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1. OZET

Epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR), tirozin kinaz ailesinin bir tiyesi olup
karsinogenezis boyunca genel olarak hiicre proliferasyonundan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Plazma zarindan sinyal gecisinin diizenlenmesinde gorev yapan RAS gen
ailesinin iiyesi olan K-ras proto-onkogeni nokta mutasyonlar1 karsinogeneziste onemli rol
oynamaktadir. K-ras mutasyonlar1 pankreas, akciger, kolon ve mide kanserinde yaygindir.
K-ras mutasyonlar1 cogunlukla kodon 12 ve 13, nadiren kodon 61°de ortaya ¢ikmaktadir.

Bu calismada mide kanser hastalarinda EGFR ekspresyonu ve K-ras mutasyonlarinin
prognostik ve prediktif énemi arastirildi. Calisma grubu, 1995-2008 yillart arasinda Caglayan
Florence Nightingale Hastanesi Medikal Onkoloji ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali’ nda takip ve tedavi edilen, parafin blok ve lamlar
bulunabilen 62 mide kanseri hastasindan olusturuldu. Bu hastalarin demografik ve patolojik
ozellikleri, sagkalim siireleri Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali arsivlerinden
elde edildi. 62 hastanin parafine gomiilli mide dokularindan kesitler alindi ve
immiinohistokimya metodu ile hastalarin EGFR ekspresyonu (— ) ve (+) olanlar belirlendi.
EGFR pozitif hastalardan alinan parafin doku orneklerinden DNA izole edildi ve K-ras
onkogeni kodon 12 ve 13 nokta mutasyonlarinin varligina mutajenik polimeraz zincir
reaksiyonu (mutajenik PZR) ve restriksiyon uzunluk parca polimorfizmi (RFLP) metodu ile
bakildi.

62 mide kanseri hastasinda EGFR ekspresyonu (+) olan 48 (%77.42) hastanin K-ras geni
kodon 12’ye ait GG, GC ve CC genotip frekanslan sirasiyla; %93.62, %6.38 ve %0; K-ras geni
kodon 13’e ait CC, CG, GG genotip frekanslart sirasiyla; %74.07, %25.93 ve %0 olarak
bulundu.

Monoklonal bir antikor olan Cetuximab, K-ras yabani! tip kolorektal kanser hastalarinin
birinci basamak tedavisinde yeni bir tedavi se¢enegi olmustur. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
K-ras polimorfizm i¢in yabanil tip allel tasiyan hastalarin Cetuximab ilacina iyi cevap verdigi
ve proliferasyonu engelledigini bilmekteyiz, bizim hasta grubumuzda da yiiksek oranda bu
genotipler goriilmektedir. Bu tip polimorfizm caligmalarinin kanserde ozellikle bireysel ilag
tedavilerinde yarar saglayacag kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: EGFR, K-ras, mide kanseri, cetuximab, mutajenik PCR.



2. SUMMARY

Epidermal growth factor receptor (EGFR), a member of the tyrosine kinase family in
general, is thought to be responsible for cell proliferation and for carcinogenesis. Signal
transitions in the regulation of plasma membrane serves as a member of the RAS gene family
of K-ras proto-oncogenes play an important role carcinogenesis through point mutations. K-ras
mutations in pancreatic, lung, colon and stomach cancer is common. K-ras mutations at codon
12 and 13 mostly, rarely occurs at codon 61.

In this study, EGFR expression in gastric cancer patients and their prognostic and
predictive importance of K-ras mutations were investigated. Working group between the years
1995 to 2008 Caglayan Florence Nightingale Hospital Medical Oncology and Istanbul
University Faculty of Medicine, Department of Pathology and treated in the follow-up, paraffin
blocks and slides may have consisted of 62 gastric cancer patients. 62 patients were included in
paraffin embedded sections from gastric tissue of patients with EGFR expression and the
immunohistochemistry method (-) and (+) those determined. EGFR positive patients, DNA
obtained from paraffin embedded tissue samples and K-ras oncogenes were isolated mutations
in codons 12 and 13 points to the existence of the mutagenic polymerase chain reaction
(mutagenic PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) method was
evaluated.

EGFR expression in 62 gastric cancer patients (+) the 48 (77.42%) patients of the K-ras
gene codon 12 GG, GC and CC genotype frequencies were: 93.62%, 6.38% and 0% K -ras
gene codon 13 of the CC, CG, GG genotype frequencies were: 74.07%, 25.93% and 0%
respectively.

Cetuximab is a monoclonal antibody, K-ras wild type first-line treatment of colorectal
cancer patients has become a new treatment option. In previous studies, K-ras polymorphism in
patients with the wild type allele of the drug Cetuximab and respond well to prevent
proliferation are aware that our patients in our group are also higher on these genotypes. This
type of polymorphism studies in cancer drug therapy, especially in individuals believe would

benefit.

Key Words: EGFR, K-ras, gastric cancer, cetuximab, mutagenic PCR.



3. GIRIS VE AMAC

Mide kanseri, tiim diinyada 6nemli bir morbite ve mortalite nedenidir. Mide kanseri
diinyada yaklasik her yil 870.000 yeni vaka ve 650.000 6liim ile akciger kanserinden sonra en
onemli ikinci kanser tiiriidiir (1). GLOBOCAN 2002 verilerine gore iilkemizde mide kanseri
tiim kanserler arasinda insidans agisindan erkeklerde ikinci, kadinlardaysa {iciincii sirada yer
almaktadir. Insidans erkeklerde yiizbinde 9.6, kadinlarda yiizbinde 5.7 olarak bildirilmektedir
(1-3). Diinyada mide kanserinin goriilme siklig1 erkeklerde kadinlardan yaklagik iki kat daha
fazladir (1). Ortalama teshis yas1 56°dir. Bat1 toplumlarinda en sik 70’li yaslarda goriilmesine
karsin iilkemizde ortalama yas 10 yil daha gengtir (4, 5).

Mide kanseri cevresel faktorler, beslenme aliskanliklar1 ve genetik faktorler gibi gesitli
etmenlerin rol oynadigi kompleks bir hastaliktir. Patogenezi tam olarak aydinlatilmamistir. Son
yillarda molekiiler onkolojideki gelismeler sonucu normal hiicreden tiimor hiicresine doniigiimii
ve tiimor hiicresinin karakteristik ozellikleri gittikce daha iyi anlagilmaktadir. Kanserlesme
siirecinde rolii oldugu diisiiniilen molekiillerden ikisi, epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) ve K-ras’tir.

Saglikli bir hiicrenin proliferasyonu ve sagkalimi icin hiicre disindan gelen uyarilara
gereksinim vardir. Biiyiime faktorlerinin hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak iligkili
sinyal iletim aglarin1 uyarmasi bu bilgi iletimini saglayan temel mekanizmalardan biridir.
EGFR (erbB-1, HER) erbB veya HER olarak bilinen reseptor tirozin kinaz ailesinin bir
tiyesidir. Bu ailenin diger ii¢ reseptorii HER2 (c-neu, erbB2), erbB-3 (HER3) ve erbB-4
(HER4)’ tiir. EGFR normal dokularin gelisimi ve homeostazinda da rol alir (6).

Hiicre biiyiime siirecinde bir molekiiler anahtar olarak islev goren, plazma zarindan
sinyal gecisinin diizenlenmesinde gorev yapan ve guanosin niikleosidlerini baglama
yeteneginde olan G proteinlerinden ras gen ailesinin birbiriyle yakindan iliskili {i¢ iiyesi; H-ras,
K-ras ve N-ras insan tiimorlerinde en sik goriilen onkogenlerdir. Tiim insan tiimorlerinin
yaklagik %15-20’si, epitelyal kanserlerin %?25’i hiicre proliferasyonunu tegvik eden mutant
RAS proteinleri tasir. Ras onkogeninde 12. ve 13. kodonlarda gerceklesen amino asit
degisiklikleri sik goriiliir ve bu ras mutasyonlarinin %90’1 K-ras’ta ortaya cikar.

Bu calismanin amaci, mide kanser hastalarinda EGFR ekspresyonunun ve K-ras

mutasyonunun prognostik ve prediktif 6nemini arastirmaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. KANSERIN MOLEKULER GENETIiK TEMELLERI

Kanser, normal hiicrelerin malign doniisiime ugramasi, uzun bir zaman siireci i¢inde
genetik materyalin mutasyonlar etkisi ile hasara ugramasi sonucu olusur.

Malign doniisiime yol acan mutasyonlar etkiledikleri hiicresel mekanizmalara gore sdyle
siniflanabilir;

- Bilylime ve hiicre ¢ogalmasini uyaran proto-onkogenlerin aktivasyonu

- Hiicre ¢ogalmasini denetleyen tiimor baskilayici genlerin inaktive olmasi

- Programlanmis hiicre 6liimii, apoptozisin engellenmesi

- DNA onarim enzimlerinin inaktivasyonu

Karsinogenezis, bu yasamsal hiicresel yonetim ve denetim mekanizmalarinin birer birer
devre dis1 kalmasi sonucu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, ¢evre dokularin invazyonu ve uzak

organlara metastaz siirecini kapsar (7).

4.1.1. Onkogen Aktivasyonu

Onkogenler, hiicre ¢ogalmasimm yoneten proto-onkogenlerin fizyolojik gereksinimlerin
otesinde proliferasyon uyarilar1 doguracak sekilde mutasyona ugramalan ile aktive olurlar.
Protoonkogenler onkogenlere 3 mekanizmadan biri ile doniisebilir. Bunlar; nokta mutasyonlari,
kromozomal yeniden diizenlenmeler ve gen amplifikasyonlaridir. Ozellikle nokta mutasyonlar
bir protoonkogenin aktif bir onkogene doniismesinde, dolayist ile kanser gelisiminde dnemli
bir rol oynamaktadir (8).

Onkogenler, hiicre ¢ogalmasini uyaran biiyiime faktorlerinin hiicre membrani tizerindeki
reseptorlerine baglanmasindan niikleus iginde hiicre boliinmesi ile ilgili genetik materyalin

transkripsiyonuna degin tiim asamalar etkileyen proteinleri kodlarlar (7).



4.1.2. Ras

Bir¢ok onkogen, onkogen {iriinlerinde tek bir aminoasidin yer degistirmesi sonucu olusan
nokta mutasyonu ile proto-onkogenlerden farklilasir. Bu sekildeki nokta mutasyonlara 6nemli
bir ornek, ras onkogenlerinde tanimlanmaistir.

Ras onkogeni normal hiicrelerde bulunmayip, daha ¢ok tiimor gelisimi sirasinda meydana
gelen mutasyonlarla sonuglanan tiimor hiicrelerinde olusur. Ras onkogenleri, kritik noktalarda
tek aminoasit degisimleriyle sonu¢lanan nokta mutasyonu ile proto-onkogenlerden koken alir.
Insan tiimorlerinde, ras onkogeninde 12. 13. ve 61. kodonlarda gerceklesen amino asit
degisiklikleri sik goriiliir (9).

Ras gen ailesinin birbiriyle yakindan iliskili ii¢ iiyesi; H-ras, K-ras ve N-ras insan
tiimorlerinde en sik goriilen onkogenlerdir (10). Mutasyonlarm sikligi ii¢ ras genine muntazam
olarak dagilmanustir. ik olarak H-ras gen mutasyonlar1 kesfedilmis olsa da daha sonra yapilan
yogun c¢alismalar K-ras ve N-ras mutasyonlarinin insan kanserlerinde daha sik goriildiigiinii
ortaya cikarmistir (11). Ozellikle K-ras geni mutasyonlar1 diger ras genlerine (N-ras ve H-ras)
oranla daha sik goriilmektedir (12).

Ug ras genini kodlayan proteinler giiclii amino asit benzerligi (%90) gosterirler. H-ras,
N-ras ve K-ras (4A ve 4B izoform)’in biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin temel olarak
6zdes oldugu var sayilmaktadir (11).

Tiim ras genleri farkli kromozomlar {izerinde lokalize olmasina ragmen tiimii 21 kilo
daltonluk (kDa) (p21) bir protein kodlamaktadir ve ras proteinleri G proteinleri ailesinden olup
guanosin niikleotidlerini baglama yetenegindedir (13). 189 amino asitlik bir protein kodlayan
ras gen ailesi, plazma zarindan sinyal gecisinin diizenlenmesinde gorev yapar. Hiicre bilyiime
siirecinde bir molekiiler anahtar olarak islev gdren normal ras proteini, degisken agma-kapama
durumlari olusturur. Baz1 durumlarda mutant ras proteini agik pozisyona (¢alisir konum) gelir
ve bu durumda hiicre biiyiimesini tesvik eder (14).

