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SIMGE VE KISALTMALAR

CDK: Cyclin Dependant Kinas

CIP1: Cyclin-Dependent Kinases Interacting Protein-1
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP: Deoksiribontikleozid trifosfat

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

FISH: Fluorescence in situ Hybridization

Gy: Gray

ICRU: International Commitee of Radiation Units
IHC: Immunohistochemistry

[HK: Immiinohistokimya

PCR: Polymerase Chain Reaction

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RT-PCR: Real Time Polymerase Chain Reaction

SDI-1: Senescent Cell-derived Inhibitor-1



TEMED: Tetrametiletilendiamin

WAF1: Wild Type p53 Activated Fragment-1



GIRIS VE AMAC

Mide kanseri sik goriilmekle birlikte goriilme siklig1 cografi farkliliklar gostermektedir.
Ozellikle Japonya, Cin, Giiney Amerika ve Dogu Avrupa'da goriilme siklig1 yiiksektir (1).
Tirkiye’de mide kanseri gastrointestinal kanserler arasinda ilk sirada gelirken, tiim kanserler
arasinda ise dordiincii sirada yer almaktadir. Saglik Bakanligi’nin son istatistiklerine gore
Tiirkiye'de mide kanseri erkeklerde besinci, kadinlarda altinci sirada yer almaktadir (2). Mide
kanseri olusumunda rolii olan sebepler arasinda ¢evresel, genetik, ailesel faktorlerin yani sira,
helicobacter pylori ve beslenme aligkanliklari da yer almaktadir (3-6).

Mide kanserli hastalarda en onemli prognostik faktor TNM evresidir. Transmural
penetrasyon, tutulu lenf nodu sayis1 ve lokalizasyonu sagkalim ile direk olarak iliskilidir.
Lauren siniflamasina gore intestinal tip mide kanseri diffiiz tipe gore daha iyi prognoza
sahiptir. Linitis plastika prognozu kotiilestirmektedir (7-9). Modern molekiiler biyoloji
yaklagimlart mide kanserindeki heterojeniteyi desteklemektedir. CD44 ekspresyonu,
telomeraz reaktivasyonu, p53 gen aktivasyonu, tamir genlerinin reaktivasyonu Her-2, bcl-2
gibi protoonkogenlerin overekspresyonunu igine alan genetik bozukluklar tespit edilmis ve
kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (10).

Her-2 (c-ErbB-2) kromozom 17q21'de lokalize, 185 kDa molekiil agirlikl, 1255
aminoasitli transmembran glikoproteinini kodlayan bir protoonkogendir. Bugiine kadar
yapilan c¢alismalarda Her-2 protoonkogeni ve kanserlerdeki overekspresyonu arastirilmistir
(11-15). Meme kanserinde Her-2 ekspresyonunun kotii prognozla iligkisi oldugu gosterilmistir
(16,17).  Akciger adenokarsinomlu hastalarda  yapilan bir calismada  Her-2

overekspresyonunun kisa sagkalim siiresi ile iliskili oldugu bulunmustur (18). Mide kanserli
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hastalarda Her-2 overekspresyonu gosteren hastalarin gostermeyen hastalara gore diisiik
sagkalim oranina sahip oldugu ve Her-2 overekspresyonunun kotii prognostik faktor oldugunu
gosteren ¢aligmalar vardir (19,20).

p21 geni kromozom 6p'de lokalize, siklin bagimli kinazlar1 inhibe eden, hiicre dongiisii
kontroliinde gorevli p21 proteinini kodlayan bir tiimor baskilayici gendir. p21 gen mutasyonu
ve p21 proteinin ekspresyon azliginin mide kanserinde kotii prognostik faktor olarak rol
oynadigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (21,22).

Bu calismada Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi poliklinigine
bagvuran opere mide kanseri tanili hastalarda Her-2 gen polimorfizmi ve p21 gen
mutasyonunun sagkalim, lokal-bolgesel ve uzak kontrole etkilerinin degerlendirilmesi

amaclandi.



GENEL BiLGILER

MIDE ANATOMISI VE HISTOLOJISI

Mide gastrodzefageal bileskeden baslar ve pylorda sonlanir. Mide dort anatomik
bolgeye ayrilmistir: kardia, fundus, gévde (korpus) ve pylor. Gastroézegeal bileske onbirinci
torakal vertebra korpusu seviyesinde orta hattin solunda, pylor ise birinci lomber vertebra
seviyesinde orta hattin saginda yer alir. Pylor duodenumun birinci kismina agilir (Sekil 1).
Kii¢iik kurvatur omentum minor, biiyiik kurvatur ise omentum major ile iligkilidir. Midenin 6n
ylizii periton ile ortiilidir. Karaciger, karin 6n duvari, dalak, sol bobrek iistii bezi, sol bobrek,
pankreas ve transvers kolon ile komsulugu bulunmaktadir. Mide ¢oliak akstan beslenmektedir.
Vendz akimi portal vene agilir. Lenfatik drenaji arterlerine eslik edecek sekilde esas olarak
coliak lenf nodlar1 araciligi ile olmaktadir (23).

Histolojik olarak mide kardia, gévde ya da fundus ve pylor ya da antrum olmak tiizere
tic belirgin bolgeye ayrilmaktadir. Mide duvar1 dort tabakadan meydana gelir. Bunlar:
mukoza, submukoza, muskuler tabaka ve serozadir. Bos midenin mukoza ve submukozasi
“ruga” olarak isimlendirilen uzunlamasina kivrimlar olusturur. Mide yiyecekle doldugunda bu
kivrimlar yassilagir. Tim mide boslugunda degisik uzunluklarda, lamina propriya igine
uzanarak mide ¢ukurcuklarini olusturan bir yiizey epiteli bulunur. Midenin her bolgesi i¢in
karakteristik bir yap1 gosteren dallanmus tiibiiler bezler mide ¢ukurcuklarina agilir. Yiizeyi ve
mide ¢ukurcuklar tek katli prizmatik epitel ile doselidir. Hiicrelerin tiimii mide asit salgisina
kars1 koruyucu mukus salgilar. Kardia bdlgesinde mukus iireten bezler baskin iken fundus ve
govde bolgeleri parietal ve esas hiicrelerden zengindir. Esas hiicreler pepsinojen, parietal

hiicreler ise B12 vitamini emilimi i¢in mutlak gerekli olan hidroklorik asit ve intrinsik faktor
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salgilar. Antrum bolgesi gastrin sekrete eden G hiicreleri ve somatostatin sekrete

hiicrelerinden zengindir (24).

eden D

Lower Fundus

escphageal W
sphincter

Sernsa
Cardia

Bady Muscularis
Lessar Longitudinal
curvature layer

Pylorus Circular layvar

Obligue layear

Graater
curvatung

Sekil 1. Mide anatomisi (24)

EPIDEMIiYOLOJi

1930'dan bu yana mide kanseri goriilme siklig1 diismekte buna paralel olarak lezyonun

yerlesim yeri non-kardiadan kardiaya dogru kaymaktadir (25,26). 2008 yilinda Amerika

Birlesik Devletleri'nde tespit edilen mide kanseri vaka sayisit yirmi bir bin bes yiliz, mide

kanserine bagli gelisen 6liim on bir bindir. Erkeklerde goriilme sikligi kadinlara gére daha

yiiksektir. Tiim diinyada kansere bagli Oliimler arasinda mide kanseri ikinci sirada yer

almaktadir. Japonya, Cin, Giiney Amerika ve Dogu Avrupa’da goriilme siklig1 diger bolgelere

oranla oldukca ytiksektir (27,28).

ETYOLOJIi

Son altmis yil igerisinde mide kanseri goriilme siklig1 batili iilkelerde her iki cinsiyette
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de diisiis gostermekle birlikte bunun nedeni tam olarak anlagilamamistir. Su ana kadar mide
kanseri gelisiminde rol oynadigi gosterilen ve/veya diisliniilen bir¢ok etken tespit edilmistir
(29). Bu risk faktorleri:

-Helicobakter pylori enfeksiyonu,

-Ileri yas,

-Erkek cinsiyet,

-Nitrat ve nitrit iceren yiyecek tiiketimi,

-Bakteri ve mantarlar ile kontamine yiyecek tiiketimi,

-Tiitsiilenmis, tuzlanmis gida tiiketimi,

-Diistik sebze, meyve tiiketimi,

-Yiiksek kirmizi et tikketimi,

-Sigara kullanima,

-Diisiik serum ferritin diizeyi,

-Pernisiy6z anemi,

-Gastrik iilser varligy,

-Adenomatoz polip,

-Barret 6zefagus,

-Villéz adenom,

-Herediter adenomatdz polipozis,

-Menetrier hastaligi,

-Gegirilmis subtotal mide rezeksiyonu

TANI

Siklikla halsizlik, kilo kaybi, erken doyma hissi, hematemez, melana gibi yakinmalar
basvuru aninda mevcuttur. Tikayict lezyonlar kusma, yutma giicliigline neden olabilmektedir.
Erken donemde semptomlar genellikle non-spesifik olup, tan1 aninda belirgin semptomlarin
varlig1 ilerlemis hastalig1 diistindiiriir.

Cift kontrastli mide grafisi, akciger grafisi ve laboratuar testleri tanida yardimcidir.
Ancak hem lezyonun goriilmesi hem de patolojik tan1 acisindan iist gastrointestinal sistem
endoskopisi gereklidir. Patolojik tan1 sonrasi lenf nodu, karaciger ve diger etraf dokular ile

iligkisini anlayabilmede cerrahi girisim 6ncesi batin tomografisi yardimcidir.



PATOLOJIK OZELLIKLER

%90-95 oraninda adenokarsinom goriilmekle birlikte daha az siklikla non-hodgkin
lenfoma, leiomyosarkom, skuamdéz hiicreli karsinom, noroendokrin tiimorler de
goriilebilmektedir. Mide kanseri %40 oraninda antrum, %35 oraninda proksimal, %25
oraninda korpus kaynaklidir (30). Borrmann siniflamasi makroskobik goriinimiine gore
tiimori polipoid, iilsere, lilsere infiltratif, diffiiz infiltratif (Linitis Plastika) olmak iizere dort
farkli kategoride degerlendirmektedir (31). Lauren siniflamasi ise histolojik olarak intestinal
ve diffiiz tip olmak iizere 2 gruba ayirmaktadir. Intestinal tip daha sik goriilmekle birlikte
siklikla yiizeyel yayilimli ve gland kaynakli olup genellikle distal yerlesimli ve endemik
Ozelliktedir; diffiiz tip ise daha kotii prognozlu, daha geng hastalarda goriilen genellikle kardia

olmak iizere tiim midede goriilebilen mide kanseri histolojik alt tipleridir (32,33).

