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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin yapilarinda meydana gelen 6zel degisiklikler sonucu
organizmanin denetim mekanizmasinin bozularak hiicrelerin bagimsiz ve
kontrolsiiz bir sekilde gogalmasi olayidir. Oliim nedeni olarak, kalp ve damar
hastaliklarindan sonra gelen, onemi giderek artan bir saglik sorunudur. Tiiriine,
cografi bolgelere, hasta yas ve cinsiyetine gore farkliliklar gosteren kanserin, genel
sikligr toplumlarda degisiklik gostermekle birlikte 85/100.000 ile 350/100.000

arasinda degismektedir.

Diinya ¢apinda goriilen kanserlerin yaklasik %10 'unu gastrik kanser (GK)ler
olusturur. GK’ ler erken donemde genellikle asemptomatik olmasindan dolay1 gec
tan1 alabilmekte ve en ¢ok oliime neden olan kanserler siralamasinda ikinciligini
korumaya devam etmektedir. Hastaligin insidansinda azalma gozlenmekle birlikte
Tiirkiye’de GK’ lerden oliim orani erkeklerde 8-9/100.000, kadinlarda ise 4-
5/100.000 arasindadir. GK’ ler, en yaygin malignensilerden biri olmasina ragmen

etiyolojisi halen kesin olarak bilinmemektedir.

Son yillarda, kanserin molekiiler biyolojisi ve genetigi konusundaki bilgilerin
artmast, 1980°1i yillardan sonra dile getirilmeye baslanan, ‘‘kanser genlerin
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hastaligidir’> tanimim1 bir adim daha ileri gotiirerek, kanseri genetik temelli bir

hastalik oldugu sekline doniistiirmiistiir.

Kanserin meydana gelis siirecinde genelde birden fazla gen rol oynamaktadir.
Bunlardan onkogenler, tiimor baskilayict genler, DNA tamir mekanizmasi genleri ve
mikro RNA (miRNA) genleri baslicalaridir. Bu genlerin herbiri farkli mekanizmalar

araciligryla malign fenotipin olusumuna katkida bulunmaktadir.

Bu siiregte yer alan tiimor baskilayici genler biiylime faktorlerine ters olarak
calisirlar. Bu etki ile hiicre cogalmasin1 ve biliylimesini azaltarak tiimor gelisimine
engel olurlar. Bu genlerin kayb1 veya inaktif hale ge¢mesi ile hiicre boliinmesinde
oynadiklar1 negatif diizenleyici rol ortadan kalkmakta bu durumda tiimér hiicrelerinin

anormal ¢ogalmasi meydana gelmektedir.

Timor baskilayici genlerden birisi olan PTEN (phosphatase and tensin

homologue deleted on chromosome ten) geni; adezyon molekiilleri ile etkilesen,



hiicre iskelet proteinlerinden tensin ve ‘auxillin’’ ile benzerlik gdsteren, ¢ift yonlii
fosfataz aktivitesine sahiptir. PTEN geni 10g23.3’te lokalize olmus, 9 ekzona sahip
ve 403 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir. Bu genin kodladig1 proteinler ile
hiicre biliylimesi nasil kontrol ediliyorsa, aktivitelerindeki anormalliklerde neoplastik

hastaliklara neden olabilmektedir.

PTEN geni lizerinde vyapilan c¢alismalar, bu gende meydana gelen
degisikliklerin gesitli tiimor gelisiminde etkili olabilecegini gostermistir. Bu konuda
calisilan birgok tiimor tipi olmasina ragmen GK’ lerle ilgili yeterli calisma
bulunmamaktadir. Bu baglamda gastrik kanserlerde PTEN genindeki degisikliklerin
belirlenmesi, hastaligin patogenezi ve molekiiler temelinin anlasilmasi agisindan

yararli olabilir.



2.LITERATUR BILGI
2.1. MIiDE (GASTER) ANATOMISI VE HISTOLOJIiSI

Mide, diafragma’nin altinda, karin boslugunun {iist boliimiinde yer alan,
sindirim kanalinin en genis boliimiidiir. Agizda baslayan karbohidrat sindirimini
devam ettirme fonksiyonunun yanisira, hidrojen kloriir (HCl) ve bunun etkisi ile
proteolitik pepsine doniisen pepsinojen salgilayarak protein sindirim islemini

baslatmakla gorevlidir.

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

bes boliime ayrilmaktadir (Sekil 1).

Fundus

Sekil 1. Midenin boliimleri.
http://www.histopathology-india.net/stomach.jpg’ den alinmistir.

Gastrik mukoza; Kardiyak, fundik (korpus) ve pilorik (antral) olmak iizere ii¢
ana bolgeden olusur. Bu bolgeler i¢ten disa dogru tunica mukoza, tunika submukoza,

tunica muscularis ve tunica serosa olmak {izere 4 tabakadan meydana gelir (Sekil 2).



Bu tabakalardan; Tunica mukoza, kalin ve yumusak yiizeyli bir tabaka olup
midenin i¢ yliziini Orter; Tunika submukoza, temelde gevsek bag dokusu
karakterindedir; Tunika muskularis, diiz kas lifleri icerir; Tunika serosa, mideyi

Orten periton tabakasidir.

Mide yiizeyini, mukus salgilayan basit tek katli prizmatik tipte epitel hiicreler
olusturur. Salgilanan mukus, epitel ylizey iizerinde kalin bir tabaka olusturarak

hiicreleri mide asidinin ve pepsinin zararl etkisinden korur.

| tunika

mulcoza

| turilca
submukoza
| turla

rmuskularis

S tunika

SErCEZa

Sekil 2. Midenin tabakalari.
http://www.lodebar.org/personal/graphics/stomach04.gif > den alinmistir.

Gastrik kanserler diger organlarin malign tiimorlerinde oldugu gibi bu

anatomik yapilar ve histolojik 6zellikler goz oniine alinarak siiflandirilmaktadir.



2.2. GASTRIK KANSERLERIN EPIDEMIiYOLOJISi

Gastrik kanser (GK)ler, insidansinin giderek diisiis gOstermesine ragmen
halen diinyada kansere bagli 6liimlerde, akciger kanserlerinden sonra ikinci sirada
yer almaktadir (Greenle ve ark 2001, Parkin ve ark 2001, Jemal ve ark 2002).
Hastaligin cografi dagilim farklilik gdstermekle birlikte Japonya, Kore ve Cin’deki
sikligr diger bolgelere gore daha yiiksektir (Parkin ve ark 2001, Yamamoto 2001,
Lee ve ark 2002, Kong ve ark 2004). Ulkemizde ise 2004 yili Saglik Bakanlig
verilerine gore en sik gozlenen kanserler arasinda GK’ler besinci sirada yer

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

GK’lerin erkeklerde goriilme orani bayanlara gore, yaklasik olarak iki kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir (Parkin ve ark 1992, Sipponen ve Correa 2002,
Yalgin ve ark 2006). Erkeklerde GK insidansinin daha yiiksek olmasinin sebebi
henliz aydinlatilamamis olmasina ragmen iki ihtimal {izerinde durulmaktadir.
Bunlardan birincisi,  biyolojik farkliliga bagli olarak kadinlik hormonlarinin
(6strojen, vb) GK’lerde koruyucu olabilecegidir. Ikincisi ise, GK’lerin olusumu
esnasinda erkeklerin c¢evresel faktorler ile etkilesimini sonucunda daha hassas
olabildikleri, 6zellikle Helicobacter pylori (H.P) infeksiyonunda erkeklerin daha ¢ok
kronik gastrit oldugu ve bununda GK’lerde oncii haberci oldugu belirtilmektedir
(Sipponen ve Correa 2002). Buna ilaveten Signh ve ark (1997)nin yaptiklar
calismada ise normal gastrik mukozada Ostrojen reseptér miktarinin, GK
mukozasindan daha fazla oldugunu ve 6strojenin GK olusumunda koruyucu bir

faktor oldugunu ileri stirmislerdir.

