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OZET

Amac: Mide kanseri yliksek morbidite ve mortalitesi olan bir kanser tiiriidiir ve mide
kanseri olusumunda, ekstraselliiler matriksin rolii olabilecegini diisiindiiren ¢aligmalar
vardir. Biz calismamizda ekstraselliiler matriks komponentlerinden hiyaliironanin ve
hiyaliironan modifikasyonunun mide kanseri gelisimindeki etkisini arastirmayi

amagcladik.

Hastalar ve Yontem:Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi Kliniginde Ocak
2013 ve Ocak 2014 tarihleri arasinda gerceklestirilen prospektif ¢alismaya 27 mide
kanseri hastast ve 29 saglkli kontrol dahil edildi. Hastalara rutin cerrahi prosediir
uygulandi. Hastalarm ve saglikli gontilliillerin plazma hiyaliironan seviyeleri belirlendi.
Hastalarin  kanser dokularinda ve normal mide dokularnda hiyaliironan

modifikasyonunda kilit rol oynayan TSG-6 enzimimRNA ekspresyonu 6l¢iildii.

Bulgular:Mide kanseri hastalar1 ve kontrol grubu plazma hiyaliironan seviyesi
karsilastirmas1 sonucunda mide kanserli hastalarin plazma hiyaliironan seviyeleri
saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi. [Plazma
hiyaliironan seviyeleri mg/dL (mean+SD);mide kanseri (n=27): 101.19+76.4, saglikl
kontrol (n=29): 57.99+10.44 (p<0.005)].Mide kanseri dokusunda 6lgiilen TSG-6 enzim
aktivitesi, normal mide dokusuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
saptandi. [TSG-6 mRNA ekspresyonu;mide kanseri (n=27): 7.09+1.94, saglikli kontrol
(n=29): 3.20+0.67 (p=0.047)].

Sonu¢: Bu calismadaki veriler 1s1ginda; mide kanseri hastalarinda hiyaliironan
seviyelerinin yiiksek bulunmasi ve muhtemel bir hiyaliironan modifikasyonunu
destekleyecek sekilde mide kanseri dokusunda artmis TSG-6 enzim aktivitesi
saptanmasi, bu anormalligin mide kanseri olusumunda 6nemli bir rolii olabilecegi

kanisint dogurmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, ekstraselliiler matriks, hiyaliironan, tiimor nekrozis

faktor stimiile eden gen-6
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ABSTRACT

Aim: Gastric cancer is a type of cancer with high morbidity and mortality. Previously
studies have indicated extracellular matrix may have a role in cancer progression. In our
study, we aimed to investigate the role of hyaluronan, as an extracellular matrix’s

component, and it’s modification in gastric cancer progression.

Patients and Methods: This prospective study was conducted between January 2013
and January 2014 at the General Surgery Department of Erciyes University Faculty of
Medicine. 29 healthy controls and 27 gastric cancer patientswere included to the
study.The patients underwent routine procedure. The plasma hyaluronan levels of both
patients and healty volunteers were determined by ELISA. The levels of mRNA
expression of TSG-6 enzyme, plays key role on the hyaluronan modification in gastric
cancer, was determined in the gastric cancer tissue and normal gastric tissue by Real

Time PCR.

Results:Plasma levels of hyaluronan of gastriccancer patients and control groups were
compared. It has beendetected that the plasma levels of hyaluronan in gastric cancer
patients is statistically significant higher than the plasma levels of hyaluronan in control
patients. [Plasma hyaluronan levels mg/dL (meant+SD);gastric cancer (n=27):
101.194£76.4, healty patients (n=29): 57.99+£10.44 (p<0.005)]. The mRNA expression of
TSG-6 enzymein the gastric cancer tissue is detected statistically significant higher than
the normal gastric tissue. [TSG-6 mRNA expression;gastric cancer (n=27): 7.09+1.94,
healty controls (n=29): 3.20+0.67 (p=0.047)].

Conclusion: According to the results of this study, it is believed that this abnormality in
hyaluronan modification and high levels of hyaluronan in gasrtic cancer patients, plays

a key role in gastric carcinogenesis.

Key words: Gastric cancer, extracelluler matrix, hyaluronan, tumor necrosis factor-
inducible gene-6
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1. GIRIS ve AMAC

Mide kanseri diinyadaki en yaygim dordiincii kanser tiirtidiir. Hastalara ¢ogunlukla ileri
hastalik evrelerinde tan1 konuldugu i¢in ve mide kanserinde sag kalimin diisiik olmas1
nedeniyle 6nemli bir saglik problemidir (1, 2).Her yi1l 650.000 6liim ile giincelligini

devam ettirmektedir.

Ekstraselliiler matriks (ESM) hiicre proliferasyon ve migrasyonunda 6nemli role
sahiptir. Mide ekstraselliiler matriksinde proteoglikanlar, elastinler, kollejenler gibi
farkli komponentler mevcuttur. Proteoglikanlarn yapisinda bulunan
glikosaminoglikanlar (GAG), midede hiyaliironan, heparan siilfat, dermatan siilfat ve
kondroitin siilfat olarak bulunur. Matriks komponentleri fizyolojik ve patolojik

stireglerin diizenlenmesiyle de iligkilidirler.

Bir serum proteini olan inter alfa inhibitor (Ial) kompleksi “bikiinin” denilen bir
proteoglikan ve iki “heavy chain” (HC) molekiiliiniin kovalent sekilde bir kondroitin
stilfat zinciri ile baglanmasiyla olusur. Ial proteininde bulunan heavy chainler timor
nekrozis faktor stimiile eden gen-6 (TSG-6) enzimi yardimiyla kataliz edilerek
hiyaliironan molekiilii iizerine tasmirlar. Bdylece hiyaliironan molekiilii heavy
chainlerle dekore edilmis olur. Bu sekilde inflamasyon hiicrelerini daha ¢ok kendisine
cektigi diisiiniilmektedir. Hiyaliironan molekiiliiniin degrade olan iirtinlerinin bazi
genleri, kemokinleri, sitokinleri, biiyiime faktorleri ve adhezyon molekiillerinin
iiretimini, anjiogenezi tetikledigi biliniyor.(3) Mide kanser dokusundaki belirgin
inflamasyon, proliferasyon ve anjiyogenez olusumda da hiyaliironanin roliiniin oldugu

bilinmektedir. (4)



Mide kanser dokusunun, hiyaliironan modifikasyonunda kilit rol oynayan TSG-6 enzim
aktivitesi agisindan incelenmesi ile bu kanser dokusundaki hiyaliironan ¢esidi ve miktari

hakkinda bilgi sahibi olmak amaglandi.

Genel cerrahi klinigine basvuran, mide kanseri tanis1 alarak cerrahi tedavi uygulanan
hastalar calismay1 olusturdu. Bu hastalarm ve saglikli bireylerin kan Ornekleriden
yapilan incelemelerle; mide kanseri olan ve saglikli bireylerde plazma hiyaliironan
seviyelerini karsilagtirilmasi bu ¢alismanin birincil hedefini olusturmaktadir. Rezeke
edilen mide dokusundaki tiimoral lezyondan alinan, midenin biitiin histolojik katlarmi
iceren Ornek ve normal mide dokusunda hiyaliironan modifikasyonunun olusmasini
saglayan enzim olan TSG-6’nin enzim aktivitesini karsilastirilmasi ise bu caligmanin
ikincil hedefini olusturmaktadir. Bu sayede mide kanserlerinde hiyaliironan

modifikasyonu hakkinda bilgiye sahip olunacaktir.

Bu calismanin amaci1 kanserli hastalardaki yiiksek seviyelerdeki hiyaliironan’nin
mekanizmasin1 ve mide kanseri patobiyolojisindeki mekanistik roliinii anlamaktir.
Hiyaliironan molekiiliiniin karsinogenezde etkili roliiniin olabilecegi ve bu rol
ispatlandiginda hiyaliironan iiretim yollar1 bloke edilerek hastaligin olugsmasimni
onlemede alternatif bir yol gelistirilebilece8i diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin mide
kanserinin patobiyolojisinin anlasilmasinin yaninda hastaligin tani, tedavi ve takibi i¢in

daha 1yi yollar gelistirmekte faydali olacag: diisiintilmektedir.

Hiyaliironan modifikasyonunda 6nemli role sahip olan TSG-6 enziminin aktivitesinin
arastirilmas1 hastaliga farkli bir acidan bakmaya olanak saglayacaktir. Bu yoOniiyle

calisma alaninda yapilmis ilk ¢aligma olacaktir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. MiDE KANSERIi

Mide kanseri her yil yeni tan1 konan 900.000 vaka ve 650.000 6liim ile giincelligini
devam ettirmektedir. Literatiirdeki dagilimina bakildiginda ise; uzak dogu iilkelerinde
ve lilkemizin dogu kesimlerinde daha yiiksek siklikta oldugu gbéze carpmaktadir.
Japonya’da 70/100.000 oraninda goriilmekte iken Amerika Birlesik Devletleri’nde ve
bat1 Avrupa lilkelerinde bu oran 7/100.000 civarmdadir (2).

Ileri evredeki hastaligin yiiksek morbidite ve mortalitesiyle paralel olarak yiiksek riskli
popiilasyonlarda giincel tarama programlari ile kanserin erken evrede tespiti ¢abasi i¢ine
girilmistir. Japonya’da kanser tarama programina dahil edilen serum pepsinojen-1
diizeyi tayini buna verilebilecek 6rneklerdendir (5). Avrupa’da kanser goriilme sikligi
siralamasinda mide kanseri erkeklerde 4. ve kadinlarda ise 5. siradadir. Kansere bagl
Oliim siralamasinda ise erkekte ve kadinda 4. sirada yer almaktadir. 50 yasindan itibaren

goriilme siklig1 arttig1 i¢in 70 yasinda her iki cinsiyet i¢in goriilme siklig1 esittir (2).