EVRELEME
Mide kanseri evrelemesinde TNM sistemi kullanilmaktadir. Ancak patolojik evrelemede

tedavinin planlanmasinda ve prognozun belirlenmesinde yardimcidir.

TNM Klasifikasyonu (DSO-2002)

T (Kanserin mide duvarina 0 Primer tiimor mevcut degil.
penetrasyonunun derecesini | i ) ) .
gosterir) Is Insitu Karsinom. Lamina propriaya invazyon

gostermeyen intraepitelyal timor.
1 Tlimor lamina propria veya submukozada sinirlidir.

Tlim6r muskularis propria veya subserozada sinirlidir.

3 Timor komsu dokulara invazyon gostermeden
serozayl gecmistir.
4 Tiimor komsu dokulara invazedir.
X Primer tiimor degerlendirilemedi.
N (Nodal Tutulum) 0 Bolgesel lenf nodu metastazi mevcut degil.
1 Metastazli bolgesel lenf nodu sayis1 1-6 arasidir.
2 Metastazli bolgesel lenf nodu sayis1 7-15 arasidir.
3 Metastazli bolgesel lenf nodu sayis1 15°ten fazladir.
X Bolgesel lenf nodu tutulumu degerlendirilemedi.
M (Uzak Metastaz) 0 Uzak metastaz mevcut degil.
1 Uzak metastaz mevcuttur.
X Uzak metastaz degerlendirilemedi.
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PROGNOSTIK FAKTORLER
En 6nemli prognostik faktor TNM evresidir. Transmural penetrasyon, tutulu lenf nodu
sayis1 ve lokalizasyonu sagkalim ile direk olarak iliskilidir. Intestinal tip mide kanseri diffiiz

tipe gore daha iyi prognoza sahiptir. Linitis plastika kotii prognostik faktordiir (7-9).

p21

Hiicre siklusu dort ana fazdan olusmaktadir: Hiicrenin DNA sentezi i¢in hazirlandigi
presentetik biliylime fazi olan G1, siklustaki somatik hiicrelerde kromozomlarin replike olarak
DNA sentezinin gergeklestigi sentez fazi olan S, premitotik biiylime fazi olan G2 ve hiicre
boliinmesinin gergeklestigi mitotik faz ise M fazidir. Hiicreler GO olarak adlandirilan fazda ise
istirahat halindedir (34,35).

Farkli hiicre siklus fazlar1 siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK) olarak bilinen
protein kinazlarla kontrol edilir. Siklinler belirlenmis hiicre siklus aninda sentezlenen ve
ardindan hizla pargalanan proteinlerdir. CDK’lar ise hiicre siklus regiilator proteinleri olup
sadece siklinlere baglandiklarinda aktive olurlar. CDK’larin inaktivasyonu mitozun
gerceklesememesine neden olur. Hiicre siklusunda kontroliin iki ana noktast G1-S ve G2-M
kontrol noktalaridir. Bu kontrol noktalar1 pozitif ve negatif regiilator elemanlar ile diizenlenir.
Intraselliiler ve ekstraselliiler sinyaller (hipoksi ve DNA hasar1 gibi) CDK inhibitdrlerini
aktive ederler. Sonrasinda CDK inhibitorleri siklinleri inhibe ederek hiicre siklusunun
ilerleyisini bloke ederler. Boylece siklinler normal fonksiyonlari olan DNA replikasyonu ve
hiicre boltinmesi i¢in gerekli olan protein aktivasyonunu gerceklestiremezler (36).

p21 (CDKNI1A) proteini 6. kromozomun 6p21.2 bolgesinde lokalize tiimor baskilayici
p21 geni (WAF1, CIP1, SDI-1) tarafindan kodlanan 188 aminoasitten olusan ve 21 kDa
molekiil agirliginda siklin-CDK komplekslerinin negatif regiilatorlerinden bir tanesi olarak
gorev yapan bir proteindir. Siklin A-CDK2 ve Siklin E-CDK2 komplekslerine baglanarak

retinoblastom geninin fosforilasyonunu onler ve hiicre siklusunun ilerlemesini durdurur (37).

Her-2

Her-2 kromozom 17g21°de lokalize bir protoonkogendir. Her-2 proteini veya reseptorii
olarak adlandirilmis, cErbB2, Her-2/neu, p185/Her-2 gibi tanimlamalar1 da bulunan 185 kDa
molekiil agirlikli 1255 aminoasitli bir transmembran glikoproteinini kodlar. Epidermal
biiylime faktor reseptor (EGFR) veya Her-1, Her-2, Her-3 ve Her-4 Her reseptor ailesinin

dort tyesidir (13,17). Her reseptorleri hiicre membrani iizerinde bulunmaktadir (13).
7



Reseptorlerin hepsi sisteinden zengin ekstraselliiler biiylime faktorii ligandi baglayan alan,
lipofilik bir transmembran segmenti ve diizenleyici karboksi terminal segmentli bir
intraselliiler tirozin kinaz alanin1 kapsayan benzer bir yapiy1 paylasirlar. Her proteinleri hiicre
membraninda monomerler seklinde bulunurlar. Ligand baglanmasini takiben dort farkl
reseptor homodimerler (Her-1-Her-1) veya heterodimerler (Her-1-Her-2) olabilen on farkl
reseptor dimeri formunda her biri digeri ile iliskilenebilir. Her reseptor proteinleri monomerler
ve lizerine ligand baglanan homo veya heterodimer formundadirlar. Her ligandlar1 bivalan
biiylime faktoér molekiilleridir.

Her-2 diger Her proteinleri ile hiyerarsik bir etkilesim sergiler ve tirozin kinaz aktivitesi
olmayan en potent dimerizasyon partneri Her-3’tiir. Her-2’nin overekspresyonu Her-2 ve Her-
3 heterodimer sayisim1 artirarak Her sinyali artar. Dimerizasyon, reseptorlerin sitoplazmik
alaninda tirozin kinaz aktivasyonuna yol acar. Sonrasinda reseptorlerin intraselliiler alanindaki
tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu sinyal iletimini baslatir. Her-2 iceren heterodimerlere
bivalent baglanma ve ligand baglanmasinin uzamasi sonucu, sinyal iletiminin uzamasi ayrica
Her-2’nin lizozomal sindirimi sirasinda siklusa yeniden girmesi sonucu potent sinyal artisi

nedeni ile hiicre ¢cogalmasi ve malign doniisiim olugmaktadir.

TEDAVi

Cerrahi

Mide kanserinin Oncelikli tedavisi cerrahidir. Uygun cerrahi simirlarla birlikte tam
rezeksiyon yaygin kabul goren cerrahi uygulama olup cerrahi rezeksiyonun tipi (total-subtotal
gastrektomi) ve genis lenf nodu diseksiyonu yapilip yapilmamasi gerektigi tartismalidir.
Cerrahinin amact RO rezeksiyon olarak bilinen negatif cerrahi sinir ile birlikte tam
rezeksiyondur. Ancak sadece lokal hastaligi oldugu bilinen vakalarda bile R0 rezeksiyon orani
%50'dir. Mikroskobik rezidii hastalik varligir R1 rezeksiyon, makroskobik rezidii varligi ise
R2 rezeksiyon olarak tanimlanmistir. Rezeksiyona splenektominin eklenmesinin sagkalim
oranlarinda artisa yol agmadigi gibi mortalite ve morbidite de hafif artisa neden oldugu
gosterilmigstir. Distal mide adenokarsinomu tanili hastalarda subtotal ve total gastrektomi ile
benzer mortalite, morbidite ve 5 yillik genel sagkalim oranlar1 bildirilmistir. Eger miimkiinse
cerrahi sonras1 daha diisiik komplikasyon ve diisiik beslenme problemleri nedeni ile subtotal
gastrektomi tercih edilebilir. Peritoneal yayilim, uzak metastaz, ana damar invazyonu

inoperabl olarak degerlendirilir. Obstruksiyon, Onlenemeyen kanama varliginda palyatif
8



cerrahi girisimler diisiiniilebilir. Lenf nodu diseksiyon tipleri; perigastrik lenf nodlarmin
diseksiyonu D1, ¢olyak trunkus, sol gastrik arter, ora hepatik arter ve splenik arter ¢evresi lenf
nodlarinin diseksiyonu D2 diseksiyon, hepatoduodenal, peripankreatik ve mezenter kokii lenf
nodlarinin diseksiyonu D3 diseksiyondur. En az 15 adet lenf nodu ¢ikarilmasi 6nerilmekte
olup daha genis lenf nodu diseksiyonu yapilmasi tartismalidir. D1 ve D2 diseksiyon
karsilastirildigina genel sagkalim ve niiks oranlar1 benzer olmasina ragmen D2 diseksiyon
sonrast komplikasyon, postoperatif morbidite ve hastanede kalis siiresi D1 diseksiyona gore

daha yiiksektir (10).

Radyoterapi

Kiiratif amacl rezeksiyon uygulanan hastalarda 5 yillik sagkalim oran1 %8-26 ve lokal-
bolgesel basarisizlik orani %40-65’tir. Bu nedenle radyoterapi mide kanseri tedavisinde
onemli rol oynamaktadir. RO rezeksiyon yapilan hastalarda T3 ve T4 hastalik, lenf nodu
pozitifligi, pozitif cerrahi smir varlig1 postoperatif adjuvan radyoterapi endikasyonlaridir.
Klinik ya da medikal inoperabl hastalarda tek basina ya da kemoterapi ile eszamanl kiiratif
radyoterapi sagkalim avantaji gostermistir. Sagkalim ve lokal kontrolii arttirmasina ragmen
preoperatif radyoterapinin uygulanabilirligi i¢in randomize prospektif ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Adjuvan es zamanl kemoterapi olarak siklikla 5-fluorourasil bazli kemoterapi rejimleri
tercih edilmektedir. Metastatik hastalikta, palyasyon gerektirecek semptom varliginda,
operasyon sonrasi takipli hastada niiks gelismesi durumunda radyoterapi tedavi segenekleri
arasinda yer almaktadir (10).

