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OZET

Mide kanseri her yil bir milyon bireyi etkileyen kiiresel bir saglik sorunudur. Teshis
edildiginde bile genellikle ileri evrede ve metastatik olan hastaligin tedavi segcenekleri oldukga
sinirhidir. Glinlimiizde mide kanserinin molekdiler alt yapisini olusturan genetik degisikliklerin
belirlenmesi tan1 ve tedaviyi yonlendirmek icin giderek Onem kazanmaktadir. Bu tez
calismasinin birincil amaci, mide kanserlerinde daha 6nce tanimlanmig CLDN18 geninin
besinci ekzonu ile ARHGAP26 geninin on ikinci ekzonu arasinda gergeklesen
interkromozomal gen flizyonunun genis bir Tiirk hasta kohortunda, yerinde revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (in situ RT-PCR) yontemiyle arastirilmasi ve sonuglarin olgulara
ait klinikopatolojik veriler ile karsilagtirilmasidir. Tezin ikincil amaci ise hedef genlerden
CLDN18’in sadece mide epitelinde sentezlenen CLDN18.2 varyantinin mide kanserindeki
ifadesinin immiinhistokimyasal yontemle arastirilmasidir. Calismada Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali'nda primer mide karsinomu tanis1 almig 263 vakaya
ait timor orneklerinden doku mikrodizin bloklar1 hazirlanarak elde edilen boyasiz kesitler
kullanilmigtir. Olgularin 27 tanesinde CLDN18-ARHGAP26 gen flizyonu tespit edilmistir.
Translokasyonlu olgularin kadin erkek dagilimlari benzerdir olup sagkalimlar arasinda anlamli
fark mevcut degildir. Timor derecesi degerlendirildiginde vakalarin %92,5’nin ileri evre
tiimdr derecesine sahip oldugu belirlenmistir. Olgularin %77,2’sinde lenf nodlarina metastaz
mevceuttur. Gen flizyonu pozitifligi ve tliimoér morfolojisi arasindaki iligki incelendiginde
vakalarin %25,9 unun morfolojik olarak siniflandirilamayan nadir histomorfoloji sergileyen
timorler iginde yer aldigi belirlenmistir. Flizyon pozitifligi ile yas, cinsiyet, sagkalim arasinda
istatistiksel anlamlilik tespit edilememistir. CLDN18.2 tiim vakalarin %7,8'inde pozitiftir,
CLDN18.2 ekspresyonu cinsiyet, TNM evresi, histolojik alt tip ve genel sagkalimla iliskili
degildir. Bu calisma kapsaminda mide tiimorlerinde mevcut olan gen flizyonlarinin tespiti i¢in
in situ RT-PCR yontemi yaklagimi gelistirilmis olup bu yontemin optimizasyonu ve farkl
yontemlerle validayonu gerekmektedir. Ayrica mide kanserlerinde potansiyel bir biyobelirteg
olan CLDN18.2 ekspresyonu genis Tiirk hasta kohortunda ¢alisilmistir.
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ABSTRACT

Gastric cancer is a global health problem affecting one million individuals each year. The
treatment options of the disease, which is usually advanced and metastatic even when
diagnosed, are quite limited. Today, the identification of genetic alterations that form the
molecular substructure of gastric cancer is gaining importance to guide diagnosis and
treatment. The primary aim of this thesis is to investigate the interchromosomal gene fusion
between the fifth exon of the CLDN18 gene and the twelfth exon of the ARHGAP26 gene in a
large Turkish patient cohort by in situ reverse transcriptase polymerase chain reaction (in situ
RT-PCR) method and to compare the results with the clinicopathological data of the cases.
The secondary aim of the thesis is to examine the expression of the CLDN18.2 variant of the
target gene CLDN18, which is synthesized only in the gastric epithelium, in gastric cancer by
immunohistochemical method. In the study, unstained sections obtained by preparing tissue
microarray blocks from tumor samples of 263 cases diagnosed as primary gastric carcinoma
in Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical Pathology were used.
CLDN18-ARHGAP26 gene fusion was detected in 27 of all cases. The distribution of cases
with translocation in male and female is similar, and there is no significant difference in
survival. When the tumor grade was evaluated, it was determined that 92.5% of the cases had
advanced tumor grade. Metastasis to lymph nodes occurred in 77.2% of the cases. When the
relationship between gene fusion positivity and tumor morphology was examined, 25.9% of
the cases were in the group called morphologically unclassifiable rare tumors. No statistical
significance was found between fusion positivity and age, gender and survival. CLDN18.2
was positive in 7.8% of all cases, CLDN18.2 expression was not associated with gender, TNM
stage, histological subtype and overall survival. Within the scope of this study, an in situ RT-
PCR method approach was developed for the detection of gene fusions present in gastric
tumors, and optimization of this method and validation with different methods are required.
Additionally, the expression of CLDN18.2, a potential biomarker in gastric cancers, was
studied in a large Turkish patient cohort.
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1. GIRIS

Kanser 200 milyon yildir ¢ok hiicreli canlilarda goriilen karmasik ve korkutucu bir
hastaliktir. 1 milyon yi1l 6nceye dayanan kanitlar modern insanin atalarinin da kanserden
muzdarip oldugunu goéstermektedir (Hausman, 2019). Kanser hiicredeki kiigiik
degisikliklerle baslar. Olusan kanser hiicresinin istilaci bir popiilasyona doniismesi ¢evresel
faktorlerin, enfeksiyonlar ve inflamasyon gibi etmenlerin katkisiyla onlarca yil alabilir
(Terzic, Grivennikov, Karin, ve Karin, 2010). Normal hiicreler neoplastik duruma; biiyiime
sinyallerinde kendi kendine yetebilirlik, bliyiimeyi Onleyici sinyallere karst duyarsizlik,
programlanmis hiicre Sliimiiniin 6nlenmesi, sinirsiz replikasyon potansiyeli kazanma,
anjiyogenez, bagisiklik sisteminden kagabilme, doku istilasi ve metastaz yapabilme

ozelliklerini kazanarak kademeli olarak doniisiir (Hanahan & Weinberg, 2011).

Mide kanseri, erkeklerde en sik goriilen besinci, kadinlar arasinda en sik goriilen yedinci
kanserdir. Kanser iligkili 6liimlerde Giglincii siray1 alan 6nemli bir mortalite nedenidir (Bray
et al., 2018). Mide karsinomlarinin histopatolojik olarak en eski ve en sik kullanilan Lauren
siniflamasi1 gore; intestinal ve diffiiz tip karsinomlar olmak tizere iki temel alt gruba
ayrilmaktadir (Lauren, 1965). 2015 yilinda Kanser Genom Atlas projesi kapsaminda
molekiiler diizeyde mide kanserleri incelenmis ve Epstein-Bar viriis (EBV) ile iligkili,
mikrosatellit instabil (MSI), genomik stabil (GS), kromozomal instabil (CIN) olmak {izere
dort alt gruba aymlmistir. GS mide kanserleri tim mide kanserlerinin %20'sini
olusturmaktadir. Histolojik ve klinik olarak degerlendirildiginde %73t diffiiz tip mide
kanseri 6zelliklerini gostermektedir. Bu grubun molekiiler altyapisini %37 oraninda CDH1
gen mutasyonu, %15 Ras homolog gen ailesi A tiyesi (RHOA) mutasyonu ve %15
CLAUDIN 18 (CLDN18) ve Rho GTPaz aktive edici protein 26 (ARHGAP26) genleri
arasindaki gen fiizyonu olusturmaktadir (Cancer Genome Atlas Research, 2014).

Bu tez caligmasinin amaci {ilkemizde giiniimiize kadar tanimlanmamig CLDN18-
ARHGAP26 gen fiizyonu ile iliskili mide kanserlerini 6zgiin yontemler ile belirlemek
genetik, histopatolojik ve immiinhistokimyasal profillerini gosteren belirtecleri bulmak ve
grupta yer alan hastalarin belirlenmesi i¢in uygun olabilecek yeni yontemlerin

belirlenmesine katki saglamaktir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Mide Embriyolojisi ve Histolojisi

Mide, besinlerin gegici olarak depolanmasi, mekanik karistirma, asit ve enzimler yoluyla
pargalanmasi, bagisiklik ve metabolik homeostazin hormonal olarak diizenlenmesi gibi
sayisiz fonksiyona sahiptir. Mide gastrointestinal kanalda 6zofagusun proksimalinde
deuodenumun distalinde yer alir. Endoderm tabakasindan gelisen ilkel mide gebeligin
dordiincli haftasinda 6n bagirsak kaudalinin fliziform genislemesi ile olusmaya baglar.
Ventral mezanter ve dorsal mezanter mideye 6n ve arkadan baglanarak mideyi periton
boslugunda askiya alir. Mide duvarinin dorsal kismi1 ventral kisimdan daha hizli biiyiidiigii
icin bliylik ve kii¢iik kurvaturlar olusur mide “’J*” seklini alir. Yaklasik yedinci ve sekizinci
haftalarda foregut gelistikce; mide kraniokaudal eksen boyunca saat yoniinde 90 derece
doner, boylece ventral mezanter midenin saginda dorsal mezanter midenin solunda yer alir.
Ventral mezenter i¢inde mideye komsu organlardan karaciger dorsal mezenterden dalak ve

pankreas gelisir (Holger Till, 2017).

Mide kardiya, funduz, korpuz, antrum ve pilor olmak iizere bes anotomik bolgeye ayrilabilir.
Mide, en dista seroza tabakasi ile sarilmistir. Serozanin altinda, mide icerigini hareket
ettirmeyi ve karistirmay1 saglayan ii¢ katmanli bir kas tabakasi olan muskularis propria
bulunur. Muskularis'in altinda destekleyici bir submukoza tabakasi ve en igte mukoza
bulunur. Mide mukozasi glandiiler yapida kolumnar epitel ile dosenmistir. Midenin
proksimalinde, asit salgilayan parietal hiicreler, pepsinojen iireten ’chief’’ hiicreleri ve
mukus salgilayan mukus hiicrelerini igeren fundik bezler bulunur. Midenin distal bolgesi
cogunlugu mukus hiicreleri ve gastrin salgilayan G hiicreleri gibi endokrin hiicreleri i¢eren
pilorik bezlerden olugsmustur. Mukoza epiteli ve igerdigi bezler, midenin ¢evre ile dogrudan
temas halinde oldugu yiizeyini temsil eder. Yiizey epitel hiicreleri savunma, absorbsiyon ve
sindirim gorevlerini yerine getirmek i¢in siirekli olarak boliiniir ve ¢esitli hiicre tiplerine
farklilagir. Bu siiregte homeostazin korunabilmesi igin hiicre proliferasyonu ve

farklilasmasinin siki1 bir sekilde kontrol edilmesi gereklidir (McCracken & Wells, 2017).



2.2. Mide Kanseri

Mide kanseri olgularin %90°ninda glandiiler epitelde baslar ve mide kanseri terimi neredeyse
tamamen adenokarsinomlari ifade eder. Geriye kalan %10’luk kismi lenfoma, néroendokrin
timorler ve midenin bazi nadir tiimorlerdir (Liliac et al., 2021). Mide karsinomlarinin
smiflamasi karmasiktir ve histopatolojik siniflandirilmasi i¢in Borrmann, Ming, Carniero,
Goseki, Lauren ve Diinya Saghk Orgiitii (DSO) siniflamas1 dnerilmistir (Dicken et al.,
2005).

Mide kanserleri Lauren siniflamasina gore intestinal ve diffiiz tip mide karsinomlar1 olarak
iki temel alt gruba ayrilmaktadir (Lauren, 1965). Bu siniflamaya gore olgularin yaklasik
%350'si intestinal tip, %30'u diffiiz tip ve %15-20'si siniflandirilamayan ‘‘indeterminate’’
olarak kabul edilir. Intestinal tip mide karsinomlar1 glandiiler yap olusturan, iyi difarensiye

ve genisleyen biiylime paternine sahip, prekanseréz lezyonlardan geligir (Lauren, 1965).

Diffiiz tip mide karsinomlarinda tiimor hiicreleri adezyondan yoksundur, genellikle tash
yiiziik hiicreleri igerir. Stroma boyunca yayilan invazif biiylime paternine sahip kotii
difarensiye tiimorlerdir. Diffiiz tipte belirgin prekanser6z lezyonlar yoktur, timor hiicreleri
lenf notlarma ve peritona ¢ok hizli metastaz yapma egilimi gosterir. Iki grubun
morfolojilerinde oldugu gibi epidemiyolojileri, patolojileri ve genetik profilleri de
birbirinden farklilik gosterir (Dicken et al., 2005; lyer, Moslim, Farma, & Denlinger, 2020;
Lauren, 1965).

DSO mide karsinomlarin1 morfolojik ve mikroskobik dzelliklerine gore; papiller, tiibiiler,
miisindz, zayif kohezifltaglt yiiziik hiicreli karsinom olmak {izere dort alt grubu iceren
histopatolojik siniflandirmay1 énermistir. Bununla birlikte en ¢ok kullanilan Lauren ve DSO
smiflandirma sistemlerinin prognostik 6nemi tartismalidir ve tedaviyi yonlendirmek igin

yetersizdir (Rustgi, Ching, & Kastrinos, 2021).

Mide kanserlerinin molekiiler siniflandirilmasi i¢in farkli ¢alisma gruplarinin arastirmalari
bulunmaktadir. Bunlardan en dikkat ¢ekeni 2014 yilinda yayimlanan Kanser Genomu Atlasi
Arastirma Projesi (The Cancer Genome Atlas, TCGA)’dir. Bu arastirma 295 primer mide
karsinomundan olusan genis bir kohortta giincel analitik tekniklerin kullanildigi, kapsamli

analizlere dayanan yeni bir siniflandirma sistemi gelistirmistir. Epstein-Barr viriisti pozitif
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tiimorler (%9), mikrosatellit instabil timorler (MSI, %22), genomik stabil tiimérler (GS,
%20) ve kromozomal instabil timérler (CIN, %50) olmak {izere dort alt grubu igerir. TCGA
smiflandirma sistemi, olasi tedavi hedeflerinin belirlenmesi i¢in de 6nemlidir (Cancer
Genome Atlas Research, 2014). TCGA smiflandirmasinda 6ncelikle EBV pozitif mide
karsinomlar1 ve MSI tiimérler belirlenmistir. Geriye kalan tiimdrler andploidi durumlarma

gore genomik stabil ve kromozomal instabil olmak {izere iki gruba daha ayrilmistir.

Mikrosatellitler 1-6 niikleotitin ardisik olarak 10 ila 60 kez tekrar etmesi ile olusan DNA
dizileridir. Bu DNA motifleri, genomun kodlanan ve kodlanmayan bolgeleri boyunca
rastgele dagilmistir. Popiilasyon arasinda oldukg¢a polimorfiktir ancak bireylerde stabildir
(Ratti, Lampis, Hahne, Passalacqua, & Valeri, 2018). Mikrosatellitler DNA sentezi sirasinda
polimerazin kaymasi nedeniyle mutasyonlarin birikmesine yatkin bélgelerdir. DNA hatali
eslesme onarim (MMR) sistemi, DNA sentezinin dogrulugunu kontrol etmekten ve
diizeltmekle sorumludur. MMR sistemi proteinleri DNA sentezi esnasinda veya kimyasal ve
fiziksel etkiler sonucunda olusan yanlis eslesmis bazlari, DNA eklentileri veya baz
delesyonlarinin olusturdugu kiigiik halka yapilarin1 algilayabilen ve tamir eden
heterodimerler olarak etkilesime giren bir grup proteindir. Okaryotlarda MMR sistemde yer
alan ana proteinler MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 ve PMS2'dir. Hatanin tespitinden
MSH2/MSH6 veya MSH2/MSH3 protein kompleksleri sorumludur. Sonrasinda MLH1 ve
PMS2 'nin komplekse dahil olmasiyla tamamlanan sistem hatali baz veya parganin tamirine
olanak tanir (Reyes, Schmidt, Kolodner, & Hombauer, 2015). Bu genlerdeki mutasyonlar
herediter, sporadik veya epigenetik degisiklikler nedeniyle ger¢eklesebilir. MMR gen
proteinlerinin  inaktivasyonuna, onkogen ve timoér baskilayict genlerin islevini
etkileyebilecek mutasyonlarin birikmesine ve hatalarin diizeltilmesindeki yetersizliklerden
kaynaklanan genomik kararsizliga neden olabilir (Styk et al., 2023). MMR sisteminin islev
kayb1, mikrosatellit kararsizlik (MSI) olarak bilinen molekiiler bir fenotip olusturur (Vilar
& Gruber, 2010). MSI tiimérlere sahip hastalarin standart kemoterapilerle tedavi edilmeleri
olumsuz hasta yaniti ile sonu¢lanmaktadir. Bu hastalar tek basina cerrahi ile tedavi
edildiginde sag kalimin daha iyi oldugu, perioperatif kemoterapi sonrasi cerrahi

uygulamalarda ise sag kalimin daha diisiik oldugu gortilmiistiir (Joshi & Badgwell, 2021).