Ulkemizde bildirimi zorunlu hastahiklar arasinda yer alsa da veri toplamadaki
yetersizlikler g6z 6niinde bulunduruldugunda gercek goriilme siklig1 hakkinda tahminde
bulunmak yanlis olacaktir. Ancak T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine gore insidans1 1994

yilinda 4,4/100.000 iken 2009 yilinda 8,1/100.000°dir (6).

2009 verilerine gore iilkemizde mide kanseri; bati diinyasmma gore yiiksek, dogu
diinyasma gore de diisiik insidansa sahiptir. Erkeklerde akciger, prostat mesane ve

kolorektal kanserlerinden sonra 16,2/100.000 insidans ile tiim kanserlerin %06,2’sini

3



olusturarak besinci en sik kanser, kadinlarda ise meme, tiroid, uterus ve kolorektal
kanserleri takiben 8,1/100.000 insidans ile tiim kanserlerin %4,8’ini olusturarak besinci

en sik kanser olarak siralamadaki yerini almaktadir(6, 7).

Ulkemiz genelinde ve 6zellikle bat1 kesimlerinde oldugu gibi bat1 iilkelerinde
Helicobacter pylori (H. pylori) eradikasyonu ve gida hijyenine gosterilen dnemden
dolay1 mide kanseri insidans1 daha diisiiktiir (8). Buna karsilik bu faktorlerden bagimsiz
olan proksimal mide yerlesimli kanser tipinin orami1 giderek artis gostermektedir (9).

(Sekil 1)
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Sekil 1. Yillara gore Tiirkiye’deki mide kanseri lokalizasyonu (9)
2.1.1. Risk Faktorleri

Yiiksek riskli iilkelerden gé¢ eden ailelerin sonraki nesillerinde gog ettikleri tilke ile
benzer risk tagidiklarmin goriilmesiyle kanser gelisim riskinin cografyadan ziyade ortak
diyet faktorleri ile iligkili oldugu anlasilmistir (2). Diyetsel risk faktorlerden en bilindik
olam tiitstilenmis gidalardan agirlikli beslenme seklidir. Bu gidalarda yiiksek miktarda
kanserojen 3,4 benzipiren bulunur. Bu molekiiliin deoksiriboniikleik asit (DNA) sentez
inhibisyonundaki gorevi bilinmektedir (10). Tuzla ve nitratlarla konserve edilmis
gidalardaki nitratlar nitritlere indirgenip kanserojen bir molekiil olan N-nitroso

molekiiliiniin yapisma girerler. N-nitroso molekiili DNA metilasyonunda gorev alan
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elektrofilik yapilara doniisiir. Bu yapilarn mutajenik ve karsinojenik potansiyelleri
bilinmektedir ~ (11). Diyetle alman aminoasitlerin  bakteriler tarafindan
dekarboksilasyonu sonrasi olusan aminler endojen olarak iiretilen nitrik oksit sayesinde
nitrozlanip N-alkil nitrozaminlere doniismektedir. Bu yapilarm viicutta bir ¢cok substrati
biyoaktive ederek aktif formlarma doniistiiren sitokrom P450 2E1 yardimiyla

alkillenmesiyle olusan bilesikler DNA’da baz hasar1 olugturmaktadir (11)(Sekil 2).

Endojen NO Hem
|
Amino asit =————————p Amin N-alkil nitrozamin —— /" W
Dekarboksilasyon Nitrozlanma Alkilasyon

DNA HASARI

Sekil 2.DNA hasar1 olusum semasi

Pek cok kanserojen igermesi nedeniyle sigaranin genel olarak malignite olusumuna
zemin hazirladig1 bilinen bir gercektir. Nikotin, nitrozamin, kadminyum, nikel,
vinilklorid, benzo(a)piren, dibenz(a)antrasen sigaranin igerisindeki bilinen kanserojen

maddelerdir (12)..

Kirmizi etin pisirilmesi esnasinda ortaya cikan heterosiklik aminlerin (HCA) ve
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ¢ok tiiketilmesinin kanser riskini arttirdig:
farelerde yapilan deneysel bir calisma ile gosterilmis ve bu molekiillerin karsinojenik ve

potansiyel timdrojenik etkide oldugu ispatlanmistir (13).

1982°de izole edilen H. pylori nin mide kanseri ve lenfomasi gelisme riskini anlamli
olarak arttirdigi, bu bakterinin eradikasyonunun ise riski azalttig1 6ne siiriilmiistiir (14).
Ciddi endoskopik atrofi, anastomoz hattinda gastrit, antrumda histolojik atrofi,
inflamasyon ve korpusta intestinal metaplazi gibi nedenler H.pylori eradikasyonunu

takiben mide kanseri gelisimi i¢in risk faktorleri olarak tanimlanmistir (14).



2.1.2. Koruyucu Faktorler

Diyette hem ¢oziinebilen hem de ¢éziinemeyen lif agirlikli gidalarla beslenmenin mide
kanserine kars1 belirgin bir koruma kalkan1 olusturdugu 2009 yilinda Italya’da yapilan
vaka kontrollii bir caligmada tespit edilmistir (15). Tahil, baklagil, hububat, meyve ve
sebze agirlikli diyetle beslenerek saglanan yeterli lif alimi, proteaz inhibit6r
proteinlerinin kanserden koruyucu etkisi, diyette yag aliminin azaltilmasi ve diisiik

kalori aliminin 6nemli koruyucu faktorler oldugu tespit edilmistir (15).

Brokolide bulunan sulforofan, sebze ve meyvelerde bolca bulunan flovan, alfa
ancelikalakton, domateste bulunan likopen gibi fito-kimyasallarin sitokrom P450
deaktivasyonuyla ve Faz II detoksifikasyon enzimlerinin biyoaktivasyonuyla

kemopreventif aktivite saglanmis olmaktadir (16).

Fiziksel aktivitenin kanser olusumunu azaltic1 etkisi bugiline kadar 300’den fazla
epidemiyolojik ¢alisma ile degerlendirilmistir. Bu etkinin yaglanmada azalma, cinsel ve
metabolik hormonlarda azalma, biyomarker ve insiilin direnci degisiklikleri, bagisiklik
fonksiyonunun gelistirilmesi ve inflamasyonun azaltilmasi gibi yolaklarla olustugu

hipotez olarak 6ne siiriilmiistiir (17).
2.1.3. Mide Kanserine Predispozisyon Saglayan Faktorler

Atrofik gastritler, 2 cm’den biiyiik adenomat6z polipler ve iilser nedeniyle yapilan mide
rezeksiyonlar1 mide kanserine yatkinliga neden olan faktorlerdir. Atrofik gastritte azalan
asit ve pepsinojen sekresyonu sonucu olusan alkali ortamin, bakteri kolonizasyonunun
artisgina ve kanserojen metabolitlerden nitrit ve nitrozamin olusumuna neden oldugu
bilinmektedir. Mide bosalmasinin gecikmesiyle olusan kronik irritasyon intestinal
metaplazi ve hafif, orta ve agir displazi gelisimine zemin hazirlamaktadir. Agir displazi

prekiirsor bir lezyondur ve insitu karsinom olarak degerlendirilir (2, 18).

H. pylori bakterisi ile enfekte olmak mide kanseri gelisimi i¢in yaygin risk faktoriidiir.
Enfeksiyonun yol actig1 kronik inflamasyon sirasiyla gastrit, atrofi, metaplazi, displazi,
kanser olusumuna yol agar. 6.000 erkek iizerinde yapilan kohort bir c¢aligmada
serumpepsinojen ve H.pylori antikor titresi Olgiimleri gibi testlerle degerlendirilip

derecelendirilebilen inflamasyon ve atrofinin ilerleyisinin kanser riskini belirgin
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arttirdig1 tespit edilmis. Bu serum testleriyle kanser riskinin saglikli bireylerde

degerlendirilmesi glindeme getirilmistir (19).

Kanser dokusunda normal dokuya gore p53 ekspresyonunun yiiksek diizeyde olusu ve
H. pylori’ye ikincil gastritli dokularda da p53 ekspresyonunun yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmis (Sekil 3) ve boylece H. pylori'nin p53 ekspresyonunu etkileyerek mide
kanseri olusumuna etkisi gosterilmistir (20). Onerilen bu yiiksek dereceli displazik

alanlarm endoskopik ya da cerrahi yontemle ¢ikarilmasidir.

- | Normal doki Kanser dokus

" 4

Sekil 3. Mide kanseri immiinohistokimyasal boyamasi: Normal mide dokusu ve H.
Pylori pozitif mide kanseri dokusu (intestinal tip) kesitinde p53 igin
immiinohistokimyasal boyamada 40’lik biiylitmede pozitif hiicrelerin

niikleusunun kahverengi boyanigi (21).



