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1. GİRİŞ 
 

            Kanser, hücrelerin yapılarında meydana gelen özel değişiklikler sonucu 

organizmanın denetim mekanizmasının bozularak hücrelerin bağımsız ve 

kontrolsüz bir şekilde çoğalması olayıdır. Ölüm nedeni olarak, kalp ve damar 

hastalıklarından sonra gelen, önemi giderek artan bir sağlık sorunudur. Türüne, 

coğrafi bölgelere, hasta yaş ve cinsiyetine göre farklılıklar gösteren kanserin, genel 

sıklığı toplumlarda değişiklik göstermekle birlikte 85/100.000 ile 350/100.000 

arasında değişmektedir.  

Dünya çapında görülen kanserlerin yaklaşık %10 'unu gastrik kanser (GK)ler 

oluşturur. GK’ ler erken dönemde genellikle asemptomatik olmasından dolayı geç 

tanı alabilmekte ve en çok ölüme neden olan kanserler sıralamasında ikinciliğini 

korumaya devam etmektedir. Hastalığın insidansında azalma gözlenmekle birlikte 

Türkiye’de GK’ lerden ölüm oranı erkeklerde 8-9/100.000, kadınlarda ise 4-

5/100.000 arasındadır. GK’ ler, en yaygın malignensilerden biri olmasına rağmen 

etiyolojisi halen kesin olarak bilinmemektedir. 

Son yıllarda, kanserin moleküler biyolojisi ve genetiği konusundaki bilgilerin 

artması, 1980’li yıllardan sonra dile getirilmeye başlanan, ‘‘kanser genlerin 

hastalığıdır’’ tanımını bir adım daha ileri götürerek, kanseri genetik temelli bir 

hastalık olduğu şekline dönüştürmüştür. 

Kanserin meydana geliş sürecinde genelde birden fazla gen rol oynamaktadır. 

Bunlardan onkogenler,  tümör baskılayıcı genler, DNA tamir mekanizması genleri ve 

mikro RNA (miRNA) genleri başlıcalarıdır. Bu genlerin herbiri farklı mekanizmalar 

aracılığıyla malign fenotipin oluşumuna katkıda bulunmaktadır.  

Bu süreçte yer alan tümör baskılayıcı genler büyüme faktörlerine ters olarak 

çalışırlar. Bu etki ile hücre çoğalmasını ve büyümesini azaltarak tümör gelişimine 

engel olurlar. Bu genlerin kaybı veya inaktif hale geçmesi ile hücre bölünmesinde 

oynadıkları negatif düzenleyici rol ortadan kalkmakta bu durumda tümör hücrelerinin 

anormal çoğalması meydana gelmektedir.   

Tümör baskılayıcı genlerden birisi olan PTEN (phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome ten) geni; adezyon molekülleri ile etkileşen, 
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hücre iskelet proteinlerinden tensin ve ‘‘auxillin’’ ile benzerlik gösteren, çift yönlü 

fosfataz aktivitesine sahiptir. PTEN geni 10q23.3’te lokalize olmuş, 9 ekzona sahip 

ve 403 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadır.  Bu genin kodladığı proteinler ile 

hücre büyümesi nasıl kontrol ediliyorsa, aktivitelerindeki anormalliklerde neoplastik 

hastalıklara neden olabilmektedir.  

 PTEN geni üzerinde yapılan çalışmalar, bu gende meydana gelen 

değişikliklerin çeşitli tümör gelişiminde etkili olabileceğini göstermiştir. Bu konuda 

çalışılan birçok tümör tipi olmasına rağmen GK’ lerle ilgili yeterli çalışma 

bulunmamaktadır. Bu bağlamda gastrik kanserlerde PTEN genindeki değişikliklerin 

belirlenmesi, hastalığın patogenezi ve moleküler temelinin anlaşılması açısından 

yararlı olabilir.  
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2.LİTERATÜR BİLGİ 

2.1.  MİDE (GASTER) ANATOMİSİ VE HİSTOLOJİSİ 

Mide, diafragma’nın altında, karın boşluğunun üst bölümünde yer alan, 

sindirim kanalının en geniş bölümüdür. Ağızda başlayan karbohidrat sindirimini 

devam ettirme fonksiyonunun yanısıra, hidrojen klorür (HCl) ve bunun etkisi ile 

proteolitik pepsine dönüşen pepsinojen salgılayarak protein sindirim işlemini 

başlatmakla görevlidir. 

Anatomik olarak mide; Kardia, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak üzere 

beş bölüme ayrılmaktadır (Şekil 1).  

 

 

 

Şekil 1.  Midenin bölümleri. 

http://www.histopathology-india.net/stomach.jpg’ den alınmıştır.      

 

Gastrik mukoza; Kardiyak, fundik (korpus) ve pilorik (antral) olmak üzere üç 

ana bölgeden oluşur. Bu bölgeler içten dışa doğru tunica mukoza, tunika submukoza, 

tunica muscularis ve tunica serosa olmak üzere 4 tabakadan meydana gelir (Şekil 2).  
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Bu tabakalardan; Tunica mukoza, kalın ve yumuşak yüzeyli bir tabaka olup 

midenin iç yüzünü örter; Tunika submukoza, temelde gevşek bağ dokusu 

karakterindedir; Tunika muskularis, düz kas lifleri içerir;  Tunika serosa, mideyi 

örten periton tabakasıdır. 

Mide yüzeyini, mukus salgılayan basit tek katlı prizmatik tipte epitel hücreler 

oluşturur. Salgılanan mukus, epitel yüzey üzerinde kalın bir tabaka oluşturarak 

hücreleri mide asidinin ve pepsinin zararlı etkisinden korur. 

 
 

Şekil 2. Midenin tabakaları. 
http://www.lodebar.org/personal/graphics/stomach04.gif ’ den alınmıştır. 

 

Gastrik kanserler diğer organların malign tümörlerinde olduğu gibi bu 

anatomik yapılar ve histolojik özellikler göz önüne alınarak sınıflandırılmaktadır. 
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2.2. GASTRİK KANSERLERİN EPİDEMİYOLOJİSİ 

Gastrik kanser (GK)ler, insidansının giderek düşüş göstermesine rağmen 

halen dünyada kansere bağlı ölümlerde, akciğer kanserlerinden sonra ikinci sırada 

yer almaktadır (Greenle ve ark 2001, Parkin ve ark 2001, Jemal ve ark 2002). 

Hastalığın coğrafi dağılımı farklılık göstermekle birlikte Japonya, Kore ve Çin’deki 

sıklığı diğer bölgelere göre daha yüksektir (Parkin ve ark 2001, Yamamoto 2001, 

Lee ve ark 2002, Kong ve ark 2004). Ülkemizde ise 2004 yılı Sağlık Bakanlığı 

verilerine göre en sık gözlenen kanserler arasında GK’ler beşinci sırada yer 

almaktadır (http://www.saglik.gov.tr/TR/BelgeGoster.aspx).  

GK’lerin erkeklerde görülme oranı bayanlara göre, yaklaşık olarak iki kat 

daha fazla olduğu tespit edilmiştir (Parkin ve ark 1992, Sipponen ve Correa 2002, 

Yalçın ve ark 2006). Erkeklerde GK insidansının daha yüksek olmasının sebebi 

henüz aydınlatılamamış olmasına rağmen iki ihtimal üzerinde durulmaktadır. 

Bunlardan birincisi,  biyolojik farklılığa bağlı olarak kadınlık hormonlarının 

(östrojen, vb) GK’lerde koruyucu olabileceğidir. İkincisi ise, GK’lerin oluşumu 

esnasında erkeklerin çevresel faktörler ile etkileşimini sonucunda daha hassas 

olabildikleri, özellikle Helicobacter pylori (H.P) infeksiyonunda erkeklerin daha çok 

kronik gastrit olduğu ve bununda GK’lerde öncü haberci olduğu belirtilmektedir 

(Sipponen ve Correa 2002). Buna ilaveten Signh ve ark (1997)nın yaptıkları 

çalışmada ise normal gastrik mukozada östrojen reseptör miktarının, GK 

mukozasından daha fazla olduğunu ve östrojenin GK oluşumunda koruyucu bir 

faktör olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

Genel olarak sosyoekonomik düzeyi düşük pek çok populasyonda sıklıkla 

rastlanan (Parkin ve ark 1997) GK’lerin artan yaşla birlikte insidansıda artmakta ve 

beş ile yedinci dekatlar arasında en yüksek seviyelere ulaşmaktadır (Christie ve ark 

1997).   