Radyoterapi hedef hacimlerinin secilmesinde ICRU 62 raporu goz oOniine alinarak
planlamalar yapilmali, diger liimenli organlarda oldugu gibi sekil degiskenligi ve organ
hareketleri g6z 6nlinde bulundurulmalidir. Karaciger, bobrekler, bagirsaklar, spinal kord, kalp
ve akcigerler doz sinirlayici organlar olup onerilen adjuvan radyoterapi dozu fraksiyon basgina

1,8 Gy’den toplam 45-50,4 Gy’dir (38,39).

Kemoterapi

Mide yerlesimi ve komsu dokularin radyasyon tolerans dozu nedeniyle radyoterapinin
kemoterapi ile beraber kullanimi arastirilmis ve cerrahi sonrasi adjuvan kemoradyoterapinin
sagkalim {istlinliigii prospektif randomize c¢alisma ile ortaya konmustur. Postoperatif T3 ve T4
hastalik, lenf nodu pozitifligi, pozitif cerrahi sinir varliginda radyoterapi ile eszamanli,

metastatik hastalikta performans durumu iyi olan hastalarda kemoterapi uygulanmaktadir. 5-
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fluorourasil, dosetaksel, sisplatin, I6kovorin mide kanseri tedavisinde sik kullanilan
kemoteropi ilaclaridir. Tek ajan tedavisi ile yanit oranlar1 %15-20 arasindadir. 5 fluorourasil
ile ila¢ kombinasyonlar1 yanit oranini arttirmaktadir. Kemoterapinin radyoterapiye eklenmesi
ya da coklu ilag kombinasyonlarinin uygulanmalar1 bulanti, kusma, 16kopeni ve anemi gibi

yan etkilerin artmasina neden olabilmektedir (39).
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GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismaya 1999-2008 yillar1 arasinda kayitl olan, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi poliklinigine bagvuran 520 mide adenokarsinomu tanili hastadan
operasyonu Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim dalinca yapilan patoloji
ornekleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim dali arsivinde mevcut olan
hastalar alindi. Calismaya Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Yerel Etik Kurulu ve
Saglik Bakanligi’ndan onay alindiktan sonra basland1 (Ek 1,2). Inoperabl ya da medikal
nedenlerle opere edilmeyen, operasyonu dis merkezde yapilan, patolojisi adenokarsinom dist
olan hastalar ¢aligmaya alinmadi.

Negatif cerrahi sinir ile birlikte tam rezeksiyon RO rezeksiyon, mikroskobik rezidi
hastalik varligt R1 rezeksiyon, makroskobik rezidii varligi ise R2 rezeksiyon olarak
tanimlandi. Lenf nodu diseksiyon tipleri; perigastrik lenf nodlarinin diseksiyonu D1, ¢dlyak
trunkus, sol gastrik arter, ora hepatik arter ve splenik arter ¢evresi lenf nodlarinin diseksiyonu
D2 diseksiyon, hepatoduodenal, peripankreatik ve mezenter kokii lenf nodlarinin diseksiyonu
D3 diseksiyondur. En az 15 adet lenf nodu ¢ikarilmasi 6nerilmekte olup daha genis lenf nodu
diseksiyonu yapilmasi tartismalidir.

(Calismaya alinan hasta sayis1 44'diir. Bu hastalarin dosyalar1 geriye doniik incelenerek
hasta ve patolojik 6zellikleri kayit edildi. Mevcut dosyalardan elde edilen protokol numaralari
yardimi ile parafine gémiilii doku oOrnekleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Laboratuar1 arsivinden cikarildi. Bu doku orneklerinden Immiinohistokimyasal Boyama

(IHK) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in kesitler alindu.
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DOKULARIN IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA VE POLIMERAZ

ZINCIR REAKSIYONU ICIN HAZIRLANMASI

S A

Dokudan Parafinin Uzaklastirilmasi

25-50 mg formalinle tespit edilmis, parafin bloga gémiilii doku 6rneklerinden 10 p
kalinliginda 10-20 yaprak kesilerek, 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alindi.

1 ml ksilol eklendi, +56 °C’de 15 dakika beklendi. 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edildi, tistteki s1v1 dokiildii. Bu islem 3-4 defa tekrarlandi.

1 ml %100 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi, iistteki s1v1 dokiildii.

1 ml %80 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi, tistteki siv1 dokiildii.

1 ml %60 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi, tistteki siv1 dokiildii.

1 ml %40 etanol eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi, tstteki sivi dokiildii.

1 ml ¢ift distile su eklendi, 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edildi, tistteki s1v1 dokiildii.

DNA Izolasyonu
Dokudan parafinle uzaklastirma ve DNA izolasyonu Roche firmasinin “High Pure PCR

Template Preparation Kit—Cat. No: 11796828001 ile elde edilmistir.

1.

A

10.

11.
12.

Dokular 200 pl “doku buffer” ve 40 pl proteinaz K ile karistirildi, +37 °C’de 1 gece
bekletildi.

Uzerine 20 pl proteinaz K eklendi, 1-2 saat +55 °C’de bekletildi.

Uzerine 200 pl “baglanma buffer” eklendi, +70 °C’de 10 dakika beklendi.

Uzerine 100 ul isopropanol eklendi, karistirilds.

Filtreli tiiplerin altina 6rnek sayis1 kadar 6rnek toplama tiipii dizip lizerine filtreli tiip
koyduktan sonra filtreli tiiplerin kapagini kapatip iistlerine numaralari yazildu.

Karigim filtreli tiiplere konuldu, 1 dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi.

Alttaki tiip atildi, yerine temiz tiip kondu.

Filtreli tiipiin tizerine 500 pl “vuzaklastiran buffer” eklendi, alt iist edildikten sonra 1
dakika 8.000 rpm’de santrifiij edildi.

Alttaki tiip atildi, yerine temiz tiip kondu.

Filtreli tlipiin {izerine 500 pul “yikama buffer” eklendi, alt iist edildikten sonra 1 dakika
8.000 rpm’de santrifiij edildi.

Alttaki tiip atildi, yerine temiz tlip kondu.

10 ve 11 numarali basamaklar tekrarlandi. Sonra alttaki tiipiin i¢cindeki siv1 dokiildii ve
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tekrar filtreli tiipilin altina konup maksimum hizda 13.000 rpm’de tekrar santrifiij edildi.
13. 1.5 ml ependorf tiipiin kapagina numara yazilip filtreli tiip bu ependorfun i¢ine kondu

ve tizerine 200 ml +70 °C’de sitilmis “sulandirma buffer” eklendi, 1 dakika 8.000

rpm’de santrifiij edildi.

Elde edilen DNA ornekleri +4 °C’de saklandi. DNA’nin kalitesini ve miktarimni
belirlemek icin spektrofotometre cihazinda 260 nm ve 280 nm’deki dalga boylarinda 6l¢iim

yapildi. Ayn1 zamanda %0,8 agaroz jel elektroforezi yapilarak DNA gozlendi.

Her-2 GENINDE Ile/Val POLIMORFIZMI

Her-2 geninde Ile/Val polimorfizmin gozlendigi 655. kodon bdlgesini ¢ogaltmada
kullanilan primerler:

-F: 5’-AGAGCGCCAGCCCTCTGACGTCCAT- 3’

-R: 5>-TCCGTTTCCTGCAGCAGTCTCCGCA-3’

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Hazirlanisi
1 6rnek i¢in hazirlanan karigim:

-10 pl genomik DNA

-20 pmol/L primer F

-20 pmol/L primer R

-0,2 mmol/L dANTP

-2,5 mmol/L MgCl,

-1X Taq Buffer

-1,5 U Taqg DNA

Toplam: 50 pl

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Programi
On denatiirasyon : 94 °C 15 dakika
Denatiirasyon  : 94 °C 0,5 dakika

Son sentez : 62 °C 0,5 dakika 35 dongii
Baglanma : 72 °C 1 dakika
Sentez : 72 °C 10 dakika

PZR iirtinti 1 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak %2°lik agaroz jelde ytirtitiildii.
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655 Kodon Bélgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin BsmAI Enzim
Kesimi

BsmAI enzimi 10 X Buffer R (SibEnzyme) ve Buffer Tango tamponuyla (SibEnzyme)
birlikte kullanildu.

1 ornek i¢in kullanilan miktarlar:

-5 ul PZR iiriinti

-1 pl Tampon

-0,5 ul BsmAlI restriksiyon enzimi

Toplam Hacim: 6,5 pl

55 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi ve daha sonra 65 °C’de 20 dakika inaktivasyon
yapildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler 5 pg/ml etidyum bromid ile hazirlanan % 3’liikk
agaroz jelde yiiriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gozlendi.

BsmALI restriksiyon enziminin ¢alisma mekanizmast:

5- ..GTCTC(N){|....-3’

3’-...CAGAG(N)sh..-5

Restriksiyon islemi sonucunda Her-2 genin 655. pozisyonundaki Ile/Val polimorfizmin
varliginda su bant olusumlar1 gézlenecektir:

-IT genotipinde 148 bazlik bant (restriksiyon yok)

-VV genotipinde 32 ve 116 bazlik bant (restriksiyon tamamlanir)

-Heterozigot IV genotipinde 32, 116 ve 148 bazlik bantlar.

p21 GENINDE EKSON 3 MUTASYONU
p21 geninin 3. eksonu i¢in kullanilan primerler:
-F: 5°- GCCCCCCACTGTCTTCCT- 3’

-R: 5’-GCGCTTCCAGGACTGCAGG-3’

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Hazirlanmisi
1 6rnek i¢in hazirlanan karigim:

10 ul genomik DNA

20 pmol/L primer F

20 pmol/L primer R

0,2 mmol/L dANTP

5 mmol/L MgCl,
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1X Taq Buftfer
1,5 U Taqg DNA
Toplam: 50 pl

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Programi
On denatiirasyon : 94 °C 4 dakika
Denatiirasyon  : 94 °C 0,5 dakika

Son sentez : 55 °C 0,5 dakika 35 dongi
Baglanma : 72 °C 0,5 dakika
Sentez : 72 °C 5 dakika

PZR iriinii 1 pl yiikleme tamponu ile karigtirilarak %2°lik agaroz jelde ytiriitiildii.
%8’lik PAGE jel asagidaki protokole gore hazirlandi.

