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l. GIRIS

Tum duanyada onemli bir komorbidite ve mortalite nedeni olan mide
kanserinin son yuzyll icerisinde sikli§i azalma gdstermekle birlikte kansere
bagli élumler igerisinde dinyada 2. sirada yer almaktadir. 1930 yillarinda
mide kanseri Amerika Birlesik Devletlerinde kansere bagli dlumler igerisinde
erkekler icin en sik 1. sirada, kadinlar i¢cin en sik 3. 6lum nedeni olarak
gosterilirken son yillarda her iki cins iginde 7. 6lum nedenidir. Mide kanseri
erkeklerde kadinlara oranla yaklasik iki kat fazla goértulmektedir. Cografi
dagilima bakildiginda mide kanserinin en yuksek insidansi uzakdogu
ulkelerinde saptanmistir. Uzakdogu kadar olmamakla birlikte Dogu Avrupa,
Orta ve Glney Amerika’da insidans yUksektir; Kuzey Amerika, Kuzey Afrika,
Guney Asya ve Avusturalya’da insidans disik izlenmektedir. Ulkemizde
mide kanseri brons kanserlerinden sonra 2. sik kanser turtdidr. Gegmiste
mide kanseri sanayilesmis Ulkelerde yaygin olarak gorulmekteydi. Ancak son
yillarda bulunan epidemiyolojik verilerde yeni vakalarin %60’ indan fazlasinin
gelismekte olan Ulkelerde oldugu gdsterilmis ve gelismis Ulkelerde bu oranin
hizla distugune isaret edilmigtir.

Mide kanseri agisindan risk faktorleri; Helikobakter pilori enfeksiyonu,
intestinal metaplazi, displazi, kronik atrofik gastrit, adenomatéz paternde
gastrik polip, sigara kullanimi, gastrik cerrahi oykusu (6zellikle billroth 2),
genetik-epigenetik faktorler, 1. derece akrabalarda mide kanseri 6ykusd,
ailesel adenomatozis polipozis, ailesel nonpolipozis kolerektal kanser, Peutz-
Jeghers sendromu ve juvenile polipozis ‘dir.

Geri donuUsebilir bir sire¢ olan metaplasi ¢evresel uyaranlara uyum
icin bir hlicre grubunun baska bir hicre grubuna farklilagsmasidir. Mide
mukozasinda oksintik ve antral bdlgedeki hucrelerde goblet hicrelerinin
gorulmesiyle kolaylikla taninabilen ve hucrelerin barsak hucreleriyle yer
degistirmesiyle gozlenen olaya intestinal metaplazi (iM) denir. Mide
kanserinin insidansinin yiiksek oldugu bélgelerde IM insidansida yiiksek
izlenmektedir. IM gelisiminde en gok suglanan ajan Helikobakter pilori (HP)
olmakla birlikte, sigara ve yuksek oranda tuz iceren besinler de etyolojide

onemli rol oynarlar.



Karsinogenezis, tumor supresor genlerin  inaktivasyonu ve
protoonkogenlerin aktivasyonu sonucu, klonal ekspansiyonele ugrayan ve
selektif olarak proliferasyon yetenedi kazanan hicrelerde, karsinojenlerin
indUkledigi genetik ve epigenetik hasar ile surdurilen ¢ok basamakli ve
multifaktoriyel bir suregtir. Karsinogenezise neden olan ¢ok sayida gen
tanimlanmis ve birgok gen Uzerinde calisiilmaktadir. Bundan dolayi cgesitli
mekanizmalarin ve yolaklarin insan kanserlerine sebep oldugu
dUsundlmektedir. Bu yolaklarin aktivitesinin artmasi veya inaktive olmasi
karsinogenezise neden olabilir. Bazi "kanser yolaklar” spesifik bir kanser
turine dahil olurken, bazilari kotu huylu timorlerin genis bir araliginda kritik
rollere sahip olabilirler.

Wnt sinyal yolu, birgok canli tirinde organ gelisimi, hicre adezyonu,
hicre polaritesi, hicre bolinmesi ve hicre goég¢l gibi pek ¢ok biyolojik
asamada rol oynar. Fakat normal fonksiyonunun diginda anormal bir sekilde
aktive oldugunda kanser olusumu ile iliskili roller Gstlenir. Ornegin kolerektal
kanserlerin % 90’'nindan daha fazlasi bu sinyal yolunda ortaya c¢ikan
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Wnt ailesine ait genler sinyal molekulleri
olarak gorev yapan bir grup glikoproteinleri kodlamaktadirlar. Genellikle 350-
400 aminoasit uzunlugundaki bu glikoproteinleri kodlayan Wnt genleri
memelilerden nematotlara (C.elegans) kadar pek ¢ok canli tiriinde homolog
genler olarak bulunmaktadir. Wnt ailesi sistein aminoasidi bakimindan zengin
olan en az 19 tane glikoprotein icermektedir. Bunlar genellikle hicreye bagli
olarak bulunurlar, ¢cok azi ekstraselller olarak bulunur. Wnt proteinlerinin
dogrudan neoplastik transformasyon ile iligkili olduklari gériimustar.

Wwnt sinyal yolu kanonikal ve non-kanonikal Wnt sinyal yolu olmak
uzere ikiye ayrilir. Kanonikal Wnt sinyal yolu Wnt/B-katenin sinyal yolu olarak
da ifade edilir. Kanonikal Wnt sinyal yolunun kanser olugsumu ile iligkisi
oldugu bilinirken, non-kanonikal Wnt sinyal yolunun kanser olusumu ile iligkisi
henlz tam olarak anlagiimamistir.

Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasinda gérev alan genlerin goérevleri
ile ilgili olarak basta gesitli kanser tipleri olmak Uzere birgok ciddi hastaligin

olusumunda rol oynayan bu sinyal yolunun mekanizmasi yapiimig birgok



calisma ile aydinlatimaya c¢alisilmigtir. Buna ragmen, oOzellikle mide
karsinogenezinde sitoplazmada gerceklesen mekanizma tam olarak ortaya
konulamamistir. Bu nedenle, calismamizda, mide kanseri ve iIM de Wnt
sinyalinin hlcrenin sitoplazmasinda gergeklesen reaksiyonlarda goérev alan
genlerin ekspresyon profillerinin arastiriimasi amacglanmistir.

Mide kanserinde hem tedavi kolaylidi hem de maliyet etkinligi
acisindan erken mide kanseri tanisi onemlidir. Yuksek mortalite ve morbidite
nedeniyle bu genlerin ekspresyon profillerinin ¢ikartiimasi sinyal yolunun
kontrolsliz aktivasyonuna bagli olarak olusan mide karsinomlarinin erken

tanisinda ve tam bir prognoz degerlendirmesinde yeni firsatlar saglayacaktir .



Il. GENEL BILGILER

2.1. Mide Kanseri

Mide kanseri tim dinyada énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir.
Son yuzyil igerisinde sikhginda azalma goézlenmekle birlikte mide kanseri
dinyada en sik gorunen 4. kanser ve kansere bagl olumler igerisinde 2.
sirada yer almaktadir [1-2]. Dunyada 2008 yilinda yeni tani mide kanseri
sayisi 989600 kisidir ve yaklasik olarak 2008 yilinda 73800 kisinin mide
kanseri nedeniyle oldugu dusunulmektedir. Bu sayl da total kanser
vakalarinin %8’i ve kansere bagl élumlerin %10’u etmektedir [3]. Erkeklerde
mide kanserinin gorulmesi kadinlara oranla yaklasik iki kat fazladir [4].
Cografi dagihma bakildiginda mide kanserinin en yiksek insidansi uzakdogu
ulkelerinde saptanmistir. Uzakdogu kadar olmamakla birlikte Dogu Avrupa,
Orta ve Guney Amerika’da insidans yuksektir; Kuzey Amerika, Kuzey Afrika,
Guney Asya ve Avusturalya’da insidans dusuk izlenmektedir [5]. Dlunya
capinda bati Ulkelerinde sikhigi son ¢ dekattir giderek azalmaktadir [3]. Mide
kanseri Turkiye’de brons kanserlerinden sonra en sik kanser taruddar.
Ulkemizde de insidans olarak Giineydodu ve Dodu Anadolu bdlgelerinde

daha sik izlenir [4].

2.1.1. Midenin Anatomisi

Sindirim sisteminin en genis kismini olusturur. Ozofagus ve duodenum
arasinda bulunan bu organ J seklindedir. Karin boslugunun sol Ust
kadraninda yer alir. Superomedial siniri kiigik kurvatur, inferolateral siniri
blyik kurvaturdur. On Ust yizinin bir kismi karaciger sol lobunun arkasinda
bulunur. Posteriordan pankreas, bdbrek, dalak, kolonun splenik fleksurasi,

kaudat lob, retroperitoneal arter ve sinirler komsulugundadir [6].

Kardiya, fundus, korpus, antrum ve pilor olarak 5 bolume ayrilir.
Korpus midenin en buyldk boluminiU olusturur ve insisura angularise kadar
uzanir. Pilor ise midenin duodenuma yakin olan bolimudur ve distal sfinkteri

olusturur.



Klaguk kurvatur sol gastrik arter (¢Olyak trunkus dal) ve sag gastrik
arter (ana hepatik arter dali); bayuk kurvatur ise sag gastroepiploik arter (
gastroduodenal arter dali) , sol gastroepiploik arter ve kisa gastrik arter (
splenik arterin dallari) tarafindan beslenir. Midenin innervasyonu sempatik ve
parasempatik sinirler araciliiyla olur. Parasempatik lifleri vagal sinirden,

sempatik sinir lifleri ¢olyak pleksusdan kaynaklanmaktadir [6].

2.1.2. Midenin Histolojisi

Mide duvari histolojik olarak 4 kisimdan olusur.

Tunika Mukoza: Ug kisma ayrilir.

1. Epitel tabakasi: Yliksek kolumnar epitel ile déselidir. Mukus ve
bikarbonat sekrete eden hucreler bulunur. Mukus asidin yikici
etkisinden mukozayi korur. Epite tabakasinda yuzey ve foveolar
hicrelerin etrafinda siki baglantilar bulunur. Bu baglantilar aside
karsi mukozayi koruyan diger bir faktordar.

2. Lamina Propria: Kollajen ve elastik lifler ile olusan ve yapisal
destek saglayan kisimdir. Kapillerler, arterioller ve nonmyelinize
sinir lifleri bulunur. Lenfatikler derin lamina propriada yerlesmistir.

3. Muskularis Mukoza: Mukozanin alt kisminda, duz kaslardan
olugsan kisimdir.

Tunika submukoza: Kollajenden zengin bir tabakadir. Mide duvarinin en

saglam bolumind olugturur. Parasempatik sistem igin 6nemli olan

Meissner pleksusunu barindirir.

Tunika muskularis: Duz kas liflerinden olusur ve 3 tabakadir. Dis tabaka

longitudinal, orta tabaka sirkuler, i¢ tabaka oblik kaslardan olusmustur.

Orta muskuler tabaka tamami kaslardan olusan tek mide duvari katidir,

pilora dogru gidildikge kalinlasir ve sfinkteri olusturur. Muskularis propria

tabakasinda otonomik sinirler ve Auerbach myenterik pleksusu
bulunmaktadir.

Tunika seroza: Mide duvarinin en dis tabakasidir. Digstan mezotelyum ile

ortulur. Devamini periton olusturmaktadir [7].



2.1.3. Midenin Embriyolojisi

Mide primitif sindirim kanalinin 6n bagirsak kismindan tubuler bir yapi
olarak gelisen bir organdir ve endodermden olusur. Gebelikte 4. Haftada 6n
barsagin fusiform genislemesi sonucunda belirir. Uzun ekseni etrafinda saat
yonunde 90 derece donmesi buyuk ve kuguk kurvaturlarin olugsumuyla
sonuglanir. Enzim ve asit Uretimi ilk olarak fetal hayatin 4. ayinda baslar.

Yenidogandaki mide tamamen erigkininkine benzer [8].

2.2. Mide Kanserinde Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Mide kanseri multifaktoriel bir hastaliktir. Gelisimini etkileyen
muhtemel nedenler helikobakter pilori enfeksiyonu, intestinal metaplazi,
displazi, kronik atrofik gastrit, adenomat6z paternde gastrik polip, sigara
kullanimi, gastrik cerrahi Oykusu (6zellikle billroth 2), genetik-epigenetik
faktorler, 1. derece akrabalarda mide kanseri 6ykusu, ailesel adenomatozis
polipozis, ailesel nonpolipozis kolerektal kanser, Peutz-Jeghers sendromu ve

juvenile polipozisdir.

2.2.1. Helikobakter Pilori

Barry Marshall ve Robin Warren tarafindan 1984 yilinda peptik Ulserde
kesfedilen Helikobakter pilori (HP) o dénemde bu bulusla Fizyoloji ve Tip
dalinda onlara Nobel 6dulinin kazandirmigtir. O dénemde Camplyobakter
Pilori (CP) olarak adlandirilsa da 1989 yilinda kendine has toksinleri
nedeniyle Helikobakter Pilori adini almigtir [9,10]. O dénemden sonra 30 yili
askin bir sire boyunca guncel olarak arastirma konusu olma ozelligini
korumus olan helikobakter pilori birgok alanda bulunmasina ragmen esas

konaklama alani midedir.



HP’nin modern insana gegisi 58.000 yil 6nce Dogu Afrikadan modern
insanin  gogu sirasinda oldugu dudsunulmektedir. Ddnya nufusunun
neredeyse yarisini etkileyen HP gram negatif bir bakteridir ve peptik ulser,
gastrik kanser gibi dnemli patolojiler igin risk faktéradar [11].

Dogu Asya ve Latin Amerika gibi gelismekte olan ulkelerde sikligi
fazladir. Diger yandan Fransa, Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya gibi
gelismis Ulkelerde hem cocukluk ¢aginda hemde erigkinlerde enfekte olma
orani dusuk izlenmektedir [12]. Prevelansi sosyo ekonomik kosullarin koéta
olmasi, kalabalik ortamda yetisme ve dusuk egitim dizeyi ile yakindan
iligkilidir. Ayrica genetik ozellikler, hijyen durumu, aile ici yasam aligkanliklari,
cinsiyet dagiimda etkili diger faktorlerdir [13,14]. Ulkemizde yapilan bir
calismada da aile iginde anne ve babada HP bulunmasi g¢ocuklarda HP
sikligini artirmaktadir. Bu sonugcta aile igi aligkanliklarin ve hijyenin énemini
g6stermektedir [15]. Ulkemizde en son yapilan TURHEP calismasina gére
HP prevelansi %81,6 saptanmis ve erkeklerde kadinlara oranla daha sik

g6zlenmistir [16].

2.2.1.1 Helikobakter Pilori Tani Yontemleri

Hp ‘nin endoskopik olarak spesifik bir gortntisu yoktur. Tanida invaziv
ve non-invaziv yontemler kullanilir. HP tanisinda kullanilan yontemlerin
birlikte kullanimlari dogruluk oranini artirmaktadir.

Non-invaziv testler serolojik testler, diskida helokobakter pilori antijeni
ve ure-nefes testini icerir. Serolojik yontemlerle hasta serumunda IgG
antikorlar1 bakilir. Tedavi olan hastalarda bile antikorlarin pozitifligi en az 1 yil
devam ettigi icin kullanimi sinirhdir [17,18]. Son yillarda immunoassay
yontem ile hastalarin digskisinda HP antijeni (HP Stool antijen - HpSA) bakisi
kullanilmaya baslanmistir. Tedaviden once ve sonrasinda HP testipi icin
sensivitesi ve spesivitesi %90’nin Uzerinde bulunmustur. Girisimsel yontem
kullanilmamasi, ucuz olmasi ve guvenilir olmasi nedeniyle epidemiyolojik
calismalarda sik tercih edilmektedir [19]. Diger bir non-invaziv yontem ise

ure-nefes testidir. Ure nefes testinde hastaya C13 ve C14 igaretli (ire adiz



yoluyla verilir. HP’nin Ureaz enzimi ile tepkimeye girerek CO, acgida ¢ikar.
Solunum yoluyla atilan CO, dlgulerek HP tespit edilir. Subtotal gastrektomili
hastalarda test 6nerilmemektedir [19].

Hp tanisi igin invaziv yontemler iginde histopatoloji, Ureaz testleri ve
kultar bulunur. Ayni zamanda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi de
kullaniimaktadir fakat pahali, ulagilabilirligi az olmasi nedeniyle sik tercih
edilmemektedir. Histopatolojik ¢calisma icin HP’nin en sik bulundugu alandan;
antrumdan oOrnek alinir. En buyuk avantajl HP beraberinde intestinal
metaplazi, atrofik gastrit, kanser gibi patolojilerin varligini saptamaya
yardimci olmasidir. Pahali olmasi, invaziv islem gerektirmesi, inceleyen
Kisilerin yorumlama farkliliklari ve uzun slrede sonu¢ vermesi
dezavantajlaridir [20]. Ureaz testi Grenin HP tarafindan treaz enzimi ile NH3
ve CO, ayirmasina dayanir. HP ayrica mideden biopsi ile alinan dokudan
kaltar yontemi ile izole edilebilinir. Alinan biopsi 6rneginin transportunun zor
olmasi, yontemin pahali olmasi bu yontemin kullanilabilinirligini azaltmaktadir
[21].



Tablo 1: Helikobakter Pilori Tani Yontemleri [20]

Test Duyarhhk (%) Ozgiilliik (%) Avantajlan Dezavantajlari
Non-invaziv Yontemler :
Tedavi
Seroloji 76-84 79-90 Ucuz, ulasilabilinir | sonrasinda pozitif
sonug anlamli
degil
Testi yapacak
kaynak ve
Tedavi 6ncesi ve personel gerekli
Ure — Nefes >95 >95 sonrasinda Antibiotik, bizmur
kullanigh ve PPI
kullanimindan
etkilenir
Digki 6rnegi
vermek hasta igin
Diskida Antijen 96 97 Tedavi 6ncesi ve zor olabilir
Testi sonrasinda Antibiotik, bizmur
kullanigh ve PPI
kullanimindan
etkilenir
Invaziv Yontemler :
Pahali
Egitimli personel
gerektirir
Bakan kiginin
Mide mukozasi yorumlamasina
Histopatoloji 95 99 hakkinda ek bilgi bagl!
saglar PPI ve
antibiotikten
etkilenir
Endoskopi
gerektirir
Hizli cevap verir Tedavi
Ureaz Testi 90 93 PPI ve antibiotik sonrasinda ya da
kullanimindan PPI kullananlarda
etkilenmez etkisi daha az
Kultur Ozguillik %100 Egitimli personel
58.1 100 Donanimli tesisler




2.2.1.2 Helikobakter Pilori Patogenezi

HP genetik degdiskenligi ve tur ici gesitliligi fazla olan bir bakteridir. Bu
farkliliklar virGlansi da etkiler. Onceki calismalarda da izlendigi (izere
sitotoksin iligkili gen A (CagA) ve vakoulizasyon iligkili sitotoksin (VacA) ‘ in
peptik Ulser, prekanserdz lezyonlarin gelisiminde dnemi bayuktar [22,23].

