptanmistir. Bu ¢alismada HP1y
ekspresyonu degerlendiriimesi ile kanser hucrelerinin normal diferansiye
hlcrelerden ayrimi yapilabilecegi onerilmigtir. Ayrica bu calismada HP1y
kaybinin kanser hicre buyumesini inhibe edip etmedigi arastinimigtir. HP1y
ekspresyonun kanser hucrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi bulunmustur.
(114)

Bizim c¢alismamiz da HP1y proteini kodlayan CBX3 geninin mide
adenokanserli hastalarda kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli
derecede over-eksprese oldugu saptanmistir. Mide kanseri metastazi
olanlarda metastazi olmayanlara gore istatiksel olarak anlamli derecede
over-eksprese saptanmistir. Bilindigi gibi atrofik gastrit mide kanseri 6ncul
lezyonlarindandir. Kronik atrofik gastrit stren kronik inflamasyona adaptif bir
cevap olarak ortaya c¢ikar. Calismamizda atrofik gastritli hastalarda kontrol
grubuna goére CBX3 geninin overeksprese oldugu saptandi. Helikobakter
pylorinin birgok mekanizma ile mide kanserinde rol oynadidi bilinmektedir.
Helikobakter pylori pozitif olan atrofik gastritli hastalarda helikobakter pylori
saptanmayan gruba gére CBX3 geninin anlamli derecede over—ekprese
oldugu saptandi. Literatiirde mide kanserinde CBX3 geninin ekspresyonu ile
ilgili calisma bulunmamaktadir. Ancak yapilan calismalarda CBX3 geni
tarafindan kodlanan HP1y proteinin normal differansiye hicrelerde ¢ok az ya
da hi¢ bulunmadigi, kanser hicrelerinde ise over-ekprese oldugu
saptanmistir. (112, 113) Calismamizda HP pozitif olanda HP negatif olana
gbre anlamli derecede overeksprese bulunmasi bu genin inflamasyon
asamasinda etkinliginin basladigini dusundurmektedir. Ayrica ¢calismamizda
atrofik gastritli hastalarda ve mide kanseri hastalarinda kontrol grubuna gore
anlamli derecede over-eksprese saptanmasi CBX3 geninin mide
karsinogenezde gorev aldigi ve atrofik gastritli hastalarda mide kanseri
taramasinda marker olarak kullanilabilecegini dusundurebilir. Bu nedenle

atrofik gastritli ve mide kanserli hastalarda mide kanseri taramasinda tanisal
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marker olarak degerinin belirlenebilmesi icin daha ileri ve buyuk c¢aph

calismalara ihtiyag vardir.

CBX7 chromobox protein ailesinin bir tyesidir ve Polycomb baskici
kompleks 1 (PRC1) in yapisinda yer almaktadir. Polycomb group (PcG)
proteinleri epigenetik regulatorlerdir ve hucre proliferasyonu, hucre
yaslanmasi, timorogenezisde fonksiyonlari olan multiprotein kompleksleri

olustururlar. (117)

CBX7 H3K27me3’e baglanarak chromodomain yoluyla birgok genin
ekspresyonunu kontrol edebilir (118, 119)

Chromobox 7(CBX7) ayrica Ink4a / ARA tumor baskilayici lokusunun
ekspresyonunu duzenleyerek normal insan hucrelerin dmrini uzatan bir
proteindir (120)

Simdiye kadar yapilan calismalarin blUyidk c¢ogunlugunda kanser
hicrelerinde CBX7 ekspresyon seviyelerinin dustugu tespit edilmistir.
CBX7’in down regulasyonu ilk baslangicta mesane karsinomlarinda rapor
edilmistir. Ayrica CBX7 mrna seviyelerinin tumor evresi ile belirgin bir azalma
goOsterdi bulunmustur ve CBX7 Uretelyal karsinomlarda agresiflikle iligkili
oldugu gosterilmigtir. (121) CBX7’ nin ekspresyon seviyeleri ile benzer
bulgulara tiroid (122), meme (123), kolorektal (124), pankreas (125) ve

akciger (126) karsinomlarinda da ulasiimistir.

Tiroid kanserinde CBX7’ nin ekspresyon seviyesi RT-PCR ve
immunohistokimya yontemi ile degerlendiriimis. CBX7 normal tiroid
hlcrelerinde belirginken undiferansiye anaplastik karsinoma vakalarin blytk
cogunlugunda neredeyse tespit edilemeyecek kadar azalmis saptanmigtir.
(122) Kolorektal karsinomlarda yapilan bir gcalismada CBX7’ nin normal kolon
mukozalarina gore azaldigi gosterilmigtir. Ayrica ekspresyon kaybi kotu
prognozla iligkili bulunmustur. ilging olarak CBX7’ nin down regiilasyonu
displazinin progresyonu ile de kolere bulunmustur. CBX7’nin ekspresyon
seviyeleri azaldikga displazi derecesinin arttigi gortlmustir. (124) Benzer

sekilde CBX7' nin protein ekspresyonunun progresif azalmasi pankreas
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malignitelerinde de gosterilmistir. Normal pankreas dokusu pankreas,
intraepitelyal neoplazi ve duktal karsinoma dogru CBX7 seviyelerinin dustugu
hatta kayboldugu goérulmustir. (125) CBX7 ekspresyon seviyelerinin epitel
akciger hucrelerinde kanser hucrelerine donisumunde azaldigr bildirilmis.
(126) Ayrica tiroid, kolorektal ve meme kanserlerinde CBX7’ nin ekspresyon

seviyelerinin artmasi hucre buyumesini azalttigr gosterilmigtir. (122-124)

Guan ve arkadaslar 22 kolorektal, 20 mide 30 hepatoseluler kanser
vakalarini RT-PCR yontemi ile CBX7 ekspresyon seviyeleri normal hucreler
ile karsilastirmigtir. Ayrica bu olguarda klinikopatolojik 6zellikleri ve cerrahi
sonrasl hayatta kalma sureleri ile birlikte de degerlendiriimistir. Normal
hicreler ile karsilastirildiginda HCC, CRC ve mide kanserlerinde anlamli
derecede azalma saptanmis. Kolorektal kanser hastalarinda CBX7’ nin
ekspresyonun azalmasinin kisa yasam suresi ile iliskili bulunmus ancak mide

ve HCC’ li hastalarda gdsterilememistir. (127)

Batln bu sonuglar géstermektedir ki CBX7’ nin ekspresyon kaybinin
kanser progresyonu ve koétu prognozla iligkili bulunmasi CBX7’ nin tumor

sUpresor rol oynadigini isaret etmektedir.

