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OZET

Cacina, C. (2012). Mide Kanserli Hastalarda EGF Gen Polimorfizminin ve Serum EGF
Diizeyinin Incelenmesi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip
A.B.D. /Doktora Tezi. istanbul.

Mide kanseri diinyada yaygm olarak goriilen kanser tiirlerinden biri olup mide
kanserinin gelisim sebepleri hala tam olarak anlasilamamis olmasima karsin beslenme
seklinin, mikrobik ve genetik faktorlerin bu siireci etkiledigi ©ne siiriilmiistiir.
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilagsmasinda kritik
bir rol oynayan tirozin kinaz reseptor ailesinin iiyelerinden biri olan Epidermal
biiylime faktor reseptoriiniin (EGFR) dogal ligandlarindan  birisidir. EGFR sinyal
yolaginda meydana gelen aksama veya diizensizliklerin bazi1 kanser tiplerinde etkili
oldugu bildirilmistir. Calismamizda EGF A61G gen polimorfizmi mide kanserli
hastalarda tiimor risk ve prognostik faktorii olarak incelenmistir. Calismaya 84 mide
kanserli hasta ve 146 saglikh kontrol dahil edilmistir. EGF A61G genotiplerinin
dagilimi1 mide kanserli hasta ile kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak anlaml
derecede farklilik gostermistir (p=0.039). Mide kanserli hastalarda EGF A61G genotip
ve allel dagilimlarma gore; serum EGF diizeyleri hastalik parametreleri ile birlikte
degerlendirildiginde klinik ve prognostik parametreler acisindan istatistiksel olarak
anlamlhi bir veri saptanmamistir. Calismamiz sonug¢larinin mide kanseri gelisiminde
genetik risk faktorlerinin belirlenmesine ve hastaligin molekiiler mekanizmasinin
cOziimlenmesine katki saglayacak caligmalara yeni bir bakis acis1 getirebilecegi
diisiincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler : Mide Kanseri, Epidermal Biiyiime Faktorii, Gen, Serum Diizeyleri,
Hiicre dongiisii

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 8941
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ABSTRACT

Cacma C. (2012). Investigating of EGF gene polymorphism and EGF serum level in
gastric cancer patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Istanbul
University Department of Molecular Medicine, Ph.D. Thesis, Istanbul.

Gastric cancer is the more common type of cancer in the world. Although the
etiology of gastric cancer is not well-understood, nutritional, microbial, and genetic
factors playing important roles and multifactorial process have been suggested.
Epidermal growth factor (EGF) play important roles in several signaling pathways,
leading to proliferation, differentiation, and it is the natural ligand of the epidermal
growth factor receptor (EGFR) which is the member of tyrosine kinase
transmembrane receptor family. EGF and epidermal growth factor receptor regulate
important processes in tumorogenesis, including cell survival, cell cycle progression
and irregulation in the this signaling pathway is frequently observed in some of the type
of cancer. We have examined EGF A61G gene polymorphism as a marker of tumour
risk and progression in gastric cancer. A total of 84 patients with gastric cancer and
146 control individuals were enrolled in the current study. The distribution of EGF
A61G genotypes were different between gastric cancer patients and controls (p=0.039).
According to EGF A61G genotype and allele distributions in gastric cancer patients
there were no statistically significant differences between the serum EGF levels and
with clinical and prognostic parameters. We are of the opinion that our study offer an
insight into the other studies which will analyse the importance of this polymorphism
and investigate genetic risk factors, molecular mechanism in the development of in
gastric cancer etiopathogenesis.

Key Words:Gastric Cancer, Epidermal Growth Factor, Gene, Serum Level, Cell Cycle

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 8941



1. GIRIS VE AMAC

Mide kanseri diinyada yaygin olarak goriilen kanser tiirlerinden biri olup
ozellikle Asya, Latin Amerika ve Avrupa’nin bazi iilkelerinde sik¢a rastlanan bir
kanser tiiriidiir (1). Mide kanserinin gelisim sebepleri hala tam olarak anlasilamamis
olmasina karsin beslenme seklinin, mikrobik ve genetik faktorlerin bu siireci etkiledigi
One stiriilmiistiir (2).

Epidermal biiyiime faktorii (EGF) hiicre proliferasyonu ve hiicre
farklilasmasinda kritik bir rol oynayan tirozin kinaz reseptor ailesinin iiyelerinden
biri olan Epidermal biiylime faktor reseptoriiniin (EGFR) dogal ligandlarindan
biridir. EGFR sinyal yolaginda meydana gelen aksama veya diizensizliklerin bazi
kanser tiplerinde etkili oldugu ve bu sinyal mekanizmasinda olusabilen reseptor
ekspresyonunda artig, genetik amplifikasyonlar ve mutasyonlarin timor gelisimi ile
iliskili olabilecegi bildirilmistir (3,4). EGF ve EGFR arasindaki etkilesimin ve
kordinasyonun intraseliiler tirozin kinaz aktivitesini de etkiledigi ve tiimor
gelisiminde rol oynadig diisiiniilmektedir (5). Yapilan ¢alismalarda mide kanserinde
EGF ve EGFR ekspresyonunun arttig bildirilmistir (6,7). Normal fizyolojik kosullar
altinda plazmada az miktarda bulunan biiytime faktorlerinin yara iyilesmesi gibi bazi
durumlarda gorev aldigr diistiniilmektedir. Kanser hiicrelerinde bu faktorlerin
diizenlenmesinde bozulmalar meydana geldigi ve proliferasyon durumlarinda
ortamda gereginden fazla miktarda bulunduklari ileri stiriilmiistiir (8).

Biiylime faktorleri hiicre dongiisiiniin evrelerinden olan Gy ve G fazlarma da
etki etmektedir. Erken G; evresinde bu faktorlerin ortamdan uzaklagmalari
hiicrelerin Gy fazina geri donmeleriyle sonuclanabilir. Fakat G;’in sonlarina dogru
hiicreler sinir noktasmi gectikten sonra biiyiime faktorleri ortamdan uzaklagsa bile
hiicreler tekrar Go noktasmna geri donmez ve dongiiye devam ederek S fazina
girmektedirler (9).

EGF geni 4q25-27 kromozomal bolgesinda lokalize olmustur. 24 ekzon ve 23
introndan meydana gelmis olup 6,045 kilodalton agirhginda tek zincirli bir
polipeptittir (10). EGF’nin Epidermal biiyiime faktor reseptoriine baglandiktan sonra
ras/raf/MAPK ve fosfoinozitol 3 fosfat kinaz gibi ¢esitli sinyal yolaklarin1 aktive
ettigi ~ ve epitel hiicrelerin  gelisimini, farklilasmasini ve tiimorlesme siirecini

etkiledigi bildirilmigtir (11-13).



Kanserlerde goriilen genetik degisiklikler, bir niikleotid diizeyinde (tekli ya da
coklu baz degisiklikleri), kromozomal diizeyde (kromozom kayiplar) ya da DNA
promotor bolge metilasyonu seklinde olusabilir. Kanser hiicresinin biiylime ve
cogalma siirecinde meydana gelen genetik degisikliklerin, konak¢1 faktorleri ve
timor konak¢i etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) sonucunda gelistigi
bilinmektedir (14,15)

Yapilan cesitli arastirmalarda EGF geninin 5° UTR bolgesinde goriilen tek
niikleotid polimorfizminin EGF geninin fonksiyonlarin1 etkiledigi ve malign
melanom ve glioblastoma formlariyla iliskili oldugu bildirilmistir (16,17). Mide
kanseri ve EGF polimorfizmi arasindaki iliskiye dair yeterli miktarda bilgi
bulunmamasina karsin Onceki calismalarda EGF A-G polimorfizminin sadece
hastaligin olusumuyla ilgili degil ayni zamanda prognoz siireci ile de iligkili
olabilecegi bildirilmistir (18).

Mide kanserine ait risk durumlari, EGF genotiplerinin ve serum EGF
diizeylerinin klinik diger parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye calisilacaktir.
Calismamizin mide kanseri etyopatogenezinde EGF A61G polimorfizminin dnemini

arastiracak caligmalara 151k tutacag diisiincesindeyiz.



2. GENEL BIiLGILER

Mide kanseri en sik goriilen dordiincii kanser tiirli olup akciger kanserini takiben
kansere bagh Oliimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Bu kanser tiirline baglh
Olim insidanslar1 yiiksek olup pek cok iilkede % 70-90 oraninda zayif survi
goriilmekte ancak bu oran Japonyada % 40 civarinda izlenmektedir (19,20). Cografik
olarak mide kanseri Japonya ve Cin gibi Dogu Asya iilkelerinde ayrica Orta ve Gliney
Amerika, Dogu Avrupa ve Orta Dogu Avrupa kesimlerinde daha sik oranda
goriilmektedir. Mide kanseri epidemiyolojisi  incelendiginde midedeki birincil
lezyonlarin yerlesim yerlerinin zaman icerisinde bir de8isim gosterdigi saptanmustir.
Yirminci yiizyilin ilk ¢eyreginde, mide kanserlerinin iicte ikisi midenin antrum ve
prepilorik bolgesinde gbzlenirken sadece yiizde 10'unun kardia veya 6zofagogastrik
kavsak bolgesinde goriildiigii saptanmustir. Bununla birlikte, 1970'1i yillardan bu yana
proksimal mide adenokarsinomunun giderek daha yaygm hale geldigi bildirilmistir
(19-23). Japonya'da mide kanserinin ¢ok sik goriildiigii bilinmektedir. Ancak olgularin
yaklastk % 50'si ¢ogu zaman erken teshis edilmekte ve siklikla yash niifusu
etkilemekte ve iyi prognoz sergilemektedir (24). Diinyanin cesitli iilkelerinde mide
kanseri tamsi icin farkli diyagnostik kriterler kullanilmaktadir. Ornegin bati
ilkelerinde, gastrik kanserin histolojik tanis1 neoplastik epitelden lamina i¢ine invaziv
biiylime seklinde degerlendirilirken, Japonya'da ise karsinom teshisi niikleer
degisiklikler karekterize edilmektedir. Bu nedenle, bircok durumda bati iilkelerinde
yiiksek ve  diisik dereceli  displaziler, Japonya’da  "kanser"  olarak
degerlendirilebilmektedir (25). Cin'de, mide kanseri nedeniyle 6liim oran1 Avrupa ve
Amerika gibi gelismis kitalara oranla 3.8-7.9 kat daha fazladir. Sosya-ekonomik
gelismeler ile yasam tarzi, beslenme, egitim ve saglik sistemindeki olumlu degisimler
nedeniyle son on yilda mide kanseri insidansinda diisiis izlenmektedir (26-28). Mide
kanserinin gelisimi ¢ok asamali ve multifaktoriyel nedenlerle tetiklenen bir siirectir.
Biyolojik ve kimyasal, kanserojenlere maruz kalmak, mantarlar, H. pylori, ve Epstein-
Barr gibi mikroorganizmalar gastrik epitel hiicrelerinde DNA hasar1 ve mutasyona yol
acarak kronik gastritten multifokal atrofi, intestinal metaplazi ve genetik birikimler
sonucu intraepitelyal neoplaziye sebep olarak kanser siirecini tetiklemektedirler (29-
30). Bu faktorler karsinogenez siirecinde 6nemli bir rol oynamakta ve mide kanserinin

morfolojik 6zelliklerinin sekillenmesine sebep olmaktadir (29-31).
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Sekil 2-1: Ulkelere ve Yasa Gore Mide Kanseri insidansi (32)




MIDE KANSERI RiSK FAKTORLERI
Yas: Yapilan arastirmalarda mide kanseri tamis1 konulan bireylerin biiytik
cogunlugunun 50 yasin iizerinde oldugu ve mide kanseri goriilme olasiliginin 50 yas

ve lizerindeki kisilerde arttig1 tespit edilmistir (33).

Sigara Tiiketimi: Sigara kullanan kisilerin, hi¢ sigara icmemis insanlara oranla 2 kat
daha fazla risk altinda oldugu bildirilmistir. Sigaranin  kansere neden olacak
kimyasallar icerdigi bilinmektedir ve kullanimi sirasinda kansere sebep olabilecek
maddelerin yutulmasi ve solunmasi sebebiyle, mide kanserini de tetikledigi ileri
stirtilmiistiir (33).

Diyet

Yapilan arastirmalarda ingiltere'de mide kanseri insidansinn 1930'lu yillardan bu
yana giderek azaldig: tespit edilmistir. Bu sonucun daha iyi bir diyet aliskanligi
kazanimu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Mide kanseri insidansi diinyada iilkeden
tilkeye farkhilik gostemektedir. Bu durum iilkeler arasindaki farkh diyet ve beslenme
alskanliklarr ile aciklanmustir. Ornegin Japonya'da ¢ok tuzlu salamura gidalarmn
tilkketimi yiiksek oranda oldugu icin mide kanserine yakalanma orani diger iilkelere

gore daha yiiksektir.

Cesitli calismalarda pastirma, sucuk ve jambon gibi islenmis et {iriinlerinin
icerdikleri nitrozamin ve benzer kimyasal maddeler nedeniyle mide kanseri riskini
arttirdigr bildirilmistir. Bu riskin 6zellikle Helicobacter pylori bakterisi ile enfekte

kisilerde arttig1 tespit edilmistir.

Taze meyve ve sebze tiiketiminin mide kanseri riskini azalttig1 diisiiniilmektedir.
Taze meyve ve sebze gibi gidalar yiiksek oranda C vitamini ve antioksidan igerdigi

icin mide duvarinin zarar gormesinin 6nlenmesinde koruyucu rol oynamaktadir (33).



Helicobakter Pilori Infeksiyonlar:

Son birka¢ yil icinde Helicobakter pilori bakterisi ile ilgili yapilan
arastirmalar oldukc¢a artis gostermistir. Milyonlarca insanin bu bakteri ile enfekte
oldugu tespit edilmis olup diyet ve sigara kullaniminin eslik ettigi Helikobakter pilori
infeksiyonlarmm mide kanseri riskini arttirdig1 belirtilmektedir (33). Ozellikle kronik
atrofik gastrit ad1 verilen iltihabi durumun bu siireci hizlandirdig diisiiniilmektedir.
Uzun siireli mide enfeksiyonlarinda bu bakteri iltihaba (kronik atrofik gastrit) ve
kanser Oncesi midenin i¢ zarinda degisikliklere yol acabilir (33). Atrofik gastritlerin
%15’inde 15 yil icinde mide kanseri gelisebilmektedir. Bu nedenle atrofik gastrit

prevelansinin yiiksek oldugu bolgelerde mide kanseri prevelansi da yiiksektir (34).

H.pylori, gram (-), unipolar, kivriml1 veya spiral, hareketli, kunt ve yuvarlak
uclu, 4-6 unipolar kirpige sahip, mikroaerofilik, 0.5-1 mikrometre genisliginde, 2.5-4
mikrometre boyunda bir bakteridir (35). H.pylori koloni halinde ve asidik mide
ortaminda yasar, pH 6 ile 8 arasinda oldugunda en iyi sekilde gelisim gosterir (36).
H.pylori gastrik asit sekresyonunu arttirarak gastrite ve iilsere neden olan bir bakteridir

(34).

H.pylori virulansi cagA, vacA, iceA ve babA genleri ile iligkilidir. cag adalari,
H.pylori viriilans faktoriinii en i1yi karakterize eden cag patojenite adasidir (CAG-PAI),
40kb kromozomal DNA, yaklasik 31 gen icerir (37,38). H.pylori suslar1 cag-PAI
varhigma/yokluguna gore 2 gruba ayrlabilir; -tip 1suslar1 cag-PAI’ya sahipken, -tip 2
suslar1 cag-PAI’ya sahip degildirler. Tip 1 suslar1 siddetli gastrit, peptik iilser hastaligi,
gastrik atrofi ve non-kardia mide kanseri ile iliskili olup PAI varlig ile viriilansin
arttigt ortaya konulmustur (39,40,41). Tim H.pylori suslart vacA genine sahip
olmasia ragmen, suslarin sadece yaklasik %50’si vacA proteinini ifade eder.
Ekspresyondaki degisiklikler gen dizilerinin varyasyonundan kaynaklanmaktadir (42).
babA gen ekspresyonu ile H.pylori suslari mide epitel hiicrelerine daha sik1 baglanir ve
babA gen ekspresyonunun hastalik siddetini etkiledigine dair 6nemli kanitlar
bulunmaktadir. H.pylori suslarindan babA, vacA ve cagA genlerine sahip olanlarin
mide kanseri olma riski daha fazladir (43). iceA geninin iki ana varyant: bulunur
(iceAl ve ieA2). iceAl’in ekspresyonu H.pylorinin insan mide epitel hiicreleri ile
temasta olmasi ile diizenlenir ve bazi popiilasyonlarda peptik iilser hastalig ile

iliskilidir (44).