Genel olarak sosyoekonomik diizeyi diisiik pek ¢ok populasyonda siklikla
rastlanan (Parkin ve ark 1997) GK’lerin artan yasla birlikte insidansida artmakta ve

bes ile yedinci dekatlar arasinda en yliksek seviyelere ulagmaktadir (Christie ve ark

1997).

2.3. GASTRIK KANSERLERIN PATOLOJiSI VE TNM (TUMOR, NODUL
VE METASTAZ) SINIFLANDIRMASI

Gastrik karsinomlarin en sik goriildiigii bolgeler prepilorik bdlge, antrum ve
kiictik kurvatur yerlesimlidir (Larson ve ark 2006, Portnoy 2006). Siniflandirmalari

tiimor kitlesinde degisik histolojik Ozellikler bir arada bulunabileceginden dolay1



giictiir (Shibata 2001). Gastrik tiimorlerin yaklasik %90-95°1 adenokarsinom
tipindedir. Kalan kismin ¢ogunlugunu ise Non-Hodking lenfomalar ve

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

Kelley 2003).

Lauren (1965) tarafindan yapilan siniflandirmada gastrik adenokarsinomlar
tiimorlerin histolojik yapilarina gore intestinal ve diffiiz olmak tizere iki histolojik
tipe ayrilmstir. Intestinal tip erkeklerde ve ileri yaslarda daha sik gdzlenirken, diffiiz

tip ise daha geng bireylerde ve her iki cinsiyette esit oranda goriiliir (Correa 1985).

Lauren siniflamasi epidemiyolojik ve patogenetik calismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak tiimoriin hem histolojik hemde biiyiime paterni gz oniine
almarak yapilan bu smiflamada gastrik karsinomlarin 6nemli bir boliimii

siniflandirilamayan gruba dahil olmaktadir.

GK’ lerde kullanilan bir¢ok benzer siniflandirma olmasina ragmen
epidemiyolojik, klinik ve patolojik c¢alismalarin bircogu WHO (World Health

Organization) simiflandirmasina dayanmaktadir (Jass ve ark 1990). Bu simiflamaya

gore;

1. Adenokarsinom: Papiller, tubuler, miisindz, tash yiiziik hiicreli

2. Adenoskuamoz

3. Skuamoz

4. Kiiciik hiicreli

5. Indiferansiye

6. Diger karsinomlar (koryokarsinoma, embriyonik karsinoma) seklindedir.

GK’ lerin evrelemesinde ise en yaygin kullanilan smiflandirma sistemi
American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan yapilan TNM evreleme
sistemidir (AJCC 1997). Tiimor evrelemesinde (T), mide duvari iginde infiltrasyon
derinligini, i¢ organlara ait serozada penetrasyonu ve diger organlara infiltrasyonu;
nodal metastaz (N) bolgesel lenf nodlarinin boyutu ve sayisini, uzak metastaz (M)
ise uzak metastazlarin varligint ya da olmadigimi belirtir (Tablo 1) (Sobin ve

Wittekind 1997).



Tablo 1.

Gastrik kanser i¢in TNM evreleme sistemi ve 6zellikleri (AJCC 1997)

PRIMER TUMOR (T)

T1 Tiimor ve submukozay1 invaze etmistir.

T2 Tiimor lamina propria ve submukozay1 gecerek muskularis propriaytr ve
subserozay1 invaze etmistir.

T3 Timor serozaya penetrasyon yapmis ancak komsu organlar1 invaze
etmemistir.

T4 Tiimor pankreas, dalak ve karacigeri invaze etmistir. Diyafragma ve
abdomen duvarina uzanim vardir.

NODAL TUTULUM (N)

NO Bolgesel lenf nodlarinda tutulum yoktur.

N1 Primer kitleye 3 cm’den yakin perigastrik lenf nodlarinda tutulum mevcut
tur. 1-6 ¢evre nod metastazi

N2 Primer kitleye 3 cm’den uzak perigastrik lenf nodlarinda ve ¢6lyak arter ve
dallarinin etrafindaki lenf nodlarinda tutulum mevcuttur. 7-15 ¢evre lef nod
metastazi

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

retrokaval ve retrokrural lenf nodlarinda tutulum mevcuttur. 15> gevre lenf

nod metastazi

UZAK METASTAZLAR (M)

MO

Uzak metastaz yoktur.

M1

Karaciger, bobrek iistii bezleri, kemik metastazlar1 ve peritoneal tutulum

mevcuttur.




2.4. GASTRIK KANSERLERIN ETiYOLOJIiSi VE PATOGENEZI

GK” lerin gelisiminde birbirleriyle baglantili pek ¢ok gevresel ve genetik risk
faktorii bulunmaktadir (Fuchs ve Mayer 1995, You ve ark 2000). Cevresel faktorler
icerisinde diyette asir1 tuz ve tiitsiilenmis gida alimi, mide pH’sinin yiikselmesi
(hipoklorhidri), hijyenik sartlarin kotii olmas1 ve vitamin C eksikligi gibi faktorler
yer almakta ve GK riskini artirdigi bilinmektedir (Demirer ve ark 1990, Joossens ve
ark 1996, Palli 2000, You ve ark 2000, Mayne 2001). Ayrica Helicobacter pylori
(HP) infeksiyonu, A kan grubu ve atrofik gastritinde etiyolojide sorumlu tutulan
faktorlerden oldugu bildirilmektedir (Aird ve ark 1953, You ve ark 2000, Karasu ve
ark 2001, Uemura ve ark 2001).

Son yillarda GK hiicrelerindeki cesitli genetik ve molekiiler degisikliklerde
gastrik kanserin olusumunda risk faktorleri arasinda gosterilmeye baslanmistir.
Yapilan sitogenetik caligmalar, GK hiicrelerinde 6zellikle kromozom 3 (yeniden
diizenlenmeleri), 6 (6q21°de delesyon), 8 (trizomi), 11 (11p13-pl5 aberasyonu) ve
marker kromozomlar1 kapsayan ¢ok sayida sayisal ve yapisal anomaliler oldugunu
gostermistir (Seruca ve ark 1993, Panani ve ark 1995, Guleria ve ark 2005). Ayrica
onkogenlerin aktivasyonu (Lee ve ark 2003), hiicre adezyonunun azalmasi (Shimada
ve ark 2004), telomeraz reaktivasyonu (Hiyama ve ark 2001), mikrosatellit
instabilitesi varligi (Horii ve ark 1994) ve tiimor baskilayict genlerin
inaktivasyonunun da (Muta ve ark 1996, Wang ve ark 2003, Yang ve ark 2003) GK
hiicrelerinde meydana gelen molekiiler degisikliklerden oldugu belirtilmektedir

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

GK’ lerde risk faktorii olarak gosterilen tiimor baskilayici genlerin temel
fonksiyonlart hiicre biiylimesinin inhibisyonu ve diferansiyasyonudur. Timor
baskilayici1 gendeki her iki allelde normal islevin kaybi, kontrolsiiz hiicre
boliinmesine ve tiimor biiylimesine neden olur (Knudson 1971). Fonksiyonlarinin
bozulmasi sonucunda DNA’nin yapisinda meydana gelen genetik ve epigenetik
birtakim degisimlere; timor baskilayic1 genlerdeki mutasyonlarin (Tamura ve ark
1991, Wang ve ark 2003), kromozomal heterozigosite kayiplarinin (Uchino ve ark
1992, Sud ve ark 2001), hipermetilasyonlarin (Zhang ve ark 2007) ve gen
inaktivasyonlarinin (Wang ve ark 2007) neden olabilecegi yoniinde caligsmalar

mevcuttur. Normal kosullarda hiicre biiyiimesini kontrol etmede ve tiimor gelisimini



baskilamada rol oynayan genlerden biri olan PTEN (phosphatase and tensin
homologue deleted on chromosome ten) genindeki degisiklikler ile GK arasindaki
iliskiyi inceleyen az sayida c¢alisma mevcuttur. P7TEN genindeki degisimlerin
belirlenmesi molekiiler temeli heniiz aydinlatilmamis olan gastrik karsinogenezin