Bizim calismamizda da Guan ve arkadaslarinin yaptigi calismaya
benzer sekilde mide kanseri hastalarinda CBX7’' nin ekspresyon kaybinin
kontrol grubuna goére anlamli derecede azaldigi saptanmistir. Ayrica
metastazi olan ve lokalizasyon olarak diffiz mide yerlesimli olan mide
kanserli vakalarda da kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede
ekspresyon kaybi saptanirken, metastazi olan alt grubun metastazi olmayan
gruba gére anlamli fark bulunmadi. Mide tutulum lokalizasyonuna gérede alt
grublar arasinda istatiksel anlamli fark bulunmadi. Kolorektal ve pankreas
karsinomlarinda displazinin artmasi ile CBX7’ nin ekspresyonun kaybinin
izlenmesi bizim calismamizdada benzer sonuglara ulasildi. Mide kanseri
oncul lezyonu olan atrofik gastritli hastalarda ekspresyon kaybinin istatiksel

olarak kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldigi saptandi.
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Mide kanserinde CBX7’in ekspresyonun atrofik gastrite gore azaldigi
ancak istatiksel olarak fark olmadigi bulundu. CBX7 ekspresyonun bizim
calismamiz ve daha dnceki yapilan ¢alismalar ile birlikte degerlendirildiginde
mide kanseri olusum sureglerinde erken safhalardan itibaren ekspresyon
kaybinin izlendigi ve mide kanseri taramasinda atrofik gastrit agamasindan
itibaren erken bir tani markiri olabilecegini dusundiurmuistir. Ancak bunu

destekleyecek daha ¢ok calismalara ihtiyag bulunmaktadir.

NSD1 kromozom remodelling sisteminde yer alan diger gendir. Bilinen
batin metiltransferazlar SET [Su(var)3-9, Enhancer of-zeste, Trithorax]
domain olarak isimlendirilen korunmus metiltransferazlar icerir. NSD1 katalitik
lysin metiltransferaz SET domaini igerir ve kromatin remodellemesinde

onemli bir rol oynar. (128)

Agda Karina Lucio-Eterovica ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
NSD1’ in promoter bolgenin yakinina baglandidi ve hucre buyumesi, keratin
biyolojisi, kemik morfojenezisi gibi surecglerde rol alan bazi genleri reglle

ettigi gosterilmigtir. (129)

Meme kanserinde NSD1’ i de kapsayan translokasyonlar bulunmus ve
néroblastom ve gliablastolamlarda CpG hipermetilasyonu yoluyla NSD1’in
epigenetik inaktivasyonda rol aldigi gosterilmistir. NSD1 geni akut miyeloid
I6semide de t[5,11](q35;p15.5) translokasyonunda NUP98 geniyle flizyon
olusturarak rol aldigi gdsterilmistir. (130)

NSD1 ayrica hormon ntkleer reseptérleri ile etkileserek hormon iliskili
genlerin expresyonunu da kontrol edebilecedi ve hormon iligkili genlerin

kansere yol agmasinda NSD1’ in rol alabilecegi iddia edilmistir. (131)

NSD1 ayrica multipl myelom ve akciger kanserinde de rapor edilmistir.
(132)

NSD1’ in kanser mekanizmasindaki roli tam anlasilamis olsada
makrosefali, ileri kemik yasl, yiz dimorfizmi, 6grenme gucligu ve ndbetler ile

giden Sotos sendromunda rol aldig1 gosterilmistir. (133)
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Gisela ve arkadaglarinin 14 mide kanserli hasta biyopsi drneklerinde
RT-PCR yontemi ile P2RY2, CD248, NSD1, RAB17, ABCG8 and EphB1
genlerinin ekspresyon seviyeleri normal mide mukozasi ile karsilastirilarak
bakilmis ve NSD1 geninin normal mukozaya gore ekspresyonun arttigi
bulunmus ancak istatiksel olarak anlamli fark bulunmamis ve mide kanserini

tanimada sensitif olarak degerlendiriimemistir. (134)

Bizim calismamizda da Gisela ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya
benzer sekilde mide kanserli hastalarda kontrol grubuna gore ekspresyonun
artti§gi ancak istatiksel olarak anlamh fark olmadigi saptanmistir. ki
calismadada NSD1 geninin mide kanseri patogenezinde rol almadigi
sonucuna varilmigsada bu genle ilgili daha genis ve kapsamli ¢alismalara

ihtiya¢ oldugunu distnmekteyiz.