HP intestinal tip gastrik kansere iki énemli mekanizma ile neden
olabilir. Bunlarda birincisi birka¢ dekat i¢cinde olusan artmig hicre dongusu ve
mitotik hatalarin birikimi sonucunda olusan inflamasyon sonucunda indirekt
yolla olusur. Correa hipotezi adi verilen bu yolda éncelikle atrofik gastrit,
sonrasinda sirasiyla intestinal metaplazi, kolonik metaplazi, displazi olusur ve
mide kanserine yol acar. Diger mekanizma ise direkt hasarla iligkilidir.
Hayvan calismalarinda HP ile enfekte edilmis mide mukozasinda artmis
mutasyon oranlari saptanmistir. Hayvan ¢alismalarinda HP ile enfekte gastrik
mukozada mutasyon oraninin arttiyi goésterilmistir. Calismalarda CagA+
suslarin bulundugu lezyonlarda atrofik gastit ve mide kanseri olusumuna
neden olabilecek inflamatuar suregler daha fazla gézlenmektedir. Bakterinin
Cag patojenik adacik (cagPAl) tarafindan kodlanan sekresyon sistemi ile
CagA ve peptidoglikan mide epitel hicresine giris yapar. Bu yolla birgok
sinyal yolagini (mitojen aktive eden protein kinaz, NF-kB, phosphoinositide-3
kinase) aktive eder. Ayrica cagPAl direkt olarak gastrik epitel hucresinde
immunglobulin sentezini saglayan aktivasyonu indukleyen deaminazi (AID)
etkiler. VacA ise T-hucreleri baskilar, hiicre i¢i sinyal yolagini etkiler, direkt
olarak mitokondiriyi hedef alir ve programlanmis hicre o6lumuanu etkiler [24,
25, 26]. Ayrica BabA, DupA, FlaA, SabA and OiPA gibi diger virtlans
faktorler Uzerinde calisiimaktadir. Hucreler arasi baglantida roli olan E-
kadherinin hipermetilasyonunun da HP infeksiyonunda rollu gosterilmigtir
[27].
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SEKIL -1 Correa Hipotezi [24]
Helikobakter Pilori Atrofik intestinal Kolonik intestinal Tip
Enfeksiyonu Gastrit Metaplazi Metaplazi Mide Kanseri

2.1.1.3 Helikobakter Pilori ile iliskili intestinal Metaplazi Disi

Hastaliklar

Gastrit, duodenal Ulser, gastrik UGlser, mide kanseri, mukoza ile ilikili
lenfoid doku kaynakli B hicreli lenfomalar, otoimmin hastaliklar ile
iliskilendirilen HP guncel olarak birgcok hastalikta suglanmaya ve
arastinimaya devam edilmektedir [28,29]. Yillk ortalama %1-3 oraninda
gastrit atrofik gastrite ilerleyebilir. Atrofiye gidis korpus dominant tipte %31,
antrum dominant tipte %45’ lere varan oranlarda olabilmektedir [30,31].

Atrofik gastrit midenin degigsik bolumlerinde normalde olmasi gereken
bezlerin kaybi ve bunlarin yerini baska doku ve bezlerin almasidir. Bunlar,
ekstrasellilermatriks, fibroblast, kollajen, psddopilorik ya da intestinal
bezlerdir. Atrofik gastritin en sik iki nedeni otoimmun ve HP enfeksiyonudur.
Otoimmun kaynakh olanda antral mukoza korunmusken HP gastritinde
multifokal atrofi s6z konusudur [32]. Atrofik gastrit intestinal metaplazi
alanlariyla siklikla birliktedir ve gastrik kanser yonunden artmisg risk tasir [33].

Patolojik olarak tariflemek gerekirse muskularis mukozaya kadar
uzanan doku kaybina ulser denilir [34]. Duodenal Ulser olusumunda HP
etkisini gastrik asit saliniminda artis ve bunlara bagh olarak uyariimis olan
immun yanit ile gosterir. HP eradikasyonu sonrasinda gastik asit olusumunun
azalmasi bunu destekler niteliktedir.

Mide mukozasinda 6nemli oranda lenfoid doku bulunmamakla birlikte

HP enfeksiyonu sonrasinda mide lamina propria béliminde CD4 lenfosit ve
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B lenfosit birikimi olusur. Antijen sunumu ile T lenfosit aktivasyonu artar, B
lenfosit hicre proliferasyonu gozlenir. Sonugta midede lenfoid folikil olusur.
Gastrik MALT lenfoma (Lymphoma, Mucosa-Associated Lymphoid Tissue)
HP ile yakin iligkili oldugu gézlenmistir [35,36].

Graves ve hashimato hastalarinda HP roli birgok c¢alisma ile
arastinimistir. HP seroprevelansinin bu hastalarda kontrol grubuna gore
anlamli derecede yuUksek oldugu gdézlenmistir. Yine glncel bir konu olan
immun trombositopenik hastalarda HP oraninin yuksek oldugu gozlenmistir
[37,38].

2.2.2. intestinal Metaplazi

Normal mide dokusunun yerine kriptik intestinal fenotipte hicrelerin
gecmesine intestinal metaplazi denir. Midede en sik gorulen metaplazi tipidir.
Bu durumun mide epitelinin mide asidinden korunmak amaciyla olusturdugu
bir mekanizma oldugu dusunulmektedir. Midede ince bagirsak mukozasina
benzer hucrelerin tespiti ilk defa 19. yuzyilda olmustur [39].

Mide kanseri icin prekansertz bir lezyon olan intestinal metaplazi
dinyada bireylerin yaklasik %2’ Unde saptanir. Atrofik gastritin HP ile
progresyonu sonucunda, atrofik gastritin bir basamak sonrasinda olustugu
surulmektedir [40,41]. Mide de ilk olarak agirlikla incusura angularis kisminda
g6zukur daha sonrasinda korpus ve antrumda ki komsu dokulara yayilir.

Mide kanseri igin yUksek oranda risk tasidigi igin intestinal
metaplazinin bu potansiyel déntsim yolu merak konusu olmustur. Bir kisim
calismalarda HP eradikasyonu ile intestinal metaplazinin geri dondurulebildigi
gOsterilse de, son yapilan galismalarda hasta grubunun ¢ogunda intestinal
metaplazi varliginin devam ettigi gosterilmigstir [41].

intestinal metaplazi sirecinde ortaya c¢ikan kronik inflamasyon
sonucunda karsiogenezisin ¢ok farkh yolaklar tetiklenebilir. Karsiogenezisin
baslamasi, ilerlemesi ve metastazinda bu inflamatuar surecin, reaktif oksijen
molekullerinin ve nitrojenlerin rolu agikga gosterilmistir. DNA, RNA ve protein

uretiminde olugan defektler sonucunda hiicrede bazi mutasyonlar olusabilir.
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Correa hipotezi de intestinal metaplazinin bu nedenlerle suregte displaziden
onceki basamagi olusturdugunu 6ne surmektedir [24,42].
Mide kanseri ve intestinal metaplazide inflamatuar strecin bir kaniti

olarak anormal CDX1 ve CDX2 ekspresyonlari da gosterilmitir [43].

2.2.2.1 intestinal Metaplazi Tipleri

iM temel olarak histopatolojik ve histokimyasal o6zelliklere gére

siniflandiriimaktadir.

Tip | (Komplet Tip): Gastrik mukoza nerdeyse tamamen ince
barsaga benzemistir. Fircamsi karakterde, absorbtif hicreler bulunur. Villis
ve kript yapisi bile gelisebilir. Paneth hicreleri izlenir. Goblet htcreleri N-
acetyl sialomusin nadiren sulfomusin sekrete edebilir. Absorptif hucreler
sekresyon yapmazlar. Mide mukozasi endoskopik biopsi 6rneklerinde

duodenum mukozasindan gug ayrilir.

Tipll ve Tip lll (inkomplet Tip): Paneth ve absorbtif hiicreler
bulunmaz. Kolumnar ve goblet hucrelerindeki sialomusin ve sulfomusin
icerigine gére “ ince barsak tipi ” ya da “ Kalin barsak tipi ” olarak iki seklide

izlenirler. Kolonik tip mide kanseri ile iligkilendirilmistir [44].
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SEKIL -2 intestinal Metaplazi Tipleri [44]

a) Komplet Tip : Eozinofilik enterositler ile degdisen iyi tanimlanmis goblet hiicreleri (kutu iginde) / Firgamsi
kenar ve Paneth hucreleri (ok)
b) inkomplet Tip : Degisik boyut ve sekilde; cok sayida musin damlaciklari / Firgamsi kenar yoklugu H&S

2.2.3. Diyet

Birgok epidemiyolojik ¢alisma, hayvan deneyleri ve invivo gcalismalar
diyetin kanserle iligkisini kanitlamistir. Saglikli beslenme ve fiziksel aktivitenin
kanser sikligini azalttigini gosteren c¢alisamalarda sik¢a bulunmaktadir.
Fakay bilinen bu bilgiler gunluk hayatta duzenli kullanilamamaktadir.

Tuz ve tuzlu gidalar mide kanserini artirmak ile en ¢ok suc¢lanan diyet
faktorleridir. Nisastasiz beslenmek, sogan-sarimsak gibi sebzelerin ve meyve

tuketiminin artirlmasi mide kanseri riskini azaltmaktadir [45].

2.2.3.1. Tuz

inflamatuar slreci ve hiicre profiferasyonunu artirarak, direkt etki ile
karsinogenezi etkiledigi dugunulmektedir. HP varliginda bu riskin arttigi

dugunulmektedir. Yapilan in vitro galigmalarda yuksek tuz varliginda HP’nin

yuksek oranda CagA salgiladigi gosterilmigtir [46].
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2.2.3.2. Sebzeler ve Meyveler

Yeterli meyve ve sebze aliminin intestinal kanserler dahil birgok
kanserin riskini azalttigi dusunulmektedir. Latin Amerika da vaka-kontrollU
yapilan bir ¢galismada sebze ve meyvelerin bu riski orta derecede azalttigi

gOsterilmigtir [47].

2.2.3.3. Vitamin ve Mineraller

Bazi mikrobesinlerin ve minerallerin mide kanseri riskini azalttigi
gosterilmistir. Ozellikle mineraller icinde selenyumun bu mineraller icinde g6z
onlne c¢ikmaktadir. Ayni sekilde selenyumdan fakir beslenen bdlgelerde
mide kanseri prevelansi daha ylksek saptanmigtir. Antiinflamatuar ve
antiangiogenezisde rol aldidi, serbest oksijen radikalleri Gzerinden etki ettigi
disundlmektedir. C vitamininin HP etkinligini azalttigi dusintlmektedir.
Cinko, karotenoid ve E vitamininin de mide kanserinin azalttiyi gosterilmistir
[48].

2.2.3.4. Nitrat, Nitrit ve Nitrozamin,

Dietle alinan nitratlar lahana, karnibahar, havug, kereviz, turp, pancar
ve Ispanakta dogal olarak ya da koyucu madde amaciyla eklenmis olarak
bulunabilir. Ayrica glbre ve sulama yoluyla da besinlerin nitrat orani artabilir.
Vicut icerisinde ise nitrit, nitrat ve nitrozamin baktertiler ya da aktiflesmis
makrofajlar yoluyla sentezlenebilir.

Diyetle alinan nitrat mide asidi tarafindan karsinojenik olan N-nitroz
bilesikleri (NOCs) haline donusturalir. NOC ayni zamanda salamura etlerde,

ateste direkt kurutulmus kahvede, hazir gorbalarda bulunur [49,50].
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2.2.4. Sigara ve Alkol

Siagara igmenin mide kanseri riskini artirdigi gosterilmissse de alkol
aliminin etkisi ise tartismalidir. Agir bir sekilde alkol kullananlarda mide
kanseri arttigi gosterilmis olsada bu kisilerin sigara igilen ortamda fazla
bulunmasi ve alkolln yaninda sigara kullaniminin sik olmasi faktort géz ardi

edilmemelidir [51].

2.2.5. Genetik Polimorfizm

Genetik polimorfizmin mide kanserinde genis temelleri olup agirhkh
olarak inflamatuar iligkili genler (IL-18, IL-1RN, IL-10, TNF, vb.) ile ilgili
bulunmustur.

interlokin (IL) 1B ve timér nekrozis faktdér (TNF) a ‘nin gastrik asidi
baskiladigi goésterilmistir ve bu sitokinler proinflamatuar etkileri ile mide
antrum ve korpusunda HP ‘nin etkisini artirirarak mide kanseri patogenezinde
sucglanmakla birlikte IL — 10 ‘ nun ise antiinflamatuar etkisi ile koruyucu yonde
yer almaktadir [46,52,53].

2.2.6. Ailesel Mide Kanserleri

Mide kanseri olgularinda aile 6ykusu %20 bulunmaktadir [54]. Ailesel
olgularin buyuk bir kismi sporadik olarak kabul edilir. Buna neden olarak da
ayni sosyoekonomik kultur, benzer beslenme sekli ve HP gibi ortak gevresel
faktorlere maruz kalma gosterilebilir.

Mide kanserinin bir kismi ise ailesel kanser sendromlari seklinde
izlenebilir. Bunlara érnek olarak kalitsal diffiz mide kanseri sendromu, Lynch
sendromu, ailesel adenomat6z polipozis, Peutz-Jeghers sendromu ve Li-
Fraumeni sendromu verilebilir.

Kalitsal diffiz mide kanseri sendromu nadir rastlanir ve otozomal

dominant seyreder. Ailesel mide kanserlerinin %1-3 ‘nu olugturur. Adhezyon
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molekull roli olan E-kadherin mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikar. Bu
hastalarda 20 ‘li yaslarda profilaktik gastrektomi gereklidir [55].

Lynch sendromu otozomal dominant seyreden diger nadir
nedenlerden biridir. Hastalik agirlikli olarak kolon kanseri ile seyreder ve
endometrium kanseri, mide kanseri, over kanseri olgularda eglik edebilir [56].

Peutz-Jeghers sendromu gastrointestinal sistemde polipler ve
hiperpigmantasyon ile seyreden otozomal dominant bir hastaliktir.

Adenematoz degisiklikler igin yuksek risk tasir [57].

2.3. Mide Kanserinde Patoloji

Mide kanseri; genetik predispozisyon ve ¢evresel faktorlerin karmasik
etkilesimi sonucu ve bir dizi molekuler olay sonrasi neoplastik degisiklikler ile
ortaya cikar. Mide kanserlerinin % 90’ nin1 adenokarsinomlar olusturur. Geri
kalan kismi lenfomalar, sarkomlar ve karsinoid timorler olusturur. En sik
antrumda (%50) g6zlenir. Sonra sirasiyla korpus, fundus ve gastro6zefegeal
bdlgede izlenir.

Makroskopik gorunum olarak ilk kez 1926 yilinda Borrmann tarafindan
siniflandinimistir  ve  Borrmann  siniflandiriimasi  gunimuizde hala
kullaniimaktadir [58].

Tip 1 Polipoid Tip: En sik gérinim olarak (%40-50) polipoid kitle
seklindedir.

Tip 2 Yuzeyel Yaygin Tip: En az siklikta goralur.

Tip 3 Ulsere Tip: 2. siklikta gortilir [59].

Mikroskopik olarak siniflandiriimasi adenokarsinomlar igin gecerlidir.
1965 yilinda kullanilmaya baslanan, Lauren siniflamasi olarak adlandirilan
bu siniflamada 3 alt tip bulunur. Tip 1 intestinal tip, Tip 2 diffuz tip olarak
adlandirilirken miks tip olan Tip 3 Tip 2 ‘nin alt tipidir [60].

intestinal Tip; Tip 1 mide kanserinde diskrete bezler konnektif doku
etrafinda bulunur ve barsak kanserini andirir. intestinal metaplaziden kdken
alir. Yuksek riskli kigilerde bulunur. Erkeklerde ve yaslilarda goralmesi daha

siktir.
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Diffuz Tip; Kotu prognoza sahiptir. Daha az diferansiye ve yogun
musin igerigi vardir. Yogun musin nedeniyle tagl yuzik hucre (signet ring

cell) géranuma verir. Genglerde ve kadinlarda daha sik rastlanir [61].

2.4. Erken Mide Kanseri

Erken mide kanseri 1963 yilinda Japon Mide Kanseri Arastirma Cemiyeti
tarafindan tanimlanmigtir. Bu tanima goére lenf nodu tutulumuna
bakilmaksizin mukoza veya submukozaya sinirli mide adenokarsinomuna
erken mide kanseri denir [62,63].

Metastatik mide kanserinin sitotoksik kemoterapi sonrasinda yasam suresi 1
yihn altindadir [64]. Mortalite ve morbiditenin fazla olmasi nedeniyle bazi
ulkelerde erken tarama programlari yapiimaktadir. Erken mide kanserinde
endomukozal rezeksiyon ile sagkalim artmis ve 5 yillik yasam sansi % 96.8

olarak gdsterilmektedir [65].

Tablo 2: Erken Mide Kanserinde Endoskopik Siniflamasi [66]

. o Pedlnkullu Ip
Tip 1 - Polipoid tip (Protruted) : .
Sessil Is

Biraz Ylksek (Superfisial elevated) lla
Tip 2 — Yiizeyel tip (superficial) :  Duz (Flat tip) llb

Yuzeyel Deprese (Superfisial Depressed) lic

Tip 3 — Ulsere tip (Excavated) : Ulsere Tip Il
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Sekil - 3 Erken Mide Kanseri Endoskopik Siniflamasi [66]

Type | f\_ Protruded
Mucosa

Submucosa

Muscularis
propria

Type Ila Superficial Elevated

i e Mucosa

Submucosa

Muscularis
propria

Type 1Ib Flat type

Mucosa

Submucosa

Muscularis
propria

Type llc Superficial depressed

- - Mucosa

- -~ - - -~ - - -~ - - - -~ g - -~ -

Submucosa

Muscularis
propria

Type 111 Excavated

Mucosa
U Submucosa

Muscularis
propria




2.5. Mide Kanserinde Yayilim ve Evreleme

Mide kanseri erken dénemde nadiren semptoma neden olur. Kilo
kaybi gozlenebilmekle birlikte siklikla ileri evrede gozukur. Hastalar ya
katobolizma nedeniyle kaybettikleri enerjiyi karsilayamazlar ya da hastalarda
disfaji, karin agrisi nedeniyle oral alimda azalma go6zlenir. Disfaji siklikla
0zofagus mide bilesikesinde, proksimal mide tutulumunda go6zlenir.
Hastalarda mide bulantisi ¢ogunlukla linitis plastika gibi ileri evrede ya da
distal tutulumu olan blylk kitlelerde saptanabilir. ileri evrede kitleden
kanama gozlenmekteyse de her evrede karsilagilabilinir. Hastalarda evrenin
ilerlemesine bagli Myenterik pleksusun tutulmasi ve sonrasinda akalazya
benzeri semptomlar olusabilir [67,68].

Hastalarda siddetli semptomlarin ileri evrede gorulmesi ¢ogunlukla
taninin gecikmesinde faktordur. Ayrica mide kanserine 6zel biomarkerlarin
bulunmamasi, kisiye 6zgl kemoterapi rejiminin yoklugu da disuk yasam

suresine yol agmaktadir [69].

Kanser 3 sekilde yayillim gdsterebilir.

Viicut Bosluklarn ve Yiizeyleri Yoluyla Yayilma: Malign timoérlerde timor
kitlesinden kopan hicreler vicut bosluklarini ¢cevreleyen ylzeylere ulasarak
vucut boslugundaki komgu doku ve organlara yayilabilmektedir.

Lenf Damarlar Yoluyla Yayillma: Karsinomlar genellikle bu yolla yayilim
gosterirler. Bolgesel lenf dugimlerine ulasan kanser hicreleri burada tutulur.
Lenf dugumleri yayilimi engellemeye caligirlar, ancak bir sure sonra kanser
hdcreleri burada yerlesip buyumeye neden olur.

Kan Damarlarni Yoluyla Yayilma: Sarkomlar siklikla bu yolla yayilirlar.
Ozellikle vendz damarlarin ceperi kanser hiicreleri tarafindan kolayca invaze
edilebilirler. Kopan tumor hicreleri kan akimina karisir. Kan dolasimi yoluyla
metastazlar en sik karaciger ve akcigerde gorulur. Tiroid follikiler karsinom,
Renal hicreli karsinom ve hepatosellller karsinom hematojen yolla yayilan

kanserlere iyi birer drnektirler [70,71].
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Mide kanserinde en sik uzak metastaz karaciger, peritona ve bolgesel

olmayan ya da uzak lenf noduna olur. Daha az siklikla over, santral sinir
sistemi, kemik, akciger ve yumusak dokuya metastaz gozlenir.
Lenfatik yolla yayllmaya baslayan mide timorinde fizik muayenede en sik
bulgu sol supraklavikuler lenf nodu (Virchow nodulu) tutulumudur. Ayrica
umblikal bolge etrafinda noduler tutulum (Sister Marry Joseph) ve sol aksiller
lenf nodu (irish noduili) tutulumu gérilebilir.

Hastalarda periton yayilimina bagl olarak over tutulumu (Krukenberg
tumoru) ve rektum tutulumu (Blummer shelf) gorulebilir. Diger organlarin over
metastazi da benzer gérinuim verebilir.

Asit olusan hastalarda peritoneal kasrinomatozis dustnulmeli. Sarilik
gelisen ve alkelen fosfataz dlizeyi yukselen hastalarda karaciger metastazi
dusundlmelidir [59].