Genom kararlilig1, genetik materyali nesilden nesile veya bir somatik hiicreden digerine
diizgiin bir sekilde aktarilmasi i¢in her organizmanin sahip oldugu bir 6zelliktir. Genetik

materyalin (DNA veya RNA) hatasiz bir sekilde ¢ogaltilmasi ve replikasyon hatalarinin veya



hasarli DNA/RNA'nin onarilmasi da bu siirece dahildir. Genomik kararsizlik (instabilite)
genellikle nokta mutasyonlari, insersiyon/delesyon ve genetik yeniden diizenlemeler
nedeniyle yiiksek mutasyon sikligina sahip bir genomun ortaya ¢ikmasi anlamina gelir
(Kovalchuk & Kovalchuk, 2021). Genomik kararsizlik, DNA hasarinin tespiti ve onariminda
rol oynayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanabilir. Ornegin, TP53 ve BRCA2 mide
kanserinde siklikla mutasyona ugrayan iki siiriicii (driver) gendir. P53'teki mutasyonlar
hiicrelerin DNA hasarini tespit etmesini engelleyerek anormal hiicre biliylimesine neden olur.

Benzer sekilde BRCA2, DNA ¢ift iplik kiriklarinin onariminda rol oynar (Chia & Tan, 2016).

Kromozomal instabilite uzun zamandir habis tiimorlerin ayirt edici bir 6zelligi olarak kabul
edilmektedir. DNA kopya sayisinda degisiklige (andploidi) yol agan kromozom kaybi veya
kazanmimi ile DNA’da meydana gelen degisikliklerden kaynaklanabilir. Instabilite bazen bir
kromozomun sadece bir kismini igerebilir, bu bélgede yer alan onkogenler, tiimor baskilayict
genler veya DNA onariminda ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda yer alan genler gibi
onemli gen ailelerinin iglev kaybina veya kazanimina yol acgabilir. Translokasyon,
amplifikasyon, delesyon veya allel kaybi (heterozigotluk kaybi) da instabilitenin nedenleri
arasinda yer alir. Kromozomal anormallikler mide kanserinde ¢ok yaygindir. Hastaligin
erken veya ge¢ evrelerinde ortaya ¢ikabilir. Bu degisiklikler histolojik tiple
iliskilendirilmistir, 6rnegin intestinal tip mide kanseri 8q, 17q ve 20q'daki kopya sayisi
artiglariyla iliskiliyken, diffiiz mide kanseri 12q ve 13q'daki kopya sayisi artislariyla
iligkilidir (McLean & EI-Omar, 2014).

2.2.1. Mide kanseri epidemiyolojisi

Mide kanseri GLOBOCAN 2018 yil1 verilerine gore erkeklerde en yaygin goriilen besinci
kadinlarda en yaygin goriilen yedinci kanserdir. Kanser vakalarinin bir milyonu (%5,7) mide
kanseridir (Thrift ve El-Serag, 2020). insidans Dogu Asya'da o6zellikle Giiney Kore,
Mogolistan, Japonya ve Cin'de belirgin sekilde yiiksektir. Tiim vakalarin %60’ 1indan fazlasi
Dogu Asya’da ortaya ¢ikar. Bu bolgedeki 100 000 erkekten 32,1°sinde, 100 000 kadindan
ise 13,2’sinde mide kanseri goriiliir. Kuzey Amerika'da, Afrika'nin ¢ogu bolgesinde oranlar
diistik seyreder. Afrika bolgesinde 100 000 erkekten sadece 5 tanesi, 100 000 kadindan 3-4
tanesi mide kanseri olmaktadir (Bray et al., 2018). Mide kanseri tanis1 alan bireylerin sadece

%?31'inin 5 y1l veya daha fazla hayatta kalmasi beklenmektedir (Slavin et al., 2019).
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Sekil 2.1. GLOBOCAN 2018 verileri yasa gore standardize edilmis cinsiyete ve bolgeye
0zgli mide kanseri oranlari

Kanser nedeniyle gergeklesen dliimlerin %8,2’si yani her on iki 6liimden biri mide kanseri
nedeniyle meydana gelmektedir. Mide kanseri cinsiyete gore kanser nedenli o6liim

siralamasinda kadinlarda besinci erkeklerde tigiincii sirada yer alir (Bray et al., 2018).
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Sekil 2.2. Diinya genelinde kadinlar arasinda en ¢ok 6liime neden olan on kanserin yiizde
dagilimlar
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Sekil 2.3. Diinya genelinde erkekler arasinda en ¢ok 6liime neden olan on kanserin yiizde
dagilimlar

Tiirkiye’de 2021 yilinda yayimlanan 2017 yilina ait kanser verileri; en yaygin 10 kanserin
yasa gore standardize edilmis hizlar1 incelendiginde mide kanserinin erkekler arasinda

besinci, kadinlar arasinda altinci kanser oldugunu gostermektedir.

Meme | ], 7
Tiroid G2,
Kolorektal —_ 14,7
Trakea,Brons,Akciger _ 11,1
Uterus Korpusu _ 10,7
Mide — 6,4
Qver _ 6,3
Non-Hodgkin lenfoma - 4,8
Uterus Serviksi - 4,3
Beyin, simir sistermi N 4,2

0 10 20 30 40 50 60

Sekil 2.4. Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki kadinlarda en sik goriilen bazi kanserlerin bu
grup icindeki yiizde dagilimlar
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Sekil 2.5. Tiirkiye’de tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik goriilen bazi kanserlerin bu
grup icindeki ylizde dagilimlar

2.3. Mide Kanseri Risk Faktorleri

Mide karsinogenezi, genetik ve gevresel faktorler arasindaki etkilesimler sonucunda olugan
cok asamali ve ¢ok faktorlii bir siirectir. Mide kanserine yatkinlik yaratan risk faktorleri
arasinda Helicobacter pylori enfeksiyonu, yas, cinsiyet, tiitin ve alkol kullanimi,
gastrodzofageal reflii hastaligi, tuzlanmis ve tiitsiilenmis gidalar, kirmiz1 et ve islenmis et

tiriinleri, taze meyve ve sebze tiiketiminin az olmas1 ve EBV enfeksiyonu yer alir (Rawla ve

Barsouk, 2019).

2.3.1. Yas ve cinsiyet

Mide kanseri 50 yasin altinda nadiren goriiliir. Genellikle yas ilerledik¢e bireylerde mide
kanseri riski de yasla birlikte artar. 55-80 yaslar1 arasinda risk en iist seviyeye ulasir. 0-74
yas araliginda hayatlar1 boyunca erkeklerin mide kanseri gelistirme riski 54 bireyde 1,
kadimnlarda 126 bireyde 1°dir. Erkeklerde kadinlara gore iki ila li¢ kat daha fazla goriiliir
(Thrift ve El-Serag, 2020).

2.3.2. Helicobacter pylori (H. pylori ) Enfeksiyonu

Helicobacter pylori (H. pylori ), asidik mide ortaminda iireyebilen gram negatif, kamgili,
mikroaerofilik bir bakteridir. Ilk olarak 1982 yilinda Marshall ve Warren tarafindan



10

tanimlanan ve kiiltiirii yapilan H. Pylori’nin tek dogal rezervuari insan midesidir (Warren)
Mide liimenin asidik ortaminda hayatta kalmasini saglayan giiclii bir tireaz enzimine sahiptir.
Mide kanseri gelisimi ile iligkili bilinen baslica risk faktorii olarak kabul edilir. 1994'te
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan mide kanseri gelisiminde siif | kanserojen olarak
tanimlanmustir ("Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori,” 1994). Bakteri, kisiden
kisiye oral-oral veya fekal-oral yolla bulasabilir. Diinya niifusunun %50'sinin kronik olarak
H. pylori ile enfekte oldugu ve enfekte olan kisilerin yaklasik %15'inin mide {ilseri
gelistirdigi tahmin edilmektedir (de Brito et al., 2019). H. pylori ile enfekte olmus bireylerde
mide kanseri gelistirme riski 5,9 kat artmaktadir. Mide adenokarsinomlar: anatomik olarak
proksimal (kardia) ve distal bolgeye yerlesik gelisebilir. Distal adenokarsinomlar genellikle
H. pylori enfeksiyonu ile iligkilidir (Helicobacter ve Cancer Collaborative, 2001). Correa
kaskati, normal mide mukozasinin H. pylori enfeksiyonundan sonra kronik-atrofik gastrit,
intestinal metaplazisi, displazi ve nihayetinde intestinal tip mide adenokarsinomlari dogru
kademeli olarak doniistiigiinii 6ne siirer (Correa, 2013). Prospektif ¢alismalar, bakterinin
antibiyotik aracili eradikasyon tedavisinin kanser 6ncesi lezyonlar1 6nemli 6l¢lide azalttigini
gostermektedir. Hindistan gibi H. pylori enfeksiyon oranlarinin siirekli olarak yiiksek oldugu
bircok tilkede, mide kanseri insidans1 her zaman bakteri varligiyla paralellik gostermeyebilir
(Rawla ve Barsouk, 2019) Bu durum, epidemiyolojik iiggen olarak adlandirilan, etkenin
cevresel ve konaker faktorlerle karmasik etkilesimine dayanan kavramsal bir model
temelinde daha iy1 anlasilabilir. Genetik miras, beslenme aliskanliklari, sigara kullanimi gibi
bireye 6zgii faktorlerin yan sira sosyoekonomik kosullar, bolgeye 6zgii parazitler ve hatta
iklim gibi ¢evresel faktorler de belirli bir bireyde mide kanseri gelisiminde kilit rol
oynayabilir. Bu faktorler etkilerini bireysel ve toplumsal diizeyde gosterebilir. Etken,
konakg¢1 ve ¢evrenin hassas dengesindeki degisiklikler 6rnegin daha viriilan bir H. pylori
susu ile enfeksiyon veya yliksek tuz aliminin artmasi mide kanseri gelisimine yol agan

olaylar dizisinin hizin1 etkileyebilir (Piazuelo, Epplein, ve Correa, 2010).

2.3.3. Epstein-Barr viriisii (EBV)

Epstein-Barr viriisii’niin kanser hiicrelerindeki varligi ilk kez 1964 yilinda Burkitt lenfomali
hastalarda Tony Epstein ve Yvonne Barr tarafindan gosterilmistir. EBV kesfedilmis sekiz
insan herpes virlisiinden biridir. EBV genomu c¢ift sarmalli DNA yapisinda 172 kb
uzunlugundadir. Virlis genomundan yaklasik 80 tane protein ve 46 tane fonksiyonel kiigiik

kodlanmayan RNA sentezlenir. Proteinlerin bazilari viral genomun kopyalanmasinda ve litik
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dongiide yeni viriisleri olusturacak parcalarin iiretilmesinde rol oynar. Herpesviriisler
genellikle viriisiin konakg¢ida latent dongiide uzun siire kalmalarina izin veren farkli viral
genler eksprese edebilen ikinci bir gen ekspresyon modeline de sahiptir (Farrell, 2019).
Erigkinlerin  %90'n1 addlesan doneminden &nce virlisle enfekte olmaktadir. EBV
enfeksiyonlarinin biiyiik gogunlugu asemptomatik olsa da, EBV ile enfekte olmus bireylerin
kiigiik bir kisminda Burkitt lenfoma, Hodgkin lenfoma, nazofaringeal karsinom, EBV ile
iliskili gastrik karsinoma gibi hematopoietik, epitelyal ve mezenkimal tiimorler gelisir
(Young, Yap, ve Murray, 2016). EBYV ile iliskili kanserler her yil 200 000'den fazla yeni
kanser vakasinin ortaya ¢ikmasindan sorumludur ve diinya ¢apinda 150 000 6liime neden

olmaktadir (Kerr, 2019).

Karsinomlarda, EBV'niin iirettigi LMP1 (latent membrane proteini 1), LMP2 (latent
membran proteini 2) ve EBNA (EB niikleer antijeni) onkoproteinlerinin hiicre biiyiimesini
tesvik ettigi ve neoplastik hiicrelerde antiapoptotik etki gosterdigi belirlenmistir. LMPA2A
onkoproteini ise hiicrelerin epitelyal farklilasmasini Onler ayrica kanser progresyonu,
invazyon ve metastazlarin yani sira immiin sistem hiicrelerinden kagabilmesinde de rol
oynar. EBV’ niin hiicreye kanser ozellikleri kazandirmak i¢in konak¢i gen ekspresyon
profillerini ve MAPK / ERK, PIK3CA / AKT, JAK / STAT ve Notch sinyal aglarin1 aktive
ettigi de gosterilmistir (Ma et al., 2017).

Epstein-Barr virisii ile iligkili mide karsinomu (EBVaGC), Kanser Genom Atlas projesi
sonuglarina gore dnerilen yeni siniflandirmada mide karsinomasinin dort alt tipinden biridir
(Cancer Genome Atlas Research, 2014). Mide kanserlerinin yaklasik %10'u (%]1,3 ila
%20,1) EBV pozitiftir. EBV pozitifliginin mide epitel hiicrelerini in vitro olarak kotii huylu
bir fenotipe dogru yonlendirebilir, ancak viriisiin bunu gergeklestirdigi mekanizmalar
belirsizligini korumaktadir. EBV pozitifligi olan mide kanserleri EBV negatif mide
kanserlerinden 6nemli 6lgiide daha iyi prognoz gosterir (Cho, Kang, ve Kim, 2016). EBV
pozitif timorlerin ¢ogu midede fundus ve korpus bolgesinde bulunur ve vakalarin %81°i
erkektir (Cancer Genome Atlas Research, 2014).

Molekiiler altyapisi degerlendirildiginde EBV pozitif mide kanserinin en dikkat g¢ekici
ozelligi hem promotor hem de promotor dist bolgelerde asirt CpG adas1 hipermetilasyonu
gostermesidir. EBVaGC’lar hiicre dongiisii ile iligkili genlerden CDKN2A (siklin bagimli
kinaz inhibitorii 2a) geninin promoter hipermetilasyonu oldukga dikkat ¢ekicidir. CDKN2A
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geni pl6, CDKN2A veya INK4a olarak bilinen proteini kodlar. pl6 proteini
CDK4/CDKG6'ya baglanarak onlarin kinaz aktivitesini inhibe eder, Bu durum retinoblastoma
proteininin hipofosforile olmasini engeller. E2F gibi transkripsiyon faktorlerine baglanarak
onlar1 da etkisiz hale getirir. Sonug¢ olarak G1'den S fazina hiicre déngiisiiniin ilerlemesi
engellenir. EBV-pozitif mide kanserinde siklikla PIK3CA mutasyonu ARID1A ve BCOR
mutasyonlar1 ve nadiren TP53 gen mutasyonlar1 da tespit edilmistir. PD-L1/2 ekspresyon

diizeyleri yiikselmistir (Cancer Genome Atlas Research, 2014; Vo et al., 2002).

2.4. Mide Kanseri ile Tliskili Genetik Faktorler

Mide kanseri hastalarinin %8-30'unda aile Oykiisii pozitiftir ancak bu kanserlerin hepsi
kalitsal degildir (Oliveira, Pinheiro, Figueiredo, Seruca, ve Carneiro, 2015). Japonya ve Kore
gibi sporadik mide kanseri insidansinin yiiksek oldugu iilkelerde germ hatti mutasyonlarinin
goriilme siklig disiiktiir. Bu tilkelerde ailesel kiimelenmenin nedeni kalitsal olmaktan ¢ok
cevresel faktorlerdir. Mide kanserlerinin yaklasik %1-3'"li gercekten kalitsaldir. Bu vakalarin
%060'inda altta yatan genetik degisiklik bilinmemektedir (J. Luo et al., 2018). Mide kanseri
yatkinligi, Herediter diffiiz gastrik kanser (HDGK), Lynch sendromu, Peutz-Jeghers
sendromu, Li-Fraumeni sendromu, Ailesel adenomat6z polipoz sendromu gibi ailesel kanser
sendromlariyla iligkilendirilmistir. Midenin proksimal polipozis sendromu (GAPPS) ve
Ailesel intestinal mide kanseri (FIGC) de yakin zamanda tanimlanmistir (Kim, Kidambi,
Lin, ve ldos, 2022). Sporadik kanserlerde oldugu gibi kalitsal kanserlerde de hem intestinal
tip hem diffiiz tip mide kanserleri goriilebilir ancak intestinal tipte daha yaygin goriiliir. Mide
kanseri hastalarinda yiiksek oranda zararli germline ATM mutasyonlar1 tespit edilmistir fakat
hangi tipte oldugu ¢alisilmamistir. MAP3K6 germ hatti mutasyonlarindan kaynaklanan mide
kanserleri cogunlukla tagh yiiziik hiicre morfolojisine sahiptir (Luo, Fedda, Lynch, ve Tan,
2018). Baz1 sendromik hastalarda, HDGK olarak adlandirilan diffiiz tip mide kanseri gelisir.
HDGK ailelerinin yaklasik %401 CDH1 geninde (Cadherin 1) germline mutasyonlar
tagimaktadir. CDH1, epitelyal dokulardaki adherens kavsaklarinda bulunan timor
baskilayici islevi olan homofilik bir transmembran proteini olan E-cadherin'i kodlar. Normal
hiicrelerde, E-cadherin ifadesi hiicre-hiicre adezyonu, hiicrelerde mekanik duyarlilik
(mekanosensivite), epitelyalden mezenkimale geg¢is ve hiicre proliferasyonunun temas
inhibisyonu ile 6nlenmesi gibi ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahiptir. E-cadherini kodlayan
CDHL1 genine ek olarak, PALB2 CTNNAL, INS, FBX024, DOT1L, CD44, MSH2, BRCA1,
RAD51C ve MET genlerinde germline patojenik varyantlar tanimlanmistir (Cosma,
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Schlosser, Tews, Muller, ve Kandulski, 2022), (Gullo, van der Post, ve Carneiro, 2021; W.
Luo et al., 2018).