Polycomb grubu (PcG) proteinler timor gelisiminde kromatin

dizeyinde gen aktivitesinin dizenlenmesinde dnemli rol oynarlar. (135, 136)

PcG proteinleri evrimsel olarak korunmus kromatin duzenleyicileridir.
(137) PcG proteinleri polycomb repressive kompleksler (Prc) olusturarak
uzun doénem transkripsiyonel sessizlestirmeye aracilik ederler. (137) Prc’nin
hedef genleri nasil baskiladigi tam olarak anlasilamamakla birlikte Prc1 ve
Prc2 olmak Uzere iki ana kompleks gosterilmigtir. Bunlar histon
modifikasyonu yoluyla genlerin susturulmasini saglarlar. (137,138) PcG
proteinlerin  regulasyonunda bozukluklarin  kansere yol agabilecegi
gOsterilmistir. (135,139,140)Bu nedenle PcG proteinlerinlerini hedefleyen anti

kanser tedavi stratejileri 6ne strtlmustar. (141)

Pcr 2 temel kromatin dizenleyici ve baskilayici kromatin markiridir.
Histon 3 deki lizin 27 nin trimetilasyon yoluyla hedeflenen genlerin
transkripsiyonunu baskilar (139). Ug¢ Prc2proteini, Enhancer of zeste 2
(EZH2), emriyonik ektoderm development (EED) and zeste12 slpresor
homolog (SUZ12) Prc2 kompleksinin merkezini olustururlar. Bu proteinlerin
ortak bir biyolojik fonksiyonu pro-diferansiyasyon genlerinin

sessizlestiriimesidir. (142) EZH2 histon metiltransferaz enzimi iceren SET

71



domain olup Prc2 kompleksinin katalitik subunitidir. SUZ12 ve EED, EZH2’
nin enzimatik aktivitesi icin gereklidirler. (142,143) Son zamanlarda yaplan
calismalarda Pcr2 komponentlerindeki regulasyon bozukluklari bir¢ok kanser
tipinde gosterilmigtir. Meme kanseri, over kanseri ve kolon kanseri gibi
kanser dokularinda EZH2 seviyelerinin anormal ylksek oldugu ve kotu

prognozla ilgili oldugu saptanmistir.

Bir calismada kolorektal kanserli hastalarda gqRT-PCR yodntemi ile
EED,EZH2 ve SUZ12 mRNA ekpresyon seviyeleri degerlendirilmis. EZH2,
EED ve SUZ12 ekspresyon seviyelerinin normal mukozaya gore
karsilastirildiginda anlamli  derecede arttigi  bulunmustur  (p<0.05).
Ekspresyon seviyelerinin tumér boyutu, rejyonel lenf nodlari metaztazi ve
uzak metastaz ve tumor evresi ile direk kolere oldugu saptanmistir. Bundan
bagka kolorektal kanserli hastalarinda yuksek EED, SUZ12 ve EZH2
seviyeleri kot sagkalimi gosterdigi belirtilmistir. (144)

Primer meme timor hucrelerinden ve lenf nodu metastazi
hlcrelerinden real-time PCR yontemi ile yapilan bir gcalismada EED ve EZH2
ekspresyon seviyeleri degerlendiriimis. Lenf nodu metastazli timor
hlcrelerinde primer timore gobre ekspresyon seviyelerinin  arttigi
bulunmustur. (145)

Ayni calismada Prc2 geninin metastatik hicrelerde up-regulasyon
mekanizmlari arastirilmis ve lenf nodu metazlarinda E2F ve MYC hedef
geninde up-regulasyon ve tiumor slpresor gen olan E-cadherin geninde down

regulasyon saptanmistir. (145)

EED gen polimorfizm kolorektal kanser ile iligkisi Uzerine yapilan bir
calisamada hem kolon hem de rektal kanserli hastalarda EED tek nukleotid
polimorfizm genotip ve allel frekanslarinin saglikli grup ile anlaml fark
olmadigi saptanmis. Ayrica EED haplotip freknaslarininda saglikli grup ile
fark olmadigi gosterilmis. Benzer sekilde timoér boyutu ve evresi ile iliskili

saptanmamis. Sadece g.-1850g>c allel frekansinin rektal kanserli hastalarda
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kontrol grubuna gore yuksek saptanmig ve lenf nodu metastazi yani timor

agresifligi ile iligkili olarak degerlendirilmis (146)

Literatirde mide kanserinde EED geni ekspresyonu ile ilgili caisma
bulunmamaktadir. Ancak bizim galismamizda kolorektal kanser, meme ve
over kanserlerinde yapilan calismalara benzer sekilde EED geninin mide
kanserlerinde kontrol grubuna goére istatiksel olarak anlamli seviyede

ekspresyonun arttig1 saptandi.

Ayrica kolorektal ve meme kanserinde yapilan calismalara benzer
sekilde galismamizda metastazi olan alt grupta metastazi olmayan alt gruba
gore anlamli derecede ekspresyonun arttigi saptandi. Calismamizda ayrica
atrofik gastritli hastalarda da EED geninin ekspresyonun arttigi bulundu. Mide
kanserli hastalarda atrofik gastritli hastalara gére ekspresyonun arttigi ancak
iki grup arasinda anlamli fark olmadigi saptandi. Buatun bu sonuglar EED
geninin mide kanserlesmesinde, metastaz surecinde rol oynayabilecegini
gOstermektedir. Ancak EED geniyle ilgili kanser arastirmalarinin 6zellikle
mide kanseri ile ilgili calismalarin daha ¢ok artmasiyla daha dogru verilere

ulasilacaktir.

ING genleri timdr slUpresor genlerdir. Hucresel siregte birgok rol
oynamaktadirlar. Bu genler hucre dongusu kontrol noktalarinda ve hucre

siklusunun ilerlemesinde apoptozu indUkleyerek rol alirlar. (147)

ING5 kromozom remodellenmesinde, DNA replikasyonunda gereklidir.
P53 ile etkileserek hicre buylimesini inhibe edebilir. Birgok in vitro ve in vivo

calismada ING proteinlerinin apotozu regule ettigi goralmustar. (148)

ING ekspresyon kaybi bu slreglerin bozulmasina ve timdrogenezise
katkida bulunabilir. ING proteinin fonksiyon kaybi ya da down regulasyonu

aopotoza direncli birgok farkli timor tiplerinde tanimlanmistir. (148)

ING5 heterozigosite kaybi bas-boyun squaméz hucreli(HNSCC)
kanser ve oral kanserde bulunmustur. Cengiz ve arkadaslarinin yaptigi

calismada ING5 mRNA ekspresyon kaybi over kanseri ve HNSCC de
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tanimlanmigtir. ING5 mRNA ekspresyon kaybi normal mukoza hucrelerine
gore Kkarsilastirildiginda oral squamoéz hucreli kanserde %61 oraninda

azalmig oldugu gorulmustar. (149)