Tablo 3: Mide Kanserinde TNM Evreleme Sistemi [72]

Primer timor (T)

X Primer timér saptanamadi

TO Primer timore ait bulgu yok

Tis Karsinoma in situ

T1 TUmar lamina propria-muskularis mukoza-submukozayi tutmustur
Tla TUmor lamina propria veya muskularis mukozayi tutmustur

T1ib Tumoér submukozayi tutmustur

T2 TUmor muskularis propriay tutmustur

T3 Subserozay tutmustur,visseral periton, komsgu organ tutulumu yok
T4 TUmor seroza (visseral periton), komsu organlari tutmustur

T4a TUmor serozayi (visseral periton) tutmustur

T4b Timor komsu organlari tutmustur

Lenf Nodu Metastazi (N)

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

N2 3-6 lenf nodu metastazi

N3 7 veya daha ¢ok lenf nodu metastazi
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Sekil - 4 : Mide Kanserinde TNM Evreleme Sistemi [73]
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Tablo 4: Mide Kanseri TNM Evreleme Sistemi [59]

Evre
[

T
T1
T1

T2
T1

T2
T3
T2
T3
T4

T4
TX

22

N
NO
N1

NO
N2

N1
NO
N2
N2
NO

N2
NXx

M
MO
MO

MO
MO

MO
MO

MO
MO
MO
MO
M1



2.6. Mide Kanserinde Prognoz ve Prognostik Faktorler

Mide kanserinde en 6nemli prognostik faktor hastaligin evresidir. Bu
yuzden Dogu Asya ulkelerinin bir kisminda erken tani i¢in tarama programlari
erken yaslarda yapilmaktadir. Amerika da tum mide kanseri hastalarinda 5
yillik sagkalim %29 iken Japonya da bu rakam %60 ° lara ulasmaktadir.
Bunun nedeni olarak erken yasta baglayan genis taramalar gosterilmektedir.
Hastalikta yasam suresini tek uzatan faktorin erken saptanmasi oldugu
gOsterilmigtir [74].

Mide kanserinde histolojik yapidaki degisikliklerin tek basina prediktif
bir faktor olmadigi disunulmektedir [59].

Cinsiyet ve yas Uzerine yapilan gesitli calismalar bulunmaktadir. Daha
siklikla ileri yaglarda gorulmekle birlikte erken yasta mide kanserinin
prognozu daha koétu seyretmektedir. Cinsiyetin prognozdaki rolu belli degildir
[59].

2.7. Mide Kanserinde Tumor Belirtegleri

Tamor belirteglerinin - icinde net belirleyici  bir marker tespit
edilememigtir. Erken tespitin prognoz igin énemli oldugu mide kanserinde bu
yonden dolayr tumor markerlarn arastirma konusu olarak hep gundemde
kalmistir.

Serum karsinoembriojenik antijen (CEA) mide kanseri hastalarinda
yukselebilmektedir. CEA yuksekligi hastalarin %15.8-5 ‘inde saptanmaktadir.
Diger belirteclerin oranina bakildiginda ise CA19-9 %23.1-50 arasinda ve
guncel bir calisma konus olan CA72-4 %18.6-58 arasinda saptanmigtir [75].

CEA degerindeki yukseklik siklikla lenf nodu tutulumu olan hastalarda
g6zlenmektedir [75]. CA19-9 ve CA72-4 pozitifligi olan hastalarin ortak
oldugu goérulmustur. CA72.4 pozitifligi olan hastalar gogunlukla ileri evrede ve
hastalarin lenf nodu tutulumu, uzak organ metastaz varlidi bulunmaktadir
[75,76].

Erken tani ve tedavi amaciyla gincel olarak yeni birgok marker ve bazi

onkogenler Uzerinde de calisiimaktadir. Akciger kanserinde rolu agik olarak
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bilinen bir aday onkogen olan PRR11 ‘nin mide kanseri igin yapilan

calismalari da tani igin umut verici olmustur [77].

2.8. Mide Kanseri Patogenezi

Hucre ve tumor gelisimindeki genetik bilgilerimizin kisith olmasina
ragmen mide kanseri geligsimi ile ilgili olarak bazi genetik on bilgiler
saptanmigtir. Mide kanseri ile ilgili olan molekuler ve biyolojik ¢alismalar
sonucu kanser patogenezi hakkindaki bilgiler hizla artmaktadir. Kanser;
genetik yatkinlik, enfeksiyoz etkenler ve cevresel etkiler arasindaki etkilesim
sonucu uzun surede ortaya ¢ikdigi dusunulmektedir.

Enfeksiydz etkenler arasinda en énemli roli HP ve EBV (Ebstain-Barr
Virlisli ) oynamaktadir [78,79]. Ozellikle SabA, BabA, CagA ve VacA pozitif
olan HP suslari mide kanseri igin suglanmis ve bir¢ok calismada iligkisi
gosterilmistir. CagA (+), VacA s1-ml varyantlari bulunan HP mide kasnerinin
siddeti ve prognozu ile iligskilendirilmistir [80]. HP enfeksiyonu apoptozdan ve
profilerasyondan sorumlu bulunan p120 proteini ve B- kateninin cekirdek
icine translokasyonunu bozar. Bdylece proliferasyon ve apopotoz sureci
hasarlanir [80]. EBV monoklonal ekspresyonu ile RNA hasari ve viral kapside
karsi olusan antikor seviyesi ylkseltir. Mide kanseri hastalarinda kronik EBV
orani %10-20 bulunmustur [81,82,83]. EBV enfeksiyonu disuk TNM
evrelemesi ve uzun sagkalimla iligkili bulunmus ve olumlu katkisi oldugu
dusunulmustur[84,85]. Bunlarla bilrlikte IL-1B, TNF-y ve IL-10 gibi genetik
faktorlerde kanser gelisimi ile ilgilidir. Ayrica sigara, beslenme sekilleri gibi
bircok cevresel faktor de bulunmaktadir. Tium bunlara ragmen kanser
patogenezinin net olmamasi akillara kodlanmayan genetik faktorlerin
olabilecegini  akila  getirmektedir.  Kodlamayan  genetik  faktorler
transkripsiyonel faktorleri kontrol ettigi dusundlmektedir. Kodlanamayan
genetik faktorlere tek nukleotid polimorfizmi (SNPs), DNA metilasyonu,
dizenleyici miRNA’ lar, histon modifikasyonu ve hicre ¢ogalmasinda gorevli
diger organizasyonlardan sorumlu kodlanmayan RNA’lar 6rnek olarak
gOsterilebilinir [86,87].
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2.9. Mide Kanserinde Prekanserdz Lezyonlarda Takip

Mide kanserinin mevcut bir tarama sitemi bulunmamaktadir. Ancak
sekonder koruma yontemleri ile prekanserdz lezyonlarin tespiti ile erken tani
sansi artirir. Erken tani ile uzun survi ve kaliteli bir yagsam saglanir.

Son yillara kadar prekansertz lezyonlar olan intestinal metaplazi ve
atrofik gastrit igin belirgin bir takip diagrami bulunmamaktaydi. Son
zamanlarda Avrupa klavuzlarinda intestinal metaplazi ve atrofik gastrit
hastalari i¢in 3 yillik takipler dnerilmektedir. Ancak antruma sinirli intestinal
metaplazi ve atrofik gastrit hastalarinda endoskopik ve veya histolojik takip
gerekli olmadig1 savunulmaktadir [88,89].

Bu bilgiler i1si1dinda yapilan son yillardaki calismalarda bazi hasta
gruplarinda 3 yillik izlemlerin yetersiz oldugu dusunulmektedir. Hastalarin
eslik eden cevresel faktorleri, birinci derece akrabalarinda mide kanseri
oykusu bulunmasi, sigara igmeleri, beslenme sekilleri ve IM tipi gibi birgok
faktor mide kanseri gidisini etkiledigi icin her hastada prekanser6z lezyonlar
ayni sekilde seyretmeyebilir. Sonug olarak sekonder koruma agisindan bu tip
hastalarda 3 yillik izlemler yetersiz kalabilir [90].

ileri evre mide kanseri tespiti icin yeterli olarak goériilen standart
endoskopi IM tanisi icin yeterli gérilmemektedir. Yulksek ¢6zunurllkla
blayuklukte o6zelligi olan kromoendoskopi IM ve displazi tanisi igin daha
degerlidir. IM icin kromoendoskopinin duyarligi % 76 ve 6zgullugu % 84 * tur.
Displazi i¢in bakildiginda ise kromoendoskopinin duyarlihdi % 97 ve
0zgulligu % 81 * dir. Ancak kromoendoskopi pahali bir ydntem olup; zaman,
egitilmis teknik ekip ve donanimli bir galisma alani gerektirmektedir. Diger bir
onemli ve kullanimi giderek artan tani yontemi de narrow band
goruntulemedir. Malign ve malign olmayan lezyonlari ayirt etmede duyarhligi
% 97 ve 6zgullugu % 84° dur [91].
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2.10. Mide Kanserinde Tedavi Yaklagimlari

Mide kanserinde primer tedavi halen cerrahi tedavi olarak
goOrulmektedir. Cerrahi yontemini belirlemede ve tedavi kararinda kanserin
lokalizasyonu, lokal yayilimi, evresi, uzak organ metastazi 6nemlidir.

Tarihsel surece bakildiginda mide kanseri tedavisinde ilk cerrahi
yontem 1881 yilinda Theodore Billroth tarafindan Therese Heller isimli 43
yasindaki bir hastaya Viyana da gastroduodenoskopi seklinde uygulanmistir.
Daha sonra bu operasyona Billroth-1 adi verilmistir. Hastanin operasyon
sonrasinda 4 ay yasamistir [59].

Cerrahi tedavi kuratif ve palyatif olarak 2 kisimda incelenebilir. Evre
T1/2 olan hastalarda kuratif tedavi uygulanabilinir. Evre T3 ve daha ileri
evrelerde palyatif cerrahi tedavi dustunulmelidir [92].

Erken mide kanseri tanisi ile mortalite ve morbidite belirgin oranda
azalmaktadir. Evre IA timorlerde submukozal rezeksiyon lenf nodu tutulumu
orani belirgin dizeyde az oldugu icin yeterli olmaktadir. Ancak cikarilan
patoloji preperatinda submukoza tutulumu varsa hastalar dikkatli
degerlendiriimelidir. Submukoza invazyonu olan hastalarda lenf nodu tutulum
orani artmaktadir. Evre IB hasatlarda segmental gastrektomiler ve lokal
eksizyonlar daha guvenilirdir [93].

Midenin genis ve yaygin lenfatik agi nedeniyle ileri evre mide
kanserinde cerrahi yaklagimda diffuz tipte primer lezyonun proksimal ve
distal 6-8 cm; intestinal tipte proksimal ve distal 3 cm cerrahi sinir yeterlidir
[92,93].

Operasyon sonrasinda reziduel tumor dokusu yoksa RO, mikroskobik
rezidiel timor varliginda R1 ve makroskopik reziduel timoérde R3 olarak
isimlendirme yapilr [93].R2

ileri evre, cerrahi tedavi ile survi uzatma sansi olmayan hastalarda
inatgl agri, beslenme bozuklugu, kanama ve tikanma gibi problemlerde
palyatif cerrahi gindeme gelebilir. Hastalara bu amacla palyatif rezeksiyon,

gastrojejinostomi, endoskopik stent yerlestiriimesi gibi islemler uygulanir [93].
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Radyoterapi kemoterapiye ek olarak hastalarda uygulanir. 4500-5000
radlik i1sinlama hastalarda onerilmektedir. Isin alanina giren bobrek, spinal
kord ve ince barsaklarin radyosensitif olmasi nedeniyle doz sinirlandiriimasi
yapilmalidir. Surviye belirgin katkisi yoktur [92,93].

Son yillarda tedavi yontemleri arasinda kemoterapide 6nemli gelisme
gOrulmustur. Adjuvan ve neoadjuvan olarak uygulanabilinir. Adjuvan
kemoterapinin sagkalimi uzattigi ve relapsi azalttigi gosterilmigtir.  Kuaratif
cerrahi olanaginin bulunmadigi ileri evre mide kanserlilerde tek ajan
kemoterapiye gore ¢oklu tedavilerin daha yararli oldugu belirtiimektedir
[92,93].

2.11 Mide Kanseri ve Genetik

Mide kanserinde cevresel faktorlerin yani sira genetik unsurlar da
onem arz eder. Bu genetik faktorlerden en Onemlilerinden birisi
proinflamatuar genlerden olan IL-1b’ nin polimorfizmidir [94]. Glincel bir
calismada ise bir ¢ok tek nukleotid polimorfizm (SNPs) kombinasyonunun [
interleukin 1-B (IL-1 B), interleukin 1 reseptdr antagonist (IL-1RN), timor
nekrosis factor- a (TNF- a) ve interleukin 10 (IL-10) ] HP pozitif saptanan
hastalarda mide kanseri riski arttirdigi gosterilmigtir [95]. HP pozitif
hastalarda bu riskin artmasi inflamasyonun bu stregteki Gnemini géz énine
cikartmaktadir.

Mide kanserinde genetik faktorlerin rolini kanitlayan yeni guncel
calismalardan birisi de prostat kok hucre antijeni (PSCA)‘ dir. PSCA pozitif
hastalar da mide epitelyal hicre proliferasyonuna ve diffiz mide kanserine
yatkinlik oldugu saptanmigtir [96,97,98].

Herediter mide kanseri sendromuna nadir rastlaniimaktadir. Yaklasik
olarak %1-3 izlenir. 3 tip olarak incelenebilinir. Bu tipler herediter diffuz mide
kanseri, proksimal mide de polipozis ile seyreden gastrik mide kanseri ve
ailesel intestinel mide kanseridir [99]. Herediter mide kanseri siklikla E-

kadherin mutasyonu ile iligkilendirilmistir.
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Guncel c¢alismalar mide kanserinde molekuler yolaklar Uzerine
yogunlagsmigtir. Molekuler yolaklarin anlasiimasi hastaligin tedavisi igin
onemli bir yol katedilmesini saglamistir. Bunun en énemli gostergesi TOGA
(Trastuzumab for Gastric Cancer) calismasinda transtuzumabin (HER2
hedef alan antikor) Her2/neu reseptor tirozin kinaz pozitif hastalarda etkili
olmasi gosterilebilinir [100]. Bu molekuler genetik calismalar iginde
epigenetik calismalar, mRNA mutasyonlari, gen flizyonlari, alt splicing,
mikrosatellit instabilite ve miRNA mutasyonlari gibi konu basliklari agirlik
kazanmaktadir. Ornegin mikrosatellit instabilite; DNA yanlis onarimina yol
agan bu hasar yeni kusak siralamali ¢alismalarda mide kanseri hastalarinda
%15-20 oraninda pozitif saptanmistir [99].

Sekil - 5: Mide Kanserinde Molekuler Genetik [99]

Mutation

Oncogenes: KRAS, PIKICA, CTNBBT,
NRG1, ERBBS, ERBBY, RHOA

TSGs: TP53, COH1, ARIDIA, BCOR,
FAT4, RNF43, MUCE

mIRNA sCNA

OncomiRs: miR21, miR27a, miR130b,
MIR365, miR200, miRk210
TS miRs: mIR3TS, mIR4BE, miR204, mIRZSc

Amps: HER2ERBB2, FGFR2, EGFR, MET, KRAS,
NRAS, VEGFA, CCND1, CCNET, COK6, GATA4,
KLFs, OCTT

Dels: WWOX1, RB1, PARK2, FHIT, CDKN2A/B,
PDE4D, mir-101a

Alt splicing Gene fusion

CDd4d varlants, ZAK kinase,
PPPIR18-STARDI (read-through franscription)

RAF tusions, CO44-SLC1A2,
CLON18-ARNGAP26, ROST fuslons

MANA Epigenetics
Subtypes: CINMSVGSEBY, DNA mathylation: COHY, RUNX3, p16, PMLHT,
G-INT/G-DIF, Pra'Mesen/Motad PLA2G2A, SULF2, BMPS, CIMP phenotype
Prognosis: 6-gene risk score, Stage Il prognosis

sgnature
Pathways: AMPKHNF&WS:,
acquired cisplatin resistance signature
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2.12 Sinyal Yolaklan

Sinyal yolaklarin hicrelerin nukleuslarinda bilgi transformasyonunda
rol oynarlar. Bu bilgi aktarimi ile gen transkripsiyonu son bulur ve bir¢cok
hicresel sureg etkilenir. Sinyal yollarinin guincel aragtirmalarla ortaya ¢ikmasi
ile biyolojik sire¢ daha iyi anlasiimigtir. Hasarinda kanser olusumu ile
iliskilendirilen sinyal yolaklarina Wnt, JAK-STAT, MAP-KINAZ, Notch érnek

verilir.

2.12.1 Notch Sinyal Yolagi

Notch sinyal yolu gen regulasyonunu etkileyerek embriyonik ve erigkin
¢agda hucre diferansiyasyonuna neden olan énemli sinyal yollarindan biridir.
Endokardium ve miyokardium arasinda iletisim, noéronal sistem ve
hematopoetik kok hucre gcogalmasi gibi dnemli yollarda rol alir.

Notch proteinleri ylzeyde cesitli proteinlere baglanir. DSL ligandina
baglanan proteinler ile Notch reseptodrleri aktive olur. Notch reseptorlerinin
aktive olmasi ile y-secretase (presenilin) salinir. Gen regllasyonunu
saglayan cekirdek igindeki Notch aktive olur [101].

Transgenomik farelerde Notch4 aktive oldugu zaman adenokarsinom
gelistigi gosterilmistir. Notch1’ in aktivasyonu sonucunda RAS onkogeni
baskilanmaktadir [102].

2.12.2 JAK-STAT Sinyal Yolagi

JAK-STAT (jasus kinaz sinyal transducer and aktivator of transcription)
sinyal yolagl hucre dongusunde 6nemli rol oynar. Memelilerde 4 cesittir
(JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2).

JAK ve STAT interlokinlerden, bluyime faktdrlerinden ve sitokinlerden
gelen sinyalleri aktaran transmembran proteinleridir. JAK reseptdrinin
uyariilmasi ile otofosforilasyon olusur. Aktive olan fosfotirozine STAT
baglanir. Memelilerde 7 cesit STAT geni (STAT 1-4, STAT5A, STAT5B ve
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STATG6) bulunmaktadir. Uyarilan STAT dimerleri sitoplazmadan nukleusa
gecger. Nukleusta DNA’ ya baglanarak transkripsiyonu baglatirlar. STAT
geninin mutasyon ya da deregllasyonunda immun yetmezlik sendromlari ya

da kansere neden olabilirler [103].

2.12.3 RAS-MAPK Sinyal Yolagi

Kan sekeri glukoz konsantrasyonu ve gen ekstpresyonunu etkileyen
bircok mekanizmada etkilidir. RAS ve GDP kompleksinin RAF ile aktive
olmasi ile reseptor sinyali hicre icine aktarilir. Aktive olan MEK MAK’ 1 aktive
eder. Yolagin inhibe olmasi ile nasofaringeal karsinom arasinda baglanti

gOsterilmistir [104].

2.12.4 Wnt Sinyal Yolagi

Wnt sinyal yolagi evrim suresinde korunmus ve gelistirme, farklilasma,
hicre gogalmasi, morfoloji, motilite gibi dnemli sureglerde rol almigtir. Wnt
sinyal yolaginin kanserde onemi Axin/APC ve B-katenin arastiriimasi ile
artmistir [105].

19 tane Wnt sinyol yolu bulunmaktadir. Wnt1, Wnt3a ve Wnt8 Wnt/ 3-
kateninde rol oynayan Wnt proteinlerine o6rnek olarak verilir. 7 adet
transmembran protein ile baglanirlar. Sinyal iletimi icin LRP-5 ve LRP-6
koreseptor olarak gorev alir [106]. Aktive olan Wnt sinyal yolagr daginik bir
sekilde, muhtemelen fosfolipidlerle iliski iginde plazma membraninda bulunur.
Bu aktivitenin B-katenini etkiledigi dustnulmektedir [106]. Sitoplazmada
multiprotein kompleksi tarafindan konsantrasyonu ayarlanan [(-katenin,
proteosomlar iginde degrede olur. Bu kompleks Axin iskeletine monte olur.
Olusan kompleks B-katenin, APC (adenomatous polyposis coli)
serine/threonine kinases GSK3 ve casein kinase la/e igin baglayici alanlar
icerir [107,108,109,110]. Bu kompleks olusumu B-kateninin fosforilasyonu ve

degrede olmasini destekler.
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Wnt ligandinin yoklugunda 3-katenin yikim kompleksi gibi davranir. Bu
yikim APC, AXIN, fosforilasyonu destekleyen GSK3 (glukoz sentetaz kinaz
3) ve CK1 (casein kinaz 1) i de igerir. Yikim nedeniyle ubiquitylation ve
degregaasyon engellenir. Fosforilenmemis 3-katenin TCF (T hlcre faktorin) ¢

ye baglanir [111].