Ras proteinlerinin biyolojik aktivasyonu i¢in lipid modifikasyonu ve plazma membranina
kuvvetli baglanmas1 gerekmektedir. Ras proteinleri baglangicta inaktif sitoplazmik protein
olarak sentezlenir. Daha sonra bir dizi posttranslasyonel modifikasyona ugrayarak plazma

membraninin i¢ yiizeyine transloke edilirler (11, 15).



Ras protoonkogenleri normal proteinin asir1 ekspresyonu veya gen proteinini kodlayan
zincirdeki nokta mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikar (16).

Ras proto-onkogeni solid tiimorlerde en sik mutasyona ugrayan genlerden biridir. Tiim
insan tiimorlerinin yaklasik %15-20’si mutant RAS proteinleri tasimaktadir (7). Hiicre
yiizeyinden mitojenik sinyalleri ras-raf-MAPK yoluna aktarmada kilit bir rol oynayan ras
proteini epitelyal kanserlerin %25’inde mutasyona ugrar ve proliferasyon hizinin 6nemli
Olciide artmasina neden olur (17, 18).

Hiicre disindan kaynaklanan biiyiime ve c¢ogalma uyaranlarnn ilgili reseptorlerine
baglandiktan sonra hiicre i¢inde ikincil mesajcilar (seconder messenger) vasitasi ile uyariy1
nukleusa iletirler. Bu ikincil aracilarin harekete gegirilmesinde ras proto-onkogeni 6nemli bir
rol oynar.

Ras onkoproteini guanosin trifosfat-baglayan proteinler ailesinin 6nde gelen bir iiyesidir.
Plazma membraninin hemen altinda EGFR’lerinin intrasitoplazmik boliimlerine komsu olarak
yer alir. GDP (guanozin difosfat) bagh iken inaktif olan ras, EGF uyarisi ile GTP’ye baglanir
ve aktif hale gecer. Boylece ras bir yandan nukleusa dogru mitojenik uyariy1 iletecek sinyal
silsilesini baglatirken bir yandan da intrinsik GTPaz aktivitesi ile GTP’den disosiye olur ve
yeniden GDP baglayarak inaktif hale gecer. Boylece mitojenik uyar1 da sinirlandirilmis olur.
Mutant ras proteinleri siklikla GTPaz fonksiyonlan giidiik kalmis proteinlerdir ve bu nedenle
ya dig uyar1 almaksizin aktive olur (konstitiisyonel aktivasyon) veya daha uzun siireli
sinyalizasyona neden olurlar. Her iki kosulda da hizlanmis hiicre proliferasyonu s6z konusudur.
Hizli hiicre boliinmesi ayn1 zamanda replikasyon hatalarinin diizeltilmesine daha az zaman
tamidigr icin genomik istikrarsizliga da neden olarak mutasyonlarin olugmasini da
kolaylastirir (7).

Ras proteinlerinin aktivasyon ve inaktivasyonunu tetikleyen GNRP ve GAP’ler reseptor
tirozin kinazlar ile kontrol edilmektedir. Aktive olan ras, MAP kinaz uyarimini saglamaktadir.
MAP kinazlar uyarildiginda hiicrede cesitli proteinlerin fosforilasyonu sinyalini naklederler
(15). Bunlar icinde gen diizenleyici proteinler ve diger protein kinazlar bulunmaktadir. Gerek
jun proteininin direkt fosforilasyonu ve gerekse SRF FElk-1 kompleks proteininin
fosforilasyonu ile dolayli olarak fos geninin transkripsiyonel aktivasyonu hiicreyi

proliferasyona siiriiklemektedir (11, 15).



4.1.3. K-ras

Insan kanserlerindeki ras mutasyonlarinin %90’1 K-ras’da ortaya cikar (16). K-ras
mutasyonlarinin ¢ogu kodon 12, 13, 59 ve 61’de tamimlanmistir (19). Tiim calismalarin
birlestigi nokta; 12. kodondaki K-ras mutasyonunun en sik adenokanserlerde olmasidir (16).

K-ras 12. kromozomun kisa kolu iizerinde (12p12.1) hiicre membram ve sitoplazma
yerlesimli olan ve intraseliiler sinyal iletiminde rol oynayan bir proto-onkogendir (Sekil 1)
(20). K-ras onkogeni 21 kilo daltonluk bir protein kodlamakta ve intrinsik GTPaz aktivitesi
gostermektedir (21). 2 izoformu (4A ve 4B izoform) bulunmaktadir. Dort ekzon iceren K-ras
geninde dordiincii ekzon alternatif olarak kirpilirken, 4A ekzonlu transkript 189 amino asit; 4B
transkript ise 188 amino asitli bir protein tiretmektedir (13). Bunlar arasindaki fark karboksil
uctaki 25 amino asittir. Bu transkriptlerden 4B varyanti 10-20 kat daha fazla eksprese
edilmektedir (11).
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Sekil 1: K-ras Geninin Kromozomal Lokalizasyonu (22).

4.2. BUYUME FAKTORLERI

Baz1 protoonkogenler biiylime faktorlerini, bazi onkogenler biiyiime faktorii
reseptorlerini  kodlarlar. Mutasyonlar ve reseptdr genlerinin asir1 expresyonlart malign
transformasyonla iligkili bulunmustur.

Biiyiime faktorleri hiicre ¢ogalmasi ve diferansiyasyonunu uyaran polipeptid yapisinda
molekiillerdir. Hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptorleri uyararak etki gosterirler. Kanser
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gelisiminde bircok biiyiime faktorii ve reseptorlerinde regiilasyon bozuklugu kanserli
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Her biiyiime faktoriiniin 6zel bir hiicre-yiizey reseptorii vardir. Reseptore baglanma
hiicre boliinmesini baslatir (yada bazen durdurur).

Biiyiime faktorlerinin reseptorleri ii¢ ana grupta toplanir:

- Faktore 6zel iyon kanallar (ligand-gated ion channels)

- GTPaz iliskili reseptorler

- Protein kinaz iliskili reseptorler (7).

Biiyiime faktorii reseptoril, hiicre disinda biiyiime faktoriine baglanarak aktive olur.
Aktive olan reseptor bu kez bir protein substrat1 aktive eder.

Ras proteinleri sinyal ileticisi olarak Onemli rol oynarlar. Biiyiime faktoriiniin
baglanmasi, reseptdre bagli GDP’nin (guanozin difosfat) GTP’ye (guanozin trifosfat)
degismesini uyararak Ras proteinini aktive eder ve hiicre boliinmesini baslatacak, kisa zamanla
sinirh bir sinyali tetikler. Sinyal, GTP’yi GDP’ye ceviren bir GTP az aktive eden enzim (GAP)
tarafindan Ras’in inaktivasyonu ile sonlanir. Ras proteinin yada GAP’1in mutasyonu, hiicre
uyarici sinyalin zaman kisitlanmasini1 kaldirarak, kontrolsiiz hiicre bdliinmesine neden olur ve

tiimore yol acabilir.

4.2.1. EGFR ( Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii )

Hiicre membran reseptorii olan EGFR ailesi; EGFR, HER2, HER3 ve HER4’den olusur.
EGFR, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) 1962’de, EGFR ise 1980’de kesfedilmistir (23, 24).
Stanley Cohen bu c¢abalarindan 6tiirii 1986 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip odiiliinii almistir.
Kanserle iligkili bulunan ilk hiicre yiizeyi reseptorii EGFR’diir (25).

EGFR, kararlilig1 saglayan sisteince zengin iki hiicre dist ligand baglama domeyni; bir
transmembran domeyn; zara bitisik kisa bir bolim ve hiicre ici islevde onemli olan tirozin
kinaz domeyninden ibarettir (Sekil 2). EGFR 1186 amino asitten olusan 170 kd agirliginda
transmembran bir glikoproteindir. Reseptorler inaktif monomer seklinde hiicre membraninda
bulunurken ligand baglanmasinin ardindan baska bir EGFR ile (homodimerizasyon) ya da
EGFR ailesinden bagka bir reseptorle (heterodimerizasyon) dimerize olarak aktive olurlar (27).
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Sekil 2: EGFR’niin Yapisi (26).

Kanser hiicresinin proliferasyonu, metastaz yetenegi kazanmasi ve sagkalimi igin
EGFR’iiniin tirozin kinaz aktivitesi gostererek iligkili downstream sinyal iletim aglarin1 aktive
etmesi temel unsurlardan biridir.

EGFR kolon, akciger ve bas-boyun kanserlerinde asir1 ekspresyona ugramaktadir (28).

4.2.2. EGFR Sinyal Yollar

EGFR kompleksi sinyal transdiiksiyon agi, ras/mitojenle aktive protein kinaz (MAPK),
fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3-K)/ Akt ve STAT yollarini igerir (Sekil 3) (30).



EGF-receptor antibodies
inhibit ligand binding
and activation of the
intracellular signal
cascade

The KRAS
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to permanent
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independent of
the EGF receptor

- Proliferation
- Migration

Sekil 3: EGFR Fonksiyonlari ve Tedavi Hedefleri (29).

4.2.3. EGFR Degradasyonu

Ligandin baglanmasindan sonraki iki saat igcinde reseptorlerin %801 hiicre yiizeyinde
saptanamaz, ligandin ayrilmasindan 9 saat sonra reseptor diizeyleri normale doner. Cukurlagma
ya da vezikiil gibi ¢esitli yollarla EGFR-ligand kompleksi hizla hiicre i¢ine alinir ve burada ya

degrade olur ya da hiicre yiizeyine geri donerler (31, 32).
4.2.4. Hiicresel Islevlerin EGFR ile Kontrolii

Hiicre boliinmesi ve proliferasyonunda EGFR sinyalinin 6nemli rolii vardir. Hiicrenin
sagkaliminda (apoptozdan korunma), diferansiyasyonunda, anjiyogeneziste, hiicrenin

migrasyonunda ve metastazda rolii vardir (30).
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Bir¢ok epitelyal tiimor hiicre yiizeyi, artmis sayida EGFR (epidermal biiyiime faktorii
reseptoril) igerir. Anti-EGFR etkili monoklonal antikorlarin hem normal hem malign kolon

epitel hiicreleri tizerine inhibitor etkisi gosterilmistir.

4.3. EGFR VE RAS ILE ILIiSKILi SINYAL YOLU: RAS/MITOJENLE
AKTIVE PROTEN KiNAZ (MAPK)

Ras proteinleri, mitojenik sinyal yolunda biiylime faktorii reseptorlerini, Raf protein-
serin/treonin kinazlarin aktivasyonuna baglayan anahtar rolii iistlenirler. Bu islem ERK MAP
kinazlarin aktiflesmesiyle sonu¢lanan protein kinaz kaskadini baslatir. Ras proto-onkogenini
onkogene doniistiiren mutasyonlar, siirekli Ras aktivitesine yol acarak ERK sinyal yolunu
aktiflestirir. Raf geni de benzer sekilde, Raf proteinin amino ucundaki diizenleyici bdlgenin
ortadan kalkmasina yol acan delesyonlarla onkogene doniigiir. Bu delesyonlar Raf protein
kinazin kontrolsiiz aktivitesine, bu aktivite de siirekli ERK faaliyet artigina neden olur. ERK
sinyal yolu, transkripsiyon faktorlerinin fosforillenmesi ve gen ekspresyonunda degisikliklerle

sonuclanir (Sekil 4).

L\ \[

Sekil 4: Ras/Mitojenle Aktive Protein Kinaz (MAPK) Yolag: (33).
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4.4. MiDE KANSERI

Mide kanseri diinyada yaygin olarak goriilen ve biyolojik olarak agresif tavirli bir
timordiir. Tedavide beklenen yenilikler ancak tiimorlerin biyolojisinin daha iyi anlasilmasi
sayesinde gerceklesebilecektir. Son 10 yil i¢cinde ortaya ¢ikan gelismeler bugiin gerek tam ve
siniflama, gerekse tedavi se¢imi acisindan uygulama alanlari bulmaktadir.