Yine yakin zamanda yapilan bir ¢alismada nukleer ING5 seviyesinin
azalmasinin HNSCC de tumoérogenezisde ve tumor diferansiyasyonunda rol
oynadidi gosterilmigtir. Bu ¢calismada p300 ve p21 proteinleri ile etkileserek
apoptozu hizlandirdigi ve hucre dongusunu durdurdugu gorulmustar. Ayrica
p53 ile etkileserek tumor supresor gen gibi davrandigi ve prognozda da rol
oynadigi bildirilmistir. (150)

Zheng ve arkadasglarinin yaptigi bir calismada kolorektal kanserde ve
kolon adenomlarinda normal neoplastik olmayan mukozaya gore ING5
ekspresyonun azaldigi bildiriimistir. Ayni galismada tumoér boyutu, derinligi ve
derecesi ile ING5 seviylerinin azalmasi arasinda kolerasyon saptanmis
ancak metastaz ve lenfatik ve vendz invazyon arasinda kolerasyon

bulunamamistir. (151)

ING5 ekspreyon profilinin mide kanserogenezinde dnemini anlamak
icin Xing ve arkadaslarinin yaptidi bir calismada ING5 ekspresyonunun
gastrik displazi ve karsinomlarda normal mukozaya gore azaldigi saptanmis
ve mide tumorogenezisinde erken bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir.
Kromatin remodellenmesinde, DNA replikasyonunda sorumluluklari olan
ING5 in azalmasinin kanser olusumuna neden olabilecegi belirtiimigtir. Ayni
calismada timoér boyutu, invazyon derinligi, lenf nodu ve lenfatik invazyonla
ve kanser evresi ile ING5 azalmasinin kolere oldugu saptanmistir. Bundan
dolayl ING5 ekspresyonunun timoér bldylUmesini invazyonu ve metastazi
stprese edebilecegi bildirilmistir. Ayrica ING5 ekspresyonunun mide kanseri

hastalarin survi ile anlamli derecede iliskili oldugu gosterilmistir. (152)

Bizim ¢alismamizda da yakin zamanda Xing ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya benzer sekilde sonuclar elde edismistir. ING5 ekspresyonun
normal mukozaya goOre anlamli derecede azaldigi saptanmistir. Xing ve

arkadaslarinin mide kanseri 6ncul lezyonu olan gastrik displazi sonuglarina
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benzer sekilde bizim calismamizda da mide kanseri oncul lezyonu olan
atrofik gastritte de benzer sonuclar elde edilmistir. Atrofik gastritli hastalarda
kontrol grubuna goére anlamli derecede eskpresyon kaybinin oldugu
gorulmektedir. Mide kanserli hastalarda atrofik gastritli hastalara gore ING5’in
daha az eksprese oldugu ancak aralarinda istatiksel olarak fark olmadigi
bulunmustur. Yine Xing ve arkadaslarinin kanser progresyonu ve prognozu
Uzerine bildirdigi sonuglara benzer sekilde galismamizda metastazi olan,
mide de lokalizasyon olarak daha fazla yer kaplayan ve ex olan hastalarda
ekspresyon kaybinin azaldigi saptanmistir. Butin c¢alismalar birlikte
degerlendirildiginde INGS’in mide kanserinde erken safhalardan itibaren
ekspresyonun azaldigl mide kanseri timdrogeneziste dnemli rol oyanadidi ve
mide kanserinin agresifligi arttikga ekspresyonun azaldigi sdylenebilir. ING5

mide kanseri tanisinda erken bir markir olarak da kullanilabilir.

Kromotin yeiden modellenmesi DNA metilasyonu ve ubikitinasyon,
metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon gibi histon modifikasyonlari tarafindan
belirlenmektedir. Histon asetilaz enzimi tarafindan katalizlenen histon
asetilasyonu sayesinde DNA transkripsiyona uygun hale gelirken, histon
deasetilasyonu histon deastilaz enzim ailesi (HDAC) araciligi ile gergeklesir

ve inaktif kromatin yapisinin olusumu ve devamlili§i saglanir. (153,154)

5 adet HDAC ko-represodr kompleksi tanimlanmistir; NuRD(nikleozom
remodelling-deasetilaz), COREST,Sin3A, MIDAC ve NCoR/SMRT.

Metastaz iliskili protein(MTA) ailesi MTA1, MTA2 ve MTA3 olmak
Uzere 3 tane iyi bilinen Uyesi mevcuttur. MTA geni ilk olarak ratlarin
metastatik meme adenokanserli hicrelerinde saptanmistir ve tumor

invazyonu ve metastazla pozitif iliskide bulunmustur. (155)

Metastaz iliskili protein1 (MTA1) ve homologlari MTA2 ve MTAS global
ve gen spesifik histon deasetilasyonu, kromatinin yapisini degistirme ve
transkripsiyonel baskilanmada rol alan NuRD ko-represér kompleksinin temel
bilesenleridir. Bu kompleks ayrica HDAC1 and HDAC2, CpG-methyl binding
protein MBD3 ve ATP bagimli kromatin remodelling protein Mi2 igerir. (156)
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MTA1 ekspresyonu ve onun kodladigi proteinler meme, over,
gastrointestinal sistem, pankreas, akciger gibi bircok kanserde bulunmustur.
(157)

Yapilan galigsmalar da MTA1 in kanser hucrelerinde metastazi ve

invazyonu arttirdid1 bulunmustur. (158)

Son zamanlarda yapilan galismalar MTA7T’in diferansiyasyonu inhibe

ettigi ve kanser hucrelerinde proliferasyonu arttirdigi géralmustur. (159, 160)

MTAL invazyon ve metastazla iligkili bulunmustur. MTA1 E-cadherin
ile etkilesirek ve onun transkripsiyonunu baskilayarak kanser hucrelerinin

invazyonuna yol actigi bildirilmistir. (161)