Caligmanin amacina uygun olarak SE 600 dikey dilim jel elektroforezi hazirlandi. Cam
plaklar arasina 1,5 mm’lik aralik birakilarak, jelin dokiilmesi i¢in dokiim ayagina monte
edildi. Ayrnstirict jel icin TEMED hari¢ tiim maddeler pipetlenerek %10’luk ayristiricr jel
karisimi hazirlandi. Jel karigimi siiziildii ve havasi alindi. TEMED eklendikten sonra hizla
hava kabarcigi olusturulmadan iki cam arasina yukaridan 4 cm bosluk kalacak sekilde
dokiildii. Polimerlesmeye birakildiktan sonra, diizgiin bir yiizey olusturulmasi i¢in {izerine su
eklendi. Polimerlesme islemi tamamlandiktan sonra su jel ylizeyinden alindi. Benzer sekilde
sikistirict jel hazirlandi ve ayristirict jelin lizerine dokiildii. Tarak dikkatlice yerlestirildi ve jel
polimerlesmeye birakildi. Jel polimerlestikten sonra, tarak dikkatlice ¢ikarildi.

Ayristirici Jel Tamponu (pH 8.8)

1,5 M Tris hazirlanir ve 1 M HCl ile pH 8.8’e ayarlanir. Whatman No:1’den siiziildii.

Sikastirici Jel Tamponu (pH 6.8)

1 M Tris hazirlanir ve 1 M HCl ile pH 6.8’e ayarlanir. Whatman No:1’den siiziildii.
Akrilamid- Bisakrilamid Stogu (30/0.8)

30 gr akrilamid, 0,8 gr bisakrilamid tartilds, bidistile su ile 1000 ml’ye tamamland.
%10’luk Amonyum Persiilfat (APS)

1 gr APS tartilip, bidistile su ile 10 ml’ye tamamlandi (taze olarak hazirland1)
SDS-PAGE yiikleme ¢ozeltisi

%95 Formamid 950 pl

10 mM NaOH 10 pl

%0,05 Bromfenol mavisi 20 pl
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%0,05 Xyclene-Cyenole 20 pl
%8’lik Ayristirict Jel i¢in Karisim (30 ml)
Akrilamid-bisakrilamid karigimi 8 ml

Ayristirict jel tamponu 7,5 ml
Gliserol 1,5 ml

%30 APS 100 pl

TEMED 7,5 pl

dH,0O 13 ml

Sikistirict Jel icin Karisim (10 ml)

Akrilamid-bisakrilemid karisimi 2 ml

Sikistiricr jel tamponu 1,25 ml

%30 APS 100 pl

TEMED 5 ul

dH,0 6,5 ml

10 pl PZR driiniine 10 pl PAGE yiikleme ¢ozeltisi ilave edildi, 10 dakika 95 °C’de
denatiire edildi ve -20 °C’de 20 dakika sogumaya birakildi. Ornekler 20 pl olacal sekilde,
kuyucuklara otomatik pipet ile uygulandi. Kuyucuk basina 3 mA sabit akim verilerek
elektroforez (CBS SCIENTIFIC CO. California AG-250-02) baslatildi. Isaret boya bandi
jelden ¢ikmadan elektroforez islemi durduruldu.

Elektroforez bittikten sonra cam plaklardan ¢ikartilan jeller 10 dakika karistiricida tespit
cozeltisiyle (1 jel igin; %10 Etanol, %5 Asetik asit) tespit edilip, bu ¢ozeltiyi dokiildiikten
sonra 20 dakika giimiis nitrat cozeltisiyle (%0,1 Glmiis nitrat) karistiricinin iistiinde
boyanmistir. Bu ¢ozeltiyi dokiildiikten sonra 30 dakika %1,5 NaOH/Formaldehit igeren
cozeltide bekletilmistir. Bantlar goriiliince de %0,75’lik Na2CO3'liikk ¢ozeltide iyice

yikanmistir. Boyama islemler bittikten sonra jeller bilgisayarda taranip kurutulmustur.

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA
Hem Her-2 hem de p21 ekspresyonunun degerlendirilebilmesi i¢in her bir hastanin
patoloji piyeslerine asagidaki islemler uygulandi.
1. Mide adenokarsinomu morfolojisini en iyi gosterecek kesite ait parafin bloklardan
1/10’luk Poly-L-Lysine ile muamele edilmis lamlara 4 mikron kalinlikta her antikor
icin ayr1 ayr kesitler alindu.

2. Kesitler 12 saat siireyle 56 derecede etiivde bekletilerek deparafinize edildi.
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3. Boyama islemi Ventana Benchmarc otomatik boyama cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi.

Her bir hasta i¢in hazirlanan lamlara Her-2 i¢in Novocastra marka CBI11 klonu
kullanima hazir s1v1 fare monoklonal Her-2 onkoproteini antikoru, p21 i¢in kullanima hazir
Thermo Scientific marka p21 WAF1 Ab-3 antikoru damlatildi.

Mikroskop altinda incelenen preparatlarda skorlama Her-2 icin; <%10 boyanma 0,
>%10 parsiyel membrandz boyanma +1, >%10 orta membrandz boyanma +2, >%10 kuvvetli
membrandz boyanma +3, p21 i¢in; <%10 boyanma 0, %10-20 boyanma +1, %20-40 boyanma
+2 ve >%40 boyanma +3 olarak yapildi.

ISTATISIKSEL ANALIZ

Hastalara ait klinikopatolojik veriler, Her-2 ve p21’in IHK ve PZR skorlar1, sagkalim
siireleri ile son durumlar1 SSPS 17.0 istatistiksel veri tablosuna girildi. 70 vakaya ait
klinikopatolojik degiskenler ile bu vakalara ait IHK ve PZR skorlar1 aralarindaki iligki 2 testi
uyculanarak degerlendirildi. %* testi ile belirlendn p<0.05’ten kiiclik degerler istatistiksel
anlamli olarak degerlendirildi. Vakalara ait sagkalim oranlar1 Kaplan-Meier analizi ile
hesaplandi. Cok-Degiskenli Cox-Regresyon analizi kullanilarak tiim klinikopatolojik
degiskenler, IHK ve PZR skorlari ile sagkalim oranlari karsilastirilarak, test sonucunda elde

edilen p degerlerinden 0.05’ten kii¢iik olan degerler anlamli olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

HASTA KARAKTERISTIiKLERI

Patoloji Ornekleri incelenen 44 hastanin karakteristik ozellikleri Tablo 1°de yer
almaktadir. Medyan yas 63 (26-75), erkek kadin oranm1 3/1’°dir. Hastalarin biiylik ¢cogunlugu
antrum (%45.,5) ve korpus (%34,1) yerlesimli idi.

Olgularin %95,5 kadar1 T3-4 tiimdre sahip iken lenf nodu pozitifligi orani ise %68,2 idi.
Otuz sekiz (%86,4) hastada RO rezeksiyon mevcut idi. Diger alt1 (%13,6) hastada cerrahi sinir
pozitifti (R1 rezeksiyon).

Tedavi Ozellikleri Tablo 2’de verilmistir. Adjuvan radyoterapi dozu ortalama 45 Gy
(40,8-50,4) olup medyan fraksiyon sayis1 25 (24-28) ve medyan radyoterapi siiresi 38 (30-48)
giin olarak belirlenmistir. Kullanilan ana kemoterapi rejimi FUFA (%385,3), medyan

kemoterapi kiir sayis1 5, medyan kemoterapi siiresi 113 (3-168) giin olarak saptanmustir.

IMMUNOHISTOKIMYASAL. BOYAMA VE POLIMERAZ ZINCIiR
REAKSIYONU SONUCLARI

Immiinohistokimyasal Boyanma

Hastalarin Her-2 ve p21 i¢in IHK boyanma 6zellikleri Tablo 3’te yer almaktadir. p21
antikoru i¢in pozitif boyanma 27 (%61,4) olguda gosterilmistir (13 hastada +1, 6 hastada +2,
8 hastada +3) (Sekil 2-4). Her-2 antikoru i¢in ise sadece 4 (%9,1) olgunun kanser hiicrelerinde
pozitif boyanma saptanmistir (2 hastada +1, 1 hastada +2, 1 hastada ise +3) (Sekil %5-7).
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Tablo 1. Hasta karakteristikleri

n (%)

Yas

Ortanca (Medyan) 63

Range 26-75
Cinsiyet

Erkek 34 717,3)

Kadin 10 (22,7)
Patolojik Alt Tip

Diffiiz 19 (43,2)

Intestinal 16 (36,4)

Bilinmiyor 9(204)
T

T2 2 (4)5)

T3 36 (81,8)

T4 6 (13,7)
N

Pozitif 30 (68,2)

Negatif 14 (31,8)
Cerrahi Simir

Negatif 38 (86,4)

Pozitif 6 (13,6)
Yerlesim Yeri

Kardia 5(11,4)

Korpus 15 (34,1)

Antrum 20 (45,5)

Tiim Mide 4 (9.5
Diferansiasyon

Diferansiye 26 (59,1)

Indiferansiye 14 (31,8)

Bilinmiyor 4 (9,1)
Vaskiiler Invazyon

Var 27 (61,4)

Yok 16 (36,4)

Bilinmiyor 1 (2,3)
Néral Invazyon

Var 30 (68,2)

Yok 14 (31,8)

T: Mide duvar1 invazyon derecesi, N: Lenf nodu tutulumu.



Tablo 2. Uygulanan tedaviler

n_ (%)

Operasyon Tipi

Total Gastrektomi 23 (52,3)

Subtotal Gastrektomi 21 (47,7)
Adjuvan Tedavi Rejimleri

Kemoradyoterapi 34 (77,3)

Sadece Kemoterapi veya Radyoterapi 10 (22,7)
Uygulanan Kemoterapi Rejimleri

FUFA 35(85,3)

Diger 6 (14,7)

FUFA: 5 Fluorourasil + Kalsiyum folinat.

Tablo 3. Immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri

n (%)
Her-2
) 40 (90,9)
(H/A++/+++) 4 (9,1)
p21
-) 17 (38,6)
(+/++/++1) 27 (61,4)
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Sekil 2. p21 icin mide tiimor alaninin %10’undan azinda niikleer boyanma,
Skor 0 (HEx100)

Sekil 3. p21 i¢in mide tiimor alaninin %20-40’sinde niikleer boyanma,

Skor +2 (HEx100)
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Sekil 4. p21 i¢in mide tiimor alaninin %40’1ndan fazlasinda niikleer boyanma,

Skor +3 (HEx100)

.. g el o4 . - s ¢ : a
- .“"i...‘“f i’rn-ig L0 Wy AN : e

Sekil 5. Her-2 icin %10’un altinda membranéz boyanma, Skor 0 (HEx100)
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un iizerinde orta membranéz boyanma, Skor +2

in %10’

1¢

Her-2

Sekil 6.