Mide kanseri daha ¢ok cevresel etkenler ve beslenme aliskanliklari ile iliskili bulunmakla
birlikte bazi ailelerde kalitsal yatkinlik bildirilmis, bu ailelerdeki kusurlu genin cevresel

faktorlerden de etkilenerek mutasyona ugrayabildigi ileri siirtilmiistiir.

4.4.1. Epidemiyoloji, Patoloji ve Risk Faktorleri

Yaklagik 10 yildir mide kanseri insidanst ve mortalitesinin azalmasina ragmen diinyada
hala en cok rastlanan dordiincii ve en ¢ok oliime sebep olan ikinci kanser tiiriidiir. insidans
ozellikle Dogu Asya, Dogu Avrupa, Orta ve Giiney Amerika’da yiiksektir ve erkeklerde
kadinlardan yaklasik iki kat daha fazladir (34, 35).

Mide kanseri Tiirkiye’de toplumun 6nemli bir saglik problemidir. Tiirkiye’de mide
kanseri insidansi diinyanin dogusundan fazla, batisindan azdir (1, 2). Erkeklerde akciger
kanserinden sonra 9.6/100.000 ile ikinci ve kadinlarda meme ve kolon kanserinden sonra
5.7/100.000 ile iigiincii siradadir (1, 3). Mide kanseri erkeklerde 5.84/100.000 ile akciger
kanserinden sonra kanser oliimlerine sebep olan ikinci, kadinlarda 3.7/100.000 ile akciger ve
meme kanserinden sonra {iciincii kanser tiiriidiir. Diinyada mide kanserinde erkek/kadin
insidans ortalamasi 2/1°dir (1). Ortalama teshis yasi 56’dir (36). Bat1 toplumlarinda en sik 70’
li yaglarda goriilmesine karsin iilkemizde 60’11 yaslardir (4, 37).

Tiirkiye’de mide kanserinin yiiksek oranda olmasi bolgeler arasindaki etyolojik ve
epidemiyolojik farkliliklardan kaynaklanmir (38, 39). Etyolojide rol oynayan en onemli faktor
beslenmedir. Ozellikle tuzlanmis ve tiitsiilenmis yiyeceklerin, icerdikleri nitrozaminler
sayesinde kanser olusumunu indiikledigi gosterilmistir (4, 37).

Mide kanseri i¢in belirlenen en 6nemli risk faktorleri Helicobacter pylori infeksiyonu,
cinsiyet olarak erkek, ailede mide kanseri hikayesi ve sigaradir (34). Mesleki olarak nikele
maruz kalinmasi riski artirir. A grubu kan tasiyicilarinda, mide rezeksiyonu gegirenlerde ve
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pernisiyoz anemide de mide kanseri riski artmaktadir (4, 37). Diisiik sosyoekonomik diizeydeki
topluluklarda mide kanseri riski yiiksek diizeydekilere gore daha fazladir (38, 39).

Mide kanserlerinin %90’1indan fazlas1 adenokarsinomlardir ve geriye kalan kismi
lenfomalar ve sarkomalardir (34).

Tiirkiye’de mide kanserlerinin %15’inden daha azini kardia tiimorleri olusturur (40).

Tiirkiye’de tiim mide kanserlerinin sadece %2.6-3.6’s1 erken mide kanseri iken

Japonya’da oran %46-50, Ingiltere’de %18 ve Kore’de %16.4"tiir (40).

4.4.2. Evreleme ve Prognoz

Mide kanserlerinde hastaligin evresi, tiimoriin derinligi, bolgesel lenf nodlarma yayilimi
ve metastaz varliglr prognozu etkileyen faktorlerdir. Erken evrelerde prognoz oldukga iyidir.
Giiniimiizde hastalarin ¢ogunun tan1 konuldugunda III. ve IV. evrelerde olmasi1 prognozu kotii
yonde etkilemektedir. Infiltrasyona ugrayan seroza alaninin genislemesi ve lenf bezi sayisinin
artmasi prognozun kotiilesmesine yol acar.

Hastaligin klinik ve patolojik evrelemesinde TNM sistemi kullanilmaktadir (4, 37).

Buna gore mide kanseri 4 evreye ayrilir:

Evre I: Tumor mukoza, submukoza, miiskiilaris ya da serozayi tutmus olabilir. Bolgesel
lenf bezi tutulumu yoktur. T1 NO MO, T2 NO MO, T3 NO MO

Evre II: Mide duvan yaygin olarak tutulmus ya da mide duvarinin herhangi bir
derecedeki tutulumu yaninda perigastrik lenf bezlerinde metastaz vardir. T4 NO MO, Tx N1
MO

Evre III: Mide duvarinin herhangi bir tabakasinda tutulumla birlikte primer tiimore 3 cm’
den daha uzaktaki lenf bezleri de tutulmustur. Tx N2 MO

Evre IV: Uzak metastazlar vardir. Tx Nx M1
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T Tiimor derinligini gosterir.
T1 Timo6r mukoza-submukozay1 tutmustur.

T2 Timor miiskiilaris propriayr tutmustur. Serozaya varmis olabilir, ancak invaze

etmemistir.
T3 Tiimor serozayi infiltre etmistir. Komsu organ ve dokulari tutmamustir.

T4 Mide duvar yaygin olarak tutulmustur ya da komsu organ ve dokularda invazyon

vardir.
N Lenf bezlerinin durumunu gosterir.
NO Lenf bezlerinde metastaz yoktur.

N1 Biiyiik ya da kiiciik kurvatiir boyunca lezyona en ¢cok 3 cm uzakliktaki perigastrik

lenf bezleri tutulmustur.

N2 Primer tiimore 3 cm’ den daha uzaktaki bolgesel lenf bezleri tutulmustur. Ancak,
bu lenf bezleri ameliyatla ¢ikarilabilir niteliktedir. Lokalizasyonlar1 sol gastrik,

splenik, ¢6lyak ve ana hepatik arter ¢cevresidir.

N3  Diger kann ici lenf bezleri tutulmustur. Bu bezlerin tiimii ameliyat sirasinda
cikarilamamaktadir. Baglicalar1  hepatoduodenal, retropankreatik ve st

mezenterik arter cevresi lenf bezleridir.
M Uzak metastazlar temsil eder.
MO  Uzak metastaz yok.

M1  Uzak metastaz var anlamina gelir. Bolgesel lenf bezlerinin 6tesindeki lenf bezleri

metastazlar1 da uzak metastaz sayilir.

Tablo 1: Mide Kanserlerinin TNM Evrelenmesi

Evreleme Oncelikle klinik olarak yapilir. Operasyondan sonra elde edilen materyalle
patolojik evreleme yapilir.
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Tiim evreler dahil hastaligin 5 yil yasam sans1 %20 civarindadir (37, 38). 5 yillik
sagkalim oranlar1 evre 1’de %78, evre 2°de %42, evre 3’te %35’tir (41).

EGF ile reseptoriiniin birlikte ekspresyonunun klinik evre, invazyon ve prognoz ile
iliskili oldugu ileri stiriilmiistiir.

Mide tiimorlerinde EGFR asir1 ekspresyonu %20-50 oraninda gozlenirken bu gbzlemin
daha cok hastaligin ileri evrelerinde gerceklestigi ve anoploidi, proliferasyon hizi ve lenf
tutulumu ile baglantili oldugu ve kétii prognoz isareti olarak degerlendirildigi bildirilmektedir.

K-ras mutasyonu, kiiratif rezeksiyon sans1 olmasina ragmen kétii prognoz gostergesidir.

4.4.3. Klinik Belirtiler

Mide kanserinin en sik rastlanan belirtileri epigastrik agri, istahsizlik, kilo kaybi, kusma
ve bulantdir (4, 37). Ayrica disfaji, kusma, hematemez-melena tarzinda kanama da

goriilmektedir.

4.4.4. Teshis

Mide tiimorlerinde prognozu etkileyen en onemli faktor, hastalifin erken devrede teshis
edilmesi ve tedavinin buna gore planlanmasidir.

Mide adenokanserleri %80 ileri evrede teshis edilebilmektedir (4, 37). Mide
karsinomunun gec teshis edilmesi, hastaligin ilerlemesine sebep olmakta ve kiiratif bir ameliyat
uygulanmasini1 6nlemektedir.

Mide tiimorlerinin teshisi igin cesitli yontemler kullanilir. Tam endoskopik biopsi ile
konur (4, 37). Ayrica yontemlerin en onemlileri arasinda; kan ve idrar tayini, mide suyunun
incelenmesi, midenin endoskopik muayenesi (gastroskopi), midenin sitolojik muayenesi, mide

tiimorlerinin radyolojik teshisi sayilabilir.
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4.4.5. Tedavi

Mide kanserinin tedavisinde kullanilan baglica metodlar; cerrahi tedavi, radyoterapi ve
kemoterapi, hormon tedavisi ve immunoterapidir. Hastaligin biitiin evrelerinde etkili ve genel
olarak kullanilan tek bir tedavi yontemi mevcut degildir.

Ameliyattan 6nce hastanin tedavi yoniinden hangi evrede bulundugunun bilinmesi ve
tedavinin buna gore planlanmasi gerekir.

Mide kanserinin niiks ve metastaz Ozelliklerinin bilinmesi en uygun tedavinin
belirlenmesi bakimindan dnemlidir.

Erken evre mide kanserinin primer tedavisi cerrahidir. Cerrahi olarak ¢ikarilan tiimoriin
arkasindan lokal ve sistemik niiksii engellemek amaci ile adjuvan olarak uygulanacak
kemoterapi ve radyoterapi sagkalimi uzatmakta ve niiks riskini azaltmaktadir. Cerrrahi Oncesi
uygulanacak tedavilerin rolii, bugiin en fazla yogunlagilan alanlardan birini
olusturmaktadir (4, 37).

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar1 4 boliimde incelemek miimkiindiir.

1.Sitotoksik ilaglar

a) Alkilleyici ajanlar

b) Antimetabolitler

c¢) Dogal Bilesikler
2) Hormonlar
3) Hedefe yonelik ilaglar

a) Monoklonal Antikorlar

b) Protozom inhibitorleri

¢) Kiiciik molekiiler agirlikli tirozin kinaz inhibitorleri

4) Biyolojik yanit modiilatorleri (42).

4.4.5.1. Hedefe Yonelik ilaclar

Hedefe yonelik tedaviler, kanserli hiicrelerin aberan sinyal algilama ve ileti
sistemlerindeki kritik rol oynayan proteinlere karsi gelistirilmis ¢esitli kimyasal yapida ilaglar
icerir (42).
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4.4.5.1.1. Monoklonal Antikorlar

Cetuximab (Erbitux)

Epidermal biiylime faktorii reseptoriiniin  (EGFR, HER 1) sitoplazma disindaki
boliimiine yonlendirilmis bir monoklonal antikordur. Metastatik kolorektal kanser ve bas boyun
kanserlerinin tedavisinde etkilidir (42).

Cetuximab (EGFR’ne kars1 kimerik monoklonal antikor) in vitro ve in vivo deneysel
kolon kanser modellerinde etkindir. EGFR’e kars1 gelistirilmis antikorlar (Cetuximab ve
Panitumumab) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) antikoru metastatik kolon

kanser tedavisinde rutin kullanima girmistir (43-45).
4.4.5.1.2. Kiiciik Molekiiler Agirlikh Tirozin Kinaz Inhibitorleri
Gefitinib (Iressa)

Epidermal biiyiime faktorii reseptoril intrasitoplazmik tirozin kinaz aktivitesi olan
boliimiine baglanarak etki eder. Ileri evre kiiciik hiicreli akciger kanserinin tedavisinde
kullanilir (42).

Erlotinib (Tarceva)

EGFR tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder. Kiigiik hiicreli akciger kanseri ve pankreas

kanserinin tedavisinde kullanilir (42).