Cizelge 2.1. Mide kanserinde kalitsal yatkinlikla iligkili genler ve kanser sendromlar1

Gen Mutasyonu Sendrom

APC Familial Adenomatdz Polipozis sendromu
APC promotor 1B Midenin proksimal polipozis sendromu
CDH1-CTNNA1 Herediter Diffiiz Gastrik Kanser sendromu
MLH1-MSH2-MSH6-PMS2 Lynch sendromu

SMAD4-BMPR1A Juvenile polyposis sendromu

STK11 PeutzeJeghers sendromu

TP53 Li-Fraumeni sendromu

2.5. Mide Kanserinin Belirtileri

Mide kanseri tanisi istenmeyen kilo kaybi, demir eksikligi anemisi ve disfaji (yutma
glicliigii) gibi belirtilerinin varliginda endoskopik olarak degerlendirilir ancak potansiyel
olarak tedavi edilebilir mide kanseri hastalar1 genellikle bu belirtileri gostermez ve bu

belirtilerin varligi genellikle tedavi edilemez bir hastaligin habercisidir (Da et al., 2019).

2.6. Mide Kanserindeki Tedavi Yaklasimlari

Mide kanserinin tedavisi ve prognozu g¢ogunlukla Amerikan Ortak Kanser Komitesi
(AJCC)’nin tiimor, lenf nodu ve metastaz (TNM) sistemi kullanilarak elde edilen kanser
evrelemesine baglidir. Bu sistemde, T kategorisi tiimoriin mide duvari katmanlarina yayilma
derecesini, N kategorisi tiimoriin yakindaki lenf diigiimlerine yayilmasini ve M kategorisi
kanser hiicrelerinin diger organlara go¢iinii tanimlar. Mide kanserinin genel evrelemesi, en
erken evre 0 (karsinoma in situ) olmak tizere evre I'den, evre IV'e kadar degisir (Amin et al.,
2017). TNM bilgilerinin kombinasyonu sonucu elde edilen say1 ne kadar biiyiikse, kanser o
kadar ilerlemis ve yayilma alan1 da o kadar genislemistir. Cerrahi tedavi secenekleri tim
mide kanseri hastalarinda (6zellikle erken evredeki mide kanseri hastalari) ilk yaklagimdir.
Kemoterapi veya kemoradyoterapi, tiimori kiigiiltmek icin ameliyattan 6nce veya kalan
kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in ameliyattan sonra uygulanan ana terapdtik miidahaledir.
Rezeke edilemeyen lokal kanseri, niiksii veya metastazi olan ilerlemis evre hastalar igin,
kemoterapi kanserin ilerlemesini miimkiin oldugu kadar uzun siire kontrol etmek igin
kullanilir. Kemoterapinin hedefe yonelik tedavi, immiinoterapi veya radyasyon tedavisi ile

kombinasyonu da giincel yaklasimlar arasinda yer almaktadir (Lei et al., 2022).
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Cizelge 2.2. Mide kanserinde TNM siniflamasi ve evreleme

T T,ﬁmér _ — . i TNM siniflamasi, Evreleme

— Tis Karsinoma In situ (lamina propriyay1 « Evre O TisNOMO

agmamis)

— T1 Mukoza, Submukoza (sml, sm2, sm3) * Evre IATINOMO

" T2 Kas e Evre IB TIN1IMO, T2ZNOMO

_ T3 Seroza e Evre Il TAIN2MO, T2N1MO, T3NOMO
N Lenf nodu e Evre IIIA T2N2MO, T3N1MO, TANOMO
—NO Lenf nodu tutulumu yok * Evre lIB T3N2MO

_ N1 1-6 lenf nodu e Evre IV TAN1-3MO, T1-3N3MO

— N2 7-15 lenf nodu

— N3 > 15 lenf nodu
M Metastaz

— MO Metastaz yok

— M1 Metastaz var

2.7. Diffiiz Tip Mide Kanseri

Lauren siniflamasina gore diffiiz tip mide kanseri tiim mide kanserlerinin yaklagik %30’ unu
olusturur (Dicken et al., 2005) Erken evrede tiimorler asemptomatiktir ve mevcut
goriintiileme yontemleri ile saptanmasi zordur. Diffiiz tip mide karsinomu teshisi alan
hastalarin sag kalimlar1 ortalama 18 aydir, kotlii prognozun sebebi hastaligin ge¢ timor
evresinde teshis edilebilmesidir. Bu tip tiimorlerde geleneksel tedaviler gogunlukla etkisizdir
veya tedaviye direng ile sonuglanir. Erken evrelerde mutant hiicreler mide epitelinden ayrilir
ve mukoza i¢inde kiiglik lezyonlar olusturur. Bu intramukozal lezyonlar c¢ekirdekleri
membran kenarinda ve hilal seklinde sitoplazmalar1 miisin ile dolmus tasl yiiziik hiicreleri
ve zayif farklilasmis hiicrelerden olusmustur (Monster, Kemp, Gloerich, ve van der Post,
2022). Tumor hiicreleri adhezyondan yoksundur tek tek hiicreler veya kiigiik alt gruplar
halinde submukozal katmanlara uzanan ve normal mukozanin arka planinda ortaya ¢ikan
zengin bir fibroz stroma iginde ¢ogalir. Tiimorlerin agresif ileri evreye nasil gectigi de tam
olarak anlagilamamistir. Kanser siklikla karin boslugunu ve karin i¢i organlar1 kaplayan
peritona yayilir cogunlukla malign asit olusumu goriliir. Peritonal metastaz nedeniyle
hastalarin hem yasam kalitesi hem de sag kalim orani biiyiikk Olclide diismektedir

(Yamaguchi, Nagamura, ve Miyazaki, 2022).
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2.7.1. Diffiiz tip mide kanserinde hiicre baglantilari ile iliskili genler

Epitel doku viicudumuzun dis yiizeyini, organlarin ve viicut bosluklarinin i¢ yiizeylerini
kaplayan, viicut ile dis ¢evre arasinda segici bir bariyer olusturan birbirlerine siki bir sekilde
baglanmis hiicrelerin bir araya gelmesi ile olusur. Epitel hiicreleri, yapisal ve islevsel olarak
farkli yiizey alanlarina sahip olacak sekilde polarizasyon gosterir. Epitelyal polaritenin
saglanmast siki baglantilar (zonula occludens, tight junction), ara baglantilar (zonula
adherens, adherens junction), oluklu baglantilar (gap junction), desmozomlar ve integrinleri
iceren hiicre baglantilarinin kurulmasi ile saglanir (Roignot, Peng, ve Mostov, 2013). Hiicre
adezyonu doku morfogenezi ve hemostazin Korunmasinin kilit tagidir. Hiicre adezyonu gen
ekspresyonu ve farkli sinyal yolaklari ile diizenlenen hiicrenin farklilasmasi, hayatta kalmasi
ve gocii gibi biyolojik siiregler ile de yakin iliskilidir (Janiszewska, Primi, ve Izard, 2020).
Hiicreler arasi yapismanin degismesi sonucunda metastatik hiicreler birincil tiimorden
ayrilip dolasima girdigi ve daha sonra ikincil bdlgelerde ¢ogalabildigi icin siireci olumsuz
etkiler. Histolojik olarak diffiiz tip mide karsinomlari, adezyon molekiillerinin
ekspresyonundan yoksundur. Diffiiz tip mide karsinomunda gbzlenen kalin stromal fibroz
yapi, kanser hiicreleri ve kanserle iligkili fibroblastlar tarafindan iiretilen TGF-f tarafindan
indiiklenir. TGF-B1 iiretiminin, diffiiz tip mide karsinomunun ilerlemesi ile iliskili oldugu
bildirilmistir ancak TGF-B1 ekspresyonunun mide karsinomunun prognozu ile iligkisi
tartismalidir. Diffiiz tip mide karsinomunda Smad4 ekspresyonunun kaybiyla TGF-f3
sinyalinin bozulmas1 da gézlenmistir Siklikla, TGF-B’nin agir1 ekspresyonu daha kotii klinik

sonuglarla iliskilendirilen fibr6z stroma olusumu ile karakterize edilir (Komuro et al., 2009).

Diffiiz tip mide karsinomlari, farkli hastalardan alinan farkli tiimorler arasinda hatta ayni
tlimoriin farkli alanlarinda (tiimor igi ve tiimor dis1 alanlarda morfolojik heterojenite) bile
biiyiik morfolojik ve molekiiler degiskenlik gosterebilir (lyer et al., 2020). 23 diffiiz tip
timor tizerinde yapilan tiim ekzom sekanslama verilerinin sonuglart TTN (%39.13) ve CDH1
(%30.43) genlerinde sik goriilen mutasyonlar tespit edilmistir. CHL1, RHOA ve TGFBR2
genlerindekiler tekrarlayan mutasyonlarin, kemokin benzeri bir faktor siiper ailesinin bir
tiyesi olan CMTM2'deki mutasyonlarin, lenf nodu metastazin i¢in 6ncii (driver) mutasyon
olarak tanimlanmistir (Choi et al., 2018). 2021 yilinda Garcia-Pelaez ve ark. 9 farkli
caligmada yer alan bilgilere gore diffiiz mide karsinomlarina 6zgii genleri belirlenmistir. Gen

listesi Cizelge 2.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3. Diffiiz Tip Mide kanserine 6zgli gen mutasyonlar1 (Garcia-Pelaez, Barbosa-
Matos, Gullo, Carneiro, ve Oliveira, 2021)

Gen ad1 Mutasyon orani %
TTN (Titin) 40
CSDM1 (CUB ve Sushi multipl 21
domainleril)
CDH1(Katherinl) 25
OBSCN (Obscurin) 15
RYR2(Ryanodine Receptor 2) 13
KMT2C (Lysine Methyltransferase 2C) 12
MUCEG6 (Gastrik pilorik tip miisin) 9
FAT3 (FAT atipik kaderin 3) 15
APOB(Apolipoprotein B) 9
CHL1(NRT1, Cell Adhesion Molecule 9
L1 Like)

SETBPL(SET binding protein 1) 8
DOCK2(Dedicator of cytokinesis 2) 11
THSD7B (Thrombospondin Type 1 12

Domain Containing 7B)
RHOA (Ras homolog family member 10
A)
CACNALE (Calcium Voltage-Gated 11
Channel Subunit Alphal E)
ABCA13 (ATP Binding Cassette 10
Subfamily A Member 13)
TAF1 (TATA-Box Binding Protein 12
Associated Factor 1)
NCOR2 (Nuclear Receptor Corepressor 9
2)
TGFBR2 (Transforming growth factor 7
beta receptor 2)
CTNNBZ1(Catenin Beta 1) 7
ERBB3(Erb-B2 Receptor Tyrosine 6
Kinase 3)

Yeni nesil dizileme (NGS), RNA dizileme (RNA-seq) ve tiim genom dizilemenin (WES)
gelismesiyle birlikte, Diffiiz tip mide kanserinin benzersiz molekiiler 6zellikleri daha iy1
anlagilmistir. En kapsamli degerlendirmelerden olan Kanser Genom Atlasi'nin (TCGA) bir
parcasit olarak mide kanserleri molekiiler olarak siniflandirilmistir. EBV  pozitif,
mikrosatellit instabil (MSI), genomik stabil (GS) tiimorler ve kromozomal instabil (CIN)
tiimor olmak tlizere dort molekiiler alt tip tanimlanmistir. Diffiiz tip tiimdrler agirlikli olarak

genomik stabil alt grubunda tespit edilmistir. Bu grupta yiiksek oranda somatik CDH1
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mutasyonlart (vakalarin %37'si), RHOA mutasyonlar1 (vakalarin %15')) ve CLDNI18-
ARHGAP gen fiizyonlar1 (vakalarin %15'1) bulunmaktadir (lyer et al., 2020).

2.7.2. CDH1/ E cadherin

CDHL1 geni insan genomunda 16¢g22.1 kromozom lokusunda 100 kb’lik bir DNA bolgesini
kapsamaktadir. Gen 16 ekzon 15 intron igerir ve tiirler arasinda yiiksek oranda korunmustur.
CDH1 gen iiriinii E-cadherin proteini 120 kDa agirliginda glikoprotein yapisinda kalsiyum
bagimli bir transmembran proteinidir (Shenoy, 2019). Epitel hiicrelerinin bazolateral
bolgesinde zonula adherens baglantilarinin olusmasinda kritik 6neme sahip bu protein
sitoplazmik bolge, bes tandem tekrardan olusan hiicre disi kalsiyum bagimli bolge ve iki
alan1 birbirine baglayan transmembran bolge olmak iizere ii¢ yapisal alandan olusur. Hiicre
dis1 bolge, komsu hiicrenin homofilik kaderin molekiiliine baglanir. Bu yapinin igerdigi
kalsiyum iyonlar1 hiicrelerin hareket etmesini ve esnemesini onleyen gerekli sertligi
saglamaktadir. E-kadherin proteininin sitoplazmik kuyrugu, p120, B-katenin ve a katenin ad1
verilen bir dizi adaptor protein aracilifiyla aktin ve hiicre iskeletinin filamentleri ile
etkilesime girer. E-kadherin proteini B-katenin'i zarda tutarak g¢ekirdege gitmesine izin
vermez sonug olarak Wnt sinyal yolu aktivasyonunun neden oldugu kontrolsiiz hiicre
cogalmasi baskilanir. E-kadherin-katenin bagi, hiicreler arasi adezyonunun siirdiiriilmesi
i¢cin esastir ve epitelyal tiimor hiicresi istilasin1 ve metastazi baskiladig diistiniilmektedir

(Figueiredo et al., 2019; Pecina-Slaus, 2003; Shenoy, 2019).

Herediter Diffiliz Gastrik Kanser Sendromu (HDGC)’u birden fazla nesli etkileyen hastalarin
geng yasta az diferansiye diffiiz tip tash yiiziik hiicreli karsinomunun yani sira lobiiler meme
kanseri de gelistirdigi otozomal dominant kalitilan bir kanser sendromudur. E-cadherin'i
kodlayan CDH1 genindeki germ hatti patojenik varyantlari, kalitsal diffiiz mide kanserinde
yer alan en yaygin genetik yatkinliktir. Tk kez 1998 yilinda Yeni Zelanda’da yasayan iic
Maori ailesinde tespit edilmistir (Guilford et al., 1998). HDGC' de, CDH1 germ hatt1
mutasyonlariin inaktive edilmesine ek olarak ikinci alelin en yaygin inaktivasyon sebebi
promotor metilasyonudur. CDH1 mutasyonunun aile Oykiisii ile yakindan baglantilidir.
CDHZ1 geninde patojenik bir mutasyonla dogan bireylerin 80 yasina kadar diffiiz tip mide
karsinomu gelistirme riski yaklasik %70'dir. Mutasyon tasiyan Kadinlarin yaklasik %40'ida

lobiiler meme kanseri gelisme riski de bulunmaktadir (Marwitz et al., 2020).



18

2.7.3. RHOA

Rho GTPazlar, Ras GTPaz siiper ailesine ait sinyal proteini grubudur. Giiniimiize kadar 22
tane Rho GTPaz gen tanimlanmistir. Rho GTPazlar, homoloji gosterdigi Rho ailesine gore
alt gruplara ayrilir. RHOA (Ras homoloji ailesinin A {iyesi), Racl (Ras ile iliskili C3
botulinum toksin substrati 1) ve Cdc42 (hiicre boliinmesi kontrol proteini 42 homologu) bu
grubun en ¢ok caligilan genleridir (Bros, Haas, Moll, ve Grabbe, 2019). Rho GTPazlar, aktin
hiicre iskeletinin yapisini ve dinamiklerini, hiicre go¢iinii, sitokinezi diizenleyen ROCK (Rho
kinaz) gibi asag1 akis efektorleri ile etkilesime girerek bu hedeflerin aktivasyonunu kontrol
eden, tiim dokularda farkli seviyelerde ifade edilen sitoplazmik molekiiler anahtarlardir. Rho
aktivasyonu siki bir seklide kontrol edilir. Rho ailesi proteinlerinin ifadesinin diizenlenmesi
seksenden fazla GEF yetmis tane GAP proteini ile saglanir (Cherfils ve Zeghouf, 2013).
RhoA geni, 3p21.31 kromozom bdlgesinde bulunur ve bes ekzona sahiptir. RhoA’nin
GTP'ye bagl formu aktif, GDP'ye bagli formu inaktiftir. RHOA igsel GTPaz aktivitesine
sahiptir ancak GDP'nin GTP'ye degisimi ¢ok yavas gerceklesir. Guanin niikleotid degisim
faktorleri (GEF'ler) tarafindan GDP'nin GTP’ye degisimi katalize edilir. GTPaz aktive edici
proteinler (GAP'ler), GTP'nin y fosfatinin hidrolizini saglar. Rho GDP ayrigma inhibitorleri
(GDI'ler) GDP’nin ayrigmasini engellemek icin hiicre i¢ yiizeyindeki zar bdlgelerinden
uzaklastirir (Wheeler ve Ridley, 2004; W. H. Zhang et al., 2020).