(HEx100)

bran6z boyanma, Skor +3

1 mem

de kuvvetli

un iizerin

in %10’

ici

2

Sekil 7. Her-

(HEx100)
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hastalarin Her-2 ve p21 icin PZR sonucglar1 Tablo 4’te gosterilmistir. p21 gen
mutasyonu 9 (%20,5) hastada pozitif olarak saptandi. Her-2 polimorfizmi 36 (%81,8) hastada
VV fenotipinde, 7 hastada (%15,9) IV fenotipinde, 1 (%2,3) hastada II fenotipinde tespit
edildi (Sekil 8,9).

Tablo 4. Her-2 gen polimorfizmi ve p21 gen mutasyonu dagilimi

n (%)

Her-2 Gen Polimorfizmi

\'A% 36 (81,8)

v 7 (15,9)

1I I (2,3)
p21 Gen Mutasyonu

Var 9 (20,5)

Yok 35(79,5)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1,2,3,4,6,7,8,9: Timor ornekleri

5: Kontrol

Sekil 8. p21 geni (ekson 3) icin polimeraz zincir reaksiyonu
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150b¢ - —» < 148bc

< 1161
100bg —p

50b¢ —p

1: 50-b¢ DNA marker

2,4 ve 5: IV(lle/Val) heterezigot mutant (148, 116 ve 32 bg¢)
3ve6: II(Ile/Ile) homozigot mutant (148 bg)

7: VV(Val/Val) homozigot wild tip (116 ve 32 b¢)

Sekil 9. Her-2/NEU’nun RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) analizi

IMMUNOHISTOKIMYASALL. BOYAMA VE POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU SONUCLARININ HISTOPATOLOJIK PARAMETRELER, GENEL
VE HASTALIKSIZ SAGKALIM iLE iLiSKiSi

Histopatolojik Parametreler ile Iliski

Immiinohistokimyasal incelemede; p21 protein ekspresyonu negatifligi ile diffiiz tip
adenokarsinom, tiim mide yerlesimi, vaskiiler ve noral invazyonun varli§i ve indiferansiye
histoloji arasinda istatistiksel anlamli iligki tespit edildi (Tablo 5). Her-2 pozitifligi ile
histopatolojik parametreler arasinda istatistiksel anlamli iligki tespit edilmedi.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonuglar1 degerlendirildiginde; p21 mutasyonu varlig
diffiiz tip adenokarsinom ve indiferansiye histoloji ile istatistiksel anlamli iliski tespit edildi
(Tablo 6). Her-2 polimorfizmi ile prognostik faktorler arasinda istatistiksel anlaml iligki tespit

edilmedi.
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Tablo 5. p21 ekspresyonu sonuclarinin prognostik faktorler ile karsilagtirnlmasi

p21 Ekspresyonu

n ) (H/++/+++) P
Cinsiyet
Erkek 34 14 20 0.401
Kadin 10 3 7
Patolojik Alt Tip
Diffiiz 19 12 7
Intestinal 16 2 14 0.008
Bilinmiyor 9 3 6
T
T2 2 0 2
T3 36 14 22 0.727
T4 6 3 3
N
Pozitif 30 10 20 0.457
Negatif 14 7 7
Yerlesim Yeri
Kardia 5 3
Korpus 15 4 11 0.031
Antrum 20 6 14
Tiim Mide 4 4 0
Diferansiasyon
Diferansiye 26 7 19
Indiferansiye 14 7 7 0.024
Bilinmiyor 4 3 1
Vaskiiler invazyon
Var 27 14 13
Yok 16 3 13 0.032
Bilinmiyor 1 0 1
Néral invazyon
Var 30 16 14 0.003
Yok 14 1 13

T: Mide duvari invazyon derecesi, N: Lenf nodu tutulumu.
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Tablo 6. p21 mutasyonu sonuclarinin prognostik faktorler ile karsilastirilmasi

p21 mutasyonu

n Var Yok p
Cinsiyet
Erkek 34 7 27 0.672
Kadin 10 2 8
Patolojik Alt Tip
Diffiiz 19 7 12
Intestinal 16 1 15 0.032
Bilinmiyor 9 1 8
T
T2 2 0 2
T3 36 8 28 0.452
T4 6 1 5
N
Pozitif 30 6 24 0.523
Negatif 14 3 11
Yerlesim Yeri
Kardia 1
Korpus 15 3 12 0.997
Antrum 4
Tiim Mide 4 1
Diferansiasyon
Diferansiye 26 3 23
Indiferansiye 14 6 8 0.024
Bilinmiyor 4 0 4
Vaskiiler invazyon
Var 27 8 19
Yok 16 1 15 0.071
Bilinmiyor 1 0 1
Néral Invazyon
Var 30 8 22 0.135
Yok 14 1 13

T: Mide duvari invazyon derecesi, N: Lenf nodu tutulumu.

Sagkalm fle Iliski
Tek-degiskenli analiz sonucuna gore p21 protein ekspresyonu gostermeyen hastalarda

genel sagkalim anlamli olarak daha kisa idi (0.038) (Sekil 10). Her-2 protein ekspresyonu ve
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polimorfizmi ve p21 mutasyonu varligi ile genel sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmadi. Operasyon tipi, yerlesim yeri, vaskiiler ve noral invazyon varligi ile
genel sagkalim arasinda anlamli iligki saptandi. Niiks ve metastaz varligi da sagkalimi anlaml
olarak azaltmistir (Tablo 7).

Cok-degiskenli regresyon analizinde ise niiks ve p21 protein ekspresyonu negatifligi
genel sagkalimi olumsuz yonde etkileyen bagimsiz prognostik faktorler olarak bulunmustur
(Tablo 7). Hastaliksiz sagkalim siiresi ile herhangi bir parametre arasinda istatistiksel anlaml

bir iligki tespit edilmemistir.
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Sekil 10. p21 ekspresyonu ile genel sagkalm liskisi

Klinik Sonuclar

3 yillik genel ve hastaliksiz sagkalim orani sirasi ile %30,45 ve %18,8’dir. Hastalarin
medyan genel ve hastaliksiz sagkalim siiresi sirast ile 26,52 (5,23-83,60) ay ve 19,45 (1,17-
83,6) ay olarak belirlenmistir.

Takiplerinde niiks gelisen 18 (%40,9) hastanin 4’linde lokal niiks, 14’linde uzak
metastaz mevcut idi. En sik metastaz yeri %46,2 ile karaciger idi. Metastaz gelisen 6 hastaya

salvaj kemoterapisi uygulanmis olup 8 hastaya yas ve performans nedeni ile salvaj tedavi

uygulanmamustir.
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Tablo 7. Genel sagkalim icin tek-degiskenli ve cok-degiskenli analiz sonuclar

Tek-degiskenli Analiz (p) Cok-degiskenli Analiz (p)

Operasyon Tipi

Total Gastrektomi 0.012
Subtotal Gastrektomi

Patolojik Alt Tip

Diffiiz
Intestinal
Bilinmiyor

0.135

T2
T3
T4

0.183

Pozitif 0.774
Negatif

Yerlesim Yeri

Kardia
Korpus
Antrum
Tiim Mide

0.026

Vaskiiler Invazyon

Var 0.047
Yok

Néral Invazyon

Var 0.005
Yok

p21 Ekspresyonu

Negatif 0.038 0.014
Pozitif

Niiks

Var 0.001 0.002
Yok

Metastaz

Var 0.009
Yok

T: Mide duvari invazyon derecesi, N: Lenf nodu tutulumu.
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TARTISMA

Erken evre mide kanserinin tanit ve tedavisindeki gelismeler uzun dénem sagkalim
stiresi saglamasina karsin lokal ileri mide kanserindeki kotii prognoz gliniimiizde klinisyenler
icin sorun olmaya devam etmektedir. Kansere bagli oliim nedenlerinin ¢ogunlugunu
metastazlara bagli gelisen komplikasyonlar olusturmaktadir. Son on bes yildir mide
kanserinde molekiiler patoloji alaninda yapilan ¢alismalar invazyon ve metastazin molekiiler
mekanizmasini tam anlamiyla aydinlatamamistir. Timor progresyonu ve metastaz gelisiminde
lokal invazyon, anjiogenez, damar invazyonu, endotele adhezyon, ekstravazasyon ve farkl
organlarda yeniden biliyiime rol oynamaktadir (Tablo 8). Bu basamaklarin her birinde
adhezyon molekiilleri, biiylime faktorleri, tiimor baskilayici ve protoonkogenler, enzimler gibi
farklt molekiillerin rolii arastirilmistir. Daha agik ve anlagilabilir molekiiler temelli bilgilerin

elde edilmesi tan1 ve tedavide daha kolay yol alinmasini saglayacaktir (40).

Tablo 8. invazyon, metastaz ve prognoz ile iliskili molekiiler ve genetik belirtecler

Kategori Belirtecler

Biiytime Faktorleri EGF, TGF-alfa, c-met, K-sam, Her-2, VEGF
Hiicre Siklus Regiilatorleri Siklin E, p21,p27, p53, RB

Telomer POT1

Hiicre Adhezyon Molekiilleri E-Kadherin, CD44v6, CD44v9

Matriks Metalloproteinaz MMP-1, MMP-2, MT1-MMP
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Hiicre siklusunun iki ana kontrol noktast G1-S ve G2-M kontrol noktalaridir. Siklus
aninda sentezlenen ve sonrasinda hizla parcalanan protein yapili siklinler ve hiicre siklusunda
diizenleyici olarak gorev yapan, yalnizca siklinlere baglandiklarinda aktive olan siklin bagimli
kinazlar bu kontrol noktalarma pozitif ya da negatif olarak etki ederek hiicre siklusunun
ilerleyisini diizenlerler. Siklin bagimli kinazlarin inaktivasyonu mitozun gerceklesememesine
neden olur. Intraselliiler ve ekstraselliiler sinyaller (hipoksi ve DNA hasar1 gibi) siklin bagimli
kinaz inhibitorlerini aktive ederler. Sonrasinda siklin bagimli kinaz inhibitorleri siklinleri
inhibe ederek hiicre siklusunun ilerleyisini bloke ederler. Bdylece siklinler normal
fonksiyonlart olan DNA replikasyonu ve hiicre bdoliinmesi i¢in gerekli olan protein
aktivasyonunu gergeklestiremezler (34-36).

p21 proteini 6. kromozomun 6p21.2 bdlgesinde lokalize tiimor baskilayict p21 geni
(WAF1) tarafindan kodlanir, siklin-CDK komplekslerinin negatif regiilatdrlerinden bir tanesi
olarak gorev yapan bir proteindir. Siklin A-CDK2 ve Siklin E-CDK2 komplekslerine
baglanarak retinoblastom proteinin fosforilasyonunu 6nler ve hiicre siklusunun ilerlemesini
durdurur (37).

p21 proteininin fonksiyonu hiicre kiiltiirlerinde arastirilmistir. Isinlanan hiicrelerde p21
hiicreyi G1 faz1 kontrol noktasinda durdurarak hiicrede DNA tamirini veya apoptozisin
gerceklesmesini saglamaktadir (41-43). Ayrica tiimdr hiicrelerinde ve saglam fibroblastlarda
hiicre proliferasyonunu direk olarak inhibe ettigi de farkli calismalarda gosterilmistir (44,45).
Bu ¢aligmalarda p21 proteinin bu etkisinin tiimdr baskilayict gen olarak gérev yaptigi bilinen
p53 genine bagiml bir etki oldugu savunulmustur. iki ayr1 ¢alismada hiicre kiiltiiriinde p21
proteininin p53 geninden bagimsiz etkisi arastirilmis ve p53 geninin baskilandigi durumlarda
da DNA hasar1 sonrasi p21°in indiiklendigi gosterilmistir (46,47).