Lapatinib (Tykerb)

HER 1 ve HER2 tirozin kinaz inhibitoriidiir. Trastuzumaba direncli HER2 asin

eksprese eden metastatik meme kanserinin tedavisinde kullanilir (42).
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S. MATERYAL VE METOD

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE COZELTILER

5.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1) Gene Ruller 50 bp DNA molekiiler agirlik merdiveni (Fermentas, # SM0371)
2) Puc Mix 8, 50 pg (Fermentas, # SM0301)

3) DNA leader, 25-500 bp DNA molekiiler agirlik merdiveni (Bioline, H5-107B)
4) 6X DNA Loading Dye, 1 ml (Fermentas, # R0611)

5) BsuRI (Haelll) restriksiyon enzimi, 3000 U (Fermentas, # ER0151)

6) Mval (BstN1) restriksiyon enzimi, 2000 U (Fermentas, # ER0552)

7) Primer 100 nmol PZR Grade baz (IDT, # 60190159, IDT, # 60190158)

8) Primer 100 nmol PZR Grade baz (IDT, # 60190161, IDT, # 60190160)

9) Taq DNA polimeraz 500 U (Fermentas, # EP0402)

10) Agaroz, (PRONA, # 8012)

11) Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) (INVITROGEN, #003000)

12) Ksilen, (Carlo Erba Reagenti, 492306)

13) Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) (LabVision, # MS-378-P1)

14) Tris Buffered Saline (TBS) (LabVision, # TA-125-TB)

15) Protease XXV (LabVision, # AP-9006-005)

16) ANTP Mix, 10mM (Fermentas, # R0192)

17) Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kit (ROCHE, 11796828001)

18) Tris Base Buffer, 1kg (Multicell, 600-127-LG)

19) Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) Disodium, 500g (Multicell, 625-060 CG)
20) UltraVision Polyvalent (Rabbit-Mouse) HRP-AEC Kit (LabVision, # TP-015-HA)
21) Vision Mount (LabVision, #TA-060-UG)

22) UltrAb Diluent (LabVision, #TA-125-UD)



23) Etidyum bromid (EtBr) (AppliChem, A1151.0001)
24) Glacial asetik asit (Carlo Erba Reagenti, 302011)
25) Etanol (Riedel De Haen, 72390)

26) isopropanol (Merck, K 22313534)

5.1.2. Kullanilan Cozeltiler

1. Etidiyum Bromid

Etidiyum bromid konsantrasyonu 10mg/ml olacak sekilde dH,O ile sulandirildi.

2. TAE (Tris-Asetat-EDTA) Cozeltisi (500 ml, 50X)

Tris baz 242 gr
Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml
EDTA 100 ml (0.5 M, pH 8.0)

1000 ml dH,O ile tamamlanir ve pH 8.0’e ayarlanr.

3. TAE (Tris-Asetat-EDTA) Cozeltisi (1X)

20 ml 50X TAE dH,O0 ile 1000 ml’ye tamamlandi.

4. EDTA

100 ml (0.5 M, pH 8.0): 1000 ml dH,O ile tamamlandi ve pH 8.0’e ayarland.

5. Proteinaz K

100 gr liyofilize Proteinaz K 20 ng/ml olacak sekilde 4.5 ml dH,O ile sulandirildi.

6. inhibitor Removal Buffer

Kullanilmadan 6nce 20 ml %100 etanol eklendi.

7. Wash Buffer

Kullanilmadan 6nce 80 ml %100 etanol eklendi.

8. PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu)

Her posete 100 ml distile su eklendi ve otoklavlandi.
9. Puk 8 DNA Molekiiler Agirlik Standarti

0.5 pg/ul (Puk 8 Sulandirimi)

10 Wl Puc 8 Mix, 10 pl Loading Dye ve 40 ul dH,O ile sulandirildi.
10. ANTP (2.5 mM)

10 pl dNTP Mix (10 mM), 30 pl dH,O ile sulandirildi.
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11. PZR Primerleri (10 pmol/ pul)

10 pl primer, 90 pl dH,O ile sulandirild.

12. %2’lik Agaroz

1 gr agaroz 50 X ana stoktan sulandirilmis 50 ml 1X TAE igerisinde ¢oziindiiriildii ve elle
tutulabilecek sicakliga geldiginde 2 ul etidiyum bromid eklenerek iyice karistirildi.

13. %4’1ik Agaroz

2 gr agaroz 50 X ana stoktan sulandirilmis 50 ml 1X TAE igerisinde ¢oziindiiriildii ve elle

tutulabilecek sicakliga geldiginde 2 ul etidiyum bromid eklenerek iyice karistirildi.

5.2. CALISMA GRUBU

Calisma grubu, 1995-2008 yillar1 arasinda Caglayan Florence Nightingale Hastanesi
Medikal Onkoloji ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim
Dali’'nda takip ve tedavi edilen, 62 mide kanseri hastasindan olusmaktadir. Hasta grubu 38
erkek (E) ve 24 kadindan (K) olusmaktadir (Tablo 2).

Tez calismasinin EGFR ekspresyonu ile ilgili basamagi Istanbul Universitesi Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim Dali’nda, K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu ile ilgili basamagi

Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi Cocuk Endokrin Laboratuvari’nda yapildi.

EGFR | EGFR
Ad Soyad Yas | Cinsiyet | (+) ) K12 K13
GG CC
(wt) GC CC | (wt) CG
H. E. 57 |erkek <30 133bp
H. Y. 63 |kadin ()
S. C. 51 |erkek <30 133bp 85,48bp
A. G. 68 |erkek <30 133bp
A. B. 37 |erkek >60 133bp
AY. 71 |kadin <30 133bp
B. K. 75 |erkek (-)
C.T. 30 |erkek 30-60 133bp
G.G. 63 |kadin <30 133bp
H.T. 52 |erkek <30 162,133bp 85,48bp
H. K. 75 |kadin 30-60 133bp 85,48bp
M. K. 40 | kadin (-)
N. G. 44 | kadin 30-60 133bp
R. K. 43 |erkek <30 133bp 85,48bp
S. A. 52 | kadin ()
Y.A. 50 |kadin <30 133bp 85,48bp
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E. U. 63 |kadin (-)

F. Y. 74 |kadin )

H.S. 59 |kadin <30 133bp

M. A. 60 |kadin 30-60 133bp

N. Y. 43 |kadin <30 133bp

S.U. 33 |erkek (-)

F. B. 65 |kadin 30-60 133bp 85,74,48bp
F. M. 59 |erkek >60 133bp

F. L 43 | erkek 30-60 133bp

I1 63 |erkek (-)

K. M. 59 |kadin (-)

N. A. 54 | erkek (-)

R. B. 42 | kadin 30-60 133bp

S. Y. 67 |erkek (-)

S. K. 39 |kadin <30 133bp 84,48bp

Y. A 69 |erkek <30 133bp

N. 0. 52 |erkek 30-60 133bp 85,74,48bp
A. 0. 72 |erkek -)

Al 50 |erkek <30 133bp 85,74,48bp
I.s. 52 |erkek 30-60

I.T. 60 |kadin (-)

T. E. 64 |kadin <30 133bp

M.Y. 61 |erkek <30 162,133bp

M. D. 60 |erkek 30-60 133bp 84,48bp

M. O. 55 |erkek <30 162,133,29bp 85,74,48,26bp
0.S. 65 |erkek >60 133bp

R. O. 72 |erkek (-)

R. 0. 45 |kadin <30 133bp

S. C. 44 | erkek 30-60 133bp 85,48bp

N. K. 77 |erkek 30-60 133bp

A. K 50 |erkek <30 133bp 85,48bp

S. K. 53 |kadmn 30-60 133bp 85,48bp

C.B. 80 |erkek <30 133bp 85,48bp

H. B. 92 |kadmn <30 133bp 85,48bp

K. C. 70 |erkek <30 133bp 85,48bp

T.C. 70 |erkek <30 133bp 85,48bp

M. E. 78 |erkek 30-60 133bp 85,48bp

C.S. 73 | erkek <30 133bp 85,74,48bp
C.B. 80 |kadn <30 133bp 85,74,48bp
H. 0. 78 |erkek <30 133bp 85,74,48bp
H.L 68 |kadin <30 133bp

N.D. 86 |erkek 30-60 133bp 85,48bp

C.B. 85 |erkek <30 133bp 85,48bp

E.D. 49 |erkek <30 133bp 85,48bp

Z.C. 62 |erkek >60 133bp 85,48bp

S. G. 79 |erkek 30-60 133bp 85,48bp

Tablo 2: Hasta Tablosu
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5.3. KULLANILAN iNCELEME YONTEMLERI

5.3.1. Parafin Doku Orneklerinin Secilmesi ve Saklanma Kosullar:

Patoloji raporlan incelenerek uygun olduklar1 belirlenen hastalarin parafin bloklarn ve
lamlan arsivden ¢ikarildi. Olgularin lamlart 151k mikroskobunda yeniden degerlendirildi ve
isaretlendi. Isaretlenen lamlarin ait oldugu parafin bloklar eslestirilerek secildi. Parafin bloklar

DNA izole edilene kadar + 4 °C’de sakland.

5.4. EGFR EKSPRESYONU iLE iLGiLi YONTEMLER

5.4.1. immiinohistokimya Yontemi

Parafin bloklara gomiilii dokulardan, 3 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara alindu.
Lamlar bir gece boyunca 56°C’de etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin salelere alinan lamlar
sirasiyla 15 dakika ksilen, 15 dakika %100 alkol, 15 dakika %90’lik alkolde bekletilerek
deparafinize edildi ve 5 dakika distile suda bekletilerek rehidrasyon saglandi. Sonra antijenleri
geri kazanma islemi icin lamlar, %10’luk EDTA soliisyonuna alinip diidiiklii tencerede 15
dakika kaynatildi. Islem sonunda diidiiklii tencerenin kapagi acilip lamlar tencereden cikarilip
20 dakika oda sicakliginda birakildi. Tekrar salelere alinan lamlar, distile suda yikandiktan
sonra kenarlar1 kurulanip dokularin etrafi PAP-PEN kalem ile cizildikten sonra inkiibasyon
mapesine dizildi. Her dokunun iizerine hidrojen peroksit damlatilip 10 dakika bekletilerek
endojen peroksidaz blokaji saglandi. Bu siire sonunda lamlar distile suda yikanip 5 dakika
PBS’te bekletildi. PBS’ten sonra dokularin iizerine Proteaz XXV damlatilip 5 dakika bekletildi.
(pH: 7.4) Bu siire sonunda lamlar 5 dakika PBS’ te bekletildi. PBS’ten sonra dokulara Protein
Block (Hidrojen Peroksid Block) damlatilip 5 dakika bekletildi. Sonra 1/50 konsantrasyonunda
hazirlanan primer antikor EGFR (Lab Vision) damlatildi ve 2 saat siireyle nemli ortamda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda lamlar, icinde PBS bulunan salelere alimp yikandi. Sonra
dokulara Biotinylated Goat Anti- Polyvalent (Biotin ile isaretli ke¢i antikoru) damlatilip 30

dakika bekletildi. Siirenin bitiminde lamlar icinde PBS bulunan salelere alinip yikandi.
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Sonrasinda lamlarin {iizerine ikincil antikor olan Large Volume Streptavidin Peroksidaz
damlatilip 30 dakika bekletildi.

Siirenin bitiminde lamlar icinde PBS bulunan salelere alinip yikandi. Bu siire sonunda
lamlarin tizerine AEC kromojen damlatilip 5 dakika bekletildi. Dokularin kirmizi renk aldigi
goriiliince lamlar ¢esme suyunda yikandi. Ardindan lamlar mayer hematoksilende 5 dakika
bekletilerek karsit boyama yapildiktan sonra lamlar kapatma soliisyonu (Clear Mounting

Solution) ile kapatilip 151k mikroskobunda incelemeye hazir hale getirildi.

5.5. K-RAS KODON 12 MUTASYONU VE K-RAS KODON 13
MUTASYONUNUN TESPITI iLE iLGiLi YONTEMLER

Hastalarin parafin doku 6rneklerinden, genomik DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
DNA orneklerinin kantifikasyonu yapildi. DNA 6rneklerinin kalitesini kontrol etmek amaci ile
oncelikle B Globin polimeraz zincir reaksiyonu uygulandi. Daha sonra, 162 b¢ K-ras kodon 12
ve 159 b¢ K-ras kodon 13 gen iiriiniinii cogaltmak amaciyla mutajenik polimeraz zincir
reaksiyonu (Mutajenik PZR) uygulandi. Cogaltilan {iriinlere, genotiplerin belirlenmesi

amaciyla restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi uygulandi.