Mide kanserli hastalarda, mide kanserli olmayan hastalara gore enfeksiyon
daha yiiksek bir oranda goriiliir. H.pylori enfeksiyonu bazi mide lenfomasi tiplerine
baghdir. Buna ragmen, bu bakteriyi midesinde tasiyan cogu insanda kanser
gelismeyebilir (33). Genellikle Helikobakter pilori infeksiyonlar: antibiyotik ile tedavi
edilmektedir. Ancak bu tedavinin ne kadar faydali oldugu tartismalidir. Ayrica tedavi
sonrasinda da kisilerin yaygin olan bu bakteri tiiriiyle tekrar infekte olma olasiliklar

yiiksektir (33).

Sindirim Sistemindeki Polipler

Nadir goriilen bir durum olan ailesel adenomat6z polipozis FAP”in mide kanseri
riskini arttirdigi bildirilmistir. Kalitsal olan bu sendromda sindirim sistemine yerlesmis
pek cok polip goriilmektedir.Poliplerin 6zellikle kolon kanseri gelisiminde 6nemli
oldugu bilinmektedir.Aslinda poliplerin ¢cogu ciddi bir onem teskil etmez zararsizdir
ve kansere sebep olmaz. Ama adenomatdz adi verilen polip tiiriiniin ciddi bir risk
faktorii olusturdugu tespit edilmistir (33).

Diger Medikal Durumlar

Mide kanseri riskini arttiran faktorlerden birisi de reflii  sorunudur. Refli

durumunda mide asidi yemek borusuna dogru cikarak yemek borusu iltihabina
(6zofajit) neden olabilmektedir. Ozofajit ise mide kanseri riskini artirmaktadir.
Pernisiydz anemi (vagotomi) (kismi gastrektomi) gibi hastalik ve operasyonlar
sonrasinda midenin iirettigi asit salgisinda bir azalma meydana gelir ve bu durum
bakterilerin yasamasi icin uygun bir ortam olusmasina sebep olmaktadir. Bakterilerin
drettigi  nitrit ve nitrozamin gibi kimyasallar mide kanseri riskini artirabilmektedir

(33).
Aile Hikayesi

Aile oykiisii mide kanseri agisindan bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir.
Birinci derece yakinlarinda mide kanseri Oykiisii bulunan kisilerin bu kanser tiiriine
yakalanma olasiliklar1 diger bireylere oranla daha fazla artmaktadir. Bu durumun
kaltsal koken teskil edebilecegi gibi H. pylori gibi farkli cevresel nedenlerden

kaynaklanabilme olasiligi heniiz agikliga kavusturulamamistir(33).



Diger Kanserler

Yapilan istatistiki arastirmalarda ge¢miste prostat kanseri, mesane ya da testis
kanseri gecirmis erkeklerde ve meme yumurtalilk veya rahim agzi  kanserine
yakalanmis kadinlarda mide kanseri goriilme olasiliginin biraz daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayrica hem erkek hem kadinlarda yemek borusu melanom bagirsak

kanseri veya non Hodgkin lenfoma ge¢irmenin riski ciddi oranda arttirdigi

bildirilmistir(33).

Immiin Sistem Disfonksiyonu

Immiin sistemi baskilanmus HIV gibi tehlikeli viriislerle enfekte olan AIDS gibi
bagisiklik sistemine ciddi sekilde zarar veren hastaliklara maruz kalan veya organ
nakilleri sonucu ila¢ kullanan bireylerin diger bireylere oranla iki kat daha fazla mide

kanserine yakalanma riski tasidiklarina dair kanitlar bulunmaktadir (33).
Radyasyona Maruz Kalma

2. Diinya Savas1 sirasinda atom bombas1 nedeniyle radyasyona ayni zamanda tibbi X-

ray 151mima maruz kalan bireylerde mide kanserine yakalanma orani artmistir (33).
Kimyasal Ajanlara Maruz Kalma

Cesitli arastirmalarda tas ocag iscilerinde maden ve metal tozlarina maruz kalan

bireylerde mide kanseri riskinin arttig bildirilmistir (33).
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MIDE KANSERI PATOGENEZINDE GENETIK VE MOLEKULER
BIYOLOJI

Multifaktoryel etyolojiye, ¢ok basamakli histogeneze sahip mide kanserinin
temelinde bir ¢cok molekiiler mekanizma mevcuttur. Mide kanserli hastalarda yapilan
arastirmalarda daha az siklikta genetik gecis tanimlanmistir. Molekiiler biyoloji
acisindan patogenezi en iyi tanimlanmis tiimorlerden biri kolorektal karsinomlardir.
Herediter adenomatdz polipozis sendromlu hastalarda adenom ve karsinom
gelisiminde saptanan bir ¢ok degisiklik sporadik kolorektal karsinomlarda ve midenin
ozellikle iyi diferansiye (intestinal tip) karsinomlarinda da goriilmektedir. Ozellikle
kan grubu A olan kisilerde normal popiilasyona gore mide karsinomu riskinin yedi kat
fazla oldugu bildirilmektedir. Bu kisilerde genellikle diffiiz tip (az diferansiye) mide
karsinomu goriilmektedir. Ailevi kanser sendromu  ve herediter nonpolipozis
kolorektal karsinom izlenmektedir. Lynch Tip II sendromlu ailelerde kardia tiimorleri
daha siktir (46).

Mide karsinogenezinin erken evresinde genetik kararsizlik (instabilite), timor
supressOr genlerinin inaktivasyonu ve telomeraz reaktivasyonu rol oynarken; mide
karsinomunun ilerlemesinde onkogenlerin aktivasyonu, biiytime (growth) faktorlerinin
ve sitokinlerin asir1 artis1 (ekspresyonu) rol oynamaktadir. Metastazin gelismesi i¢in de
bir takim genetik degisiklerin eklenmesi gerekmektedir (46).

Genetik kararsizlik, telomeraz aktivitesi, CD44’{in degisik kopyalari, pS3 ve c-
met genlerindeki degisiklikler her iki karsinom tipinde ortak olan 6zelliklerdir ve
erken karsinom tanisinda ©6nemli yaridmei bulgulardir. Bunlara ek olarak, iyi
diferansiye adenokarsinomlarda APC gen inaktivasyonu, K-ras mutasyonu karsinomu
olusumunda; c-erbB2 amplifikasyonu, DCC lokusunda LOH ve 1q kromozomunda
LOH tiimériin ilerlemesini saglar. Inkomplet tip intestinal metaplaziler (IM) ve mide
adenomlar1 da p53 mutasyonlar, APC gen mutasyonlart veya kaybi, telomeraz
aktivitesi ve CA tekrar kararsizhg gosterir. Bu bulgular IM ve adenomlarin karsinom
icin Oncii lezyonlar oldugunu destekler. Bu siirecte ilk olay, muhtemelen, CA tekrar
kararsizhgidir. Az diferansiye karsinomlarin genezinde de genetik kararsizlik ilk
basamak olabilir. Cadherin ve catenin’lerin mutasyonu veya azalmasi az diferansiye
karsinomlarda erken donemde goriillmektedir. K-sam gen amplifikasyonu az
diferansiye tipte secici olarak goriilmekte, iyi diferansiye tipte goriilmemektedir.

Tiimér hiicrelerinde apoptozis orani iyi diferansiye tipte anlamli olarak yiiksektir. Az
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diferansiye tipte de bcl-2 asir1 disavurumu goriilir. HGF/c-met sistemi ve adezyon
molekiilleri diizenlenen karsinom hiicreleri/stroma iligkisi her iki tip mide
karsinomunun morfogenezinde rol oynar. Yogun olarak devam eden molekiiler
arastirmalarin sonuclari mide karsinomu genezini daha iyi aydinlatacaktir (46).
Genetik Kararsizhik:

DNA replikasyon hatalar1 ile olusan mikrosatellit kararsizliga bagli somatik
mutasyonlar, genetik kararsizligin disavurumunu gosterebilir. Az diferansiye mide
karsinomlarmin %64’tinde, iyi diferansiye mide karsinomlarinm ise %17 sinde
mikrosatellit karasizligi saptanmistir. 25 mide karsinomu {iizerinde yapilan bir
arastirmada, 1yi diferansiye karsinomlarm %33’iinde, az diferansiye karsinomlarin ise
%18’inde CA (sitozin-adenin cifti) tekrar kararsizh@ gosterilmistir. lyi diferansiye
mide karsinomunda prekiiroz lezyon ve durum olarak kabul edilen mide
adenomlarinda ve intestinal metaplazide de CA tekrar kararsizligi saptanmis ve
mikrosatellit kararsizigmm mide karsinogenezinde erken belirte¢lerden biri oldugu
diistiniilmiistiir (46).

Mide, kolon, safra kesesi gibi bircok primer organ karsinomunda bir¢ok lokusta
replikasyon hatasi sik goriilen bir durumdur. DNA yanlis eslesme (mismatch) tamir
genlerindeki germline mutasyonlar biiyiik bir olasilikla mide karsinomunda da genetik
kararsizliga neden olmaktadir .

Replikasyon hatalarina ek olarak telomer kisalmasi kromozom kararsizligina yol
acabilir. Normal somatik hiicrelerde telomerler progressif olarak kisalir.
Telomerlerdeki bu kisalma mitotik bir saat gibi gbrev goriir ve telomeraz aktive
yoklugu ile dogru orantilidir. Normal mide mukozasindaki telomer tekrar siralarmin
uzunlugu ile karsilastirildiginda mide karsinomu ve intestinal metaplazide telomerler
daha kisadir. Hiicre immortalitesi i¢cin telomeraz aktivitesi gereklidir ve bu aktivite
mide karsinomlu primer tiimor dokularinda, hiicre Kkiiltiirlerindeki tiimor hiicre
dizilerinde ve metastatik tiimorlerde saptanmistir. Oysa, normal mide mukozasinda
telomeraz yoktur. Telomeraz bir riboniikleoprotein enzimidir. Germline dokularda ve
immortal tiimor hiicrelerinde telomerik DNA tarafindan iiretilir. Normal somatik
hiicrelerde  baskilanir. Bu  ylizden telomeraz reaktivasyonu telomerlerin
stabilizasyonunu bozarak tiimor hiicrelerindeki immortaliteyi saglayabilir. inkoplet

IM’de %23 oraninda, mide adenomlarinda %50 oraninda telomeraz aktivitesinin
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saptanmasi mide telomeraz reaktivasyonunun mide karsinogenezinin erken doneminde

gerceklestigini destekler (46).

Tiimor Supressor Genleri:

Mide karsinomlarmin %60’ 1inda pS3 geninde mutasyon ve allel kayb1 vardir. Mide
karsinomu hiicre dizilerinde ve mide adenomlarinda da p53 geninde degisiklikler
bulunmustur. Inkomplet IM’de de hem p53 geninde missens (yanlis anlamli)
mutasyon hem de p53 protein disavurumu izlenmistir. Baz1 calismalarda IM’lerin
%14’tinde p53 geninin 3’-untranslated bolgesinde heterozigozite kaybi1 (LOH)
saptanmis ve ayni bulgu mide karsinomlarmin %22’sinde gézlemlenmistir (46).

Midenin iyi diferansiye karsinomlarinda adenomatoz polipozis koli (APC) geninde
allel kayb1 ve mutasyon %50 oranmin goriiliir iken, az diferansiye karsinomlarda boyle
bir bulgu hi¢ saptanmamustir. lyi diferansiye mide karsinomlarinda APC geninde
goriilen tipi ile Familyal Adenomatdz Polipozis sendromunda ve sporadik kolorektal
karsinomlarda goriilen mutasyon tipi farklidir. Mide karsinomlarinda yanhs anlamli
mutasyonlar baskin iken, kolorektal karsinomlarda nonsense (anlamsiz) mutasyon
daha sik goriilmektedir. inkomplet IM’de %6; mide adenomlarinda %42 oraninda
APC geninde somatik mutasyon saptanmustir. Ayn1 midede hem inkomplet IM’de hem
de 1yi diferansiye adenokarsinomda APC geninde identik mutasyonlarin saptanmasi
her iki lezyonun tek bir klonal orijinden oldugunu desteklemektedir. Bu bulgular iyi
diferansiye mide karsinomu olusum siirecinde APC ve p53 gen mutasyonlarmin erken
evrede rol oynadiklarini desteklemektedir (46).

Hiicrelerdeki adezyon molekiilleri tiimor siipressor proteinleri gibi fonksiyon
gorebilmektedir. Az diferansiye mide karsinomlarinda adhezyon molekiillerinden E-
cadherin, P-cadherin, alfa-catenin disavurumunun 1yi diferansiye karsinomlara oranla
anlaml olarak diisiik oldugu gozlenmistir. Az diferansiye karsinomlarin %50’sinde E-
cadherin geninde mutasyon saptanmistir. Buna ek olarak, bu tip karsinomlarda alfa ve
beta catenin genlerinde de anormallik bildirilmis olup cadherin ve catenin genlerinin
disavurumunun azalmasi ile invazyon gelisimi arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
vurgulanmaktadir.

Tiimor siipressor genlerinden biri olan DCC (deleted in colon cancer) lokusundaki
LOH ve bcl-2 geninde LOH, hem kolorektal karsinomlarda hem de iyi diferansiye

mide karsinomlarinda biiyiik oranda goriilmektedir (46-48).
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Tablo 2-1: Mide Karsinomunda Saptanan Gen Degisiklikleri (46)

Genler ve Degisiklikler

Iyi Diferansiye Mide Az Diferansiye Mide

Karsinomu (%) Karsinomu (% )

Genetik Kararsizlik

Telomeraz Aktivitesi

K-ras (mutasyon)

(amplifikasyon)

c-erb B-2 (amplifikasyon)

bcl-2 (LOH)

Cyclin-E  (amplifikasyon)

(LOH, mutasyon)

(LOH, mutasyon)

(LOH)

(mutasyon)

(anormal kopya)

(LOH)

(LOH)

(LOH)




14

Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Hiicre dongiisii, hiicrenin biiylime ve farklilasmasmi1 DNA hasar tamir
mekanizmalarinin diizenlenmesini, yaralanmalara kars1 doku cevabmi ve kanser gibi
cesitli hastaliklar1 iceren karmasik bir siirecte yer almaktadir (49). Hiicre dongii
diizenleyicilerinin gastrointestinal karsinomlarin patogenezinde 6nemli rolleri vardir.
Mide karsinomu dokularinin biiyiik bir kisminda siklin-E geninde 3-10 kez arasinda
degisen amplifikasyonlar bulunmustur. Mide karsinomu hiicre dizilerinde gen
amplifikasyonu olmasa da ¢ok miktarda siklin-E mRNA’s1 ve anormal protein
disavurumu gozlenmistir (46).

Hiicre dongiisii baghca siklin bagimh kinaz (cdk) ve siklin komplekslerini iceren
mekanizmalar araciligiyla diizenlenir. Siklin bagiml kinazlar (cdk) dongiideki spesifik
noktalar1 aktive eden bir serin /treonin protein kinaz ailesidir (50). Bu aile, siirecin
islemesi acgisindan kritik bir oneme sahiptir ve inaktivasyonlar1 mitozu engeller (51-
53). Siklin bagimh kinaz (Cdk) ailesinin islevleri c¢esitli mekanizmalarla
diizenlenmektedir. Bunlardan biri treonin ve tirozin kalintilarmin fosforillenmesidir
(54). Hiicre boliinmeye hazir oldugunda, cdc25 belli bolgelerinden cdk1’i defosforile
etmekte, bunun sonucunda cdk1 kinaz aktive olmaktadir (51,55-57).

Siklinler ise cesitli diizenleyici fonksiyonlar1 yerine getirirler. Buna ek olarak cdk
ailesinin fosforillenme durumunda gorev alirlar. Siklin bagimli kinaz ailesi (cdk)
aktivitelerini yerine getirmek i¢in siklin proteinlerine baglanmak zorundadir. Siklinler,
cdk ailesini nukleusa dogru yonlendirir ve siklin bagimh kinaz ailesinde bulunmayan
niikleer lokalizasyona sahiptir (58). Bazi cdk ailesi iiyeleri, birden fazla siklin
baglayabilir (50). Bu proteinlerin siklin olarak isimlendirilmelerinin nedeni hiicre
dongiisii boyunca eksprese olmalaridir (59,60). Siklin bagimli kinazlar ,belli siklinlerin
hiicre dongiisii siiresince ekspresyonlart dolayisiyla dongiiniin belli zamanlarinda
aktive edilebilir. Siklinlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesi, onlarin pargalanmasi ve
yikimt hiicre dongiisii boyunca ¢esitli sekillerde kontrol altinda tutulmaktadir .Siklinler
yiiksek miktarda prolin ,glutamat,serin ve treonin igceren protein motifleri ve
sekanslara sahiptirler. Bu motifler siklinlerin belirli zamanlarda ubiquitine baglanma
suretiyle parcalanmalarina sebep olurlar (59,61-63).