Normal mide mukozasinda epitelyal hiicreler mukoza yiizeyine dogru ilerledik¢e hiicre
siklusunda da ilerlerler ve mide yiizeyini orten bu hiicreler iyi diferansiyasyon ozelligi
kazanirlar. Hiicre mukozasimin ylizeyini 6rten bu hiicrelerin p21 pozitif hiicreler oldugu
gosterilmis ve bunun sonucu olarak p21 pozitif hiicrelerin iyi diferansiye olduklar
bildirilmistir (48). Xie ve ark. (22) 108 kanserli, 40 displazik, 20 normal mide doku 6rnegini
incelemigler ve normal mide doku 6rneklerinin hepsinde boyanma tespit etmisler ancak mide
kanserli doku orneklerinin %39,8’inde pozitif boyanma tespit etmisler ve iyi diferansiye
hastalarda ise p21’in pozitif boyanmasini istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulmuslardir.
Ogawa ve ark. (49) 172 opere mide kanserli hastay1 incelemisler ve p21 ekspresyonu ile iyi

diferansiye histoloji arasinda istatistiksel anlamli iliski tespit etmislerdir. Calismamizda iyi
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diferansiye mide kanseri tanili hastalarda p21 ekspresyonu istatistiksel anlamli olarak yiiksek
tespit edilmistir.

Farkli ¢alismalarda tiimor invazyonu, lenf nodu metastazi, lenfatik ve vendz invazyon
gibi histopatolojik parametreler ile p21 ekspresyonu arasinda istatistiksel anlamli iliski
gosterilmistir (50,51). Ogawa ve ark. (49) indiferansiye histoloji, derin tiimor inazyonu, vendz
ve lenfatik invazyon varhiginda p21 ekspresyonunda istatistiksel anlamli belirgin bir azalma
saptamiglardir. Benzer olarak Kouraklis ve ark. (52) derin tiimdr invazyonu, vendz ve lenfatik
invazyon varliginda, karaciger metastazli hastalarda p21 ekspresyonunda istatistiksel anlamli
belirgin bir azalma saptamiglardir. Caligmamizda p21 ekspresyonu negatif hastalarda diffiiz ve
indiferansiye histoloji, midenin tiimiiniin tutulumu, vaskiiler ve noral invazyon varhigi
istatistiksel anlaml1 olarak daha yiiksek oranda tespit edilmistir.

Ogawa ve ark. (49) p21 ekspresyonu tespit edilen hastalarda niiks oraninin istatistiksel
olarak daha diisiik oldugunu ve bu hastalarin daha uzun bir genel sagkalima sahip olduklarini
bildirmislerdir. Gomyo ve ark. (53) 93 mide kanserli hastay1 igeren caligmalarinda p21
ekspresyonu varliginin istatistiksel anlamli olarak daha iyi genel sagkalim ile iligkili oldugunu
gostermislerdir. Kouraklis ve ark. (52) p21 ekspresyonu pozitif hastalarda genel sagkalimi
daha yiiksek bildirmislerdir. Bunlarin aksine Muller ve ark. (54) ise p21 ekspresyonu ile
sagkalim arasinda herhangi bir iliski gosterememislerdir. Calismamizda p21 ekspresyonu ile
niiks gelisimi arasinda bir iliski saptanamamistir ancak, p21 ekspresyonunun varligr genel
sagkalimu istatistiksel anlamli olarak iyilestirmistir.

p21’in mide kanserindeki roliinii arastiran calismalarda &zellikle p21 ekspresyonu
tizerine durulmustur. Literatiirde p21’in mide kanserindeki roliinii arastiran g¢alismalardan
sadece bir tanesinde p21 gen mutasyonu arastirilmistir. Bu calisma ile Park ve ark. (21) 20
mide kanserli hastanin doku 6rneklerinde p21 gen mutasyonunun varligini arastirmiglar ancak
hem ekzon 2 hem de ekzon 3’te herhangi bir mutasyon tespit edememislerdir. Caligmamizda
p21 mutasyonu ekzon 3’te calisilmis ve 9 (%20,5) hastada p21 gen mutasyonu tespit
edilmistir. Ayrica diffliz tip ve undiferansiye mide kanserli hastalarda p21 gen mutasyonu
istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar p21 ekspresyonu ile benzerlik
gostermektedir.

Her-2 proteini kromozom 17q21°de lokalize Her-2 protoonkogeni tarafindan kodlanan,
hiicre membrani iizerindeki reseptor yapisinda yer alan bir transmembran glikoproteinidir
(13,17). Reseptorlerin yapisinda yer alan ligand baglayan alana ligand baglanmasini takiben

monomerler seklinde bulunan Her proteinleri homo veya heterodimer olustururlar ve bunun
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sonucunda tirozin kinaz aktivitesi ile tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu hiicrenin
cogalmasina yonelik sinyal iletimini baglatur.

Her-2 protein ekspresyonu kolon, mesane, over, endometrium ve akciger kanseri gibi
farkli malignitelerde arastirilmistir (52,55-58). Mide kanserinde immunohistokimyasal (IHK)
boyanma yontemi ile Her-2 overekspresyonu ilk defa 1986 yilinda gosterilmistir (59). Mide
kanserlerindeki Her-2 overekspresyonu meme kanserlerindeki oranlarla benzer sonuglar
gostermektedir (60). Mide kanserinde yapilan ¢aligmalarda Her-2 overekspresyonu %8-28
arasinda bulunmustur (61-66). Chariyalertsak ve ark. (67) Her-2 overekspresyonunu, erken
mide kanserlerinde %6,9, ileri evre mide kanserlerinde %15,9, niiks ve inoperabl vakalarda
%28,6 oraninda tespit etmislerdir. Calismamizda immiinohistokimyasal boyama ile Her-2
ekspresyonu %9,1 olarak tespit edilmistir.

Mide kanserli hastalarda Her-2 ekspresyonu ile prognostik faktorler arasindaki iligkiyi
aragtiran caligmalarin sonuglar farkliliklar gostermektedir. Her-2 ekspresyonunun invazyon
derinligine gore ileri evre, papiller histoloji, karaciger metastazi, iyi diferansiyasyon, serozal
invazyon ve lenf nodu metastazi ile istatistiksel olarak anlamli derecede iligkili oldugunu
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (19,20,68). Bunun yani sira Sousa ve ark. (64) 157 mide
kanserli hastay1 igeren ¢aligmalarinda Her-2 ekspresyonu ile timor lokalizasyonu ve vendz
invazyon arasinda iliski oldugunu, Jain ve ark. (69) Her-2 pozitifligi ile iyi diferansiye
histoloji, intestinal tip, tiibiiler tip ve ekspansif yayilim arasinda iligki oldugunu
bildirmiglerdir. Calismamizda da Her-2 ekspresyonu ile histopatolojik parametreler arasinda
istatistiksel anlaml1 bir iligki saptanmamustir.

Mide kanserinde Her-2 ekspresyonu gosteren vakalarin gostermeyen vakalara gére daha
diisiik bir sagkalim oranina sahip olduklarin1 ve Her-2 ekspresyonunun kotii prognostik faktor
oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir (19,20,61,68,70). Bu calismalarda Her-2
ekspresyonu ile tiimdr invazyon derinligi, lenfatik invazyon varligi, lenf nodu tutulumu gibi
prognozu olumsuz etkiledigi bilinen parametreler arasinda iliski gosterilmistir. Bazi
calismalarda ise Her-2 ekspresyonu ile diisiik sagkalim siiresi arasinda bir iliski
bulunamamistir (71,72). Bu caligmalarda prognozu etkileyen histopatolojik parametreler ile
herhangi bir istatistiksel iligki gosterilememistir. Jain ve ark. (69) ise ilging olarak 93 mide
kanserli hasta iceren ¢alismalarinda Her-2 pozitif olan vakalarin negatiflere gére anlamli
derecede daha iyi prognozlu oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu ¢alismada Her-2 ekspresyonu
gosteren tiim hastalarin iyi prognoza sahip oldugu bilinen intestinal tip histolojiye sahip

olduklar1 bildirilmistir. Caligmamizda Her-2 ekspresyonu ile genel sagkalim ve hastaliksiz
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sagkalim arasinda istatistiksel anlamli bir iligki tespit edilmemistir. Hasta sayisinin azlig1 bu
sonuca etki etmis olabilir.

Satiroglu ve ark. (73) mide kanserli hastalarda Her-2 gen polimorfizmini (Ile/Val) %20
olarak bildirmisler ve evre 4 hastalikla istatistiksel anlamli iligkili bulmuslardir.
Calismamizda sadece 1 hastada II fenotipinde Her-2 gen polimorfizmi tespit edilmis ve
histopatolojik parametreler, genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim arasinda istatistiksel

anlamli iligki tespit edilememistir.