RHOA geni, aktin hiicre iskeletinin yapisini ve dinamiklerini, hiicre gogiinii, sitokinezi
diizenleyen ROCK (Rho kinaz) gibi asagi akis efektorleri ile etkilesime girer. RhoA’nin agirt
ekspresyonu ¢esitli kanserlerde gozlenmistir ve RhoA aktivasyonu tiimorogenez ve timor

invazyonu ile iliskilendirilmistir (Karlsson, Pedersen, Wang, ve Brakebusch, 2009).

RHOA gen mutasyonlar: diffiiz tip mide kanserlerinin %14,3-25,3'linde tanimlanmistir.
Karsinogenezin erken evrelerinden itibaren goriilen onkojenik mutasyonlar Y42C, G17E,
R5Q/W ve L57V gibi Rho ailesi proteinleri arasinda yiiksek oranda korunan sicak
bolgelerdeki (hotspots) missense mutasyonlardir. Bu tiir sicak bolgelerin varligi, genin
ifadesinin artmasi ile sonuglandigini isaret etmektedir. Y42C, L57V mutasyonlarinin diffiiz
fenotipe sahip fare bagirsak organoid kiiltiirlerinde anoikisten kagisi destekledigi, G17E,
Y42C mutasyonlarinin ise bilyiimeyi tesvik ettigi gosterilmistir (J. Zhou, Hayakawa, Wang,
ve Bass, 2014).
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2.7.4. CLAUDIN 18

Epitel ve endotelin temel islevi, organizmadaki farkli boliimleri ayirmak ve bunlar
arasindaki madde aligverisini diizenlemektir. Sik1 baglantilar (TJ), epitel ve endotelin bariyer
islevi i¢in gerekli hiicreler arasi1 adezyon kompleksleridir. Epitel hiicrelerinin apikal ve
bazolateral membraninda ¢ok sayida proteinin bir araya gelmesiyle olusur. Siki1 baglantilar
su, iyonlar, makromolekiiller ve bagisiklik hiicrelerinin paraselliiler gecirgenligini kontrol
eder ve hiicre polaritesini korurlar ayn1 zamanda hiicre sinyallesmesinde de rol oynarlar
(Zeisel, Dhawan, ve Baumert, 2019). Sik1 baglantilarin iki ana bileseni, aktin hiicre iskeletini
stabil hele getirmek icin zonula occludens (ZO) proteinlerinin PDZ alanlarina baglanan

okludin ve klaudin proteinleridir (Kyuno et al., 2021).

Klaudin gen ailesi proteinleri glinlimiize kadar tanimlanmis en az 27 iiyeden olusmaktadir
(Kyuno et al., 2022). 20-27 kDa agirhigindaki bu proteinler tipik olarak epitel hiicrelerinin
apikal tarafinda bulunur ve hiicreleri birbirlerine siki bir sekilde baglar. Hiicre adhezyonu ve
polaritesinin korunmasinin yani sira hiicre boliinmesi, farklilasma, hiicre hareketliligi ve
diger hiicresel siireglerin diizenlenmesi igin gerekli hiicreler arasi sinyal iletiminde de etkin
rol oynarlar (Kyuno et al., 2021; Singh, Sharma, ve Dhawan, 2010). Klaudin proteinlerinin
bazilarinin apikal zar disinda epitel hiicrelerinin bazoletaral bdlgesinde ve zaman zaman
hiicrenin sitoplazmasi ve ¢ekirdeginde bulunmasi farkli hipotezlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Bu hipotezlerden ilki apikal ylizeyin dinamik yapisina bagli olarak bazoletaral
bolgede olusturulan klaudin havuzundan gerektiginde apikal ylizeye protein transferinin
saglanmasidir. ikinci hipotez klaudin proteinlerinin bir béliimiiniin ¢ekirdege girerek heniiz
aciklanmayan mekanizmalar ile transkripsiyon iizerinde etkili olmasidir. Ugiincii hipotez ise
spesifik proteinlerin taginmasinda rol oynayabilecekleridir (Hagen, 2017). Klaudin
proteinlerinin ¢cogu neredeyse her organda eksprese edilirken, birka¢ klaudin proteinin
ifadesi tek doku ile sinirhidir (Krause et al., 2008). Kesiflerinden giiniimiize kadar kanser
gelisimi ve kaludin ifadesi arasindaki iliskiyi inceleyen literatiir giderek artmaktadir.
Klaudin ekspresyonu, kanser hiicrelerinin karsinogenezi ve epitelyal-mezenkimal gegisi
sirasinda genellikle azalir. Klaudinlerin kaybi, epitel hiicre polarizasyonunun bozulmasina
ve epitel hiicrelerin bariyer 6zelliginin kaybina neden olur (Kyuno et al., 2022). Bununla
beraber ¢aligmalar, kanserde bu proteinlerden bazilarinin dokuya 6zgii bir sekilde ifadesinin

degistigini gdstermistir. Ornegin, Claudin-4 ekspresyonu pankreatik duktal adenokarsinom,
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prostat, uterus, yumurtalik ve meme karsinomlarinda artarken, hepatoseliiller ve renal

karsinomlarda ekspresyonu azalir (Singh, Uppada, ve Dhawan, 2017) (Singh et al., 2010).

CLAUDIN18 (CLDN18) geni 3g22.3 kromozom bdlgesinde yaklasik 35 kb'lik bir alam
kapsar, 6 ekzon ve 5 intronik bdlge olarak organize edilmistir. ki tane alternatif birinci
ekzonu iki farli protein izoformunun (CLDN18.1 ve CLDN18.2) sentezlenmesine olanak

tamir. iki protein arasindaki genel sekans dzdesligi %91'dir. (Krause et al., 2008)

CLDN18 proteini; dort kez tekrarlanan transmembran alan, iki hiicre dis1 dongii (ECL 1 ve
ECL 2) iceren ekstraseliiler alan, N terminal ve C terminal uglarinin bulundugu sitoplazmik
alandan olusmaktadir. CLDN18.1 ve CLDN18.2 proteinlerinin N-terminallerindeki 21
amino asit, ECL 1 alaninda 8 amino asit farklilik gosterir (Chen et al., 2023; Zhong et al.,
2022).

CLDN18.1 (Lung)

ATG ATG \r_l/ TGA

I_I v/ U v/ l_l fr—

Exonib Exonta Exon2 Exond Exond ExonS
CLDN18.2 (Stomach)
/—,ﬁ\
ATG __—ATG \_/\_/\_ TGA
ks 7
Exonib Exonta Exon2 Exond Exond Exon$

Sekil 2.6. CLDN18.1 ve CLDN18.2 proteinleri ve alternatif ekzonlar1 (Krause et al., 2008)
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Sekil 2.7. Claudin 18 protein modeli (J. Chen, 2023’den degistirilerek alinmistir) (Chen et
al., 2023)

Saglikli dokularda CLDN18.1 varyanti sadece akcigerin alveoler epitel hiicrelerinde,
CLDN18.2 varyanti1 ise sadece mide epitelininin farklilasmis ekzokrin ve endokrin
hiicrelerinde sentezlenir. CLDN18.2 boyun bolgesinde bulunan kok hiicre bolgesinde ifade
edilmez ve hiicre zarina gdmiilii halde bulunur. Malign doniisiim esnasinda tiimor hiicrelerin
polaritesinin kaybolmasi CLDN18.2°nin hiicre yiizeyinde belirgin hale gelmesi ile
sonuglanir. CLDN18.2’yi hedefleyen antikorlarinin tiimor hiicrelerine erisimini kolaylastirir.
CLDN18.2 primer mide kanserleri ve metastazlarinda genellikle eksprese edilir (Tureci et
al., 2011; Zhu et al., 2019).

Normal mide dokusunda sinirl ve spesifik ifade edilen bir zar proteini olan CLDN18.2 kolay
ulasilabilir ideal antikor temelli bir ila¢ hedefidir. intravenoéz olarak uygulanan antikor
temelli ilaglar normal hiicrelerin CLDN18.2 epitoplarina, biiyiik 6l¢iide erisemez bununla
birlikte, karsinogenez siirecinde hiicre polaritesinin bozulmasi ve CLDN18.2 proteinin artan
ekspresyon diizeyi monoklonal antikorlarin baglanmasi i¢in ortami uygun hale getirir (Zhu
et al., 2019). Yeni bir kimerik immiinoglobulin G1 antikoru olan IMAB362 (zolbetuximab
veya claudiximab), CLDN 18.2' ye baglandiktan sonra efektor hiicreler araciligiyla hiicresel
sitotoksisiteyi aktive eder. Bu degisiklik apoptozu indiikler ve hiicre proliferasyonunu inhibe

eder (Bednarz-Misa, Fortuna, Diakowska, Jamrozik, ve Krzystek-Korpacka, 2020).
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Zolbetuximab, mide kanseri tedavisinde kullanilmak tizere hazirlanan ilk kimerik
monoklonal antikordur (Singh et al., 2017). CLDN18.2 proteininin baslangigta mide
tiimorleri ve metastazlarinda tutarli ve kararli bir sekilde yiiksek diizeyde eksprese edildigi
goOsterilmistir. Sonraki ¢alismalar CLDN18.2'nin pankreas, yemek borusu, yumurtalik ve
akciger tiimorleri gibi gesitli primer tiimorlerde ektopik olarak asirt ifade edilebilecegini de
gosterilmistir (Tureci et al., 2011). CLDN18.2’nin ifadesinin diizenleyen mekanizmalar
cesitli calismalar ile arastirilmistir. CLDN18 geninin promotdrii transkripsiyon faktori
CREB (siklik AMP tepki eleman1 baglayici protein) i¢in bir baglanma bolgesi i¢erir. CREB'
in hipometillenmis bir CpG adasina baglanmasi genin aktivasyonunu saglar. cAMP, timor
hiicrelerinde protein kinaz A'yr (PKA) aktive ettikten sonra, PKA c¢ekirdege gider ve
CREB'in fosforilasyonunu indiikler. CREB'in transkripsiyonel aktivitesi artar ve CREB,
CLDN18.2’nin promotoriindeki konsensiis diziye baglanir ve CLDN18.2'in anormal
aktivasyonu sonucu asir1 eksprese edilmesi ile sonuglanir. Ayrica akciger kanseri dokulari
ve akciger kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen ¢alisma miR-767-3p'nin hiicrede
susturulmasinin - CLDN18.2 ekspresyonu artirdigini  gdstermistir.  miR-767-3p'nin,
CLDN18.2’nin 3'-UTR bolgesine baglayarak CLDN18.2 ekspresyonunu modiile ettigi
bulunmustur (Cao et al., 2022; Sahin et al., 2008).

Mide karsinogenezinde CLDN18 ifadesinin kayb1 erken evrelerde yani Correa kaskatinin
intestinal metaplazi asamasinda meydana gelmektedir. CLDN18 geni normal mide
dokularinda yiiksek oranda eksprese edilirken mide kanserlerinin %57,5'inde ekspesyon
kaybina ugrar. Ozellikle intestinal tip mide kanserlerinde bu oran %73,7 olarak tespit
edilmistir. CLDN18 ifade diizeyi, periton metastazli hastalarda daha diisiikken, kemik
metastazi olan hastalarda daha yiiksektir (Hashimoto ve Oshima, 2022).

2.7.5. ARHGAP26 /| GRAF

RhoA GTPaz aktive edici protein 26 (ARHGAP26, GRAF, GRAF1), ilk olarak 1996 yilinda
kus dokularinda integrin aracili sinyallesmede fokal adezyon kinazi (FAK) incelerken
kesfedilmistir. Baglangicta protein FAK ile iligkili GTPaz diizenleyicisi (GRAF, GRAF1)
olarak adlandirilmistir (Hildebrand, Taylor, ve Parsons, 1996). ARHGAP26 proteini 5931.3
kromozom bolgesindeki 46 kb uzunlugundaki ARHGAP26 geninden kopyalanan 23
ekzondan olusan mRNA’nin translasyonu sonucunda sentezlenir (Xie et al., 2018).

ARHGAP26 ¢ogu organin epitel dokusunda yaygin olarak eksprese edilirken mezenkimal
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kokenli vaskiiler olmayan bag ve destek dokuda, birgok organin stromal hiicrelerinde, beyaz
yag dokusunda, hiyalin kikirdakta, miyeloid ve lenfoid sistemlerde ifadesi belirlenememistir
(Borkhardt et al., 2000).

ARHGAP26’nin ¢ogunlukla 16kositlerde ifade edilen "A" izoformu, meme bezlerinde ve
epitel dokuda yiiksek oranda ifade edilen "B" izoformu olmak ftizere iki ayri izoforma

sahiptir (Regev, Sabanay, Kartvelishvily, Kam, ve Bershadsky, 2017).

ARHGAP26 proteini amino ucundan baslayarak sirasiyla BAR alani, PH alani, RhoGAP
alani, serin/prolin a¢isindan zengin alan ve karboksi ucunda Srchomology 3 (SH3) alanina
sahiptir (Lundmark et al., 2008). BAR ve PH alan1 aktin dinamigi ve membranin yeniden
sekillendirilmesi i¢in Klatrin bagimsiz endositozun diizenlenmesinde etkilidir. RhoGAP
alani, GTP'ye bagli Rho proteinlerine baglanir ve onlarin i¢sel GTPaz aktivitesini uyarir.
Rho proteinlerinin negatif diizenleyicisi olan ARHGAP26 proteini Rho GTPaz’lardan
Cdc42 ve RHOA nin GTP hidrolizini uyarabilir ancak in vivo ¢alismalar 6zellikle RhoA’y1
tercih ettigini gostermistir (Cherfils ve Zeghouf, 2013; L. Zhang et al., 2021).

MDS Akut myeloid 16semi ve miyelodisplastik sendromlu vakalarin bazilarinda
ARHGAP26 gen mutasyonlari ve genin lokalize oldugu 5. kromozomun q kolunda
delesyonlar tespit edilmistir (Qian et al., 2011). ARHGAP26 proteini Rho ailesi GTPazlarin
diizenleyicisi olarak ARHGAP26’nin fonksiyon kaybi, RhoA'nin regiilasyonunu etkileyerek
dolayl1 yoldan tiimor baskilayici bir gen olan p21'in inaktivasyonuna yol agabilir. Bu durum
kusurlu hiicrelerin S fazina ilerlemesi ve ¢ogalmasiyla son bulur. ARHGAP26 proteininin
SH3 alani, integrin kiimelenme boélgelerinde bulunan fokal adezyon kinazin (FAK) karboksi
terminalindeki prolinden zengin bolgeye baglanabilir (Borkhardt et al., 2000). FAK, hiicre
biliylimesi, ¢cogalmasi, hayatta kalmasi ve gd¢iiniin modiilasyonunda 6nemli bir rol oynar.
FAK'n asir1 eksprese edildigi, yapisal olarak aktive oldugu ¢esitli doku tiplerine ait
neoplastik hiicrelerde artan motilite, invazivlik ve proliferasyon ile iliskili oldugu

belirlenmistir (Hildebrand et al., 1996).

Sirkiiler RNA’lar (circRNA) 5'ucunda Cap ve 3’ ucunda poly A kuyrugu olmayan kovalent
bag ile iki ucu birlestirilmis sarmal kodlanmayan RNA smifidir. Sadece ekzon veya intron
bolgelerinden, bazen de hem ekzon hem de intron bolgelerinden olusabilirler. circRNA'larin

benzersiz yapilari lineer RNA'lara gére daha uzun bir yar1 6mre sahip olmalarina ve RNaz
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enzim degradasyonuna karsi daha direngli olmalarina yardimei olur. circRNA'lar miRNA
slingerleri olarak gorev yapabilecegi gibi proteinlerle birleserek gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde etkili olur. Sirkiiler RNA'larin bir boliimii tiimor olusumunda ve
ilerlemesinde Kilit rol oynar (Xie et al., 2018; W. Y. Zhou et al., 2020). circ-ARHGAP26
(hsa circ 0074362), ilk olarak 2017 yilinda mide kanserinde tanimlanmistir. 23 ekzonlu
ARHGAP26 geninin sadece besinci ve on birinci ekzonu arasindaki bolgeyi igerir. Mide
kanseri olgularindaki ¢alismalar circ-ARHGAP26 ekspresyonunun mide kanserindeki
roliiniin hala tartismali oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte mide kanseri hiicre
hatlarinda circ-ARHGAP26 asir1 eksprese edilir ve baskilanmasi hiicre gogalmasini engeller

ve kanser hiicrelerinde apoptozu destekler (Wangxia et al., 2019; Xie et al., 2018).