Boylece dongii sirasinda belirli siklinlerin yikim ve sentez miktarmna bagl olarak
hiicrelerin dongiisiine giris ve farkh fazlara gecis asamalar1 belirlenmektedir. Genel

olarak hiicre bir faza girmeden Once, onceki faza 6zgii siklinler parcalanip, bir sonraki
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faza 0Ozgii siklinler sentezlenerek dongii yonlendirebilmektedir. Siklin bagimli
kinazlar ise cesitli substrat molekiillerini fosforilleyerek hiicre boliinme siirecini
katalizlerler. Cdk’larin, G, ve M fazlarinda, niikleer laminler, mikrotiibiiller niikleer
hiicre iskeletini hedef aldig1 (64,65), G fazinda ise en onemli hedefinin Rb proteini
oldugu bilinmektedir.Boylece, G; fazinda, siklin-cdk kompleksleri tarafindan Rb
proteininin ¢esitli aminoasit kalintilar1 fosforillenmektedir (66). Hipofosforile
durumda olan Rb proteini, E2F transkripsiyon faktoriinii baglamakta, boylece
transkripsiyon gerceklesememektedir. Siklin ve siklin bagimli kinazlar Rb proteinini
fosforillediginde E2F serbest kalir ve boylece transkripsiyon ve dongiiniin devami

icin gerekli proteinlerin sentezi gergeklesir (67-68).

Rb proteini dongiiniin geri kalan kismu boyunca hiperfosforile halde kalir.
SiklinA ve SiklinB bagiml kinaz cdk2 ve cdkl’in dongiiniin devam etmesi i¢cin Rb
proteinini hiperfosforile bir halde tuttugu diisiiniilmektedir (69). Hiicre dongiisiinde
G; ve S fazinda en fazla arastirilan ve en onemli gibi goriinen p16 ve p21 aileleridir.
pl6 ailesinin p16,p15,p18 ve p19 gibi liyeleri vardir ve cdk4, cdk6 gibi siklin bagimli
kinazlar1 inaktive ettikleri bilinmektedir (70-73). Bu aile, siklin bagiml kinazlarla bu
siklin proteinleri birlesmeden 6nce, stabil kompleksler olustururlar ve siklinlerin asir
ekspresyonu durumunda bile cdklardan ayrilmazlar. p16 ailesi iiyeleri cdk4 ve
cdk6’y1 baglamak suretiyle Rb proteininin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
engellerler (70-73). Ozellikle p16’nin metilasyonu veya mutasyonu %1 dolaylarinda
bildirilmigstir (74-75). p16’nin promoter bolgelerindeki hipermetilasyonlar protein
ekspresyonunda kayip ile sonlanmaktadir (75,76). p16 inaktivasyonu, daha ¢ok p53
mutasyonu bulunmayan hastalarda saptanmistir ve homozigot delesyonu yiiksek Ki-67

proliferatif indeks ile uyumlu bulunmustur (77).

pl6 inaktivasyonu ile epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) geni
amplifikasyonu beraberligi dikkat cekmistir (78). Bu birliktelik daha yaslh hastalarda
ve daha kotii prognozla uyumlu bulunmustur (75). pl6 inaktivasyonu hiicre
proliferasyonunu arttirmakta ve malignitenin gelisimine katkida bulunmaktadir
(79,80). p16’nin kodlanma ve 3’ UTR bolgelerindeki polimorfizmlerin kanser gelisimi
ve prognozu ile iliskili olduguu bildirilmistir. Baz1  polimorfizmlerin pl16’nin
fonksiyonlarini1 degistirdigi, bazilarmin ise fonksiyonlar1 {izerine etki etmedigi

g6zlemlenmistir (81,82).
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p21 ailesi, p21(cipl), p27(kipl), p57(kip2) gibi iiyeleri kapsamaktadir (83,84). Bu
aile, G; fazinin diizenlenmesinde birincil derecede onemlidir (85). Bu proteinlerin
biiyiik olasilikla cdkl disinda cogu cdk iiyelerini inhibe ettigi diisiiniilmektedir
(86,87).

p21 ailesinin iyeleri siklinlere baglanarak cdklarm  Rb  proteininin
fosforillemelerini ve retinoblastoma proteininin E2F transkripsiyon faktoriinden
ayrilmasini engeller (88,89). Diger ailenin iiyelerinden farkli olarak hiicre ortaminda
siklin diizeyindeki artis, p21 fonksiyonlarmi inhibe etmektedir. p21 ‘nin prolifere
hiicre niikleer antijenini (PCNA) bagladigi, DNA replikasyonu ve tamir
mekanizmalarmda rol oynayan DNA polimerazmm alt birimlerinden olan DNA
polimeraz  sigmay1 da baglayarak fonksiyonlarini engelledigi 6ne siiriilmiistiir (90).
P53’iin, p2l1 ekspresyonunu uyarmasi, p53’in hiicre dongiisiinii  kilitleme

metodlarindan biri oldugu bilinmektedir (91).

Siklin D1

Siklin D1, hiicre dongiisii ilerleyisinde gerekli bir diizenleyici proteindir. Siklin
D1’in asir1 ekspresyonunun normal hiicre dongii kontroliinii ve ¢esitli kanser tiplerinin
progresyon ve gelisimine neden oldugu o6ne siiriilmiistiir (92-94). Siklin D1’in primer
lezyonlardan daha yiiksek siklikta lenf nod tiimorlerinde asir1 eksprese oldugu
bildirilmistir. Boylelikle siklin D’nin metastaz isleminde bir role sahip olabilecegi de
ileri stiriilmiistiir. Artmis siklin D1’nin, biiylime avantaji saglayarak hiicre dongii
ilerleyisini yonetebilecegi ileri siiriilmiistiir (95). Diger hiicre dongii proteinlerine zit
olarak siklin D’nin miktarinin azalmasi olduk¢ca onem arzetmektedir. Bunun 6neminin
Gl fazi siklinler 6zellikle D tipi siklinlerin hiicre dongiisiiniin G1 fazi araciligiyla
gliclii bir sekilde hiicre progresyonunu kontrol etmesi dolayisiyla oldugu isaret
edilmektedir (96,97). Ayrica siklin DI1’in hiicre dongii makinesinin potansiyel
onkogenik elementleri arasinda en giicli aday olabilecegi deneysel olarak
kanitlanmistir (98). Siklin DI, 11q13 de lokalizedir ve birka¢ nedenden dolay:
kanserde modifiye lokus icin iyi bir aday gen olup siklin D1’i kodlamaktadir. Bu
nedenlerden ilki, hem normal hem de neoplazili hiicrelerde hiicre dongii kontroliinde
onemli role sahip bir proteini kodlamasidir (99). Siklin D1 siklin-bagimli kinazlar
tarafindan regiile edilen G1 den S’e geciste rol oynayan baslica siklindir (92,100).
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Bir diger neden ise, siklin DI mRNA’ smin alternatif splicing (alternatif ekleme)
gostermesi ve farkli transkriptlerinin translasyonu sonucu transkript a ve b denilen

COOH u¢ domenleri farkh olan ve olas1 fonksiyonel farhiliklara sahip protein iiriinleri

tiretebilmesidir (101,102).

RAS

Yapilan immiinohistokimyasal arastirmalarda RAS asir1 ekspresyonunun mide
adenokarsinomlarinda %60 oraninda gozlendigi bildirilmistir. Mide kanserlerinde
RAS mutasyonlarmnin iilkelere gore farkli bir dagilim gosterdigi saptanmustir. Ornegin
Asya iilkelerinde daha yiiksek oranda saptanan bu mutasyonlarin Avrupa ve Kuzey
Amerika’da daha az oranda goriildiigii ancak bu anlamli degisimin sebebin heniiz tam

olarak anlasilamadig1 rapor edilmistir (103).
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Biiyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri ilk olarak Gy ve G, fazindaki hiicrelere etki ederler. Erken G1’de
bu faktorlerin ortamdan uzaklagmalar1 hiicrelerin Gy fazma geri donmeleriyle
sonuclanabilir. Fakat G;’in sonlarma dogru hiicreler sinir noktasini gectikten sonra
biiylime faktorleri ortamdan uzaklagsa bile hiicreler tekrar Gy noktasina geri donmezler
ve dongiiye devam ederek S fazina girerler (104). Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalari,
biyokimyasal olarak birbirleriyle iliskisi olmayan asamalar arasinda baglanti kuran
biyokimyasal yolaklar olarak tanimlanmaktadirlar (105). Dongiiniin kilitlenmesi ya da
ertelenmesi, ekstrinsik veya intrinsik olabilen c¢esitli faktorler tarafindan
olusturulabilen ve farkli kontrol noktalarini etkileyebilen bir durumdur. Intrinsik
faktorler olarak hiicrenin hacmi, biiyiikliigii s6z konusu olup, bu faktdrler memeli
hiicrelerinde diger canhlara gore daha az 6nem tasimaktadir (106). Tiim hiicreler i¢in
onemli olan, hiicrenin dongiideki ilerleyis oranini ve kararliligini etkileyen hiicre
beslenmesi ise, ekstrinsik faktorlerdendir. Hiicreler aglik durumunda birakilarak kiiltiir
ortamina alindiklarinda  hiicre dongiisiinden c¢iktiklart ve Gy fazina girdikleri
goriilmiistiir. Tim hayvan deneylerinde aglik durumunun, kayiplara bagli olarak organ
ve doku atrofisini uyardig gézlemlenmistir. Bu hiicrelerin dongiiye tekrar katilmalar1
sadece beslenme durumu tekrar iyilestirildikten sonra miimkiin olmaktadir (107-108).

Mide karsinomunda da tirozin-kinaz reseptorlerini kodlayan proto-onkogenler
icinde en sik goriileni hepatosit biiylime faktorii (HGF) reseptoriinii kodlayan c-met
genidir. Ilerlemis mide karsinomlarinda, 6zellikle skiroz karsinomlarda c-met geninde
amplifikasyon sik goriilir. Mide karsinomlarmmda c-met geninin 7.0 kb ve 6.0 kb
kopyalarinin disavurumu siklikla goriilen bir bulgudur. Ozellikle 6.0 kb kopyast hem
timor dokusunda hem de hiicre dizilerinde saptanmustir. Timor hiicrelerinde c-met’in
asirt disavurumunu, stromal hiicrelerin iirettigi HGF ile birlikte mide karsinomu
morfogenezini ve tiimoriin ilerlemesini etkiler. Timoriin parenkimal (epitelyal)
hiicrelerinin iirettigi biiyiime faktorleri veya interlokin-la (1L-1a) stromal hiicreleri

aktive ederek bunlardan HGF salgilanmasin1 saglar.
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HGF bir kolondaki tiimor hiicrelerinin tiibiiler yapilar olusturmasimi saglar ve
boylece iyi diferansiye mide karsinomlar1 geligir. Tiibiiler yapilar1 olusturan timor
hiicrelerinde E-cadherin ve catenin disavurumu mevcuttur. Aksine, eger bir hiicre
klonunda E-cadherin veya catenin’ler azalmis ise veya hi¢ iiretilmiyorsa bu hiicreler
belirgin bir yap1 olusturamaz ve stroma i¢cinde daginik olara bulunur. Bu da az
diferansiye veya skir6z karsinomlarin gelismesine yol acar. TMK-I mide karsinomu
hiicre dizilerinde de HGF ile birlikte E- cadherin yoluyla, mide karsinomlarinda hiicre

adhezyonunu diizenleyen bir faktor oldugunu desteklemektedir.

K-sam geni keratinosit biiylime faktorii i¢in uygun olan hiicre reseptorlerini
kodlar. Az diferansiye ve skir6z mide karsinomlarinda K-sam geninde amplifikasyon
oldugu gozlenmistir. Skirdz karsinomlarda K-sam genindeki amplifikasyon c-met
genindeki amplifikasyondan bagimsiz olarak ortaya ¢ikmaktadir. En az 4 farkh tipte
K-sam cDNA’s1 tanimlanmistir. K-saml ve K-samll cDNA’lar1 membran bagimlh
reseptorleri; K-samlll ve 1V ise sekresyon yapan tipte reseptorleri kodlar. K-samll
disavurumu sadece karsinom hiicre dizilerinde saptanmustir, sarkom hiicre dizilerinde
boyle bir disavurum gozlenmemistir. Ayrica, mide karsinomlarinin sadece 1iyi
diferansiye tipinde c-erbB2 amplifikasyonu saptanmustir ve c-erbB2 asir1
disavurumunun karaciger metastaz1 ile yakin iligkisi oldugu bildirilmektedir. c-Ki-ras
nokta mutasyonu iyi diferansiye karsinomlarda %9-18 oranminda goriiliir iken az

diferansiye karsinomlarda bu bulgu yoktur (46).

Mide karsinom hiicrelerinde ¢ok sayida biiyiime faktorii disavurumu vardir.
Bunlar ¢esitli barsak hormonlari, sitokinler, TGF-alfa, EGF, amfiregulin, TGF-beta,
trombositten koken alan biiylime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiylime faktorii
(IGF) temel fibroblast bityiime faktorii (bFGF), Interlokin (IL) 1L-1alfa ve 1L-6 gibi
biiytime faktorleridir. Bunlarin i¢inde iliskili peptidlerden olan amfiregulin, her iki tip
mide karsinomu i¢in ortak olan biiylime uyaranlarindandir. Gen amplifikasyonu
olmaksizin, TGF-alfa ve EGF reseptorlerinde senkranoz bir asir1 ekspresyon
gozlenebilir. Bu, bir hiicrede biyolojik olarak maligniteyi gosteren bir bulgudur.
Tiimor hiicrelerinde bu molekiillerin asir1 ekspresyonu ile mide karsinomu arasinda

sik1 bir iliski oldugu gosterilmistir.
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Bircok mide karsinomunda TGF-beta tipl reseptorlerinde azalma goriiliir ve
TGF-beta’y1 inhibe eden elemanlar1 baglayan protein diizeyinde de azalma vardir.
TGF-beta reseptor genlerindeki degisiklikler, mide karsinomunda hiicre iireyisini
inhibe edecek olan TGF-beta etkisini ortadan kaldirir. TGF-beta reseptorlerindeki
degisiklikler hem EGF ve IL-lalfa birikimi ile hem de EGF-iliskili peptid/reseptor
kompleksiyle yakin iliski gosterir. Bu iliskinin mide karsinomunun ilerlemesini
kolaylastirdig: diistiniilmektedir. Mide karsinomu hiicrelerinde TGF-alfa, amfiregulin,

TGF-beta ve IL-alfa’nin disavurumunu saglarken; IL-1alfa da bu disavurumu arttirir.
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EGF GENI, YAPISI, EGF A61G POLIMORFiZMi

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), ilk kez 1959 yilinda Cohen ve Levi-
Montalcini tarafindan yilan zehiri ozleri sinir biiyiime faktorii (NGF) arastirilirken

bulunmustur (109).

EGF geni 4. kromozomun uzun kolunun 25-27 segmentinde lokalize olmustur.
24 ekzon ve 23 intron igcermektedir. EGF 6.045 dalton agirliginda tek monomerli bir
polipeptiddir. 110 kb’lik genden sentezlenen 4.8 kb agirhginda mRNA bolgesi
tarafindan kodlanmaktadir. EGF Ras/Raf/MAPK veya fosfoinozitol 3 kinaz (PI3K)
gibi sinyal yolaklarin1 reseptoriine baglanarak aktive etmekte ve bdylece

proliferasyonu, farklilasmay1 ve epitel dokulardaki tiimorogenezi tetikleyebilmektedir

(10-13).
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Fizyolojik kosullar altinda plazmada smirli miktarda biliylime faktori
bulunmaktadir (111). EGF c¢esitli viicut sivilar1 ve dokularinda 6nemli miktarda
tilkiiriik, safra, pankreas suyu, amniyotik sivi, meme sivi ve salgilar, mide ve

duodenum igerigi ve idrarda goriilmektedir (112-113).

EGEF bir¢ok doku tipinin bilylimesini uyaran bir biiylime faktoriidiir, in vivo ve in
vitro ortamda hedef dokulara bagli olarak ¢ok ¢esitli biyolojik fonksiyonlara katki
saglamaktadir. In vivo olarak, EGF anjiogenez, karacifer rejenerasyonu, epitel
gelisimi, ve gastrik asit sekresyonunu inhibe edebilmektedir. Biiylime faktorlerinin
fonksiyon mekanizmas1 kanser hiicrelerinde bozulmakta ve siklikla proliferasyon
acisindan uyarilmaktadirlar. EGF hiicre yasam dongiisiinde kilit rol oynayan en 6nemli

ekstraseliiler molekiillerden bir tanesidir (114-115).

Biiyiime faktorii EGF; DNA sentezini, hiicresel farklilasmay: ve cogalmayi,
sinirsel ve glial hiicrelerin fonksiyonlarini ve EGFR’ye baglanarak sinir sistemine ait
yolaklarida etkileyebilmektedir (116). Cesitli calismalarda EGF'nin glial malign
timorlerde, meme, pankreas ve karaciger kanserinde asir1 eksprese oldugu ve malign
hiicrelere doniisiimii hizlandirarak, hiicre boliinmesini tesvik ederek tiimor olusumu ve

gelisimininde hayati rol oynadig bildirilmistir (117).