MTA1 TGF-B negatif regulatoru olarak davranan SMAD7’in
transkripsiyonunu baskiladigi ve MTA1Tin bodylece timdrogenezis ve
metastaz igin gerekli olabilecek TGF-B’in regulasyonunda etkileri oldugu

gOsterilmistir. (162)

MTAL kanser proliferasyonu, anjiyogenez ve DNA onarimi ile de iligkili
bulunmustur. MTA1 hidcre siklusunda G1-S gegisinin artirilmasi yolu ile

nazofarenks kanser hicrelerin artmasina yol agtigi bildirilmistir. (163)

MTA?’in baskilanmasi meme kanseri hlcresinde hicre siklusunda
onemli rol oynayan siklin D1 protein duzeylerinin azalmasina yol agmaktadir.
(164) Bundan baska, MTA1 mide kanserlerinde DNA tamirini artirarak hicre
proliferasyonunu arttirdigi iddia edilmistir. Calismada mide kanseri
hicrelerinde MTA1 overekspresyonun hiicre siklusunda S fazina erken
gegise yol actigr bulunmustur. Siklin D1 hiicre siklusu dongustnu ilerletir ve
kanser hucrelerinin proliferasyonuna yol acar. Yine MTA1 overekspresyonu
siklin D1 seviyesini artirarak ve hucre siklus regulatort p21 i baskilayarak
kanser hucrelerinin bliyimesinde ve ¢ogalmasinda rol oynadidi belirtiimistir.
(165)

MTA 1 tumor invazyonu, metastaz, anjiyogenez ve kotu Kklinik

sonuglarla iligkili olan fibronektin, MMP2 ve MMP9 ekspresyonunu up-regule
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eder. (165) MTA1 ekspresyonunu engellemek mide kanseri hucre
ilerlemesini ve mide kanserinin metastatik potansiyeli inhibe etmek igin yararli
olabilece@i ve antikanser tedavisi icin yeni hedefler saglayabilecegi Yao ve

arkadaslarinin arkadaslarinin yaptigi bir galismada gosterilmistir. (165)

Mide kanserli hucrelerde MTATin ¢gesiti molekller hedefleri
dizenleyerek ¢ogalma ve yayilma sureci ile iligkili olup olmadigini saptamak
amaclyla yapilan bir ¢alismada 61 mide kanserli hicre ve non-kanserdz
hlcreler analiz edilmis ve galismada MTAL1‘in gastrik kanser hucrelerinde
yuksek derecede fazla eksprese oldugu ve yuksek MTA1 seviyelerinin tumor
boyutu lenf nodu metastazi, kanser evresi ile kolere oldugu goérulmustar.
MTAT’in  hldcre dongusu progresyonunu, hiucre adezyonunu, hucre
invazyonunu reglle ederek mide kanserinde regulatdor rol alabilecegi
belirtiimigtir. Daha fazlasi MTA1 ekspresyon seviyesininina kotl prognozla da
iligkili bulunmustur. (165)

MTAL ekspresyon seviyeleri (RT-PCR) yontemi ile ratlarda kolorektal
ve mide kanserlerinde degerlendiriimigtir. 36 kolorektal ve 34 mide gastrik
adenokarsinom oOrnekleri normal mukoza ile karsilastirilmis ve sonuglar
klinikopatolojik datalara goére de karsilastirimistir. Kolon ve mide kanser
hucrelerinde  MTA1 overekspreyonu  saptanmis. MTA1 MRNA
ekspresyonunun derin invazyon, lenf nodu metastazi, timoér evresi ile anlamli
olarak korele bulunmustur. Mide kanserlerinde serozal invazyon ve lenf nodu
metastazinda anlamli olarak overeksprese saptanmis. Bu sonuglarla mide ve
kolon kanserlerinde malign potansiyel de MTA1 ekspresyonun bir indikator

olabilecegi belirtilmistir. (166)

Calismamizda mide kanseri hastalarinda; MTA1 geni kontrol grubuna
go6re anlamli derecede daha fazla overeksprese oldugu saptanmigtir. Ayrica
alt grup analizlerinde ise metastazi olanlarda ve mide diffliz tutulum olanlarda
daha fazla eksprese oldugu goéruldi. Ayrica MTA1 ekspresyonun metastazi
olan mide kanserli hastalarda metastazi olmayan gruba gore istatiksel olarak
anlamli derecede daha fazla eksprese oldugu saptandi. Daha &nceki

calismalarda E-cadherin, TGF-B, hucre siklus proteinlerinin, DNA tamir
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mekanizmalarinin mide kanserinde rol oynadigi gosterilmistir. MTA1’in bu
genlerin regulasyonunda ve DNA tamir mekanizmasinda rol oynadigi daha
onceki galismalarda saptanmistir. Butin sonuglar birlikte degerlendirildigine
MTAT’in ekspresyonun artmasi mide kanseri olusumda énemli rol oynamakta
olabilecegini  gOstermektedir.  Ayrica  atrofik  gastriti  hastalarda
ekspresyonunun normal mukoza hucrelerine gore artmasi mide kanseri

tanisinda bir prediktor olabilecegi dusunulmektedir.

Calismamizda daha dnceki galismalara benzer sekilde metastazi olan
mide kanserli hastalarda ekspresyonun arttigi bulunmustur. Ayrica metastazi
olan alt grubun metastazi olmayan grupla karsilastirildiginda istatiksel olarak
anlamli derecede overeksprese oldugu saptanmistir. Bu da mide MTA1’ in
mide kanseri gelisimi yaninda metastazda da rolu oldugu ve mide kanserinin

progresyonu acisindan da bir prediktor olabilecegini gostermektedir.

Yine yapilan calismalarda MTA1’in ekspresyonunun engellenmesi
kanser buyUumesini azalttigi saptanmasi MTAT’in mide kanserinde ilerde
tedavi acisindan da hedef olabilecegini gdstermektedir. MTAT’in mide
kanseri tanisi, agresiflik géstergesi ve tedavi hedefi i¢in daha ¢ok ¢alismalara

ihtiyag vardir.