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT) habis epitelyal tiimorlerin gelisimi i¢in onemli bir
stiregtir. EMT sirasinda epitel hiicreler hiicre adezyonunu meydana getiren yapilarini
kaybeder ve hiicre iskeletini yeniden diizenler, hiicrelerde 6n ve arka polarite belirginlesir,
go¢ etme yetenegi artar. Epitel hiicrelerinde epitelyal E-cadherin yerine mezenkimal N-
cadherinin ifade edilmesi EMT'in tipik bir ozelligidir. Caligmalar malign olamayan
hiicrelerde ARHGAP26 geninin susturulmasmin E-cadherin ifadesini azaltip N-cadherin
ifadesini artirdigini bu durumun igsi hiicrelerin 6n kenarlarindaki ¢ikintilarda daha belirgin
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte arka ugta E-cadherin hala kuvvetli bir sekilde ifade
edilmektedir. Ayrica hiicrede ARHGAP26 geninde meydana gelen fonksiyon
bozukluklarinin, epitelyal fenotipte dramatik bir kayip ve timor invazivliginde artig ile

sonuglandigi da rapor edilmistir (Regev et al., 2017; L. Zhang et al., 2021).

2.8. Fiizyon Genleri

Fiizyon genlerinin olugmasina neden olan gen translokasyonlari, kanserin 6nemli bir
nedenidir. iki farkli geni yan yana getiren kromozomal yeniden diizenlenmeler, bir fiizyon
geni olusturabilir (Yao et al., 2015). Kanserle iligkili ilk kromozom anormalligi 1960 yilinda
Philadelphia kromozomu olarak adlandirilan kronik miyeloid 16semi hastalarinda BCR-ABL
genleri arasinda tespit edilmistir (Brien, Stegmaier, ve Armstrong, 2019). Bu vakalarin
tagidiklar1 melez gen daima aktif olabilen bir kinaz molekiilii sentezler. Normal hiicre
dongiisii bozulur ve anormal proteini ifade eden kemik iligindeki miyeloid hiicrelerin sinirsiz
cogalmasi ve hizli boliinmesi kanser ile sonuglanmir. Bu 6zel kromozomun kesfi

kromozomlarin yeniden diizenlenmesi ile kanser arasindaki yakin iliskiyi ortaya ¢ikarmistir.
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Kromozom anormallikleri, neoplazilerin karakteristik bir 6zelligidir. Fiizyon genleri tiim
kanser hastalarinin %20'sinde tespit edilmistir. Epitelyal timdrler i¢in en iyi bilinen fiizyon
geni, kiiglik hiicreli akciger kanseri hastalarinin %5-10'unda saptanan EML4-ALK genidir
(Stransky, Cerami, Schalm, Kim, ve Lengauer, 2014).

Kanser gelisimi ¢ok basamakli bir siiregtir. Erken evrelerde gerceklesen kromozom
degisiklikleri kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olur. Hiicrelerin hizli artist DNA ve
kromozomlarda kirilganlik (instabilite) yaratarak yeni genetik degisimlere de zemin hazirlar,
kademeli bir sekilde genom kararsizliga stiriiklenir. Fiizyon genlerinin belirlenmesi dogru
teshis ve etkili bir tedavi igin kritik 6neme sahiptir. Bununla birlikte, fiizyon genlerinin
prevalansi farkli kanser tiirleri arasinda biiylik farkliliklar gosterir ve bir¢ok fiizyon geni

belirli bir kanser alt tipine 6zgiidiir (Heyer et al., 2019).

2.8.1. CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu

ARHGAP26 geninin diger genlerle anormal fiizyonu ilk kez 2000 yilinda rapor edilmistir.
11g23 kromozom boélgesinde bulunan 16semi geni (MLL) ile ARHGAP26 geni arasindaki
gen flizyonu akut myeloid 16semili bebek ve kiigciik c¢ocuklarda gosterilmistir.
MLL/ARHGAP26 fiizyonu olan bebekler tedaviye daha iyi yanit vermektedir (Borkhardt et
al., 2000).

Kanser Genom Atlas1 (TCGA) projesine gore; CLDN18-ARHGAP26 fiizyonu, genomik
stabil (GS) alt tipin %15’inde goriilen genetik bir olaydir. CLDN18 geninin 5. ekzonu ile
ARHGAP26 geninin 12. ekzonu arasinda gerceklesen gen flizyonu en sik karsilagilan
varyanttir. CLDN18’in 5.ekzonu ile ARHGAP26’nin 10.ekzonu, ARHGAP6’nin 2 ekzonu,
ARHGAP10’nun 8. ekzonu, ARHGAP42’nin 7. ekzonunun kaynastig1 varyantlar ve ¢ok
nadir ger¢eklesen CLDN18’in 4.ekzonu ile ARHGAP26’nin 11. ekzonunun kaynastigi
varyasyonlar tespit edilmistir (L. Zhang et al., 2021).

Kimerik CLDN18-ARHGAP26 proteini CLDN18'in transmembran alanina sahiptir ancak
karboksil terminalinde bulunan RHOA, kaderin ve integrinler gibi aktin-diizenleyici
proteinlerle etkilesime giren sitoplazmik kisimda bulunan PDZ-baglayici motiften
yoksundur. CLDN18’in karboksi terminal alaninin kaybi, aktin tarafindan diizenlenen

proteinlerin birlesme kompleksine baglanmasini dnleyerek hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
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baglanmasini gevsetebilir. Bu durum fiizyon proteinini eksprese eden epitel hiicrelerinin
yapigsma islevinin bozulmasina ve mide mukozal bariyerinin yikilmasina neden olur.
ARHGAP26'nin merkezi bolgesinde yer alan GAP alani ve karboksi terminalinde bulunan
SH3 alami korunur ancak amino terminalindeki BAR ve PH alanlar1 fiizyon proteininde
eksiktir. Sonug olarak fiizyon proteininin GAP alaninin aktivitasyonu RhoA'nin konstitiitif
inaktivasyonu ile sonuglanir ayrica ARHGAP26'nin endositoz yolunu diizenleme yetenegi
de etkilenir. CLDN18’in promotoru ile sentezlenen proteinde CLDNI18 fonksiyon
kaybederken ARHGAP26 fonksiyon kazanir (Yao et al., 2015). Hiicre hatlarinda
gerceklestirilen galigmalara gore; CLDN18'in fonksiyon kaybi, ARHGAP26'nin anormal
ektopik aktivite kazanmasi, epitelyal fenotipte dramatik bir kayip ve EMT gosteren uzun
¢ikintilarin olusmasi ile sonuglanmigtir. Bunlara ek olarak flizyon hiicre bariyerlerinde
kayip, gecikmis yara iyilesmesi, RHOA inhibisyonunda artis, metastaz ve hiicre gogiiniin
tesvik edilmesi gibi anormal fonksiyonlar kazanilmasina neden olur. Bu veriler diffiiz tip
mide kanserinde CLDN18-ARHGAP26 flizyonu olan hastalarin olmayanlara kiyasla daha
kotii prognoza sahip olmasinin énemli bir nedeni olabilir (Cancer Genome Atlas Research,
2014; Doherty ve Lundmark, 2009; Holst et al., 2017).

CLDN18-ARHGAP flizyonu oksaliplatin ve floropirimidin bazli kemoterapiye direngle de
iliskilendirilmistir. Bu nedenle, CLDN18-ARHGAP26 fiizyonu mide kanserinde hastaligin
ilerlemesi ve tedavi direnci ile ilgili 6nemli bir genetik degisiklik olarak goriilmektedir.(lyer
et al., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Mide Karsinomu Olgularinin Se¢ilmesi

Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
04.05.2021 tarihinde GO 21/ 603 numarali etik izin alinmistir. Hacettepe Universitesi
Patoloji Anabilim Dali’nda 2000-2015 yillar1 arasinda *‘Diffiiz Infiltratif Mide Karsinomu’’
tanisi ile raporlanmis olgulardan olusan 64 vaka ile baglayan ¢alisma kapsami alt tiirden
bagimsiz olarak genisletilmis ve toplamda 263 vakanin klinik bilgileri kaydedilip arsivde
bulunan HE kesitleri ¢ikarilmistir. Mikroskobik tekrar incelemelerden sonra galismaya dahil
edilen toplam 263 hasta dokusu CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu ve CLDN18.2
ekspresyonu agisindan incelenmistir. Calismada kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi

cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi

Malzeme Adi Marka Katalog No Deney adi

Agaroz Invitrogen 16500-500 Agaroz Jel
Elektroforezi

100 bp DNA Ladder SOLIS BIODYNE | 07-11-00050 Agaroz Jel
Elektroforezi

Etidyum Bromiir (EtBr) Thermo Scientific | 15585011 Agaroz Jel
Elektroforezi

High Capacity cDNA Invitrogen 4368814 cDNA sentezi

Reverse Transcription Kit

RNeasy FFPE Kit Qiagen 73504 FFPE doku RNA
izalasyonu

OneStep RT-PCR Kit Qiagen 210210 cDNA sentezi ve
RT-PCR

Tth DNA Polymerase Kit EURX EK1115-01 In situ RT-PCR

Taq DNA Polymerase Thermo Scientific | EP0402 PCR

dNTP Mix SIGMA D7295 PCR

Pepsin Solution Epredia/Thermo AP-9007-005 | In situ PCR

3.2. Doku Mikro Dizinlerinin Olusturulmasi

Calismada bir mm ve ti¢ mm’lik iki farkli boyutta doku mikrodizin blogu kullanilmistir. Bir
mm’lik blogun (TMA-M2) hazirlanmasi i¢in Advanced Tissue Arrayer (ATA100) cihazi, lig
mm’lik bloklar i¢in Recipient Block Mold Kit (Quick Mold kalip) kullanilmistir. Doku
mikro dizinlerinde yer alacak olgularin HveE kesitleri iki ayr1 patolog (AA, GG) tarafindan
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incelenerek timor morfolojisinin en iyi temsil edildigi timor odaklari isaretlenmistir.
Kesitler ile aynm1 kodlu parafin bloklar eslestirilerek bloktan alinacak doku alam
belirlenmistir. Quick Mold kalip 70-80 °C'lik etiivde 30 dakika bekletilerek parafin ile ayni
sicakliga ulagsmasi saglanmistir. Daha sonra etiivden alinan kaliplarin tizeri tamamen

kaplanacak sekilde 65 °C sicakligindaki sivi parafin ile doldurulmus, bir gece oda

sicakliginda bekletilerek dokularin aktarilacagi bloklar hazirlanmistir.

Resim 3.1. A. Quik Mold Kalip B. Bos parafin blok

Daha 6nce dondr bloklar iizerinde isaretlenen tiimor alanlart tek kullanimlik deri (punch)
biyopsi igneleriyle ¢ikarilarak, hazirlanan kalip parafin bloga aktarilmistir. Olusturulan
parafin bloklar 45 °C'deki etiivde bir gece bekletilmis tiimor drnekleri ve kalibin kaynasmasi

saglanmistir. Lam yardimi ile tim dokular ayn1 seviyeye getirilerek sabitlenmistir.

Resim 3.2. TMA-M10, TMA-M11, TMA-M12,TMA-M13 doku mikrodizin bloklar1
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3.3. Formalin ile Fikse edilmis Parafine Gomiili (FFPE) Doku Kesitinden DNA

izolasyonu

Olgulara ait parafin bloklarindan mikrotom ile 6 um kalinliginda alinan kesitler 48 °C su
banyosundan temiz lam iizerine alinmistir. Dokularin HE kesitlerinde isaretlenen timor
bolgeleri bistiiri ile kazinmis ve ependorf tiipe alinarak her vaka i¢in 200 pl lizis tamponu
(50 mM Tris-HCI, pH: 9,0/ 1 mM 0,5M EDTA, pH: 8,0/ 0,5% Tween-20) eklenmistir.
Kapaklar sikica kapatilan tiipler mikrodalga firinda en yiiksek giicte 30sn’de bir kere alt iist
edilerek 2 dakika kaynatilmistir. Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda tiipte biriken parafin pipetajla
uzaklastirilmistir. Proteaz asamast 55 °C’deki su banyosunda 3 saat siire ile tiiplere 4 pl
Proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek gerceklestirilmistir. 200 pl fenol/kloroform/isoamil alkol
(25:24:1) ilave edilen ornekler oda sicakliginda 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Bu islemden sonra tiiplerde ii¢ faz gbzlemlenir. Sadece en iist katmanda olusan seffaf sivi
bolge DNA igerir bu alan pipetle dikkatli bir sekilde ¢ekilerek yeni tiiplere aktarilir. Etil alkol
presipitasyonu i¢in her 6rnege 20 pl 3M sodyum asetat (pH:7,0) ve 550 ul %100 etanol ilave
edilmistir. Ornekler -20 °C’de en az 30 dakika inkiibe edilerek 13.000 rpm’de 10 dakika +4
C’de santrifiij edilmistir. Alkol iceren siipernatant atilarak olusan pelet 20 ul ddH20 ile
¢cOziilmiistiir. Elde edilen toplam DNA miktar1 spektrofotometre (NanoDrop™ 2000,

Thermo Fisher) ile dl¢iilmiistiir.

3.4. FFPE Doku Kesitlerinden RNA Izolasyonu

Mide kanseri doku dizinlerinde yer alan dokularin bloklarindan mikrotom ile 4x6 pm
kalinliginda kesitler elde edilerek ependorf tiipe alinmis ve etiketlenmistir. Total RNA
izolasyonu RNeasy FFPE Kit (Qiagen, 73504) ile iiretici firmanin protokolii izlenerek RNA
izalosyonu gerceklestirilmistir. RNA konsantrasyonu spektrofotometre (NanoDrop™
2000,Thermo Fisher) ile dlgiilmiistiir. RNA 6rneklerinden final konsantrasyonu 100 ng/ul
olan 15 ul’lik alikotlar hazirlanmistir.

3.5. Komplementer DNA (c DNA) Sentezi

RNA'nin saflagtirilmasi ve eldesi kolaydir ancak DNA'dan ¢ok daha kolay pargalanir. Bu
nedenle, RNA analiz edilirken ilk adim RNA’y1 daha dayanikli tek iplikli komplamenter
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DNA (cDNA) doniistiirmektir. Total RNA izolasyonu sonrasinda edilen RNA
molekiillerinden retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi yardimiyla
komplementer DNA (cDNA) sentezi Invitrogen High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Thermo Fisher, 4368814) kullanilarak cDNA asagidaki protokol kullanilarak

sentezlenmistir.

Cizelge 3.2. cDna reaksiyonu igin gerekli malzeme miktarlar:

1X
10 X RT Buffer 2 ul
25 X dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10 X RT Random Primers 2 ul
MultiScribeTM-Reverse
Transcriptase i
Niikleaz igermeyen H20 4,2 ul
Toplam 10 pl

Cizelge 3.3. cDNA sentezi i¢in termal dongii programi

1 2 3
Sicaklik (°C) 25 37 85
Siire 10 dk 120 dk 5dk

3.6. Calismada Kullamlan Primerlerin Planlamasi ve Dizayn Edilmesi

cDNA ve DNA Kkalitesinin, tiim hiicrelerin temel islevlerini yerine getirebilmesi i¢in stirekli
sentezlenmesi gereken (housekeeping) genlere ait primerler ile belirlenmesi planlanmustir.
Bu amagla GAPDH, actin-beta ve U6 genleri kullanilmistir. Arastirilmasi hedeflenen gen
fiizyonu CLDN18 geninin 5. ekzonu ile ARHGAP26 geninin 12. ekzonu arasinda
gergeklesmektedir. Daha oOnce yayimlanan calismalarin RT-PCR iiriinlerinin sekans
sonuglarina incelendiginde tiim vakalarda flizyon bolgesinin ayni oldugu goriilmiistiir

(Tanaka et al., 2018; Yao et al., 2015).
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Wilend ' ARMGAPM saontl JNA

GAGGACGAGGTCTACAAC

A MWW i

Sekil 3.1. CLDN18-ARHGAP26 genleri arasinda flizyon sekansi (Tanaka et al., 2018; Yao
et al., 2015)

NCBI veri tabani kullanilarak CLDN18 ve ARHGAP26 genlerinin sekans bilgileri
“’SnapGene’’ programina yiiklenerek, genlere ait diziler kirik noktasindan birlestirilip
fiizyon transkriptini sentezleyecek kimerik DNA modellenmistir. Bu model iizerinde
fliizyona spesifik primerler dizayn edilmistir. ilgili primerlerin temini saglanmistir. Primer

dizileri Cizelge 3.4’de verilmistir.