Tek niikleotid polimorfizmleri insanlarda genetik ¢esitliginin en yaygin kaynagidir,
ve bireyin kansere yatkinhgmi etkileyebilir (118). Ayrica otokrin/parakrin
mekanizmalara ek olarak gen amplifikasyon ve aktivasyonuyla ilgili bazi EGF ve
EGFR’deki bazi1 mutasyonlar1 (EGF A61G, EGFR VIII) tiimor invazyonu ve tiimor
habislesmesi ile iliskili EGF/EGFR fonksiyonlarmi etkileyebilmektedir (116-117).
EGF 5° UTR bolgesinde yer alan fonksiyonel EGF +61 A-G SNP ilk kez Shahbazi ve
arkadaslar tarafindan bildirilmistir (16). Bu ¢alismada aym zamanda G allelinin gen
transkripsiyonunu arttirarak artan EGF protein ekspresyonuyla iligkili oldugu ifade
edilmistir. Genel populasyona bakildiginda malign melanomlarda da G allelinin ¢ok

yiiksek siklikta goriildiigii rapor edilmistir (17).
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Bir ¢ok molekiiler epidemiyolojik calisma c¢esitli toplumlarda EGF A61G
polimorfizm ve kanser riski arasindaki iliskiyi degerlendirmek amaciyla yiiriitiilmeye
devam etmektedir. (16-17). Ancak literatiirlerde, EGF A61G polimorfizmi ve kanser
riski arasmdaki iliski acisindan celiskili sonuglar bildirilmektedir. Calismamizda da
mide kanserinde EGF A61G gen polimorfizminin O6nemi arastirilacaktir. Mide
kanserine ait risk durumlari, EGF A61G allel ve genotip dagilimlarinin, serum EGF

diizeylerinin, klinik diger parametrelerle iliskileri degerlendirilmeye ¢alisilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu cahsmaya iki Ornek grubu dahil edilmistir. Birinci grupta, 146 kisiden
olusan herhangi bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan
saglikl bireyler kontrol grubuna alinmastir.

Ikinci grupta ikinci grup ise, Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel
Cerrahi Klinigi tarafindan takip edilen mide kanseri tanisi konmus 84 hastay1
kapsamaktadir. Projemize dahil edilen, mide kanseri tanmisi konmus hastalarimizin,
klinik, histopatolojik degerlendirmeleri ve Ornek alimlar1 yukarida belirtilen klinik
tarafindan gerceklestirilmistir. Polimorfizm caligmasi i¢in saglikhi ve mide kanserli
bireylerin kan ornekleri EDTA’ 11 tiipe alinip, DNA izolasyonu yapilmis ve 84 mide
kanserli hasta, ve 146 saglikli kontrolde EGF (A61G) gen polimorfizm ve serum EGF
diizeyleri analizleri yapilmustir.

Mide kanserli hasta ve normal bireylerden saglanan kan Orneklerinden DNA
izolasyonu amonyum asetat ve proteinaz K’nm kullanildig1 tuz ¢oktiirme metoduyla

elde edilmistir (119).

KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz(Promega MBG), Amonyum asetat(Sigma A-8920), Amonyum
kloriir(Sigma A-5666), Amonyum siilfat, Asetik asit(MECK K-04134156), Borik
asit(Sigma B-6768), Bromfenol blue(Sigma B-6896), DNA marker(Fermentas),
EDTA(Merck K-90602121), Etanol(%99 Tekel), Etidyum Bromid(Sigma E-8751),

Hidroklorik asit(% 37 Merck K-13190114), Izopropanol, Potasyum bikarbonat(Merck
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K-126223552), Potasyum hidroksit(Sigma P 1767) Primerler(Fermentas), Proteinaz
K(Stratagene 300-141) Sodyum dodesil (lauryl) siilfat(Sigma L-5750), Sodyum
hidroksit(Merck C754962), Sodyum kloriir(Carlo Erba 368257), Trizma baz(Sigma T-

1503), Tagpolimeraz(Promega), Xylene blue(Fermentas).

KULLANILAN GERECLER

Elektroforez i¢in giic kaynagi(Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi(LKB 2013  miniphor  electrophoresis, LKB 2012  maxiphor
electrophoresis),Hassas terazi (Mettler) , Isiticih manyetik karistirici(Elektromag) ,
Mikrodalga firin(Philco) ,Mikrosantrifiij(TDX ), PCR cihazi (MJ Research Techne) ,
pHmetre(Hanna), Pipet takimi(Brand), Santrifiij(Hereaus),
Spektrofotometre(Shimadzu  UV-1208), Su banyosu (Elektromag) , UV
transilluminator(Stratagene UV/White light Transilluminator),Vorteks Kkaristiric

(Nuve mix), nanodrop (ND-1000 spectrophotometer).

COZELTILER
DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTILER

Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA)’in tartimlar1 yapilarak erlen ig¢ine alindi. 900 mililitre
distile su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1IN NaOH ile 7.4’e ayarlandi.Daha sonra balon
joje icine alinarak 1 litreye tamamlandi.Cozelti 1siya dayanikli cam siselere aktarilarak

120°C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800
ml distile su eklendi.Manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildiic ve pH’s1 NaOH
coOzeltisi ile 8.0’e ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.
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4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre distile su ilave
edildi ve manyetik karistiric yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak

1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)

25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon
jojeye konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edildi. Oda 1s1sinda saklandi.

1 M Tris Tamponu ( Stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi.Uzerine 42 ul hidroklorik asit
(HC) ile yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistirict yardimiyla
¢Oziindiiriildii. Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher icine alindi. Uzerine 80 mililitre
distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve
distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize
edildi ve +4°C’de saklandi.

% 10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher icine alinarak iizerine 80 mililitre
distile su eklendi. Manyetik karistirici yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7.2’ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve oda 1s1sinda saklanda.
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Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢cinde steril distile su ile 1

mililitreye tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTIiLER

Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)
20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1
mililitre 1M Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol

tartilarak steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1sisinda saklandi.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamlandi.

5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher igine aktarildi. Uzerine
20 mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriildii.Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi ve

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda sakland:.

KULLANILAN YONTEMLER

PERIFERIK KANDAN DNA IZOLASYONU

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’]1 tiiplere alindiktan sonra c¢alisma i¢in
falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi
eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan 6rneklerin
1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlari atildi ve pelletleri
tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit parcalama ¢ozeltisi
eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildi ve siiparnatantlar atilarak siispanse edildi. Siispanse olan pellet tizerine
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500 pul %10°’luk SDS, 75 pl proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml 16kosit parcalama
cozeltisi (WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast her 1 ml. 6rnek basina 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi
eklendikten sonra yavasca karstirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek
proteinler ¢oktiiriildii (119).

Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan
Ol¢ciimlerle DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 5S0ug/ml ¢ift iplik¢ikli DNA
iceriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260
nm’deki Ol¢ciim degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu

hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: ODsep X 50pg/ml

DNA orneklerinin safligt ODygo/ OD,gp orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODyey/ ODygp degeri yaklasik 1.8°dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiciik olacaktir. ODyg/ ODygo degeri 2°den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

EGF GEN POLIMORFIiZMLERININ TESPiT EDILMESI

EGF (A61G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullamlan Primer Dizileri

EGF (A61G) ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin
niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu primerler uluslar arasi yayinlarda

dogrulanmis primer dizileridir (120).

Ileri primer: 5°- TGTCACTAAAGGAAAGGAGGT- 3°
Geri primer: 5’-TTCACAGAGTTTAACAGCCC -3’
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)’da Kullamilan
Kimyasal Maddeler ve PCR’1n Hazirlamsi

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EP0402)

PCR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PCR

reaksiyonuna eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas RO171)

100 mM' ik ANTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar pl alinip (toplam 40
pul) 1 ul’ lik tiipe kondu ve iizerine 960 ul distile su eklenerek (d,H,O) 1000 ul 1mM
‘hik dNTP karistmi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PCR

reaksiyonuna bu stoktan alinan dNTP karigimi kullanildi.

PCR Karisiminin Hazirlamsi

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, Tablo3-1’deki bilesenler sirasi
ile 0,2 mI’lik steril tiipe konuldu. 10 6rnek c¢alisilacak ise pozitif ve negatif kontrol i¢in
birer tane ve pipetleme hatalar1 icin de bir tane olmak iizere toplam 13 iizerinden
reaksiyon karigimi hazirlandi.PCR karigtminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz

tizerinde sogukta ve steril kabin icerisinde yapildi.



Tablo 3-1 : PZR Karisimimin Hazirlanmasi :
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Malzemeler

ik

konsantrasyon

Son

konsantrasyon

Kullanilan

hacim

10 + 3’ lik

reaksiyon

PCR

Tamponu

Dntp

[leri primer

100pmol/ul

Geri primer

100pmol/ul

MgCl,

Taq

polimeraz

Distile su

150-200 ng.

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan

bilesenlerin iyice karismasi i¢in pipetleme islemi yapildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 ml’lik

tiiplere 23 ul reaksiyon karistmi dagitildi. Daha sonra her tiipe 2 ul DNA eklenerek

yeniden pipetleme yapildi ve daha onceden 95 °C sicakhiga c¢ikarilmis PCR

cihazina(Techne Mini Termal Cycler)drnekler yerlestirildi ve PCR islemi baslatildi.




PCR Sartlar:
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EGF (A61G) gen polimorfizmini tespit etmek i¢cin kullanilan ileri ve geri

primerler i¢in annealing derecesi optimize edilerek 60 °C sicaklik secilmistir (Sekil 3-

1).

95
94 5dk 45sn

72

45sn
55

45sn

I 35 Dongii

Sdk

Sekil 3-1: EGF (A61G) Gen Polimorfizmi PZR Kosullar:

>

(t) saniye

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN KIMYASAL

MADDELER VE GERECLER

5X TBE ( Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazrlams: :

S4gr Tris base (Sigma, T-8524) ve 27,5 gr. Borik asit (Sigma, B-6768) tartilarak
800 ml distile suda ¢oziildii.Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH :8,0) ilave edildikten

sonra 1000 ml’ye tamamlandi.Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1

X TBE kullanildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol

mavisi karisimi kullanildi.
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% 2’lik Agaroz Jel Hazarlanmasi:

® 4 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen icine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu

ile ¢coziindiiriildii.

¢ Erlenin sicakhigi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢oziinmiis
agaroz jel icine 4,5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

e Hazirlanan jel yatay jel yatagi icine dokiilerek, yilikleme kuycuklarinin

olugmasi icin tarak yerlestirilerek donmaya birakild:.

e Jel donduktan sonra tarak dikkatlice cikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

PCR Uriinlerinin % 2’lik Jele Yiiklenmesi:
*  %?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu.

e Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel iizerine

eklendi.

e 7 ul PCR iiriiniine, 3 pl yiikkleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karstirildi. 10 pl’lik 6rnek karigimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

Yiikleme isleminden sonra jel tankmin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik giiciine

ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

PCR Uriinlerinin Kontrolii:

EGF (A61G) ilgili gen bolgeleri ile ilgili PCR iiriinlerinin olusup olusmadigini
kontrol etmek amaciyla PCR tiiplerinden alman 7 pl 6rnek 3 ul yiikleme tamponu ile
kanstirilarak  yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Yiiriitme
isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR iiriinleri incelendi

ve fotografit UV transilliiminator diizene ginde cekildi.
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EGF (A61G) GEN POLIMORFiZMi ENZIiM KESIiMi

EGF (A61G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanillan Enzim ve Kimyasal
Maddeler

Amplifiye olan PCR iiriinleri Alul enzimi 37°C’de 16 saat kesilmistir. Kesim
isleminde bir 6rnek i¢in 10 pul PCR amplifikasyon iiriinii, 9 ul distile su, 1l 10x buffer

kullanilmastir.

Tablo 3-2 : EGF (A61G) Gen Polimorfizminin Tespitinde Kullanilan Enzim ve

Kimyasal Maddeler
e ___________________________________________________|
ik Son
Malzemeler Eklenen hacim
konsantrasyon | konsantrasyon
PCR {iriinii 10 pul
Distile su 9ul
10X Buffer R
10X 0,8 X Tul
Tamponu
Blp I enzimi 10 U/ul 5 U/ul 0,5 pl

Toplam: 20,5 ul
EGF (A61G) Gen Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii
*  %3’liikk agaroz jel hazirland:.

e [lgili kesim enzimleri ile kesilen PCR iiriinlerinden 8 ul ve yiikleme
tamponundan 2 pl almarak kanistirthp %2’lik agaroz jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi.

e Kesim iirlinleri (Fermentas 50 bp) DNA molekiiler marker ile birlikte

yiiriitiildii.

e Yiiriitme sonrs1 jel iizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.
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EGF (A61G) Gen Polimorfiziminin Degerlendirilmesi

242 b¢’lik PCR iiriinleri uygun kosullar altinda Alul enzimi ile kesilmistir.
Uygulanan islem sonrasi kesim iirlinleri AA genotipinde 15, 34, 92, 101 b¢ GG
genotipinde 15, 34, 193 b¢ heterozigot AG genotipinde ise 15, 34, 92, 101, 193 bg
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3-2). Ancak jel goriintiisiinde 15 ve 34 b¢’lik bantlar

gozlenemediginden ayirim diger bantlarmn biiyiikliikklerine gore yapilmstir.

AA: 15 be GG: 15 be AG: 15 be
34 be 34 be 34 be
92 be 193b¢ 92 be
101 be 101 be
193 be

Sekil 3-2 : EGF (A61G) Gen Polimorfiziminin Sematik Jel Goriintiisii
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SERUM EGF DUZEYININ ELIiSA YONTEMI iLE TAYIiNi

Deneyimizde kullanilan Serum EGF (ELISA) kitinde kuyular 6nceden insana 6zgii
poliklonal antikor EGF ile kaplanmistir. Ornekler (bilinen insan EGF igeriginin

standartlar1 dahil), kontrol numuneleri ve bilinmeyenler bu kuyulara pipetlenir.

[k inkiibasyon sirasinda, EGF antijeni sabit antikorlara tek bir bolgeden baglanirlar.
Yikamadan sonra, EGF’ye ozgii biyotinile monoklonal antikorlar eklenir. ikinci
inkiibasyon sirasinda bu antikorlar ilk inkiibasyon sirasinda ele gecirilen sabit

EGF’lere baglanir.

Yabanc: antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra Streptavidin-Peroksidaz
(enzim) eklenir. Bu enzim, sandvi¢in dordiincii iiyesini tamamlamak icin biyotinile
antikora baglanir. Uciincii bir inkiibasyon ve baglanmamis enzimleri uzaklastirmak
icin yapilan yikamadan sonra substrat soliisyonu eklenir. Bu soliisyon, bag enzimi
tizerinden renk iiretmek i¢cin ¢alisir. Bu renkli iirliniin yogunlugu orijinal numunede

mevcut EGF konsantrasyonu ile dogrudan orantilidir.



SAGLANAN REAKTIFLER
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Reaktifler

96 Test Kiti

192 Test Kiti

EGF Standard.
E.coli’den alinarak
saflastirilmis rekombinant
EGF. %0.1 sodyum azid
icerir.

Miktar1 ve sulandirma
hacmi i¢in flakondaki
etikete bakin.

2 flakon

4 flakon

Standart Seyreltici Tampon.
%0.1 sodyum azid igerir.
Her sisede 25 M1

1 sise

2 sise

Antikor kapli kuyular.
12x8 Kuyu Seridi

1 plate

2 plate

EGF Biotin Konjugat
(Biotin-etiketli anti-EGF).
%0.1 sodyum azid igerir.
Her sisede 11 mL

1 sise

2 sise

Streptavidin-HRP (100X).
3.3 mM timol igerir. Her
flakonda 0.125 mL

1 flakon

2 flakon

Streptavidin-HRP
Seyreltici.

3.3 mM timol igerir. Her
sisede 25 mL

1 sise

1 sise

Yikama Tamponu
Konsantresi (25X).
Her sisede 100 mL

1 sise

1 sise

Stabilize Kromojen,
Tetrametilbenzidin (TMB).
Her sisede 25 mL

1 sise

1 sise

Durdurucu Soliisyon
Her sisede 25 mL

1 sise

1 sise

Plate Kapaklart.
Yapigkan bantlar.




REAKTIF HAZIRLAMA VE DEPOLAMA

A. insan EGF Standardinin Sulandirilmas ve Seyreltilmesi
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1. Standardlar, Standart Seyreltme Tamponuyla sulandirildi. Talimatlar icin standart

flakon etiketi bakildi. Dondiiriildii, hafifce karistirildi ve tam sulandirmay1 saglamak icin 10

dakika beklenildi. Sulandirildiktan sonra 1 saat i¢inde standart kullanld.