5.5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE) kullanilarak
yapildi. Yiizde 10’luk formaldehit ile fikse edilmis parafin bloklardan bisturi ile kesitler alinip
ependorf tiiplere koyulduktan sonra kesitlerin lizerine ksilen eklenip 30 dakika bekletildi.
Dokular i¢in %100, %80, %60, %40’11k etanol serisi hazirlandiktan sonra sirasi ile 10’ar saniye
etanol serilerinden ve sudan gecirildi. Bu serilerden sonra dokuya 200 ul lysis buffer ve 40 pl
proteinaz K eklenip pipetaj yapildi. Sonrasinda ependorf tiipler bir gece boyunca 37°C’de
inkiibe edildi. Ertesi giin inkiibasyondan sonra 20 pl proteinaz K karisima ilave edilip pipetaj
yapildiktan sonra tekrar ependorf tiipler 1-2 saat boyunca 55°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda dokularin eriyen kisimlar1 yeni ependorf tiiplere aktarilip iizerine 200 pl binding

buffer eklenip pipetaj yapildiktan sonra ependorf tiipler tekrar 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda iizerine 100 pl isopropanol eklenip pipetaj yapildi. Bu islemden sonra
toplama tiipiin i¢ine filtre tiip gecirilip ependorftaki 6rnek aktarildi ve 14000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra toplama tiipii atilip yenisi takildi ve 500 pl removal
buffer eklenip 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipii atilip yenisi
takildi ve 500 pl yikama tamponu eklenip 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
isleminden sonra tekrar toplama tiipii atilip yenisi takildi ve 500 pl yikama tamponu eklenip
14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Sonra toplama tiipii atilip yenisi takild1 ve herhangi bir
sollisyon eklenmeden, bos bir sekilde 14000 rpm’de 10 saniye santrifiij edildi. Bu santrifiij
isleminden sonra toplama tiipii atilip filtre tiip ependorf tiipe gecirildi ve 200 pl elution buffer
eklenip DNA’nin baglanmasi i¢in 5 dakika beklendikten sonra 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edildi ve filtre tiipti atildi.

5.5.2. DNA Miktarmm Olgciilmesi

Izole edilen DNA’nin konsantrasyonu ve safligi Picodrop Microlitre Spectrophotometer

Version 3.0 ile ol¢iildii. Her bir dl¢iimde 1ul DNA 6rnegi, blank soliisyonu olarak da Elution

buffer (Roche) kullanildi. izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonu 260 nm’deki optik
dansitesinden (OD), saflig1 ise 260 nm/280 nm dalga boyundaki OD oranindan tespit edildi.
Cift zincirli DNA molekiilleri icin, 1 optik dansitenin (OD) 50 pug/ml’ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA icin konsantrasyonu (formiil a) ve safliginin (formiil
b) belirlenmesinde asagidaki formiiller kullanilir:
DNA konsantrasyonu (ng/ul) = Asgp x Sulandirim oran x 50 (a)

DNA saflig1 = Aygp x Sulandirim orani x 50 / Agpx Sulandirim orani x 50 (b)

5.5.3. Primerlerin Hazirlanmasi

Izole edilen DNA &rneklerinin kalitesinfi kontrol etmek amaciyla uygulanan p Globin
PZR primerleri ve K-ras kodon 12 ve K-ras kodon 13 genotiplerinin belirlenmesi i¢in

kullanilan ileri ve geri primerler DNaz, RNaz icermeyen cift distile su ile ¢ozdiiriildii
(100 pmol/ul). Daha sonra stoklar (10pmol/pl) hazirlanip — 20°C’de saklandi.
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BstNI kesim bolgesini tanimasit amaci ile K-ras kodon 12 i¢cin mismatched upstream
primer ve Haelll kesim bolgesini tanimasit amaci ile K-ras kodon 13 i¢in mismatched
downstream primer kullanildi. K-ras kodon 12 i¢in kullanilan mismatched ileri primer Levi et
al. (1991) tarafindan bildirilmis olup geri primer 9 bp uzatilarak modifiye edilmistir (46). K-ras
kodon 13 icin kullanilan primerlerin dizisi A. Hatzaki et al. (2001) tarafindan yayinlanmig
dizilere gore (GenBank Acc. M54968, ve M38506) dizayn edildi (59).

Bu calismada B Globin kontrol PZR’inda kullanilan primerler ve K-ras kodon 12 ve
K-ras kodon 13 genotiplerinin belirlenmesi amaci ile kullanilan oligoniikleotid primerlerin
dizileri asagida verilmistir (Tablo 3). Tablo 3’te K-ras kodon 12 ve 13 primer dizisinde alti

cizili bazlar mismatch’tir.

Ileri primer Geri primer

B Globin , , , ,

. . 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTA -3 5’- CCACTTCATCCACGTTCACC -3
primerleri
Kras
kodon 12 5 ACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGACCT-3* | 5-CTGTATCAAAGAATGGTCCTGCACCAGTA-3
Primerleri
Kras
kodon 13 5-GTACTGGTGGAGTATTTGATAGTGTATTAA-3’ | 5’- GTATCGTCAAGGCACTCTTGCCTAGG-3’
Primerleri

Tablo 3: Oligoniikleotid Primerlerin Dizisi

5.5.4. K-ras kodon 12 Mutajenik Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Hastalara ait DNA 6rneklerinin kalitesini kontrol etmek amaci ile dncelikle B Globin geni

PZR ile amplifiye edildi. Amplifiye olduklarimt saptadiktan sonra K-ras geninin 12. kodonunu

da iceren bolge cogaltildi. Standart 25 pl’lik PZR karisimi 0.5 ml’lik ince duvarh PZR

tiiplerinde Tablo 4’de belirtildigi gibi hazirlandi.
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Kullanilan temel Stok konsantrasyon Kullanilan Son konsantrasyon
bilesenler miktar

10X PZR Tamponu 10X 25ul 1X
MgCl, 25 mM 1.5l 1.5 mM
Tleri primer 10 pmol/ul 1l 0.5uM
Geri primer 10 pmol/ul 1l 0.5uM
Taq polimeraz 5 U/ul 0.15 ul 0.05 U/ul
dNTP mix 2mM 2ul 40 uM
Cift distile su — 14.85 pul —

Kalip DNA 50 ng/ul 2 ul 100ng
TOPLAM 25 ul

Tablo 4: B Globin PZR ve K-ras Kodon 12 PZR Reaksiyon Karisimi Igerigi

5.5.5. K-ras kodon 13 Mutajenik Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Hastalara ait DNA 6rneklerinin kalitesini kontrol etmek amaci ile dncelikle B Globin geni

PZR ile amplifiye edildi. Amplifiye olduklarim saptadiktan sonra K-ras geninin 13. kodonunu

da iceren bolge cogaltildi. Standart 25 pl’lik PZR karisimi (primerler hari¢) 0.5 ml’lik ince

duvarli PZR tiiplerinde Tablo 5°de belirtildigi gibi hazirlandi.

Kullanmilan temel Stok konsantrasyon Kullanilan Son konsantrasyon
bilesenler miktar

10X PZR Tamponu 10X 25ul 1X
MgCl, 25 mM 1.5l 1.5 mM
Tleri primer 10 pmol/ul 1l 0.5uM
Geri primer 10 pmol/ul 1l 0.5uM
Taq polimeraz 5 U/l 0.5 ul 0.16 U/ul
dNTP mix 2mM 2ul 40 uM
Cift distile su — 13.5ul —

Kalip DNA 50 ng/ul 2ul 100ng
TOPLAM 25 ul

Tablo 5: K-ras Kodon 13 PZR Reaksiyon Karigmmi Icerigi
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5.5.6. Mutajenik PZR Kosullari

Istenilen polimorfik bolgeyi ¢ogaltmak amaci ile mutajenik PZR kosullari olusturuldu.
B Globin kontrol PZR’1, K-ras kodon 12 ve K-ras kodon 13 mutajenik PZR’nin kosullar

sirasiyla Tablo 6, 7 ve 8’de gosterilmistir.

Dongii sayisi Derece Siire Evre
Baslangic
1 95°C 3 dak £
denatiirasyonu
95°C 45 sn Denatiirasyon
Primerlerin
40 56 °C 30 sn
baglanmasi
72 °C 30 sn Uzama
1 72°C 10 dak Sonlanma
1 4°C 0 Saklanma Isis1

Tablo 6: B Globin PZR Kosullari

Dongii sayisi Derece Siire Evre
Baslang
1 95°C 5 dak =
denatiirasyonu
95°C 40 sn Denatiirasyon
Primerlerin
35 60 °C 30 sn
baglanmasi
72°C 30 sn Uzama
1 72°C 10 dak Sonlanma
1 4°C 0 Saklanma Isis1

Tablo 7: K-ras Kodon 12 Mutajenik PZR Kosullar1
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Dongii sayisi Derece Siire Evre
Baslangi
1 95°C 5 dak &
denatiirasyonu
95°C 40 sn Denatiirasyon
Primerlerin
35 50 °C 30 sn
baglanmasi
72 °C 30 sn Uzama
1 72°C 10 dak Sonlanma
1 4°C ) Saklanma Is1s1

Tablo 8: K-ras Kodon 13 Mutajenik PZR Kosullari

5.5.7. Mutajenik PZR Uriinlerinin Yatay Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Jel elektroforezinde kullanilacak agaroz jelin konsantrasyonu, ayristirilmak istenen
parcanin biiyiikliigiine gore degismektedir. Bu calismada, kontrol PZR olarak uygulanan 3
Globin PZR iriinleri %2’lik agaroz jellerde, ¢ogaltilan K-ras kodon 12 ve K-ras kodon 13 gen
tiriinleri de %2’lik jellerde, RFLP iiriinleri %4 liik jellerde yiiriitiildii ve jeller ultraviyole (UV)
1s1k altinda incelendi.

%2’lik jel i¢in; 1 gr agaroz, 50X ana stoktan sulandirilmig 50 ml 1X TAE igerisinde
¢Ozdiiriildii. Elle tutulabilecek sicakliga geldiginde 2 pl etidiyum bromid (EtBr) eklenerek iyice
karistirlldi. Kuyucuklar olusturacak taraklar kasete yerlestirildi ve jel tizerine dokiildii. Jel
donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildu.

10 pl PZR iiriinleri 2 pl yiikleme tamponu ile karistirllip kuyucuklara yiiklendi. Jeldeki
DNA Thermo Scientific elektroforez sistemi ile 90 V gerilimde 1X TAE tamponu igerisinde 30
dakika yiiriitiildii. PZR {iriinlerinin biiyiikliikleri PUK8 ve 25 bp’lik DNA molekiiler agirlik

merdiveni standart1 ile karsilastirilarak belirlendi.
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5.5.8. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Analizi

K-ras kodon 12 genotiplerinin belirlenmesi amaci ile ¢ogaltilan 162 bg’lik PZR iiriinleri
BstN1 (Mval) enzimi kullanilarak kesildi. 10 ul PZR iiriinii 1 pl enzim ile 37°C’de su

banyosunda 1 gece boyunca inkiibasyona birakildi.

T
5..CCIAGG... 3
3..GGTiCC...5

A

Sekil 5: BstN1 (Mval) Enziminin Kesim Bolgesi

K-ras kodon 13 genotiplerinin belirlenmesi amaci ile ¢ogaltilan 159 b¢’lik PZR iiriinleri
Haelll (BsuR1) enzimi kullanilarak kesildi. 10 pul PZR iiriinii 1 pl enzim ile 37°C’de su

banyosunda 1 gece boyunca inkiibasyona birakildi.

5..GG|CC...3

3..CC1GG...5

Sekil 6: Haelll (BsuR 1) Enziminin Kesim Bolgesi

5.5.9. istatiksel Analiz

Istatiksel analiz SPSS (Siiriim: 17.0) paket programi kullanilarak yapilmistir. Calismanin
biyoistatiksel ¢oziimlemesinde, deSiskenler ortalama, standart sapma (SD), frekans ve yiizdeler
ile tanimlanmig, frekans ve yiizdelerin kiyaslanmasinda ki kare testi kullanilmigtir. Normal
dagilima uygun Olctimsel degisken ortalamalariin karsilastirilmasi igin ¢ festi kullanmilmistir.
Sagkalim i¢in log-rank testi ve Kaplan-Meier yontemi kullanilmistir. Ayrica Fisher’s exact
testi, lojistic regression testi, enter metodu da kullanildi. Yorumlamalarda P degerinin 0.05’ten

kiigiik olmast istatiksel olarak anlaml kabul edildi.
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6. BULGULAR

Bu calismada, 1995-2008 yillar1 arasinda Caglayan Florence Nightingale Hastanesi
Medikal Onkoloji ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Ana Bilim
Dali’nda takip ve tedavi edilen, 62 mide kanser hastasina ait parafin bloklar1 kullanildi.