AACCAACTACAAAGCCGTTTCTTATCATGCCTCAGGCCACAGTGTTGCCTACAAGCCTGGAGGCTTCAAGG
CCAGCACTGGCTTTGGGTCCAACACCAAAAACAAGAAGATATACGATGGAGGTGCCCGCACAGAGGACGA
GGTCTACAACTCGAACAAAGACAGCCAGAGTGAAGGGACTGCGCAGTTGGACAGCATTGGCTTCAGCATA
ATCAGGAAATGCATCCATGCTGTGGAAACCAGAGGGATCAACGAGCAAGGGCTGTATCGAATTGTGGGTG
TCAACTCCA

Sekil 3.2. CLDN18-ARHGAP26 mRNA’sinin transkribe edildigi gen bolgesi kirmizi alti
cizili alan iki gen arasindaki fiizyonu gostermektedir

Cizelge 3.4. Tez caligmasinda kullanilan primerler

Primer | DNA sekansi (5°-3° yoniinde) Uzunluk
(bp)

Actin- | b-actin-F: TGCGTGACATTAAGGAGAAG 99 bp

beta b-actin-R: GCTCGTAGCTCTTCTCCA

GAPDH | GAPDH-F.CGGGTCTTTGCAGTCGTATG 236 bp
GAPDH-R: GCGAAAGGAAAGAAAGCGTC

ué U6-F: GTGCTCGCTTCGGCAGCACATAT 100 bp
U6 R: AAAAATATGGAACGCTTCACGAA

FUS Fus-F2: ACTGGCTTTGGGTCCAACAC 94 bp
Rv2: TCTGGCTGTCTTTGTTCGAG

FUS2 Fus-F2: ACTGGCTTTGGGTCCAACAC 113 bp
Fus-R2: AACTGCGCAGTCCCTTCACT

FUS3 FUS3-F: TTGGGTCCAACACCAAAAAC 87 bp
Rv2: TCTGGCTGTCTTTGTTCGAG




32

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR)

Formalin ile fikse edilmis parafine gomiilii dokulardan elde edilen DNA’lar GAPDH primeri
ile asagida verilen protokole gére PCR gerceklestirilmistir. Her 6rnek icin kullanilacak

DNA mikrtar1 100 ng/ul olacak sekilde hazirlanmigtir. PCR iiriinleri % 1,5’luk agaroz jelde
yiiriitiilerek FluorChem FC3 (protein Simple) sistemi ile goriintiillenmistir.

Cizelge 3.5.Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in gerekli malzemeler ve miktarlari

1X
ddH20 19,75 ul
10X DreamTaq PCR bufer 2,5ul
GAPDH gen primerl0mM 1w
dNTPs 0,5 ul
DreamTaq Polimeraz 0,25 ul
Ara Toplam 24 ul
DNA 1ul
Toplam 25 ul

Cizelge 3.6. Polimeraz zincir reaksiyonu termal dongii programi

1 2 3 4 5 6
Sicaklik

95 95 60 72 72 4
°C)
Siire 2sn 45 sn 45 sn 1dk 10 dk o0
Dongii 39 dongii (2-4)

3.8. Insitu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (insitu PCR) ve Insitu Revers

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (in situ RT-PCR)

Bu tez caligmasinda CLDN18-ARHGAP26 gen flizyonu iceren vakalarin yerinde polimeraz
zincir reaksiyonu (in-situ PCR) teknigi kullanilarak belirlenmesi hedeflenmistir. Yo6ntem

doku kesitleri tizerinde dogrudan DNA veya mRNA’y1 sablon olarak kullanmaktadir.

In situ RT-PCR hiicre, organel veya dokularda bulunan mRNA "nin lokalizasyonu belirlemek

icin geleneksel olarak kullanilan in situ hibridizasyon teknigini ile PCR’1 birlestiren
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histolojik bir yontemdir. mRNA'nin cDNA'ya revers transkripsiyonu ile elde edilen cDNA
sablonlarindan ilgilenilen gen bdlgesine 06zgii primerler kullanilarak digoksigenin
(digoxigenin-11-dUTP) veya biotin (biotin-16-dUTP) etiketli niikleotitler ile PCR
gergeklestirilir. Digoksigenin etiketli PCR f{irtinleri, alkalin fosfataz ile konjuge edilmis bir
anti-digoksigenin antikoru ile tespit edilir. BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfat/nitroblue tetrazolium) kromojeni kullanilarak amplifikasyon bolgeleri mavi renkte

gorilintiilenir.

Biotin ile streptavidin arasindaki neredeyse geri dondiiriilemez baglanma, bilinen en giiclii
kovalent olmayan biyolojik etkilesimlerden biridir. Biyotin etiketli (biotin-16-dUTP) etiketli
niikleotitlerinde oldugu karisim ile PCR reaksiyonu gergeklestirilir. Yumurta akindan elde
edilen avidin veya Streptococcus avidini'den elde streptavidin biotinle isaretli PCR
iriinlerine yiiksek afinite ile baglanir. (Strep)avidine konjuge edilen peroksidaz enzimi son
asamada kromojen olarak kullanilan 3,3’-diaminobenzidine (DAP) ile reaksiyona girer ve

bu bolgeler mikroskopla incelendiginde kahverengi renkli goriiliir.

3.8.1. in situ polimeraz zincir reaksiyonu (in situ PCR)

CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonunun belirlenmesi amaciyla kullanilacak mRNA temelli in
situ RT-PCR c¢alismas1 oncesinde in situ PCR asamast GAPDH genine ait primerler
kullanilarak optimize edilmistir. Mide karsinomu doku mikrodizinlerine ait 4pm
kalinhiginda kesitler siiper adesivli slaytlar lizerine alinmistir. Kesitler 75 °C'de etiivde bir
saat bekletildikten sonra sirasiyla iki kez 5’er dakika ksilolden gecirilerek deparafinize
edilmigstir. Kesitler %100’lik etil alkolde 1 dakika bekletilerek dokularin hidrasyonu
saglanmistir. Endojen peroksit aktivitesini bloklamak i¢in kesitler %6’lik H202/%80°1lik
metanol soliisyonunda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Dokudaki proteinler ve diger
hiicre bilesenleri ile uygulanan fiksatif arasinda olusan kimyasal ve fiziksel baglanmalar
ortadan kaldirmak icin doku kesitleri sitrat (pH:6.0) igeren tampon ¢ozeltide 10 dakika
mikrodalgada kaynatilmistir. Proteaz asamasinda dokularin iizerine pepsin soliisyonu
(Epredia/thermo) damlatilarak nemli ortamda 37 °C’de 5 dakika bekletilmistir. Dokular
tamponlu formaldehid i¢inde 10 dakika ikinci bir fiksasyona tabii tutulmustur. Her islem
sonrasinda gerceklestirilen yikamalarda oda sicakliginda iki dakika iki kez DEPC
(Dietilpirokarbonat) ile muamele edilmis ddH20 ve DEPC-PBS (fosfat saline buffer)
kullanilmistir.  Kesitler %100’lik etanole batirilarak kurutulmustur. Biotin-16-dUTP
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(Roche, Cat. No. 11 093 070 910) 3 mM dntp mix hazirlanmistir. Slaytlarin {izerine
FramesveCoverslips (AB-0578) yerlestirilerek ¢izelge 3.6’da belirtilen oranlarda hazirlanan
karigimdan her 6rnege 50 ul eklenerek plastik lamlar ile kapatilarak thermal dongii cihazinda
reaksiyon gergeklestirilmistir. Reaksiyon sonrasinda lamlar 1X SSPE buffer ile 5 dakika iki
kez yikanmigtir. Biotin isaretli DNA fragmentlerine spesifik olarak baglanan strepteavidin
peroksidaz uygulanmistir. Son asamada peroksidaz ile reaksiyona giren 3,3’-
diaminobenzidine (DAP) kromojen ile muamele edilerek reaksiyon g¢esme suyunda
yikanarak durdurulmustur. Dokunun renklendirilmesi i¢in zit boya olarak hematoksilene
batirtlip durulanmustir. iki kez %70’lik alkole, iki kez %100’lik alkolde 2 dakika
bekletilerek dokularin dehidrasyonu ve ksilolde 5 dakika iki kez gegirelerek dokularin
seffaflagtirmas1 saglanmistir. Dokular balsam damlatilarak uygun boyuttaki lamel ile
kapatilmigtir. Kesitler dijital tarama sistemi Olympus VS 120 ile bilgisayar ortamina

aktarilmig ve OlyVIA yazilimi ile goriintiilenmistir.

———

iy, WauE e

Resim 3.3. In situ RT-PCR i¢in kullanilan thermal cycler cihazi (BIOER-GenePro)
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Cizelge 3.7. In situ PCR i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlari

1X
ddH20 37,5 ul
10X DreamTaq PCR buffer S5ul
GAPDH primer mix (10mM) 2ul
dNTPs 3mM (biyotinli) 5ul
DreamTaq Polymerase 0,5 ul
Toplam 50/ ul

Cizelge 3.8. In situ PCR termal déngii programi

1 2 3 4 5 6
Sicaklik

95 95 60 72 72 4
°C)
Siire 2 sn 45 sn 45 sn 1 dk 10 dk 0
Dongii 29 dongii (2-4)

3.8.2. In situ revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (in situ RT-PCR)

In situ RT-PCR asamasinda CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonuna ait primerler
(FUS,FUS2,FUS3) kullanilmistir. Mide karsinomu doku mikrodizinlerine ait 4pm
kalinliginda kesitler 75 °C'de etiivde bir saat bekletildikten sonra sirasiyla iki kez 5’er dakika
ksilolden gecirilerek deparafinize edilmistir. Kesitler %100°’1lik etil alkolde 1 dakika
bekletilerek dokularin hidrasyonu saglanmistir. Endojen hidrojen peroksit aktivitesini
bloklamak i¢in kesitler %6’lik H202 /%80’lik metanol soliisyonunda 20 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Dokudaki proteinler ve diger hiicre bilesenleri ile uygulanan
fiksatif arasinda olusan kimyasal ve fiziksel baglanmalar1 ortadan kaldirmak icin doku
kesitleri sitrat (pH:6.0) igeren tampon c¢ozeltide 10 dakika boyunca mikrodalgada
kaynatilmistir. Proteaz asamasinda dokularin iizerine pepsin soliisyonu (Epredia/thermo)
damlatilarak nemli ortamda 37 °C’de 5 dakika uygulanmistir. Dokular tamponlu formaldehid
icinde 10 dakika ikinci bir fiksasyona tabii tutulmustur. Her islem sonrasinda gercgeklestirilen

yikamalarda oda sicakliginda iki dakika iki kez DEPC (Dietilpirokarbonat) ile muamele
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edilmis ddH20 ve DEPC-PBS (fosfat saline buffer) kullanilmistir. Kesitler %100°lik
etanole batirilarak kurutulmustur. In situ RT-PCR asamasi1 6ncelikle iki asamali (cDNA
sentezi sonrast PCR) gergeklestirilmistir. Doku yapisinin daha iyi korunabilmesi i¢in tek
asamali in situ RT-PCR c¢alismasina gegilerek reaksiyonda Tth DNA polimeraz
kullanilmistir. Tth DNA polimeraz termofilik bakteri Thermus thermophilus (Tth) HBS
susundan elde edilen bir DNA polimerazdir. Enzim, DNA polimeraz aktivitesine ek olarak
diistik sicaklikta revers transkriptaz aktivitesine de sahiptir. in situ RT-PCR c¢alismalarinda
mRNA’dan cDNA sentezini ve polimeraz zincir reaksiyonunu tek asamali olarak
gerceklesmesini saglar. Cizelge 3.8’deki oranlara gore hazirlanan karisim her 6rnege 50 ul
eklenerek plastik lamlar ile iizeri kapatilarak thermal dongli cihazinda reaksiyon
gerceklestirilmistir. Reaksiyon sonrasinda lamlar 1X SSPE buffer ile 5 dakika iki kez
yikanmistir. Biotin isaretli DNA fragmentlerine spesifik olarak baglanan strepteavidin
peroksidaz uygulanmistir. Son asamada peroksidaz ile reaksiyona giren 3,3’-
diaminobenzidine (DAP) kromojen ile muamele edilerek reaksiyon c¢esme suyunda
yikanarak durdurulmustur. Dokunun renklendirilmesi i¢in zit boya olarak hematoksilene
batirlip durulanmistir. 1ki kez %70’lik alkole, iki kez %100’liik alkolde 2 dakika
bekletilerek dokularin dehidrasyonu ve ksilende 5 dakika iki kez gegirelerek dokularin
seffaflastirmast saglanmistir. Dokular balsam damlatilarak uygun boyuttaki lamel ile
kapatilmistir. Kesitler dijital tarama sistemi Olympus VS 120 ile bilgisayar ortamina

aktarilmig ve OlyVIA yazilimi ile goriintiilenmistir.

Cizelge 3.9. Tek asamali in situ RT-PCR i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlar

1X
ddH20 37,5 ul
10X Tth PCR buffer Sul
FUS primer mix (10mM) 2ul
dNTPs 3mM (biyotinli) S5ul
Tth DNA Polymerase 0,5 ul
Total 50/ ul




37

Cizelge 3.10. Tek asamali in situ RT- PCR termal dongii programi

1 2 3 4 5 6 7
Sicaklik |60 94 94 60 72 72 4
°O)
Siire 30 dk 3dk 30 sn 30 sn 1dk 7 dk 0
Dongii 30 dongii (3-5)

3.9. Immiinhistokimyasal Boyama

Mide karsinomu doku mikrodizinlerine ait 4um kalinliginda kesitler 75 °C'de etiivde bir saat
bekletildikten sonra sirasiyla iki kez 10’ar dakika ksilolden gecirilerek deparafinize
edilmistir. Kesitler %96, %90, %70’lik alkol serisinden iki kez 5 dakika geg¢irilerek doku
rehidrasyonu saglanmustir. Proteinler ve diger hiicre bilesenleri ile uygulanan fiksatif
arasinda olusan kimyasal ve fiziksel baglanmalar1 ortadan kaldirmak i¢in doku kesitleri 6n
caligmalarda belirlenen sitrat veya EDTA (pH:6.0) igeren tampon ¢ozeltide 10 dakika
boyunca mikrodalgada kaynatilmistir. Endojen peroksit aktivitesini bloklamak i¢in kesitler
%6’1ik H202/%80°1ik metanol soliisyonunda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Dokular
uygun diliisyonda hazirlanmis Cizelge 3.11°de belirtilen primer antikorlar ile 1 saat oda
sicakliginda nemli tepsi i¢inde inkiibe edilmistir. Kesitler biyotinli ke¢i sekonder antikoru
ve streptavidin peroksidaz (Thermo Scientific, anti-polyvalent HRP, TP-125-HL) ile inkiibe
edilmistir. Kromojen olarak 3,3'- diaminobenzidine (DAB) (Thermo Scientific, 34002) zit
boyama igin hematoksilen kullanilmistir. Uygulanan basamaklar arasinda kesitler ddH20 ve
PBS (fosfat saline buffer) ile yikanmistir. %70, %90, %96’lik artan alkol serilerinden 2
dakika iki kez gegirilerek dehidrasyon saglanmistir. Ksilol i¢inde bekletilen dokularda

seffaflagtirilan dokular balsam ve uygun boyutta lamel ile kapatilarak ve goriintiilenmistir.
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Cizelge 3.11. Immiinhistokimyasal boya i¢in kullanilan antikorlar

Antikor Ad1 | Firma Katalogno | Diliisyon On islem
E-cadherin ECM Biosciences | CM1681 1:500 Sitrat
CLDN18 Thermo 38-8100 1:80 EDTA
ARHGAP26 | Sigma Aldrich HPAO035106 | 1:500 Sitrat
RHOA Santa Cruz Sc-179 1:150 Sitrat
CLDN18.2 Abcam ab-222512 1:250 Sitrat

3.10. One Step Revers Kriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

in situ RT-PCR sonuglarina gore pozitif bulunan vakalarin validasyonunun saglanmasi
amaciyla tek asamali RT-PCR yani hem cDNA sentezinin hem de PCR reaksiyonunun tek
tip igerisinde sentezleyebilen kit (QIAGEN OneStep RT-PCR Kit) Cizelge 3.10°da
belirtilen karisim kullanilarak Cizelge 3.11°deki program ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.12. One step RT-PCR i¢in kullanilan malzemeler ve miktarlar

1X
5X Onestep RT-PCR buffer 5
dNTPs mix 1
FUS 10mM mix 2
OneStep RT-PCR Enzyme
Mix 1
ddH20 13
RNA 3
Toplam 22

Cizelge 3.13. One step RT- PCR termal dongii programi

1 2 3 4 5 6 7
Sicaklik |50 95 95 60 72 72 4
°O)
Siire 30 dk 15 dk 30 sn 30 sn 1dk 10dk |
Dongii 40 dongii (3-5)
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3.11. istatistiksel Analizler