anlasilmasinda yararl olabilir.
2.5. KANSER VE TUMOR BASKILAYICI GENLER

Kanser, hiicrelerin yapilarinda meydana gelen degisiklikler sonucu
organizmanin denetim mekanizmasinin bozularak hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasi olayidir. Kanser hiicrelerinde degisiklikler epigenetik modifikasyonlar ile
birlikte hiicrelerin DNA’larinda olusan genetik degisikliklerden kaynaklanir. Normal
hiicresel denge ve bolinme birgok yolaktan uyarilarin birlesmesi ile genlerin
ekspresyonu ve diizenlenmesi, siki islemlerle kontrol edilmektedir. Hiicrelerdeki bu
degisimler, hiicredeki dogal fizyolojik dengenin bozulmasina ve hiicresel
transformasyona neden olur (Sekil 3) (Liotta ve Liu 2001, Schulz 2005, Furney ve
ark 2008).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, epigenetik degisikliklerin de tiimdrgeneziste
yer alabilecegi yoniindedir. Epigenetik degisiklikler, genelde 2 sekilde
siniflandirilmaktadir. Bunlardan birincisi, niikleotid dizisi degismeden o6zellikle
genlerin promotor veya enhanser bolgelerindeki CpG adalarin metilasyonu ile
gerceklesir. Anormal CpG ada metilasyonu sonucunda bu genler sessizleserek
protein ekspresyonunu durdururlar. Uzerinde en fazla c¢ahsilan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonudur. Diger mekanizma ise kromatin yap1 ve
fonksiyonlarini degistiren histon modifikasyonlaridir. Modifikasyonlarin histonlarin
elektrostatik  ylikiinii etkileyerek kromatin yapisin1 degistirdigi ve protein
kompleksleri i¢in tanima bolgesi olusturdugu diisiiniilmektedir. (Momparler 2003,
Egger ve ark 2004, Schulz 2005, Hatada ve ark 2006, Zhu 2006, Furney ve ark
2007).

Kansere neden olan genetik degisiklikler ise genlerde bir¢ok sekilde meydana
gelebilir. Bunlardan yaygin olarak caligilanlar1 arasinda onkogenler, timor

baskilayici genler, DNA tamir genleri ve mikro RNA (miRNA) genleri sayilabilir.



Onkogenler fonksiyon kazandiran mutasyonlar yoluyla ya da genin bir
allelinin artmis ekspresyonuyla kodladiklar1 proteinlerin yapisin1 degistirirlerken
(Vogelstein ve Kinzler 1998, Nussbaum ve ark 2005, Croce 2008), tiimor baskilayici
genler genin her iki allelinin fonksiyonunu yitirmesi gibi farkli bir mekanizma ile
kanser olusumuna neden olurlar (Knudson 1993, Bobbs 2005, Lewin 2004). DNA
tamir mekanizmas1 genleri DNA’ da olusabilecek hasarlarin tamirinde rol alirken,
miRNA genleri ise c¢ogalma, apoptozis ve farklilagmada goérev yapan genlerin
ifadesinin diizenlenmesinde yer alirlar (Liotta ve Liu 2001, Zingde 2001, Schulz
2005, Cooper ve Hausman 2006).

genetik degisiklikler “

> >

De novo

CpG

Mkt metiasyon g Mtasyon
1 ﬂ“— 1 CoG

metilasyon

: .--.._@pigenet:ik degizikikler ‘

Sekil 3. Kanser olusumunda genetik ve epigenetik degisikliklerin mekanizmasi
www.nature.com/v15/n4/fig_tab/7290292f1.html’ den alinmustur.

2.5.1. Tiimor Baskilayic1 Genler

Tiimor baskilayict gen (TBG) diger adiyla ‘‘antionkogen’ lerin gorevi
hiicre biiylimesini inhibe ederek normal hiicreleri kanserlesmeden korumaktir
(Grander 1998, Liotta ve Liu 2001). TBG mekanizmasi ilk olarak Knudson’un “‘¢ift
vurus hipotezi’® ile agiklanmistir (Sekil 4) (Knudson 1971). Hipoteze gore;
heterozigot olan hiicreler gende tek bir fonksiyonel tiimér baskilayici kopyaya
sahiptir ve bu da onlarin normal hiicresel fenotipini saglamasina yeterlidir. Bununla
birlikte, kalitsal olarak kopyanin biri mutasyona ugramissa, diger normal allelin

fonksiyonunun bir sekilde sonradan kaybolmasi, timorii baskilama yetenegini
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ortadan kaldirmis olur. Sonucta genin her iki alleli de fonksiyonunu yitirir ve timor
olusumuna zemin hazirlar (Vile 1989, Knudson 1993, Nussbaum ve ark 2005). TBG’
ler son derece heterojen olup kontrol edici (caretaker), ndbetci (gatekeeper) ve

landscaper genler olmak iizere 3 gen grubuna ayrilirlar (Michor ve ark 2003).

e e —
i y i f

Tormal == Teni o o _H_.‘—"DEIESYOH
tip L mutasyon ’ NS¢ h L'J h L_, Tiundt
o —— N . r ’
TEG ler fi o ) \ Y . olugumu
3 .-\. _-—'- l-'-|_ _/-. .-\_ _.-'- .-\_ _.-'-
I # . ) Tleinci TIUg
arn;, TR G min bir arm TR C'min
kopyasmda diger kopyasmda
= mutasyon kit delesvon

Sekil 4. Sporadik kanserlere neden olan TBG’ de normal bir hiicrede mutasyon ve
tiimor olusumu.

http://www.journals.cambridge.org/fulltext content/ERM/E’den uyarlanmistir.

Kontrol edici (Caretaker) gen terimi, DNA hasarini tamir etmede ve genomik
biitiinligli siirdiirmede goérev alan genler olarak tanimlanmistir (Kinzler ve
Vogelstein 1997, Nussbaum ve ark 2005). Kontrol edici genlerin kodladig: iiriinler
genomda sabit olup bu genlerde olusan mutasyonlar genomik instabiliteye neden
olurlar. Genomun kararlilig1; hiicre siklusu kontrol noktalari, DNA tamir yollar1 ve
DNA hasarinda hiicrenin devamlilifin1 saglayan diger faktorler tarafindan saglanir
(Levitt ve Hickson 2002, Michor ve ark 2003). Kontrol edici genlerin
inaktivasyonunda hiicrelerin siirekli olarak mutajenlere maruz kalmasi ile ¢evresel
faktorler esit oranda etkilidirler. DNA onarim yolagini kodlayan bir ndbetci gende
meydan gelen bir mutasyon DNA tamir yolaginin bozulmasina ve bunun sonucu
olarak da kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olabilmektedir (Kinzler ve Vogelstein

1998).

Nobetci (Gatekeeper) genler ise DNA hasarmi tamir etmede yetersiz kaldigi
durumlarda; hiicre biiyiime-farklilasmasini durdurarak ve apoptozis yoluyla hiicreyi
yok ederek tiimor gelisimini dogrudan engelleyen genlerdir (Kinzler ve Vogelstein
1998, Nussbaum ve ark 2005). Hiicrede bu yolakta gorev alan genlerin yapisindaki
degisiklikler ve bunun sonucu fonksiyonlarini yitirmeleri tiimoérgenezin pek cok

asamasinda 6nemli bir adimdir (Macleod 2000, Kotnis ve ark 2005).
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Baz1 genlerin epitelyal hiicre biiylimesinde etkili olarak stromanin yapisini
degistirdigi ve kansere duyarlhiligini arttirdig1 Kinzler ve Vogelstein tarafindan (1998)

“‘landscaper’’ etki olarak tanimlanmuistir.

[lk olarak landscaper genler otozomal dominant gecis gosteren ve kromozom
18q’da lokalize SMAD4/DPC4 geninde mutasyonla meydana gelen jiivenil polipozis
koli (JPC) hastaliginda tanimlanmistir (Richens ve ark 2000).

Landscaper genler biiyiiyen timdr hiicreleri iizerinde kiigiik bir alanda
etkilidirler. Bu etkilerini biyokimyasal yolaklarda meydana gelen hiicre dis1 matriks
proteinlerinde direk/indirek diizenleme, hiicre yiizey markerlari, adezyon proteinleri
ya da biiylime/sagkalim faktorleri salgilayan {iriinleri kodlayarak gdosterirler

(Macleod 2000).