2.1.4. Midenin Prekanseroz Lezyonlar:

1998 yilinda Avrupa, Japonya ve Kuzey Amerika’daki patologlarin konsensusuyla
olusturulan,2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan da kabul edilen, Padova

uluslararas1 mide prekanserdz lezyonlar1 smiflamasi Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Midenin prekanserdz lezyonlar1 (22)

1. Displazi / Noninvaziv neoplazi olmayan
1.1 Reaktif foveolar hiperpazi
1.2 Intestinal metaplazi
1.2.1 Komplet tip
1.2.2 Inkomplet tip
2. Belirsiz displazi/ noninvazif neoplazi
2.1 Foveolar hiperproliferasyon
2.2 Hiperproliferatif intestinal metaplazi
3. Noninvazif neoplazi
3.1. Low grade noninvazif neoplazi
3.2. High grade noninvazif neoplazi
3.2.1. Invazyon olmadan karsinom siiphesi iceren
3.2.2. Invazyon olmadan karsinom iceren
4. Siipheli invazif (adeno) karsinom

5. Invazif adenokarsinom

2.1.5 Histopatolojik Olarak Mide Kanserlerinin Siniflamasi

Mide kanserlerinin %90’1n1 mide mukozasmin glandular epitelyumundan kaynaklanan
adenokarsinomlar olusturur (23), % 5’ini lenfomaya bagli olarak maltoma ve geri kalan
kismi da karsinoid ve stromal tiimdrler olusturmaktadir. 1965 yilinda Pekka A
Laurén’in yaptig1 siniflandirmayla (Lauren siniflamasi) mide adenokarsinomlari; diffiiz

tip, intestinal tip ve miks tip olarak 3 tipe ayrilmistir (24).



Mide kanserlerinin ayn1 tiimoral kitlede bile yapisal ve sitolojik 6zelliklerine gore genis
cesitlilik gostermesi nedeniyle histolojik tiplendirmesinde problem yasanmaktadir.
Bunun sonucu olarak mide kanseri histolojik tiplendirmesi i¢in birden ¢ok smiflandirma
sistemi olusturulmustur. Yine de bu smiflandirma kargasasi icerisinde tatminsizlik s6z
konusudur. Uygulanacak en 1yi tedavi segenegi i¢in kesin evrelemenin 6nemi biiyiiktiir.
Giiniimiizde genis 0lciide Lauren ve Diinya Saglk Orgiitii'niin smiflamasi

kullanilmaktadir (25).

Lauren’in mide kanserlerini diffiiz, intestinal ve miks tip olarak 3 tipe ayrrmasina karsin
Diinya Saglik Orgiitii smiflamas1 diferansiyasyonun histopatolojik &zeliklerine gore
olup; papiller, miisindztiibiiler ve tash ytiziik hiicreli olarak tanimlama yapilmistir (25).

(Tablo 2)

Tablo 2. Diinya Saglik Orgiitii’niin yaptig1 siniflandirmaya gdre mide kanserleri

I- Adenokarsinom
1.1. Tiibiiler
1.2. Papiller
1.3. Miisin6z
2- Tagh yliziik hiicreli karsinom
3- Adenoskuamoz karsinom
4- Skuaméz hiicreli karsinom

5- Indiferansiye karsinom

1992 yilinda Goseki ve arkadaslar: tiibiiler diferansiyasyonu ve intraselliiler miisinin
degerlendirilmesini baz alan bir smiflandirma sistemi tanimlamiglardir. Bu
siniflandirmayla mide kanserlerini derecelerine goére grup 1, 2, 3 ve 4 olarak

siniflandirmiglardir (25).

2005 yilinda tanimlanan MING c¢alismasimma gore ise tiimdr hiicresinin biiylime paterni

g0z Oniinde bulundurulmus; genisleme seklinde biiylime paterni ve infiltre etme



seklinde biiyiime paterni olarak ikiye ayrilmistir. Buna gore calisilan mide kanserlerinin

%67’s1 genisleme paterni, %33’1 infiltre etme paterni sergilemistir (25).
2.1.6 Mide Kanserinde Evrelendirme

Mide kanseri i¢in iki ana evrelendirme sistemi kullanilmaktadir: Uluslararas1t Kanser
Cemiyeti (IUCC) tarafindan tanimlanan tiimor-lenf nodu-metastaz (TNM) evrelemesi
ve Japon Mide Kanseri Cemiyeti tarafindan tanimlanan Japanese Classification of

Gastric Carcinoma (JGCA) evrelemesi (Tablo 3).

Tablo 3. 6. ve 7. TNM smiflamasi: 6.yaymna gore TNM smiflamasi (A), 7.yaymna gore
TNM siniflamasi (B), LN (lenf nodu)(26)

MO M1
A
NO N1 N2 N3
i ~__ Tutulan LN
Derinlik vy 0 1~6 7~15| 16~
™ Mukoza, submukoza
T2a Muskiilaris propriya
MO ™b Subseroza
™ Seroza
T4 Komsu yap1
M1
MO M1
B
NO N1 N2 N3a N3b
B 2| 3~6|7-15| 16
Derinlik L = ’ ~
™ Mukoza, submukoza
T2 Muskiilaris propriya
Mo ™ Subseroza
T4a Seroza
T4b Komsu yapi
M1
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2.2 MiDE KANSERI VE EKSTRASELLULER MATRIKS

Ekstraselliiler matriks hiicre proliferasyon ve migrasyonunda 6nemli rollere sahiptir
(27). ESM anormallikleriyle mide kanserininde i¢inde oldugu bazi kanser tiplerinin
iligkili olduguna dair c¢alismalar mevcuttur (27-29). Matriks anormalliklerini mide
kanserinde belirlemek hastaligin siirecini anlamamiza yardim edecektir. Ekstraselliiler
matriksde proteoglikan, elastin, kollajengibi birka¢ farkli komponent mevcuttur (30).
Proteoglikanlar, glikosaminoglikan zinciri baglanan birkor proteinine sahiptirler. GAG
midede hiyaliironan, heparan siilfat, dermatan siilfat ve kondroitin siilfat olarak bulunur.
Organ yapisma katilmalarnin yaninda matriks komponentleri fizyolojik ve patolojik
siireglerin diizenlenmesiyle de iliskilidirler. U¢ adet izoformu bulunan hiyaliironan
sentaz enzimleri (HAS1, HAS2, HAS3) tarafindan sentez edilen hiyaliironan,
hiyaliironidaz enzimi tarafindan katabolize edilir (31). Farkli molekiil agirhikl
hiyaliironan molekiillerinin farkli gorevleri oldugu gosteren ¢alismalar mevcuttur (32).
Diisiik molekiil agirlikli hiyaliironanin ¢esitli sitogenleri stimiile ettigi; yliksek molekiil
agirligina sahip olanlarin ise tam tersi bir sekilde anti-inflamasyon etkisine sahip oldugu
ve doku onarmmina katkida bulundugu rapor edilmistir (33-37). Bu yiizden hiyaliironan
molekiilii inflamasyonun boyut bagimli bir mediatorii olarak tanimlanmistir
(38).Normalde dokularda hiyaliironan, HMW-HAolarak bulunur ve molekiiler agirlig
yaklasik olarak 10 Da’dur. HMW-HA glikokaliksin 6nemli bilesenlerinden birisidir ve
diger molekiilleri ve hiicreleri dislayarak anti-angiogenik faktér fonksiyonu goriir (38).
Pek c¢ok calisma HMW-HA’nin endotel hiicrelerinde hem proliferasyon hemde
migrasyonu azaltarak anjiyogenezi inhibe ettigini gostermistir (39-41). HMW-HA
ekstraselliiller ylizeyde hiicre ylizey reseptorleriyle etkileserek immiin hiicrelerce

taninmay1 engeller ve makrofajlarin fagositozunu bloke eder(42, 43).

Hiyaliironan, B-D-( 1—3)  glukuronik asit ve B-D-( 1-4 )-N-
asetilglukosaminintekrarlayan disakkarit tinitlerinden olusmaktadir (44)(Sekil 4). Diger
glikozaminoglikanlardan farkli olarakhyaliironan, proteoglikanlar1 olusturmak igin

proteinlere baglanmaz.
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Sekil 4. Hiyaliironan molekiiliiniin yapis1

Yiiksek molekiil agirlikli hiyaliironanin HAS1 ve HAS2 enzimleri; diigiik molekiil
agirlikta olanin ise HAS3 enzimi tarafindan sentez edildigi bilinmektedir. Doku hasarmni
miiteakip inflamasyon silirecinde ekstraselliiller matrikste hiyaliironan birikiminin
artmasi 25 yildir bilinen bir bilgidir. Romatoid artritte (RA) eklem dokusunda (31, 45);
hem insanlarda hem de hayvan deney modellerinde olusturulan akciger hastaliklarinda
(46); inflamatuar karaciger hastaliginda (47); wvaskiiler hastalik sirasinda (48);
reddedilen bobrek nakli hastalarinda (49) ve diyabetik nefropatide (50); inflamatuar
bagirsak hastaliginda (51) ve deneysel kolit modellerinde (52) inflamasyon siirecinin
hakim oldugu tablolarda artmis hiyaliironan birikimi gosterilmistir. Hiyallironan
molekiiliiniin degrade olan iriinlerinin bazi genleri, dokudaki sitokinleri, biiyiime
faktorleri ve adezyon molekiillerinin tiretimini tetikledigi biliniyor (53). Bunun disinda
hiyaliironan molekiiliiniin degrade iirlinleri anjiogenezi de stimiile ederler (54, 55). Son
15 yilda tanimlanan yolaklar hiyaliironan1 dogal ve kazanilmis immiinitenin regiilatorii
olarak gostermektedir. Hasarli ESM’deki hiyaliironan’in ¢evre hiicrelerin koruyucu
cevabinin diizenlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir. Ancak ESM’in ya da
hiyaliironan fragmanlarinin asir1 liretimi olan romatoid artrit, iltihapl bagirsak hastaligi,
ateroskleroz, diyabet ve hipertansiyon gibi diizensiz durumlarda,hiyaliironan’in kronik
inflamatuar durumlara katkida bulunmasi olasidir (56). hiyaliironan, in vivo olarak hem
pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar etkili bir molekiildir. Ve bu aykiri
fonksiyonlar1 polimer uzunlugu ile oligosakkaridin hangi reseptdrlere baglandigna
baghdir. HMW-HA akciger epitelyum hiicrelerini apoptozise karsi koruyucu olarak
gorev yaparken karaciger hiicrelerinde T hiicre aracili hasar modelinde pro-inflamatuar

sitokinleri azaltarak hasara kars1 koruyucu etki yapar (38).
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Regiilator T hiicrelerde HMW-HA, CD44 iizerinden STAT-5 sinyalini stimiile ederek
devamliliklarin1 saglar ve hiicre proliferasyonunu inhibe eder. HMW-HA tarafindan
uyarilan T hiicre onciilleri IL-10 iiretir ve bu hiicrelerin farelerde kolitis modelinde

hastalik seyrini hafiflettigi gosterilmistir (57, 58).