34



SONUCLAR

Mide adenokarsinom tanili ve postoperatif adjuvan kemoradyoterapi uygulanan 44
olgunun incelenmesi sonucunda;
1 p21 ve Her-2 ekspresyon pozitifligi sirasi ile %61,4 ve %9,1 olarak saptanmistir. p21
mutasyonu her bes olgudan birinde mevcut iken Her-2 gen polimorfizmi %2,3 oraninda II
fenotipinde idi.
2 p21 ekspresyonunun negatif oldugu olgularda diffiiz tip adenokarsinom, vaskiiler/noral
invazyon varlig1 ve indiferansiye histoloji p21 ekspresyonu pozitif olgulara gore anlamli
olarak daha yiliksek oranlarda gozlenmistir. p21 mutasyon varliginda ise diffiiz tip ve
indiferansiye histoloji anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
3 p21 ekspresyonunun negatif oldugu olgularda genel sagkalim p21 ekspresyonu pozitif
olgulara gore anlamli olarak daha kisa bulunmustur. Hastaliksiz sagkalim ile iligki
saptanamamigtir.
4 Her-2 gen ekspresyon pozitifligi ve polimorfizmi ile histopatolojik parametreler ve

genel ve hastaliks1z sagkalim arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir.
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OZET

Bu caligma ile postoperatif adjuvan kemoradyoterapi uygulanan mide adenokarsinomu
tanil1 hastalarda Her-2 gen polimorfizmi ve p21 gen mutasyonunun sagkalim, lokal-bdlgesel
ve uzak kontrole etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi. Kirk dort olgunun patoloji
preapartlar1 incelenerek immiinohistokimyasal boyama yontemi ile Her-2 ve p21 protein
ekspresyonu pozitifligi ve polimeraz zincir reaksiyon yontemi ile p21 gen mutasyonu ve Her-
2 gen polimorfizmi varlig1 aragtirilmistir.

p21 ve Her-2 ekspresyon pozitifligi sirasi ile %61,4 ve %9,1 olarak saptanmistir. p21
mutasyonu her bes olgudan birinde mevcut iken Her-2 gen polimorfizmi %2,3 oraninda II
fenotipinde idi.

p21 ekspresyonunun negatif oldugu olgularda diffiiz tip adenokarsinom, vaskiiler/ndral
invazyon varlig1 ve indiferansiye histoloji p21 ekspresyonu pozitif olgulara goére anlamli
olarak daha yiiksek oranlarda gozlenmistir. p21 mutasyon varliginda ise diffiiz tip ve
indiferansiye histoloji anlamli olarak yiiksek bulunmustur. p21 ekspresyonunun negatif
oldugu olgularda genel sagkalim p21 ekspresyonu pozitif olgulara gore anlamli olarak daha
kisa bulunmustur (Cox regresyon, p=0.014). Hastaliksiz sagkalim ile p21 ekspresyonu
arasinda iliski saptanamamistir. Her-2 gen ekspresyon pozitifligi ve polimorfizmi ile
histopatolojik parametreler ve genel ve hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli bir iligki
bulunamamastir.

Sonug olarak; p21 ekspresyonu negatifligi kotii prognostik faktdrler oldugu bilinen
vaskiiler/néral invazyon, indiferansiye ve diffiiz tip histoloji ile iliskili olup mide

adenokarsinom tanili hastalarda genel sagkalimi olumsuz etkilemektedir.
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Anahtar kelimerler: Mide kanseri, p21, Her-2
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EVALUATION THE EFFECTS OF Her-2 GENE POLYMORPHISM AND
p21 GENE MUTATION ON OVERALL SURVIVAL, LOCOREGIONAL
AND DISTANT CONTROL IN PATIENTS TREATED WITH
POSTOPERATIVELY ADJUVANT CHEMORADIOTHERAPY

SUMMARY

In this study it was aimed to evaluate the effects of Her-2 gene polymorphism and p21
gene mutation on overall survival, locoregional and distant control in patients treated with
postoperatively adjuvant chemoradiotherapy. Immunohistochemical staining (IHC) and
polymerase chain reaction (PCR) was performed in 44 patients who were treated with

adjuvant chemoradiotherapy in 1999-2008.

The expression of p21 and Her-2 was found in 61.4% and 9.1% patients respectively.
p21 gene mutation was positive in one of every five patients and Her-2 polymorphism was II
phenotype in 2.3% patient.

In the patients with the negative expression of p21, diffuse type histology, whole
gastric involvement and positive vascular and neural invasion, undifferential histology rate
was significantly higher than in the patients with positive expression of p21. p21 mutation
was significantly higher in diffuse and undifferential type histology. In the patients with the
negative expression of p21, overall survival was significantly shorter than in the patients with

positive expression of p21 (Cox regression, p=0.014). There was no association between any
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parameters with disease free survival. There was no significant association between
histopathological parameters with Her-2 expression and Her-2 gene polymorphism.
Consequently, negative p21 staining with IHC is associated with undifferantial and
diffuse type histology which are known as a worse prognostic factors and it effects negatively
overall survival in patients with gastric adenocarcinoma who were treated with

postoperatively adjuvant chemoradiotherapy.

Key words: Gastric cancer, p21, Her-2

39



10.

KAYNAKLAR

Parkin DM, Bray F, Ferlay J, Pisani P. Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J Clin
2005;55:74-108.

Kanserle Savas Politikas1 ve Kanser Verileri (2004-2006), T.C Saglik Bakanligi
Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi, Ankara 2007.

Chyou PH, Nomura AM, Hankin JH, Stemmermann GN. A case-cohort study of diet
and stomach cancer. Cancer Res 1990;50:7501-04.

Nomura A, Grove JS, Stemmermann GN, Severson RK. Cigarette smoking and
stomach cancer. Cancer Res 1990;50:7084.

Munoz SE, Ferraroni M, La Vecchia C, Decarli A. Gastric cancer risk factors in
subjects with family history. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 1997;6:137-40.

Forman D. Helicobacter pylori infection and cancer. Br Med Bull 1998;54:71-8.

Klein Kranenbarg E, Hermans J, van Krieken JH, van de Velde CJ. Evaluation of the
Sth edition of tha TNM classification for gastric cancer: improved prognostic value.
British Journal of Cancer 2001;84:64-71.

Nakamura K, Ueyama T, Yao T, Xuan ZX, Ambe K, Adachi Y, et al. Pathology and
prognosis of gastric carcinoma. Findings in 10000 patients who underwent primary
gastrectomy. Cancer 1992;70:1030-7.

Adachi Y, Yasuda K, Inomata M, Sato K, Shiarishi N, Kitano S. Pathology and
prognosis of gastric carcinoma: well versus poorly differantiated type. Cancer
2000;89:1418-24.

Halperein EC, Perez CA. Perez and Brady's Principles and Practice of Radiation
Oncology. 5™ ed. Wolters Kluwer; 2007. p.1318-35.

40



1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Berchuck A, Kamel A, Whitaker R, Kerns B, Olt G, Kinney R, et al. Overexpression
of HER-2/neu Is Associated with Poor Survival in Advanced Epithelial Ovarian
Cancer. Jr Cancer Res 1990;50:4087-91.

Day JD, Digiuseppe JA, Yeo C, Lai-Goldman M, Anderson SM, Goodman SN, et al.
Immunohistochemical evaluation of HER-2/neu expression in pancreatic
adenocarcinoma and pancretic intraepithelial neoplasms. Hum Pathol 1996;27:119-24.

Sato K, Moriyama M, Mori S, Saito M, Watanuki T, Terada K, et al. An
immunohistologic evaluation of c-erbB-2 gene product in patients with urinarry
baldder carcinoma. Cancer 1992;70:2493-8.

Mellon JK, Lunec J, Wright C, Horne CH, Kelly P, Neal DE. C-erbB-2 in bladder
cancer. Moleculer biology corelation with epidermal growth factor receptdrs and
prognostic value. J Urol 1996;155:321-6.

Ross JS, Sheehan C, Hayner-Buchan AM, Ambros RA, Kallakury BV, Kaufman R, et
al. HER-2/neu gene amplication status in prostate cancer by flourescence insutu
hybridization. Hum Pathol 1997;28:827-33.

Guérin M, Gabillot M, Mathieu MC, Travagli JP, Spielmann M, Andrieu N, et al.
Structure and expression of c-erbB-2 and EGF receptor genes in inflammatory and
noninflamatory breast cancer: Prognostic significance. Int J Cancer 1989;43:201-8.

Berger MS, Locher GW, Saurer S, Gullick WJ, Waterfield MD, Groner B, et al.
Correlation of c-erbB-2 gene amplication and protein expression in human breast
carcinoma with nodal status and nuclear grading. Cancer Res 1988;48:1238-43.

Kern JA, Schwartz DA, Nordberg JE, Weiner DB, Greene MI, Torney L, et al.
p185/neu expression in human lung adenocarcinomas predicts shortened survival.
Cancer Res 1990;50:5184-7.

Yonemura Y, Ninomiya I, Ohoyama S, Kimura H, Yamaguchi A, Fushida S, et al.
Evalution of immiinreactivity for c-erbB-2 protein as a marker of poor short term
prognosis in gastric cancer. Cancer Res 1991;51:1034-8.

Yonemura Y, Ninomiya I, Yamaguchi A, Fushida S, Kimura H, Ohoyama S, et al.
Expression of c-erbB-2 oncoprotein in gastric carcinoma. iImmiinreactivity for c-erbB-
2 protein is an indipentent indicator of poor short—term prognosis in patients with
gastric carcinoma. Cancer 1991;67:2914-8.

Park YE, Choi KC, Choi YH. p21 expression and mutation in gastric carcinoma:
analysis by immunohistochemistry and PCR-SSCP. J Korean Med Sci 1998;13:507-
12.

Xie HL, Su Q, He XS, Liang XQ, Zhou JG, Song Y, et al. Expression of p21 WAF1
and p53 and polymorphismof p21WAFIgene in gastric carcinoma. World J
Gastroenterol 2004;10:1125-31.

Goss CM. Anatomy of the human body. Philadelphia: Lea & Febiger, 1973.
Cox JD, Ang KK. Radiation Oncology: Rationale, Technique, Results. 9™ ed. Mosby

41



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Elsevier; 2010. p.493-515.

Haenszel W. Variation in incidence of and mortality from stomach cancer with
particular reference to the United States. J Natl Cancer Inst 1958;21:213-62.

Devesa SS, Blot WJ, Fraumeni JF Jr. Changing patterns in the incidence of esophageal
and gastric carcinoma in the United States. Cancer 1998;83:2049-53.

American Cancer Society: Cancer Facts & Figures 2008. Atlanta, American Cancer
Society, 2008.