Mide kanseri hasta grubumuzun yas ortalamalar 59.33 olan 24 kadin ve yas ortalamalar
61.08 olan 38 erkekten olusmaktadir.

Bu calismadaki 62 mide kanser hastasinin 52 tanesinde (%83.87) lenf nodu metastazi
mevcut iken, 10 tanesinde (%16.13) lenf nodu metastazi bulunmamaktaydi. TNM siniflamasina
gore NO igin 10 (%16.13), N1 icin 29 (%46.77), N2 i¢in 18 (%?29.03) ve N3 i¢in 5 hasta
(%8.07) saptandi.

Tiimorlerin anatomik yerlesimlerine gore dagilimi incelendiginde tiimorlerin 9’u kardia
(%14.52), 15’1 korpus (%24.19), 31’1 (%50) antrum ve 1’i diger (%1.61) kaynakliydi. 6
hastada ise (%9.68) diffiiz tutulum saptandi.

Makroskopik olarak olgularin 42’si (%67.74) infiltran, 14’4 (%22.58) iilserdz, 6’s1
(%9.68) fungatif 6zellik gosteriyordu.

Histolojik tipler i¢inde %48.39 (30/62) ile en sik rastlanam adenokarsinomlardi. Ayrica
%25.81’1 (16/62) indiferansiye karsinom, %11.29’u (7/62) tash yiiziikk hiicreli karsinom,
%14.51’1 (9/62) diger olarak degerlendirildi. Diger olarak degerlendirilen histolojik tipler,
noroendokrin karsinom %8.06 (5/62) ve miisindz karsinom %6.45 (4/62)’du.

Hastalarin tamami operable (ameliyat edilebilir) olarak degerlendirilmis ve %350’sine
total gastrektomi %50’sine subtotal gastrektomi uygulanmisti.

Evrelere gore hastalarin dagilimina bakildiginda, evre I’'de 5 (% 8.06), evre II’de 26
(% 41.94), evre III’te 26 (% 41.94), evre IV’te 5 hasta (% 8.06) saptandi.

Lojistic Regression ve log-rank testine gore sagkalim ile evre arasinda ileri derecede
anlamli bir iliski saptanmistir (p=0.001). Evresi yiiksek olan hasta erken dlmektedir. Lojistic
Regression testine gore sagkalim ile yas arasinda da anlaml bir iliski saptanmistir (p=0.048).
Yas arttik¢a sagkalim sans1 azalmaktadir. Enter metoduna gore mikroskopik tip sagkalim i¢in

klinik olarak 6nemli bir parametredir (p=0.068).
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Calisma grubumuzu olusturan mide kanseri hastalarinin evrelere gore 5 yillik sagkalim
oranlar1 Grafik 1’de Kaplan Meier Grafigi ile gosterilmistir. Kaplan-Meier metoduna gore

medyan sagkalim 20 aydir (SD:7.252).

Survival Function

1 Survival Function
t= Censored

0,5 1

0,6 L

Cum Survival

T T T T T T
o 20 40 60 80 100

Zaman_ay

Grafik 1: Kaplan-Meier Grafigi
6.1. IMMUNOHISTOKIMYA SONUCLARI

Immiinohistokimyasal antikorlarla boyali kesitler, 151tk mikroskobunda degerlendirildi.
EGFR’iiniin membranoz ve sitoplazmik boyanma 6zelligi gosterdigi izlendi.

Istatiksel degerlendirilme yapilirken hastalar pozitif ve negatif olanlar olmak iizere 2
gruba ayrilarak sonuglar1 degerlendirildi. 62 hastanin 48’inde EGFR ekspresyonu pozitif
(%77.42) ve 14 tanesinde negatif boyanma (%22.58) 6zelligi gosterdigi izlendi.
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Sekil 8: A’da Mide indiferansiye Karsinom Hiicrelerinde EGFR Pozitifligi (Membrandz ve
Sitoplazmik Boyanma) (x400)
B’de Mide Tash Yiiziik Hiicreli Karsinomda EGFR Pozitifligi (Membran6z Boyanma) (x400)

t Testine gore EGFR ekspresyonu ile yas (p=0.977), zaman (p=0.635), lenf nodu sayis1
(p=0.814) ve tiimor ¢ap1 (p=0.960) arasinda anlamli bir iligki olmadig1 saptanmistir. Ki kare
testine gore EGFR ekspresyonu ile cinsiyet (p=0.324), evre (p=0.785), mikroskopik tip
(p=0.906), lenf nodu metastaz1 (p=0.298), timor tipi (p=0.946) arasinda da anlaml bir iligki
olmadig saptanmistir. Fisher testine géore EGFR ekspresyonu ile makroskopik tip (p=0.349)
arasinda anlaml bir iliski olmadig1 saptanmistir. EGFR ekspresyonu ve sagkalim oranlarini
kiyaslamak i¢in log-rank testi kullamilmistir. Bu teste gore EGFR ekspresyonu ile sagkalim
arasinda anlaml bir iliski saptanmamistir (p=0.306).
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6.2. MUTAJENIK PZR-RFLP SONUCLARI

K-ras kodon 12 genotiplerini saptamak amaci ile yapilan mutajenik PZR sonucunda 162
be¢’lik iiriin elde edildi (Sekil 9). Mutajenik PZR iiriinleri BstN1 restriksiyon enzimi ile kesildi.
Kesim sonrasi, mutant alleli tasimayan yabanil tiplerin PZR iiriinlerini 133 ve 29 b¢’lik DNA
parcalar1, mutant alleli yalniz bir allelinde tasiyan heterozigotlarin PZR {iriinlerini 162, 133 ve
29 bg¢’lik DNA parcalari, mutant alleli her iki allelinde de tasiyan homozigotlarin PZR
tiriinlerini ise 162 bg¢’lik DNA pargalar olusturmaktaydi (Tablo 9).

— 162b¢

Sekil 9: K-ras kodon 12 polimorfik bolgeyi tastyan mutajenik PZR iirtinlerinin %?2’lik agaroz
jel goriiniitiisii. M: PUC8 DNA molekiiler agirlik standarti; 1-8. kuyular: 162 bg’ lik PZR

driunleri; K: kontrol

Yabanil Tip (G/G)  Heterozigot Mutant Homozigot Mutant

(G/C) (C/O)
162 be — ——
133 be —_— —_—
29 be — —

Tablo 9: K-ras Kodon 12 Mutajenik PZR Sonrasinda BstN1 Enzimi Kesimi Sonucu Ortaya
Cikan Uriinler
33



Allellik polimorfizmler, K-ras kodon 12 mutasyonunun her iki allelde de bulunmamasi
(yabanil tip); her iki allelde bulunmasi (homozigot mutant) ve sadece bir allelde bulunmasi
(heterozigot mutant) seklinde aciklanabilir (Sekil 10).

A B

133 be

29 be

Sekil 10: Mutajenik PZR fiiriinlerinin BstN1 ile kesimi sonucu elde edilen K-ras kodon 12
genotiplerinin %4’liikk agaroz jel goriintiisii. A’da M: PUC8 DNA molekiiler agirlik standarti;
1,2. kuyular G/G genotipi (yabanil tip) B’de M: 25 bp’ lik DNA molekiiler agirlik standart;
7-9. kuyular G/C genotipi (heterozigot mutant). B’de diger kuyular K-ras kodon 13 genotipleri
(1, 2, 3. kuyular C/G genotipi (heterozigot mutant); 4,5. kuyular C/C genotipi (yabanil tip);
K: kontrol)

Mide kanseri hastalarinda 44 kisi yabamil tip, 3 kisi heterozigot mutant olarak
bulunmustur. Homozigot mutasyona rastlanmamistir. Hastalarin K-ras kodon 12 genotiplerinin
dagilim sikliklar1 Grafik 2’de gosterildigi gibidir. Hasta gruplarinda GG genotip sikligi hem
GC ve CC genotiplerine gore fazla bulundu (Tablo 10). Hasta bireylerin K-ras 12
mutasyonlarimi tagima siklign %6.38 (3/47) oldugundan bu mutasyonlar mide kanseri riski
acisindan Fisher testine gore herhangi bir anlamlilik tasitmamaktaydi (p= 1.000). K-ras kodon
12 mutasyonu ile sagkalim arasinda log-rank testine gore anlamlh bir iliski saptanmamistir
(p=0.815)
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Grafik 2: Hasta Grubuna Ait K-ras kodon 12 Genotip Dagilimlari

K-ras kodon 12 Genotipleri

GG; n (%) GC; n (%) CC;n (%)

Hasta grubu 44 (%93.62) 3 (%6.38) 0 (%0)

Tablo 10: Hasta Grubunda K-ras Kodon 12 Genotiplerinin Dagilimi

K-ras kodon 13 genotiplerini saptamak amaci ile yapilan mutajenik PZR sonucunda 159
be’lik iirtin elde edildi (Sekil 11). Mutajenik PZR iirtinleri Haelll restriksiyon enzimi ile
kesildi. Kesim sonrasi, mutant alleli tasitmayan yabanil tiplerin PZR {iriinlerini 85, 48 ve 26
bc’lik DNA parcalari, mutant alleli yalmiz bir allelinde tasiyan heterozigotlarin PZR iiriinlerini
85 ve 74 b¢’lik DNA parcalari, mutant alleli her iki allelinde de tasiyan homozigotlarin PZR
tiriinlerini ise 159 b¢’lik DNA pargalar olusturmaktaydi (Tablo 11).
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Sekil 11: K-ras kodon 13 polimorfik bolgeyi tasiyan mutajenik PZR iiriinlerinin %?2’lik agaroz
jel goriiniitiisi. M: PUC8 DNA molekiiler agirhik standarti; 1-8. kuyular: 159 bg¢’lik PZR

ariinleri; K: kontrol

Yabanil Tip (C/C)  Heterozigot Mutant ~ Homozigot Mutant
(C/G) (G/G)
159 be [
85 be —_— —_—
74 be -
48 bg
26 bg —

Tablo 11: K-ras Kodon 13 Mutajenik PZR Sonrasinda Haelll Enzimi Kesimi Sonucu Ortaya
Cikan Uriinler

Allellik polimorfizmler, K-ras kodon 13 mutasyonunun her iki allelde de bulunmamasi
(yabanil tip); her iki allelde bulunmasi (homozigot mutant) ve sadece bir allelde bulunmasi

(heterozigot mutant) seklinde aciklanabilir (Sekil 12).
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Sekil 12: Mutajenik PZR iiriinlerinin Haelll ile kesimi sonucu elde edilen K-ras kodon 13
genotiplerinin %4’likk agaroz jel goriintiisii. M: 25 bp’lik DNA molekiiler agirlik standarti;
1, 2, 3. kuyular C/G genotipi (heterozigot mutant); 4,5. kuyular C/C genotipi (yabanil tip);
K: kontrol

Mide kanser hastalarinda 20 kisi yabamil tip, 7 kisi heterozigot mutant olarak
bulunmustur. Homozigot mutasyona rastlanmamistir. Hastalarin K-ras kodon 13 genotiplerinin
dagilim sikliklart Grafik 3’de gosterildigi gibidir. Hasta gruplarinda CC genotip sikligi hem CG
ve GG genotiplerine gore fazla bulundu (Tablo 12). Hasta bireylerin K-ras 13 mutasyonlarini
tasima sikligi %25.93 (7/20) oldugundan bu mutasyonlar mide kanseri riski agisindan Fisher
testine gore herhangi bir anlamlilik tastmamaktaydi. (p= 0.616) K-ras kodon 13 mutasyonu ile

sagkalim arasinda log-rank testine gore anlaml bir iligki saptanmamaistir (p=0.655).
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Grafik 3: Hasta Grubuna Ait K-ras Kodon 13 Genotip Dagilimlari

K-ras kodon 13 Genotipleri

CC; n (%) CG; n (%) GG; n (%)

Hasta grubu 20 (%74.07) 7 (%25.93) 0 (%0)

Tablo 12: Hasta Grubunda K-ras Kodon 13 Genotiplerinin Dagilimi

6.3. IMMUNOHISTOKIMYA VE PZR-RFLP SONUCLARININ
KARSILASTIRILMASI

Fisher testine gore EGFR ekspresyonu negatif boyanma (-) ve EGFR ekspresyonu pozitif
boyanma (+) ile K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu arasinda anlaml bir iliski olmadig1
saptanmistir (p= 1.000, p= 0.616). Hasta bireylerin K-ras 12 ve 13 mutasyonlarim tagima
sikligr sirasiyla %6.38 ve %25.93 oldugundan bu mutasyonlar mide kanseri riski agisindan

herhangi bir anlamlilik tasimamaktadir.
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7. TARTISMA

Mide kanseri ¢ok faktorlii bir hastalik olup bir¢cok gen ve cevresel faktor hastalikta
etkilidir. Yaklagik 10 yildir mide kanseri insidans1 ve mortalitesi azalmasina ragmen diinyada
hala en ¢ok rastlanan dordiincii ve en ¢ok oliime sebep olan ikinci kanser tiiriidiir (34, 35).