Elde edilen sonuglar ile hastalarin demografik zellikleri IBM SPSS Istatistik siiriim 23.0
(IBM Corp.2015, Armonk, NY: IBM Corp.) kullanilarak analiz edilmistir. CLDN18-
ARHGAP26 gen fiizyonu pozitifligi, CLDN18.2 protein ekspresyonu ile cinsiyet, yas, T
evresi, N evresi ve Lauren fenotipi gibi diger degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek i¢in
Pearson ki-kare testi kullanilmistir. Gruplar arasindaki sagkalim farklari Kaplan Meier egrisi

ve log-rank testi ile arastirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Olgularm Klinik ve Patolojik Ozellikleri

Tez c¢alismasi toplam 263 mide karsinomum olgusuna ait dokular1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgulara ait yas, cinsiyet, evre, timdr tipi vb. Ozellikler tablo 4.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.1. Olgularinin klinik ve patolojik 6zellikleri

n= 263 (%)

Yas ortalamasi 62 (21-88)
Cinsiyet

Kadin 97(36,9)

Erkek 166 (63,1)
Lauren siniflamasi

Diffiiz 62 (23,6)

Intestinal 123 (46,8)

Nadir 37 (14,00)

Diger 41 (15,6)
Lenf nodu metastazi

*Bilinen 261 olgu %99,2

Var 204 (77,6)

Yok 57 (22,4)
Evre

Evre | 1 (0,4)

Evre 1l 26 (9,9)

Evre I 56 (21,4)

Evre IV 179 (68,3)
Durum

Sag 104 (39,5)

Olim 159 (60,5)
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Cizelge 4.2. CLDN18-ARHGAP26 fiizyonu pozitif olgularinin klinik ve patolojik

ozellikleri

Yas ortalamasi

Cinsiyet
Kadin
Erkek

Lauren siniflamasi
Diffiiz
Intestinal
Nadir
Diger

Lenf nodu metastazi

*Bilinen 22 olgu%381,4 Var

Yok

Evre
Evre |
Evre Il
Evre 11
Evre IV
Durum
Sag

Oliim

n=27 (%)
64,59 (43-86)

13 (48,1)
14 (51,9)

5 (18,5)
13 (48,1)
7 (25,9)
2 (7.4)

17 (77,2)
5 (22,7)

0
2 (7,4)

9 (33,3)
16 (59,2)

13 (48,1)
14 (51,8)

Yukaridaki verilere gore;

e in situ RT-PCR yontemiyle degerlendirilebilen vakalarin 27 tanesinde CLDN18-

ARHGAP26 gen flizyonu tespit edilmistir.

e Pozitif olgularin kadin erkek oranlarinin birbirine yakin oldugu belirlenmistir.

e Hayatta kalan ve 6len vakalarin oranlar1 benzer bir patern géstermektedir.

e Timor derecesi degerlendirildiginde vakalarin %92,5’nin ileri evre tliimor derecesine

sahip oldugu belirlenmistir.
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e Olgularin %77,2’sinde lenf nodlarina metastaz durumu gerceklesmistir.

Gen filizyonu pozitifligi ve tiimor morfolojisi arasindaki iligki incelendiginde vakalarin
%25,9’unun morfolojik olarak smiflandirilamayan nadir tiimér olarak adlandirilan grup
icinde yer almasi gen fiizyonuna sahip tiimorlerin bir bdliimiinlin farkli bir morfolojik

gorliniime sahip olabilecegini gostermistir.

CLDN18-ARHGAP26 flizyonu pozitif
100 —— Erkek
—— Kadin
=
2
D> 50
"2]
Q
k=)
0
O
o
0 1 1 1 1 1
50 100 150 200
Ay

Sekil 4.1. CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu pozitif olgularin sagkalim egrisi
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Sekil 4.2. CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu negatif olgularin sagkalim egrisi
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Sekil 4.3. CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu negatif ve pozitif olgularin sagkalim egrisi

Hastalarin ortalama sagkalim siiresi 44,4 aydir. En uzun yasam siiresi 143,6 aydir. En diisiik
yasam siiresi 1,1 aydir. CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu pozitif vakalarin sagkalim
egrisinde erkeklerin daha uzun yasam siiresine sahip oldugu dikkat ¢ekmistir. Ancak bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,1369). CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu
negatif vakalarin ortalam sagkalim siiresi 23,9 aydir. En uzun yasam siiresi 106,3 aydir. En
diisiik yasam siiresi 2 giindiir. Pozitif ve negatif vakalar arasinda goriilen fark istatistiksel

olarak anlamli degildir (p=0,1692).
4.2. In situ PCR Cahismasi Sonuclar

in situ RT-PCR c¢alismasi Oncesinde dokuda polimeraz zincir reaksiyonunun

gerceklestiginden emin olmak icin GAPDH housekeeping gen olarak belirlenmistir.

GAPDH genine ait primer dizisi kullanilarak taze dokudan elde edilmis genomik DNA (+)
ve parafin dokudan elde edilmis tiimor DNA’s1 kalip olarak kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezi sonrasinda FluorChem

FC3 sistemi (Protein Simple) sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.
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200 be
1100 bp “t
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Resim 4.1. GAPDH genine ait PCR iirlinlerinin agoroz jel goriintiisii

Multipleks PCR igin i¢ kontrol olarak dizayn edilen CLDNI18 genine 6zgii primerler
olgulardan elde edilen DNA o6rneklerinde test edilmistir.
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100 bp—>

Resim 4.2. CLDN18 genine ait PCR iirtinlerinin agoroz jel goriintiisii

in situ PCR Biotin (biotin-16-dUTP) etiketli ve etiketsiz dntp’leri igeren reaksiyon
sonrasinda sentezlenen biotin isaretli DNA fragmentleri 3,3’-diaminobenzidine (DAP)

kromojeni ile hiicre ¢ekirdeklerinde GAPDH ifadesi kahverengi renkli olarak goriintiilendi.
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Resim 4.3. TMA-MS vaka numarast: A2,A: HE, B: GAPDH In situ PCR gériintiisii
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4.3. In situ RT-PCR Calismasi ile Elde Edilen Bulgular

In situ RT-PCR ¢alismalasinda CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonuna 6zgii primerler, Biotin
(biotin-16-dUTP) etiketli ve etiketsiz dntp’leri igeren ve enzim olarak Tth DNA polimerazin

kullanildig1 tek asamali reaksiyon sonucunda elde edilen bulgular.

Resim 4.4. TMA-M4 E4 (22606) A- HE ve B-Fiizyona 6zgii primerler ile in situ RT-PCR
goruntist

Resim 4.5. TMA M4 D5 A-B)Miisin6z karsinom HE C-D) in situ RT-PCR, Fiizyon pozitif
olgular
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Resim 4.6. in situ PCR, Fiizyon negatif olgular (A-B)

4.4. FFPE Dokularda Revers Transkripsiyon RT-PCR Bulgular:

FFPE dokulardan elde edilen RNA’lar kullanilarak revers transkripsiyon elde edilen cDNA
sentezinin basarili olup olmadigint degerlendirmek i¢in U6 kiiciik niikleer RNA’a ait primer

cifti kullanilmgtir.

»m +* 969 10303 14727 20462 M
-

M i+ 17222 NMI06 0641 23140 TE24 2040%0 22008 148598 M 1

Resim 4.7. U6 genine ait PCR {iriinlerinin agoroz jel goriintiisii

in situ RT-PCR metodu ile pozitif oldugu belirlenen olgulardan elde edilen RNA’lar kalip
olarak kullanilarak cDNA sentezi sonrasinda fiizyona 6zgii primerler ile RT-PCR c¢alismasi
gergeklestirilmistir. Agoraz jel gorlintiisii ok isareti beklenen pozitif bant1 gostermektedir le
CLDN18-ARHGAP26 translokasyonuna sahip vakalarin validasyonunda kullanilmak iizere
iki agamali RT-PCR yontemi (cDNA sentezi sonrasi, PCR) uygulanmistir.
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100 bp —> B

Resim 4.8. Fiizyona 6zgii primerler ile ile RT-PCR ¢alismasi sonucu agaroz jel goriintiisii
(ok isareti pozitif bant1 gostermektedir)

CLDN18-ARHGAP26 translokasyonuna sahip vakalarin validasyonunda kullanilmak {izere
iki asamalt RT-PCR yo6ntemine (CDNA sentezi sonrasi, PCR) gore istenilen gen bdlgesine
0zgli cDNA sentezi sonrasinda PCR’1n ayni tlip i¢inde gergeklestirildigi tek asamali RT-
PCR metodu kullanilmistir. One Step RT-PCR(QIAGEN OneStep RT-PCR Ki) Kiti ile

oncelikle housekeeping gen actin-beta primerleriyle Kitin ¢alisma kosullar1 belirlenmistir.

Resim 4.9. One Step RT-PCR, Beta-actin genine ait PCR {irlinlerinin agoroz jel goriintiisii
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CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonuna 6zgii sentezlenen 87 bp uzunlugunda gen bdolgesini
cogaltan FUS3 primer ¢ifti ile One step RT-PCR gergeklestirilmistir. Reaksiyon in situ RT-
PCR yontemiyle belirlenen 18 pozitif olguya ait RNA ile ger¢eklestirilmistir. Reaksiyonun
calisip calismadigi taze dokudan elde edilen RNA ve actin-beta genine ait primerler ile

kontrol edilmistir.

100bp =

Resim 4.10. Fiizyona 6zgii primerler ile One step RT-PCR agaroz jel goriintiisii
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4.5. immiinhistokimyasal (IHK) Boyama Sonuclar1

4.5.1. E-cadherin, CLDN18, ARHGAP26 ifadesinin immiinhistokimyasal boyama ile

degerlendirilmesi

E-cadherin ifadesi pozitif 13 diffiiz infiltratif mide karsinomu vakalarmin hepsinin
CLDN18’i de ifade ettigi, ARHGAP26 proteininin ise sadece 1 olgu haricinde 12 tiimoérde
ifade edildigi goriilmiistiir. Bu olgu in situ RT-PCR yontemiyle belirlenen flizyon pozitif 4
olgudan biridir.

Resim 4.11. TMA-M8 lokalizasyonundaki hastaya ait immunohistokimyasal boya
gorintiisii (C1, A: HE, B: E-Cadherin, C: CLDN18 , D: ARHGAP26)
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45.2. CLDN18.2 geninin mide karsinomlarindaki ifadesinin immiinhistokimyasal

boyama ile degerlendirilmesi

CLDN18.2 proteininin ekspresyon durumunun belirlenmesi i¢in monoklonal anti-
CLDN18.2 antikoru (Abcam, 222512) kullanilmistir. 263 vakadan 5 tanesi teknik
problemlerden dolay1 degerlendirilememistir. Baslangigta, CLDN18.2 boyama yogunlugu
dort kategoriye ayrilmistir: O, (membran veya sitoplazmada hi¢ boyanma yok); 1+,
(membran veya sitoplazmada zayif boyanma); 2+, (membran veya sitoplazmada orta
derecede boyanma); ve 3+, (membran veya sitoplazmada kuvvetli boyanma). Tiim olgularin
%14,3'ine (37/258) CLDN18.2 antikoru ile boyandigi gorilmiistiir. Daha sonra, FAST
klinik ¢alismasina gore tekrar siniflandirilmistir (timor hiicrelerindeki >%40°dan fazlasinda
olan boyama yogunlugu pozitif olarak kabul edilir (Xu et al., 2020); ornekler boyama
yogunluguna gore hig reaktivite géstermeyen ve fokal olan vakalar (0-1+) negatif, orta ve
kuvvetli reaktivite gosterenler vakalar pozitif (2+-3+) iki gruplara ayrilmigtir. Toplam 258
ornekten, %92,2'si (n=238) CLDN18.2 ekspresyonu i¢in negatif %7,8'i (n=20) pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Genel sagkalim, cerrahi islem sonrasi bir ay i¢inde dlen 7 hasta cerrahiye bagli mortalite
olasilig1 yiiksek oldugundan sagkalim analizinden ¢ikarilarak hesaplanmistir. CLDN18.2
negatif ve CLDN18.2 pozitif grupdaki hastalarin ortalama sagkalim siireleri sirasiyla 33.0
ve 65.3 aydi. Pozitif CLDNI18.2 ekspresyonu olan hastalarin ortalama genel sagkalim
stiresinin daha uzun oldugu gozlemlense de, bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0.144) (Sekil). Bu bulgulara ek olarak, CLDN18.2 ekspresyonunun
cinsiyet, yas, T evresi, N evresi ve Lauren fenotipi ile anlamli bir iliskisi olmadigi

gozlemlenmistir ( p degerleri >0.05).
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Sekil 4.4. CLDN18.2 negatif ve pozitif mide adenokarsinomlarinin sagkalim egrisi
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Resim 4.12. Mide adenokarsinomlarinda CLDN18.2 ekspresyonu  immunohistokimya
yontemiyle; negatif (B), fokal (zayif) (D), orta diizeyde (F) ve kuvvetli (H)
boyaanma gosterilmistir (A, C, E, G; HveE boyas1 goriintiileri ve B, D, F, H;
sirastyla ayni dokularin CLDN18.2 immunohistokimyasal boya goriintiileri,
(6lgek cubuklart: 50um)



Cizelge 4.1. CLDN18.2 pozitif olgularinin klinik ve patolojik 6zellikleri
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n=20 (%)
Yas ortalamasi 61 (24-77)
Cinsiyet
Kadin 4 (20)
Erkek 16 (80)
Lauren siniflamasi
Diffiiz 3 (15)
Intestinal 11 (55)
Diger 6 (30)
Lenf nodu metastazi
Var 13 (65)
Yok 7 (35)
Evre
Evre | 0
Evre 1l 1 (5)
Evre HI 6 (30)
Evre IV 13 (65)
Durum
Sag 10 (50)

Oliim 10 (50)
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Cizelge 4.2. CLDN18.2 immiinhistokimyasal boya sonuglar1 ve hasta karakteristigi

CLDN18.2
Negatif  Pozitif (%) negatif (%)pozitif  p degeri
boyama boyama  boyama boyama
Toplam
Yas <60 117 110 6 46.0 30.0 0.242
>60 146 129 14 54.0 70.0
Cinsiye Erkek 166 149 16 62.3 80.0 0.148
t
Kadin 97 90 4 37.7 20.0
T T1-T2 27 25 1 10.5 5.0 0.505
T3-T4 235 213 19 89.5 95.0
N NO-N1 96 84 9 354 45.0 0.469
N2 -N3 165 153 11 64.6 55.0
Tiimér  Intestinal 123 110 11 47.8 57.9 0.612
alt tip
Diffiz 62 56 3 24.3 15.8
Diger 78 64 5 27.8 26.3
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5. TARTISMA

Kanser tedavisinde gegtigimiz on yilda birgok ilerleme kaydedilmistir ve bu ilerlemelerin
¢ogu kanser tedavisinin bireye 06zgii hale getirilmesiyle baglantilidir. Mide kanseri
tedavisinde cerrahi sonrasi uygulanan kemoterapi ve radyoterapinin tek basina cerrahiye
gore daha etkili oldugunu gosteren basarili ¢aligmalar olsa da, bireysel tedavi gelistirme
cabalarinin ¢ogu basarisiz olmustur. Su anda mide kanseri i¢in yaygin olarak kullanilan
kisisellestirilmis tedavi, insan epidermal biiyiime faktor reseptorii 2 (HER2) antikoru
Trastuzumab kullanilarak metastatik HER2-pozitif tiimdrlerin tedavisini igermektedir. 2013
yilinda mide kanserinin tedavisi i¢in uygunlugu onaylanmigtir (Katona ve Rustgi, 2017).
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii 2 (VEGFR2), ve programlanmis 6liim ligandi
1 (PD-1) de mide kanseri tedavisinde klinik olarak dogrulanmis hedef molekiillerdir (Ooki
ve Yamaguchi, 2022).

Klaudin ailesi siki baglant1 bolgesi proteinleri epitel ve endotel hiicreler arasindaki molekiil
akisin1 kontrol ederek paraseliiler bir bariyer olustururlar. Yiizey proteinleri olan klaudinler,
cesitli terapotik stratejiler gelistirmek icin ideal hedeflerdir. Zolbetuximab (IMAB362),
CLDN18.2'ye baglanan ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisite ve antikor bagimli
kompleman aracili sitotoksisite yoluyla tiimor hiicrelerinin Sliimiine aracilik eden kimerik
bir monoklonal immiinoglobulin G1 antikorudur. 2021 Mayis ayinda Zolbetuximab’in faz 2
caligmasimin ilk sonuglar1 agiklanmistir. Timor hiicrelerinin % >40’da CLDN18.2
ekspresyonu pozitif olan ileri evre mide kanseri, gastrodzofageal bileske kanseri (GEJ) ve
ozofagus kanserlerinde epirubisin + oksaliplatin + kapesitabin bilesimi ve Zolbetuximab ilag
kombinasyonlar1 uygulanmistir. Tedavi tiimor hiicrelerinin % >70’inde pozitiflik gosteren
hastalarda ortalama sag kalim ve hastaliksiz sag kalim oranlarinda olumlu etkiler

gostermistir (Sahin et al., 2021).