Landscaper genlerin fonksiyonlarini yitirmeleriyle hiicrenin normal biiyiimesi
bozulur ve dar alanda etkili olduklarindan komsu epitelde neoplastik doniigiim baslar.
Genelikle tiimor mutasyon nedeniyle cok sayida farkli hiicreden gelisir (Playford

2001, Shekhar ve ark 2003, Bhowmick ve ark 2004).
2.6. PI3K /PTEN/AKT YOLAGI

Biyokimyasal yolaklar hiicre dis1 matrikste olusan ve canli hiicrelerde pek
cok yonden diizenleyici rol oynayan sinyal molekiillerini igerir (Campisi 2005).
Hiicreler arasi iletisim hiicre-dis1 matriks yoluyla direk temas veya sinyal molekiilleri
ile saglanir (Bissell ve Radisky 2001). Birgok sinyal ileti molekiiliiniin reseptorlerine
baglanmasi ile hiicre davramislarini diizenleyen reaksiyonlar hiicre sinyal iletimi
yolaklar1 araciligiyla baglar (Cooper ve Hausman 2006). Hiicre i¢i sinyal iletiminde
yer alan yolaklardan birisi, PI3K (Phosphoinositide 3-kinase )/PTEN (phosphatase
and tensin homologue deleted on chromosome ten) /AKT yolagidir. Bu yolagin pek
cok iiyesinin c¢esitli tiimorlerde ya regiilasyonunun bozuldugu ya da mutasyona
ugradigimnin anlasilmasiyla hiicresel transformasyonda anahtar rol oynadigi tespit

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

PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/PTEN (phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome ten) /AKT yolagi 6zellikle hiicre biiylimesinin diizenlenmesi,

glukoz transportu, protein biyosentezi gibi hiicre metabolizmasini kontrol etmede ve
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hiicresel olaylarda hiicre-dis1 sinyallere yanitta 6nemli bir rol oynar (Katso ve ark

2001, Schulz 2005).

Sinyal yolaginin ilk aktivasyonu biiylime faktorleri, sitokinler, kemokinler,
hormon reseptorleri ve antijen reseptdrlerinden birinin reseptdr tirozin kinazlara
baglanarak PI3K’nin aktif hale gelmesi ile baslar. Aktiflesen P/3K fosforillenerek
lipid molekiilii olan PIP-2 (phosphatidylinositol 4,5 biphosphate)’nin PIP-3
(phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate)’e doniismesini saglar (Sekil 5) ve PDKI
(phosphatidylinositol-dependent kinase-1)’1 harekete gegirir.

Plazrm=s =arinan ic katmai=ams

2 &

PE

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

PIP-3 diizeyi duragan hiicrelerde ¢ok diisiiktiir, fakat P/3K aktivasyonuyla
uyarilarak hizli bir sekilde arttirillir (Cristofano ve ark 2005). PIP-3’iin hiicre
membraninda birikmesi plekstrin homoloji (PH) bdlgesinde bulunan hiicre ici
proteinlerin gegisine izin verir. PH bolgesi lipid baglayan bolgedir ve ¢esitli siralarda
dizilmis hiicre i¢i proteinleri (serin/treonin kinazlar, tirozin kinazlar, hiicre iskelet
proteinleri, uyarict molekiiller vb.) igerir. Bu proteinler arasinda en yaygin

kullanilan1 bir serin/treonin kinaz olan ve AKT olarak bilinen protein kinaz B
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(PKB) dir (Sekil 6) (Vanhaesebroeck ve Alessi 2000, Katso ve ark 2001, Tsugawa ve
ark 2002, Cristofano ve ark 2005, Cully ve ark 2006).
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Sekil 6. AKT protein kinazin aktivasyonu (Cooper ve Hausman 2006).

AKT aktive oldugunda, hiicre sag kalim diizenleyicileri, transkripsiyon
faktorleri ve diger protein kinazlarida kapsayan ¢ok sayida hedef proteini fosforiller

(Sekil 7) (Cooper ve Hausman 2006).

reseptér
tirozin-

& PIBK-AKT

PI3K-PTEN sitoplazmik hedef

cekirdele ——. __ i e,
hedef Yoran

; sl -JN'H’\J..{JD"..

hiicre hiicre i hiicre
bityiimesi gogalmas: sagkahnm

Sekil 7. PI3K/PTEN/AKT yolag:
http://rgd.mcw.edu/wg/pathway/phosphatidylinositol 3’ den uyarlanmustir.
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PI3K yolaginin cesitli insan tiimorlerinde aktif oldugu ve PTEN timor
baskilayici geniyle birlikte gérev yaptiklar1 bilinmektedir (Maechama ve Dixon 1998,
Blanco-Aparicio ve ark 2007). PTEN negatif diizenleyici gorevi yaparak PIP3’i
defosforilasyon yoluyla PIP2’ye doniistiiriir ve boylece PDKI’in hareketini
dolayisiyla AKT nin aktivasyonunu da engellemis olur (Sun ve ark 1999, Cristofano

ve Pandolfi 2000).

2.6.1. PI3K/AKT Yolaginda PTEN Geni ve Degisikliklerinin Onemi

PTEN/MMACI (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
ten/mutated in multiple advanced cancer 1) geni TEP/ (transforming growth factor-§
regulated and epithelial cell enriched phosphatase 1) olarakda bilinen 10g23.3’de
lokalize olan bir tiimér baskilayic1 gendir (Li ve ark 1997, Steck ve ark 1997). Bu
geninin 9 ekzonu bulunmaktadir ve 47 kDalton agirligindadir. Adezyon molekiilleri
ile etkilesim gdsteren, hiicre iskelet proteinlerinden tensin ve ‘‘auxillin’’ e benzeyen,
cift yonlii fosfataz aktivitesine sahip 403 aminoasitlik bir proteini kodlamaktadir (Li

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

PTEN, PI3K/AKT vyolaginda AKT min aktivasyonunu fosforile olmasini
engelleyerek negatif yonde diizenler. Fosfolipid fosfataz aktivitesi sergileyen PTEN
hiicre biiytimesi, sagkalim ve motilite i¢in dnemli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleme

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

Literatiirlerde PTEN geni degisikliklerinin bir¢ok kanser tiiriinde 6zellikle
glial tiimorler (glioblastoma multiforme/anaplastik astrositoma), prostat, tiroid,
endometrium, renal ve kiigiik hiicreli akciger karsinomlari, melanom ve
menengiomalarda diger kanser tiirlerine goére daha yaygin goriildiigii 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 yaptiklar1 calismada PTEN
geni mutasyon ve delesyonlarinin prostat kanser patogenezinde oOnemli bir rol
oynadigmi bildirmislerdir. Malignant melanomlarda Birck ve ark (2000) yaptiklar
bir ¢alismada ise PTEN geninin her iki allelin de inaktive oldugunu tespit etmigler ve
malignant melanom tiimorlerin - gelisiminde bu genin etkili olabilecegini
belirtmislerdir. PTEN geniyle yapilan diger bir ¢alismada ise Van Nederveen ve ark

(2005) feokromasitoma tiimorlerinde genin inaktivasyonunun Onemli rol
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oynamadigini belirlemiglerdir. Bu c¢alismalardan elde edilen bulgular PTEN geni
inaktivasyonunun bazi timor tiplerinde dnemli rol oynarken bazilarinda ise roliiniin
olmadigin1 gdstermektedir. Sik goriilen kanser tiirlerinden biri olmasina ragmen
gastrik kanserler ile PTEN geni degisiklileri arasindaki iliskiyi inceleyen az sayida
calisma mevcuttur. Fei ve ark (2002) gastrik kanserli hastalarin kanserli korpus ve
antrum bolgelerinden kanserli ve normal doku biyopsileri alarak yaptiklar
calismada, kanserli dokulardaki PTEN gen ekspresyonunun normal dokulara gore
azaldigin1 tespit etmislerdir. Azalan ekspresyonun P7EN geninin promotdriinde
hipermetilasyondan ya da gende mutasyon ve delesyonlar sonucu transkripsiyonel
inaktivasyondan kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Li ve ark (2005)
prekanserdz gastrik mukoza ile gastrik kanserli dokular arasinda farkliliklar1t PTEN
geninde yaptiklar1 LOH (Loss of heterozygosity=Heterozigosite kayb1) analiziyle
aragtirmislar ve GK’ lerde PTEN geninde mutasyon ve heterozigosite kayiplarinin
tamamen infiltrasyon ve metastazlara bagli oldugunu bildirmislerdir. Diger taraftan
Sato ve ark (2002) ise gastrik karsinogenezde tiimor baskilayici gen olarak PTEN

geninin rolii olmadigini bildirmislerdir.