2.3. GASTRİK KANSERLERİN PATOLOJİSİ VE TNM (TÜMÖR, NODÜL 

VE METASTAZ) SINIFLANDIRMASI 

Gastrik karsinomların en sık görüldüğü bölgeler prepilorik bölge, antrum ve 

küçük kurvatur yerleşimlidir (Larson ve ark 2006, Portnoy 2006). Sınıflandırmaları 

tümör kitlesinde değişik histolojik özellikler bir arada bulunabileceğinden dolayı 
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güçtür (Shibata 2001). Gastrik tümörlerin yaklaşık %90-95’i adenokarsinom 

tipindedir. Kalan kısmın çoğunluğunu ise Non-Hodking lenfomalar ve 

leyomiyosarkomalar oluşturur (Lewin ve Appelman 1995, Gunderson ve ark 2000, 

Kelley 2003).  

 Lauren (1965) tarafından yapılan sınıflandırmada gastrik adenokarsinomlar 

tümörlerin histolojik yapılarına göre intestinal ve diffüz olmak üzere iki histolojik 

tipe ayrılmıştır. İntestinal tip erkeklerde ve ileri yaşlarda daha sık gözlenirken, diffüz 

tip ise daha genç bireylerde ve her iki cinsiyette eşit oranda görülür (Correa 1985).  

Lauren sınıflaması epidemiyolojik ve patogenetik çalışmalarda yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Ancak tümörün hem histolojik hemde büyüme paterni göz önüne 

alınarak yapılan bu sınıflamada gastrik karsinomların önemli bir bölümü 

sınıflandırılamayan gruba dahil olmaktadır.  

GK’ lerde kullanılan birçok benzer sınıflandırma olmasına rağmen 

epidemiyolojik, klinik ve patolojik çalışmaların birçoğu WHO (World Health 

Organization) sınıflandırmasına dayanmaktadır (Jass ve ark 1990). Bu sınıflamaya 

göre;    

1. Adenokarsinom: Papiller, tubuler,  müsinöz, taşlı yüzük hücreli 

2. Adenoskuamoz 

3. Skuamoz 

4. Küçük hücreli 

5. İndiferansiye 

6. Diğer karsinomlar (koryokarsinoma, embriyonik karsinoma) şeklindedir. 

 

GK’ lerin evrelemesinde ise en yaygın kullanılan sınıflandırma sistemi 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafından yapılan TNM evreleme 

sistemidir (AJCC 1997). Tümör evrelemesinde (T), mide duvarı içinde infiltrasyon 

derinliğini, iç organlara ait serozada penetrasyonu ve diğer organlara infiltrasyonu;  

nodal metastaz (N) bölgesel lenf nodlarının boyutu ve sayısını,  uzak metastaz (M) 

ise uzak metastazların varlığını ya da olmadığını belirtir (Tablo 1) (Sobin ve 

Wittekind 1997). 
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Tablo 1. Gastrik kanser için TNM evreleme sistemi ve özellikleri (AJCC 1997) 

PRİMER TÜMÖR (T) 

T1 Tümör ve submukozayı invaze etmiştir.  

T2      Tümör lamina propria ve submukozayı geçerek muskularis propriayı ve 

subserozayı invaze etmiştir.  

T3        Tümör serozaya penetrasyon yapmış ancak komşu organları invaze 

etmemiştir. 

T4       Tümör pankreas, dalak ve karaciğeri invaze etmiştir. Diyafragma ve 

abdomen duvarına uzanım vardır. 

NODAL TUTULUM (N) 

N0 Bölgesel lenf nodlarında tutulum yoktur. 

N1 Primer kitleye 3 cm’den yakın perigastrik lenf nodlarında tutulum mevcut 

tur. 1-6 çevre nod metastazı 

N2  Primer kitleye 3 cm’den uzak perigastrik lenf nodlarında ve çölyak arter ve 

dallarının etrafındaki lenf nodlarında tutulum mevcuttur. 7-15 çevre lef nod 

metastazı 

N3 Paraaortik, hepatoduodenal, retropankreatik, mezenterik, portal hepatik, 

retrokaval ve retrokrural lenf nodlarında tutulum mevcuttur. 15> çevre lenf 

nod metastazı 

UZAK METASTAZLAR (M) 

M0 Uzak metastaz yoktur. 

M1   Karaciğer, böbrek üstü bezleri, kemik metastazları ve peritoneal tutulum  

mevcuttur. 
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2.4. GASTRİK KANSERLERİN ETİYOLOJİSİ VE PATOGENEZİ 

GK’ lerin gelişiminde birbirleriyle bağlantılı pek çok çevresel ve genetik risk 

faktörü bulunmaktadır (Fuchs ve Mayer 1995, You ve ark 2000). Çevresel faktörler 

içerisinde diyette aşırı tuz ve tütsülenmiş gıda alımı, mide pH’sının yükselmesi 

(hipoklorhidri), hijyenik şartların kötü olması ve vitamin C eksikliği gibi faktörler 

yer almakta ve GK riskini artırdığı bilinmektedir (Demirer ve ark 1990, Joossens ve 

ark 1996, Palli 2000, You ve ark 2000, Mayne 2001). Ayrıca Helicobacter pylori 

(HP) infeksiyonu, A kan grubu ve atrofik gastritinde etiyolojide sorumlu tutulan 

faktörlerden olduğu bildirilmektedir (Aird ve ark 1953, You ve ark 2000, Karasu ve 

ark 2001, Uemura ve ark 2001). 

Son yıllarda GK hücrelerindeki çeşitli genetik ve moleküler değişikliklerde 

gastrik kanserin oluşumunda risk faktörleri arasında gösterilmeye başlanmıştır. 

Yapılan sitogenetik çalışmalar, GK hücrelerinde özellikle kromozom 3 (yeniden 

düzenlenmeleri), 6 (6q21’de delesyon), 8 (trizomi), 11 (11p13-p15 aberasyonu) ve 

marker kromozomları kapsayan çok sayıda sayısal ve yapısal anomaliler olduğunu 

göstermiştir (Seruca ve ark 1993, Panani ve ark 1995, Guleria ve ark 2005). Ayrıca 

onkogenlerin aktivasyonu (Lee ve ark 2003), hücre adezyonunun azalması (Shimada 

ve ark 2004), telomeraz reaktivasyonu (Hiyama ve ark 2001), mikrosatellit 

instabilitesi varlığı (Horii ve ark 1994) ve tümör baskılayıcı genlerin 

inaktivasyonunun da (Muta ve ark 1996, Wang ve ark 2003, Yang ve ark 2003)  GK 

hücrelerinde meydana gelen moleküler değişikliklerden olduğu belirtilmektedir 

(Werner ve ark 2001, Ebert ve Malfertheiner 2002).  

GK’ lerde risk faktörü olarak gösterilen tümör baskılayıcı genlerin temel 

fonksiyonları hücre büyümesinin inhibisyonu ve diferansiyasyonudur. Tümör 

baskılayıcı gendeki her iki allelde normal işlevin kaybı, kontrolsüz hücre 

bölünmesine ve tümör büyümesine neden olur (Knudson 1971). Fonksiyonlarının 

bozulması sonucunda DNA’nın yapısında meydana gelen genetik ve epigenetik 

birtakım değişimlere; tümör baskılayıcı genlerdeki  mutasyonların (Tamura ve ark 

1991, Wang ve ark 2003), kromozomal heterozigosite kayıplarının (Uchino ve ark 

1992, Sud ve ark 2001), hipermetilasyonların (Zhang ve ark 2007) ve gen 

inaktivasyonlarının (Wang ve ark 2007) neden olabileceği yönünde çalışmalar 

mevcuttur.  Normal koşullarda hücre büyümesini kontrol etmede ve tümör gelişimini 
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baskılamada rol oynayan genlerden biri olan PTEN (phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome ten) genindeki değişiklikler ile GK arasındaki 

ilişkiyi inceleyen az sayıda çalışma mevcuttur. PTEN genindeki değişimlerin 

belirlenmesi moleküler temeli henüz aydınlatılmamış olan gastrik karsinogenezin 

anlaşılmasında yararlı olabilir. 

2.5. KANSER VE TÜMÖR BASKILAYICI GENLER  

Kanser, hücrelerin yapılarında meydana gelen değişiklikler sonucu 

organizmanın denetim mekanizmasının bozularak hücrelerin kontrolsüz bir şekilde 

çoğalması olayıdır. Kanser hücrelerinde değişiklikler epigenetik modifikasyonlar ile 

birlikte hücrelerin DNA’larında oluşan genetik değişikliklerden kaynaklanır. Normal 

hücresel denge ve bölünme birçok yolaktan uyarıların birleşmesi ile genlerin 

ekspresyonu ve düzenlenmesi, sıkı işlemlerle kontrol edilmektedir. Hücrelerdeki bu 

değişimler, hücredeki doğal fizyolojik dengenin bozulmasına ve hücresel 

transformasyona neden olur (Şekil 3) (Liotta ve Liu 2001, Schulz 2005, Furney ve 

ark 2008). 