Hiyaliironan oligosakkaritlerinin tekrarlayan yapisi ve hyaliironana baglanan proteinin
spesifitesi, hiyaliironan’t pro- ya da anti-inflamatuar bir molekiil olarak dikte
etmektedir. ESM baskin olarak proteoglikanlar, glikoproteinler ve kollajenden
olusmaktadir ki bunlarin hem yapisal hem de regiilatuar rolleri bulunmaktadir. Sonug
olarak hiyaliironanin pro- ya da anti-inflamatuar fonksiyon gosterebilmesi yetenegi
onun boyutuna, mikro g¢evresine, lokalizasyonuna ve spesifik baglanan partnerlerinin

uygunluguna baghdir (59, 60).

Bir serum proteini olan inter alfa inhibitdr kompleksi “bikiinin” denilen bir proteoglikan
ve 1ki “heavy chain” molekiiliiniin kovalent sekilde bir kondroitin siilfat zinciri ile
baglanmasiyla olusur (38)(Sekil 5). Serum proteoglikan ailesinin serum proteaz
inhibitdrii olarak gorev yapan bir iiyesidir. IIk olarak tripsin inhibitorii olarak idrar ve
serumda bulunmustur (61). Karaciger tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda (0.15-0.5
mg/ml) kana salgilanir ve bu da total proteaz inhibitor aktivitesinin %5’ini olusturur ki

bu oranin inflamatuar patolojilerde artig gosterdigi raporlamistir(62, 63).

lal
A
7~ N
BIRUHIH
Chondroitin
§S Sulfate

Sekil 5. Ial proteinin yapisi: Bir bikiinine kondroitin siilfat yardimiyla iki heavy chain

molekiiliin baglanmas1 sonucu olusan yapidir.

Ial, bir serin proteaz inhibitérii olan bikunine kovalent baglanmis tek bir kondroidin
siilfat zincirine sahip sira dis1 bir proteoglikandir ve heavy chain olarak tanimlanan

baska bir protein ailesi (HC1, HC2, HC3) kondroidin siilfat zincirine C terminalindeki
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aspartat ile N-asetilglikozaminin 6-hidroksili arasinda bir ester bagi ile kovalent olarak
baglanmistir (64, 65). lal’a baglanan heavy chainlerin fonksiyonlar1 hala aydinlatilmis
degildir. Alt1 farkli ¢esidi bulunan heavy chain molekiiliiniin sadece bu ii¢ formunun lal

ve hyaliironan ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (66-68).

TSG-6 enziminin kofaktorliiglinde bu heavy chain molekiilleri hyaliironan molekiiliine
baglanarak bir iskelet olusturmakta ve bu olusan yap: inflamatuar hiicrelerin
cagrilmasinda gorev almaktadir (Sekil 6). Hem lol hem de hiyaliironan baglanma
kapasitesi olan TSG-6, lal’m kondroidin siilfat zincirindeki HC’lerin hiyaliironan
molekiilline HC-HA olusturmak i¢in trans-esterifikasyon reaksiyonu ile transferini

katalizler, bu oviilasyonda belirgin kanitlanmistir (66).

Bir¢ok inflamatuar hastalikta 6rnegin Crohn, astim, osteoartrit (OA) ve romatoid artritte
hiyaliironan tiretimindeki artis hiyaliironan’a kovalent baglanan serum lal heavy chain
seviyelerindeki artis ile orantilidir. Crohn hastaliginda Ial heavy chainleri hiyaliironan
yapilari ile 6zellikle iligkilidir ve inflamatuar reseptorlerle rekabet halinde olarak aktive
olmamis geng lokositler i¢in yliksek derecede adezivlerdir (69, 70). Ayrica, HC1 ve
pentraxin 3 iceren soliibl hiyaliironan aktive olmus nétrofil ve makrofajlarin
apoptozisini tetiklemektedir. RA ve OA hastalarinda sinovyal sivida lal ve heavy
chainler yliksek miktarda bulunur ve hiyaliironan’a bagli heavy chain komplekslerinin
hastaligin ciddiyetiyle korele olarak inflame dokularda biriktigi gosterilmistir (52, 71).
OA’de sinovyal sividaki TSG-6 aktivitesi OA progresyonunu ve sinovyal sivi
replasman ihtiyacim1  gosteren bir biyomarker olarak gosterilmistir(72, 73).
HC’lerinhiyaliironan’a transferi substratlarin uygunlugundan etkilenen irreversible ve
dinamik bir olaydir; kii¢iik hiyaliironan fragmanlar1 (oligosakkaridler) irreversible HC
akseptorleri gibi davranarak HC ile hiyaliironan baglanmasini bozabilir (74).
Bikuninden yoksun Ial olusturamayan genetik defekt olusturulan farelerle yapilan
calismalar Ial heavy chainlerinin kompleman aktivasyonundaki inhibitor roliinii ortaya
koymustur. Ial yoklugu fare serumunda yiiksek kompleman aktivasyonuna neden
olmustur ve soliibl lal igeren HC enjeksiyonundan sonra bu durumun reversible oldugu
goriilmiistiir (75). Ial insanlarda kompleman aktivasyonunun potent bir inhibitorii
olarak goriilmez, sadece erken evrelere etkilidir (76). RA gibi kronik inflamatuar
kosullarda Ial heavy chainleri ve hiyaliironan fragmanlarmmn birikimi yiiksek

seviyelerde olur ve etkileri cok daha belirgindir.
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Sekil 6. Hiyaliironanmodifikasyonu olusum semasi: lal proteininde bulunan HC’ler
TSG-6 enzimi yardimiyla katalize edilerek hiyaliironan molekiilii {izerine
tagmirlar. Bu sekilde hiyaliironan molekiilii heavy chainlerle dekore edilmis
olur ki bu sekilde inflamasyon hiicrelerini daha cok kendisine c¢ektigi

disiiniilmektedir (61).

TSG-6 ekspresyonu, pek ¢cok durumda hiyaliironan sentezi ile koordineli olarak TNF-a,
IL-1B, TNF-Bve lipopolisakkarit gibi bircok faktorden etkilenir (77). Inflamatuar
stimulus ile uyarilmasina ragmen TSG-6’nin, lal’m anti-plazmin aktivitesini arttirmak
ve matriks metalloproteinazlarin ve kikirdak doku agrekanazlarmin inhibisyonu dahil
pek cok koruyucu 6zelligi vardir (78). TSG-6 ve IL-8’in glikozaminoglikan baglayici
bolgesinin direkt etkilesiminin, IL-8’in endotel hiicre yiizeyindeki heparan siilfat ile
etkilesimini bloke ederek nétrofil migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (79, 80).
hiyaliironan’a TSG-6 eklenmesinin CD-44 bagimli hiyaliironan’a lenfosit hiicre
adezyonunu arttirdig gosterilmistir (81). Ilging olarak, bagimsiz hiyaliironan ve Ial’mn
anti-inflamatuar etkileriyle TSG-6 link modiilii tek basina nodtrofil migrasyon ve
adezyonunun inhibe edebilir (82). Giincel calismalar gostermektedir ki; 1) TSG-6 link
modiilii hem hiyaliironan hem de bikunin C4S i¢in baglanma bolgesine sahiptir. 2)
TSG-6; HC1,HC2 ve HC3’e non-kovalent olarak hiyaliironan’dan daha yiiksek afinite
ile baglanma kapasitesine sahiptir. 3) TSG-6 tek basina hiyaliironan’a ¢apraz baglanma
kapasitesi yiiksek olsa da yogunlasma ve adezyon derecesi HC1 ve HC2 igeren lal

eklenmesi 1ile reversible saptandi (83). TSG-6 yoksun farelerde yapilan astim
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calismasinda bu farelerin hava yolu cevapsizligina direngli oldugu ve azalmis
hiyaliironan depozitleri gosterdigi ve HC-HA kompleksi yoklugu ve azalmis eozinofilik

inflamasyon oldugu goriildii (84).

Inflamasyon siirecinde etkili olan hiyaliironan molekiiliiniin proliferasyon ve
anjiogenezi tetikleme 6zelligi mevcuttur (85). Bu durumun karsinogenezde de etkili
roliiniin olabilecegine ve sayet bu rol ispatlandiginda hiyaliironan iiretim yollar1 bloke
edilerek hastaligin olugmasin1 Onlemede alternatif bir yol gelistirilebilecegini

diistiniilmektedir.