Bu bulgular sonucunda PI3K/AKT yolaginda 6énemli rol oynayan ve timor
baskilayic1 gen olarak gorev yapan PTEN geninin gesitli timdr tiplerinde oldugu
gibi gastrik karsinogenezde de yer alabilecegi goriilmektedir. Bu nedenle, yiiksek
mortalite oranina sahip olan gastrik kanserlerin etiyolojisinin belirlenmesinde daha

fazla sayida ¢aligmalarla molekiiler patogenezin ortaya konmasi gerekmektedir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. VAKA VE KONTROL GRUBU

Calismaya 2005-2007 yillar1 arasinda Selguk Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’na gelen; gastrik adenokarsinom tanisi almig 47
hastanin parafin bloklardaki timorlii dokulari;  kontrol grubu olarak ise ayni
vakalarin normal dokular1 alindi. Ayrica ayni hasta grubundan 10 hastanin periferik
kan ornekleri de alindi. Calisma grubu 29 erkek ve 18 bayandan olugmakta; yas
araligi ise 27 ile 87 (ortalama 64,4) arasinda degismektedir. Hasta grubu patoloji
raporlart ve postoperatif anamnezlerine goére tiimor, nodiill ve metastaz (TNM)
siniflandirmas1 yapildi. Timoriin lokalizasyonu (T); T1, T2, T3 ve T4; Nodal
tutulum (N); NO, N1, N2, N3 ve uzak metastaz (M); MO ve M1 olarak belirlendi.

Siniflandirmalar ~ yapilirken hastalarin  patoloji  raporlart g6z Oniine
alindigindan dolayr bazi hastalarin gruplara dahil edilememesi, sonuglarinda

anamnezlerin bulunmamasindan kaynaklanmistir.

Calisma icin Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Arastirma ve

Uygulama Hastanesi Etik Kurulu’ndan onay alindi.

3.2. DNA iZOLASYONU

Hastalarin parafin bloklarda bulunan tiimorlii ve normal doku 6rneklerinden
S.U. Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’nda 10 pm’luk kesitler halinde
ependorf tiipiine alindi. ilk olarak dokulara parafin bloklardan kurtarma islemi

uygulanmistir. Bunun igin,
- Ependorf tiiplerde bulunan dokular {izerine 1’er ml ksilol soliisyonu eklendi.
- Etlivde 50°C” de 1 saat bekletildi.

- 13 000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi1 dokulara zarar

vermeden uzaklastirildi.
- Ksilol soliisyonu yenilenerek ayni islem tekrar edildi.

- Ksilol soliisyonundan arindirilan dokular yeni bir ependorf tiipe alind1 ve

uzerine %100’ luk etil alkolden 1’er ml eklendi.

- Etiivde 37°C’ de 30 dakika bekletildi.
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- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi atildi.
- Ependorf tiiplere 1’er ml %80’lik alkol ilave edildi.

- Etlivde 37°C’ de 30 dakika bekletildi.

- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi atildi.

- Bu islem %60°1ik ve %40’lik alkollerle her birinde 15’er dakika bekletilmek

tizere tekrar edildi.
- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi atildi.

- Ependorf tiiplerde bulunan dokulara yikama islemi i¢in 1’er ml dH,O
eklendi.

- Etlivde 37°C’de 15 dakika bekletildi.

- 13 000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek dokularin iist kisminda bulunan
dH,0 atild1.

-Dokular cerrahi makas yardimiyla daha kiigiik parcalara ayrilip iizerlerine
40’ar pl Proteinaz-K ve 200’er ul doku lizisi ilave edilerek 37°C’ de su banyosunda
bir gece inkiibasyona birakildi. Sonraki asamada ticari kit (Roche high pure PCR
DNA isolation kit) kullanilarak hastalarin parafinden kurtarilan doku Ornekleri ve

kan drneklerinden DNA izole edildi.
3.3. POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU (PZR)

PTEN genindeki degisiklilerin tespit edilmesi i¢in tek iplik¢ikli uygunluk
polimorfizmi (TIUP) teknigi kullamildi. Bu ¢alismada PZR’ da PTEN geni ekzon 2,

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

No | Ekzon | Lokus Primer PZR
uriinii
1 2 PTEN-Ex2-I | TGA CCA CCT TTT ATT ACT CC 367 bg

PTEN-Ex2-G | TAC GGT AAG CCA AAA AAT GA

2 3 PTEN-Ex3-I | ATA TTC TCT GAA AAG CTC TGG | 434 bg

PTEN-Ex3-G | TTA ATC GGT TTA GGA ATA CAA

3 6 PTEN-Ex6-F | TTG GCT TCT CTT TTT TTT CTG 201 bg

PTEN-Ex6-G | ACA TGG AAG GAT GAG AAT TTC

PZR reaksiyonu 35 pl’de gerceklestirildi. Reaksiyon icerigi;
- 4 ul 10xPZR tamponu

- 2 ul MgCl, (50 mM)

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

- 2,4 ul 10 pmol ileri ve geri primer karigimi

- 19.8 1 dH,O

- 0,6 ul DNA Taq Polimeraz enzimi

- 3 ul genomik DNA’ dan olugmaktaydi.

PZR’ lar, Applied Biosystems GeneAmp PZR System 2700 model PZR
profili kullanilarak iki asamada gerceklestirildi. Ekzon 2 icin; 95 °C’de 4 dakika ile
tam bir denatiirasyon saglandiktan sonra I. asamada 10 dongii i¢in 94 °C‘de 15
saniye denatiirasyon, primerlerin ideal baglanma noktasinin saglanmasi i¢in 60 °C*de
30 saniye siiren birlesme ve 72°C’de 15 saniye uzama saglandi. II. asamada 94 °C‘de
15 saniye denatiirasyon, 58 °C‘de 30 saniye birlesme ve 72 °C‘de 15 saniye uzama
olacak sekilde toplam 35 dongii kullanildi. Son olarak ornekler 72°C’de 3 dakika
tutuldu. Ancak ekzon 3 ve ekzon 6 i¢in sirasiyla 52 °C - 48 °C ve 59 °C - 57 °C Tm’
ler kullanildi.
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3.4. JEL ELEKTROFOREZi

Elde edilen PZR firiinlerini degerlendirmek amaciyla %?2’lik agaroz (A 5093,
Sigma) jele yiiklendi. Agaroz jel i¢in SXTBE (Tris, Borik asit, EDTA) stok tamponu
hazirlandi. 5xTBE tamponu; 54 gr Tris, 27,5 gr Borik asit, 3,72 gr EDTA 1 It dH»0
icerisinde ¢oOzerek hazirlandi. Hazirlanan 5xTBE stok tamponu 1/5 oraninda
sulandirilarak 1xTBE tamponu haline getirildi. Istenilen konsantrasyona getirilen
agaroz mikrodalga firinda eritildi ve i¢ine Et-Br (10pug/ml Ethidium bromiir) ilave
edilerek boyandi. Agaroz jel kaseti icine dokiilerek taraklar yerlestirildi ve donmasi
icin 20-30 dk bekletildi. PZR firiinlerinden kontrol i¢in 7’ser pl yiikleme boyasi
(6xLoading dye) ile muamele edilerek kuyucuklara yilikleme yapilmistir. Beklenen
bantlarin dogrulugu kontrol etmek amaciyla 100 b¢’lik marker da ayrica yiiklendi.
Jel 150 V elektrik akimda yaklasik 30 dakika yiiriitiildii ve jel UV illiiminatdrde
degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda PTEN geni ekzon 2°de 367 bg, ekzon 3’te
434 be ve ekzon 6°’da 201 bg biiyiikliigiinde bantlar gozlendi.