Son yıllarda yapılan çalışmalar, epigenetik değişikliklerin de tümörgeneziste 

yer alabileceği yönündedir. Epigenetik değişiklikler, genelde 2 şekilde 

sınıflandırılmaktadır. Bunlardan birincisi, nükleotid dizisi değişmeden özellikle 

genlerin promotor veya enhanser bölgelerindeki CpG adaların metilasyonu ile 

gerçekleşir. Anormal CpG ada metilasyonu sonucunda bu genler sessizleşerek 

protein ekspresyonunu durdururlar. Üzerinde en fazla çalışılan epigenetik 

mekanizma DNA metilasyonudur. Diğer mekanizma ise kromatin yapı ve 

fonksiyonlarını değiştiren histon modifikasyonlarıdır. Modifikasyonların histonların 

elektrostatik yükünü etkileyerek kromatin yapısını değiştirdiği ve protein 

kompleksleri için tanıma bölgesi oluşturduğu düşünülmektedir. (Momparler 2003, 

Egger ve ark 2004, Schulz 2005, Hatada ve ark 2006, Zhu 2006, Furney ve ark 

2007).  

Kansere neden olan genetik değişiklikler ise genlerde birçok şekilde meydana 

gelebilir. Bunlardan yaygın olarak çalışılanları arasında onkogenler, tümör 

baskılayıcı genler, DNA tamir genleri ve mikro RNA (miRNA) genleri sayılabilir.  
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 Onkogenler fonksiyon kazandıran mutasyonlar yoluyla ya da genin bir 

allelinin artmış ekspresyonuyla kodladıkları proteinlerin yapısını değiştirirlerken 

(Vogelstein ve Kinzler 1998, Nussbaum ve ark 2005, Croce 2008), tümör baskılayıcı 

genler genin her iki allelinin fonksiyonunu yitirmesi gibi farklı bir mekanizma ile 

kanser oluşumuna neden olurlar (Knudson 1993, Bobbs 2005, Lewin 2004). DNA 

tamir mekanizması genleri DNA’ da oluşabilecek hasarların tamirinde rol alırken, 

miRNA genleri ise çoğalma, apoptozis ve farklılaşmada görev yapan genlerin 

ifadesinin düzenlenmesinde yer alırlar (Liotta ve Liu 2001, Zingde 2001, Schulz 

2005, Cooper ve Hausman 2006). 

 

 

Şekil 3. Kanser oluşumunda genetik ve epigenetik değişikliklerin mekanizması 
www.nature.com/v15/n4/fig_tab/7290292f1.html’ den alınmıştır. 
 
 
2.5.1. Tümör Baskılayıcı Genler 

 Tümör baskılayıcı gen (TBG) diğer adıyla ‘‘antionkogen’’ lerin görevi 

hücre büyümesini inhibe ederek normal hücreleri kanserleşmeden korumaktır 

(Grander 1998, Liotta ve Liu 2001). TBG mekanizması ilk olarak Knudson’un ‘‘çift 

vuruş hipotezi’’ ile açıklanmıştır (Şekil 4) (Knudson 1971). Hipoteze göre; 

heterozigot olan hücreler gende tek bir fonksiyonel tümör baskılayıcı kopyaya 

sahiptir ve bu da onların normal hücresel fenotipini sağlamasına yeterlidir. Bununla 

birlikte, kalıtsal olarak kopyanın biri mutasyona uğramışsa, diğer normal allelin 

fonksiyonunun bir şekilde sonradan kaybolması, tümörü baskılama yeteneğini 
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ortadan kaldırmış olur. Sonuçta genin her iki alleli de fonksiyonunu yitirir ve tümör 

oluşumuna zemin hazırlar (Vile 1989, Knudson 1993, Nussbaum ve ark 2005). TBG’ 

ler son derece heterojen olup kontrol edici (caretaker), nöbetçi (gatekeeper) ve 

landscaper genler olmak üzere 3 gen grubuna ayrılırlar (Michor ve ark 2003).  

 

Şekil 4. Sporadik kanserlere neden olan TBG’ de normal bir hücrede mutasyon ve 
tümör oluşumu. 

http://www.journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/E’den uyarlanmıştır. 

 Kontrol edici (Caretaker) gen terimi, DNA hasarını tamir etmede ve genomik 

bütünlüğü sürdürmede görev alan genler olarak tanımlanmıştır (Kinzler ve 

Vogelstein 1997, Nussbaum ve ark 2005). Kontrol edici genlerin kodladığı ürünler 

genomda sabit olup bu genlerde oluşan mutasyonlar genomik instabiliteye neden 

olurlar. Genomun kararlılığı; hücre siklusu kontrol noktaları, DNA tamir yolları ve 

DNA hasarında hücrenin devamlılığını sağlayan diğer faktörler tarafından sağlanır 

(Levitt ve Hickson 2002, Michor ve ark 2003). Kontrol edici genlerin 

inaktivasyonunda hücrelerin sürekli olarak mutajenlere maruz kalması ile çevresel 

faktörler eşit oranda etkilidirler. DNA onarım yolağını kodlayan bir nöbetçi gende 

meydan gelen bir mutasyon DNA tamir yolağının bozulmasına ve bunun sonucu 

olarak da kontrolsüz hücre bölünmesine neden olabilmektedir (Kinzler ve Vogelstein 

1998). 

Nöbetçi (Gatekeeper) genler ise DNA hasarını tamir etmede yetersiz kaldığı 

durumlarda; hücre büyüme-farklılaşmasını durdurarak ve apoptozis yoluyla hücreyi 

yok ederek tümör gelişimini doğrudan engelleyen genlerdir (Kinzler ve Vogelstein 

1998, Nussbaum ve ark 2005). Hücrede bu yolakta görev alan genlerin yapısındaki 

değişiklikler ve bunun sonucu fonksiyonlarını yitirmeleri tümörgenezin pek çok 

aşamasında önemli bir adımdır (Macleod 2000, Kotnis ve ark 2005).  



 
 

12

Bazı genlerin epitelyal hücre büyümesinde etkili olarak stromanın yapısını 

değiştirdiği ve kansere duyarlılığını arttırdığı Kinzler ve Vogelstein tarafından (1998) 

‘‘landscaper’’ etki olarak tanımlanmıştır.  

 İlk olarak landscaper genler otozomal dominant geçiş gösteren ve kromozom 

18q’da lokalize SMAD4/DPC4 geninde mutasyonla meydana gelen jüvenil polipozis 

koli (JPC) hastalığında tanımlanmıştır (Richens ve ark 2000).  

Landscaper genler büyüyen tümör hücreleri üzerinde küçük bir alanda 

etkilidirler. Bu etkilerini biyokimyasal yolaklarda meydana gelen hücre dışı matriks 

proteinlerinde direk/indirek düzenleme, hücre yüzey markerları, adezyon proteinleri 

ya da büyüme/sağkalım faktörleri salgılayan ürünleri kodlayarak gösterirler 

(Macleod 2000).  

Landscaper genlerin fonksiyonlarını yitirmeleriyle hücrenin normal büyümesi 

bozulur ve dar alanda etkili olduklarından komşu epitelde neoplastik dönüşüm başlar. 

Genelikle tümör mutasyon nedeniyle çok sayıda farklı hücreden gelişir (Playford 

2001, Shekhar ve ark 2003, Bhowmick ve ark 2004).  

2.6. PI3K /PTEN/AKT YOLAĞI 

Biyokimyasal yolaklar hücre dışı matrikste oluşan ve canlı hücrelerde pek 

çok yönden düzenleyici rol oynayan sinyal moleküllerini içerir (Campisi 2005). 

Hücreler arası iletişim hücre-dışı matriks yoluyla direk temas veya sinyal molekülleri 

ile sağlanır (Bissell ve Radisky 2001). Birçok sinyal ileti molekülünün reseptörlerine 

bağlanması ile hücre davranışlarını düzenleyen reaksiyonlar hücre sinyal iletimi 

yolakları aracılığıyla başlar (Cooper ve Hausman 2006). Hücre içi sinyal iletiminde 

yer alan yolaklardan birisi, PI3K (Phosphoinositide 3-kinase )/PTEN (phosphatase 

and tensin homologue deleted on chromosome ten) /AKT yolağıdır. Bu yolağın pek 

çok üyesinin çeşitli tümörlerde ya regülasyonunun bozulduğu ya da mutasyona 

uğradığının anlaşılmasıyla hücresel transformasyonda anahtar rol oynadığı tespit 

edilmiştir (Katso ve ark 2001, Saal ve ark 2007).   