CtBP1 transkripsiyonel ko-represor olarak birgok genin ekspresyonunu

regule ederek hicre hemostazinda hayati rol oynadigi bilinmektedir. (167)

CtBP1 BKLF,FOG1 VE2, ZEB, EVI-1 ve Zinc finger protein gibi bir¢cok

transkripsiyon faktorintn aktivitelerini module eder. (168)

CtBP1'in NAD bagimli dehidrogenaz aktivitesi vardir ve diger
proteinlerle biraraya gelerek baskilayici kompleksler olusturur. CtBP1'’in

enzimatik fonksiyonu onu terapétik hedef haline de getirmektedir. (169)

CtBP1 in ne tdr bir mekanizmayla transkripsiyonel baskilama yaptigi
belli degildir. Ancak calismalar histon deasetilasyonunda rol oynadigini ima
etmektedir. (170)
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CtBP1 ayrica polycomb grup transkripsiyonel represor (PcG) HPC2 ile
de iligki icerisinde oldugu gorulmastur. (171)

CtBP1 tumor buyumesinde ve epitel mezenkimal degisiminde rol
oynamaktadir. (172)

Myel6id 16semi hucrelerinde EVI-1 aracili transformasyon CtBP1
baglama motifleri etkisiz hale getirildiginde ortadan kalkar. Buda CtBP1 in bu

tur kanserlerde kanser olusumunda ki tetikleyici rolinu ima etmektedir. (173)

Meme kanserinde yapilan ¢alismada CtBP1’ in apoptozu baskiladigi

ve hucre siklus progresyonunu tetikledigi gosterilmigtir. (174)

Bir calismada CtBP1 prostat kanserinde ekpresyon orani ve onkojenik
aktivitedeki ~mekanizmasi arastirlmis  ve bu c¢alismada CtBP1’in
overekspresyonu ve mislokalizasyonu agresif prostat kanserli hicrelerin
stoplazmalarinda saptanmistir. CtBP1’in agresif kanserlerdeki
mislokasyonunun mekanizmasi ve sitoplazmik CtBP1’ in fonsiyonel énemi
tam olarak izah edilememistir. (175) Meme kanserinde yapilan bir calismada
BRCAL ve E-kadherinin transkripsiyonel regulasyonunun CtBP1 tarafindan
gerceklestirdigi gosterilmistir. Ayni calismada CtBP1 ekspresyonu ile BRCA1
ve E-kadherin kaybi arasinda bir kolerasyon oldugu tespit edilmistir. (176)

Andreas Winkimeier ve arkadaglarinin malign melanom hucre
kultirlerinde malign melanom gelisimde CtBP1’'in mekanizmasini anlamak
icin bir calisma yapmislar. Yapilan calismada proliferasyon ve koloni
formasyonu olusturma deneylerinde CtBP1 ekprese eden hiicre kolonlariyla

kontrol hicre kolonlari arasinda fark bulunmamis. (177)

Literatirde CtBP1 mide kanseri hlcre kilturlerinde vyapilan bir
calismada CtBP1’' in ekspresyon seviyesinin azalmasinin gastrik kanser
hucrelerinde kolonizasyon ve migrasyon kapasitelerini azalttigi gosterilmis.
Ayni ¢alismada CtBP1 in ekspresyon seviyelerinin azalmasinin kemoterapiye
yaniti arttirdigi goértlmastir. (178) Calismamizda atrofik gastrit ve mide

kanserli hastalarda kontrol grubuna gore ekspresyonun arttigr ancak kontrol
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grubuna gore istatiksel olarak anlamli fark olmadigi bulunmustur. Literaturde
CtBP1 geninin mide kanseri patogenezindeki rolinu gosteren galigsmalar gok
azdir. Bizde g¢alismamizda CtBP’in mide kanderindeki rolunlt destekleyecek
sonugclara ulasamadik. CtBP1 in mide kanserindeki ¢aligmalarinin artmasi ile

daha anlamli sonuglara ulagilacaktir.

SWI/SNF  kromatin  remodelling  kompleksi  diferansiyasyon,
proliferasyon ve DNA tamir gibi bir¢ok hiicre progesinde rol alir. (179)

SWI/SNF subunit kaybi birgcok tUmorde rapor edilmistir ve yapilan
calismalarda bu kompleksin timor supresyonunda kritik rol oynadigi
gosterilmistir. Bu kompleksin bir subuniti olan hSNF5/Ini1/BAF47 tumor

supresor olarak belirlenmistir. (180,181)

Diger non-katalitik sublnit p270/ARID1A/BAF250 (adenine-thymine
AT-rich  interactive  domain-containing  proteinlA-ARID1A)'in  hucre

donguslnde gerekli oldugu gosterilmistir. (182)

Lésemi hiucre hatlarinda ARID1A baskilanmasinin apoptoza direng

kazandirdigi goralmastur. (183)

ARID1A SWI/SNF kromatin remodelling kompleksinin énemli bir
bilesenidir. Gelisme ve farklilasma proliferasyonu, cesitli hiicresel sureglerin
dizenlenmesinde rol oynar. SWI/SNF kompleksi p53 geni ile direk veya
indirek olarak etkileserek p53 alt hedef genlerin transkripsiyonunu duzenler.
ARID1A timoér supresyonunda 6nemli rol oynadidi dusundlmektedir. (184)
Wang ve arkadaslari yaptigi bir calismada mide kanserinde ARID1A
ekspresyonun klinikopatolojik 6zellikler, sag kalim arasindaki iligkiyi
degerlendirmek icin RT-PCR, western blot ve imminohistokimyasal
yontemlerle ARID1A ekspresyon seviyeleri analiz edilmigtir. Ayrica ARID1A’
nin primer gastrik kanser timoérogenezisinde fonksiyonel rolini mide hlcre
hatlarinda in vitro c¢ogalmasi ve koloni olusumunu inceleyerek
degerlendiriimistir. (184) ARID1A ekpresyon seviyelerinin timor hiicrelerinde
normal hucrelere gore anlaml dizeyde azaldi§i saptanmistir. Calismada