3.5. TIUP (TEK iPLIKCIiKLI UYGUNLUK POLIMORFiZMIi) TEKNIiGi

Agaroz jelde degerlendirme sonucunda tek iplik¢ikli DNA’da olusan
degisimi belirlemek igin TIUP teknigi uygulandi. TIUP tekniginde %8’lik non-
denatiire Poliakrilamid jel kullanilarak glimiis boyama ile boyandi. %8’lik non-

denatiire poliakrilamid jel i¢in;

e Akrilamid stok soliisyonu (%30’luk) 142,5 gr Akrilamid ile 7,5 gr
bisakrilamid karisimi 500 ml dH,O’da ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

e Beher igerisine 5,35 ml akrilamid stok soliisyonu, 4 ml 5XxTBE tamponu, 1 ml
Gliserol ve 10,65 ml dH,O eklenerek manyetik karistirictda 5 dakika
homojenize edildi.

e Amonyum Per Siilfat (APS) (%10’luk) ¢6zeltisi hazirlanarak 125 pl eklendi
ve polimerizasyonu baglatmak i¢in 12,5 pl Tetra Methyl Ethylene Diamine
(TEMED) ilave edildi.

Dikey jel elektroforez sistemine (Biorad,10x10 cm) poliakrilamid jel dikkatli
bir sekilde dokiildii ve taraklar yerlestirildi. Yaklasik bir saat jel donmasi i¢in
bekletildi. Amplifiye edilen PZR iiriinleri Formamidli Loading Dye ile denatiire

edildi. Denatiirasyon ¢ozeltisi olarak kullanilan 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 pl
almarak hazirlandi. PZR iiriinlerinden 3 pl alinarak 9 pl denatiirasyon ¢ozeltisi ile
karistirildt ve 95 °C de blok isiticida 10 dakika denatiire edildi. Denatiirasyon
isleminden sonra renatiirasyonu engellemek icin PZR firiinleri buz iizerine alind1.
Donmus olan poliakrilamid jele yaprak uglar yardimiyla 10 ‘ar pl yiiklendi ve dikey
jel elektroforez sistemde 200 Voltta bg¢ uzunluklarina goére degisen zaman

araliklarinda yiirtitme yapildi.

Siire sonucunda bes farkli soliisyon hazirland1 ve poliakrilamid jel giimiis

boyama teknigine tabi tutuldu.

Soliisyon 1; 100 ml asetik asit, 100 ml %96’lik etanol, 1800 ml dH,O’dan,
Soliisyon 2; 25 ml asetik asit, 500 ml %96’lik etanol, 4500 ml dH,O’dan,
Soliisyon 3; 0,6 gr AgNO3, 50 ml dH,O’dan,

Soliisyon 4; 1,5 gr NaOH, 70 pl Formaldehit, 50 ml dH,O dan

Soliisyon 5 ise 100 ml Asetik asit, 200 ml Metanol ve 700 ml dH,O’dan
olugmaktaydi.

Soliisyon 3 ve 4 taze olarak diger {i¢ soliisyon ise stok olarak kullanildi.

Boyama islemi orbital karistiricida her soliisyon icin 50 ml alinarak
gerceklestirildi. Sollisyon 1 de 10 dakika karistirildi ve siire sonunda dokiilerek 5
dakika soliisyon 2 de muamele edildi. Soliisyon 2 ddkiilerek boyama basamagi olan
sollisyon 3 te 23 dakika karistirildi. AgNO; ¢ozeltiside bosaltildi ve 2 dakika dH,O
da bekletildi. Siire sonunda dokiilen dH,O yerine soliisyon 4 eklenerek bantlar
gbzlenene kadar elde karistirildi. Degerlendirme yapilabilecek duruma gelen bantlar
gbzlenince soliisyon 4 bosaltilarak soliisyon 5 ilave edildi ve 10 dakika karistiricida

bekletildi. Poliakrilamid jel asetat arasina alinip degerlendirme yapild.

Calismamizdaki TIUP teknigindeki deneysel asamalar iiger kez tekrar edilmis
olup kaynaklanabilecek hatalarin engellenmesi saglanmistir. Degerlendirme
sonucunda anlamli gézlenen bantlarin PZR iirlinleri; degisikliklerin belirlenmesi i¢in

DNA dizi analizi yapild1.
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3.6. DNA DiZi ANALIZi

DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Tek iplik¢ikli
uygunluk polimorfizmi (TIUP) ¢alismalar1 Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Tibbi Genetik laboratuvarlarinda
yapilmustir. Yapilan degerlendirmelerde her ekzon i¢in, anlamli bulunan hasta ve
kontrol gruplarinin uygun kaliteye sahip PZR iiriinleri, ileri-geri primerleri ile birlikte

DNA dizi analizine tabi tutulmustur.

Mevcut laboratuvarlarimizda DNA analizi cihazi bulunmadigindan dolay1
Refgen Arastirma Laboratuari’nda bulunan (Ankara) DNA dizi analizi cihaz1 (ABI
3100 16 kapiller Big Dye Cycler sequencing Version 3.1) ve Geneservice (Ingiltere)
de bulunan ABI 3730 48 kapiller Big Dye Cycler sequencing Version 3.1 DNA

analizi cihazina degisikliklerin belirlenmesi i¢in gonderildi.

DNA dizi analizi sonuglari, ileri ve geri okumalar1 karsilastirilarak

(blastlama) normal, mutant ve heterozigot olarak degerlendirildi.
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3.7. ISTATIKSEL ANALIZLER

Calismamizda kullanilan verilerin ortalama + standart sapma ve % siklig
degerlerini bulmak i¢in SPSS 15.0 for Windows istatistik paket programi kullanildi.
Grafikler ise Microsoft Office Excell 2007 paket programi ortaminda hazirlanmistir.

23



4.BULGULAR

Calisma grubumuz gastrik adenokarsinomlu 29 erkek ve 18 bayan olmak
lizere toplam 47 bireyden olustu. Erkek/kadin oran1 2,5/1,5; yas ortalamasinin ise

64,45+1.9 oldugu goriildii.

Hasta grubumuzdaki tiimdrlerin  tiimor, nodiil, metastaz (TNM)
simiflandirmasi; T1’de 3 (%6,4), T2°’de 5 (%10,6) ve T3’te 39 (%83) bireyden
olugmaktaydi. Nodiil tutulumuna gére NO 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 (%383,3),
sadece karaciger metastazi olan M1’de 8 (%16,7) birey olarak belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Tiimor dokularinin TNM siniflamasina gore dagilimi

100 -
oS0 13 MO
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i:l T T 1
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Calismaya gastrik adenokarsinomlu 47 hastanin tiimor ve normal dokulari;
ayrica ayni hasta grubunda bulunan ve ¢alisma siirecinde S.U. Meram Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi servisinde tedavi gormekte olan 10 hastanin periferik kan ornekleri
dahil edildi. Periferik kan 6rnekleri tiimor ve normal dokular1 kullanilan hastalarin
kan orneklerinde de PTEN geninde herhangi bir degisiklik olup olmadigini

incelemek amaciyla alindi.

PTEN geni 9 ekzona sahip tiimor baskilayicit bir gendir. PTEN geniyle
yapilan ¢alismalar mutasyonlarin gende kodlayici bolgeler olan ekzon bolgelerinde

ve mevcut ¢alismada kullandigimiz ekzonlarda yogunlastigir yoniindedir (Wang ve
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ark 2003). Calismamizda oncelikle PTEN geninde mutasyonlarin daha yogunlukta
gbzlendigi ekzon bolgelerinden olan ekzon 2, 3 ve 6 ile GK’ler arasindaki iliski

incelenmistir.

PTEN geni ekzon 2°de PZR-TIUP teknigi sonrasi 47 hasta grubundan 8
tanesinde (%17) farkli bantlar gozlendi (Sekil 8). Bu farkliliklarin; tiimér ve/veya
normal dokulardaki bant eksikligi ya da fazlalig1 seklinde oldugu goriildii.