Mide tiimorlerinin goriilme sikhigimin erkeklerde iki kat fazla oldugu literatiirde
bildirilmektedir (1). Calisma grubumuzdaki yas ortalamast yabanci kaynaklarla
kiyaslandiginda benzerdir. Erkek kadin oraninda kismi esitlik (E/K=1.58) bulunmaktadir. Mide
kanserinin ortalama teshis yas1 56’dir. Bat1 toplumlarinda en sik 70’li yaslarda goriilmesine
karsin iilkemizde ortalama yas 10 yil daha gengtir (4, 5). 2008 yilinda 840 hastadan olusan
Tiirk onkoloji grup ¢alismasinda mide kanserlerinin saptanma yas1 ortalama 57°dir (yas araligi
19-85) (47). 62 hastadan olusan ¢alisma grubumuzda ise yas ortalamas1 60.4’tlir (yas aralig
30-92). Aradaki farkin hasta sayisimin azlhigindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. Mide
kanserlerinde cinsiyet farkinin sagkalim iizerine etkisi bildirilmemistir.

2008 yil1 Tiirk onkoloji grup caligmasinda tiimor lokalizasyon yiizdeleri antrum %44.5,
korpus %41.3 kardia sadece %7.5 olarak saptandi (47). Bizim c¢alismamizda ise, tiimorlerin
anatomik lokalizasyonlarina gore dagilimi incelendiginde tiimorlerin %50’°si antrum, %24.19’u
korpus, %14.52’si kardia ve 1.61°1 6zofagogastrik bileske kaynakliydi. %9.68’inde de diffiiz
tutulum saptandi. Kardia bolgesi tiimorleri son yillarda artis gdstermektedir. Tiirkiye’de mide
kanserlerinin %15’inden daha azini kardia tiimorleri olusturur (40). Bazi dis literatiirlerde
bildirilen artan 6zofagogastrik bileske tiimorlerine calisma grubumuzda 1 hastada (%1.61)
rastlanmistir. Bati iilkelerinde mide adenokarsinom tiimorlerinde fundus ve distal tiimorlerde
belirgin bir diisiis olmasina ragmen gastroozofageal bileske ve kardia tiimoérlerinde siklik
yiiksektir (48). Son yillarda mide kanserinde goriilen 6nemli degisikliklere ragmen antral
tiimorler korpus ve kardiadakilere nazaran daha sik goriilmektedir.

Alberts ve ark.’min 2003 yi1linda Horlanda’da mide kanserinin epidemiyolojisi, patolojisi
ve tedavisi lizerine yaptig1 calismaya gore; mide kanserlerinin tigte biri (1/3) evre I ve II, dortte
biri (1/4) evre III ve %40°1 evre IV olarak teshis edilmistir (49). 2008 yili Tiirk onkoloji grup
calismasinda hastalarin %8.4’1 evre I, %14.5’1 evre 11, 56.7’si evre Il ve 14.5’1 evre IV olarak
belirlendi (47). Bizim calismamizda evrelere gore hastalarin dagilimina bakildiginda, % 8.06’s1
evre I, %41.94°1 evre 11, %41.94’1 evre 111 ve %8.06’s1 evre IV olarak saptanmaistir.
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Mide kanserlerinin %90’1indan fazlas1 adenokarsinomlardir ve geriye kalan kismi
lenfomalar ve sarkomalardir (34). Calismamizda histolojik tipler i¢inde %48.39 (30/62) ile en
sik rastlanan adenokarsinomdu. Ayrica %25.81°1 (16/62) indiferansiye karsinom, %11.29’u
(7/62) tash yiizikk hiicreli karsinom, noroendokrin karsinom % 8.06 (5/62) ve miisindz
karsinom % 6.45 (4/62)’du. Bu oranlar literatiirle uyumludur.

Mide kanserinin molekiiler temelinde biiyiime faktorleri ve onkogenler yer alir. Mide
kanserinde rol alan genlere ait tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) tespiti mide kanseri
patogenezinin aydinlanmasina yol agacagi gibi ayn1 zamanda hastaligin teshis, tedavi ve
onlenmesinde yardimci olacaktir. Kanserin heniiz yerlesmedigi ve tanimlamanin zor oldugu
erken evrede, bilinen bu gen mutasyonlarinin taranmasi ile olasi ilerlemenin Oniine gecilmesi
miimkiin olabilecektir.

Spesifik nokta mutasyonlari ile kanserin biyolojik davramisinin nasil etkilendigi yapilan
calismalarin odak noktasini olusturmaktadir. Mide kanserli hastalarda K-ras kodon 12 spesifik
mutasyonlu kanserlerin metastaz gosterme egiliminde olduklar1 yapilan calismalar ile ortaya
konmustur (50). Tedaviye verilecek cevabin ve bireyin kansere olan genetik yatkinliginin
onceden belirlenmesi, spesifik gen mutasyonlarinin incelenmesi ile saglanabilecektir.

Mide kanserinin molekiiler mekanizmalar1 ve klinige yansimalar1 agisindan oldukga
onemli goriilen K-ras gen mutasyonlarinin belirlenmesinde PCR ve RFLP yontemleri, EGFR
ekspresyonlarinin belirlenmesinde immiinohistokimya yontemi etkindir.

K-ras gen polimorfizminin kolon ve mide kanseri ile iliskileri cesitli ¢alismalar ile
bildirilmistir. Kolon ve mide kanserlerinde K-ras ile ilgili polimorfizm ¢alismas1 Kimura ve
ark. tarafindan 2007 yilinda Japon populasyonunda arastirilmistir. 66 mide kanseri ve 170
kolon kanseri hastasinda K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonunun saptanmasi i¢in PZR ve RFLP
yontemleri kullamilmistir. K-ras mutasyonlart kolon kanserinde 57/170 (%34) ve mide
kanserinde 2/66 (%3) olarak bulunmustur. 66 mide kanseri hastasinin K-ras kodon 12 ve 13
mutasyonlart sadece K-ras kodon 12’de 2 (%3) ve K-ras kodon 13’te 1 (%1.5) olarak
saptanmistir. K-ras kodon 12 ve 13’te ikisinde birlikte bulunan mutasyon 1/66 (%1.5) olarak
tespit edilmistir. 170 kolon kanseri hastasinin K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonlar1 K-ras kodon
12°de 47 (%28) ve K-ras kodon 13’te 13 (%7.6) olarak saptanmustir. K-ras kodon 12 ve 13’te
ikisinde birlikte bulunan mutasyon 3/170 (%1,8) olarak tespit edilmistir. Metastatik kolon ve
mide kanser hastalarinin biiyiik kisminda benzer mutasyonal durum saptanmistir (51).
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Bu calismadan farkli olarak bizim calismamizda mide kanseri hastasinda K-ras kodon 12°de
3/47 (%6.38) ve 13’te 7/27 (%25.93) olarak saptanmistir. Mide kanserinde beslenme
aliskanligimin  6nemli bir risk faktorii olmasindan yola c¢ikarak bu farkin Tirk
populasyonundaki beslenme aliskanligi ile iligkili olabilecegini diistinmekteyiz.

Mide kanserinde K-ras mutasyonunun makroskopik ozelliklere etkisi Yashiro ve ark.
tarafindan 2005 yilinda Japon populasyonunda arastirilmistir. 108 hastanin parafin doku
kesitlerini kullanarak exon 1 K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonunun saptanmasi i¢in PZR ve dot-
blot yontemleri kullanilmistir. K-ras mutasyonu 108 mide kanseri hastasinin 20’sinde (%18.52)
bulunmustur. K-ras mutasyonu ile polipoid kanser arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (52).
Bizim calismamizda K-ras mutasyonu ile makroskopik tipler arasinda bir iligki bulunmada.

Mide kanserinde K-ras kodon 12 nokta mutasyonlarinin klinopatolojik 6nemi Lee ve ark.
tarafindan 1995 yilinda Kore populasyonunda arastirilmistir. 140 mide kanseri hastasinda K-ras
kodon 12 nokta mutasyonunun saptanmasi i¢in PZR yontemi kullanmilmistir. K-ras kodon 12
mutasyonu sikligt %7.9 (11/140) olarak saptanmistir. Klinikopatolojik karakterlerle K-ras
kodon 12 mutasyon sikligi arasinda anlamli olmayan bir fark gozlenmistir. 26 ay sonraki
takiplerde K-ras kodon 12 mutasyonlu yada mutasyonsuz mide kanseri hastalar1 arasinda
sagkalim acisindan anlamli bir fark saptanmamistir. Bu ¢calismada midedeki K-ras mutasyonlari
ile vertikal tiimor lokalizasyonu arasindaki korelasyonun onemli oldugu ve mide kanser
patogenezinde midedeki tiimor lokalizasyonuna nazaran farkli mekanizmalar rol
oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (53). Bizim ¢alismamizdaki K-ras kodon 12 mutasyon sikligi
ile bu calismadaki siklik benzerdir. Bizim calismamizda da klinikopatolojik karakterlerle ve
sagkalim ile K-ras kodon 12 mutasyon siklig1 arasinda anlamli bir iligski bulunmamustir.

Mide epitel tiimorlerindeki K-ras aktivasyonunu Miki ve ark. Japon populasyonunda
arastirmiglardir. Bu ¢alismada 20 mide kanseri hastasinin parafin doku 6rneklerini
kullanarak K-ras onkogeninde kodon 12, 13 ve 61 nokta mutasyonununun saptanmasi icin
PZR ve dot-blot yontemleri kullanilmistir. Nokta mutasyonlar1 20 intestinal tiimoriin 4’iinde
(%20) K-ras kodon 12°de (GGT, GAT 3’i, GTT 1’i) bulunmustur. Bu mutasyonlar ayrica
dizileme yontemi ile dogrulanmistir. 11 diffiiz tip timorde K-ras nokta mutasyonuna
rastlanmamistir  (54). Bu c¢alismadaki K-ras kodon 12 mutasyon siklifi bizim
calismamizdakinden fazladir. Bu fark bize bu ¢aligmadaki hasta sayisinin yetersiz olmasindan
kaynaklandigimi diisiindiirmektedir.
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Kolon adenokarsinomlarinda hastalarin %20-50’si K-ras mutasyonuna sahip olup bu
mutasyonlarin %901 K-ras kodon 12 ve 13’te bulunmaktadir (55). Kolon kanserindeki K-ras
mutasyonu 2010 yilinda Yunxia ve ark. tarafindan Cin populasyonunda arastirilmistir. 101
kolon kanser hastasinin parafin blok dokular1 kullanilarak K-ras mutasyonlarinin saptanmasi
icin PZR ve dizileme yontemi kullanilmistir. K-ras kodon 12, 13, 45, 69 ve 80’de %32.7
(34/101) oraninda mutasyon saptandi. 34 mutasyonun 30’u (%88.2) K-ras kodon 12’de, 1’er
tanesi de K-ras kodon 13, 45, 69 ve 80’de saptanmistir. K-ras mutasyonlar1 kolon kanserinde
Cin ve Avrupalilarda benzer sikliktadir. Cin populasyonunda K-ras kodon 45, 69 ve 80’de yeni
mutasyonlar saptandi. Bu calismada K-ras kodon 61°de mutasyon saptanmazken, K-ras kodon
13’te sadece 1 hastada mutasyon saptandi (56).