ARID1A ekspresyon kaybinin timér boyutu, evresi, lenf nodu ve uzak
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metastaz, tUmor infiltrasyonu ile anlamli derecede korele oldugu
gosterilmigtir. Hastalarin genel sag kalimi da ARID1A ekspresyonu pozitif

olan hastalarda negatif olanlara goére daha kotu bulunmustur. (184)

Mide kanseri hucre kultirlerine ARID1A ve kontrol ekspresyon
vektorleri eklenerek yapilan hicre kultirt deneyinde ise ARID1A transferi
olanlarda kanser hucrelerinin buyume hizinin anlamli derecede azaldigi
bildrilmistir. Ayni zamanda ARID1A transferi olanlarda kanser hucrelerinin
koloni formasyonu yeteneklerinin inhibe edildigi gordimustar. (184)
ARIDA'nin proliferasyon baskilama fonksiyonunu daha iyi anlamak igin
normal mide hucre hatlarinda siRNA ile ARID1A ekspresyonu baskilanmis ve
hicre proliferasyonunun anlamli dizeyde arttigi bulunmus (184).ARID1A
baskilanma nedenleri tam olarak anlasiimamistir. Endometrium, over berrak
hicreli karsinomda non-sense yada indel mutasyonlarin ARID1A kaybi veya

azalmasi ile iligkili oldugu rapor edilmigtir. (185)

Wang ve arkadaslarinin ve Zang ve arkadaslarinin ekson sekans
yontemi ile mide kanserinde yaptiklari ¢alismada ARID1A mutasyonlarinin

ARID1A proteinlerinin azalmasina veya kaybina yol actigi bulunmustur.

Her iki calismada da mide kanserleri orneklerinde ARID1A
degisikliklerinin  MSI (mikrosatellit instabilitesi) da MSS (mikrosatellit
stabilitesi) ye gore daha fazla oldugu gosterilmistir. (186,187)

Mikrosatellitter genomik DNA’daki kisa sekanslardir, eger tamir sireci
hasar gorurse, mikrosatellit sekanslari nukleotidleri kazanabilir ya da
kaybedebilir ve bu olgu mikrosatellit instabilite (MSI) olarak adlandirilir.
Sonug¢ olarak, mikrosatellitlerin uzunlugundaki dedisiklik altta yatan DNA

tamir islevindeki yetersizligin gostergesidir.

DNA mis-match tamir (MMR) genlerinin epigenetik degisimi
mikrosatellit instabiliteye yol acarak mide kanserinde artmis riskle birlikte
oldugu bilinmektedir. MSI mide kanserini baslatan genomik slrecte roll
oldugu bulunmus ve sporadik mide kanserlerinde 25%-50% oraninda tespit
edilmistir. (188)
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ARID1A ekspresyon degisikliklerinin mikrosatellit instabilitesi, MMR
genlerini ile iligkili bulunmasi (186,187) ARID1A’nin mide kanserindeki
onemini daha ¢ok arttirmaktadir. Gastrik kanserlerde ARID1A degisiklikleri ile
MSI durumu arasindaki klinikopatolojik iligkinin dneminin anlanmasi i¢in daha

¢ok calismaya ihtiyag vardir.

Bizim calismamizda da Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya
benzer sekilde mide kanserli hastalarda kontrol grubuna gore yani normal
mukozaya gore anlamli derecede ekspresyon kaybi oldugu goruimustur.
Ayrica calismalarda ARID1A’nin metastaz ve prognozla iligkisine benzer
sekilde galismamizda metastatik olan, mide diffuz tutulum seyreden ve mide
kanserinden ex olan yani survi kisa olan hastalarda da ARID1A’nin kontrol

grubuna goére anlamli derecede down-eksprese oldugu saptanmistir.

Kronik inflamasyonun mismatch tamir mekanizmasi ve genetik
instabilite yoluyla mide kanseri olusumda roli oldugu bilinmektedir. (189)
Atrofik gastritinde kronik inflamasyona sekonder ortaya c¢iktigida
bilinmektedir. Calismamizda da atrofik gastriti hastalarin ARID1A
ekspresyon kaybinin kontrol grubuna gdére anlamli derecede azaldigi
saptanmistir. ARID1A ekspresyon kaybinin artmasi mide kanseri olusumda
onemli rol oynadidi ve yapilan c¢alismalarda MSI nin kanser olusumunda
erken evrelerde baslamasi (190) ve ARID1A ekspresyon kaybinin MSI
olusumunu artirmasi (191) ARID1A’nin mide kanserini erken tanimada rol

olabilecegini gostermektedir.
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VI. SONUGLAR VE ONERILER

Calismamizda mide kanserli hastalarda epigenetik kromatin yeniden
modellenme genlerinin rolt arastiriimis ve EED, NSD1, ING5, CtBP1, MTA(1,
CXB3, CXB7, ARID1A genlerinin ekspresyon profilleri analiz edilmistir ve
degerlendirilmigtir. Ekspresyon oranlari normal mukoza ve atrofik gastrit ile
karsilastiriimistir. Ayrica mide kanserli hastalarda metastaz durumuna, mide
tutulum lokalizasyonuna ve hastalarin survine gore; atrofik gastritli hastalarda

da Hp pozitifligine gore ekspresyon dederleri karsilastiriimistir.