Hastalarin kan 6rneklerinde de yiiksek seviyelerde hiyaliironan bulunmasi, bu hastaligin
patobiyolojisinde 6nemli rolii oldugunu kuvvetli bir sekilde gosteriyor. Bu gozlemler
temel almarak projemizin amaci yiiksek seviyelerdeki hiyaliironan’nin mekanizmasmi
ve mide kanseri patofizyolojisindeki hiyaliironan’nin mekanistik roliinii agiga
cikarmaya caligmaktir. Kanserin gelecekteki tedavisi bu hastaliktaki hiicre
proliferasyonu ve anjiogenezi hedef alabilme kabiliyetimize baghdir. Bu sebeple, bu
calismada mide kanserinde selliiler proliferasyon ve yenilenmenin patobiyolojisinin
anlagilmasmin yaninda; tani, takip ve hastaligin tedavisi i¢in daha 1iy1 yollar

gelistirmesinde etkin bilgiler saglanmasi hedeflenmistir.
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3. HASTALAR VE YONTEM

Bu prospektif calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi (ERUTF) Genel Cerrahi
Anabilim Dal1 biinyesinde 01.01.2013 ve 01.01.2014 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Calisma &ncesinde ERUTF Etik Kurulu onay: (Tarih: 08-11-2013; Etik kurul karar no:
2013/580)alindi.Bu calisma 114S156 Nolu 3001 Tibitak projesi tarafindan

desteklenmektedir.

Mide kanseri tanisi ile ERUTF Genel Cerrahi Klinigine bagvuran hastalar ¢alismaya
almdi. Calismaya dahil edilmeden 6nce hastalarin kendisine ve birinci dere yakinlarina
calisma ile ilgili bilgilendirme yapildi. Bilgilendirme sonrasi bilgilendirilmis onam

formu hasta veya yakini tarafindan dolduruldu.

Hastalarin ¢alismaya dahil edilme endikasyonlarindan en onemlisi; histolojik olarak
mide kanseri tanis1 almasi ve buna yonelik planlanan kiiratif tedavi igerisinde cerrahi
tedavinin bulunmasidir. Ayrica hematolojik tabloda ve calisilan kriterlerde farkliliga
neden olacagi i¢in hematolojik malignite tanisi, senkron tiimori, gebelik durumu, niiks
mide kanseri veya daha Once neoadjuvant kemo-radyoterapi almis olan hastalar

calismaya dahil edilmedi.

Doku c¢aligmalarimiz i¢cin 8 goniillii dahil edildi. Kan 6rnekleri ise 27 mide kanserli
hasta ve 29 saglikli kontrollerden temin edildi. Calismanin temel aldig1 materyal olan
mide kanser dokusunun ve saglam dokunun elde edilecegi rezeksiyon materyali
hastanin tedavisinin vazgecilemez bir pargasit olan cerrahi prosediir sonucunda elde

edildi.
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Rezeke edilen mide dokusunda yeterli biiyiikliikte makroskopik tiimoral lezyonu olan
hastalarda, tlimorden 1x1’cmlik, midenin biitiin histolojik katlarini i¢ceren parca alindi,
bunu takiben rezeke edilen mideden, tiimdral lezyondan en uzaktaki saglam mide
dokusundan karsilastirma amaciyla tam kat mide dokusunu iceren baska bir 6rnek daha
alimdi. Cikarilan mide kesiminde saglam dokunun alinmasina izin verecek kadar saglam
mide dokusu bulunmalidir. Bu yilizden linitis plastika (matara mide) vakalar1 bu saglam
mide dokusu bulunmadig i¢in calisma digina alindi. Ayrica saglam oldugu diisiiniilen
alandan alman parcada tiimoral infiltrasyon saptanan hastalar da c¢alismaya dahil

edilmedi.

Cerrahi teknikte, ameliyat Oncesi goriintiileme yontemlerinin bulgular1 ameliyat
bulgulariyla Ortiisiiyor ve kiiratif rezeksiyon planlaniyorsa D2 diseksiyon, kiiratif degil
de palyatif rezeksiyon planlaniyorsa D1 rezeksiyon yapildi. Mideden parca alinmasi
islemlerinin hepsi calisma ekibimizin {iyesi olan patoloji uzmani tarafindan piyes
ciktiktan hemen sonra patolojik inceleme ve evrelemenin zarar gormesine engel olacak

sekilde alindu.

HEDEF 1

Mide kanseri olan ve saglikli bireylerde plazma hyaliironan seviyelerini tespit etmek.
Kan orneklerinin toplanmasi ve saklanmasi:

27 mide kanserli hastadan ve 29 saglikli goniilliiden elde edilen kan ornekleri
etilendiamin tetraasetik asitli (EDTA) tiiplere alindiktan sonra 1500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek kanin plazma kismi -80 °C’de tim drneklerin hepsi toplanip ¢alisma

baslayana kadar saklandi.

Plazma hiyaliironan seviyelerinin Enzyme-Linked immunosorbent Assay (ELISA)

yontemi ile olciilmesi:

Plazma hiyaliironan diizeyine bakmak i¢in, goniillillerden alinan kanlar yukarida
belirtildigi gibi muamele edilip saklandi. Plazma hiyaliironan seviyeleri R&D
firmasinin DY3614 katalog numarali ELISA kiti ile belirlendi. Testler alman kitin
protokoliine gore yapildi. Kitten ¢ikan biitiin iirlinler kullanmadan 6nce 30 dakika oda

isisinda tutuldu. Serum ornekleri 450 nm dalga boyunda SpectraMax Gemini XPS
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marka mikroplate okuyucuda okundu ve sonuglar ng/ml olarak ifade edilerek Soft Max

Pro ver. 6.2 programinda analiz edildi.
Ozetle yapilis sekli:

Gerekli Materyaller
» Tween20
» PBS
0,2 um filtre kagidi
Mikroplate
Capture Reagent
Detection Reagent
HA Standart
Streptavidin HRP
Color Reagent A
Color Reagent B
Stop Solution
dH20
Sealing film
Folyo kagidi
10 adet falkon tiip
100 adet 1,5 ml ependorf
500 ml beher
1000 ul pipet ucu ve pipet
100 ul pipet ucu ve pipet

200 ul Multi channel pipet

vV Vv Vv ¥V VY ¥V VYV ¥V V¥V V¥V VY VvV V VY VYV V V VY V

Cam yazar kalem
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Phmeter

Manyetik karistirict
Shaker

Vortex

Santrifiij

ELISA Washer

YV VYV Vv YV VY VY V¥V

ELISA Reader

Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Wash Bufter (Yikama tamponu): %0,05 Tween20 in PBS, pH: 7,2-7,4

500 ml wash buffer i¢in 250ul Tween20, 500 ml PBS ile manyetik karistiricida

karistirilir.
Reagent Diluent: %5 Tween20 in PBS, pH: 7,2-7,4

100 ml reagent diluent i¢in 500 ul tween20, 100 ml PBS ile manyetik karistiricida
karigtirilir. 0,2 um filtre kagidindan gegcirilir.

Capture Reagent: 50 ul stok capture reagent, 12 ml Pbs’te ¢cozdiiriiliir.
Block Buffer: 1500 ul tween20, 30 ml PBS’ te ¢cozdiiriiliir. Vortexlenir.

Hiyaliironan Standart: Kitte hazir gelen toz haldeki standarta 500 ul reagent diluent

eklenince konsantrasyon 1720 ng/ml olur.

En yiiksek standart 270 ng/ml olacak sekilde hazirlanir.

STN1 (270ng/ml) =94 ul stok standart + 506 ul Reagent diluent=600ul
STN2 (90ng/ml) = 200 ul stnl + 400 ul Reagent diluent

STN3 (30ng/ml) = 200 ul stn2 + 400 ul Reagent diluent

STN4 (10ng/ml) = 200 ul stn3 + 400 ul Reagent diluent

20



STNS (3,3ng/ml) = 200 ul stn4 + 400 ul Reagent diluent
STNG6 (1,Ing/ml) = 200 ul stn5 + 400 ul Reagent diluent
STN7 (0,36ng/ml) = 200 ul stn6 + 400 ul Reagent diluent
Detection Reagent: Kitle hazir toz halde gelir.

50 ul detection reagent + 12 ml Reagent diluent ile karistirilir. 50 ul ler halinde ependorf

icinde -20 C saklanabilir.

Streptavidin HRP: Kitte hazir olarak bulunur. 1/200 oraninda seyreltililir. 60 ul
streptavidin HRP 12 ml Reagent diluent ile karistirilir.

Substrat Hazirlama: Kullanimdan hemen 6nce hazirlanir.
6 ml Color Reagent A + 6 ml Color Reagent B karistirilip vortexlenir.

Platelerin Hazirlanmasi: Hazirlanan Capture Reagent’tan 100 ul plate kuyucuklarina

dagitilir. Sealing film ile kapatilir. Oda sicakliginda overnight birakilir.
Capture reagent plateden ¢irpilarak uzaklastirilir. Wash buffer ile 3 kez yikama yapilir.

Yikamadan sonra bos olan plate’in her bir kuyucuguna 300 ml block buffer dagitilir.
Sealing filmle kapatilip, oda sicakliginda 1 saat bekletilir

Block bufeer plateden c¢irpilarak uzaklastirilir. Wash buffer ile 3 kez yikama yapilir.
Prosediir:

Hazir olan platelere hazirlanan standartlar ve 6rnekler 100 ul ler halinde yiiklenir. Blank

kuyucuguna yalniz Reagent diluent konur. 2 saat inkiibasyona almnir.
Uzaklastirma ve yikama islemi yapilir (3 kez).

Her bir kuyucuga 100 ul Detection reagent dagitilir. 2 saat oda sicaklifinda inkiibasyona

alinir.