Sekil - 6: Wnt Sinyal Yolu [112]

N A L OF & Wnt ON
[ : Tl ’

ey 1) NSNS, 2 Sarao-ars

Kolerektal kanserlerin %70-80’ ninde APC mutasyonu bulunmaktadir.
Bazi wild-tip APC mutasyonlarini B-katenin mutasyonu igerir. Gulncel
kosullarda kolerektal kanser geligsimi igin 4 adet gen mutasyonu gerekli
oldugu dusunulmektedir. Bu 4 genin icinde APC’ de Onemli rol oynar.
Hepatoselller karsinomda da Wnt sinyal yolunun deregulasyonuna yol acan
AXxin ve B-katenin mutasyonu %20-30 oraninda bulunmaktadir [113].

Cogu Wnt ligandi Frizzled (FZD) reseptérine baglanir. Koreseptor
olan LRP-5 ve LRP-6 dustk dansiteli lipoprotein reseptdr iligkili protein

ailesindendir. iki reseptériinde hasarinda sinyalde belirgin azalma olur [114].
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2.12.4.1 Noncanonical (Kuralsiz) Wnt Sinyal Yolagi

Noncanonical (Kuralsiz) Wnt sinyal yolagi ile canonical (Standart) Wnt
sinyal yolagdi arasindaki temel fark her iki yolunda kendine 6zel ligandlarinin
olmasidir. Noncanonical (Kuralsiz) Wnt sinyal yolunu Wnt4, Wnt5a ve Wnt11
ligandlari aktive eder. Wnt ligandi FZD reseptorune baglanir. Bu baglanmayi

koreseptdr olan Knypek (Kny) ya da Ror2 destekler.

Sekil - 7 : Noncanonical (Kuralsiz) Wnt Sinyal Yolagi [115]
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Bu baglanma hicre iginde birden fazla ©6nemli dedisiklikle
sonuglanabilen CamKIll (Kalcium-kalmodulin bagimh kinaz 1) ve PKC
(Protein kinaz C) aktivasyonuna neden olur. Ayrica bu yollara alternatif olarak
membrani 7 kez gegen FZ reseptorine baglanan ve sinyallerin aktarimini
saglayan G protein iligkili bir yol daha bulunmaktadir. Boylece fosfolipaz C
(PLC) ve fosfodiesteraz E (PDE) aktive olur [115].
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2.12.4.2 Canonical (Standart) Wnt/ B-katenin Sinyal Yolagi

Wnt sinyal yollari icinde en iyi anlasilan ve hakkinda en iyi bilgi sahibi
olunandir. Bu yolda en énemli rol B-kateninindir. Membran Uzerinde E-
kaderine baglh olarak ya da sitoplazmada serbest olarak bulunur [116].
Wnt/B-katenin sinyal yolu Wnt ligandinin FZD’ ye LRP5-6 koreseptorleri
araciligi ile baglanmasiyla baglar. Olusan sinyal ile Axin, APC ve 3-kateninin

tarafindan olusan kompleks uyariyi iletir ve proteolizis olusur.

2.12.4.3 Wnt Sinyal Yolag: ile iligkili Hastaliklar

Whnt sinyal yoladi birgok hastalik ile iliskilendirilmistir. Ornek olarak
kanser, alzheimer, osteoartirit, kalp ve géz hastaliklarinin bir bolimunde Wnt
sinyal yolaginin hasari gosterilmigtir. Bu yuzden her zaman arastirma konusu
olarak glncelligini korumustur [117]. ila¢g arastimalari bu yolagin iyi
taninmasina ragmen agirlikh olarak potansiyel hedef ilaglar Gzerine olmustur.
Guncel calismalar ise reseptdr ligand iliskisine yonelik ilaglar Uzerine

seyretmektedir.

2.12.4.4 Wnt/ B-katenin Sinyal Yolaginin Kanser Olusumda Rolu

Wnt sinyal yolundaki mutasyonlar farkli kanser tiurlerine neden
olabilmektedir. Sinyal yolundaki birgok molekul farkh kanser tirleri ile
iliskilendirilmistir. Bunlar icinde B-katenin en sik géze carpanidir.

GSK’ nin fosforilasyon ve ubikitinasyonuna direncgli mutant B-katenin
suslari ovaryan, deri ve ince barsak kanserleri ile iliskilendirilmigtir [118]. APC
ve B-kateninin kolon kanserindeki roli net olarak bilinmektedir [119]. Over,
uterin kanserleri ve melanomda sitoplazmik ya da g¢ekirdekteki (-kateninin
roli oldugu gorudlmastir [120]. Hepatoseluler karsinomlu olgularda da B-

katenin mutasyonu sikligi bilinmektedir [121].

33



Wnt sinyal yolu kanserle iligkisi net olarak gosterildigi ve birgok kanser
mekanizmasinda rol aldigi i¢in ila¢ ¢galismalarinda da guncelligini korumus bir

konudur. Bu ¢alismalar agirlikli olarak potansiyel hedef tedavisi seklindedir.

Sekil - 8: Wnt Sinyal Yolu ve Kanser Tedavi Caligmalari [122]

Glivec/Gleevec

sulindac sulfone
(exisulind)

artificial F-box
protein

endostatin

sulindac/
sulindac sulfide/
sulindac sutfone

small molecule
inhibitors,
NO-aspirin
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lll. GEREC VE YONTEM

Calisma Mayis 2014 ve Eylul 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 edilmigtir. Bu ¢alisma
ile ilgili etik kurul onayi, Celal Bayar Universitesi Tip Fakultesi Dekanligi
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul Baskanhginin 16.04.2014 tarih ve 161 sayili

onayi ile gergeklestirilmigtir.

3.1. Calisma Dizayni ve Hastalar

Eylil 2014 ve Eylil 2015 tarihleri arasinda Celal Bayar Universitesi
Gastroenteroloji Bilim Dal’'na muracaat eden toplam 104 hasta calismaya
dahil edildi. Olgular mide kanseri grubu, intestinal metaplazi grubu ve kontrol
grubu olmak Uzere 3 gruba ayrildi. Endoskopi yapilan ve biyopsi alinan 34
Mide kanserli olgu, 45 Intestinal Metaplazi'li olgu ve (st gastrointestinal
sistem yakinmasi olan, Dispepsi yakinmasi ya da demir eksikligi anemisi
nedeni ile rutinde endoskopik biyopsisi yapilan; biyopsi-endoskopi sonucu
normal olan 25 olgu kontrol grubu olmak Uzere, asagida bahsedilen

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

Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri:

1. Mide kanseri tanisi olan, kemoterapi ya da radyoterapi tedavisi
almamis yeni tanili 18 yas Uzeri erigkin hastalar

2. intestinal metaplazi tanisi olan ve displazi agisindan kontrol
endoskopisi yapilan, 18 yas Uzerindeki erigkin hastalar

3. Dispepsi yakinmasi ya da demir eksikligi anemisi nedeni ile
rutinde endoskopik biyopsisi yapilan, endoskopide normal gorinimde olan

ve biyopsi patoloji sonucu normal olan 18 yas Uzeri erigkin saglikli génalluler
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Arastirmadan Diglama Kriterleri:

1. Mide kanseri tanisi ya da baska bir malignite nedeni ile

herhangi bir zamanda kemoterapi ya da radyoterapi almak

2. Mide kanser disinda bagka bir malignite tanisi almis olmak

3. Endoskopi sirasinda biyopsiyi kabul etmeyen olgular

4, Herhangi bir nedenle subtotal ya da total gastrektomi yapilan
olgular

Tum olgularin yas, cinsiyet, 0zgegmig/soygecmis hastaliklari
sorgulanarak kaydedildi.

intestinal Metaplazi hastalarinda endoskopide, rutin degerlendirme ve
tetkiklerinde saptanan; hastaligin yayginhgi, suresi veri olarak kaydedildi.
intestinal metaplazi hasta grubunda gegmiste mide malignite arastiriimasi
amacli yapilan endoskopik taramalarindaki tum patoloji degerlendirme
bulgulari retrospektif olarak arastirildi ve kaydedildi. Yine galismaya dahil
edildiginde yapilan endoskopi taramasinda alinan patoloji degerlendirmesi
icin alinan biyopsi materyalinde malignite kontroli yapildi ve veriler
kaydedildi.

Mide kanser tanisi alan hastalarin hepsinde evreleme amach BT ya da
PET/BT cekildi. Opere olmayan hastalar da BT ya da PET/BT, opere olan
hastalarda da BT, PET/BT ve operasyon sonrasi patolojik degerlendirmesi
yapilarak AJCC’ nin TNM siniflamasina gore hastalik evrelemesi yapildi.
Mide kanserli hastalarin biyopsi drnekleri ve opere oldu ise kolon rezeksiyon
materyallerinde timoér diferansiyasyonu, tumér tipi degerlendirildi  ve

sonuglari kaydedildi.

3.2. Endoskopi ve Doku Ornekleme iglemi

Tim hastalarin endoskopi tetkikleri Celal Bayar Universitesi
Gastroenteroloji Boliuminde galismayida gergeklestiren bes gastroenterolog

tarafindan (EK, HY, EE, EG, AB) tarafindan yapildi. Endoskopi islemi
Olympus Lucera CLV260SL marka cihaz ile gergeklestirildi. Kontrol grubu ve
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intestinal metaplazi tanisi olan hastalarin hepsinde tam endoskopik
degerlendirme vyapildi. Mide kanserli olgularda ise tumoér proksimaline
gegcilebilindi ise tim endoskopik degerlendirmesi yapildi. TUmor proksimaline
gecilemeyen mide kanserli olgularda ise tumoér proksimali abdominal BT ile
degerlendirildi. Mide kanseri hasta grubunda tumor dokusundan, intestinal
metaplazi hasta grubunda aktif inflamasyonun izlendigi mide mukozasindan
ve kontrol grubunda rutin tarama amacgl antrum mukozalarindan patolojik
degerlendirme amacli mukozal biyopsi 6rnegi olympus biyopsi forsepsi
kullanilarak mukozal biyopsi 6rnekleri alindi. Tim biyopsi 6rneklerinin patoloji
degerlendirmeleri Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dal’'nda yapild
ve sonuglarindaki verileri kaydedildi.

Mide kanserli olgularda timoér dokusundan, intestinal metaplazili
olgularda aktif inflamasyonunda izlendigi mide dokusundan, kontrol hasta
grubunda da normal goérunumli mukozadan WNT sinyal modifikasyon gen
analizi igin ayrica ikiser mukozal biyopsi 6rnedi olympus biyopsi forsepsi
kullanilarak alindi. Bu &rnekler hemen RNAlater RNA stabilizasyon
solisyonu (Qiagen, Germany) solusyonuna alinarak ve -80 ° C'de RNA

ekstraksiyonuna kadar saklandi.

3.3. RT-PCRile WNT Yolagi Genlerinin ifade Profili

Tum 104 olgunun mide mukozal biyopsi materyallerinden RNA
izolasyonu vyapildi. Olgulardan elde edilen RNA'dan cDNA sentez Kkiti
kullanilarak 104 olguya ait cDNA’lar elde edildi. ik asamada rastgele secilen
3 intestinal metaplazi, 3 mide kanser tanili olan ve 3 kontrol olgusuna ait
cDNA’lar RT-PCR-array platelerine yerlestirilerek 84 adet Wnt sinyal yolagi
genleri (arastirilacak 84 gen asagida tablo 3’te belirtiimistir) calisildi. ilk
asamada rastgele secilen bu 9 olguda 84 adet Wnt sinyal yolagi genlerinin
ekspresyonlari degerlendirildi. Bahsedilen 9 olguda degerlendirilen 84 gen
icinde Ozellikle eksprese olan ve literatir taramasi yapilarak mide kanser
dokusunda overeksprese olan 8 gen belirlendi. Bu degerlendirme sonucunda
RHOA, CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2, FzZD8, NFACT1, LRP5 Wnt
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sinyal yolagi genleri ve housekeeping gen olarak HPRT1 geni, geriye kalan
45 Intestinal Metaplazi’ li, 34 Mide kanser’ li ve 25 kontrol olgu olmak Uzere
toplam 104 bireyde ¢alisildi. Bu asamalarin hepsi Celal Bayar Universitesi
Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi.
Istatistiksel olglimler SPSS 21.0 programi ile Kikare ve ANOVA testleri
kullanilarak yapiimigtir.
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Tablo 5: Arastirilacak WNT Sinyal Yolagi Genleri

WNT Signaling Pathways:

Canonical: APC, AXIN1, AXIN2, CSNK1A1l, CTBP1, CTNNB1, CTNNBIP1
(ICAT), DKK1, DKK3, DVL1, DVL2, EP300, FRAT1, FzZD1, FZD2, FZD3,
FzZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD8, FZD9, GSK3B, LEF1, LRP5, LRP6,
NKD1, PORCN, RUVBL1, SFRP1, SFRP4, SKP2, SOX17, TCF7, TCF7L1,
WIF1, WNT1, WNT10A, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT6,
WNT7A, WNT7B, WNT8A.

Planar Cell Polarity (PCP): DAAM1, DVL1, DVL2, MAPK8 (JNK1), NKD1,
PRICKLE1, RHOA, VANGL2, WNT9A.

WNT/Ca+2: FZD2, NFATC1, WNT1, WNT10A, WNT11, WNT2, WNT2B,
WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT6, WNT7A, WNT7B,
WNTS8A, WNT9A.

WNT Signaling Negative Regulation: APC, AXIN1, AXIN2, BTRC
(bTrCP), CCND1, CTBP1, CTNNBIP1 (ICAT), DKK1, DKK3, FBXW11,
FRZB (FRP-3), KREMEN1, LRP6, NLK, NKD1, SFRP1, SFRP4, SOX17,
WIF1.

WNT Signaling Target Genes: AXIN2, BTRC (bTrCP), CCND1, CCND2,
DAB2, FOSL1 (FRA-1), JUN, MMP7, MYC, PITX2, PPARD, WISP1.
Developmental Processes:

Cell Fate: CTNNB1, DKK1, WNT1, WNT3, WNT3A.

Tissue Polarity: AXIN2, FZD2, FZD3, FZD5, FZD6, VANGL2.

Cell Growth & Proliferation: APC, CCND1, CCND2, CTBP1, CTNNB1,
CTNNBIP1 (ICAT), DAB2, EP300, FGF4, FOSL1, FZD3, JUN, LRP5,
MMP7, MYC, PPARD, WISP1, WNT3A.

Cell Migration: APC, DKK1, LRP5, LRP6, RHOA, WNTL1.

Cell Cycle: APC, BTRC (bTrCP), CCND1, CCND2, CTNNB1, EP300,
FOSL1, JUN, MYC, RHOA, RUVBL1, TCF7L1.

Cellular Homeostasis: APC, FZD2, JUN, MYC.

Pathway Activity Signature Genes: BOD1, CALM1, CCND1, CCND2,
CHSY1, CXADR, CYP4V2, HSPA12A, LEF1, MT1A, MTFP1, MTSS1,
MYC, NAV2, PRMT6, SKP2.
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1)

2)

3)

4)

5)

3.3.1. Hazirlanan Sollisyonlar

RTL Solisyonu: 1ml RTL solisyonuna 10 pl B merkaptoetanol
eklenerek hazirlandi.
Buffer RPE: RNA izolasyon Kkitinin konsatre olarak sagladigi RPE

solisyonuna 4 volum etanol eklenerek hazirlandi.

%70’lik Etanol: 70 ml Etanol distile su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirlandi.
Dnase | Solusyonu: Liyofiize DNase I' i 550 pyl RNase-free suda

¢ozuldu. Siseyi alt Ust ederek yavasca karistirildi. Vortekslenmedi.
DNase | inkiibasyon Miksi: 70 pl Buffer RDD ‘ye 10 ul DNase | stok
solisyonundan eklendi. Yavagcga tubu alt Ust edilerek karistirildi. Tubun

yanlarinda kalan sivilari toplamak igin kisa bir santrifd; edildi.

3.3.2. Dokulardan RNA izolasyonu

1)

Dokudan RNA izolasyonu ticari olarak saglanan RNeasy Mini Kit

(Qiagen, Germany) kullanilarak yapildi.

2)

3)

4)

5)

6)

7

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

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

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

Olusan lizat 3 dk full hizda santrifuj edildi. Dikkatlice stipernatan kismi
uzaklastirildi ve onu yeni bir ependorf tiplne transfer edildi.
Temizlenmis lizata 1 hacim %70’ lik etanol eklenerek, pipetle hemen
karistirildi. Santrifij yapiimadi.

2 ml’lik toplama tupu igerisine yerlestiriimis bir RNeasy spin kolonuna
700 pl dérnek transfer edildi. Kapak nazikge kapatilarak =8000 g (=
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10000 rpm) de 15 saniye santrifuj edildi. Altta toplanan sivi atildi.
Sonraki adim igin yeni bir toplama tupu yerlestirildi.

8) Eger 6rnek hacmi 700 ul yi asarsa ayni RNeasy spin kolonunda birbirini
izleyen aliquatlari santriflj edildi. Her santrifijden sonra altta toplanan
sivi atildi.

9) DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak icin bu adimdan sonra
kolonda DNA kesimi yapildi.

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

11) DNase | inkibasyon miksini (80 ul) direkt olarak RNeasy spin kolon
zarina eklenerek 15 dakika (20-30°C) inkube edildi.

12) 350 yL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapagi nazikge
kapatildi. Kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santriflj edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden
yerlestirildi.

13) 350 pL Buffer RW1 ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikge
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santriflj edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlpu yeniden
yerlestirildi.

14) 500 pL Buffer RPE ‘i RNeasy spin kolona eklendi. Kapak nazikce
kapatilarak kolon zarini yikamak igin 28000 g (= 10000 rpm) de 15
saniye santriflj edildi. Altta toplanan sivi atildi. Toplama tlipu yeniden
yerlestirildi.

15) 500 pL 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 tliplU yeniden
yerlestirildi.

16) Yeni bir 2 ml toplama tlpunu RNeasy spin kolon yerlestirildi ve altta
kala siviyi iceren eski toplama tupu atildi. Kapagi nazikge kapatildi ve
full hizda 1 dk santriftj edildi.
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17) RNeasy spin kolonu yeni bir 1,5 ml ‘lik toplama tipune yerlestirildi. 30-
50 pl RNase free suyu direkt olarak spin kolon zarina eklendi. Kapagi
nazikce kapatilarak RNA ‘yi dilue etmek igin =8000 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
tuptne 8 pl RNA 6rnegi, 2 pl GE (6XgDNAElimination buffer) konularak
PCR cihazina yuklendi.

2) 42 °C da 5 dk. inkiibe edildi.

3) Baska bir PCR tuplinde 4 pyl BC3(5XRT Buffer 3), 1 ul P2 ( Primer X
External Control mix), 2 yl RE3(RT Enzyme Mix 3), 3 yl H20 den olusan
PCR kokteyli hazirlandi.

4) PCR kokteyli 1s1 dongu cihazindan ¢ikan PCR tliplne eklendi ve PCR
tUpu tekrar cihaza yuklendi.

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

ornekleri dilue edildi.

3.3.4. RT-PCR Array Yuklemesi

1. RT- PCR array yuklemesi igin toplam hacim 2300 pl olacak sekilde ;
102 pl dilue cDNA , 1150 pl 2X RT2 SYBR Green ROX FAST Master
mixi , 1048 pl H20O den olusan array kokteyli hazirlandi.

2. Array kokteyli her bir kuyucuga 20 pl olacak sekilde 96 kuyucuklu
Human Epigenetic Chromatin Modification Enzymes RT? Profiler™
PCR Arrayine yuklendi.