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/PTEN (phosphatase and tensin homologue 

deleted on chromosome ten) /AKT yolağı özellikle hücre büyümesinin düzenlenmesi, 

glukoz transportu, protein biyosentezi gibi hücre metabolizmasını kontrol etmede ve 
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hücresel olaylarda hücre-dışı sinyallere yanıtta önemli bir rol oynar (Katso ve ark 

2001, Schulz 2005). 

 Sinyal yolağının ilk aktivasyonu büyüme faktörleri, sitokinler, kemokinler, 

hormon reseptörleri ve antijen reseptörlerinden birinin reseptör tirozin kinazlara 

bağlanarak PI3K’nın aktif hale gelmesi ile başlar. Aktifleşen PI3K fosforillenerek 

lipid molekülü olan PIP-2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate)’nin PIP-3 

(phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate)’e dönüşmesini sağlar (Şekil 5)  ve PDK1 

(phosphatidylinositol-dependent kinase-1)’i harekete geçirir.  

   

Şekil 5. PI3- Kinaz aktivitesi ile PIP-2’nin PIP-3’ e dönüşümü (Cooper ve Hausman 
2005). 

PIP-3 düzeyi durağan hücrelerde çok düşüktür, fakat PI3K aktivasyonuyla 

uyarılarak hızlı bir şekilde arttırılır (Cristofano ve ark 2005). PIP-3’ün hücre 

membranında birikmesi plekstrin homoloji (PH) bölgesinde bulunan hücre içi 

proteinlerin geçişine izin verir. PH bölgesi lipid bağlayan bölgedir ve çeşitli sıralarda 

dizilmiş hücre içi proteinleri (serin/treonin kinazlar, tirozin kinazlar, hücre iskelet 

proteinleri, uyarıcı moleküller vb.) içerir. Bu proteinler arasında en yaygın 

kullanılanı bir serin/treonin kinaz olan ve AKT olarak bilinen protein kinaz B 
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(PKB)’dir (Şekil 6) (Vanhaesebroeck ve Alessi 2000, Katso ve ark 2001, Tsugawa ve 

ark 2002, Cristofano ve ark 2005, Cully ve ark 2006).  

 

Şekil 6. AKT protein kinazın aktivasyonu (Cooper ve Hausman 2006). 

AKT aktive olduğunda, hücre sağ kalım düzenleyicileri, transkripsiyon 

faktörleri ve diğer protein kinazlarıda kapsayan çok sayıda hedef proteini fosforiller 

(Şekil 7) (Cooper ve Hausman 2006).  

 

Şekil 7. PI3K/PTEN/AKT yolağı 
http://rgd.mcw.edu/wg/pathway/phosphatidylinositol_3’ den uyarlanmıştır. 
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PI3K yolağının çeşitli insan tümörlerinde aktif olduğu ve PTEN tümör 

baskılayıcı geniyle birlikte görev yaptıkları bilinmektedir (Maehama ve Dixon 1998, 

Blanco-Aparicio ve ark 2007). PTEN negatif düzenleyici görevi yaparak PIP3’ü 

defosforilasyon yoluyla PIP2’ye dönüştürür ve böylece PDK1’in hareketini 

dolayısıyla AKT’nin aktivasyonunu da engellemiş olur (Sun ve ark 1999, Cristofano 

ve Pandolfi 2000).   

 
2.6.1. PI3K/AKT Yolağında PTEN Geni ve Değişikliklerinin Önemi 

PTEN/MMAC1 (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 

ten/mutated in multiple advanced cancer 1) geni TEP1 (transforming growth factor-β 

regulated and epithelial cell enriched phosphatase 1) olarakda bilinen 10q23.3’de 

lokalize olan bir tümör baskılayıcı gendir (Li ve ark 1997, Steck ve ark 1997). Bu 

geninin 9 ekzonu bulunmaktadır ve 47 kDalton ağırlığındadır. Adezyon molekülleri 

ile etkileşim gösteren, hücre iskelet proteinlerinden tensin ve ‘‘auxillin’’ e benzeyen, 

çift yönlü fosfataz aktivitesine sahip 403 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadır (Li 

ve ark 1997, Steck ve ark 1997, Engin ve Erişen 2003). 

PTEN, PI3K/AKT yolağında AKT’nin aktivasyonunu fosforile olmasını 

engelleyerek negatif yönde düzenler. Fosfolipid fosfataz aktivitesi sergileyen PTEN 

hücre büyümesi, sağkalım ve motilite için önemli hücresel fonksiyonları düzenleme 

potansiyeline sahiptir (Myers ve ark 1998, Wu ve ark 1998).  

Literatürlerde PTEN geni değişikliklerinin birçok kanser türünde özellikle 

glial tümörler (glioblastoma multiforme/anaplastik astrositoma), prostat, tiroid, 

endometrium, renal ve küçük hücreli akciğer karsinomları, melanom ve 

menengiomalarda diğer kanser türlerine göre daha yaygın görüldüğü belirtilmektedir 

(Dahia ve ark 1997, Li ve ark 1997, Liu ve ark 1997, Steck ve ark 1997, Forgacs ve 

ark 1998). Vlietstra ve ark (1998) prostat kanserlerinde yaptıkları çalışmada PTEN 

geni mutasyon ve delesyonlarının prostat kanser patogenezinde önemli bir rol 

oynadığını bildirmişlerdir. Malignant melanomlarda Birck ve ark (2000) yaptıkları 

bir çalışmada ise PTEN geninin her iki allelin de inaktive olduğunu tespit etmişler ve 

malignant melanom tümörlerin gelişiminde bu genin etkili olabileceğini 

belirtmişlerdir. PTEN geniyle yapılan diğer bir çalışmada ise Van Nederveen ve ark 

(2005) feokromasitoma tümörlerinde genin inaktivasyonunun önemli rol 
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oynamadığını belirlemişlerdir. Bu çalışmalardan elde edilen bulgular PTEN geni 

inaktivasyonunun bazı tümör tiplerinde önemli rol oynarken bazılarında ise rolünün 

olmadığını göstermektedir. Sık görülen kanser türlerinden biri olmasına rağmen 

gastrik kanserler ile PTEN geni değişiklileri arasındaki ilişkiyi inceleyen az sayıda 

çalışma mevcuttur. Fei ve ark (2002) gastrik kanserli hastaların kanserli korpus ve 

antrum bölgelerinden kanserli ve normal doku biyopsileri alarak yaptıkları 

çalışmada, kanserli dokulardaki PTEN gen ekspresyonunun normal dokulara göre 

azaldığını tespit etmişlerdir. Azalan ekspresyonun PTEN geninin promotöründe 

hipermetilasyondan ya da gende mutasyon ve delesyonlar sonucu transkripsiyonel 

inaktivasyondan kaynaklanabileceğini ileri sürmüşlerdir. Li ve ark (2005) 

prekanseröz gastrik mukoza ile gastrik kanserli dokular arasında farklılıkları PTEN 

geninde yaptıkları LOH (Loss of heterozygosity=Heterozigosite kaybı) analiziyle 

araştırmışlar ve GK’ lerde PTEN geninde mutasyon ve heterozigosite kayıplarının 

tamamen infiltrasyon ve metastazlara bağlı olduğunu bildirmişlerdir. Diğer taraftan 

Sato ve ark (2002) ise gastrik karsinogenezde tümör baskılayıcı gen olarak PTEN 

geninin rolü olmadığını bildirmişlerdir. 