Uzaklastirma ve yikama islemi yapilir (3 kez).
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Streptavidin HRP 100 ul ler halinde kuyucuklara yiiklenir. Aliiminyum folyo ile
kapatilip 20 dakika oda sicakliginda inkiibasyona alinir.

Uzaklastirma ve yikama islemi yapilir(3 kez).

Her bir kuyucuga 100 ul substrat solution dagitilir. Aliminyum folyo ile sarilip 20

dakika oda sicakliginda inkiibasyona almir. Mavi renk olusumu gozlenir.

Substrat solution uzaklastirilmaz. Uzerine 50 ul stop solution dagitilir. Plate 20 dakika

icerisinde okutulmalidir.
HEDEF2

Mide kanseri olan bireylerden elde edilecek kan ve mide dokusu drneklerinden TSG-

6mRNA ekpresyonunu belirlemek.
Doku érneklerinin toplanmasi ve saklanmasi:

Cerrahi sonrasi elde edilen dokular trizol igerine eklenerek homojenizator ile

homojenize edildikten sonra mRNA isolasyonu i¢in -80 C’de sakland:.
mRNA izolasyonu:

Gerekli Malzemeler

1) Trizol (Ambion RNA Cat #15596-026)
2) Homojenizator

3) 1,5 ml eppendorf tiipler

4) Kloroform

5) %100 izopropanol

6) %75 alkol (-20 'C’de bekletilmis)

7) dH,0
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Prosediir:
Orneklerin Hazirlanmasi
1) 50-100 mg doku 6rnegine 1 ml Trizol eklenir.

2) Homojenizator yardimiyla doku homojenize edilir. Homojenizatoriin ayari

once 5’e sonra yavas yavas 11’e getirilir.
3) Her 6rnekten sonra homojenizatdr temizlenir.

4) Alternatif adim: Eger doku yliksek miktarda yag iceriyorsa bu adim
uygulanir. Homojenize rnek +4°C’de 12000 g de 10 dk santrifiij edilir. En
iist tabaka yag tabakasidir ve pipetle ¢ekilip atilir. Alttaki tabaka yeni bir

tiipe aktarilir.
5) Homojenize ornekler oda sicakliginda 5 dk bekletilir.

6) Homojenize Ornekler cryo tiiplerde oldugu i¢in bu sekilde santrifiij

edilemez. Bu nedenle yeni eppendorf tiiplere aktarilir.
7) Her bir 6rnegin iizerine 200 ul kloroform eklenir.
8) Tiipler 15 sn nazikge calkalanir.
9) 2-3 dk oda sicakliginda bekletilir.
10) +4°C’de 12000g de 15 dk santrifiij edilir.

11) Renksiz st faz, 100’er ul ¢ekilerek yeni tiiplere aktarilir. Diger fazlari
cekmemeye dikkat

RNA izolasyonuna baslanmasi

RNA Coktiirme
1) Yeni tiipe aktarilan renksiz {ist faza 500 ul %100 izopropanol eklenir.
2) Oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
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3) +4'C’de 12000g de 10 dk santrifiij edilir.
RNA Yikama
1) Santrifiijden sonra tist faz dokiiliir.
2) Alttaki pellet (RNA ) 1 ml %75°lik etanol (-20 "C’de bekletilmis) ile yikanir.
4) Kisaca vortekslenir. +4 C’de 7500g de 5 dk santrifiij edilir.

3) Alkol pipetle ¢ekilerek uzaklastirilir. Kisa bir up-down yapildiktan sonra
kalan alkol de pipetle ¢ekilir.

4) Kabinde 5-10 dk kurutulur.
RNAnm Resiispense Edilmesi
1) RNA pelletine 30 ul dH,O eklenir. Pipetaj yapilarak ¢ézdiriiliir.
2) 55-60 'C’de 10-15 dk bekletilir. RNA 6l¢iime hazirdir.
RNA miktarinin él¢iilmesi:
Kullanilan Cihaz: Biospec-Nano (Shimadzu)
1) Ilk olarak H,O-1 yazilir, 2 ul H,O eklenir ve BLANK segilir.
2) Sonra H,O-2 yazilir, 2 ul H,O eklenir ve START ile okuma baslatilir.

3) Her bir 6rnek i¢in isim yazilir. 2’ser ul yiiklenir ve START ile teker teker

okutulur. Niikleik asit konsantrasyonunu ng/ul olarak verir.
OD 260/280 oran1 2’ye yakin olmas1 beklenir.
=2 miikemmel
>2 genomik DNA kontaminasyonu
<2 protein kontaminasyonu

Bu evreden sonra RNA cDNA sentezi i¢in hazirdir.
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cDNA sentezi:

Real-time kantitatif PCR ile TSG-6 enziminin mRNA ekspresyonlar1t hem mide kanseri
hem de saglikli bireylerden elde edilecek mide dokularindan da 6lgiilecektir. RNA doku
ve hiicrelerden Trizol yontemi 1ile 1izole edilecek ve herhangi bir DNA
kontaminasyonunun olmamasi i¢in elde edilen RNA’ya DNase I eklenecektir. Total
RNA’dan (maximum 1 pg RNA kullanilacaktir) RT-PCR ile SuperScript First-Strand
Synthesis System kullanilarak iiretici firma Onerisine gore cDNA elde edilecektir.

Asagidaki protokol uygulanacaktir:

I pg RNA + 1 pl Oligo (dT) + 1 pl 10 mM dNTP karigimi 10 pul’ye tamamlanarak 65
°C’de denaturasyon amaciyla 5 dakika inkiibe edilerek, primerlerin baglanmasi
amactyla buza alinacaktir. Sonrasinda bu karigima 10 pl cDNA sentez karigimi (10X RT
buffer 2 pl, 25 mM MgCI2 4 pl, 0.1 M DTT 2 pl, RNaseOUT. (40 U/ul) 1 pl
SuperScript. III RT (200 U/ul) 1 pl) eklenerek 50°C’de 50 dakika inkiibe edilecektir.
Reaksiyon 85 °C’de 5 dakika inkiibasyonla sonlandirilacak ve elde edilen 20 pul cDNA
reaksiyon karigimi 10 kat diliie edilerek Real-time PCR’da kullanilacaktir.

mRNA ekspresyonu i¢cin Real Time RTQ-RT PCR:

Biitiin Real-Time PCR’lar i¢in SYBR green teknolojisi asagidaki kondiiksiyon ile

kullanilacaktir.

Real-Time PCR i¢in asagidaki 50 ul’lik veya 25 pl’lik karisim hazirlanacak:
25 ul SYBR Green Master Mix (2x)

1 ul cDNA 2 pl primer ¢ift karisimi (5 pmol/ml her bir primer)

22 ul H20

Total voliim 50 pl

96 kuyucuklu platelere yerlestirilecek olan PCR reaksiyon miksleri Roche cihazinin
imkan sagladigi 2 admmli hizlh PCR protokolii kullanilarak ¢ogaltilacak ve
amplifikasyon grafikleri cihaz software’i kullanilarak analiz edildikten sonra gen
ekspresyon kuantifikasyonu AACt hesaplama metodu ile yapilacaktir (86).
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Tim istatistik analizleri JMP versiyon: 5.0.1.2 programu ile gerceklestirildi. Devamli
degiskenler bagimsiz iki-tailed student ¢ test ile karsilastirildi. P <0.05 anlamli farklilik

olarak g6z 6niinde bulunduruldu.

26



4. BULGULAR

ERUTF Genel Cerrahi Kliniginde gerceklestirilen ¢alismaya mide kanseri tanist olan 27
hasta ve kontrol grubunu olusturan 29 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalarin 20°si (%
74,0) erkek ve 7’si (% 25,9) kadindi. Calismaya alinan hastalarin yas ortalamasi 58,9
(£14,1) saptand1. Hastalarin 15’inde (% 55,5) ilk bagvuru sikayeti agr1 idi.

4.1. Uygulanan Cerrahi

Mide kanseri tanisiyla cerrahi tedavisi planlanan hastalara diseksiyon sekli D1 ya da D2
yapilmasma karar verilirken; operasyon anindaki batin i¢i bulgulari, tiimoér invazyonu,
goriilebilen uzak metastaz varligi, hastanin performans statiisii ve yasina dikkat edilerek
karar verildi; 15 (% 55,5) hastaya D1 ve 12 (% 44,4) hastaya D2 diseksiyon yapildi.
Tiimorin midedeki yerlesim yerine gore 14 (% 51,8) hastaya total rezeksiyon, 13 (%

48,1) hastaya subtotal rezeksiyon yapildi.
4.2. Rezeke edilen mide kanser dokusunun 6zellikleri

Mide kanseri tanisiyla operasyona alman hastalarin lezyonun midedeki yerlesimine
bakildiginda: 11 (% 40,7) hastada kiiciik kurvatur, 6 (% 22,2) hastada antrum, 6 (%
22,2) hastada kardiya, 4 (% 14,8) hastada korpusta oldugu goriildii. Cerrahi prosediir
uygulandiktan sonra ERUTF Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilan
degerlendirmelere gore hastalarm 19 (% 70,3)’unun tiimor boyutu 5 cm ve lizerinde

iken 8 (% 29,6)’inin timor boyutu 5 cm’nin altindaydi.
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Patolojik incelemeler sonucunda; 21 (% 77,7) hastanin adenokarsinom histolojik
tipinde, 5 (% 18,5) hastanin tash yiiziik hiicreli karsinom tipinde ve 1 tanesinin ise

indiferansiye karsinom tipinde oldugu goriildii.

Histolojik incelemelerde patolojik grade derecelendirmesi sonrasi; 4 (% 14,8) hastanin

grade 2, 10 (% 37,0) hastanin grade 3, 13 (% 48,1) hastanin da grade 4 oldugu goriildii.