2. 0.570 mL Standart Seyreltme Tamponu iceren bir tiipe sulandirilmus standarttan 0.030
mL eklendi. 250 pg/mL Hu EGF seklinde etiketlendi. Karistirildi.
3. 125, 62.5,31.2, 15.6, 7.8 ve 3.9 pg/mL Hu EGF etiketli her 6 tiipe 0.300 mL Standart

Seyreltme Tamponu eklendi.

4, Asagidaki seyreltme tablosunda agiklandigi gibi standartlarin seri seyreltmeleri

olusturuldu. Adimlar arasinda iyice karistirildi.

B. insan EGF Standart Seyreltilmesi.

Standart Ekle: Icine:

250 pg/Ml 2. adimda agiklandi@1 gibi hazirlayin.

125 pg/Ml 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
250 pg/mL standarttan Tamponundan

62.5 pg/Ml 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
125 pg/mL std.tan Tamponundan

31.2 pg/mL 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
62.5 pg/mL std.tan Tamponundan

15.6 pg/mL 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
31.2 pg/mL std.tan Tamponundan

7.8 pg/mL 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
15.6 pg/mL std.tan Tamponundan

3.9 pg/mL 0.300 mL, 0.300 mL Seyreltme
7.8 pg/mL std.tan Tamponundan

0 pg/mL 0.300 mL, Bos bir tiip

Seyreltme Tamponundan




C. Streptavidin-HRP (100X)’in Seyreltmesi
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Streptavidin-HRP (100X) %50 gliseroldiir. Bu soliisyon viskozdur. Dogru seyreltme

saglamak icin, Streptavidin-HRP (100X)’in oda sicakligina erigsmesi beklendi. Hafifce

kanistirildi. Streptavidin-HRP (100X)’i yavasca pipetlendi. Temiz emici kagit ile pipet ucunda

kalan atik konsantre soliisyonu hafifce silindi. Seyreltme asagidaki sekilde uygulanmistir.

8-Kuyulu Seritlerden # | Streptavidin-HRP Seyrelticinin Hacmi
Tane (100X)’in Hacmi
2 20 pL soliisyon 2mL
4 40 uL soliisyon 4 mL
6 60 uL soliisyon 6 mL
8 80 uL soliisyon 8 mL
10 100 pL soliisyon 10 mL
12 120 pL soliisyon 12 mL
D. Yikama Tamponunun Seyreltilmesi

Yikama Tamponu konsantresinin (25X) oda sicakligina gelmesi beklendi ve ¢oken tuzlarin

eridiginden emin olmak i¢in karistirildi. 24 hacim deiyonize su ile 1 hacim Yikama Tamponu

konsantresi (25X) seyreltildi (6rnegin; 50 mL 1,25 litreye seyreltilebilir, 100 mL 2,5 litreye

seyreltilebilir). Konsantre ve seyreltilmis yikama tamponlarini buzdolabinda saklandi.
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METODUN UYGULANISI
1. Test icin gerekli olan 8-kuyulu gerit sayis1 belirlendi.
2. Standart Seyreltici Tampon ile serum ornekleri 1:20 oramnda seyreltildi (6rnegin; 180

pL Standart Seyreltici Tampona 20 pL 6rnek eklendi, daha sonra seyrelttigimiz 6rnegin 20
pL’si 380 pL Standart Seyreltici Tampona eklendi.).

3. Kuyular1 sifirlamak icin 100 pL Standart Seyreltici Tampon eklendi. Kromojen bosluk
icin ayrilan kuyular bos birakilmalidir.

4. Standartlardan, kontrollerden ve orneklerden uygun mikrotiter kuyularina 100 pL
eklendi. Karistirmak icin plate’in bir tarafindan hafifce vuruldu.

5. Plate kapatildi ve 2 saat oda sicakhi@inda inkiibe edildi.

6. Soliisyonu kuyulardan bosaltild1 , aspire edildi ve s1vi kuyulardan atildi. Kuyular 4 kez
yikand1.

7. Biyotinile Hu EGF Biyotin Konjugat soliisyonundan 100 pL pipetlendi ve kromojen
bosluk disindaki tiim kuyulara koyuldu. Karistirmak igin plate’in bir tarafindan hafifce
vuruldu.

8. Plate kapatildi ve 1 saat oda sicakh@inda inkiibe edildi.

9. Soliisyon kuyulardan bosaltildi, aspire edildi ve sivi kuyulardan atildi. Kuyular 4 kez
yikand1.

10. Kromojen bosluk disindaki tiim kuyulara 100 pL Streptavidin-HRP Calisma
Soliisyonu eklendi.

11. Plate kapatildi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

12. Soliisyon kuyulardan bosaltildi, aspire edildi ve sivi kuyulardan atildi. Kuyular 4 kez
yikandi.

13. Her kuyuya 100 pL Stabilize Kromojen eklendi. Kuyulardaki sivilar mavi olmaya
baslayacaktir.

14. Karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

15. Her kuyuya 100 pL Durdurucu Soliisyon eklendi. Karigtirmak icin plate’in bir
tarafindan hafifce vuruldi. Kuyulardaki soliisyonlarin rengi maviden sariya donmelidir.

16. 100 pL Stabilize Kromojen ve 100 pL Durdurucu Soliisyondan olusan kromojen
bosluga karsilik plate okuyucuda da bosluk birakarak 450 nm’de her kuyunun absorbansi
okundu. Durdurucu soliisyonu ekledikten 2 saat sonra okuma yapildi.

17. Milimetrik kagida standartlarin absorbansi — standart konsantrasyonu grafigi cizildi.
(Grafik cizilmeden 6nce arka plan absorbans; standartlari, bilinmeyenleri ve kontrolleri iceren

tim veri noktalarindan ¢ikarilmus olabilir.). Standart egri olusturmak icin bu noktalar
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araciligiyla piiriizsiiz bir egri ¢izidli. Egri uydurma yazilimm kullamhiyor ise, algoritmanmn dort
parametresi en iyi egri uyumunu saglar.

18. 17. Adimda cizilen standart egriden bilinmeyen Orneklerin ve kontrollerin Hu EGF
degerleri okundu. 2. Adimda yapilan serum Ornegindeki 1:200 seyreltmeyi diizeltmek i¢in
degerleri 200 ile carpildi (Yiiksek standarda (250 pg / mL) gore daha fazla sinyal iireten
ornekler, Standart Seyreltici Tampon ile seyreltilerek tekrar analiz edilmelidir ve bulunan

konsantrasyon, uygun seyreltme faktorii ile ¢arpilmalidir.).

TiPiK VERI

Asagidaki veri 0-250 pg / ml Hu EGF aralig iizerinde cesitli standartlardan elde edildi.

Standart EGF (pg/mL) Optik yogunluk (450 nm)
0 0.025
0.027
3.9 0.074
0.079
7.8 0.126
0.128
15.6 0.236
0.241
31.2 0.480
0.473
62.5 0.836
0.835
125 1.578
1.600
250 2.499
2.549
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4. BULGULAR

PCR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

EGF (A61G) PZR Uriinlerine Ait Bulgular

EGF (A61G) gen bolgesinin polimorfizmine ait pcr iirlinleri %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti icin 242
bc’lik 6zgill PCR iirliniine ait bantlar elde edildigi gozlendikten sonra bu pcr

irtinlerinin Alul enzimi kullanilarak kesimi gerceklestirildi (Sekil 4-2).

E

50b¢. Marker

Sekil 4-1: EGF (A61G) PZR Uriinlerine ait Bulgular

KESIiM URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

EGF (A61G) Uriinlerine Ait Bulgular
EGF (A61G) PZR iiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra

per iriinlerine Alul enzimiyle kesim uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen iiriinler
%2’lik agaroz jel elektroforez yontemiyle yiiriitiildii. EGF (A61G) polimorfizminde
Alul enzim kesimi uygulandiktan sonra gozlenen 15, 34, 92, 101 b¢’lik bantlar
dogal (wild) tip AA genotip olarak degerlendirilirken 15, 34, 193 b¢ olmak iizere ii¢
bant veren Ornekler ise mutant GG genotipi olarak saptanmistir. Heterozigot mutant
AG genotipinde ise 15, 34, 92, 101, 193 bg biiyiikliigiindeki bantlar izlenmistir
(Sekil 3-1). Ancak jel goriintiisiinde 15 ve 34 b¢’lik bantlar gézlenemediginden ayirim
diger bantlarin biiyiikliiklerine gore yapilmistir (Sekil 4-2).



S0bc. Marker

Sekil 4-2: EGF (A61G) Kesim Uriinlerine ait Bulgular
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Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Hesaplar

Bu calismanm istatistiksel analizleri SPSS 7,5 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Istatistiksel anlamhlik smir1 p<0,05 olarak alinmis olup EGF (A61G),
genotip ile allellerinin goriillme sikliginm, gruplar arasi farkliliklarla beraber
degerlendirilmesinde Ki kare (y° ), sayisal verilerin analizi icin ise student-t testi

kullanilmastr.

ISTATISTIKSEL ANALiZ SONRASINDA ELDE EDILEN BULGULAR

Calismamiza dahil edilen mide kanserli hasta ve kontrol grubuna ait 6zellikler Tablo
4.1°de verilmistir. Buna gore mide kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda yas,
kilo, boy, VKI, ailede kanser hikayesi, alkol kullanimi ac¢isindan istatistiksel anlamlilik
mevcut degildi. Yas parametresine gore yapilan degerlendirme sonucunda kontrol
grubunun yas ortalamasi 53,06+9,58 hasta grubunun yas ortalamasi 56,94+13,78

seklinde bulunmustur.
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Tablo 4- 1: Calisma Gruplarina ait Veriler

ANALIZ EDILEN )
. MIDE

n= 146 HASTALAR
n=84

Cins
Kadin, n (%)
Erkek, n(%)

55 (37,7) 19(22,6)
91(62,3) 65(77,4)

Yas Ortalamalari (y1l) 53,06+9,58 56,94+13,78

Sigara Kullamimm
Icenler, say1 (%) 55(37,7) 12(14,3)
igmeyenler , say1 (%) 91(62,3) 72(85,7)

n:birey sayisy; tablodaki degerler X+SE olarak verilmistir; gruplararasi analiz student t testi ve Kikare ()(2 ) ile
gerceklestirilmistir.

Calisma grubumuza dahil edilmis olan mide kanserli hastalarm %774’
erkek, %?22,6’s1 kadinlardan olusmaktaydi. Hasta grubu boy, kilo ve VKI
parametreleri acisindan degerlendirildignde erkek hastalarin boy, kilo, VKI
parametreleri ile kadin hastalarin boy, kilo ve VKI parametreleri arasinda istatistiksel

acidan anlamli bir fark bulunmamustir.

Mide kanserli hastalarin timor evreleri incelendiginde, %3,1°1 T1, %25°1 T2
%32,8’1 T3, %39,1’1 T4 olarak saptandi. Hastalar lenf nodu tutulumu agisindan
incelendiginde, NO %18,8, N1 %39,1, N2 %26,6, N3 %15,6 olarak degerlendirildi.
Hastalarin %34,4’tiinde uzak metastaz, %57,1’inde perinoral invazyon, %57,1’inde

timor nekrozu, %50’sinde kan damar1 invazyonu varligi durumu saptandi.
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Tiimor lokalizasyonu, %8,3’iinde antrum biiyiik kurvartiir, %16,7’sinde antrum
kiiciik kurvartiir, %12,5’inde kardia, %25’inde antrum korpus, %12,5’inde antrum
pilor, %12,5’inde korpus ve %12,5’inde ise antrum bolgesinde yer almaktaydi. Timor
tipleri, %20’sinde tiibiiler, %13,3’linde intestinal, %60’inde diffiiz tash yiizik ve

%6,7’ sinde miisindz adeno ca seklindeydi.
Tablo 4- 2: Mide kanserli hastalarda EGF A61G gen polimorfizmlerine ait genotip ve

allel dagilimlan

Mide
Genotipler Kanserli Kontroller § OR: %95 Giiven
ve Alleller Hastalar n(% ) Arahg (CI)
n(%)

17(20,2) 48 (32,9) |1 0,616(0,380-0,998)

45(53,6) 76(52,1) | 1,029(0,799-1,325)

22(26,2) 22(15,1) | 1,738(1,027-2,943)

A Alleli 79(47,02) 172(58,9) , 5 .
Tablo Kikare (") =2,36

p degeri: 0.305
G Alleli 89(52,9) 120(41,09)

N: birey sayist; gruplararas1 analiz Kikare (5) testi ile gerceklestirilmistir.

“ Hasta ve kontrol grubu arasmda genotip dagilimlar1 ve allel frekanslarinin kontrol grubu ile karsilastiriima

sonrasi analiz Kikare (x*) ile gerceklestirilmistir. . * p<0.05.
Tabloda secilen genotipin, diger tiim genotiplere karsit OR’si verilmistir.

EGF A61G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde AA, AG, GG
genotip frekanslar1 hasta grubunda swrasiyla %20,2, %53,6, %26,2, ve kontrol
grubunda %32,9, %52,1, %15,1, olarak gbzlenmis olup genotip dagilimi agisindan
kontrol grubu ve mide kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmuistir.
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EGF A61G gen polimorfizminde AA genotipi mide kanserli hastalarda (%?20,2),
kontrol grubuna gore diisilk frekansta gozlenmis (%32,9) olup, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamliliga ulasmistir (p=0,040, OR:0,616, %95CI: 0,380-0,998).
GG mide kanserli hastalarda (%?26,2), kontrol grubuna gore yiiksek frekansta
gbzlenmis (%15,1) olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,039, OR: 1,738, %95CI: 1,027-2,943). AG genotipi mide kanserli hastalarda
(%53,6), kontrol grubuna gore daha yiiksek frekansta gozlenmis (%52,31) olup,
aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p=0,824, OR:1,029,
%95CI:0,799-1,325).

EGF A61G gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde G allel
frekansinin mide kanserli hastalarda (%52,9) kontrol grubuna gore (%41,09) yiiksek
oldugu, A allel frekansmin ise hasta grubunda (%20,2) kontrol grubuna (%32,9) gore
diisiik oldugu gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamuistir. (y2 2,36

p= 0.305) (Tablo 4.2).
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Tablo 4- 3: EGF A61G Gen Polimorfizmi Allel Dagilimlan ile Hastalarin Klinik ,Prognostik
Parametrelerinin Degerlendirilmesi

EGF A61G
. . AA AG+GG N P GG AG+AA N P

genotipleri N(%) N(%) N(%) (%)
Cins
Kadm 2(10,5) 17(89,5) 19 0,336 8(42,1) 11(57,9) 19 0,73
Erkek 15(23,1) 50(76,9) 65 14(21,5) 51(78,5) 65
Tiimor Derecesi
T3+T4 8(17,8) 37(82,2) 45 0,438 9(20) 36(80) 45 1,00
T1+T2 5(26,3) 14(73,7) 19 4(21,1) 15(78,9) 19
Lenf nodu
tutulumu
N(+) 12(23,1) 40(76,9) 52 0,759 4(18,2) 18(81,8) 52 0,728
N(-) 1(8,3) 11091,7) 12 9(21,4) 33(78,6) 12
Uzak metastaz
Var 4(18,2) 18(81,8) 22 1,00 8(18,2) 18(81,8) 22 1.00
Yok

9(21,4) 33 (78,6) 42 9(21,4) 33(78,6) 42

n:birey sayisi; gruplararasi analiz Kikare (y”) testi ile gerceklestirilmistir.

Mide kanserli hastalarda EGF A61G genotiplemesi sonrasit A ve G allel
frekanslar1 ile hasta grubumuzun yas ve cinsiyet, ailede kanser hikayesi, sigara

kullanim1 parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bulgu saptanmamuistir.

Hasta grubumuzda EGF A61G genotiplemesi sonuclar1 sonrasi, G alleli T3 veya
T4 evresinde olan hastalarda (%82,2) T1 veya T2 de olanlara gore (%73,7) daha
yliksek frekansta gozlenmistir. AA genotipi ise T1 veya T2 evresinde olan
hastalarda(%?26,3) T3 veya T4 evresinde olan hastalara (%17,8) gore daha yiiksek

oranda izlenmis ancak herhangi bir istatistiki anlamlilik bulunmamastir.
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Ayrica A alleli agisindan da yine T3 veya T4 evresinde olanlarda (%80) T1
veya T2 olanlarda (%78,9) oranlar1 gozlenmis, aradaki farklar ise istatistiksel

anlamlilik gostermemistir.

EGF A61G gen polimorfizmi bolgesel lenf nod metastaz parametresiyle
degerlendirildiginde AA genotipi tasimanin lenf nod pozitif olan hastalarda (%23,1),
lenf nod negatif olanlara gore (%8,3) daha yiiksek oldugu gozlenmis olup, G allel
frekansi ise lenf nodu negatif hastalarda (%91,7) lenf nod pozitif olan hastalara gore
daha yiiksek (%76,9) olarak saptanmus olup istatistiki olarak anlamli bir bulgu elde
edilememistir. A alleli tasima agisindan da lenf nod pozitif hastalar ile (%81.8),

negatif olanlar (%78,6) arasinda fark gézlenmemistir (p=0.728).