Bu bulgular sonucunda PI3K/AKT yolağında önemli rol oynayan ve tümör 

baskılayıcı gen olarak görev yapan  PTEN geninin çeşitli tümör tiplerinde  olduğu 

gibi gastrik karsinogenezde de yer alabileceği görülmektedir.  Bu nedenle, yüksek 

mortalite oranına sahip olan gastrik kanserlerin etiyolojisinin belirlenmesinde daha 

fazla sayıda çalışmalarla moleküler patogenezin ortaya konması gerekmektedir. 
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3.MATERYAL VE METOD 

3.1. VAKA VE KONTROL GRUBU 

Çalışmaya 2005-2007 yılları arasında Selçuk Üniversitesi Meram Tıp 

Fakültesi Patoloji Laboratuvarı’na gelen; gastrik adenokarsinom tanısı almış 47 

hastanın parafin bloklardaki tümörlü dokuları;  kontrol grubu olarak ise aynı 

vakaların normal dokuları alındı. Ayrıca aynı hasta grubundan 10 hastanın periferik 

kan örnekleri de alındı. Çalışma grubu 29 erkek ve 18 bayandan oluşmakta;  yaş 

aralığı ise 27 ile 87 (ortalama 64,4) arasında değişmektedir. Hasta grubu patoloji 

raporları ve postoperatif anamnezlerine göre tümör, nodül ve metastaz (TNM) 

sınıflandırması yapıldı. Tümörün lokalizasyonu (T); T1, T2, T3 ve T4; Nodal 

tutulum (N); N0, N1, N2, N3 ve uzak metastaz (M); M0 ve M1 olarak belirlendi.  

Sınıflandırmalar yapılırken hastaların patoloji raporları göz önüne 

alındığından dolayı bazı hastaların gruplara dahil edilememesi, sonuçlarında 

anamnezlerin bulunmamasından kaynaklanmıştır. 

Çalışma için Selçuk Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi Araştırma ve 

Uygulama Hastanesi Etik Kurulu’ndan onay alındı. 

3.2. DNA İZOLASYONU 

Hastaların parafin bloklarda bulunan tümörlü ve normal doku örneklerinden 

S.Ü. Meram Tıp Fakültesi Patoloji Laboratuvarı’nda 10 µm’luk kesitler halinde 

ependorf tüpüne alındı. İlk olarak dokulara parafin bloklardan kurtarma işlemi 

uygulanmıştır. Bunun için,  

- Ependorf tüplerde bulunan dokular üzerine 1’er ml ksilol solüsyonu eklendi. 

- Etüvde 50°C’ de 1 saat bekletildi. 

- 13 000 rpm’ de 15 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısmı dokulara zarar 

vermeden uzaklaştırıldı. 

- Ksilol solüsyonu yenilenerek aynı işlem tekrar edildi. 

- Ksilol solüsyonundan arındırılan dokular yeni bir ependorf tüpe alındı ve 

üzerine %100’ lük etil alkolden 1’er ml eklendi. 

- Etüvde 37°C’ de 30 dakika bekletildi. 
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- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısmı atıldı. 

- Ependorf tüplere 1’er ml  %80’lik alkol ilave edildi.  

 - Etüvde 37°C’ de 30 dakika bekletildi. 

- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısmı atıldı. 

- Bu işlem %60’lık ve %40’lık alkollerle her birinde 15’er dakika bekletilmek 

üzere tekrar edildi. 

- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısmı atıldı. 

- Ependorf tüplerde bulunan dokulara yıkama işlemi için 1’er ml dH2O 

eklendi. 

- Etüvde 37°C’de 15 dakika bekletildi. 

- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifüj edilerek dokuların üst kısmında bulunan 

dH2O atıldı. 

 -Dokular cerrahi makas yardımıyla daha küçük parçalara ayrılıp üzerlerine 

40’ar µl Proteinaz-K ve 200’er µl doku lizisi ilave edilerek 37°C’ de su banyosunda 

bir gece inkübasyona bırakıldı. Sonraki aşamada ticari kit (Roche high pure PCR 

DNA isolation kit) kullanılarak hastaların parafinden kurtarılan doku örnekleri ve 

kan örneklerinden DNA izole edildi. 

3.3. POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU (PZR) 

PTEN genindeki değişiklilerin tespit edilmesi için tek iplikçikli uygunluk 

polimorfizmi (TİUP)  tekniği kullanıldı. Bu çalışmada PZR’ da PTEN geni ekzon 2, 

3 ve 6’ya ait primerler kullanılmış olup Tablo 2’de verilmiştir.   
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Tablo 2. PTEN geni ekzon 2, 3 ve 6 bölgelerini kapsayan PZR primerleri 
(Minaguchi ve ark 2001). 

No Ekzon Lokus Primer PZR 

ürünü 

1 2 PTEN-Ex2-İ 

PTEN-Ex2-G 

TGA CCA CCT TTT ATT ACT CC 

TAC GGT AAG CCA AAA AAT GA 

367 bç 

2 3 PTEN-Ex3-İ 

PTEN-Ex3-G 

ATA TTC TCT GAA AAG CTC TGG 

TTA ATC GGT TTA GGA ATA CAA 

434 bç 

3 6 PTEN-Ex6-F 

PTEN-Ex6-G 

TTG GCT TCT CTT TTT TTT CTG 

ACA TGG AAG GAT GAG AAT TTC 

201 bç 

 
PZR reaksiyonu 35 μl’de gerçekleştirildi. Reaksiyon içeriği; 

- 4 µl 10xPZR tamponu 

- 2 µl MgCl2 (50 mM) 

- 3,2 µl dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol) 

- 2,4 μl 10 pmol ileri ve geri primer karışımı  

- 19.8 µl dH2O 

- 0,6 µl DNA Taq Polimeraz enzimi 

- 3 µl genomik DNA’ dan oluşmaktaydı. 

 

PZR’ ları, Applied Biosystems GeneAmp PZR System 2700 model PZR 

profili kullanılarak iki aşamada gerçekleştirildi. Ekzon 2 için; 95 °C’de 4 dakika ile 

tam bir denatürasyon sağlandıktan sonra I. aşamada 10 döngü için 94 °C‘de 15 

saniye denatürasyon, primerlerin ideal bağlanma noktasının sağlanması için 60 °C‘de 

30 saniye süren birleşme ve 72°C’de 15 saniye uzama sağlandı. II. aşamada 94 °C‘de 

15 saniye denatürasyon, 58 °C‘de 30 saniye birleşme ve 72 °C‘de 15 saniye uzama 

olacak şekilde toplam 35 döngü kullanıldı. Son olarak örnekler 72°C’de 3 dakika 

tutuldu. Ancak ekzon 3 ve ekzon 6 için sırasıyla 52 °C - 48 °C ve 59 °C - 57 °C Tm’ 

ler kullanıldı. 
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3.4. JEL ELEKTROFOREZİ 

Elde edilen PZR ürünlerini değerlendirmek amacıyla %2’lik agaroz (A 5093, 

Sigma)  jele yüklendi. Agaroz jel için 5xTBE (Tris, Borik asit, EDTA) stok tamponu 

hazırlandı. 5xTBE tamponu; 54 gr Tris,  27,5 gr Borik asit, 3,72 gr EDTA 1 lt dH20 

içerisinde çözerek hazırlandı. Hazırlanan 5xTBE stok tamponu 1/5 oranında 

sulandırılarak 1xTBE tamponu haline getirildi. İstenilen konsantrasyona getirilen 

agaroz mikrodalga fırında eritildi ve içine Et-Br (10μg/ml Ethidium bromür)  ilave 

edilerek boyandı. Agaroz jel kaseti içine dökülerek taraklar yerleştirildi ve donması 

için 20-30 dk bekletildi. PZR ürünlerinden kontrol için 7’şer µl yükleme boyası 

(6xLoading dye) ile muamele edilerek kuyucuklara yükleme yapılmıştır. Beklenen 

bantların doğruluğu kontrol etmek amacıyla 100 bç’lik marker da ayrıca yüklendi. 

Jel 150 V elektrik akımda yaklaşık 30 dakika yürütüldü ve jel UV illüminatörde 

değerlendirildi. Değerlendirme sonucunda PTEN geni ekzon 2’de 367 bç, ekzon 3’te 

434 bç ve ekzon 6’da 201 bç büyüklüğünde bantlar gözlendi. 

3.5. TİUP (TEK İPLİKÇİKLİ UYGUNLUK POLİMORFİZMİ) TEKNİĞİ 

             Agaroz jelde değerlendirme sonucunda tek iplikçikli DNA’da oluşan 

değişimi belirlemek için TİUP tekniği uygulandı. TİUP tekniğinde %8’lik non-

denatüre Poliakrilamid jel kullanılarak gümüş boyama ile boyandı. %8’lik non-

denatüre poliakrilamid jel için;  

• Akrilamid stok solüsyonu (%30’luk) 142,5 gr Akrilamid ile 7,5 gr 

bisakrilamid karışımı 500 ml dH2O’da çözdürülerek hazırlandı. 

• Beher içerisine 5,35 ml akrilamid stok solüsyonu, 4 ml 5xTBE tamponu, 1 ml 

Gliserol ve 10,65 ml dH2O eklenerek manyetik karıştırıcıda 5 dakika 

homojenize edildi. 