TNM siniflamasina gore smiflandirildiginda; 5 (% 18,5) hastanin evre 1-2 ve 22 (%
81,4) hastanin da evre 3-4 oldugu gorildi. 10 (%37,0) hastada metastatik hastalik
oldugu tespit edildi. Hastalarin demografik verileri ve mide kanseri dokusunun patolojik
ozellikleri ile hastalarm periferik kandaki hiyaliironan miktarlar1 karsilastirildiginda elde

edilen sonuglar Tablo 4’te goriildiigi gibidir.
4.3. Mide kanserinde plasma hiyaliironan degerlerinin saghkh kontroller ile
iliskisi.

27 mide kanseri hastast ve 29 saglikli goniilliiniin plazma hiyaliironan seviyeleri
karsilastirildiginda mide kanseri grubunda plazma hiyaliironan seviyesi, istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek saptandi (p<0,05). (Sekil 7)
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Sekil 7. Mide kanseri hastalar1 ve kontrol grubu plazma hiyaliironan seviyesi
karsilagtirmast: Plazma hiyaliironan seviyeleri mg/dL (mean+SD); mide
kanseri (n=27): 101.19+£76.4, maglikli kontrol (n=29): 57.99+10.44
(p<0.005).
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4.4. Plazma hiyaliironan seviyeleri ile kanser dokusunun o6zelliklerinin

karsilastirilmasi.

Tablo 4. Plazma hiyaliironan seviyelerinin karsilagtirmasi

Degisken Kategori Sayi HA pdegeri
Cinsiyet Erkek 20 75 (16-323)
0,935
Kadin 7 87,2 (20-176)
Histolojik tip Adenokarsinom 21 76,8 (16-323)
0,439
Tagh yiizik 5 91,6 (20-204)
hiicreli karsinom
Evre Hi 5 117 (38-176)
0,650
n-v 22 75 (16,5-323)
Grade n 4 102 (77-176)
1] 10 95,2 (16,5-323) 0,460
[\ 13 60,8 (17,2-241)
T Hi 5 71,1(16,4-232)
0,208
n-v 22 117 (37,5-204)
Met(+) LN <10 21 87,2 (16,5-323)
0,887
10 ve Uzeri 6 67 (17,2-241)
M 0 17 77 (16,5-232)
0,802
1 10 80,3 (17-161)
Tumor boyutu <5cm 8 71,6 (19-204)
0,696
5cm ve uzeri 19 76,8 (16-323)

4.5. Hastalarin biyokimyasal degerleri

Biyokimyasal parametreler ameliyat dncesi yatis aninda, ameliyat sonrasi ilk giin ve
taburculuk Oncesi son giin kaydedildi. Elde edilen degerlerin ortalama ya da ortanca

degerleri Tablo 5’teki gibi saptandi.
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Tablo 5. Hasta karakteristikleri ve ortalama ya da ortanca degerleri

Degisken Ortalamayada ortanca
degerler

Hiyaltironan (ng/mL) 76,8 (16,5-323,3)

Yas (yil) 58,9 (+14,1)

TUimor boyutu (cm) 5(2,5-17)

Total protein (g/dL) 6,7 (x0,7)

Albiimin (g/dL) 3,41 (+0,6)

ALT (u/L) 11 (6-37)

AST (u/L) 16 (9-33)

LDH (u/L) 254,5 (+57,8)

Kreatinin (mg/dL) 0,8 (0,5-1,4)

WBC (x103/uL) 6,35(3,9-39,4)

HGB (g/dL) 12,0 (+2,5)

PLT (x103/uL) 301 (+63)

4.6. Hastalarin biyokimya degerleri ile plasma hiyaliironan degerleri arasindaki

iliski.

Hasta serum biyokimyasal degerleri ve karakteristiklerinden olusan degiskenler ile
plazma hiyaliironan seviyeleri karsilastirilarak aralarinda anlaml iliski olup olmadigina

bakildi(Tablo 6).

Tablo 6. Plazma hiyaliironan miktar1 ve degiskenlerin iligkisi

Degisken rho P degeri
Yas (yil) 0,113 0,575
Timoér boyutu (cm) 0,228 0,252
Total protein (g/dL) -0,164 0,415
Albiimin (g/dL) -0,185 0,357
ALT (u/L) 0,159 0,428
AST (u/L) 0,225 0,258
LDH (u/L) 0,172 0,390
Kreatinin (mg/dL) 0,025 0,901
WBC (x103/pL) 0,057 0,778
HGB (g/dL) 0,051 0,802
PLT (x103/pL) 0,038 0,852
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Kanser antijen 19-9 (CA 19-9) degerleri hiyaliironan degerleri ile karsilastirildiginda iki

parametrenin birbiri ile korele oldugu gorildi(Sekil 8).

4.7. Tiimor belirtegleri ile hiyaliironanin iliskisi.
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Sekil 8. Mide kanserli hastalarda plazma CA 19-9 ve hiyaliironan seviyeleri korelasyon

grafigi.

4.8. TSG-6 mRNA ekspresyonlarinin kanser dokusunda ve normal dokuda

karsilastirilmasi.

Cerrahi prosediir sonrasi rezeke edilen spesmenden elde edilen kanser dokusunda ve
kansere en uzaktaki normal mide dokusunda TSG-6 mRNA ekspresyonlari
karsilastirildiginda; mide kanseri dokusunda, normal mide dokusuna oranla istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (Sekil 9).
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Sekil 9. Mide kanseri ve kanserli olmayan dokulardaki TSG-6 mRNA ekspresyonu
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5. TARTISMA

Ulkemiz sartlarinda hastalarin mide kanseri farkindaliginm diisiik olmasi, kolay
uygulanan tarama yontemi bulunmayisi, limenli bir organ olan midenin tikanmaya
neden olan bir kitle olusmadan bulgu vermemesi ya da seroza invazyonu gelismeden
hastada agr1 hissi olusamamasi nedeniyle, mide kanseri vakalar1 genellikle hastaligin

ileri evrelerinde tani alip, tedavi edilmeye caligilmaktadir.

Hastaligin tanisindaki gecikme, uygulanacak tedavinin seklini degistirdigi gibi daha
uzun operasyon siiresi, daha yiiksek perioperatif morbidite, uzayan hastanede kalis

siiresi ve daha yiiksek mortaliteye neden olmaktadir.

Kanser gelisiminde kanser hiicresinin mikro c¢evresi 6nemli bir rol oynamaktadir.
Belirgin fiziksel, biyokimyasal ve biyomekanik ozellikleri olan makro molekiillerin
kompleks agindan olusan ekstraselliiler matriks bu mikro ¢evrenin en biiyiik bilesenidir.
Embriyonik donemden beri siki1 bir denetim igerisinde olan ekstraselliiler matriks kanser
gibi hastaliklarda diizensizlesir ve daginik bir hal alir. Daha da 6nemlisi ekstraselliiler
matriks anormallikleri stromal hiicrelerin davranisini diizensizlestirmenin yani sira
timor 1iliskili anjiyogenezi ve inflamasyonu kolaylastirarak tiimdrojenik mikrocevre

olusumunu kolaylastirir.(87)

Literatlirde pulmoner hipertansiyonda damar yapisindaki diiz kas hiicrelerinde olusan
inflamasyon ve proliferasyona diisiik molekiil agirlikli hiyaliironanin (LMW-HA) eslik
ettigini ve proliferasyonu tetikledigini gosteren yaymlar mevcuttur (45). Agizda gelisen

skuam6z hiicreli kanser dokularinda hiyaliironan i¢in hiicre yiizey reseptoriiniin
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upregiilasyonunun malignite durumuyla korele oldugu ve artmis yada anormal
proliferasyonla iligkili oldugu gdsterilmistir (88). Mide kanser dokusunda hiyaliironan
molekiiliiniin sagliklt mide dokusuna gore daha yiiksek miktarda saptandigi da daha
once yapilan calismalarla tespit edilmisti (89). Bu iki literatiir bilgisi birlestirildiginde
mide kanserinde olusan asir1 proliferasyonun hiyaliironan molekiiliiyle de iliskili

olabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Hiyaliironan molekiiliiniin proliferasyonu ve anjiyogenezi tetikledigi, proliferasyonda
hiicre gociinii arttirdig1r bilinmektedir(90). Doku hasarini miiteakip inflamasyon
siirecinde ekstraselliiler matrikste hiyaliironan birikiminin artmast 25 yildir bilinen bir

bilgidir (32).

Daha Once yapilan ¢alismalarda da kanitlanan kanserli hastalarda plazma hiyaliironan
seviyelerinin saglikli bireylerden yiiksek olarak bulunmast mide ekstraselliiler
matriksinde de bulunan hiyaliironan molekiiliiniin kanser dokusundaki proliferasyon
sonucunda periferik kandaki miktarmnimn arttig1 ve hastaligimn olusum mekanizmalarindan
birinde rol aldigmi ve de olusan asir1 proliferatif doku yiikiiniin periferik kana yansimasi

sonucu periferik kanda ytliksek miktarlara ulastigmi diisiindiirmektedir (46-53).