3. Arraylar Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen, Germany)
cihazina konuldu. Aktivasyon icin 95 °C 10 dak, 40 déngi olacak
sekilde 95 °C 15 sn ve 60 °C 30 sn da inkiibe edildi.

4. http://'www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php web
sitesindeki yazilim kullanilarak array data analizleri yapildi.

5. Array data analizleri sonucu yuksek ve dusuk eksprese olan
genlerden 8 gen Real-Time PCR g¢alismasi igin segildi.

42


http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php

3.3.5. Real-Time PCR

. Array data analizleri sonucu yiksek ve dusik eksprese olan genlerden 8
gen icin (RHOA, CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2, FZD8, NFACT1,
LRP5 genleri + housekeeping gen HPRT1 geni) c-DNA ornekleri Real-
Time PCR c¢alismasina alindi.

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

. Bunun igin her bir 6érnek basina SYBR green Master Mix'den 12,5 pl,
Primer (10 pmol)den 1 pl alindi ve 2,2 pyl cDNA eklenerek reaksiyon
karigsimi hazirladi. Bu karisima toplam volum 25 pl'ye tamamlanacak
sekilde dH20 eklendi. Tum karisim hazirlama iglemleri buz Uzerinde
gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin hazirlanan bu PCR karisimlari
amplifikasyon igin Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Qiagen,
Germany) 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 Ug¢ sikusun 40 kere tekrarlanmasi ve son
uzama 2°C’de 2 dakika olarak uygulandi. PCR sartlari ¢alismaya 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

intestinal Metaplazi, mide kanser ve kontrol gruplarinin gen ekspresyonlari
karsilastirildi. Mide kanseri hastalarinda prognostik belirtegler olan hastalik
evresi, tumor difensiyasyonu, CEA duzeyine gore alt gruplara ayrilarak gen
ekspresyon analizi yapildi. intesitinal Metaplazi hastalarinda mide kanser
gelisimi icin risk faktdérl olan hastalik yayginligi, siresi ve inflamasyon
siddetine gore alt gruplara ayrilarak gen ekspresyon analizi yapildi.

Wnt sinyal yolagi 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 1g1ginda her PCR reaksiyonu icin ortalama Ct degerleri ve T test ile
bir P degeri hesaplandi. Ct>33 olanlar hesaplamaya dahil edildi. Fold-change
and fold-regulation degerleri 2 ve Uzeri olan genler over reglle 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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[V. SONUCLAR

4.1. Hasta Gruplari

Endoskopi bulgulari ve patoloji sonucu ile mide kanseri teshisi konmus
34 hasta, intestinal metaplazi tanisi almig 45 hasta ve normal saptanan 25
hasta olmak Uzere toplam 104 kisi calismaya alindi.

Calisma grubundaki hastalarin yas ortalamasi 56.09 + 10.1 olarak
saptandi. Mide kanseri hasta grubunun yas ortalamasi 58,85 + 7.5, intestinal
metaplazi hasta grubunun yas ortalamasi 54,71 £ 12.5 ve kontrol grubunun
yas ortalamasi 54,84 + 7.4 olarak saptandi. Bu U¢ grup yas olarak birbirleri ile
karsilastirildigi zaman ise anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,152) (Tablo 6)

Calisma grubundaki toplam 104 olgu iginde erkek cinsiyet orani %
64.4 (n=67) olarak saptandi. Mide kanseri, intestinal metaplazi ve kontrol
gruplar cinsiyet agisindan birbirleri ile kargilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (Mide Kanseri E/K: 23/11; IM E/K: 29/16, Kontrol
E/K: 14/11 ve p: 0,583) (Tablo 6).

Tablo 6: Hasta Gruplari ve Genel Parametreler

Mide intestinal Kontrol
Kanseri Metaplazi (n=25) P
(n=34) (n=45)
Yas 58,85+ 7.5 54,71 +12.5 5484+7.4 0.152
o Erkek % 68 (Nn=23) % 64 (n=29) % 60 (n=14)
Cinsiyet 0.583

Kadin % 32 (n=11) % 36 (n=16) % 40 (n=11)
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4.1.1. Mide Kanserli Hastalar ve Alt Gruplari

Mide kanserli hastalarda tumoran agirlikh olarak proksimal midede
lokalize oldugu izlendi. Lokalizasyonuna gére dagihm oranlari Proksimal
Mide: % 47 (n=16), Distal Mide: % 35 (n=12) ve Diffuz Mide tutulumu: % 18
(n=6) olarak saptandi (Grafik 1).

Grafik 1: Mide Kanserli Hastalarda Tumorin
Lokalizasyonu
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M Proksimal m Distal m Diffliz

34 mide kanserli olgularin 371’inin tim vicut bilgisayarli tomografi
goruntuleri oldugu goéruldi. 31 hastanin %52’sinde (n=16) tani1 aninda uzak

metastazi saptandi (Grafik 2).
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Grafik 2: Mide Kanserli Hastalarda Metastaz
Varligi
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Uzak metastazi olan hastalarin % 56 (n=9)’sinda periton metastazi
oldugu goruldu. Diger uzak metastazlar %32 (n=5) karaciger, %6 (n=1)

pankreas ve %6 (n=1) akciger olarak saptandi (Grafik 3).

Grafik 3: Mide Kanserli Hastalarda Metastaz
Lokalizasyonu
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Mide kanserli hastalarin tani sonrasi 34 hastanin %53 (n=16) exitus
oldugu saptandi (Grafik 4). Survi oranlarina bakildiginda hastalarin %29’nun
(n=10) 3 aydan daha az, %24'nun (n=8) 3 ay ile 1 yil arasinda oldugu
goruldiu (Grafik 5).

Grafik 4: Mide Kanseri Hastalarinin Exitus Orani
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Grafik 5: Mide Kanseri Hastalarinda Survi Oranlari
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4.1.2. intestinal Metaplazili Hastalar ve Alt Gruplari

intestinal Metaplazili hastalarinin %31’inde (n=14) HP pozitif saptandi
(Grafik 6).

Grafik 6: intestinal Metaplazili Hastalarda HP
Prevelansi
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4.2. WNT Sinyal Yolagi Gen Ekspresyon Analizi

ilk asamada rastgele secilen 9 olguda (3 Mide kanseri, 3 IM ve 3
kontrol) 84 adet WNT sinyal yolu ile ilgili genin ekspresyonlari degerlendirildi.
Bahsedilen 9 olguda degerlendirilen 84 gen icinde Ozellikle eksprese olan ve
literatlr taramasi yapilarak mide kanseri dokusunda yuksek ya da dusuk
eksprese olmasi beklenen 8 gen belirlendi. Bu degerlendirme sonucunda
RHOA, CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2, FZD8, NFACT1 ve LRP5 WNT
sinyal yolu genlerinin ve housekeeping gen olarak HPRT1 geni, geriye kalan
31 Mide Kanserli, 42 intestinal Metaplazi’ li ve 22 kontrol olgu olmak Uzere
toplam 95 bireyde galisildi. Mide Kanseri (n=34), iM (n=45) ve kontrol grubu
(n=25) olmak Uzere toplam 104 hastada belirlenen bu 8 genin ve 1 kontrol
geninin analizleri yapildi.

Mide kanseri hastalari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda (n=34);
RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin overeksprese (fold
degisikligi >2) oldugu izlenmistir (Sekil 9). Ancak bu karsilastirmada RHOA,
CCND2, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin istatistiksel olarak anlamli dizeyde
daha fazla overeksprese oldugu saptandi. Mide Kanseri ve kontrol grubu
karsilastinldiginda; CXADR, CSNK1A1, NFACT1 genlerinin ve kontrol geni
olan HPRT1 (Housekeeping gen) geninin ekspresyonunda (fold degisikligi
<2, p>0.05) istatistiksel olarak anlamli farkhlik izlenmedi (Tablo 7).
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Sekil 9: Mide Kanserinde Overeksprese Olan Genler

MIDE KANSERI VE KONTROL GRUPLARININ GEN EKSPRESYONUNUN KARSILASTIRILMASI
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Log10 (Control Group 2A-DeltaCt)

Mide Kanseri ve kontrol grubunda her bir genin ekspresyon yogunlugu, log 10 tabanl daginik
plato sekilde gorilmektedir. X-ekseni kontrol kontrol grubunu, Y-ekseni Mide Kanseri grubunu temsil
etmektedir
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Tablo 7: Mide Kanserinde WNT Sinyal Yolu Gen Ekspresyon Analizi

WNT Sinyal Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
LRP5 9,6509 (3.51,15.79) 0,006289
RHOA 10,2056 (3.83,16.58) 0,005675

CXADR 0,9219 (0.32,1.52) 0,205876
DVL2 8,1802 (3.42,12.94) 0,003121
NFACT1 0,8275 (0.42,1.24) 0,230587
FzD8 5,7467 (2.66,8.83) 0,004477
CCND2 6,8701 (2.88,10.86) 0,005418
CSNK1A1 0,7665 (0.43,1.11) 0,311112
HPRT1 1 (1.00,1.00) 0

Not: Mide Kanseri grubu, kontrol grubu ile kargilastirilmistir.

IM (n=45) hastalarinda RHOA, CCND2, DVL2, FZD8 ve LRP5
genlerinin overeksprese (Fold degisikligi >2) oldugu izlendi (Sekil 10). Ancak
bu karsilastirmada RHOA, CCND2, DVL2, FZD8 ve LRP genlerinin
istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha fazla over eksprese oldugu
saptandi. IM ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda, CXADR, CSNK1A1,
NFACT1 genlerinin ve kontrol geni olan HPRT1 geninin (Housekeeping gen)
ekspresyonunda (fold degisikligi <2, p>0.05) istatistiksel olarak anlamli
farkhlik izlenmedi (Tablo 8).
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Sekil 10: IM’ de Overeksprese Olan Genler

IM VE KONTROL GRUPLARININ GEN EKSPRESYONLARININ KARSILASTIRILMASI
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IM ve kontrol grubunda her bir genin ekspresyon yogunlugu, log 10 tabanli daginik plato
sekilde gorilmektedir. X-ekseni kontrol kontrol grubunu, Y-ekseni IM grubunu temsil etmektedir
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Tablo 8: IM’ de WNT Sinyal Yolu Gen Ekspresyon Analizi

WNT Sinyal Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
LRPS 7,2016 (3.32,11.08) 0,009031
RHOA 8,2857 (4.01, 12.56) 0,005518

CXADR 0,5209 (0.19, 0.85) 0,070321
DVL2 7,6439 (3.43,11.85) 0,007901
NFACT1 0,7198 (0.39,1.05) 0,08344
FZD8 5,2712 (2.80, 7.75) 0,02197
CCND2 6,7486 (3.62,9.88) 0,003016
CSNKIAL 0,5639 (0.31,0.82) 0,628316
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: IM grubu, kontrol grubu ile kargilastiriimigtir.

Mide kanseri hastalar intestinal Metaplazi hastalar ile
karsilastirildiginda Mide kanseri grubunda intestinal metaplazi hastalarina
oranla istatistiksel olarak anlamli bir overeksprese olan gen saptanmadi (fold
degisikligi <2, p>0.05) (Tablo 9).

TABLO 9: Mide Kanseri ve IM Gruplarinin Gen Ekspresyonlarinin

Karsilastiriimasi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 1,3401 (0.48,2.20) 0,199783
RHOA 1,2317 (0.44,2.02) 0,239453
CXADR 1,7698 (0.99,2.55) 0,098744
DVL2 1,0702 (0.34,1.80) 0,761036
NFACT1 1,1496 (0.69,1.61) 0,532761
FzZD8 1,0902 (0.49,1.69) 0,743856
CCND2 1,018 (0.42,1.61) 0,326736
CSNK1A1 1,3592 (0.78,1.93) 0,787307
HPRT1 1 (1.00,1.00) 0

Not: Mide Kanseri hasta grubu, /M hasta grubu ile karsilastiriimigtir.
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Grafik 7: Mide Kanseri ve IM Hastalarinda Gen Ekspresyonu
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4.2.1 Mide Kanseri Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi

4.2.1.1 Midede Tutulum Yerine Gore Gen Ekspresyon Analizi

Mide kanserli hastalarda midede diffiiz tutulum gosteren hastalar (n=6,
%18) ile kontrol grubu karsilastirildiginda RHOA, CCND2, DVL2, FZD8 ve
LRP5 genlerinin overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede

yuksek oldugu saptandi (Tablo 10).

TABLO 10: Diffiz Mide Kanseri ile Kontrol gruplarinin Gen
Ekspresyonlarinin Karsilastiriimasi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 44,8655 (0.00001, 100.26) 0
RHOA 44,2846 (0.00001, 95.75) 0
CXADR 1,5092 (0.05, 2.96) 0,74477
DVL2 34,9172 (0.00001, 78.48) 0
NFACT1 1,4815 (0.36, 2.60) 0,585447
FzZD8 16,5046 (0.00001, 39.65) 0,000003
CCND2 31,1278 (0.00001, 65.54) 0,000001
CSNK1A1 1,1062 (0.25,1.96) 0,988447
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Diffiiz Mide Kanseri ile Kontrol grubu ile karsilastiriimigtir.

Mide kanserli hastalarda midede diffiz tutulum gdéstermeyen hastalar
(n=28, %82) ile kontrol grubu kargilastirldiginda da diffuz tutuluma benzer
olarak RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin
overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede ylUksek oldugu
saptandi (Tablo 11). Diffiz Mide kanserli hastalar diffiz tutulum gdstermeyen
Mide kanserli hastalar ile kendi aralarinda karsilastirildiginda ise diffuz
tutulum goésteren grupta RHOA, CCND2, DVL2, CXADR, NFACT1, FzZD8,
CSNK1Al1 ve LRP5 genlerinin diffiz tutulum gdstermeyen gruba goére
overeksprese oldugu gozlenmistir. Bu sonucglara bakildiginda gen
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overekspresyonlarindan CXADR, DVL2, NFACT1, FZD8 ve CCND2’ nin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmigtir (Tablo12).

TABLO 11: Diffuz Tutulum Gostermeyen Mide Kanseri ile Kontrol gruplarinin
Gen Ekspresyonlarinin Karsilagtiriimasi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% Cl P Degeri
LRP5 6,9433 (2.60,11.28) 0,027837
RHOA 7,4516 (2.79,12.11) 0,032304
CXADR 0,8295 (0.28,1.38) 0,212343
DVL2 5,9939 (2.59,9.40) 0,003378
NFACT1 0,7304 (0.35,1.11) 0,085914
FZD8 4,5839 (2.23,6.93) 0,009108
CCND2 4,9699 (2.15,7.79) 0,010679
CSNK1AL 0,7085 (0.38, 1.03) 0,250673
HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Diffiiz Tutulum Géstermeyen Mide Kanseri ile Kontrol grubu ile karsilagtiriimistir.

TABLO 12: Diffiuz Mide Kanseri ile Diffuz Tutulum Gostermeyen Mide
Kanseri gruplarinin Gen Ekspresyonlarinin Karsilagtiriimasi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 3,5591 (0.00001, 9.69) 0,089259
RHOA 3,6029 (0.00001, 9.72) 0,085802
CXADR 2,2 (0.00001, 4.88) 0,035322
DVL2 3,3648 (0.00001, 9.49) 0,013789
NFACT1 2,4603 (0.12,4.80) 0,002398
FzD8 1,9684 (0.00001, 5.91) 0,040292
CCND2 3,8211 (0.00001, 10.00 ) 0,018442
CSNK1A1l 1,7063 (0.00001, 3.62) 0,138358
HPRT1 1 (1.00,1.00) 0

Not: Diffiiz Mide Kanseri ile Diffiiz Tutulum Géstermeyen Mide Kanseri grubu ile
karsilagtiriimigtir.
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4.2.1.2 Metastaz Yapmasina Gore Gen Eskpresyon Analizi

Mide kanseri olgulari metastaz yapmasina gore (31 hastanin sistemik
géruntilemesi var); uzak metastaz yapan grupta (%52, n=16) kontrol
grubuna gore RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin
overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu
saptandi (Tablo 13, p<0.05).

TABLO 13: Metastatik Mide Kanseri Hastalarinda Kontrol Grubuna Gore Gen
Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% Cl P Degeri
LRP5 29,3533 (9.61, 49.09) 0,000089
RHOA 32,0922 (11.44,52.75) 0,000069

CXADR 0,9735 (0.24,1.70) 0,416138
DVL2 23,9562 (10.04, 37.87) 0,000034
NFACT1 0,8953 (0.36,1.43) 0,548266
FZD8 15,5334 (6.89, 24.18) 0,000031
CCND2 20,4273 (8.38,32.47) 0,000053

CSNK1A1 0,8498 (0.40, 1.30) 0,503345

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastatik Mide Kanseri Hastalari ile kontrol grubu karsilastiriimistir.

Metastaz yapmayan Mide kanserli olgularda da (%48, n=15) kontrol
grubuna gore metastatik olanlara benzer olarak RHOA, CCND2, DVL2, FZD8
ve LRP5 genlerinin overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugu saptandi (Tablo 14, p<0.05).
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TABLO 14: Metastatik Olmayan Mide Kanseri Hastalarinda Kontrol Grubuna
Gore Gen Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
LRP5 3,5905 (1.33,5.85) 0,007514
RHOA 3,686 (1.43,5.94) 0,002931

CXADR 0,8782 (0.25,1.50) 0,330182
DVL2 3,1475 (1.23,5.06) 0,016352
NFACT1 0,7716 (0.32,1.22) 0,213632
FzD8 2,3744 (1.20,3.55) 0,00692
CCND2 2,6079 (1.14,4.07) 0,003182

CSNK1A1 0,6993 (0.33,1.07) 0,402474

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastatik Olmayan Mide Kanseri Hastalari ile kontrol grubu karsilastiriimistir.

Metastatik Mide kanseri hastalar metastatik olmayan hastalar ile
kargilastirildiginda RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin
istatiksel olarak daha fazla overeksprese oldugu goézlenmistir (Tablo 15,
p<0.05).

TABLO 15: Metastatik Mide Kanseri Hastalarinin Metastatik Olmayan Mide
Kanseri Grubuna Gore Gen Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 8,1752 (2.01, 14.34) 0,002189
RHOA 8,7064 (2.30,15.11) 0,001781

CXADR 1,1085 (0.38,1.84) 0,624571
DVL2 7,6112 (2.08,13.14) 0,001984
NFACT1 1,1603 (0.42,1.90) 0,482637
FzD8 6,542 (2.68,10.40) 0,00091
CCND2 7,8327 (2.57,13.10) 0,001375

CSNK1A1 1,2152 (0.52,1.92) 0,81519

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Metastatik Mide Kanseri Hastalari ile Metastatik Olmayan Mide Kanseri grubu
karsilastiriimigtir.
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42.1.3. Mide Kanseri Hastalarinda Sagkallma Gore Gen
Ekspresyon Analizi

Mide kanseri olgulari sagkalima gore bakildiginda hastalarin
%53’Unun (n=16) exitus oldugu gorulmustiur. Exitus olan hastalarda kontrol
grubuna gore RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin
overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek oldugu
saptandi (Tablo 16, p<0.05). Yasayan hastalara bakildiginda da exitus olan
hastalara benzer sekilde RHOA, CCND2, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin
overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu
saptandi (Tablo 17, p<0.05). Exitus olan hastalar yasayan hastalar ile
karsilastirildiginda overeksprese olan genlerde istatistiksel olarak anlamli bir
farklihk gorulmedi (Tablo 18, p>0.05).

TABLO 16: Exitus Olan Mide Kanseri Hastalarinin Kontrol Grubuna Gore
Gen Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% Cl P Degeri
LRP5 10,5218 (1.65, 19.39) 0,003423
RHOA 11,2343 (1.97,20.50) 0,001559

CXADR 0,9775 (0.25,1.71) 0,39209
DVL2 7,4831 (1.51,13.45) 0,005167
NFACT1 0,774 (0.27,1.28) 0,481489
FzZD8 4,858 (1.42,8.30) 0,011708
CCND2 6,6122 (1.46,11.76) 0,009248

CSNK1A1 0,8123 (0.35,1.27) 0,680382

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Exitus olan Mide Kanseri Hastalari ile Kontrol grubu karsilagtiriimistir.
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TABLO 17: Yagsayan Mide Kanseri Hastalarinin Kontrol Grubuna Gore Gen
Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
LRP5 8,7571 (1.72,15.79) 0,017323
RHOA 9,1603 (1.75,16.57) 0,022412

CXADR 0,8631 (0.25,1.47) 0,348279
DVL2 9,0424 (2.33,15.76) 0,002489
NFACT1 0,8922 (0.44,1.34) 0,241208
FzD8 6,9424 (2.32,11.57) 0,00196
CCND2 7,1722 (1.85,12.50) 0,003149

CSNK1A1 0,718 (0.38,1.06) 0,244836

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Yasayan Mide Kanseri Hastalari ile Kontrol grubu karsilastiriimistir.