EGF A61G genotiplemesi sonrasinda EGF A61G genotip dagilimi ile uzak
metaztaz varhigl incelemesinde, uzak metastaz varlig: tiim hastalarin allel frekanslar1

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bulgu mevcut degildir (P=1.00).

EGF A61G genotiplemesi sonrast A ve G allel dagilimlan ile perinoral

invazyon parametresi arasinda herhangi bir iligki bulunamamistir.
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Mide kanserli hastalarda

serum EGF diizeyleri kontrol

grubu ile
karsilastirildiginda mide kanserli hastalarda EGF serum diizeyleri (27,24 4,9) kontrol
grubuna gore (29,7+3,9) daha diisiik oranda tespit edilmis olup ancak aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Gruplar arasi dagilim Mann-Whitney U

analizi ve Kruskal-Wallis Testi ile saptanmustir (p=0.092) (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Mide Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda Serum EGF Diizeyleri

Hasta/Kontrol (N) Ortalama Deger p degeri*
Grup Standart Sapma
Mide Kanserli 79 27.2:4.9 0,092
Hasta Grubu
Kontrol Grubu 84 29,7439

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Caligma gruplar1 arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gerceklestirilmistir.

Tablo 4-5: Mide Kanserli Hasta ve Kontrol Grubunda EGF A61G Genotip ve
Serum EGF diizeyleri (pg/ml)

Ortalama
Hasta Ortalama Kontrol
EGF Deger
Grubu Deger Standart J| P degeri Grubu P degeri
Genotip Standart
N) Sapma N)
Sapma
AA 15 ‘ 17,107+8,1415 ‘ 0,204 28 ‘ 40,44648,87 0,094 ‘
AG 42 | 35,464+5,6169 | 43 | 27,081+4,73 |
GG 22 ‘ 18,40048,1487 ‘ 13 ‘ 15,392+4,19 ‘

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Caligma gruplar1 arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile

gerceklestirilmigtir.
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Mide kanserli hasta ve kontrol gruplarinda EGF A61G genotipleri gozetilerek EGF
serum diizeyleri (pg/ml) degerlendirildiginde grup ici istatistiksel anlamli fark
saptanmamustir. Gruplararasi analiz sonrasmmda GG genotipli hastalarda EGF serum
diizeyi (18,400+8,1487) pg/ml kontrol grubuna (15,392+4,19) pg/ml gore daha yiiksek

miktarda saptanmis ancak istatistiksel anlamlhiliga ulasilamamaistir (Tablo 4-5).

Tablo 4-6: Mide Kanserli Hasta Grubunda EGF A61G Gen Polimorfizmi Allel
Dagilimm ve Serum EGF diizeyleri (pg/ml)

Ortalama
EGF ELISA N) Deger Standart p degeri
Sapma
AA 28 24,368+3,80 0,122
AG+GG 56 40,446+8,87
GG 13 15,392+4,55 0,055
AG+AA 71 32,352+4,19

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Calisma gruplari arasinda serum egf diizeyi karsilagtrimasi Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gergeklestirilmistir.

Hasta grubumuzda G alleli tasiyan (AG+GG) hastalarda serum EGF diizeyleri
(40,446+8,87) AA genotipini tasiyan hastalara gore (24,368+3,80 pg/ml) daha
yliksek oranda bulunmus ancak  istatistiksel olarak anlamlilifa ulasamamistir
(p=0,122). Yine A alleli tasityan (AG+AA) hastalarda serum EGF diizeyleri
(32,35244,19 pg/ml) GG genotipi tasiyan hastalardakine gore (15,392+4,55 pg/ml)
daha yiiksek oranda izlenmis ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0,055).
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Tablo 4-7: Mide Kanserli Hastalarda EGF A61G Gen Polimorfizmi Genotip,
Cinsiyet Parametreleri ve Serum EGF diizeyleri (pg/ml)

EGF
Genotipler

Kadin (n) Erkek (n)

19,00+12,90 (2) 16,81+9,32  (13)

36,09+23,73 (8) 3532+8,58 (34)

18,9249,29 (8) 18,10+£7,31 (14)

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Caligma gruplar1 arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gerceklestirilmistir.

Mide kanserli hastalarda EGF A61G gen polimorfizmi genotip dagilimlar ile serum
EGF diizeyleri hastalik parametreleri ile birlikte degerlendirildiginde cinsiyet
parametresi ile bir iliski saptanmamustir. Ayni sekilde yas, sigara kullanimi, aile

hikayesi gibi parametrelerde de herhangi bir anlaml bulguya rastlanmamstir.

Tablo 4-8: Mide Kanserli Hastalarda EGF A61G Allel Dagilimi, Tiimor Derecesi
Parametreleri ve Serum EGF Diizeyleri (pg/ml)

Tiimor P
. AA (n) AG+GG (n) . GG (n) AA +AG (n) p degeri
Derecesi degeri

23,85+17,3 34,48+7,7 22,55+8,5 35,51+8,6
0,577
(7 (34) ©) (32)

T1+T2 12,02+6,6 8,92+3,7 0,697 5,27+0,67 10,85+4,04 0,482

) (14) 4) (14)

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Cahsma gruplar arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gerceklestirilmistir.
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Mide kanserli hastalar tiimoér derecelerine gore I+II ve III+IV olarak
gruplandiginda, EGF A61G AA, AG ve GG genotiplerine gore sirasiyla serum
stirvivin diizeyleri I. ve Il.derece tiimorler icin (12,0246,6),(10,38+5,2 ), (5,27+0,67)
ve III. veya IV.derece tiimorlerde ise (23,85+17,3), (38,77+10,07), (22,55+8.5) pg/ml

olarak saptanmustir.

Tablo 4-9: Mide Kanserli Hastalarda EGF A61G Allel Dagilimi, Lenf Nodu
Tutulumu Parametreleri ve Serum EGF diizeyleri (pg/ml)

Lenf
AG+GG AG+AA

nodu AA (n) pdegeri GG (n) p degeri
(n) (n)

tutulumu

21,14+12,1 27,26£6,7 192+73  28,02+7.3
np+n,+ns
(10) (37) (11D (36)

26,21%12,02 6,35+0,45 279+13,15
0,601
(1D (2) (10)

Tablodaki degerler X+SE (Standard Hata) olarak verilmistir.

*Caligma gruplar1 arasinda serum egf diizeyi karsilastirilmas1 Kruskal-Wallis Testi analizi ve Mann-Whitney U analizi ile
gerceklestirilmistir.

Mide kanserli hastalar lenf nodu tutulumlarina gore gruplandiginda, EGF A61G GG
genotipini tagiyan bireylerin serum EGF diizeylerinin lenf nodu tutulumu pozitif olan
hastalarda (19,2+7,3) lenf nodu tutulumu negatif olan hastalara (6,35+0,45) oranla
daha yiiksek oranda tespit edilmis olup aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustur.
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Tablo 4-10: Mide Kanserli Hastalarda EGF A61G Allel Dagilimi, Metastaz

Durumu Parametreleri ve Serum EGF Diizeyleri (pg/ml)

Metastaz

AG+GG pdegeri GG

Yok 25,32+14,98 30,93+7,88 21,758,775 32,1148,52

EGF A61G A ve G allel frekanslari, serum EGF diizeyleri metastaz varhigi ile
birlikte degerlendirildiginde anlaml1 bir bulguya ulagilamamistir.

Mide kanserli hastalarda EGF A61G allellerine gore serum EGF diizeyleri
hastalik parametreleri ile birlikte degerlendirildiginde klinik ve prognostik

parametreler acisindan herhangi bir anlamh bulguya rastlanmamustir.
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S. TARTISMA

EGF sinyal molekiili EGFR adi verilen reseptoriine baglanarak intraseliiler sinyal
yolagmim aktivasyonuna sebep olmaktadir. Bu sinyal yolagi hiicre poliferasyonu,
hiicre gogii ve hiicre farklilasmasinda rol oynamaktadir. EGFR ve ligandlar1 timor
hiicrelerinde yiiksek oranda ekspre edilmektedir ve yapilan calismalarda EGFR ve
EGFR ligandlarinin birlikte gerceklesen ekspresyon artisinin zayif survi ile iliskili
oldugu bildirilmistir. EGFR’nin asir1 ekspresyonuna bagh olarak tetiklenen
proliferasyon  kapasitesinin tiimor prosesini etkiledigi one siiriillmektedir. Cesitli
arastirmalarda kanser progresyonu ile iligkili EGFR aracili sinyal mekanizmalarinin
anjiyogenez, metastatik yaylim ve apoptoz inhibisyonu ile iligkili oldugu rapor

edilmistir (121).

Son zamanlarda yapilan caligmalarda EGF geninin 5'- (UTR) bolgesinde
61. pozisyonunda yer alan A-G degisimiyle sonuc¢lanan tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) mide kanseri ve diger kanser tipleriyle, EGF’nin farkh
ekspresyon seviyeleriyle iliskili oldugu bildirilmistir. Japon populasyonunda yapilan
200 mide kanserli hasta ve 230 saglikli kontrol bireyi kapsayan bir ¢calismada A alleli
hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede daha diisiik frekansta
saptanmistir. AA veya AG genotipini tasiyan bireylerin mide kanserine yakalanma
riskinin GG genotipine sahip bireylere oranla 6nemli dl¢iide diisiik oldugu izlenmistir.
Buna karsin ayni allelin kanser prognozu ile ilgili derin timor invazyonu, artan lenf
nodu metastazi ve mide kanseri ileri klinik evre ve histolojik smiflandirma gibi
parametrelerle ile de iligkili oldugu bildirilmistir (18). Calismamiz sonucunda A61G
gen polimorfizmi sonuclar1 degerlendirildiginde AA, AG, GG genotip frekanslar1
hasta grubunda sirasiyla %20,2, %53,6, %26,2, ve kontrol grubunda %32,9, %52,1,
%15,1, olarak gozlenmistir. GG genotipi mide kanserli hastalarda (%26,2), kontrol
grubuna gore yiiksek frekansta gozlenmis (%15,1) olup, aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,039).
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Japon populasyonunda yapilan 202 mide kanserli hasta ve 454 saglikli bireyi
kapsayan bir diger ¢calismada AA genotipi AG ve GG genotiplerine oranla daha diisiik
frekansta tespit edilmis olup AA genotipinin mide kanseri gelisiminde koruyucu etki
gosterdigi ileri siirlilmiistir ancak bu bulgular istatistiksel olarak anlamlh
bulunmamustir. Ayrica hasta grubundaki bireylerde tiimor gelisimi diferansiye
(farkhilagsmig) ve indiferansiye (farklilasmamis) olarak degerlendirildiginde AA ve
AG genotipleri GG genotipine oranla farklilasmanin zayif oldugu tiimorlerde
farkhilagsmanin iyi oldugu tiimorlere oranla daha diisiikk frekansta gozlenmis ancak
anlamlilik saptanmamistir. Ancak malignite durumu ile birlikte ¢evresel ve kisisel
faktorlerde hastaligin gelisiminde ve polimorfizmin etki mekanizmasinda onemli rol
oynamaktadir. Bu sonuclar EGF geninin fonksiyonlarmin karsinogenez siirecindeki
Oonemine isaret ederken tek basma yeterli olmadigmi gostermektedir. Ayrica EGF
polimorfizminde etnik heterojenitenin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Goto ve
arkadaslarinin yaptig1 bu calisma sonucunda EGF gen polimorfizmi ile mide kanseri

arasinda herhangi bir anlamli iliski bulunamamistir (122).

Arajua ve arkadaslar1 beyaz wrkta yaptiklar1 383 meme kanserli hasta ve
500 saglikli bireyi kapsayan calismalarinda EGF 61A/G genotip dagilimini saglikli
bireylerde sirasiyla AA, AG, GG %?29.8 %47.2, %23 seklinde tespit etmis olup GG
genotipi tastyan bireylerde meme kanserine yakalanma riskinin daha az oldugunu
bildirilmislerdir. Ayn1 zamanda G allel frekansi kontrol gruplarinda hasta gruplarina
nazaran daha yiiksek oranda gdzlemlenmis ve bu bulguda istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (120).

Vauleon ve arkadaslar1 Fransiz populasyonunda yaptiklar1 calismada EGF /EGFR
aracili sinyal yolaginin glioma tiimor gelisimindeki en 6nemli yolaklardan biri oldugu
bildirilmistir. 209 glioblastoma olgusu ve 214 kontrolii kapsayan bu arastirmada
saglkli bireylerde AA, AG, GG genotip dagilimi %29,5 %56,1 %14,5 olarak
saptanmis ayn1 zamanda 61G allelilinin 61A allelinden daha etkin oldugu ve 61G
allelilinin yiiksek oranda plazma EGF diizeyi ile ilgili iligkili oldugu bildirilmistir
(123).
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EGF aralarinda tiimor biiyiime faktorii alfa heparin baglayan EGF benzeri
biiylime faktorii epiregiilin, beta seliilin alfa regiilin gibi biiyiime faktorlerin de
bulundugu genis EGF ailesinin bir iiyesidir (124). EGF DNA sentezi ve epidermal
dokularda mitozu aktifleyebilmektedir. Cesitli ¢alismalarda EGF A61G 5° UTR
polimorfizminin melanoma glioblastoma ve mide kanseri gibi cesitli timor tipleriyle
iliskili oldugu bildirilmistir. Melanoma hastalarinda G alleli frekansinin ve GG
genotipini tastyan bireylerin normal populasyona oranla daha yiiksek oranda risk
tasidigr bildirilmistir. Glioblastoma ve mide kanserinin G allelinin karsinogenez riskini
arttirdig1 rapor edilmistir (16). Calismamiz sonucunda A61G gen polimorfizmine ait
allel frekanslar1 degerlendirildiginde G allel frekansmm mide kanserli hastalarda
(%52,9) kontrol grubuna gore (%41,09) yiiksek oldugu, A allel frekansinin ise hasta
grubunda (%?20,2) kontrol grubuna (%32,9) gore diisik oldugu gozlenmis ancak

istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir.

Kang ve arkadaslar1 168 servikal kanser ve 169 kontrol bireyi kapsayan
calismalarinda AA, AG, GG genotip dagilimlarint %8.3; %40.2; %51,5 ve A alleli
frekansin1 28,4 G alleli frekansin1 71,6 oraninda tespit etmislerdir ve hasta ve kontrol
grubu arasinda genotip dagilimi ve allel frekansi agisindan anlamli bir farkliliga
rastlamamiglardir. Cesitli caligmalarda EGF polimorfizminin tiimor invazyonu ve
progresyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Kang ve arkadaslar1  yaptiklari
calismada EGF polimorfizmi ile tiimor evresi ve lenf nodu metastazi agisindan da
anlaml1 bir fakliliga rastlanmamustir. Hasta grubumuzda da EGF A61G genotiplemesi
sonucglart sonrasi, tiimor derecesi, lenf nodu tutulumu, uzak metastaz varligi gibi

prognostik parametrelerle herhangi bir iliski bulunmamustir (124).

EGF A61G polimorfizmi farkli etnik gruplar da incelenmis olup beyaz rkta yapilan
calismalarda kontrol gruplarinda AA genotipinin daha yiiksek frekansta oldugu
goriilirken Kore ve Japon populasyonunu iceren Dogu Asya kokenli saglikli kontrol
bireylerde ise AA genotipinin daha diisiikk frekanslar gosterdigi ve GG genotipinin
daha yiiksek oranda goriildiigii saptanmustir (124). Calismamiz sonucunda da EGF
A61G GG genotipi hasta grubumuzda AA genotipi de kontrol grubunda daha yiiksek

oranda saptanmustir.
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Cin’de yapilan 180 kolon kanseri hastast ve 180 kansersiz saglhkli kontrol
bireyini kapsayan bir calismada kolon kanserli hastalarda GG genotip frekansi
kontrollerden ¢ok daha yiiksek siklikta saptanmustir. Ancak ayni ¢aligmada timor
lokalizasyonu, tiimor boyutu, biiyiime sekli, farklilasmasi ve tumor derecesi, lenf
nodu tutulumu, metastaz gibi prognostik parametrelerle EGF A6IG polimorfizmi
arasinda istatistiki agidan anlamli sonuglar bulunamamistir. Calismanin sonucunda
Cin niifusunda EGF A61G GG genotipinin yiiksek kolon kanseri riskiyle iliskili

olabilecegi kanisina varilmistir (125).

Zhang ve arkadaslart EGF A61G polimofizmi kolorektal kanserli hasta grubunda
arastirmig ve ilgili polimorfizmin hastalarin survisinde énem tasidigini rapor etmistir.
Ayrica bu ¢alismanin sonucunda EGF A6IG ve siklin D A870G polimorfizmlerinin
kombine analizlerinin kolorektal kanser hastalarinin prognoz evresinde ve ilag

etkilesimlerinde 6nemli markerlar olabilecegi one siirtilmiistiir (126).