Bu ¢aligmada mide kanseri dokusundaki asir1 proliferasyonun hiyaliironan molekiilii ile
iligkisini aydmlatmak amacli, mide kanserli hastalardan alinan kan orneklerindeki
hiyaliironan miktar1 ile saglikli kontrollerden almman kan orneklerindeki miktar
karsilastirildiginda mide kanserli hastalarda daha yiiksek olmasi bu iligskiyi destekleyen
en Onemli bulgulardandir. Bu c¢alismaya dahil edilen mide kanserli hastalarin
kanlarindaki plazma hiyaliironan seviyeleri saglikli kontroller ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak 6nemli derecede yiiksek bulunmus ve onceki yapilan ¢alismalari
desteklemistir (p<0.005). Bu hastalarn kan Orneklerinde de yiiksek seviyelerde
hiyaliironan bulunmasi, hastaligin patogenezinde 6nemli rolii oldugunu kuvvetli bir

sekilde gostermektedir.

Bu bilgilere dayanarak mide kanseri hiicrelerinin kontrol dis1 ¢ogalmasina, ektraselliiler
matriksin destek gorevinden ziyade hastaligin patogenezinde gorev aldigi hipotezi 6ne
siriilebilir. Bu konuda sinirli sayida yapilmis yayinlar bu hipotezi destekler

mahiyettedir. Literatiirde ektraselliller matriksin mide kanseri patogenezi lizerine
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etkilerini inceleyen calismalar son yillarda artis gostermesine ragmen hala rolii tam

olarak belirlenememistir.

Farkli molekiil agirlikli hiyaliironan molekiillerinin farkli gorevleri oldugu gosteren
calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalara gore LMW-HAgesitli sitogenleri stimiile
ettigibununla birlikte hiicre proliferasyon, anjiogenez ve hiicre migrasyonunu
tetikledigi, ylksek molekiil agirligina sahip olanlarin ise tam tersi bir sekilde anti-
inflamasyon etkisine sahip oldugu ve doku onarmmmna katkida bulundugu rapor
edilmistir (88). Bu yiizden hiyaliironan molekiilii inflamasyonun boyut bagimli bir

mediatorii olarak tanimlanmistir (33-37).

Calismamizda hiyaliironan periferik kandaki miktarmin timor yikiyle iligkili
olabilecegi diisiiniilerek tiimor boyutu ve periferik kan hiyaliironan miktarlar1 arasinda
korelasyon degerlendirildi. Timor boyutu ¢alismada 5 (2,5-17) cm olarak tespit edildi.
Hiyaliironan ile pozitif yonde zayif iliskide oldugu ancak bunun istatistiksel olarak

anlamli olmadig tespit edildi (Tablo 5-Tablo 6).

Mide kanserinin farkli histolojik tiplerinde farkli periferik kan hiyaliironan miktari
olabilecegi diisiiniilerek; histolojik tipi, hastaligin ileri evrelerinde daha ¢ok hiyaliironan
sentezlenecegi diisiiniilerek; evresi, yiiksek gradeli hastalikta yiiksek miktarlarda
hiyaliironan sentezlenecegi diisiiniilerek; grade’i, tliimor boyutu arttikga sentezlenen
hiyaliironan miktar1 artacagi diisiiniilerek; tiimor buyutu serum hiyaliironan miktar1 ile
karsilastirildi. Ancak hi¢birinde anlamli korelasyon saptanamadi (Tablo 3). Korelasyon

saptanmamasinin ana sebebi olarak hasta sayisinin yetersiz oldugu diisiintildi.

Son yapilan c¢alismalar hiyaliironan modifikasyonunun da birgok hastaligin
patogenizinde rolii olabilecegini gostermistir. Hiyaliironan molekiiliiniin modifikasyonu
ise HC’lerin hiyaliironan molekiiliine baglanmasiyla gerceklesmekte ve bu sekilde farkli
fonksiyonlar edinmektedir. Bu modifikasyonun olusmasinda Ial proteini ve TSG-6
enziminin rolii biyliktiir. ol proteini kendisine bagli iki heavy chain ve bir bikunin
baglanmasiyla olusan yapidir. Ial proteininde bulunan HC’ler TSG-6 enzimi yardimiyla
katalize edilerek hiyaliironan molekiilii {izerine tasinirlar. Bu sekilde hiyaliironan
molekiilii heavy chainlerle dekore edilmis olur ki bu sekilde inflamasyon hiicrelerini

daha cok kendisine c¢ektigi bilinmektedir (91, 92). Ciplak hiyaliironanin TSG-6
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enzimiyle dekore edildikten sonra modifikasyona ugramis olan halinin ¢ok daha farkl

biyolojik olaylara eslik ettigi bilinmektedir (38).

Bu c¢alismamizin ¢ikis noktalarindan birisi ise karsinogenezde hiyaliironan
modifikasyonunun etkili roliinlin olabilecegi hipotezidir. Sayet hiyaliironan
modifikasyonunun kanser iizerindeki potansiyel rolii ispatlanabilirse hiyaliironan tiretim
yollar1 bloke edilerek hastaligin olugmasini veya ilerlemesini 6nlemede alternatif bir yol

gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu yiizden bu caligmada literatiirde ilk kez mide kanseri dokusunda TSG-6 enzim
mRNA ekspresyonu tespit edilerek mide kanseri dokusunda hiyaliironan modifikasyonu
olup olmadig1 konusunda fikir edinilmistir. Boylelikle bu calisma, mide kanserinde
hastaligin siirecini anlamamiza yardim edecegini diisiindiiglimiiz hiyaliironan molekiili
anormalliklerini ve modifikasyonun mide kanseri patogenezindeki roliinii belirlemekte

diger calismalar i¢in 6n veriler elde edilmis oldu.

Literatiirde ilk olarak yapilan mide kanseri ve normal mide dokusunda yapilan TSG-6
enzim mRNA ekspresyonu 6lgiimleri sonucunda TSG-6 mRNA expresyonunun mide
kanseri dokusunda normal mide dokusuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yliksek miktarda oldugu goriildii (p<0.005). Mide kanseri dokusunda normal mide
dokusuna gore TSG-6 mRNA seviyesinin yiiksekliginin saptanmasi muhtemel
hiyaliironan modifikasyonun varligmin 6nemli bir gostergesidir. Bunu ispatlamak i¢in
daha genis serilerde yapilacak c¢aligmalarca mide kanser ve saglikli dokularda lal
protein ekspresyonuna bakilarak hiyaliironan modifikasyonun teyit edilmesi

amaclanmalidir.

Daha oOnceki calismalarda hiyaliironan molekiiliiniin bu formunun anjiyogenezi,
proliferasyonu ve migrasyonu tetikledigi bilinmektedir. Mide kanserinde meydana gelen
asir1  proliferasyonun hiyaliironanin proliferasyonu tetikleyen formunun yiiksek
bulunmasiyla iligkili oldugunu diisiinmekteyiz. Kanserin gelecekteki tedavisi bu
hastaliktaki hiicre proliferasyonu ve anjiogenezi hedef alabilme kabiliyetimize baghdir.
Literatiirde son yapilan ¢alismalar Ozellikle ekstraselliiler matriks komponenti olan
hiyaliironan molekiiliiniin de hastalig1 olusturan etkenler arasinda olabilecegini

disiindiirmektedir (86). Elde edilen primer sonuglar ise bu konuda mide kanserinde
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hiyaliironanin olusumunun engellenmesiyle kanserdeki asir1 proliferasyonun engellenip

engellenemeyecegi sorusunu akla getirmektedir.

Ayrica saglikli bireylerle kanserli hastalar arasinda hiyaliironan seviyesi arasinda ileri
derecede anlamli fark varken, kanser boyutu ve evresi ile hiyaliironan seviyesinin ve
modifikasyonunun iliskisini gosterilememesi, bu etkenlerin kanser ilerlemesine degil de

olusumuna katk1 sagliyor olabilecegini de diisiindiirmektedir.

Hiyaliironanin idrar ve kandaki miktarinin prostat kanseri, kandaki miktarinin ise meme
kanseri hastalarmin tedavi ve takibinde kullanildig1 gibi(90, 93), bu calisma sayesinde
mide kanserinde de kanda yiiksek oranda saptanan hiyaliironanin, mide kanseri tani ve
tedavi takibinde timor belirteci olarak kullanilmasmma yonelik arastirmalarin

gerekliligini vurgulamaktadir.

Calismamizin  sonuglari, mide kanseri hastaliginda selliiler proliferasyon ve
yenilenmenin patofizyolojisinin anlasilmasina yonelik ileri ¢alismalar i¢in Oncii bir
calisma niteligindedir. Ozellikle hiyaliironan modifikasyonu ile ilgili daha genis seriler
iceren caligmalarla mide kanseri patogenezinin agiklanmasinda Onemli bir adim

atilacagmi diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Mide kanseri tanili hastalarda ve saglikli kontrollerde; periferik kan, kanser dokusu ve
normal mide dokusunda yapilan hiyaluronan seviyeleri ve hiyaliironan modifikasyonu

arastirmalar1 sonucunda:

1- Mide kanseri hastalar1 ve saglikli goniillillerin plazma hiyaliironan seviyeleri
karsilastirildiginda, mide kanseri grubunda plazma hiyaliironan seviyesi

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek saptandi.

2- Mide kanseri dokusunda ve normal mide dokusunda TSG-6 mRNA
ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, mide kanseri dokusunda istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksek oldugu saptandi.

3- CA 19-9 degerleri ile hiyaliironan degerleri karsilastirildiginda; iki parametrenin

birbiri ile korele oldugu goriildii.

Mide kanseri olan hastalarda; kan ve mide kanseri dokusundaki hiyaliironan
anormallikleri, hiyaliironan molekiiliiniin kanser dokusuyla iliskili bir molekiil oldugunu
gostermistir. Ayrica CA19-9 ile olan korelasyonu da goz onilinde bulundurularak mide

kanseri tan1 ve takibinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.
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