TABLO 18: Exitus Olan Mide Kanseri Hastalarinin Yasayan Hasta Grubuna
Gore Gen Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 1,1769 (0.00001, 2.45) 0,765832
RHOA 1,1772 (0.00001, 2.46) 0,959996

CXADR 1,1692 (0.39,1.95) 0,602021
DVL2 0,8398 (0.00001, 1.72) 0,971036
NFACT1 0,8808 (0.33,1.43) 0,663203
FzD8 0,5991 (0.09,1.11) 0,65438
CCND2 0,8454 (0.00001, 1.70) 0,989053

CSNK1A1 1,1597 (0.49,1.83) 0,300045

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: Exitus olan Mide Kanseri Hastalari ile Yasayan Hasta grubu karsilagtiriimistir.
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4.2.2. IM Hastalarinin Alt Grup Gen Ekspresyon Analizi

4.2.2.1 HP Goriulmesine Gore Gen Ekspresyon Analizi

IM hastalarin  (n=45) % 371'inde (n=14) HP pozitif oldugu
gOzlenmektedir. HP pozitif hastalar ile kontrol grubu kargilastirildiginda HP
pozitif hastalarda RHOA, CCND2, DVL2, FzZD8 ve LRP5 genlerinin
overekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek oldugu
saptandi (Tablo 19, p<0.05). HP negatif hastalar (%69, n=31) ile kontrol
grubu karsilastirildiginda HP pozitif hastalara benzer sekilde RHOA, CCND2,
DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin overekspresyonunun istatistiksel olarak
anlamli derecede yluksek oldugu saptandi (Tablo 20, p<0.05).

HP pozitif IM hastalari ile HP negatif IM hastalarinin gen analizleri
kargilastirildiginda overekspresyona ugrayan RHOA, CCND2, DVL2, FZDS8
ve LRP5 genlerinin overekspresyonunun HP pozitif IM hastalarinda
istatistiksel olarak anlamli derecede ylksek oldugu saptandi (Tablo 21,
p<0.05).

TABLO 19: HP Pozitif IM Hastalari ile Kontrol Grubu Gore Gen Ekspresyon

Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% Cl P Degeri
LRP5 25,0555 (8.84,41.27) 0,000071
RHOA 29,164 (11.99, 46.34) 0,000025
CXADR 0,571 (0.11,1.03) 0,376146
DVL2 35,0153 (11.62,58.41) 0,000017
NFACT1 0,7962 (0.32,1.27) 0,393241
FzD8 16,6277 (6.94,26.31) 0,000564
CCND2 16,8164 (7.33,26.30) 0,00009
CSNK1A1 0,8756 (0.35,1.40) 0,818795

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: HP Pozitif IM Hastalari ile Kontrol Grubu Karsilastiriimistir.
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TABLO 20: HP Negatif IM Hastalan ile Kontrol Grubu Goére Gen Ekspresyon

Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% CI P Degeri
LRP5 4,101 (1.95,6.25) 0,010893
RHOA 4,6937 (2.35,7.04) 0,006455
CXADR 0,4997 (0.17,0.83) 0,109806
DVL2 3,8444 (1.81,5.88) 0,014281
NFACT1 0,6878 (0.35,1.02) 0,086571
FzD8 3,1376 (1.75,4.53) 0,004871
CCND2 4,4682 (2.34,6.59) 0,00033
CSNK1A1 0,4623 (0.23,0.70) 0,610698

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: HP Negatif IM Hastalari ile Kontrol Grubu Karsilastiriimistir.

TABLO 21: HP Pozitif IM Hastalari ile HP Negatif IM Hasta Grubu Goére Gen
Ekspresyon Analizi

WNT Geni Fold Degisikligi 95% ClI P Degeri
LRP5 6,1096 (2.18,10.04) 0,000244
RHOA 6,2134 (2.54,9.88) 0,000127

CXADR 1,1428 (0.37,1.91) 0,28881
DVL2 9,1082 (2.36,15.85) 0,000039
NFACT1 1,1575 (0.52,1.79) 0,582991
FzD8 5,2996 (2.26,8.34) 0,000893
CCND2 3,7636 (1.59,5.94) 0,000995

CSNK1A1 1,8939 (0.71,3.07) 0,800904

HPRT1 1 (1.00, 1.00) 0

Not: HP Pozitif IM Hastalar: ile HP Negatif IM Hasta Grubu Karsilastiriimigtir.
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V. TARTISMA

Mide Kanserinin molekuler ve biyolojik ozellikleri hakkindaki bilgilerin
hizla artmasi patogeneze 1sik tutmaktadir. Mide Kanserinin genetik yatkinlik
ve gevresel faktorler arasindaki etkilesim sonucu olustugu disunulmektedir.
Bu cercevede sinyal yolaklari dnemli bir yolu olusturmaktadir. Bu yolaklarin
her birinde; patogenetik mekanizmay farklilagtiran, birden fazla mutasyonun
asamali olarak birikimi s6z konusu olabilir.

Sinyal yolaklari hiicrelerin nikleuslarinda bilgi transformasyonunda rol
oynarlar. Bilgi aktarimi ile gen transkripsiyonu olusur ve sonug olarak birgok
hiicresel siireg etkilenir. Sinyal yolaklarina WNT, JAK-STAT, MAP-KINAZ,
NOTC Sinyal yolaklari érnek verilebilir. WNT sinyal yolagi evrim slrecinde
korunmus ve gelistirme, farklilasma, hlcre ¢odalmasi, morfoloji, motilite gibi
onemli sUreclerde rol almaktadir. Bu nedenle WNT sinyal yolunda gorev alan
genler karsiogeneziste O6nem arz ederler. Calismamizda kullandigimiz
RHOA, CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2, FZD8, NFACT1 ve LRP5 genler
WNT sinyal yolunda gorev alir. Bu genler dahil WNT sinyal yolu bircok kez
karsiogenezis patofizyolojisi agisindan arastirma konusu olmustur.

Mide kanseri i¢cin WNT sinyal yolunun etkinligi bilinmektedir.
Calismamizda IM hastalarinda da mide kanseri olusumu 6ncesinde WNT
sinyal yolaginin etkinliginin olup olmadigini saptamak icin cesitli
kargilastirmalar yapilmistir. Boylece IM hastalarinda bu genlerin bir marker
olarak degeri olup olmadigi sorgulanmistir.

WNT sinyal yolunda o6nemli bir basamagi olusturan RHOA (Ras
homolog gene family member A) cesitli kanser olusumlarinda (Ozofagus,
Mide, Kolon, HCC, Prostat, Bas boyun, Hematolojik) roli oldugu dustndtlen,
hicre sinyal iletiminde GTPase Uzerinden etkin olan RHO ailesinin bir
ayesidir [123]. Tum okaryot hicrelerde bulunmaktadir. RHO ailesi RHO A-B
ve C gruplarini igcerir. RHOA GTPase ailesi 20 kiglik G proteini igerir. Hlicre
dongusu, polarizasyonu ve gogu gibi durumlarda goérev alir. GTPase GTP nin
GDP ye hidrolize olmasi ile inaktive olur. Bu inaktivasyon zayiftir ve
devamlihdi icin GTPase aktive edici enzimler onemlidir. Bu enzimlerinde

olusacak bir mutasyon sinyal aktivasyonuna neden olabilir. Tumor
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dokusunda RHOA GTPase aktivasyonu mutasyon nedeniyle degismis
olabilir. Bunun sonucunda hicre dongusunde GTPase etkili oldugu G1-S fazi
hizlanip ve yavaslayabilir. Karrlson ve arkadaglari yaptiklari ilk ¢caligmada
insan tumor dokusunda mutant RHOA gosterememigse de in vitro ortamda
hicre fonksiyonlarini etkiledigini kanittamis ve sonraki ¢alismalarinda tumor
dokusunda RHOA mutasyonunu bir¢cok kez saptamislardir [124]. Zhang ve
arkadaslari hucre kaltirinde mide kanserinde RHOA mutasyonu elde
etmigler. Bu mutasyonlarda hicre bélinmesinin G1-S fazinda rol alan RhoA-
specific siRNA saptamiglardir [125]. Bu da RHOA nin hucre
proliferasyonundaki 6nemini gosteren bagka bir kanit olmustur.

RHOA ekspresyonu kotl prognoz ve progresyon ile iligkilendirilmistir
[126]. Pan ve arkadaslari RHO ailesinin ekspresyonlarini hicre kiltirinde
degerlendirdikleri calismada RHOA ekspresyonun yuksekliginin  az
diferansiye mide kanseri ile iligkili oldugu ve ekspresyon orani arttikga TNM
siniflamasinin da arttigi gosterilmistir [127].

Ushiku ve arkadaslarinin 87 mide kanseri hastasi ile yaptiklari
calismada 22 RHOA mutant hastanin 18’ inde tagl yuzuk hucreli gorinuim
saptanmistir. Hastalarda siklikla miks ve diffiiz tutulum gérilmustir. intestinal
tip mide kanseri RHOA mutant hastalarda nadir rastlanmistir. RHOA
mutasyonu anlamli bir prognostik deder olarak degerlendiriimemistir [128].
Kakiuchi ve arkadaslarinin 87 diffiz mide kanseri hastasinda yaptigi bir
analizde de %25.3 (22/87) RHOA mutasyonu saptanmistir [129]. Wang ve
arkadaglarinin  yaptigi  diger bir c¢alismada da benzer bulgulara
rastlanmaktadir. intestinal tip mide kanseri hastalarinda RHOA mutasyonu
saptanmazken diffiz tipte mide kanseri hastalarinda %14.3 (14/98) oraninda
RHOA mutasyonu saptanmigtir [130]. Son olarak Rdcken ve arkadaslarinin
415 hastanin patolojik preperatlarini geriye dogru tarayarak RHOA
mutasyonu olan olgularin klinik ve patolojik durumlarini degerlendirmigler.
Mutasyon saptanan olgularda kadin cinsiyete daha sik rastlanmaktadir.
Olgular az diferansiye, agirlikla distal mide kanserini olusturmaktadir. ilging
olarak mutasyon saptanan olgularin T evresi dusuk ve olgularda uzak

metastaz saptanmamistir. Lauren siniflamasina gére bakildiginda da diffliz
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mide kanserinin daha sik oldugu gozlenmigtir. Metastaz ile iligkisinin
aydinlatiimasi i¢in daha fazla galisma gerektigi dugunualmustar [131].

Calismamizda Mide kanseri hastalarinda; RHOA geni kontrol grubuna
gbre anlamh derecede overeksprese oldugu saptanmigtir. Diffiz tip mide
kanseri hastalarinda hem kontrol grubuna oranla hem de diffiz tutulum
gOstermeyen hastalara oranla istatistiksel olarak anlamh derecede
overekspresyon saptanmistir. Tutulum yerlerine gore mide kanseri hastalari
incelendiginde diffiz tutulum yapan 6 hastanin tamaminda, proksimal tutulum
yapan 16 hastanin 10’ unda ve distal tutulum gosteren 12 hastanin 8’ inde
istatistksel olarak anlamli RHOA gen overekspresyonu gorulmuastir. Yine
uzak metastazi bulunan hastalarda RHOA gen ekspresyonu metastaz
gOstermeyen hastalara gore istatistiksel olarak anlaml derecede
overekspresyon gostermektedir. Metastaz yapan 16 hastanin tamaminda,
metastaz yapmayan 15 hastanin 8 inde RHOA gen overekspresyonu
istatisteksel olarak anlamli saptanmistir. Sag kalim ile karsilastirildiginda
exitus olan hastalarda yasayan hastalara gére RHOA gen ekspresyonu daha
fazla olmakla birlikte bu overekspresyon istatiksel olarak anlamli degildir. Bu
genin overekspresyonunun hastalarda kontrol grubuna gore, hem de
metastaz varliinda metastaz olmayan gruba gére anlaml derece yuksek
saptanmasi ve diffiz tutulum yapan hastalar ile metastaz yapan hastalar
tamaminda overeksprese olmasi tumor yuku ile iligkili oldugunu gosterdigi
dusunulmektedir. Mide kanseri grubunda exitus olanlar ile sag kalanlar
arasinda anlamli olarak fark gérulmemesi prognozla iligkisinin olmayacagini
disundirmektedir. Daha cok hasta ile diger faktorlerinde g6z Onlnde
bulundurularak analiz edilmesi sag kalima etkisi agisindan bize daha ¢ok bilgi
verebilir.

Literatirde RHOA ve IM ile yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Calismamizda IM hastalarinda RHOA genine baktigimizda; kontrol grubuna
gore anlamli derecede overeksprese oldugu saptanmistir. HP pozitif ve veya
negatif IM hastalarinda kontrol grubuna gére RHOA gen overekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli olarak saptanmakla birlikte; HP pozitif IM

hastalarinda HP negatif IM hastalarina oranla RHOA gen ekspresyonu
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istatistiksel olarak daha yuksek bulunmustur. Mide kanseri hastalari ile
kargilastirildiginda gen ekspresyonunun mide kanseri hastalarinda IM
hastalarina oranla anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05). Bu bulgular ile
RHOA gen ekspresyonunun IM zamaninda basladi§i dasuntlebilir. HP pozitif
ve negatif hastalarda RHOA gen overekspresyonu saptanmistir. Bu bulgu ile
HP’ nin gen ekspresyonunda onemli bir yeri olmadigini dusindurse de HP
pozitif hastalarda negatif hastalara gére anlamli olarak ekspresyonun yuksek
bulunmus olmasi HP’ nin inflamasyonu artirarak gen ekspresyonunu
etkiledigini dusundurmektedir. Bu bulgularin daha genis c¢alismalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizdaki bulgular esliginde mide
karsinogenezinde anahtar role sahip RHOA’ nin timér yuku ile iligkili oldugu,
inflamasyon ile tetiklendigi ve HP gibi cevresel faktorler ile etkilendigi
dusunulebilir.

Canonical ve non-canonical yollar ile aktive olan WNT sinyal
yolaginda noncanonical yolda sinyal Frizzled (FZD) reseptorleri ve
PTK7/ROR2/RYK koreseptorleri araciigr ile RHOA/RHOU/RAC/CDCA42,
JNK, PKC, NFAT ve NLK kaskadina aktarilir. LRP (Low-density lipoprotein-
related receptor) reseptorlerinin rolu ise canonical yolda ortaya c¢ikar. Bu
yolda FZD reseptorleri LRPS/LRP6 koreseptorler ile MYC, CCND1, FGF20,
JAG1, WISP1 ve DKK1 genlerinin upregule olmasini saglarlar [132,133,134].

LRP5 ve LRP6 karsinogenezis disinda da bir¢cok hastalikta glincel bir
arastirma konusudur. Osteoporozis, alzheimer, koroner arter hastaligi,
ostoartrit, kalsifik kalp kapagi ve paratiroid tumoru gibi birgok hastalikta etken
olarak over ekspresyonu ya da mutasyonu gosterilmigtir. Bu yollarin
inhibisyonu igin Dkk1, antisklerostin ve anti-LRP6 Uzerinde ila¢g ¢alismalar
yapilmaktadir [134,135]. Gulncel bir arastirma konusu olan bu yol bazi
kanserlerde de ilgi odagidir. Bjorklund ve arkadaglari meme kanserinde
yaptig! bir analizde 17 duktal meme kanseri hastasinin 15 inde ve 2 lobuler
meme kanseri hastasinin 1 inde LRPS reseptor overekspresyonu gostermistir
[136]. Hoang ve arkadaslari LRP5 muatasyonu ile ilgili osteosarkom
hastalarinda yaptigi bir calisma LRP5 gen mutasyonunun malignite ile

iligkisini gostermistir. Calismada LRP5 mutasyonu metastatik ostesarkom
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hastalarinda (p =0.005) ve agresif bir tip olan kondroblastik tipinde (p =0.045)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yuksek saptanmigtir. Ayni ¢calismada
tani aninda metastazi bulunmayan osteosarkom hastalarinda LRP5
mutasyonunun negatif saptanmasi, mutasyonun metastaz ve progresyonla
iligkili olabilecegini akla getirmektedir [137]. Adenokanserler ile ilgili
calismalar literatirde sinirhdir. Liu ve arkadaslarinin ileri evre mide
kanserinde yaptigi bir calismada LRP5 mutasyonu saptanan olgularda
mutasyonun varligi hastaliksiz ve ortalama sag kalim ile ters orantili olarak
bulunmustur. Bu c¢alismada LRPS mutasyonunun Mide Kanseri igin
prognostik bir deger olabilecegi idda edilmis; ancak genis kapsaml
calismalara ihtiya¢ duyuldugu bilgisi vurgulanmistir [138].

Calismamizda mide kanseri hastalarinda; LRP5 geni kontrol grubuna
gore anlamh derecede overeksprese oldugu saptanmigtir. Diffiz tip mide
kanseri hastalarinda hem kontrol grubuna oranla hem de diffiz tutulum
gOstermeyen hastalara oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
overekspresyon oldugu goértlmastir. Tutulum yerlerine gére mide kanseri
hastalari incelendiginde diffuz tutulum yapan 6 hastanin tamaminda,
proksimal tutulum yapan 16 hastanin 10’ unda ve distal tutulum gdsteren 12
hastanin 8 inde istatistksel olarak anlamli LRP5 gen overekspresyonu
gorulmustir. Uzak metastazi bulunan hastalarda LRP5 gen ekspresyonu
metastaz gostermeyen hastalara gore overekspresyon gostermektedir
(p<0.05). Metastaz yapan 16 hastanin tamaminda, metastaz yapmayan 15
hastanin 12’ sinde LRP5 gen overekspresyonu istatisteksel olarak anlaml
saptanmistir. Sag kalim ile karsilastirildiginda exitus olan hastalarda yasayan
hastalara gére LRP5 gen ekspresyonu daha fazla olmakla birlikte istatiksel
olarak anlamh dedgildir. Bu genin de overekspresyonunun hastalarda kontrol
grubuna gore, hem de metastaz varlidinda metastaz olmayan gruba gore
anlamli derece ylksek saptanmasi ve diffiz tutulum yapan hastalar ile
metastaz yapan hastalarin tamaminda overeksprese olmasi tumor yuku ile
iligkili oldugunu gosterdigi dusunulmektedir. Mide Kanseri grubunda exitus
olanlar ile sag kalanlar arasinda anlamli olarak fark gorilmemesi prognozla

iligkisinin olmayacagini dusundurmektedir. Daha c¢ok hasta ile diger
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faktorlerinde g6z onunde bulundurularak analiz edilmesi sag kalima etkisi
acisindan bize daha ¢ok bilgi verebilir.

IM hastalarinda LRP5 genine ekspresyonu kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha fazla overeksprese oldugu saptanmistir. Bu oran
mide kanseri ve IM igin dnemli bir predispozan faktor olan HP pozitifliginde
de benzerdir. HP pozitif IM hastalarinda hem kontrol grubuna oranla hem de
HP negatif IM hastalarina oranla LRP5 gen ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli derecede ylksek bulunmustur. Bu bulgular ile LRP5 gen
ekspresyonunun IM zamaninda basladigi duisunulebilir. HP pozitif ve negatif
hastalarda LRP5 gen overekspresyonu saptanmistir. Bu bulgu ile HP’ nin
gen ekspresyonunda 6nemli bir yeri olmadigini disundirse de HP pozitif
hastalarda negatif hastalara goére anlamli olarak ekspresyonun yuksek
bulunmus olmasi HP’ nin inflamasyonu artirarak gen ekspresyonunu
etkiledigini dusundurmektedir. Bu bulgularin daha genis c¢alismalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizdaki bulgular egliginde mide
karsinogenezinde anahtar role sahip LRP5’ in timor yiku ile iligkili oldugu,
inflamasyon ile tetiklendigi ve HP gibi cevresel faktorler ile etkilendigi
dusunulebilir.