• Amonyum Per Sülfat (APS) (%10’luk) çözeltisi hazırlanarak 125 µl eklendi 

ve polimerizasyonu başlatmak için 12,5 µl Tetra Methyl Ethylene Diamine 

(TEMED) ilave edildi. 

 

Dikey jel elektroforez sistemine (Biorad,10x10 cm)  poliakrilamid jel dikkatli 

bir şekilde döküldü ve taraklar yerleştirildi. Yaklaşık bir saat jel donması için 

bekletildi.  Amplifiye edilen PZR ürünleri Formamidli Loading Dye ile denatüre 

edildi. Denatürasyon çözeltisi olarak kullanılan Loading dye; 10 ml Formamid, 10 
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mg Xylene Cyanol, 10 mg Bromophenol blue ve 0,5 M EDTA dan pH:8 200 µl 

alınarak hazırlandı. PZR ürünlerinden 3 µl alınarak 9 µl denatürasyon çözeltisi ile 

karıştırıldı ve 95 °C de blok ısıtıcıda 10 dakika denatüre edildi. Denatürasyon 

işleminden sonra renatürasyonu engellemek için PZR ürünleri buz üzerine alındı. 

Donmuş olan poliakrilamid jele yaprak uçlar yardımıyla 10 ‘ar µl yüklendi ve dikey 

jel elektroforez sistemde 200 Voltta bç uzunluklarına göre değişen zaman 

aralıklarında yürütme yapıldı.  

Süre sonucunda beş farklı solüsyon hazırlandı ve poliakrilamid jel gümüş 

boyama tekniğine tabi tutuldu.  

Solüsyon 1; 100 ml asetik asit, 100 ml %96’lık etanol, 1800 ml dH2O’dan,  

Solüsyon 2;  25 ml asetik asit, 500 ml %96’lık etanol, 4500 ml dH2O’dan,  

Solüsyon 3; 0,6 gr AgNO3, 50 ml dH2O’dan,     

Solüsyon 4;  1,5 gr NaOH, 70 µl Formaldehit, 50 ml dH2O dan 

Solüsyon 5 ise 100 ml Asetik asit, 200 ml Metanol ve 700 ml dH2O’dan 

oluşmaktaydı. 

  Solüsyon 3 ve 4 taze olarak diğer üç solüsyon ise stok olarak kullanıldı. 

Boyama işlemi orbital karıştırıcıda her solüsyon için 50 ml alınarak 

gerçekleştirildi.  Solüsyon 1 de 10 dakika karıştırıldı ve süre sonunda dökülerek 5 

dakika solüsyon 2 de muamele edildi. Solüsyon 2 dökülerek boyama basamağı olan 

solüsyon 3 te 23 dakika karıştırıldı. AgNO3 çözeltiside boşaltıldı ve 2 dakika dH2O 

da bekletildi. Süre sonunda dökülen dH2O yerine solüsyon 4 eklenerek bantlar 

gözlenene kadar elde karıştırıldı. Değerlendirme yapılabilecek duruma gelen bantlar 

gözlenince solüsyon 4 boşaltılarak solüsyon 5 ilave edildi ve 10 dakika karıştırıcıda 

bekletildi. Poliakrilamid jel asetat arasına alınıp değerlendirme yapıldı.   

Çalışmamızdaki TİUP tekniğindeki deneysel aşamalar üçer kez tekrar edilmiş 

olup kaynaklanabilecek hataların engellenmesi sağlanmıştır. Değerlendirme 

sonucunda anlamlı gözlenen bantların PZR ürünleri; değişikliklerin belirlenmesi için 

DNA dizi analizi yapıldı. 
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3.6. DNA DİZİ ANALİZİ 

DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Tek iplikçikli 

uygunluk polimorfizmi (TİUP) çalışmaları Selçuk Üniversitesi Meram Tıp Fakültesi 

Deneysel Tıp Araştırma ve Uygulama Merkezi ve Tıbbi Genetik laboratuvarlarında 

yapılmıştır. Yapılan değerlendirmelerde her ekzon için, anlamlı bulunan hasta ve 

kontrol gruplarının uygun kaliteye sahip PZR ürünleri, ileri-geri primerleri ile birlikte 

DNA dizi analizine tabi tutulmuştur.  

Mevcut laboratuvarlarımızda DNA analizi cihazı bulunmadığından dolayı 

Refgen Araştırma Laboratuarı’nda bulunan  (Ankara) DNA dizi analizi cihazı (ABI 

3100 16 kapiller Big Dye Cycler sequencing Version 3.1) ve Geneservice (İngiltere) 

de bulunan ABI 3730 48 kapiller Big Dye Cycler sequencing Version 3.1 DNA 

analizi cihazına değişikliklerin belirlenmesi için gönderildi. 

DNA dizi analizi sonuçları, ileri ve geri okumaları karşılaştırılarak 

(blastlama) normal, mutant ve heterozigot olarak değerlendirildi. 
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3.7. İSTATİKSEL ANALİZLER 

        Çalışmamızda kullanılan verilerin ortalama ± standart sapma ve % sıklığı 

değerlerini bulmak için SPSS 15.0 for Windows istatistik paket programı kullanıldı. 

Grafikler ise Microsoft Office Excell 2007 paket programı ortamında hazırlanmıştır. 
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4.BULGULAR 

 Çalışma grubumuz gastrik adenokarsinomlu 29 erkek ve 18 bayan olmak 

üzere toplam 47 bireyden oluştu. Erkek/kadın oranı 2,5/1,5; yaş ortalamasının ise 

64,45±1.9 olduğu görüldü. 

Hasta grubumuzdaki tümörlerin tümör, nodül, metastaz (TNM) 

sınıflandırması; T1’de 3 (%6,4), T2’de 5 (%10,6) ve T3’te 39 (%83) bireyden 

oluşmaktaydı. Nodül tutulumuna göre N0 da 3 (%6,4), N1‘de 23 (%48,9), N2’de 15 

(%32) ve N3’te 6 (%12,7) birey ve uzak metastaz bulunmayan M0’da 39 (%83,3),  

sadece karaciğer metastazı olan M1’de 8 (%16,7) birey olarak belirlendi (Tablo 3). 

Tablo 3. Tümör dokularının TNM sınıflamasına göre dağılımı 

 

Çalışmaya gastrik adenokarsinomlu 47 hastanın tümör ve normal dokuları; 

ayrıca aynı hasta grubunda bulunan ve çalışma sürecinde S.Ü. Meram Tıp Fakültesi 

Genel Cerrahi servisinde tedavi görmekte olan 10 hastanın periferik kan örnekleri 

dahil edildi. Periferik kan örnekleri tümör ve normal dokuları kullanılan hastaların 

kan örneklerinde de PTEN geninde herhangi bir değişiklik olup olmadığını 

incelemek amacıyla alındı.  

PTEN geni 9 ekzona sahip tümör baskılayıcı bir gendir. PTEN geniyle 

yapılan çalışmalar mutasyonların gende kodlayıcı bölgeler olan ekzon bölgelerinde 

ve mevcut çalışmada kullandığımız ekzonlarda yoğunlaştığı yönündedir (Wang ve 
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ark 2003). Çalışmamızda öncelikle PTEN geninde mutasyonların daha yoğunlukta 

gözlendiği ekzon bölgelerinden olan ekzon 2, 3 ve 6 ile GK’ler arasındaki ilişki 

incelenmiştir.  

 PTEN geni ekzon 2’de PZR-TİUP tekniği sonrası 47 hasta grubundan 8 

tanesinde (%17) farklı bantlar gözlendi (Şekil 8). Bu farklılıkların; tümör ve/veya 

normal dokulardaki bant eksikliği ya da fazlalığı şeklinde olduğu görüldü. 

 

   1       2        3       4         5         6        7         8         9        10      M 

 
Şekil 8. PTEN geni ekzon 2’de SSCP tekniği sonrası farklı gözlenen bantların 
poliakrilamid jel fotoğrafı. Kuyucuklar 1, 3, 5, 7 ve 9 hastaların tümör dokularından 
elde edilen DNA örneklerinin PZR sonucu elde edilen bant örnekleri; Kuyucuklar 2, 
4, 6, 8 ve 10 hastaların normal dokularından elde edilen DNA örneklerinin PZR 
sonucu elde edilen bant örnekleri, M: DNA markerini (100 bç Vivantis DNA ladder) 
göstermektedir. 
 