Mide kanserli hastalarda EED, MTAL1, CXB3 genlerinin kontrol
grubuna oranla anlamli derecede yuksek eksprese oldugu; ING5, CXB7,
ARID1A genlerinin ise anlamli derecede ekspresyonunun azaldigi
saptanmistir. Metastatik mide kanseri hastalarinda ise metastaz
gOstermeyen mide kanseri hasta grubuna oranla EED,MTA1,CBX3
genlerinde yuksek ekspresyon izlenmigtir. Diffiz tip mide kanseri
hastalarinda diffuz tutulum olmayan mide kanseri hastalarina oranla ve exitus
olan hastalarda yagsayan hastalara oranla gen ekspresyonunda anlamli bir

fark bulunmamistir.

Ag’li hastalarinda kontrol grubuna oranla EED, MTA1, CXB3 genlerinin
overeksprese, ING5, CXB7, ARID1A genlerin de ise ekspresyon kaybi
oldugu gorulmustur. Mide kanseri hastalari ile kargilastirildiklarinda istatiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamigstir. Bu bulgular esliginde ING5, CXB7,
ARID1A, EED, MTA1, CXB3 ekspresyon profillerinin degisimlerinin atrofik

gastrit olusumundan itibaren basladigi dustnulebilir.

Calismamizda elde edilen bu sonuglar; ING5, CXB7, ARID1A, EED,
MTAL, CXB3 yeniden modellenme genlerinin mide kanseri patogenezinde rol
aldigini, mide kanseri icin onemli bir tanisal ve prognostik markerlar
olabilecegini dustndurmektedir. Ayrica genlerinin  EED,MTA1,CBX3
metastatik mide kanserli hastalarinda yuksek bulunmasi bu genlerin tumor
agresifligi ile de iligkili olabilecedini géstermektedir. Bu nedenle bu genlerin

mide kanseri iligkili mide karsinogenezindeki rolinun degerlendiriimesi ve
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atrofik gastritli hastalarda mide kanseri taramasinda marker olarak

kullanilabilmesi igin daha ileri ve buyuk ¢apli ¢alismalara ihtiyag vardir
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VIl. OZET

Giris ve Amag: Atrofik gastrit, mide kanseri gelismesi i¢in dnemli bir
risk faktorudur. Epigenetik kromatin yeniden modellenmesi karsinogenezisde
onemli gorevler ustlenmektedir. Calismamizda atrofik gastrit ve mide kanseri
hastalarinda kromatin yeniden modellenme sistemine ait genlerin tanisal ve

prognostik marker olarak degerini arastirmayi amagcladik.

Gereg ve Yontem: 34 mide kanserli, 36 atrofik gastritli ve 25 kontrol
olgu olmak Uzere toplam 95 kisi ¢alismaya dabhil edildi. Mide kanseri, Ag ve
kontrol gruplarinin RT-PCR array yontemi ile kromatin yeniden modellenme
gen ekspresyonlari degerlendirildi ve karsilastirildi. Atrofik gastrit hastalari
mide kanseri igin risk faktoru olarak kabul edilen Helikobakter Pilori (Hp)
varligina gore alt gruplara ayrilarak gen ekspresyonu yapildi. Mide kanseri
hastalarinda prognostik dnemi olan, tumor agresifligini ve tumoér yukunu
gOsteren metastaz varligi, mide de lokalizasyonuna goére alt gruplara

ayrilarak gen ekspresyon analizi yapildi.

Bulgular: Mide kanserli ve Agli hastalarda genlerinin kontrol
grunbuna goére anlamli sekilde ING5, CXB7, ARID1A, EED, MTA1, CXB3
genlerinin ekspresyon profillerinin degistigi saptandi. Metastatik mide kanseri
hastalarinda metastaz gdstermeyen hastalara oranla EED,MTA1,CBX3
genlerinin anlamli olarak yuksekeksprese oldugu goéruldid. Mide kanseri
hastalari ile atrofik gastrit hastalar karsilastirildiginda gen ekspresyonlarinda

anlamli bir fark bulunmadi.

Sonug¢: ING5, CXB7, ARID1A, EED, MTAL1, CXB3 genlerinin mide
karsinogenezinde gorev aldi§i ve atrofik gastrit olusumundan itibaren mide
kanseri erken tanisinda énemli bir marker olarak kullanilabilecegini ve bu

konuda daha ileri caligmalara ihtiya¢ oldugunu dusunmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, Atrofik gastrit, EED, NSD1, ING5,
CtBP1, MTAL, CXB3, CXB7, ARID1A
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VIIl. SUMMARY

Introduction: Atrophic Gastritis is an important risk factor in the formation of
gastric cancer. The remodelling of Epigenetic chromatin plays a vital role in
carcinogenesis. In Our Study we aimed at researching the value of genes in
the chromatin remodelling system as diagnostic and prognostic markers in
atrophic gastritis and gastric cancer patients.

Materials And Method: Our study consisted of 95 individuals which included
34 Gastric cancer, 36 atrophic gastritis and 25 control patients. Chromatin
remodelling Gene expressions in gastric cancer, atrophic gastritis and control
groups were evaluated and compared using RT-PCR array method. Atrophic
Gastritis patients were separated into subgroups depending on the presence
of H.Pylori, a risk factor for gastric cancer, and gene expression was carried
out. Gastric cancer patients were divided into subgroups according to
prognostic features of tumor aggressiveness, metastasis presence and

gastric location and then gene expression was analyzed.

Results: A significant change in gene expression profiles of ING5, CXB?7,
ARID1A, EED, MTA1, CXB3 were found in gastric cancer and atrophic
gastritis patients compared to the control group. EED, MTA1, CBX3 genes
showed a significant high expression in metastatic gastric cancer patients in
proportion to non-metastatic patients. There was no significant difference
found in gene expression in gastric cancer patients compared to Atrophic

gastritis patients.

Conclusion: The genes ING5, CXB7, ARID1A, EED, MTA1, CXB3 play a
role in gastric carcinogenesis and these genes can be used as early
diagnostic markers for gastric cancer even in early atrophic gastritis, however

we feel there is need to do further studies on the topic.

Keywords: Gastric cancer, Atrophic Gastritis, EED, NSD1, ING5, CtBP1,
MTAL, CXB3, CXB7, ARID1A
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