Frizzled (FZD) Wnt-FZD-LRP5-LRP6 komponentinin bir pargasi olup,
Wnt sinyal yolunda reseptdr gorevindedir. Beta-katenin kompleksinin aktive
olmasini saglar. Bu reseptorler hiicre membranini 7 kez kat ederler. Bu
sinyal yolunun tetiklenmesi sonucunda disheveled (DVL) proteinleri aktive
olur, GSK-3 kinase inhibe olur, beta-kateninin nukleer birikimi gergeklesir ve
WNT hedef genler aktiflesir. FZD nin diger rol aldidi sinyal yolu protein kinaz
C ile ilskilidir ve bu yolda GSK-3 kinase inhibe olmasi ile sonuclanir. Bu
benzer sonlanima sahip olan ikinci yolun canonical WNT sinyal yolunun bir
parcasi oldugu dusunulmektedir [139]. FZD reseptorleri son yillarda
karsiogenezisde guncel olarak arastiriimaktadir. Janssens ve arkadaslarinin
yaptigi calismada 11 bobrek hicreli kanser hastasinin 7 sinde FZD8 f‘in
ekspresyon profili yiksek saptanmis ve FZD nin renal hicreli kanser igin bir
biomarker olabilecedi dusunulmustir [140]. Hematolojik maligniteler iginde

arastirma konusu olan FZD reseptorlerinin Khan ve arkadaglarinin yaptigi
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calismada B hducrelili akut lenfositer 16semili hastalarda FZD7 ve FZD8
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir [141]. Wang ve arkadagslari akciger
kanserli hastalarda FZD8 in hedefe yonelik tedavide ileride énemli bir yere
sahip olacagi sonucuna vardiklari ¢alismada Real Time-PCR yontemi ile
FZD8 ekspresyonuna bakmiglar. Yapilan calismada FZD8 ekspresyonu
akciger kanseri hastalarinda %85 (17/20) oraninda saptanmistir [142]. Mide
adenokarsinomu ile ilgili bilgiler literatlrde sinirlidir. Diger kanserler ile ilgili
calismalari daha fazla olan FZD reseptorleri mide kanserinde Kirikoshi ve
arkadaslarinin yaptidi bir analizde degerlendirmiglerdir. Calismada FZD ailesi
FzZD1, FzZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD8 ve FZD10 olarak
klonlamiglar ve mide adenokarsinomu hastalarinda ekspresyon profillerine
bakilmistir. Yapilan analizde 10 mide kanseri hastasinin 4 Unde FZD2 ve
FZD8’ in arttigi saptanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda FZD2 ve FZD8' in
mide kanseri i¢in potansiyel bir biomarker olabilecegi vurgulanmigtir. HP ile
iliskisi incelendiginde FZD8 geni ekspresyonu ile HP arasinda bir iligki
saptanmamistir [143]. Bu ¢alismada hasta sayisinin 10 kisiden olugsmasi HP
icin boyle bir yorum yapilmasi agisindan yeterli olmayabilir.

Calismamizda mide kanseri hastalarinda; FZD8 geni kontrol grubuna
gore anlamh derecede overeksprese oldugu saptanmigstir. Diffiz tip mide
kanseri hastalarinda hem kontrol grubuna oranla hem de diffiz tutulum
gOstermeyen hastalara oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
overekspresyon oldugu goérulmustur. Tutulum yerlerine gore mide kanseri
hastalari incelendiginde diffiz tutulum yapan 4 hastada, proksimal tutulum
yapan 16 hastanin 12’ sinde ve distal tutulum gosteren 12 hastanin 8’ inde
istatistksel olarak anlamli FZD8 gen overekspresyonu gorulmustir. Metastaz
yapan 16 hastanin tamaminda, metastaz yapmayan 15 hastanin 9’ unda
FZD8 gen overekspresyonu istatisteksel olarak anlamli saptanmigtir. Uzak
metastazi bulunan hastalarda FZD8 gen ekspresyonu metastaz gostermeyen
hastalara gbére overekspresyon goOstermektedir (p<0.05). Sagd kalm
agisindan degerlendirildiginde exitus olan hastalarda yasayan hastalara gore
FZD8 gen ekspresyonu istatiksel olarak anlamli degildir. Bu genin de

overekspresyonunun hastalarda kontrol grubuna goére, hem de metastaz
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varliginda metastaz olmayan gruba gore anlaml derece yuksek saptanmasi
ve metastaz yapan tUm hastalarda overeksprese olmasi tumor yuka ile iligkili
oldugunu gosterdigi disunulmektedir. Mide Kanseri grubunda exitus olanlar
ile sag kalanlar arasinda anlamli olarak fark gérilmemesi prognozla iligkisinin
olmayacagini dusundurmektedir. Daha ¢ok hasta ile diger faktorlerinde g6z
onunde bulundurularak analiz edilmesi sag kalima etkisi agisindan bize daha
¢ok bilgi verebilir.

IM hastalarinda FZD8 gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore
anlamli derecede overeksprese oldugu saptanmistir. Bu oran mide kanseri
ve IM icin dnemli bir predispozan faktor olan HP pozitifliinde de benzerdir.
HP pozitif IM hastalarinda hem kontrol grubuna oranla hem de HP negatif IM
hastalarina oranla FZD8 gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlaml
derecede yuksek bulunmusgtur. Bu bulgular ile FZD8 gen ekspresyonunun IM
zamaninda basgladigi dusunulebilir. HP pozitif ve negatif hastalarda FZD8
gen overekspresyonu saptanmistir. Bu bulgu ile HP’ nin gen ekspresyonunda
onemli bir yeri olmadigini dusindirse de HP pozitif hastalarda negatif
hastalara gore anlamli olarak ekspresyonun yuksek bulunmus olmasi HP’ nin
inflamasyonu artirarak gen ekspresyonunu etkiledigini duguindurmektedir. Bu
bulgularin daha genis c¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.
Calismamizdaki bulgular egliginde mide karsinogenezinde anahtar role sahip
FZD8’ in tumdr yiku ile iligkili oldugu, inflamasyon ile tetiklendigi ve HP gibi
cevresel faktorler ile etkilendigi dusunulebilir.

Dishevelled Segment Polarity Protein 2 (DVL2) Wnt sinyal yolunda
onemli bir basamagi olusturmaktadir. Frizzled reseptérinin sitoplazmik C
terminale kismina baglanir ve sinyalin asagi dogru iletiimesini saglar.
Canonical ve non-canonical Wnt sinyal yollarinin her ikisinde de rol alir.
DVL2 B-katenin sinyal yolunun downregulasyonuna neden olan Axin-Apc
kompleksine baglanir ve sinyal yolunun aktivasyonu saglar[144,145,146].

Gastrik kanser ve malign melanomda goérev aldigi bilinen WNT sinyal
yolu meme kanserinde de yaygin bir aragtima konusudur. Meme kanserinde
Whnt sinyal yolunda olusan disregulasyon otokrin mekanizmalarla ortaya ¢ikar

[147]. Buradan yola ¢ikan Zhu ve arkadaslari meme kanseri hicre dizlerinde
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yaptiklari g¢aligmalarda Wnt sinyal yolunun aktivitesinin artarak DVL2 i
fosforile ettigi ve bu sayede sinyalin hucre iginde iletiimesini sagladigini
ortaya koymuslardir [148]. Metcalfe ve arkadaslarinin yaptigi calismada
kolorektal adenokanser hucrelerinde DVL2 yuksek ekprese saptanmistir.
DVL2" nin siRNA tarafindan inhibe edildiginde B-katenin sinyal yolunun
aktivitesinin azaldidi gorusu ile yola c¢ikarak kolorektal adenokanserli
hastalarda DVL2 aktivasyonunun B-katenin sinyal yolu hiperaktivasyonuna
neden oldugu dusunulmustur. 24 kolerektal kanserli hastada yapilan
degerlendirmede DVL2 duzeyi kolorektal kanserli hicrelerin 1/3 Gnde tumor
cerrahi sinirindaki normal dokuya oranla ylksek saptanmistir. Calismaya
devam edilerek hasta sayisi 393’e cikarilmis. Hasta gruplari normal mukoza,
hiperplastik ve adenomatoz polip ve kolorektal karsinomlu hastalar olarak
secilmistir. Yapilan ¢alismada 3-katenin pozitif saptanan ¢ekirdeklerin normal
dokudan karsinom dokuya dogru siralandiginda hicre gruplarinda
ekspresyon oraninin arttigi gozlenmis. Bu yukseklik Axin ve DVL2 i¢cin de
ayni sekilde saptanmistir. Degisik tumor evrelerinde bu oranin korunmasi
APC kaybina cevap olarak kolerektal tUmorli hastalarda DVL2 ve Axin
geninin upregulasyonu neden oldugunu dusunulmastir. Ayni g¢alismada
DVL2'nin upregulasyonun Wnt stimulasyonu sonucunda postraskripsiyonel
olarak da olabilecegi gosterilmistir. Bunun Uzerine APC mutant farelerde
DVL2 degerlendirilmistir. DVL 2'nin azhgi ile tumor yuku azalmasi orantil
bulunmus ve DVL2 azalmasinda ince barsak kisalmasi, kript sayi1 ve ¢apinda
azalma saptanmigtir [149]. Chong ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma
sonucunda DVL2 ve ETS1 proteinlerinin intestinal tip mide kanserine gore
diffiz ve miks tip mide kanserinde daha spesifik oldugu saptanmistir. Her iki
gen de normal doku ve intestinal tip mide kanserlerinde benzer metilasyon
gosterirken mix tip ve diffuz tip mide kanserinde metilasyon orani yuksek
bulunmustur. Bu sonuglar da anormal metilasyonun mix ve diffiz tip mide
kanserinde karsinom disi normal dokudan basladigini dugsundurmektedir
[150].

Calismamizda mide kanseri hastalarinda; DVL2 geninin kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede overeksprese oldugu
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saptanmigtir. Diffuz tip mide kanseri hastalarinda hem kontrol grubuna oranla
hem de diffuz tutulum gostermeyen hastalara oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede overekspresyon oldugu gorulmustir. Tutulum yerlerine
gbre mide kanseri hastalari incelendiginde diffiz tutulum yapan 6 hastanin
tamaminda, proksimal tutulum yapan 16 hastanin 8’ inde ve distal tutulum
gosteren 12 hastanin 8 inde istatistksel olarak anlamli DVL2 gen
overekspresyonu gorulmastir. Mide kanseri grubunda uzak metastazi
bulunan hastalar ile metastaz gostermeyen hastalar karsilastirildiginda uzak
metaztazi bulunan hastalarda DVL2 gen overekspresyonu istatiksel olarak
anlamli derecede daha fazla goérulmektedir (p<0.05). Metastaz yapan 16
hastanin 15’ inde, metastaz yapmayan 15 hastanin 10’ unda DVL2 gen
overekspresyonu istatisteksel olarak anlamli saptanmistir. Sag kalim
agisindan deg@erlendirildiginde kontrol grubu ile karsilastirildiginda yasayan
hastalarda overekspresyon saptanmaktadir. Kontrol grubuna gére hem exitus
olan hastalarda hem de yasayan hastalarda overekspresyon anlamli
derecede yuksek olmakla birlikte her iki grup birbiri ile kargilastirildiginda
anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Mide kanseri hastalarinda hem kontrol
grubuna goére, hem de metastaz varliinda metastaz olmayan gruba gore bu
genin ekspresyonunun anlamli derece yuksek saptanmasi, diffiz tutulum
gOsteren hastalarin tamaminda overekspresyon gorulmesi tumor yuku ile
iliskili oldugunu gosterdigi dusunulmektedir. Mide kanseri grubunda exitus
olanlar ile sag kalanlar arasinda anlamli olarak fark gorulmemesi prognozla
iligkisinin olmayacagini dugundirmektedir. Daha ¢ok hasta ile analiz edilmesi
sag kalima etkisi acisindan bize daha c¢ok bilgi verebilir. Mide kanseri
hastalari ile mide kanseri icin predispozan bir faktér olan IM grubu hastalari
karsilagtinldiginda gen ekspresyonunun mide kanseri hastalarinda
istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde ylksek saptanmistir (p>0.05).
IM hastalarinda DVL2 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore anlaml
derecede overeksprese gozlenmektedir. Bu oran mide kanseri ve IM igin
onemli bir risk faktori olan HP pozitifliginde de benzerdir. HP negatif IM
hastalarinda kontrol grubuna oranla DVL2 gen ekspresyonu anlamli

derecede yuksek bulunmustur. Ancak HP pozitif IM hastalarinda hem kontrol
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grubuna oranla hem de HP negatif IM hastalarina oranla DVL2 gen
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede daha ylksek saptanmistir.
Bu bulgular esliginde DVL2 gen ekspresyonunun IM zamaninda basladigi
dusundlebilir. HP pozitif ve negatif hastalarda her iki grupta da DVL2 gen
overekspresyonu saptanmasi HP’ nin gen ekspresyonunda onemli bir yeri
olmadigini dusundurse de HP pozitif hastalarda negatif hastalara gore
anlamli olarak ekspresyonun yuksek bulunmus olmasi HP’ nin inflamasyonu
artirarak gen ekspresyonunu etkiledigini disundurmektedir. Bu bulgularin
daha genis calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Calismamizdaki
bulgular esliginde mide karsinogenezinde anahtar role sahip DVL2’ nin tumor
yuka ile iliskili oldugu, inflamasyon ile tetiklendigi ve HP gibi ¢evresel faktorler

ile etkilendigi dugunulebilir.

CyclinD2 (CCNDZ2) siklin ailesinin bir Uyesidir. CCND2 CDK kinazi
dizenlemekle gorevlidir. CDK4 ve CDK6 ile kompleks olusturur. Bu
kompleksin dizenleyicisi CCND2’ dir. Hucre siklusnunun G1 fazindan S
fazina gegmesini saglar. Tumor supresor bir protein olan Rb (Retinoblastoma
iligkili protein)’ nin fosforilasyonunda goérev alir [151]. Hicre proliferasyonu
tumorogeneziste en 6nemli basamagi olusturur. CDK/Siklin kompleksinin
aktivasyonu bu yuzden karsinogenezisde onem kazanabilir [152]. Nitekim
CDK4 inhibisyonunda rol oynadigi bilinen INK4 ile yapilan galismalar bu
hipotezi kanitlar niteliktedir. Serrano ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada
INK4a lokusunu inhibe ettikleri farelerde kisa latent sureli spontan tUmor
dokusu olustugu rapor edilmistir [153, 154].

Bu bilgiler 1siginda Sakuma ve arkadaslari ise ovaryan kanserli
hastalarda  CyclinD2  rolinunt  arastirdiklarinda  benzer  bulgular
saptamiglardir. CyclinD2 metilasyonunda artis cerrahi sonrasi hastaliksiz sag
kalimin azalmasi ve ileri evre ovaryan kanser ile iligkilendirilmistir. Ancak
ovaryan kanserli hastalarda prognostik bir faktor olarak gdsterilememistir
[155]. Cole ve arkadaslarinin fareler Gzerinde yaptigi ¢alismada kolerektal
adenokanser hastalarinda WNT sinyal yolunun inhibisyonun tedavi igin bir

secenek olabilecedini 6ne strmustir. Calismada APC geni negatif farelerde
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intestinal dokuda (invivo ortamda) Cyclin D/CDK4-6 kompleksinin arttigi
gosterilmigtir. APC + farelerde ise intestinal dokuda tumor dokusunda
CyclinD2 duzeyi dislk saptanmistir. En énemli varilan sonuglar ise Cyclin
D2 knockout edilmis farelerde normal enterosit gelisimini etkilememesi ve
CDK4/6 inhibisyonunun adenamat6z dokuyu baskilamasidir [156]. Shi ve
arkadaglarinin mide kanseri hastalarinda retrospektif olarak yaptigi bir
calismada timoér dokusundan alinan dokuda normal dokuya goére CyclinD2
(CCND2) anlamli derecede artmis oldugu gdsterilmistir (P < 0.001). Ayni
analizde CCND2 artmis ekspresyonunun invazyonun derinligi (P= 0.02), lenf
nodu pozitifligi ve uzak metastaz (p= 0.01) ve ileri TNM evrelemesi (P= 0.02)
ile iligkili oldugu saptanmistir. Bu calismada CCND2 artmis ekspresyonunun
prognostik bir faktdr olabilecegi 6ne surtlmusttr [157].

Calismamizda mide kanseri hastalarinda; CCND2 geninin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede overeksprese oldugu
saptanmigstir. Diffiz tip mide kanseri hastalarinda hem kontrol grubuna oranla
hem de diffiz tutulum gdstermeyen hastalara oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede overekspresyon oldugu gorulmustar. Tutulum yerlerine
gore mide kanseri hastalari incelendiginde diffiz tutulum yapan 6 hastanin
tamaminda, proksimal tutulum yapan 16 hastanin 8’ inde ve distal tutulum
gOsteren 12 hastanin 9 unda istatistksel olarak anlamli CCND2 gen
overekspresyonu gorulmastir. Mide kanseri grubunda uzak metastazi
bulunan hastalar ile metastaz géstermeyen hastalar karsilastiriidiginda uzak
metaztazi bulunan hastalarda CCND2 gen overekspresyonu istatiksel olarak
anlamli derecede daha fazla goérulmektedir (p<0.05). Metastaz yapan 16
hastanin 15’ inde, metastaz yapmayan 15 hastanin 12’ sinde CCND2 gen
overekspresyonu istatisteksel olarak anlamli saptanmistir. Sag kalim
acisindan degerlendirildiginde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda yasayan
hastalarda overekspresyon saptanmaktadir. Kontrol grubuna gére hem exitus
olan hastalarda hem de yasayan hastalarda overekspresyon anlamii
derecede yuksek olmakla birlikte her iki grup birbiri ile karsilastirildiginda
anlamli bir degisiklik saptanmamistir. Bu genin de overekspresyonunun

hastalarda kontrol grubuna gore, hem de metastaz varliginda metastaz
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olmayan gruba goére anlamli derece yuksek saptanmasi ve diffiz tutulum
gOsteren hastalar ile metastaz yapan hastalarin tamaminda overeksprese
olmasi tumor yuku ile iligkili oldugunu gosterdigi dusunulmektedir. Mide
kanseri grubunda exitus olanlar ile sag kalanlar arasinda anlamli olarak fark
gorulmemesi prognozla iligkisinin olmayacagini dusundurmekle birlikte; bu
yorum icin daha fazla hasta ile yapilacak galismalarla ihtiya¢ bulunmaktadir.

IM hastalarinda CCND2 gen ekspresyonu kontrol grubuna gore
anlamli derecede overeksprese gozlenmektedir. Bu oran mide kanseri ve IM
icin 6nemli bir risk faktord olan HP pozitifliginde de benzerdir. HP negatif IM
hastalarinda kontrol grubuna oranla CCND2 gen ekspresyonu anlamli
derecede yuksek bulunmustur. Ancak HP pozitif IM hastalarinda hem kontrol
grubuna oranla hem de HP negatif IM hastalarina oranla CCND2 gen
ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede daha ylksek saptanmistir.
Bu bulgular ile CCND2 gen ekspresyonunun IM zamaninda bagladigi
dusundlebilir. HP pozitif ve negatif hastalarda CCND2 gen overekspresyonu
saptanmistir. Bu bulgu ile HP’ nin gen ekspresyonunda 6nemli bir yeri
olmadigini dusundurse de HP pozitif hastalarda negatif hastalara gore
anlamli olarak ekspresyonun yuksek bulunmug olmasi HP’ nin inflamasyonu
artirarak gen ekspresyonunu etkiledigini dustindurmektedir. Calismamizdaki
bulgular esliginde mide karsinogenezinde anahtar role sahip CCND2’ nin
timor yukau ile iligkili oldugu, inflamasyon ile tetiklendigi ve HP gibi ¢evresel
faktorler ile etkilendigi dusunulebilir. Bu bulgularin daha genis ¢alismalar ile
desteklenmesi gerekmektedir.