Bu tez ¢aligmasi 263 mide kanserinden olusan genis bir Tiirk kohortunda gergeklestirilmistir.
CLDN18.2 ekspresyonu, anti-CLDN EPR19202 antikoru (Abcam, Cambridge, UK) ile
immiinhistokimyasal yontem kullanilarak belirlenmistir. CLDN18.2 ifadesinin prognoz ve
tiimor Ozellikleri lizerindeki etkisi retrospektif olarak arastirilmistir. Calismaya dahil edilen
hastalarin higbiri cerrahi 6ncesi herhangi bir tedavi almamistir. Vakalarin %7,8'i (n=20)
CLDN18.2 ifadesi pozitif olarak degerlendirilmistirr CLDN18.2 ekspresyonu olan ve

olmayan vakalar arasinda cinsiyet, TNM evresi, Lauren siniflandirmasina gore belirlenen
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histolojik alt tip ve genel sagkalim agisindan istatistiksel anlamli bir fark goriillmemistir.
Ancak iki grubun Kaplan-Meier sagkalim egrileri karsilagtirildiginda, CLDN18.2
ekspresyonu olan hastalarda daha uzun sagkalim egiliminde oldugu dikkat ¢ekmistir. Daha
onceki bir ¢alismada ileri evre tash yiiziik hiicreli karsinomlarda CLDN18.2 ekspresyonu
tim orneklerin %64,8'inde (68/105) pozitif CLDN18.2 ekspresyonu gozlenmistir. Bu
calismada ortalama sag kalim ve CLDN18.2 ifadesi arasinda anlamli bir iligki yoktur (Xu et
al., 2020). Baska bir ¢calisma Japonya’da mide karsinomlu hastalarin primer tiimérleri ve lenf
nodu metastazlarinda CLDN18.2 ifadesi arastirmistir. CLDN18.2'nin timor 6rneklerindeki
ifadesi FAST klinik denemesinde kullanilan antikor (43-14A) ile belirlenmistir. Analiz
edilen 263 numunenin  %52'si  CLDNI18.2 ekspresyonu gostermistir. Lauren
siiflandirmasina gore diffiiz tip mide kanseri ve yiiksek dereceli tiimorlerde 6nemli dlgiide
daha yiiksek bulunmustur (Rohde et al., 2019). Metastatik diffiiz tip mide kanseri
hastalarindan olusan baska bir kohortta CLDN18.2, RhoGAP ve E-kadherin ifadesi
arasindaki iliski arastirilmis ve CLDN18.2, RhoGAP, ve E-cadherin ekspresyonu ile pozitif
korelasyon gostermistir. Calismada ayrica periton metastazi olmayan hastalarda CLDN18.2
ve E-cadherin ekspresyonu 6nemli 6l¢giide yiiksek bulunmustur. Ayrica kemik metastazi olan
hastalarin CLDN18.2 ve E-cadherin ekspresyonunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Kim
et al., 2020).

2019 yilinda yayimlanan raporda anti-CLDN18.2 antikoru (klon EPR19202) CLDN18.2
ifadesi intestinal metaplazide negatif, normal mukozada ve timér hiicrelerinde pozitif
oldugu bulunmustur. Higbir klinikopatolojik hasta 6zelligi cinsiyet, yas, lokalizasyon, TNM
veya tiimor evresi ve sag kalim ile CLDN18.2 ekspresyonu ile iligki bulunamamistir. Bu
caligmada EBV pozitif timorler CLDN18.2 pozitifligi ile iligkilidir. Almanya’daki genis bir
kohortun sonuglari FAST kriterlerine gore degerlendirildiginde pozitif hasta sayis1 %10’u
gecmemektedir (Dottermusch, Kruger, Behrens, Halske, ve Rocken, 2019).

2021 yilinda yayinlanan CLDN18.2’nin klinikopatolojik verilerle iligkisini arastiran meta
analiz ¢alismasina 2055 vakay iceren 6 farkli ¢alisma dahil edilmistir. Sonuglar iki gruba
ayrilmistir. Timor hiicrelerinde CLDN18.2 pozitifligi herhangi bir yogunlukta olanlar,
tiimor hiicrelerinin % 40’dan fazlasinda pozitif olanlar, T1+T2 ve T3+T4 tiimor derecesi
arasinda herhangi bir korelasyon yoktur. Diffiiz tip veya intestinal tip ile arasinda kolerasyon

bulunamamistir (Ungureanu et al., 2021).
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Bu, ¢aligmalar birlikte incelendiginde CLDN18.2 ifadesinin pozitifligi caligmalar arasinda
biiyiik farklilik gostermektedir. Bu celiskili sonuglar birka¢ yolla agiklanabilir. THK
calismalarinda kullanilan farkli iki antikor bu durumun ana nedeni olabilir. Anti-CLDN18.2
(43-14A) antikoru Claudin 18'in C terminalini tanir ancak 18.2 izoformu igin spesifik
degildir. Anti-CLDN 18.2 (EPR19202) antikoru Claudin 18.2’nin 1-100 aminoasiti igin
spesifiktir ve sadece bu izoformu tespit ederek Claudin 18.2" yi diger klaudin varyantlarindan
ayirt edebilir (Ungureanu et al., 2021). Klaudinler, hiicre-hiicre adezyonunu destekleyen siki
baglantilarin ¢ok 6nemli bir par¢asini olusturur. Hiicre-hiicre adezyonunun kaybi istila ve
metastaza yol agan epitelyal-mezenkimal gecisin O6nemli bir nedeni oldugu zaten
bilinmektedir. Mide tiimdrlerinin invaziv yilizeylerinde, invaziv olmayan ylizeye kiyasla
klaudin ekspresyonu azalir. Klaudinlerin heterojen ekspresyonu ayni hastaya ait timdriiniin
farkli bolgelerinden alinan numunelerde bile degisken olabilir ve yiizeysel biyopsi
orneklerinin pozitifligi genel doku ekspresyonu belirlemek i¢in yaniltict sonuglara neden
olabilir (Matsuda et al., 2007). Tiimériin derin ve invazif kisimlarinda ekspresyonun diisiik
olmas1 tedavi i¢in hastalarin belirlenmesi i¢in biyopsi 6rnegi kullanilacaksa en az 6 6rnegin
degerlendirilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir (Dottermusch et al., 2019). Giincel
calismalarda mide kanseri hastalarinda CLDN18.2 ekspresyonunun prognostik veya
klinikopatolojik etkileri konusunda bir fikir birligi yoktur. Cogu ¢alismada CLDNI18.2
ekspresyonunun herhangi bir klinikopatolojik veri ve sagkalim arasinda iliskisi
gosterilememistir. Bazi calismalarda EBV pozitif tiimdrlerin CLDN18.2 yiiksek oranda
ifade ettigi gosterilmistir. Kanser Genom Atlas1 Projesinin sonuglart CLDN18 ifadesinin
diffiiz tip tiimorlerde azaldigimi rapor ederken CLDNI18.2 antikorlar1 ile gerceklesen
calismalardaki sonuglar ¢eliskilidir (Cancer Genome Atlas Research, 2014). Etnik kokenlere
gore pozitif hastalarin yiizdesi hem Avrupa hem de Asya iilkelerinde degisiklik gostermistir.
Almanya'dan yapilan iki ¢alisma %17 ve %18 ile oldukca benzer sonuglar gosterirken,
Kore’de %15 ve %29 ve Japonya'da %87 pozitif bulunmustur. Tez calismasi Tiirk kohortu
tizerinde yapilmistir ve CLDN18.2 ekspresyonu %7,8 pozitif bulunmustur. Dottermusch ve
ark. genis bir beyaz irk kohortunda CLDN18.2'yi degerlendirmis FAST kriterlerine gore
%10’dan az pozitiflik ile benzer sonuglar elde etmistir. Etnik kokenleri farkli popiilasyonlar
arasindaki degisen CLDN18.2 ekspresyonu genetik polimorfizmlerle agiklanabilir
(Dottermusch et al., 2019; Ungureanu et al., 2021)

CLDN18.2'ye kars1 bir monoklonal antikor olan Zolbetuximab'in ileri evre mide kanseri igin

terapotik bir segenek olarak sunulmasiyla, CLDNI18.2 ekspresyon analizi klinik
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uygulamalarda &nem kazanmustir. Ileri evre vakalarda Zolbetuximab ile gerceklesen
caligmalar ortalama sag kalim ve hastaliksiz sag kalim1 anlamli sekilde artirmistir. Tedaviye
uygun hastalarin belirlenmesi de 6nem kazanmistir. Ayrica CLDNI18 ekspresyonunun
azalmasi, mide kanserli hastalarda kotii prognozun bagimsiz bir gostergesi olabilecegini de

belirtilmistir (Sahin et al., 2021).

CLDN18.2, rezeke edilemeyen/metastatik mide kanseri hastalarinda ve CLDN18.2 pozitif
ileri evre gastrodzofagial bileske karsinomu olan hastalarda CLDN18.2 ifadesinin kandan
RNA diizeyinde tespit edilebilmektedir. Ayrica bu sonuglar hastalarin primer timérlerinden
elde edilen THK sonuglariyla %100 uyumlu oldugu belirtilmistir. Bu yontem Zolbetuksimab
tedavisine uygun potansiyel hastalar1 aramak icin invaziv olmayan alternatif bir segenek ve
daha fazla hastanin zamaninda tedavi edilebilmesi i¢in daha hizli ve dogru bir yontem

olabilir (Fan et al., 2021) ve (Sahin et al., 2021).

Kanser tedavisi i¢in hassas tibbin nihai amaci, normal hiicrelerle karsilastirildiginda kanser
hiicrelerine 6zgii siireglerin terapotik olarak manipiile edilmesidir. Bu yaklasima duyarli olan
onkojenik fiizyon genlerinin neden oldugu hastaliklarin 6zgiin bir kanser alt kiimesini oldugu
diisiiniilmektedir. Diger kanserlerden farkli olarak bu hastaliklar, yalnizca kanser
hiicrelerinde bulunan kimerik ve neomorfik proteinler (yani fiizyon proteinleri) igerir.
Ayrica, bu flizyonlarin olusumu genellikle kanser gelisimini yonlendiren oncii (driver)
genetik anormallikler olarak kabul edilir. Bu nedenle, fiizyon proteinlerinin tiimorler iginde
klonal seviyelerde bulundugu diisiiniiliir. Bu, fiizyon proteinleri ve etki mekanizmalarinin
terapotik olarak hedeflenmesinin, bu hastaliklari iyilestirmek i¢in 6nemli firsatlar olduguna

inanilir (Brien et al., 2019; Fan et al., 2021).

Tez ¢alismasinda CLDN18 geninin besinci ekzonu ile ARHGAP26 geninin on ikinci ekzonu
arasinda olusan CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu 263 mide kanseri vakasini iceren genis
bir hasta grubunda arastirilmistir. Pozitif vakalar in situ RT-PCR yontemi ve iki ayr1 primer
cifti (FUS2,FUS3) kullanilarak belirlenmistir. Gen flizyonu pozitif 27 vakanin timorli
dokularinda elde edilen RNA’lar kullanilarak tek asamali RT-PCR ile validasyon
gerceklestirilmistir. Olgunun klinik ve patolojik 6zellikleri belirlenmistir. Olgularin kadin
erkek orani benzerdir. Ortalama yas 64,59 dur. Tiimor histolojik tipi agisindan nadir olarak
tanimlanan herhangi bir alt gruba dahil edilemeyen vakalarin tiim olgularin %25’ini

olusturmasi flizyon pozitif vakalarin morfolojik farkliliklara sahip olabilecegini gdstermistir.
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CLDN18-ARHGAP gen fiizyonu ilk kez Kanser Genom Atlasi Projesi’nde tanimlanmistir.
Genomik stabil alt grupta yer alan tiimorlerin %15’inde tespit edilmistir. CLDN18-
ARHGAP fiizyonlarinin, genomik stabil tipin genetik alt yapisinda 6nemli yer tutan CDH1
ve RHOA genlerindeki somatik mutasyonlar ile de karsilikli olarak miinhasirdir (Cancer
Genome Atlas Research, 2014). Tash yiiziik hiicreli karsinomlarda gergeklestirilen baska bir
caligmada %25 oraninda fiizyon pozitifligi bulunmustur. CLDN18-ARHGAP26/6 fiizyonlu
hastalar kemoterapiden fayda goérmedigi, CLDN18-ARHGAP26’y1 asir1 eksprese eden
hiicreler kontrole kiyasla oksaliplatine kars1 yaklasik ii¢ kat direng sergilerken, tedavide sik
kullanilan ilaglardan 5-fluorourasile kars1 da direncgli oldugu tespit edilmistir. Gen fiizyonu
mide kanserleri i¢in bagimsiz bir prognostik faktdr olabilir. CLDN18-ARHGAP26 gen
flizyonu hiicrelerin biiyiime hiz1 ve gog kabiliyeti tizerinde ¢ok az etki gostermistir (Shu et
al., 2018; W. H. Zhang et al., 2020). Japonya’da 40 yas ve alt1 diffiiz tip mide kanseri
hastalarinda %15,1’inde fiizyon tespit edilmistir. Fiizyonun kotii prognoz ve agresif hastalik
ozelliklerine katkida bulunabilecegi bildirilmistir (Nakayama et al., 2019). Diger bir
caligmada diizensiz bir sekilde kaynagmig/anastomoz yapan mide bezlerini iceren intestinal
tip mide tiimorlerinin %7’si CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu i¢in pozitiftir. Bu durum
gen flizyonunun diffiiz tipe Ozgii olmadigimi farkli mide kanseri alt tiplerinde de
bulunabilecegini gostermektedir (Hashimoto ve Oshima, 2022).

CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonunun yasam siiresi iizerine etkisi de arastirilmistir. Olen
vakalarin %8,1°1 (159/13) flizyon pozitif olgulardan olugmaktadir. Fiizyon negatif olgularin
ortalama yasam siiresi 19,6 ay olarak belirlenirken fiizyon pozitif olgularin ortalama yasam
stiresi 21,4 ay oldugu tespit edilmistir. Gen fiizyonunun incelenen 6rneklemde yasam siiresi

iizerine herhangi olumsuz bir etkide bulunmadig1 gériilmiistir.

Formalinle sabitlenmis, parafine gémiilii dokular (FFPE), molekiiler testler igin en yaygin
kullanilan kaynaktir. FFPE doku 6rnekleri kolay ulasilabilir uzun siireli saklamada ucuz ve
bir¢ok durumda da geriye doniik caligmalar i¢in mevcut tek materyaldir. Bireye 6zgii tibbin
onem kazandig1 giiniimiizde kanserin klinik yonetimi i¢in FFPE doku 6rneklerinden somatik
mutasyonlarin dogru bir sekilde tanimlanmasi tan1 ve tedavinin belirlenmesi i¢in zorunlu
hale gelmistir. Tiim biyopsiler ve cerrahi numuneler formalinle sabitlenir ve parafine
goémiiliir. Molekiiler calismalarda uygulanan proteaz protokolleri fiksatiflerle proteinler ve
niikleik asitler arasinda gergeklesen capraz baglanmalar1 tamamen ortadan kaldirilamaz.

FFPE dokularindan izole edilen niikleik asitler ciddi sekilde degrede olur ve genellikle kiiciik
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pargalar seklinde elde edilir. Bu durum niikleik asit pargalarinin PCR gibi molekiiler
yontemlerde kullanimini zorlastirir. Yerinde revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(In situ RT-PCR), doku béliimlerinde mRNA nin belirlenmesi i¢in daha geleneksel olarak
kullanilan In situ hibridizasyonu teknigi ile PCR’1 birlestiren diisiik maliyetli avantajl1 bir
tekniktir (Dietrich et al., 2013; Patel et al., 2017).
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6. SONUC VE ONERILER

In situ RT-PCR yéntemi kullanilarak tespit edilen CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu

pozitif vakalarin 6zellikleri incelendiginde;

* Olgularin 27 tanesinde CLDN18-ARHGAP26 gen fiizyonu tespit edilmistir.
+ Kadin (n=13) ve erkekler (n=14) arasinda dagilim1 benzerdir.

* Ortalama yas 64,59°dur.

* Histolojik tiple iligkili degildir.

» Flizyon negatif ve pozitif grup arasinda sagkalim agisindan anlamli bir fark yoktur.
CLDN18.2 antikoru ile gerceklestirilen immiinhistokimyasal boya sonuglari;

« Tum vakalarin%7,8'inde ifade edilir.
* Negatif ve pozitif gruplar arasinda cinsiyet, TNM evresi, histolojik alt tip ve genel

sagkalim agisindan istatistiksel anlamli bir fark bulunamamastir.

Patoloji arsiv vakalarinda izole edilen RNA kalitesinin iyi olmamasi nedeniyle CLDN18-
ARHGAP26 gen fiizyonunun FISH (Floresan in situ hibridizasyon) veya yeni nesil
sekanslama (NGS) tabanli RNAseq gibi alternatif bir yontemle de dogrulanabilir.
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