367 bg

Sekil 8. PTEN geni ekzon 2’de SSCP teknigi sonrasit farkli gozlenen bantlarin
poliakrilamid jel fotografi. Kuyucuklar 1, 3, 5, 7 ve 9 hastalarin tiimor dokularindan
elde edilen DNA 6rneklerinin PZR sonucu elde edilen bant 6rnekleri; Kuyucuklar 2,
4, 6, 8 ve 10 hastalarin normal dokularindan elde edilen DNA orneklerinin PZR
sonucu elde edilen bant 6rnekleri, M: DNA markerini (100 b¢ Vivantis DNA ladder)
gostermektedir.

Poliakrilamid jelde bant eksikligi veya fazlalig1 seklinde gozlenen bantlar
DNA dizi analizi sonucunda degerlendirildi. DNA dizi analizi yapilan 8 hastaya ait
timdr ve normal dokularin tamaminda (%100) Tek niikleotid polimorfizmi (TNP)
oldugu tespit edildi. Polimorfik bodlgede kullanilan primerlerin dizayni ekzon
bolgelerine ilaveten intronik bolgeleri de igermektedir. Mevcut ¢alismada tespit
edilen TNP geri yonlii analizde intronik bolgede bulunan 8402202 bg¢ pozisyonunda,
401. niikleotitde ve C/T genotipinde bulunmaktadir. S6z konusu bolge onceden
tanimlanmig olup referans numarast 1903858 dir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp _ref.cgi?rs=1903858). TNP’lerin DNA dizi
analizi sonrasinda yapilan 8 hastanin timér ve normal dokularin tiimiinde (%100)

heterozigot formda oldugu tespit edildi (Sekil 9).
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A

Sekil 9. a. 401 C normal genotipli kontrol DNA’ s1 kullanilan bireye ait DNA dizi
analizi grafigi, b. 401 C/T heterozigot genotipli bireye ait DNA dizi analizi grafigi.

PTEN geni ekzon 6’da 47 hastaya ait tiimdr ve normal doku DNA’larinin
PZR &rnekleri TIUP teknigi sonrasinda 8’inde bant farkliligs bulundugu gozlendi.
Ancak DNA dizi analizi sonucunda herhangi bir degisiklik olmadig1 belirlendi.

Calismamizda kullanilan iigiincii ekzon olan ekzon 3’te ise PZR-TIUP teknigi

sonras1 incelendiginde 7 hastanin normal ve tiimdr dokularinda bant farkliligi
gbzlendi (Sekil 10).
1 2 3 4 5 6 7 8 M

434 be

Sekil 10. PTEN geni ekzon 3’de SSCP teknigi sonrasi farkli gozlenen bantlarin
poliakrilamid jel fotografi. Kuyucuklar 1, 3, 5 ve 7 hastalarin tiimoér dokularindan
elde edilen DNA 6rneklerinin PZR sonucu elde edilen bant 6rnekleri; Kuyucuklar 2,
4, 6 ve 8 hastalarin normal dokularindan elde edilen DNA 6rneklerinin PZR sonucu
elde edilen bant Ornekleri, M: DNA markerini (100 b¢ Vivantis DNA ladder)
gostermektedir.

TIUP teknigi sonras1 bant eksikligi veya fazlalig1 seklinde farklilik gozlenen

7 hastaya ait timor ve normal doku oOrnekleri DNA dizi analizi sonucunda
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degerlendirildi. Timér ve normal doku Orneklerinin tamaminda (%100) geri
okumalarda G63A’de heterozigot pikler gozlendi (Sekil 11). Fakat heterozigot
piklerin sadece geri okumalarda mevcut olup ileri okumalarda bulunmamasindan
dolay1 backround (zemin) kirliligi olabilecegi diisiiniiliip bu farkliliklar g6z Oniine
alinmadi. Ayrica bolgeyi kesen restriksiyon enzimi (RE) bulunmadigindan
restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (PZR —RFLP) teknigi ile de farklilik
oldugu disiintilen bolge teyit edilemedi (http://www.restrictionmapper.org/cgi-

bin/sitefind3.pl).

AATGGTTTTTATGCTTT

Sekil 11. G63A heterozigot genotipli hastanin tiimdr dokusuna ait DNA dizi analizi
grafigi.

PTEN geni intron 1’de tespit edilen TNP’ler ile calismamizda kullanilan
gastrik tiimorlerin lokalizasyonu arasindaki iligki incelendiginde; korpus bolgesinde
(3/8), biiyiik kurvaturda (2/8), pilor bolgesinde (1/8), antrum bdolgesinde (1/8) ve
kiigiik kurvaturda (1/8) seklinde oldugu gorilmiistiir (Tablo 4). Bu oranlara
bakildiginda calismamizda populasyon c¢alismalari gibi genis hasta sayisi
bulunmamasina ragmen TNP bulunan hastalarin tiimor lokalizasyonlarinin diger

bolgelere gore korpus bolgesinde yogunlastigr goriilmektedir.

Tablo 4. Tiimor lokalizasyonlar1 ile TNP’1i hastalar arasindaki dagilim

Tumor Lokalizasyonlari

W Korpus
W B. Kurvatur
Pilor

MW ANtrum
m K. Kurvatur
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5.TARTISMA VE SONUC

Gastrik kanserler kansere bagli oliimlerin en sik nedenlerinden biridir.
Diinyada hastaligin goriilme siklig1 giderek diisiis gostermesine ragmen; bazi
bolgelerde kanser 6liimlerinde 6nemli bir yer tutmaya devam etmektedir (Greenle ve
ark 2001, Parkin ve ark 2001). GK’li hastalarin ¢ogunlugunu 50 ve 70°’li yaslar
arasindaki bireyler olusturmaktadir. Cinsiyete gore ise erkeklerde sikligi bayanlara
gore yaklasik iki kat daha fazla goriilmektedir (Christie ve ark 1997, Sipponen ve
Correa 2002). GK’lerin %90-95° ini adenokarsinomlar olusturur ve tiimor
lokalizasyonlar1 daha siklikla pilorik kisimda yer alir (Gunderson ve ark 2000,
Portnoy 2006).

GK’ lerin olusumunda diger pek ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi ¢evresel ve
genetik faktorlerin bir araya gelmesi onemli bir yer tutar. Ozellikle son yillarda
yapilan molekiiler diizeydeki genetik calismalar karsinogenez siirecinde hiicrede
meydana gelen degisikliklerin gastrik karsinogenez mekanizmasinda da etkili
faktorlerden olabilecegini gdstermistir (You ve ark 2000, Werner ve ark 2001, Ebert
ve Malfertheiner 2002).

Gastrik kanser hiicrelerinde belirlenen molekiiler ve genetik degisiklikler
arasinda temel olarak bilinenleri onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonudur (Lee ve ark 2003, Shimada ve ark 2004). Onkogenler
normal hiicrelerin malign trasformasyonuna neden olurken, TBG (tlimor baskilayici

gen) ler ise negatif diizenleyici rol oynayarak tiimor gelisimine engel olurlar.

TBG’ler son derece heterojen olup nobetgi (gatekeeper), kontrol edici (
caretaker) ve landscaper genler olmak tlizere 3 gruba ayrilmaktadir. Son yillarda ayri
bir grup olarak ele alinan tiimér baskilayici genlerin {i¢iincii grubu olan landscaper
genler birbirleriyle etkilesimli bir¢ok sinyal yolaginda c¢ok sayida geni kontrol
etmekle kalmaz onlarin iletisimini de saglarlar (Kinzler ve Vogelstein 1998,
Nussbaum ve ark 2005). PTEN geni; hiicre i¢i sinyal iletiminde yer alan yolaklardan
PI3K/AKT yolaginda gorev alan landcaper genlerden biridir. 403 aminoasitlik bir
proteini kodlamaktadir. Bu genin kodladigi proteinler ile hiicre biiylimesi nasil
kontrol ediliyorsa, aktivitelerindeki anormalliklerde neoplastik hastaliklara neden

olabilmektedir (Liu ve ark 1997, Forgacs ve ark 1998, Vlietstra ve ark 1998).