K-ras mutasyonlarinin kolon kanserindeki varligir kétii prognoz ile iliskilidir (57, 58).
Kolon karsinomu hastalarinda K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonlarin1 Ja-Lok Ku ve ark. 2010
yilinda Kore populasyonunda arastirilmistir. 13 kolon karsinom hastasinin hiicre kiiltiirii
ornekleri kullanilarak K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonlarinin saptanmasi icin PZR ve dizileme
yontemleri kullanilmustir. Incelenen 13 hiicre kiiltiirii 6rneginden 6’sinda (%46) K-ras
mutasyonu saptandi. K-ras kodon 12 mutasyonu 4 ornekte, K-ras kodon 13 mutasyonu 2
ornekte saptanmistir (59).

NSCLC hastalarinda K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonunu Hatzaki ve ark. 2001 yilinda
Yunan populasyonunda aragtirmistir. 70 NSCLC hastasinin doku 6rneklerini kullanarak K-ras
kodon 12 ve 13 mutasyonunun saptanmasi i¢in PZR ve RFLP yontemleri kullanilmistir. K-ras
kodon 12 mutasyonu %20 (14/70) olarak saptanirken, K-ras kodon 13 mutasyonuna 69
hastanin hicbirinde rastlanmamistir. Hastalarin %55°1 (8/70) adenokarsinomdu yani 20 K-ras
kodon 12 mutasyonunun 8’i adenokarsinomdu. K-ras kodon 12 mutasyonu bu kanser tipinde
9%15-30 arasinda iken kolon adenokarsinomlarinda %39’lara kadar c¢ikmaktadir (60). Bu
calismalardaki K-ras kodon 12 ve kodon 13 mutasyon sikliklarinin bizim ¢calismamizdakinden
fazla olmas1 kanser tiirliniin farkliligindan kaynaklanmaktadir. K-ras kolon ve tiroid
kanserlerinde daha sik mutasyona ugramaktadir.

Ras onkogen polimorfizmi 2008 yilinda Fatma Oztiirk ve ark. tarafindan Tiirk
populasyonunda arastirllmistir. 24 tiroid kanser hastast ve 77 kontrol kan orneklerini
kullanilarak K-ras geni kodon 12 ve 13, N-ras kodon 12 mutasyonlarinin saptanmasi i¢in PZR
ve RFLP yontemleri kullanilmigtir. K-ras kodon 12 ve 13, N-ras kodon 12’de nokta
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mutasyonuna rastlanmamistir (61). Buna karsilik literatiirde ras onkogenleri igin tiroid
timorlerde %20-60 mutasyon saptanmistir. Bu calismada hi¢ mutasyon saptanmamasinin
sebebi calisilan hasta sayisinin az olmasindan kaynaklandigin diisiinmekteyiz.

Biz calismamizda, K-ras mutasyonu daha ¢ok kodon 12 ve 13’te gozlendigi i¢in bu
kodonlari inceledik. 62 mide kanseri hastasindan EGFR ekpresyonu (+) olan 48 hastanin K-ras
kodon 12 nokta mutasyonu %93.62°sinde (44 kisi) yabanl tip (GG), %6.38’inde (3 kisi)
heterozigot mutant (GC) olarak bulunmus olup 1 hastanin parafin blok izolasyonu sonug
vermemistir. Homozigot mutasyona (CC) rastlanmamustir. Hasta gruplarinda GG genotip
sikligst hem GC ve CC genotiplerine gore fazla bulunmustur. Hasta bireylerin K-ras 12
mutasyonlarimi tagima sikligi %6.38 (3/47) oldugundan bu mutasyonlar mide kanseri riski
acisindan bir anlamhilik tasimamaktadir (p=1.000). K-ras kodon 12 ile sagkalim arasinda
anlaml bir iligki saptanmamistir (p=0.815). 62 mide kanseri hastasindan EGFR ekpresyonu (+)
olan 48 hastanin K-ras kodon 13 nokta mutasyonu %74.07’sinde (20 kisi) yabanil tip (CC),
%25.93’iinde (7 kisi) heterozigot mutant (CG) olarak bulunmus olup 1 hastanin parafin blok
izolasyonu sonu¢ vermemis, 20 hastanin mutasyonu tespit edilememistir. Homozigot
mutasyona (GG) rastlanmamistir. Hasta gruplarinda CC genotip sikligt hem CG ve GG
genotiplerine gore fazla bulundu. Hasta bireylerin K-ras 13 mutasyonlarin1 tasima sikligi
%25.93 (7/20) oldugundan bu mutasyonlar mide kanseri riski agisindan bir anlamlilik
tasimamaktadir (p= 0.616). Kras kodon 13 ile sagkalim arasinda anlamh bir iliski
saptanmamistir (p=0.655).

Hedefe yonelik tedaviler, kanserli hiicrelerin aberan sinyal algilama ve ileti
sistemlerindeki kritik rol oynayan proteinlere kars1 gelistirilmis ¢esitli kimyasal yapida ilaglar
icerir. Cetuximab epidermal biiyiime faktorii reseptoriinin (EGFR, HER 1) sitoplazma
disindaki boliimiine yonlendirilmis bir monoklonal antikordur. Metastatik kolon kanserinde
2008 yilinda De Roock ve ark. K-ras yabanil tip i¢in &ngoriillen cetuximab ile tedavisini
Belgika’da arastinlmistir. 113 metastatik kolon kanser hastasinin parafin doku orneklerini
kullanarak EGFR i¢in immiinohistokimya, K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu i¢in RT-PZR
yontemleri kullanilmistir. 113 hastanin tamami EGFR pozitif olarak saptanmis hastalardir.
K-ras mutasyonlari 113 hastanin 46’sinda (%40.7) saptanmistir (62).

EGFR’e karg1 gelistirilmis antikorlar Cetuximab ve Panitumumab Almanya’da
onaylandi. Cetuximab EGFR sinyal yolagini1 bloke eder. Mutasyonlu K-ras durumunda EGFR
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blokaj1 yolagi baskilayamamaktadir, tiimor biiyiime ve yayilmaya devam eder. Monoklonal
antikorlar ile kolon kanseri tedavisini Sebastian Stintzing ve ark. 2009 yilinda Almanya’da
arastirmigtir.  EGFR  ekspresyonu immiinohistokimya yontemi ile tespit edilmektedir.
Metastatik kolon kanseri hastalarinin %70’inde  EGFR ekspresyonu saptanabilir. Bizim
calismamizda mide kanserinde EGFR ekspresyonu immiinohistokimya yontemi ile %77.42
(48/62) olarak saptandi. K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonlarimin belirlenmesi i¢in PCR temelli
metodlar ile kullanilir. K-ras mutasyonu kolon kanserinde %30-49 olarak saptanmaktadir.
Kalitsal olmayan kolon kansrinde K-ras mutasyonu %40 civarinda bulunmaktadir. K-ras
genindeki nokta mutasyonlarinin %98.4’1i kodon 12 ve 13’te, ¢cok seyrek olarak kodon 61 ve
63’te olabilmektedir. Cetuximab ve Panitumumab ile tedavisinin Kras mutasyon varliginda
etkisiz oldugu metastatik kolon kanserinin 6n tedavi calismalarinda gosterildi (CRYSTAL
calismasi). K-ras genindeki aktif mutasyonlar Cetuximab ve Panitumumab’a karsi direnci
gosteren biomarkerlardir. Bu nedenle Anti-EGFR tedavileri K-ras gen mutasyonlarinin
belirlenmesi sart1 ile metastatik kolon kanseri i¢in onaylamis bir tedavidir, ¢iinkii anti-EGFR ve
kemoterapi kombinasyonu ile K-ras yabanmil tip olan hastalarda beklenen cevap artist
saglanmistir. Monoklonal antikorlarin gelisiminin sonucu olarak (EGFR ve VGFR) metastatik
kolon kanser i¢in spesifik molekiiler biyolojik tedavinin 6nemi artmistir. Bu nedenle bir¢ok
calisma Cetuximab ve Panitumumab’in etkinligini ispat etmistir (BOND calismasi) (29).
Cetuximab metastatik kolorektal kanser hastalarinin birinci basamak tedavisinde hedefe
yonelik tedaviler icinde ¢igir agmistir. K-ras wt tiimorler Cetuximab tedavisi igin prediktif
biomarkerdir. K-ras mKRK hastalarinin birinci basamak tedavisinde standart kemoterapi ile
kombinasyonunda yer alan hedefe yonelik tedaviler icinde kullanilan ilk biomarkerdir.
Cetuximab tedavisi ile K-ras wt tiimorlii mKRK hastalarinda progresyon riskinde azalma
saglanir. Cetuximab K-ras wt metastatik kolorektal kanser hastalarimin birinci basamak
tedavisinde standart kemoterapi ajanlari ile kombinasyonunda yeni bir tedavi secenegidir.
mKRK birinci basamak hastalarin tedavi stratejisi belirlenmeden 6nce K-ras gen analizi
yapilmalidir. Sonuglarimiza gore kolorektal kanser (Derek J Jonker ve ark. 2007) (63) (Carsten
Bokemeyer ve ark. 2008) (64) ve bas boyun kanserlerinde (James A. Bonner ve ark. 2006) (65)
(Jan B. Vermorken 2008) (66) etkili oldugu belirlenen Cetuximab’in (Merck-Serono) mide
kanserinde de i¢in de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu ilaglar1 kullananlarin
yanitlarinin K-ras mutasyonuna gore karsilastirma ¢alismalar1 yapilmalidir. Caligsmanin hasta
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sayisi arttirlmali ve mutasyon sikliklar1 dizileme yontemi ile dogrulanmalidir. Oncelikle K-ras
kodon 61 ve sonrasinda diger kanser tiirlerinde mutasyon belirlenen kodonlar icin K-ras

mutasyon taramasi yapilmalidir.
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8. SONUC

Bu ¢alismada amag¢ mide kanser hastalarinin prognostik ve prediktif faktor olarak EGFR
ekspresyonu ve K-ras mutasyonlar1 incelenmesiydi. Calismada parafin bloklar kullanildi.
Calismaya aliman hasta grubunun demografik ozelliklerinin genel olarak literatiirle uyumlu
olmasi1 bu grubun genel mide kanseri populasyonunu temsil edebilecegini gostermektedir.

EGFR ekspresyonunun hastaligin evresi, yas, zaman, lenf nodu sayisi, timor g¢api,
cinsiyet, mikroskopik tip, lenf nodu metastazi, tiimor tipi, makroskopik tip ve sagkalim ile
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmus olmasi c¢alismamiz kisith sayida hastadan
olusmasina ragmen mide kanserinde EGFR ekspresyonu ile korelasyon gosteren patolojik
sonu¢ olmadigim gostermektedir.

Sagkalim ile evre, yas ve mikroskopik tip arasinda anlaml bir iliski saptanmis olmasi bu
verilerin sagkalim i¢in klinik olarak énemli bir parametre olabilecegini diistindiirmektedir.

EGFR ekspresyonu ile K-ras kodon 12 ve 13 mutasyonu ve sagkalim arasinda anlaml bir
iliski goriilmedi.

Sonug¢ olarak, EGFR ekspresyonu pozitif (+) olan hastalarin K-ras kodon 12 ve 13
mutasyonu i¢in yabanil tip allel (C/C ve G/G) tasiyan hastalarin Cetuximab’a (Merck-Serono)
iyl cevap verdigi ve proliferasyonu engelledigi daha once yapilan calismalarda belirlenmis
olup, calismamizdaki sonuglarimizdan yola ¢ikarak Tiirk populasyonundaki yabanil tip allel
sikliginin oldukga yiiksek oranda olmasi bize bu ilacin muhtemelen mide kanserinde de fayda
saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Sonuclar mide kanseri tedavi siirecinde bu mutasyonlarin
analizinin rutin olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir. Bulunan mutasyon sikliklarini
dizileme yontemi ile dogrulayacagiz. Calismaya hasta sayisini arttirarak devam etmekteyiz.

Ayrica K-ras kodon 61 i¢in de mutasyon taramasi yapacagiz.
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