Cui ve arkadaslarmin yaptiklart 158 yemek borusu kanseri ve 212 kontrolden
olusan calismalarinda AG GG AA genotiplerini hasta ve saglikli bireylerde %7,
%35.4, %57.6, %9, %43.9, %47.2 oraninda tespit etmislerdir. Ayrica G ve A allel
freknaslarim1 saghkli bireylerde 69.1 ve 30.9 hastalarda ise 75.3, 24.7 olarak
saptammglardir. A allel tasiyicihigini GG genotip tasiyiciligina oranla kontrol

gruplarinda daha yiiksek frekansta saptamislardir (127).

Ayrica aymi calismada yas, cinsiyet ve sigara kullanimi ile EGF polimorfizmi
arasinda herhangi bir anlamli bulgu saptanmamistir (127). Calismamiz sonucunda da
A61G gen polimorfizmi mide kanserli hastalarda cinsiyet, sigara kullanimi, alkol

tilketimi, ailede kanser hikayesi gibi parametrelerin hi¢ biri ile iligkili bulunmamustir.

Bhowick ve arkadaslar1 da 61G allelinin EGF ekspresyonu artisi ile ilgili oldugunu
ve artmus EGF ekspresyonunun glioma gelisiminde ve prognozunda onemli rol
oynadigini rapor etmislerdir. Yapilan cesitli ¢aligmalarda EGF G allelinin hem meme
kanseri hem glial timorlerde A alleline gore daha yiiksek frekansta oldugu tespit

edilmistir (17).
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Yapilan c¢esitli arastirmalarda  diisiik plazma EGF konsantrasyonunun
endometrium kanseri riskini arttirdig1 (128) ve mide kanseri riskini azalttig1 yoniinde
bulgular bildirilmistir (129). Wang ve arkadaslar1 604 meme kanserli hasta ve 654
saglikli bireyde yaptiklar1 arastirmada EGF plazma diizeyini hasta grubunda kontrol
grubuna oranla diisiik miktarda saptamislardir. Ancak gruplar arasi genotip dagilimi ve
allel frekanslar1 agisindan herhangi bir anlamli bulguya rastlamamiglardir (130). Bizim
calismamizda da mide kanserli hastalarda serum EGF diizeyleri kontrol grubu ile
kargilastirildiginda mide kanserli hastalarda EGF serum diizeyleri (27,2+ 4,9) kontrol
grubuna gore (29,743,9) daha diisiik oranda tespit edilmis olup aradaki fark
istatistik sel olarak anlaml1 bulunamamagtir.

Spindler ve arkadaslar1 81 kolorektal kanserli hastay1 kapsayan ¢aligmalarinda AA
genotipini %33, AG genotipini %48, ve GG genotipini %19 oraninda saptamislardir.
Calismalarmin sonucunda AA genotipine sahip bireylerin GG genotipini tasityan
bireylere gore diagnoz yasmin daha gen¢ oldugunu tespit etmislerdir. EGF gen
ekspresyonunu normal kolonda GG genotipinde daha yiiksek oranda ve AA genotipini
tastyan bireylerde daha diisiik oranlarda saptamislardir (131).

Spindler ve arkadaslarinin yaptiklar1 bu calismada EGF A6IG polimorfizminin
kolon dokularmda EGF ekspresyonunu etkiledigi saptanmis ve bu sonuglar Shahbazi
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmadaki sonuglarla uyumlu bulunmustur. Fakat EGF
A6lG polimorfizminin EGF ekspresyonuna hangi mekanizmalar araciliiyla etki ettigi
hala bilinmemektedir. Ancak bu polimorfizmin konumlandig:1 5’ UTR bolgesinin kritik
bir oneme sahip oldugu diisiiniilmektedir (131).

Cesitli aragtirmalarda gastro6zofagual refliiye eslik eden EGF A6IG homozigot
varyant genotipinin yemek borusu kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir. Cheung ve
arkadaslar gastroozofagual refliisii olan 309 yemek borusu kanserli hasta ve 275
kisiden olusan kontrol grubunda yaptiklari arastirmada EGF A61G GG genotipindeki
gastrodsofagual refliisii bulunan kisilerin EGF serum diizeylerinin gastrodsofagual
refliisii olmayan bireylere oranla yiiksek oranda oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calismada wuzun siire gastroosofagual refliye maruz kalan bireylerde EGF
polimorfizmi ve 0zofagus kanseri arasinda anlamli korelasyon oldugu gozlenmistir.
Ozellikle EGF GG genotipine sahip ve uzun siire GERD bulgusuna sahip bireylerde

yemek borusu kansere yakalanma riskinin 20 kat daha fazla oldugunu tespit
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etmislerdir (132). Cesitli arastirmalarda EGF’'nin yemek borusu metaplazisinden
displaziye ve adenokarsinomlara gecis siirecinde onemli rol oynadigi bildirilmistir.
Ayni zamanda ¢esitli kanser tiplerinde EGF A61G gen varyasyonunun invazyonda ve
kotli tiimor prognozunda etkin oldugu oOne siiriilmiistiir. Ancak bu polimorfizmini
tastyan ve EGF ekspresyonu fazla olan tiim hastalarda ayni etkinin goriilmedigi

saptanmistir (132).

Cesitli kanser tiirlerinde gen ve cevresel faktorler arasindaki iligki tanimlanmustir.
Sigara kullanim1 ile DNA tamir genlerinin polimorfizmleri arasinda bir baglanti
kurulmus olup sigara kullaniminin bu varyasyon araciligiyla akciger kanserinin
gelisiminde rol oynadigi tespit edilmistir. Cheung ve arkadaslari EGF AG/G
polimorfizminin GERD sendromuna sahip bireylerde yemek borusu kanseri gelisimini

tetikledigini bildirmislerdir (132).

Lanuti ve arkadaslarini yaptiklar1 312 6zofagus kanserli hasta ve 447 saghkli bireyi
kapsayan calismada AA, AG, GG genotiplerini kontrol gruplarinda oraniyla %39,
%45, ve %16 arasinda saptamig ve anlamli sonuclar elde etmislerdir. Ayica GG
genotipi tastyan hastalarin 2 kat daha fazla risk tasidiklarmi tespit etmislerdir. EGF
serum diizeylerinin ve GG genotipinin gastroozofagual refliisii olan hastalarda
0zofagus kanserini tetikleyici bir faktor olabilecegi kanisina varilmistir. Ciinkii EGF
ve EGEF ile iligkili sinyal yolaklarinin Barrett’s epitelinde metaplaziden displazi ve
displaziden de 6zofagus kanseri gelisimine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. EGF
polimorfizmi GG genotipinin EGF serum diizeyleri ile iliskili olabilecegi ve 6zofagus
kanseri agisindan risk olusturdugu rapor edilmistir. Ayrica GG genotipinin erken evre
ile iligkili olabilecegi bildirilmistir. Glioma ve mide kanserli hastalarda yapilan
arastirmalarin aksine 6zofagus kanserinde EGF polimorfizminin agresif fenotip veya
zayif prognoz ile herhangi bir iliskisinin olmadig: bildirilmistir. Bunun sonucunda
EGF A61G polimorfizminin 6zofagus kanserinde prognostik bir parametreden ¢ok
prediktif bir parametre olabilecegi rapor edilmistir. Ayrica Lanuti ve arkadaslar
calismalarmm sonucunda farkh etnik gruplarda EGF A61G polimorfizmine ait farkl

sonuclar elde edilebilecegi kanisma varmastir (133).
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Lanuti ve arkadaslarmm 312 Ozafagus adenokarsinomlu hasta ve 447 kontrol
bireylerini kapsayan  ¢alismalar1i EGF A61G polimorfizmi ve  6zafagus
adenokarsinomu arasmdaki iliskiyi gosteren ilk calismadir. Bu arastirmada EGF
polimorfizmi GG genotipini tasiyan bireylerin adenokarsinom riskinin 2 kat arttigi
rapor edilmistir. Aymi ¢calismada gastrodzafagual refliisii olan ve GG genotipi tasiyan
hastalarda serum EGF diizeylerinin yiiksek oldugu gozlenmis olup bu durumun

0zafagus adenokarsinomu i¢in 6ncii bir durum teskil ettigi gozlenmistir (133).

Wu ve arkadaslar1 157 kolorektal kanserli hasta ve 117 kontrol bireyini dahil ettikleri
caliymalarinda GG genotipini hasta grubunda % 33,1 kontrol grubuna % 11,1 oranla
daha yiiksek frekansta gozlemlemislerdir. Tiimii beyaz irki kapsayan bu ¢alismada G
allel frekans1 hasta grubunda 51.3 kontrol grubuna 33.3 gore daha fazla oranda
saptanmis olup G allelinin kolorektal kanserle iligkili olabilecegi kanisma varilmistir

(134).

Zhu ve arkadaslar1 Cin popiilasyonda yaptiklart 345 bobrek tiimorli hasta ve 346
saglikli kontrol bireyini kapsayan caligmalarinda hasta grubunda GG genotipine
kiyasla AA genotipini 1,8 kat daha riskli olarak saptamiglardir.Bunun yaninda egf
serum diizeylerini hasta grubunda kontrol grubuna oranla daha diisiik konsantrasyonda
tespit etmislerdir. Ayrica AA genotipini tastyan bireylerde serum EGF diizeylerini AG
GG genotiplerini tasiyan bireylere oranla daha diisiik oranda saptamuglardir (135).

Yang ve arkadaglarinin yaptigi 207 mide kanserli hasta 318 saglikli bireyi kapsayan
bir calismada da EGF A61G gen polimorfizmi allel dagilimlarina goére A alleli mide
kanseri hastalarinda kontrollerden daha az siklikta bulunmus ve EGF A61G
polimorfizmi A allelinin mide kanseri riskini azaltigi ileri siiriilmiistir (136).
Calismamiz sonucunda da EGF A61G gen polimorfizmine ait allel frekanslari
degerlendirildiginde G allel frekansinin mide kanserli hastalarda kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu, A allel frekansinin ise hasta grubunda kontrol grubuna gore diisiik

oldugu gozlenmis ancak istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamastir.
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Sonug olarak;

Calismamiz Tiirk Toplumunda EGF A61G gen polimorfizlerine ait genotip ve
allel frekanslarmin, serum EGF diizeylerinin arastirildigr ve hastaligm klinik ve

prognostik parametreleri ile bir arada degerlendirildigi ilk calismadir.

EGF A61G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, = EGF A61G
genotip dagilimi mide kanserli hasta ile kontrol grubumuz arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 derecede farklilik gostermistir. GG genotipi mide kanserli hastalarda (%26,2),
kontrol grubuna gore yiiksek frekansta gozlenmis (%15,1) olup, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,039).

Mide kanserli hastalarda EGF A61G gen polimorfizmi degerlendirmesi
sonrasi genotip dagilimi ve allel frekanslar ile hasta grubumuzun yas, cinsiyet, kilo,
boy, VKI, ailede kanser hikayesi, sigara, alkol kullanimi parametreleri arasinda
istatistiksel acgisindan anlamlilik mevcut degildi. Ayrica tiimor evresi, lenf nodu
tutulumu, uzak metastaz gibi prognostik parametreler acisindan da herhangi bir

anlaml1 bulguya rastlanmamustir.

Mide kanserli hastalarda EGF A61G genotip ve allel dagilimlarina gore;
serum EGF diizeyleri hastalik parametreleri ile birlikte degerlendirildiginde klinik ve

prognostik parametreler agisindan istatistiksel olarak anlamli bir veri saptanmamuistir.

Calismamiz EGF A61G genotip dagilimlari, allel frekanslari, serum EGF
diizeylerine ait Tiirk Toplumundaki ilk verileri saglayan bir arastirmadir. Calismamiz
sonucunda da EGF A61G polimorfizmi GG genotipinin mide kanserine yatkmligi

etkileyebilecegi kanisina varilmstir.
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HAM VERILER

Crosstab
EGFA
AA+AG GG Total
grupcanan mide Count 62 22 84
% within grupcanan 73,8% 26,2% 100,0%
kontrol  Count 124 22 146
% within grupcanan 84,9% 15,1% 100,0%
Total Count 186 44 230
% within grupcanan 80,9% 19,1% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 4,263 1 ,039
Continuity Correctior? 3,575 1 ,059
Likelihood Ratio 4,146 1 ,042
Fisher's Exact Test ,055 ,031
sl IR EH IR B
N of Valid Cases 230

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

16,07.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
s Ratio for grupcanan

(Or:ige / kontrol) o 500 ,257 972
For cohort EGFA = AA+AG ,869 ,752 1,004
For cohort EGFA = GG 1,738 1,027 2,943
N of Valid Cases 230




Crosstab
EGFAG
AG AA+GG Total
grupcanan mide Count 45 39 84
% within grupcanan 53,6% 46,4% 100,0%
kontrol  Count 76 70 146
% within grupcanan 52,1% 47,9% 100,0%
Total Count 121 109 230
% within grupcanan 52,6% 47,4% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,049° 1 ,824
Continuity Correctior? ,007 1 ,933
Likelihood Ratio ,049 1 824
Fisher's Exact Test ,891 467
et | e || e
N of Valid Cases 230

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

39,81.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Od-ds Ratio for grupcanan 1,063 621 1,820
(mide / kontrol)
For cohort EGFAG = AG 1,029 ,799 1,325
For cohort EGFAG =
AALGG ,968 ,728 1,288
N of Valid Cases 230
Crosstab
EGFG
AG+GG AA Total
grupcanan  mide Count 67 17 84
% within grupcanan 79,8% 20,2% 100,0%
kontrol  Count 98 48 146
% within grupcanan 67,1% 32,9% 100,0%
Total Count 165 65 230
% within grupcanan 71,7% 28,3% 100,0%

75



Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 4,201° 1 ,040
Continuity Correctior? 3,601 1 ,058
Likelihood Ratio 4,341 1 ,037
Fisher's Exact Test ,048 ,028
hesoaton 4183 1 041
N of Valid Cases 230

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is
23,74.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for grupcanan
(mide / kontrol) 1930 1 1024 1 3,641
For cohort EGFG =
AG+GG 1,188 1,016 1,390
For cohort EGFG = AA ,616 ,380 ,998
N of Valid Cases 230
T-Test

Group Statistics

Std. Error

grupcanan N Mean Std. Deviation Mean
ELISA mide 79 27,227 43,6975 49164
kontrol 84 29,727 36,2419 3,9543

Independent Samples Test

76

Levene's Test for
quality of Variance t-test for Equality of Means

95% Confidence
Interval of the

Mean |Std. Error Difference
F Sig. t df big. (2-tailedDifferenceDifference| Lower | Upper
ELIS/ Equal varianc
assumed 1,226 ,270 -,399 161 ,691 | -2,5008 | 6,2734 [14,8895 | 9,8879
Equal varianc
not assumed -,396 [151,844 ,692 | -2,5008 | 6,3093 (14,9661 | 9,9645

Crosstabs




Case Processing Summary

77

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
grupcanan * o o
GESKsiagaradegeri 230 100,0% 0 ,0% 230 100,0%
grupcanan * GESKsiagaradegeri Crosstabulation
GESKsiagaradegeri
sygara sigara
icme (+) icme (-) Total
grupcanan mide Count 12 72 84
% within grupcanan 14,3% 85,7% 100,0%
kontrol  Count 55 91 146
% within grupcanan 37,7% 62,3% 100,0%
Total Count 67 163 230
% within grupcanan 29,1% 70,9% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 14,125° 1 ,000
Continuity Correctior? 13,015 1 ,000
Likelihood Ratio 15,196 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
Association 14,064 1 000
N of Valid Cases 230