28



Mevcut calismada etiyolojisi halen kesin olarak bilinmeyen GK’ ler ile PTEN
geni degisiklikleri arasindaki iliskinin bulunup bulunmadigini ortaya koymak
hedeflenmistir. Elde edilen verilere gore; PTEN geni ekzon 2’de 8 hastaya ait timor
ve normal dokularin tamaminda (%100) TNP oldugu goézlendi. Ancak polimorfik
bolgede kullanilan primerlerin dizayni ekzon bolgelerine oturdugundan dolay: tespit
edilen TNP’nin geri yonlii analizde intronik bélgede bulunan ve literatiirde dnceden

1903858 referans numarali 401. niikleotitdeki C/T degisimi oldugu goriildii.

PTEN geninde yaygin goriilen genetik varyasyonlardan biri olarak gdsterilen
bu varyant (rs1903858) ile sadece iki ¢aligma mevcuttur. Haiman ve ark (2006)
yaptiklart multietnik bir ¢caligmada meme ve prostat kanserleri riski ile PTEN geninde
rs1903858 varyantinida kapsayan varyasyonlar arasindaki iligkiyi arastirmiglar ve
arastirillan allel frekanslar1 ile bu kanserler arasinda iliski bulamamiglardir.  Diger
calismada ise Treloar ve ark (2007) PTEN genindeki varyasyonlarin endometriozis
gelisiminde etkili olmadigini bildirmislerdir. Her iki ¢aligmada bizim verilerimizde
bulunan rs1903858 varyantim1 igermektedir. Ancak GK’ lerde etkili olabilecegi
yoniinde literatiirde calisma bulunmamaktadir. Bazi TNP alleleri, direk olarak
hastaliga katkis1 olan genin fonksiyon veya diizenlenmesinde farkliliga yol acan
DNA dizi varyantlaridir. Bu nedenle rs1903858 varyanti gibi ekzon, intron ve diger
kodlanmayan bolgelerdeki TNP’ler GK’lerin gelisminde etkili olabilir.

Wang ve ark (2003) GK’ lerde TNP’lerden farkli olarak PTEN geni ekzon
2’de C31T, T34G ve A45G olmak tizere 3 farkli sessiz mutasyon tespit etmisler. Bu
aragtiricilar  GK’lerin mutasyonlarin yogunlastigi ekzon 2 ve 6 ile baglantili

olabilecegini bildirmislerdir.

Calismamiza konu olan diger ekzonlardan biride PTEN geni ekzon 6’dir. Elde
ettigimiz veriler dogrultusunda ekzon 6’da herhangi bir degisiklik gézlenmemistir.
Guo ve arkadaglarinin (2008) GK’ lerde PTEN geni ekzon 5-8’de yaptiklari
calismada ekzon 7 kodon 297°de AA-TCC mutasyonu, ekzon 7°de (intronik bolge
iceren) G-C nokta mutasyonu, ekzon 5’ te T-G nokta mutasyonu ve yine ekzon 5’te
adenin tek baz delesyonu seklinde olmustur. Bulgularinda bizim bulgularimiza
benzer sekilde ekzon 6’da herhangi bir degisiklik tespit etmemislerdir. Mevcut
calisma ekzon 5,7,8 incelenememis olup daha sonrasi i¢in planlanmistir. Buna

karsilik Wang ve arkadaslar1 (2003) nin ¢alismasinda ise ekzon 6 Tyr188Ser ve
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Pro204Thr a.a degisimleri tespit etmislerdir. Bu bulgu GK’ lerde hastalarin PTEN
genlerindeki  degisiklikleri ~ populasyondan  populasyona  degisebilecegini

gostermektedir.

PTEN geninde calistigimiz {igiincii ekzon olan ekzon 3’te tiimdr ve normal
doku orneklerininde bir degisiklik bulunamamistir. Wang ve ark (2003) bizim
calismamizla ¢elisen verilerinde ekzon 3’te Lys62lle, lle67Lys aminoasit degisimi ve

A66T baz degisimi sonucu nonsense mutasyonlar bulundugunu belirtmislerdir.

Mevcut ¢calismamiz populasyon ¢alismalarindaki kadar hasta ve kontrol grubu
icermemesine ragmen calisma grubumuzdaki timér dokularinin TNM simiflamasinda
primer timor lokalizasyonu T3’te %83, nodal tutulumu N2’de %32 ve N3’te %12,7
ve karaciger metastazt M1°de % 16,7 olarak bulunmustur. Ayrica PTEN geni intron
1’de tespit edilen TNP’lerin (rs1903858) bulundugu hastalarin gastrik timor
lokalizasyonlari ile arasindaki iliski incelendiginde; korpus bolgesinde (%37), biiyiik
kurvaturda (%25), pilor bolgesinde (%13), antrum bolgesinde (%21,3) ve kiiciik
kurvaturda (%12) seklinde oldugu goriilmiistiir. Literatiirlerde (Gunderson ve ark
2000, Portnoy 2006) midenin prepilorik ve antral kisimlarinda daha sik gozlenen

tiimor lokalizasyonlari mevcut grupta korpus (%37) bolgesinde yogunlagsmaktadir.

Calismamiz sonucunda PTEN geni ekzon 3 ve ekzon 6’ da meydana gelen
degisiklikler ile GK’ler arasinda 6nemli bir iliski bulunamamistir. Ancak intron 1°de
tespit edilen TNP (rs1903858 varyanti) gen diizenlenmesinde farkliliga yol agabilir.
Bu konuda GK’ler ile tespit edilen TNP ile ilgili literatiir calismas1 bulunmadigindan
mevcut boslugun doldurulmasi ve c¢alisma-kontrol grubunun artirilarak genin diger

ekzonlariinda arastirilmasi belirlenen hedefler arasindadir.
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Gastrik Kanserli Hastalarda PTEN Geni Degisikliklerinin Arastirilmasi

Gastrik kanserler yiiksek 6liim orani ile diinyada en yaygin malignensilerden biridir.
Etiyolojisi kesin olarak bilinmemesine ragmen gastrik karsinogenezden bircok
cevresel ve genetik faktorler sorumlu tutulmaktadir. Genetik faktorlerin incelendigi
bircok calismada tiimor baskilayic1 genlerdeki degisikliklerle kanser gelisimi
arasinda iligki bulundugu belirtilmektedir. Mevcut c¢alismada tiimor baskilayic
genlerden olan PTEN geni (ekzon 2, ekzon 3 ve ekzon 6) ile calisma grubumuzda
bulunan gastrik kanserli olgular arasinda iliski bulunup bulunmadigi PZR/TIUP
metodu ve DNA dizi analizi kullanilarak incelendi. Inceleme gastrik adenokarsinom
tanis1 almig 47 hastanin parafin bloklardaki timdrlii dokulari, kontrol grubu olarak
ayni hastalarin normal dokulari, ayrica ayni gruptaki 10 hastanin periferik vendz kan
ornekleri kullanilarak yapildi. Calisma sonucunda PTEN geni intron 1’de DNA dizi
analizi sonucunda hastalara ait tiimér ve normal dokularin tamaminda heterozigot
formda TNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) bulunmustur. TNP geri yonlii analizde
intronik bolgede bulunan 8402202 bg¢ pozisyonunda, 401. Niikleotide ve C/T
genotipinde bulunmaktadir. Mevcut bolge Onceden tanimlanmis olup referans
numarasi rs1903858°dir. Calismamizda kullanilan diger ekzon 3 ve ekzon 6°da ise

herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. Sonu¢ olarak PTEN geni rs1903858

31



varyant1 gibi ekzon, intron ve diger kodlanmayan bolgelerdeki TNP’ler GK’lerin

gelisminde etkili olabilir.

Anahtar Sézciikler: Gastrik kanser, PTEN geni, PZR/TIUP metodu, DNA dizi
analizi, TNP.
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7.SUMMARY

Selcuk University Health Science Institute
Department of Medical Genetics
MASTER THESIS / 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, 401* 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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