 Poliakrilamid jelde bant eksikliği veya fazlalığı şeklinde gözlenen bantlar 

DNA dizi analizi sonucunda değerlendirildi. DNA dizi analizi yapılan 8 hastaya ait 

tümör ve normal dokuların tamamında (%100) Tek nükleotid polimorfizmi (TNP) 

olduğu tespit edildi.  Polimorfik bölgede kullanılan primerlerin dizaynı ekzon 

bölgelerine ilaveten intronik bölgeleri de içermektedir. Mevcut çalışmada tespit 

edilen TNP geri yönlü analizde intronik bölgede bulunan 8402202 bç pozisyonunda, 

401. nükleotitde ve C/T genotipinde bulunmaktadır. Söz konusu bölge önceden 

tanımlanmış olup referans numarası 1903858’dir 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=1903858). TNP’lerin DNA dizi 

analizi sonrasında yapılan 8 hastanın tümör ve normal dokuların tümünde (%100) 

heterozigot formda olduğu tespit edildi (Şekil 9).  

367 bç 
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                        400                                                                     400 
 

                            
                          A                                                                        B 
 
Şekil 9. a. 401 C normal genotipli kontrol DNA’ sı kullanılan bireye ait DNA dizi 
analizi grafiği, b. 401 C/T heterozigot genotipli bireye ait DNA dizi analizi grafiği. 
 
 

PTEN geni ekzon 6’da 47 hastaya ait tümör ve normal doku DNA’larının 

PZR örnekleri TİUP tekniği sonrasında 8’inde bant farklılığı bulunduğu gözlendi. 

Ancak DNA dizi analizi sonucunda herhangi bir değişiklik olmadığı belirlendi. 

 

 Çalışmamızda kullanılan üçüncü ekzon olan ekzon 3’te ise PZR-TİUP tekniği 

sonrası incelendiğinde 7 hastanın normal ve tümör dokularında bant farklılığı 

gözlendi (Şekil 10).  

     1          2            3           4            5             6          7         8        M  

 
Şekil 10. PTEN geni ekzon 3’de SSCP tekniği sonrası farklı gözlenen bantların 
poliakrilamid jel fotoğrafı. Kuyucuklar 1, 3, 5 ve 7 hastaların tümör dokularından 
elde edilen DNA örneklerinin PZR sonucu elde edilen bant örnekleri; Kuyucuklar 2, 
4, 6 ve 8 hastaların normal dokularından elde edilen DNA örneklerinin PZR sonucu 
elde edilen bant örnekleri, M: DNA markerini (100 bç Vivantis DNA ladder) 
göstermektedir. 
 
 
 TİUP tekniği sonrası bant eksikliği veya fazlalığı şeklinde farklılık gözlenen 

7 hastaya ait tümör ve normal doku örnekleri DNA dizi analizi sonucunda 

434 bç 
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değerlendirildi. Tümör ve normal doku örneklerinin tamamında (%100) geri 

okumalarda G63A’de heterozigot pikler gözlendi (Şekil 11). Fakat heterozigot 

piklerin sadece geri okumalarda mevcut olup ileri okumalarda bulunmamasından 

dolayı backround (zemin) kirliliği olabileceği düşünülüp bu farklılıklar göz önüne 

alınmadı. Ayrıca bölgeyi kesen restriksiyon enzimi (RE) bulunmadığından 

restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PZR –RFLP) tekniği ile de farklılık 

olduğu düşünülen bölge teyit edilemedi (http://www.restrictionmapper.org/cgi-

bin/sitefind3.pl). 

 

 
Şekil 11. G63A heterozigot genotipli hastanın tümör dokusuna ait DNA dizi analizi 
grafiği. 

 

PTEN geni intron 1’de tespit edilen TNP’ler ile çalışmamızda kullanılan 

gastrik tümörlerin lokalizasyonu arasındaki ilişki incelendiğinde; korpus bölgesinde 

(3/8), büyük kurvaturda (2/8), pilör bölgesinde (1/8), antrum bölgesinde (1/8) ve 

küçük kurvaturda (1/8) şeklinde olduğu görülmüştür (Tablo 4). Bu oranlara 

bakıldığında çalışmamızda populasyon çalışmaları gibi geniş hasta sayısı 

bulunmamasına rağmen TNP bulunan hastaların tümör lokalizasyonlarının diğer 

bölgelere göre korpus bölgesinde yoğunlaştığı görülmektedir. 

 

Tablo 4. Tümör lokalizasyonları ile TNP’li hastalar arasındaki dağılım    
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

Gastrik kanserler kansere bağlı ölümlerin en sık nedenlerinden biridir. 

Dünyada hastalığın görülme sıklığı giderek düşüş göstermesine rağmen; bazı 

bölgelerde kanser ölümlerinde önemli bir yer tutmaya devam etmektedir (Greenle ve 

ark 2001, Parkin ve ark 2001). GK’li hastaların çoğunluğunu 50 ve 70’li yaşlar 

arasındaki bireyler oluşturmaktadır. Cinsiyete göre ise erkeklerde sıklığı bayanlara 

göre yaklaşık iki kat daha fazla görülmektedir (Christie ve ark 1997, Sipponen ve 

Correa 2002). GK’lerin %90-95’ ini adenokarsinomlar oluşturur ve tümör 

lokalizasyonları daha sıklıkla pilörik kısımda yer alır (Gunderson ve ark 2000, 

Portnoy 2006).  

GK’ lerin oluşumunda diğer pek çok kanser türünde olduğu gibi çevresel ve 

genetik faktörlerin bir araya gelmesi önemli bir yer tutar. Özellikle son yıllarda 

yapılan moleküler düzeydeki genetik çalışmalar karsinogenez sürecinde hücrede 

meydana gelen değişikliklerin gastrik karsinogenez mekanizmasında da etkili 

faktörlerden olabileceğini göstermiştir (You ve ark 2000, Werner ve ark 2001, Ebert 

ve Malfertheiner 2002).  

Gastrik kanser hücrelerinde belirlenen moleküler ve genetik değişiklikler 

arasında  temel olarak bilinenleri onkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonudur (Lee ve ark 2003, Shimada ve ark 2004). Onkogenler 

normal hücrelerin malign trasformasyonuna neden olurken, TBG (tümör baskılayıcı 

gen) ler ise negatif düzenleyici rol oynayarak tümör gelişimine engel olurlar.  

TBG’ler son derece heterojen olup nöbetçi (gatekeeper), kontrol edici ( 

caretaker) ve landscaper genler olmak üzere 3 gruba ayrılmaktadır. Son yıllarda ayrı 

bir  grup olarak ele alınan tümör baskılayıcı genlerin üçüncü grubu olan landscaper 

genler birbirleriyle etkileşimli birçok sinyal yolağında çok sayıda geni kontrol 

etmekle kalmaz onların iletişimini de sağlarlar (Kinzler ve Vogelstein 1998, 

Nussbaum ve ark 2005). PTEN geni; hücre içi sinyal iletiminde yer alan yolaklardan 

PI3K/AKT yolağında görev alan  landcaper genlerden biridir. 403 aminoasitlik bir 

proteini kodlamaktadır.  Bu genin kodladığı proteinler ile hücre büyümesi nasıl 

kontrol ediliyorsa, aktivitelerindeki anormalliklerde neoplastik hastalıklara neden 

olabilmektedir (Liu ve ark 1997, Forgacs ve ark 1998, Vlietstra ve ark 1998).  
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Mevcut çalışmada etiyolojisi halen kesin olarak bilinmeyen GK’ ler ile PTEN 

geni değişiklikleri arasındaki ilişkinin bulunup bulunmadığını ortaya koymak 

hedeflenmiştir. Elde edilen verilere göre;  PTEN geni ekzon 2’de 8 hastaya ait tümör 

ve normal dokuların tamamında (%100) TNP olduğu gözlendi. Ancak polimorfik 

bölgede kullanılan primerlerin dizaynı ekzon bölgelerine oturduğundan dolayı tespit 

edilen TNP’nin geri yönlü analizde intronik bölgede bulunan ve literatürde önceden 

1903858 referans numaralı 401. nükleotitdeki  C/T değişimi olduğu görüldü.  