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

24,47.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for grupcanan
mide / kontrol) 276 137 954
For cohort
GESKsiagaradegeri = ,379 216 ,666
sygarai¢cme (+)
For cohort
GESKSsiagaradegeri = 1,375 1,180 1,603
sigara icme (-)
N of Valid Cases 230
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Crosstabs
Crosstabs
grupcanan * ESKailedecadegeri Crosstabulation
ESKailedecadegeri
ailede cavar | ailede ca yok Total
grupcanan  mide Count 3 28 31
% within grupcanan 9,7% 90,3% 100,0%
kontrol  Count 4 34 38
% within grupcanan 10,5% 89,5% 100,0%
Total Count 7 62 69
% within grupcanan 10,1% 89,9% 100,0%
grupcanan * Gtumortip Crosstabulation
Gtumortip
diffiz tip musindz
tubuler intestinal | taply yuzuk | adeno ca Total
grupcanan mide  Count 3 2 9 1 15
% within grupcanan 20,0% 13,3% 60,0% 6,7% 100,0%
Total Count 3 2 9 1 15
% within grupcanan 20,0% 13,3% 60,0% 6,7% 100,0%
grupcanan * Gmidetumtipmide Crosstabulation
Gmidetumtipmide
adeno taply yuzuk Total
grupcanan mide  Count 20 11 31
% within grupcanan 64,5% 35,5% 100,0%
Total Count 20 11 31
% within grupcanan 64,5% 35,5% 100,0%
grupcanan * Gtumorlokalizasyonmide Crosstabulation
Gtumorlokalizasyonmide
ntrum buyullntrum k[Jg[JI| antrum
kurvatlr | kurvatur | kardia | korpus intrum plo| korpus | antrum | Total
grupcan; mide Count 2 4 3 6 3 3 3 24
% within grupc 8,3% 16,7% | 12,5% | 25,0% | 12,5% | 12,5% | 12,5% [100,0%
Total Count 2 4 3 6 3 3 3 24
% within grupc 8,3% 16,7% | 12,5% | 25,0% | 12,5% | 12,5% | 12,5% [100,0%




grupcanan * Gtumornekrozumide Crosstabulation

79

Gtumornekrozumide
var yok Total
grupcanan mide  Count 8 11 19
% within grupcanan 42 1% 57,9% 100,0%
Total Count 8 11 19
% within grupcanan 42,1% 57,9% 100,0%
grupcanan * Gperindralinvmide Crosstabulation
Gperindralinvmide
var yok Total
grupcanan mide  Count 12 9 21
% within grupcanan 571% 42.9% 100,0%
Total Count 12 9 21
% within grupcanan 57,1% 42,9% 100,0%
grupcanan * Ghistolojikgrade Crosstabulation
Ghistolojikgrade
Il 1l Total
grupcanan mide  Count 7 14 21
% within grupcanan 33,3% 66,7% 100,0%
Total Count 7 14 21
% within grupcanan 33,3% 66,7% 100,0%
grupcanan * Gkandamarinv Crosstabulation
Gkandamarinv
var yok Total
grupcanan mide  Count 7 7 14
% within grupcanan 50,0% 50,0% 100,0%
Total Count 7 7 14
% within grupcanan 50,0% 50,0% 100,0%
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
grupcanan * o o o
GESKmetdegeri 57 24,8% 173 75,2% 230 100,0%




grupcanan * GESKmetdegeri Crosstabulation

GESKmetdegeri
met var met yok Total
grupcanan mide  Count 22 35 57
% within grupcanan 38,6% 61,4% 100,0%
Total Count 22 35 57
% within grupcanan 38,6% 61,4% 100,0%
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
ELISA Gyap
N 163 147
Normal Parameters®b  Mean 28,515 | 54,8571
Std. Deviation 39,9237 | 11,83621
Most Extreme Absolute ,267 1112
Differences Positive 247 112
Negative -,267 -,076
Kolmogorov-Smirnov Z 3,410 1,363
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,049

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

NPar Tests
Kruskal-Wallis Test
Ranks
grupcanan N Mean Rank
ELISA mide 79 72,45
kontrol 84 90,98
Total 163
Test Statistic$®
ELISA
Chi-Square 6,281
df 1
Asymp. Sig. ,012

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: grupcanan

80



Descriptives

81

ELISA
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean [Std. Deviation|Std. Error [Lower Bound |Upper Bound | Minimum | Maximum
mide 79 | 27,227 43,6975 | 49164 17,439 37,014 3,7 195
kontrol 84 | 29,727 36,2419 | 3,9543 21,862 37,592 4,0 168
Total 163 | 28,515 39,9237 | 3,1271 22,340 34,690 3,7 195
Warnings
Post hoc tests are not performed for ELISA because there are fewer than three
groups.
Descriptives
ELISA
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean |Std. Deviation | Std. Error |Lower Bound |Upper Bound | Minimum | Maximum
mide 15 17,107 31,5318 8,1415 -,355 34,568 3,7 128
kontrol 28 40,446 46,9536 8,8734 22,240 58,653 4,1 168
Total 43 32,305 43,3055 6,6040 18,977 45,632 3,7 168
Kruskal-Wallis Test
Ranks
grupcanan N Mean Rank
ELISA mide 15 17,43
kontrol 28 24 .45
Total 43
Test Statistic?
ELISA
Chi-Square 3,049
df 1
Asymp. Sig. ,081

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: grupcanan




Kruskal-Wallis Test

Ranks
grupcanan N Mean Rank
ELISA mide 42 38,95
kontrol 43 46,95
Total 85
Test Statistic$P
ELISA
Chi-Square 2,234
df 1
Asymp. Sig. ,135

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: grupcanan

Kruskal-Wallis Test

Ranks
grupcanan N Mean Rank
ELISA mide 22 16,95
kontrol 13 19,77
Total 35
Test Statistic$?
ELISA
Chi-Square ,618
df 1
Asymp. Sig. ,432

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: grupcanan

Crosstabs




Case Processing Summary
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Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
grupcanan * GTE3 64 27,8% 166 72,2% 230 100,0%
grupcanan * ESKn 64 27,8% 166 72,2% 230 100,0%
grupcanan * o o o
GESKmetdegeri 63 27,4% 167 72,6% 230 100,0%
Crosstab
GTE3
T1 T2 T3 T4 Total
grupcanan mide  Count 2 16 21 25 64
% within grupcanan 3,1% 25,0% 32,8% 39,1% 100,0%
Total Count 2 16 21 25 64
% within grupcanan 3,1% 25,0% 32,8% 39,1% 100,0%
Chi-Square Tests
Value
Pearson Chi-Square A
N of Valid Cases 64
a. No statistics are computed
because grupcanan is a constant.
Risk Estimate
Value
Odds Ratio for a
grupcanan (mide /.) ’
a. No statistics are computed
because grupcanan is a constant.
Crosstab
ESKn
NO N1 N2 N3 Total
grupcanan mide  Count 12 25 17 10 64
% within grupcanan 18,8% 39,1% 26,6% 15,6% 100,0%
Total Count 12 25 17 10 64
% within grupcanan 18,8% 39,1% 26,6% 15,6% 100,0%

Crosstabs




Warnings

No measures of association are computed for the crosstabulation of grupcanan *
GESKmetdegeri. At least one variable in each 2-way table upon which measures of

association are computed is a constant.

Case Processing Summary

84

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
grupcanan * o o o
GESKmetdegeri 64 27,8% 166 72,2% 230 100,0%
grupcanan * GESKmetdegeri Crosstabulation
GESKmetdegeri
met var met yok Total
grupcanan mide  Count 22 42 64
% within grupcanan 34,4% 65,6% 100,0%
Total Count 22 42 64
% within grupcanan 34,4% 65,6% 100,0%

Chi-Square Tests

Value

Pearson Chi-Square A
N of Valid Cases

64

a. No statistics are computed
because grupcanan is a constant.

Risk Estimate

Value

Odds Ratio for

grupcanan (mide /.)

a. No statistics are computed
because grupcanan is a constant.

Crosstabs



Crosstab
EGFA
AA+AG GG Total
GESKtdegeri T3+T4 Count 36 9 45
% within GESKtdegeri 80,0% 20,0% 100,0%
T1+T2 Count 15 4 19
% within GESKtdegeri 78,9% 21,1% 100,0%
Total Count 51 13 64
% within GESKtdegeri 79,7% 20,3% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,009° 1 ,924
Continuity Correctior? ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,009 1 ,924
Fisher's Exact Test 1,000 ,585
||| e
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

3,86.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for
GESKtdegeri (T3+T4 / 1,067 ,284 4,004
T1+T2)
For cohort EGFA = AA+A(Q 1,013 ,770 1,333
For cohort EGFA = GG ,950 ,333 2,711
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFAG
AG AA+GG Total

GESKtdegeri T3+T4 Count 28 17 45

% within GESKtdegeri 62,2% 37,8% 100,0%

T1+T2 Count 10 9 19

% within GESKtdegeri 52,6% 47,4% 100,0%
Total Count 38 26 64

% within GESKtdegeri 59,4% 40,6% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,509° 1 475
Continuity Correctior? ,189 1 ,663
Likelihood Ratio ,506 1 477
Fisher's Exact Test ,580 ;330
i -by-Linear
oo™ | st | e
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

7,72.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for
GESKtdegeri (T3+T4 / 1,482 ,502 4,381
T1+T2)
For cohort EGFAG = AQG 1,182 ,729 1,917
/F\zrfeogo” EGFAG = 798 436 1,460
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFG
AG+GG AA Total

GESKtdegeri T3+T4 Count 37 8 45

% within GESKtdegeri 82,2% 17,8% 100,0%

T1+T2 Count 14 5 19

% within GESKtdegeri 73,7% 26,3% 100,0%
Total Count 51 13 64

% within GESKtdegeri 79,7% 20,3% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,602° 1 438
Continuity Correctior? ,190 1 ,663
Likelihood Ratio ,581 1 446
Fisher's Exact Test ,503 324
pin Al BN IR B
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

3,86.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for
GESKtdegeri (T3+T4 / 1,652 ,461 5,914
T1+T2)
;‘gfggo” EGFG = 1,116 826 1,508
For cohort EGFG = AA ,676 ,253 1,800
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFA
AA+AG GG Total

Gndegeri n1,n2,n3 Count 41 11 52

% within Gndegeri 78,8% 21,2% 100,0%

no Count 10 2 12

% within Gndegeri 83,3% 16,7% 100,0%
Total Count 51 13 64

% within Gndegeri 79,7% 20,3% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,121° 728
Continuity Correctior? ,000 1,000
Likelihood Ratio ,126 ,723
Fisher's Exact Test 1,000 ,540
-by- r
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

2,44.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Ratio for Gn ri
8???12, ar‘]t3°/ r?O)G dege 745 142 3,911
For cohort EGFA = AA+A(Q ,946 ,708 1,264
For cohort EGFA = GG 1,269 ,323 4,993
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFAG
AG AA+GG Total
Gndegeri n1,n2,n3 Count 29 23 52
% within Gndegeri 55,8% 44 2% 100,0%
n0 Count 9 3 12
% within Gndegeri 75,0% 25,0% 100,0%
Total Count 38 26 64
% within Gndegeri 59,4% 40,6% 100,0%
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Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 1,495° 1 ,221
Continuity Correctior? ,804 1 ,370
Likelihood Ratio 1,570 1 ,210
Fisher's Exact Test ,331 ,186
-by-Linear
| e | s
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is
4,88.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for Gndegeri
(n1, n2, n3 / n0) ,420 ,102 1,733
For cohort EGFAG = AG , 744 ,495 1,117
For cohort EGFAG =
AA+GG 1,769 ,634 4,938
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFG
AG+GG AA Total
Gndegeri n1,n2,n3 Count 40 12 52
% within Gndegeri 76,9% 23,1% 100,0%
no Count 11 1 12
% within Gndegeri 91,7% 8,3% 100,0%
Total Count 51 13 64
% within Gndegeri 79,7% 20,3% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 1,309 1 ,253
Continuity Correctior? 557 1 ,456
Likelihood Ratio 1,637 1 ,215
Fisher's Exact Test ,432 ,237
Associaton 1,289 1 256
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

2,44.

Risk Estimate
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95% Confidence
Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for Gndegeri
(n1, N2, n3 / n0) ,303 ,035 2,592
For cohort EGFG =
AG+GG ,839 ,669 1,052
For cohort EGFG = AA 2,769 ,398 19,290
N of Valid Cases 64

Crosstab
EGFA
AA+AG GG Total

GESKmetdegeri metvar Count 18 4 22

% within GESKmetdegeri 81,8% 18,2% 100,0%

metyok Count 33 9 42

% within GESKmetdegeri 78,6% 21,4% 100,0%
Total Count 51 13 64

% within GESKmetdegeri 79,7% 20,3% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,094° 1 ,759
Continuity Correctior? ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,095 1 ,758
Fisher's Exact Test 1,000 517
| e
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

4,47.

Risk Estimate
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95% Confidence
Interval

Value Lower Upper
Odds Ratio for
GESKmetdegeri (met var 1,227 ,331 4,550
/ met yok)
For cohort EGFA = AA+A(Q 1,041 ,809 1,340
For cohort EGFA = GG ,848 ,294 2,446
N of Valid Cases 64

Crosstab
EGFAG
AG AA+GG Total

GESKmetdegeri metvar  Count 14 8 22

% within GESKmetdegeri 63,6% 36,4% 100,0%

metyok Count 24 18 42

% within GESKmetdegeri 57,1% 42,9% 100,0%
Total Count 38 26 64

% within GESKmetdegeri 59,4% 40,6% 100,0%




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,252° 1 615
Continuity Correctior? ,055 1 ,815
Likelihood Ratio ,254 1 614
Fisher's Exact Test ,789 410
pin ol IS B
N of Valid Cases 64

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

8,94.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for
GESKmetdegeri (met 1,313 ,454 3,796
var / met yok)
For cohort EGFAG = AG 1,114 ,739 1,679
Z‘/’;fc‘;go” EGFAG - 848 441 1,632
N of Valid Cases 64
Crosstab
EGFG
AG+GG AA Total
GESKmetdegel metvar Count 18 4 22
% within GESKmetdegd 81,8% 18,2% | 100,0%
met yok Count 33 9 42
% within GESKmetdegdy 78,6% 21,4% | 100,0%
Total Count 51 13 64
% within GESKmetdegd 79,7% 20,3% | 100,0%
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FORMLAR
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MIDE KANSERi ARASTIRMA FORMU

Form No: Protokol No : Tarih :

Adi1 Soyad: : Yas : Cinsiyet :
Boy / Kilo : Meslek : Kan Grubu:

Memleket: Yasadig: yer:

Oykiisii:

Yakinmanin baslangi¢c zamanu:
Oz gecmisi:
Sigara tiketimi (stire, miktar)
Alkol kullanimi
fla¢ kullanimi
Transfiizyon

Iskemik kalp hastaligi
Kronik Bobrek Yetersizligi

Diabetes Mellitus
Malign hastalik

Steroid kullanimi Kemoterapi
Kronik Karaciger Hastali g1 Radyoterapi
Diger
Meyve tiiketimi az orta bol
Sebze tiiketimi az orta bol
Yag tiketimi zeytinyagi bitkisel yag(¢cicek yagi vs) Hayvansal
Yag
Oz gecmisinde mide ile ilgili yakinma / hastalik:
Polip (tipini yaziniz)
Adenom (tipini yaziniz)
Soy gecmigi:
Mide Ca
Diger malign hastaliklar
Diabetes Mellitus
Kronik Karaciger Hastalig1
Ameliyat oncesi Kan Biyokimyasi:
Glukoz BUN Prot Alb
ALT AST ALP GGT
LDH T Kolest Trig
LDL HDL Ca P
Hb Htc Loko Tromb

Ameliyat oncesi tant :

Yapilan Ameliyat :
Histopatolojik incelemeye ait veriler.
Ek belgeler:




ETIK KURUL KARARI

T.C.
iSTANBUL UNIVERSITESI
_ISTANBUL TIP FAKULTESI DEKANLIGI
ETiK DEGERLENDIRME KOMiSYONU

Say1 : 280 Tarih :  15/06/2010
Konu-: Dog.Dr. ilhan Yaylim ERALTAN hk,

Sayin Dog.Dr. ilhan Yaylim ERALTAN
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi
Molekiiler Tip Anabilim Dah Ogretim Uyesi

ilgi : 10.11.2009 tarihli yaziniz

Sorumlu arastinciigini Gstlendiginiz ve doktora 6grencisi Canan CACINA'nin yoriitecegi 2009/2900-
95 dosya numarall "Mide Kanserli Hastalarda EGF Gen Polimorfizminin ve Serum EGF Diizeyinin
Incelenmesi" baglikli doktora tez galismasi Istanbul 2' Nolu Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 02.12.2009
tarihli 06 sayil toplantisinda onaylanmig olup, Etik Kurulun 13.01.2010 tarihinde durduruimasindan dolayi
onay yazist, yeni kurulan Etik Degerlendirme Komisyonu tarafindan yazilmisgtir.

Bilgilerinize saygilanimla rica ederim.

Prof.Dr. A. Yagiz URESIN
istanbul Tip Fakiil{fegi Dekanlig
Etik Degerlendirme Komisyon Bagkani

Eki: Tutanak
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PATENT HAKKI iZNi
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TELIiF HAKKI iZNi
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Canan Soyadi Cacia
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. [06.01.1980
Uyrugu |T.C TC Kim No [25904351324
Email canancacina@ gmail.com Tel 0554203 20 80
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
ISTANBUL UNIVERSITESI SAGLIK BIiLIMLERI
Yiik.Lis. ENSTITUSU DETAE MOLEKULER TIP ANABILIM|2008
DALI
Li MARMARA UNIVERSITESI FEN-EDEBIYAT 2006
15ans FAKULTESI BIYOLOJi BOLUMU
Lise YABANCI DiL AGIRLIKLI ATAKOY HASAN 1998
POLATKAN LISESI

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Yil - Yil)

L Ar Gé ISTANBUL UNIVERSITESI DETAE 2008

L Ao MOLEKULER TIP ANABILIM DALI ]
2. -
3. -
Yabanci | Okudugunu N « | KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama®* Konusma®™ | Yazma Puam Puam
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalar)/Odiilleri
Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):