Casein kinase (CK) proteininin fosforile bir sekilde cAMP aktivitesi ilk
kez 1970’ li yillarda acgiga ¢ikmistir. CD1 ve CD2 olarak iki kasein proteini
saflasgtirnimistir. Casein kinase | (CK1) serin ve treonin yapisinda monomerik
bir proteindir. 7 isoformu bulunur: alpha, beta, gammal, gamma2, gamma3i,
delta ve epsilon [158]. DNA tamiri, hicre bolinmesi, nuklear yerlesme ve
membran transportu gibi goérevlerde yer alir. CK1 ayrica WNT ve Hedgehog
sinyal yollarinin gelisiminde 6nemli yere sahiptir. Wnt reseptorine (Frizzled)
baglh degilken, CK1alphanin beta-katenini fosforilledigi ve degradasyon

isleminde rol oynadigi dusunulmektedir. WNT reseptorune baglandigi zaman
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CK1epsilon hucre igi sinyal proteinini, Dishevelled ve CK1lgamma ise LRP5/6
koreseptorlerini  fosforile eder [159]. TuUmoregenesis Uzerine eftkileri
bakildiginda CSNK1A1 ile ilgili calismalarda veriler degiskendir. CSNK1A1’in
timor slpresor genler Uzerinde negatif bir etkisi oldugunu gosteren
calismalarda bulunmaktadir [160]. Ornegin Huart ve arkadaslarinin yaptigi
calismalarda CSNK1A1 murine double minute chromosome 2 (Mdmz2)
onkogene ile iletisime girerek p53 Un degradasyonuna neden oldugu
gOsterilmigtir [161]. Malignite yonidnde c¢alismalar Ozellikle hematolojik
sistemle iligkilidir. Burdaki verilerde de genin hem overekspresyonun hemde
inhibisyonun malignitede etkili oldugunu gosteren galismalar bulunmaktadir.
Yapilan analizlerde CSNK1A1 nin ekspresyonu yeni tani multiple myelom
hastalarinda onemi belilenmemis monoklonal gamapati hastarina gore
artmis olarak saptanmistir [162, 163]. Ozellikle CSNK1A1 nin baskilanmasi
B-katenin stabillesmesi ve WNT sinyal yoladi tarafindan transkipsiyona
ugrayan hedef genlerin artmasina neden olur [164]. Sun ve arkadaslarinin
yaptigi bir calismada malign melanom hastalarinda ve bening nevuslu
hastalarda CSNK1A1 ekspresyonuna bakilmistir. Yapilan c¢alismada
CSNK1A7’in malign melanomda over eksprese oldugu saptanmistir [165].
Hematolojik sistemle ilgili diger ¢calismalara bakildiginda Jaras ve arkadaslari
akut myeloid hlcrelerin sagkalim icin CSNK1A1’ e ihtiya¢ duyarken saglikli
hematolojik hucrelerde bu ekspresyon olmadan sagkalimin devam ettigi
gOsterilmigtir. Ayni zamanda bu ¢alismada CSNK1A1 inhibisyonu sonucunda
Rps6 fosforailasyonunda azalma ve p53 ekspresyonunda artma saptanmigstir
[166].

Calismamizda CSNK1A1 geninde mide kanserli hastalarda ve IM
hasta gruplarinda kontrol grubuna oranla anlamli bir overekspresyon
saptanmamistir. Tumor stpresor genler ile iliskisi ve WNT sinyal yolundaki
onemi bilinen bu gen ile ilgili ¢aligmalar agirlikli olarak hematolojik
malinitelerle iligkilidir. Bulunan veriler celigkilidir. Elde ettigimiz veriler ve
literatir esliginde CSNK1A1 geninin adenokarsinom patogenezinde etkili

olmadigini  disunmekteyiz. Mide adenokarsinom ve veya diger
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adenokarsinon gesitlerinde patogenezindeki rolinu aydinlatmak igin daha
fazla calismaya ihtiyag vardir.

Northrop ve arkadaslari ilk kez 1994 yilinda NFATC (Nuclear factor of
activated T cells) 1 sigir domuzundan aritmis ve bu proteininin kararli
sekanslarini kullanarak insan cDNA'sini izole etmigler [167]. NFATC cDNA
716 amino acid igeren ve tahmini agirhgi1 77,870 Da olan bir protein kodlar.
NFACT kompleksinin tanimlanmis iki kismi bulunur. Bu kisimlar TCR
aktivasyonu sonrasi nukleusa dodru hareket eden sistolik komponent ve
indUklenebilen nukleus komponentinden olugsmaktadir. Bu transkripsiyonel
aileye ait olan proteinler 6zellikle immun sistemde 6nemli role sahiptirler.
Antijen spesifik immidn yanit T hicre antijen reseptoérinin (TCR) antijen
sunan hucrelerdeki major histocompatibility komplekse (MHC) baglanmasi ile
baglar [168]. TCR situmullasyonu sonrasinda aktive olan IL-2 promotirin
analizi 2 homolog bolge gostermistir; bu bdlgeler TCR situmilasyonu ile
indUklenir ve bunun indiksiyonu immunsupresif ajanlarla (cyclosporin A ve
FK506) inhibe olur. Bu baglanma T hicre fonksiyonlarinda etkili olan
transkripsiyonel genlerin aktivasyonuna neden olur [169]. Bu baglanma T
hicre tarafindan aktive edilmis nukleer faktor (NFACT) tarafindan kontrol
edilir. Bu gene ait farkli sekilde kodlanan bir¢ok isoform tespit edilmistir. Bu
isomformlar farkli sitokin genlerinin uyariimasina neden olabilir. Ozellikle
fonksiyonunda belirgin etkisi bulundugu bilinen sitokin genler IL-2 ve IL-4 dir
[170, 171]. Park ve arkadaslarinin burkit lenfoma hucrelerinden elde edilen
cDNA klonlarinda yaptigi g¢alismada NFATC-beta gecici olarak eksprese
oldugunda IL-2 NFAT iligkili bildirici gen (reporter gene) aktive olur, fakat TNF
— alpha promoter proteininin kappa-3 elementine (NFAT-baglanma bdlgesi)
baglanmaz ve TNF-alpha promoterini aktive etmedigi gosterilmigtir. Bundan
yola ¢ikarak NFACT’ in diger sitokin genlerini aktive eden bir¢ok isoformunun
oldupunu tahmin etmislerdir [172]. NFAT proteinlerinin aktivasyonu
kalmodulin bagiml fosfatlar ve kalsindrin kontroliinde olur. Aramburu ve
arkadaslari NFACT1 de kalsinérinin hedef aldigi kisa bir sekans ortaya
¢ikarmayi basarmiglardir [173]. Bu dizide meydana gelebilecek en ufak bir
mutasyonda kalsindrin bagimh defosforilasyon ve NFACT2’ nin nlkleer
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translokasyonu bozulur. Acikliktaki proteinler kalsindrinin baglanma ve
NFAT’1 defosforile etme 0Ozelligini, dider substratlara kargl fosfataz
aktivitesinin etkilemeden inhibe eder. Hlcre icinde eksprese oldugunda iligkili
peptid NFAT defosforilasyonunu, nuklear translokasyonunu ve sitimilasyona
cevap olarak olusan NFAT-iligskili ekspresyonu inhibe eder. Boylelikle
kalsindrin NFAT iligkisini hedef alan enzim substrat baglantisinin kesilmesi
NFAT baglantili fonksiyonlari efektif olarak inhibe eder. H. Pilori VacA
salgilayarak epitel hucrelerinde vakoulizasyona neden olurlar. Gebert ve
arkadaslarinin yaptigi c¢alismada VacA’ nin etkin bir sekilde G1/S hucre
siklusunu etkileyerek T hucre hlcre proliferasyonunu engelledigi gosterilmis
[174]. Bu etkisini T hicre reseptor/IL-2 sinyal yolunun kalsiyum-kalmodulin
bagdimli fosfotaz noktasinda yapar. NFAT In nikleer translokasyonu iptal
edilir ve IL-2° nin transkripsiyonu downregule olur. H. Pilorinin
kroniklesmesini acgiklamada VacA’ nin FK506’ nin lokal immunsuoresyon
etkisini taklit etmesi gosterilmektedir. Winslow ve arkadaslarinin fareler
Uzerinde yaptigi bir calismada konstitutif sekilde nikleer NFATC1 varyant
(NFATC1-nuk) eksperese edenlerde anormal derecede yuksek kemik kutlesi
gelistigi gosterilmistir. NFATC1-nUk farelerde osteoblastlarin asiri buyumesi,
geligtiriimis osteoblast proliferasyonu ve WNT sinyal bilesenleri ifadesinde
koordineli degisiklikler saptanmistir. Buna karsin kalici NFATC1 eksikligi
gOsteren farelerde kafatasi kemik olusumunda kusurlar ve bozulmus
osteoklast gelisimi gosterilmistir. NFATC1-nuk farelerde RANKL ve OPG
normal seviyelerine ragmen osteoklastojenezin artmasi nedeniyle bu

mekanizmay etkileyen ek bulgularin oldugu dtusunulmektedir [175].

Calismamizda NFACT1 geninde Mide Kanserli hastalarda ve IM Hasta
gruplarinda kontrol grubuna oranla anlamh bir overekspresyon
saptanmamistir. Literatirde daha agirlikh olarak osteositler Uzerinde
caligmalar mevcuttur ve adenokarsinom Uzerine calismalar
bulunmamaktadir. Her ne kadar literaturde ilgili ¢alismalar bulunmamakla
birlikte elde ettigimiz veriler desteklemese de literatirde HP’ nin NFACT
inhibisyonuna yol agarak kroniklestigine dair verilerin olmasi bu genin

adenokarsinom ile iligkisinin olabilecegi konusunda dusundirmektedir. Mide
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adenokarsinom patogenezindeki rolunu aydinlatmak igin daha fazla
calismaya ihtiyac vardir.

CXADR (Coxsackie viris ve Adeno virls reseptori) geni tarafindan
adeno viristi C subgrubu ve coksaki B virls igin tip 1 membran reseptor
proteinini  kodlanir. Bergelson ve arkadaslari 1997 yilinda immunoaffiniti
kromatrografisi kullanarak coksakiviris ve adenoviris reseptor gorevi goren
bu proteini arindirmiglar ve CAR (Coxsaki ve Adenovirls reseptorl) olarak
adlandirmiglar. CAR cDNA tek bir transmembran bdlgesi iceren ve
immunglobulin superailesine ait olan tahmini 365 aminoasitli bir polipeptit
kodlamaktadir. Bergelson ve arkadaslarinin bu c¢alismasinda farelere CAR
cDNA’ si enjekte edildiginde farelerin coksaki virise B3 ve B4 enfeksiyonuna
duyarli hale geldiklerini saptamislar [176]. Tomko ve arkadaslari ayni yil bu
calismadan bagimsiz olarak yaptiklari ¢alismada fareleri kullanarak HelLa
hacrelerinden CXADR klonlamayi basarmiglar. Northern blot analizi ile
CXADR'’ nin ylUksek oranda ekspre oldugu yerler pankreas, beyin, kalp, ince
barsak, testis ve prostat olarak saptanmis. Daha dlslUk ekspresyonu
karaciger ve akciger saptanirken; bdbrek, plasenta, periferal kanda
I0kositlerde, timusta ve dalakta ekspresyonu saptanmamistir [177]. PCR
amplifikasyonu ile monokromozomal hibrid paneli ile, Bowles ve arkadaslari
(1999) fonksiyonel CXADR genini 21. kromozom ve pseudo CXADR genini
15, 18 ve 21. Kromozomda haritalandirmiglardir. FISH analizi ile 21q11
bdlgesinde bulunmustur [178]. Epitelyal dokudaki gama-delta T hucreleri
enfeksiyon, travma ve malignite gibi ¢evresel faktorlere karsi savunmada
kritik bir rol alirlar. Witherden ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptigi bir
calismada epitelyal gama-delta T hlcre specifik costimulatér molekdl,
junctional adhesyon molekuli benzeri protein tanimlamiglardir (JAML).
JAML’ In ligandi CAR a baglanimi hucre proliferasyonu; sitokin ve blyume
faktorl Uretimine neden olan kositimilasyonu saglar. JAML kostimulasyonun
inhibisyonu azalmig gama-delta T hucre aktivasyonu ve gama-delta T
hicrenin yoklugundakine benzeyen gecikmis yara kapanmasina neden olur.

Witherden ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin sonucunda JAML gama-delta
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T hicre biyolojisinde, CAR ve JAML In doku hemostazi ve tamirinde hayati

bir Gnemi oldugunu gostermistir [179].

Calismamizda bulunan CXADR geninin daha dnce pankreas ve ince
barsak dokusunda izole edilmesi ve hlcre proliferasyonunda sitokinler
araciligi ile etkin oldugunun gdsterilmesi bu genin GIS adenokarsinomlarinda
etkin olabilecegini dusindurmektedir. Ancak elde ettigimiz verilerde CXADR
geni Mide Kanserli hastalarda ve IM Hasta gruplarinda kontrol grubuna
oranla anlamli bir overekspresyon saptanmamigtir. Mide adenokarsinom

patogenezindeki roliint aydinlatmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

81



VI. SONUC

Calismamizda mide kanseri hastalarinda, hicre siklusunda 6nemi
bilinen WNT sinyal yoluna ait RHOA, CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2,
FZD8, NFACT1 genlerinin ekspresyonu arastiriimistir. Ekspresyon oranlari
IM hastalari ve kontrol grubuyla karsilastiriimistir. Ayrica HP’ nin IM
hastalarinda bu genlerin ekspresyonlarina etkisi degerlendirilmigtir.

Mide kanserli hastalarda RHOA, CSNK1Al, DVL2, FZD8 ve LRP5
genlerinin kontrol grubuna oranla anlamli derecede overeksprese oldugu
saptanmigtir. Diffiz tip mide kanseri hastalarinda diffiz tip olmayan mide
kanseri hastalarina oranla RHOA, CSNK1Al, DVL2, FZD8 ve LRP5
genlerinde  overekspresyon gorulmastir. Metastatik mide kanseri
hastalarinda ise hem kontrol grubuna oranla hem de metastaz gostermeyen
mide kanseri hasta grubuna oranla RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 ve LRP5
genlerinde overekspresyon izlenmigtir. Exitus olan hastalarda yagayan
hastalara oranla gen ekspresyonunda anlamli bir fark bulunmamistir. Diffaz
tip ve metastatik mide kanseri hastalarinda RHOA, CSNK1A1l, DVL2, FZD8
ve LRPS genlerinin ekspresyonlarinin yuksek bulunmasi bu genlerin timor
yuku ile iligkili olabilecegini dusindurmektedir. Exitus olanlar ile sag kalanlar
arasinda anlaml olarak fark goérilmemesi bu genlerin prognozla iligkisinin
olmayacagini dugundurmektedir. Daha ¢ok hasta ile diger faktorlerinde goz
onunde bulundurularak analiz edilmesi sag kalima etkisi agisindan bize daha
¢ok bilgi verebilir.

IM hastalarinda kontrol grubuna oranla RHOA, CSNK1A1l, DVL2,
FZD8 ve LRP5 genlerinin overeksprese oldugu gorulmustir. Mide kanseri
hastalari ile karsilastirildiklarinda anlamli bir dark saptanmamistir. HP pozitif
IM hastalarinda HP negatif IM hastalarina oranla RHOA, CSNK1A1, DVL2,
FZD8 ve LRP5 genlerinde anlamli olarak overekspresyon saptanmaktadir.
Bu bulgular esliginde RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin
ekspresyonlarinin  IM  zamaninda basladigi duasunulebilir. HP  pozitif
hastalarda negatif hastalara goére anlamli olarak ekspresyonun yuksek
bulunmus olmasi HP’ nin inflamasyonu artirarak gen ekspresyonunu

etkiledigini dusundurmektedir.
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VII-OZET

MIDE ADENOKANSERI ILE HP (+), HP (-) INTESTINAL
METAPLAZI ARASINDAKI MOLEKULER PATOLOJI

Giris ve Amag: intestinal metaplazi (IM), mide kanseri gelismesi igin
onemli bir risk faktorudur. WNT sinyal yolagi karsinogenezisde onemli
gorevler Ustlenmektedir. Calismamizda IM ve mide kanseri hastalarinda
WNT sinyal yoluna ait genlerin tanisal ve prognostik marker olarak degerini
arastirmayi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: 34 mide kanserli, 45 intestinal metaplazili ve 25
kontrol olgu olmak Uzere toplam 104 kisi ¢calismaya dahil edildi. Mide kanseri,
IM ve kontrol gruplarinin RT-PCR array yontemi ile WNT sinyal yolu anahtar
gen ekspresyonlari degerlendirildi ve kargilastirildi. TUmor yukanU yansitan ,
prognostik dnemi olan metastaz varligi ve mide de lokalizasyonuna gore
mide kanseri hastalari alt gruplara ayrilarak gen ekspresyonu yapildi. IM
hastalari mide kanseri igin risk faktort olarak Kabul edilen Helikobakter Pilori
(HP) varligina gore alt gruplara ayrilarak gen ekspresyonu yapildi.

Bulgular: Mide kanserli ve IM’li hastalarda RHOA, CSNK1A1, DVL2,
FZD8 ve LRP5 genlerinin kontrol grunbuna gobre anlamli sekilde
overeksprese oldugu saptandi. Metastatik mide kanseri hastalarinda
metastaz gostermeyen hastalara oranla RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 ve
LRP5 genlerinin anlamli olarak overeksprese oldugu goruldi. Diffiz tip mide
kanseri hastlarinda diffiz olmayan mide kanseri hastalarina gore RHOA,
CSNK1Al, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin anlamli olarak overeksprese
oldugu goruldu. Mide kanseri hastlari ile IM hastalari karsilastirildiginda gen
ekspresyonlarinda anlamh bir fark bulunmadi. HP pozitif IM hastlarinda HP
negatif IM hastalarina oranla RHOA, CSNK1Al, DVL2, FZD8 ve LRP5
genlerinin anlamli olarak overeksprese oldugu saptandi.

Sonug: RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin mide
kanseri hastalarinda tumoér yukinu yansitabilecegini diusunmekteyiz. Mide
kanserinden 6nce RHOA, CSNK1Al, DVL2, FZD8 ve LRP5 genlerinin IM
hastalarinda ekspresyon oraninin artmaya basladigini ve bu ekspresyonu HP
varliginin artirdigini dusunmekteyiz. Bu konularda daha ileri ¢aligmalara
ihtiyag bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, intestinal metaplazi, RHOA,
CXADR, CSNK1A1, CCND2, DVL2, FZD8, NFACT1
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- SUMMARY

Molecular Pathology Between Hp(+), Hp (-) Intestinal Metaplasia
And Gastric Adenocarcinoma

Introduction and Aim: Intestinal metaplasia (IM), is an important risk
factor for development of gastric cancer. WNT signalling pathway plays an
important role in carcinogenesis. In our study, we aimed to evaluate the
diagnostic and prognostic value of the genes in WNT signalling pathway in
gastric cancer patients.

Method: A total of 104 patients, 34 patients with gastric cancer, 45
patients with intestinal metaplasia and 25 healthy controls, were included in
this study. expression of genes in WNT signalling pathway were evaluated
and compared in Gastric cancer, IM and control groups by RT-PCR array
method. gastric cancer patients were divided into groups according to
presence of metastasis and localization of the cancer in stomach. Intestinal
metaplasia patients were divided into groups according to presence of
Helicobacter, which is accepted as a risk factor for gastric cancer.

Result: RHOA, CSNK1Al1l, DVL2, FzZD8 and LRP5 were
overexpressed in gastric cancer and IM groups, compared to control group.
RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 and LRP5 were significantly overexpressed
in patients with metastasis compared to patients without metastasis. RHOA,
CSNK1Al1, DVL2, FzZD8 and LRP5 were significantly overexpressed in
patients with diffuse gastric cancer compared to patients with non-diffuse
gastric cancer. there was no significant difference in gene expression
between gastric cancer group and IM group. RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8
and LRP5 were significantly overexpressed in Hp + patients compared to Hp-
patients.

Conclusion: We think that RHOA, CSNK1A1, DVL2, FZD8 and LRP5
reflect tumour burden in patients with gastric cancer. Thus they can be used
as biomarkers in the future while monitoring treatment. We think that ratio of
RHOA, CSNK1A1l, DVL2, FZD8 and LRP5 expressions begin to increase
before gastric cancer, and presence of Hp increases the expression. Further
studies are needed.

Key Words: Gastric Cancer, Intestinal metaplasia, RHOA, CXADR,
CSNK1A1, CCND2, DVL2, FZD8, NFACT1
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