 PTEN geninde yaygın görülen genetik varyasyonlardan biri olarak gösterilen 

bu varyant (rs1903858) ile sadece iki çalışma mevcuttur. Haiman ve ark (2006) 

yaptıkları multietnik bir çalışmada meme ve prostat kanserleri riski ile PTEN geninde 

rs1903858 varyantınıda kapsayan varyasyonlar arasındaki ilişkiyi araştırmışlar ve 

araştırılan allel frekansları ile bu kanserler arasında ilişki bulamamışlardır.   Diğer 

çalışmada ise Treloar ve ark (2007) PTEN genindeki varyasyonların endometriozis 

gelişiminde etkili olmadığını bildirmişlerdir. Her iki çalışmada bizim verilerimizde 

bulunan rs1903858 varyantını içermektedir. Ancak GK’ lerde etkili olabileceği 

yönünde literatürde çalışma bulunmamaktadır. Bazı TNP alleleri, direk olarak 

hastalığa katkısı olan genin fonksiyon veya düzenlenmesinde farklılığa yol açan 

DNA dizi varyantlarıdır. Bu nedenle rs1903858 varyantı gibi ekzon, intron ve diğer 

kodlanmayan bölgelerdeki TNP’ler GK’lerin gelişminde etkili olabilir. 

Wang ve ark (2003) GK’ lerde TNP’lerden farklı olarak PTEN geni ekzon 

2’de C31T, T34G ve A45G olmak üzere 3 farklı sessiz mutasyon tespit etmişler. Bu 

araştırıcılar GK’lerin mutasyonların yoğunlaştığı ekzon 2 ve 6 ile bağlantılı 

olabileceğini bildirmişlerdir. 

Çalışmamıza konu olan diğer ekzonlardan biride PTEN geni ekzon 6’dır. Elde 

ettiğimiz veriler doğrultusunda ekzon 6’da herhangi bir değişiklik gözlenmemiştir. 

Guo ve arkadaşlarının (2008) GK’ lerde PTEN geni ekzon 5-8’de yaptıkları 

çalışmada ekzon 7 kodon 297’de AA-TCC mutasyonu, ekzon 7’de (intronik bölge 

içeren) G-C nokta mutasyonu, ekzon 5’ te T-G nokta mutasyonu ve yine ekzon 5’te 

adenin tek baz delesyonu şeklinde olmuştur. Bulgularında bizim bulgularımıza 

benzer şekilde ekzon 6’da herhangi bir değişiklik tespit etmemişlerdir. Mevcut 

çalışma ekzon 5,7,8 incelenememiş olup daha sonrası için planlanmıştır. Buna 

karşılık Wang ve arkadaşları (2003) nın çalışmasında ise ekzon 6 Tyr188Ser ve 
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Pro204Thr a.a değişimleri tespit etmişlerdir. Bu bulgu GK’ lerde hastaların PTEN 

genlerindeki değişiklikleri populasyondan populasyona değişebileceğini 

göstermektedir. 

PTEN geninde çalıştığımız üçüncü ekzon olan ekzon 3’te tümör ve normal 

doku örneklerininde bir değişiklik bulunamamıştır. Wang ve ark (2003) bizim 

çalışmamızla çelişen verilerinde ekzon 3’te Lys62Ile, Ile67Lys aminoasit değişimi ve 

A66T baz değişimi sonucu nonsense mutasyonlar bulunduğunu belirtmişlerdir.   

 Mevcut çalışmamız populasyon çalışmalarındaki kadar hasta ve kontrol grubu 

içermemesine rağmen çalışma grubumuzdaki tümör dokularının TNM sınıflamasında 

primer tümör lokalizasyonu T3’te %83, nodal tutulumu N2’de %32 ve N3’te %12,7 

ve karaciğer metastazı M1’de % 16,7 olarak bulunmuştur. Ayrıca PTEN geni intron 

1’de tespit edilen TNP’lerin (rs1903858) bulunduğu hastaların gastrik tümör 

lokalizasyonları ile arasındaki ilişki incelendiğinde; korpus bölgesinde (%37), büyük 

kurvaturda (%25), pilör bölgesinde (%13), antrum bölgesinde (%21,3) ve küçük 

kurvaturda (%12) şeklinde olduğu görülmüştür. Literatürlerde (Gunderson ve ark 

2000, Portnoy 2006) midenin prepilörik ve antral kısımlarında daha sık gözlenen 

tümör lokalizasyonları mevcut grupta korpus (%37)  bölgesinde yoğunlaşmaktadır.  

Çalışmamız sonucunda PTEN geni ekzon 3 ve ekzon 6’ da meydana gelen 

değişiklikler ile GK’ler arasında önemli bir ilişki bulunamamıştır. Ancak intron 1’de 

tespit edilen TNP (rs1903858 varyantı) gen düzenlenmesinde farklılığa yol açabilir. 

Bu konuda GK’ler ile tespit edilen TNP ile ilgili literatür çalışması bulunmadığından 

mevcut boşluğun doldurulması ve çalışma-kontrol grubunun artırılarak genin diğer 

ekzonlarınında araştırılması belirlenen hedefler arasındadır. 
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6.ÖZET 

 

S.Ü. Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı 

YÜKSEK LİSANS TEZİ / KONYA-2008 

 

Aysel KALAYCI 

Danışman 

Doç. Dr. Tülin ÇORA 

 

Gastrik Kanserli Hastalarda PTEN Geni Değişikliklerinin Araştırılması 

 

Gastrik kanserler yüksek ölüm oranı ile dünyada en yaygın malignensilerden biridir. 

Etiyolojisi kesin olarak bilinmemesine rağmen gastrik karsinogenezden birçok 

çevresel ve genetik faktörler sorumlu tutulmaktadır. Genetik faktörlerin incelendiği 

birçok çalışmada tümör baskılayıcı genlerdeki değişikliklerle kanser gelişimi 

arasında ilişki bulunduğu belirtilmektedir. Mevcut çalışmada tümör baskılayıcı 

genlerden olan PTEN geni (ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 6)  ile çalışma grubumuzda 

bulunan gastrik kanserli olgular arasında ilişki bulunup bulunmadığı PZR/TİUP 

metodu ve DNA dizi analizi kullanılarak incelendi.  İnceleme gastrik adenokarsinom 

tanısı almış 47 hastanın parafin bloklardaki tümörlü dokuları, kontrol grubu olarak 

aynı hastaların normal dokuları, ayrıca aynı gruptaki 10 hastanın periferik venöz kan 

örnekleri kullanılarak yapıldı.  Çalışma sonucunda PTEN geni intron 1’de DNA dizi 

analizi sonucunda hastalara ait tümör ve normal dokuların tamamında heterozigot 

formda TNP (Tek Nükleotid Polimorfizmi) bulunmuştur.   TNP geri yönlü analizde 

intronik bölgede bulunan 8402202 bç pozisyonunda, 401. Nükleotide ve C/T 

genotipinde bulunmaktadır. Mevcut bölge önceden tanımlanmış olup referans 

numarası rs1903858’dir. Çalışmamızda kullanılan diğer ekzon 3 ve ekzon 6’da ise 

herhangi bir değişiklik tespit edilmemiştir. Sonuç olarak PTEN geni rs1903858 
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varyantı gibi ekzon, intron ve diğer kodlanmayan bölgelerdeki TNP’ler GK’lerin 

gelişminde etkili olabilir. 

Anahtar Sözcükler: Gastrik kanser, PTEN geni, PZR/TİUP metodu, DNA dizi 

analizi, TNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

33

7.SUMMARY  

 

Selcuk University Health Science Institute 

Department of Medical Genetics 

MASTER THESİS / KONYA-2008 

Aysel KALAYCI 

 

Evaluation of PTEN gene alterations in patients with gastric cancer 

Gastric cancer (GC) is one of the most frequent malignancies in the world with high 

mortality rates. Although its etiology is not clearly known, many genetics and 

environmental factors can be hold responsible for gastric carcinogenesis. Many 

previous researches support that there is a relation between mutations in tumor 

suppressor genes and cancer progress. The present research has been examined 

whether there isany relationship between the gastric cancer cases in our working 

group and PTEN gene (exon 2, exon 3 and exon 6) from tumor suppressor genes 

family by using PCR/SSCP method(s) and DNA sequence analysis. DNA isolation 

was performed through using paraffin-embedded tumor tissues of 47 patients 

diagnosed as gastric carcinoma and paraffin-embedded normal tissues of the same 

patients as control group, also peripheral venous blood samples of 10 patients from 

the same patient group.  As a result, at the end of the sequence analysis, heterozygote 

form of SNP was found in PTEN gene intron 1 of the patients’ tumor and normal 

tissues. The SNP (Single Nucleotide Polymorphism) was found in the position of 

8402202 base pair, 401st nucleotide and in C/T genotype. This region was defined 

before, and reference number is rs 1903858. There was no change determined in the 

regions of exon 3 and exon 6 used in this study. In conclusion, like the gene of 

PTEN- rs 1903858, Exon, Intron and SNPs which are in other non codable regions 

can be effective in progress of GCs. 

 

Key Words: Gastric cancer, PTEN gene, PCR/SSCP method, DNA sequence 

analysis. 
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