Pisani P, Parkin DM, Bray F, Ferlay J. Estimates of the worldwide mortality from 25
cancers in 1990. Int J Cancer 1999;83:18-29.

Kelley JR, Duggan JM. Gastric cancer epidemiology and risk factors. Journal of
Clinical Epidemiology 2003;56:1-9.

Borrmann R. Geschwulste des Magens und Duodenums. Handbuch der Speziellen
Pathologischen Anatomie und Histologie, Springer, Berlin.

Lauren P. The two histological main types of gastric carcinoma. Acta Pathol Microbiol
Scand 1965,64:31-49.

Lauren PA, Nevalainen TJ. Epidemiology of Intestinal and Diffiise Types of Gastric
Carcinoma. Cancer 1993;71,2926-33.

NCCN Practise Guidlines in Oncology v.1.2010, Gastric Carcinoma.

Loddish H, Berk A, Zipurskyb SL, Matsudairan P, Baltimore D, Darnell J. Molecular
Cell Biology: Regulation of the Eukaryotic Cell Cycle, 4 th ed. W.H. Freeman and
compony, New York;2001:495-536.

Vincenzi B, Schiavon G, Silletta M, Santini D, Perrone G, di Marino M, et al. Cell
cycle alterations and lung cancer. Histol Histopathol. 2006;21:423-35.

Esposito V, Baldi A, Tonini G, Santini M, Ambrogi V, Persichetti P, et al. Analysis of
cell cycle regulator proteins in non-small cell lung cancer. J Clin Pathol 2004;57:58-
63.

Stein JP, Ginsberg DA, Grossfeld GD, Chatterjee SJ, Esrig D, Dickinson MG, et al.
Effect of p21WAF1/CIP1 expression on tumor progression in bladder cancer. J Natl
Cancer Inst 1998:;90:1072-9.

McCloskey SA, Yang GY. Benefits and challenges of radiation therapy in gastric
cancer: Techniques for improving outcomes. Gastrointestinal Cancer Research
2008;3:15-9.

Watanabe M, Isobe K, Takisima H, Uno T, Uneno N, Kawakami H, et al.

Intrafractional gastric motion and interfractional stomach deformity during radiation
therapy. Radiotherapy and Ocology 2008;87:425-31.

42



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Yasui W, Oue N, Aung PP, Matsumura S, Shutoh M, Nakayama H. Molecular-
pathological prognostic factors of gastric cancer: a review. Gastric Cancer. 2005;8:86-
94.

El-Deiry WS, Harper JW, O’Connor PM, Velculescu VE, Canman CE, Jackman J, et
al. WAF1/CIP1 is induced in p53 mediated G1 arrest and apoptosis. Cancer
Res1994;54:1169-74.

Sheikh MS, Rochefort H, Garcia M. Overexpression of p21/Wafl/Cipl induced
growth arrest, giant cell formation and apoptosis in human breast carcinoma cell lines.
Oncogene 1995;11:1487-98.

Chen CY, Faller DV. Direction of p21 generated signals towards cell growth or
apoptosis is determined by protein kinase C and Bcl-2. Oncogene 1995;11:1675-83.

Harper JW, Adami GR, Wei N, Keyomarsi K, Elledges SJ. The p21 Cdk-interacting
protein Cip 1 is a potent inhibitor of G1 cyclin-dependent kinases. Cell 1993;75:805-
16.

El-Deiry WS, Tokino T, Velculesco VE, Levy DB, Parsons R, Trent JM et al. WAFI1, a
potential mediator of p53 tumor supression. Cell 1993;75:817-25.

Michieli P, Chedid M, Lin D, Pierce JH, Mercer WE, Givol D. Induction of
WAF1/CIP1 by a p53-independent pathway. Cancer Res 1994;54:3391-5.

Akagi M, Yasui W, Akama Y, Yokozaki H, Tahara H, Haruma K, et al. Inhibition of
cell growth by transforming growth factor bl is associated with p53-independent
induction of p21 in gastric carcinoma cells. Jpn J Cancer Res 1996;87:377-84.

Yasui W, Akama Y, Kuniyasu H, Yokozaki H, Semba S, Shimamoto F, et al.
Expression of cyclin-deperndent kinase inhibitor p21 in non-neoplastic mucosa and

neoplasia of the stomach: relationship with p53 status and proliferative activity. J
Pathol 1996;180:122-8.

Ogawa M, Maeda K, Onoda N, Chung Y-S, Sowa M, Nakata B, et al. Loss of p21
espression correlates with disease progression in gastric carcinoma. Br j Cancer
1997;75:1617-20.

Seo YH, Joo YE, Choi SK, Rew JS, Park CS, Kim SJ. Prognostic significance of p21
and p53 expression in gastric cancer. The Korean Journal of Internal Medicine
2003;18:98-103.

Mizokami K, Kakeji Y, Oda S, Maehara Y. Relationship of hypoxia-inducible factor
la and p21WAF1/CIP1 expression to cell apoptosis and clinical outcome in patients
with gastric cancer. World Journal of Surgical Oncology 2006;4:94-101.

Schuell B, Gruenberger T, Scheithauer W, Zielinski Ch, Wrba F. HER 2/neu protein
expression in colorectal cancer. BMC Cancer 2006;8:123.

43



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Gomyo Y, Ikeda M, Osaki M, Tatebe S, Tsujitani S, Ikeguchi M, et al. Expression of
p21, but not p53 protein, is a factor in the survival of patients with advanced gastric
carcinoma. Cancer 1997;79:2067-72.

Kaye PV, Radebold K, Isaacs S, Dent DM. Expression pf p53 and p21wafl/cipl in
gastric carcinoma: lack of inter-relationship or correlation with prognosis. Eur J Surg
Oncol 2000;26:4322.

Eltze E, Wiilfing C, Von Struensee D, Piechota H, Buerger H, Hertle L. Cox-2 and
Her2/neu co-expression in invasive bladder cancer. Int J Oncol 2005;26:1525-31.

McKenzie SJ, DeSombre KA, Bast BS, Hollis DR, Whitaker RS, Berchuck A, et al.
Serum levels of HER-2 neu (C-erbB-2) correlate with overexpression of p185neu in
human ovarian cancer. Cancer 1993;71: 3942-6.

Hetzel DJ, Wilson TO, Keeney GL, Roche PC, Cha SS, Podratz KC. HER-2/neu
expression: a major prognostic factor in endometrial cancer. Gynecol Oncol
1992;47:179-85.

Hirashima N, Takahashi W, Yoshii S, Yamane T, Ooi A. Protein overexpression and
gene amplification of c-erb B-2 in pulmonary carcinomas: a comparative
immunohistochemical and fluorescence in situ hybridization study. Mod Pathol
2001;14:556—662.

Sakai K, Mori S, Kawamoto T, Taniguchi S, Kobori O, Morioka Y, et al. Expression of
epidermal growth factor receptors on normal human gastric epithelia and gastric
carcinomas. J Natl Cancer Inst 1986;77:1047-52.

Kono K, Takahashi A, Ichihara F, Sugai H, Fujii H, Matsumoto Y. Impaired Antibody—
dependent Cellular Cytotoxicity Mediated by Herceptin in patient with Gastric Cancer.
Cancer Res 2002;62:5813-7.

Uchino S, Tsuda H, Maruyama K, Kinoshita T, Sasako M, Saito T, et al.
Overexpression of c-erbB-2 protein in gastric cancer. Its correlation with long term
survival of patients. Cancer 1993;72:3179-84.

Giirel S, Dolar E, Yerci O, Samli B, Oztirk H, Nak SG ve ark. The relationship
between c-erbB-2 oncogene expression and clinicopathological faktors in gastric
cancer. J Int Med Res 1999;27:74-8.

Dursun A, Poyraz A, Celik B, Akyol G. Expression of c-erbB-2 Oncoprotein in gastric
carcinoma: Correlation with Histopathologic Charesteristics and Analysis of Ki-67.
Pathol Oncol Res 1999;5:104-6.

Pinto-de-Sousa J, David L, Almeida R, Leitdo D, Preto JR, Seixas M, et al. c-erbB-2
expression is associated with tumor lokation and venous invasion and influences
survival of patients with gastric carcinoma. Int J Surg Pathol 2002;10:247-56.

Takehana T, Kunitomo K, Kono K, Kitahara F, lizuka H, Matsumoto Y, et al. Status of
c-erbB-2 in gastric adenocarcinoma: Acomparative study of immiinohistochemistry,

44



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

fluoresence insutu hybridization and enzyme linked immiinsorbent assay. Int J Cancer
2002;98:833-7.

Park JB, Rhim JS, Park SC, Kimm SW. Amplication, overexpression and
rearrengament of the c-erbB-2 protooncogene in primary stomach carcinomas. Cancer
Res 1989;49:6605-9.

Chariylertsak S, Sugano K, Ohkura H, Mari Y. Comparasion of c-erbB-2 oncoprotein
expression in tissue and serum of patients with stomach cancer. Tumour Biol
1994;15:294-303.

Mizutani T, Onda M, Tokunaga A, Yamanaka N, Sugisaki Y. Relationship of c-erbB-2
protein Expression and gene amplication to invasion and metastasis in Human Gastric
Cancer. Cancer 1993;72:2083-8.

Jain S, Filipe MI, Gullick WJ, Linehan J, Morris RW. C-erbB-2 protooncogene
expression and its relationship to survival in gastric carcinomas: an
immiinhistochemical study on archival material. Int J Cancer 1991;48:668-71.

Kim YJ, Ghu HD, Kim DY, Kim HJ, Kim SK, Park CS. Expression of Cellular
Onkogenes in Human Gastric Carcinoma: c-myc, c-erbB-2 and K-ras. J Surg Oncol
1993;54:167-70.

Polkowski W, van Sandick JW, Offerhaus GJ, ten Kate FJ, Mulder J, Obertop H, et al.
Prognostic value of Lauren classification and c-erbB-2 oncogene overexpression in

adenocarcinoma of the esophagus and gastroesophageal junction. Ann Surg Oncol
1999;6:290-7.

Albino AP, Jachne J, Altorki N, Blundell M, Urmacher C, Lauwers G, et al.
Amplication of c-erbB-2 gene in human gastric carcinomas: Correlation with primary
site. Eur J Surg Oncol 1995;21:56-60.

Satiroglu-Tufan NL, Bir F, Calli-Demirkan N. Investigation of HER-2 codon 655
single nucleotide polymorphism frequency and c-ErbB-2 protein expression alterations
in gastric cancer patients. World J Gastroenterol 2006 28;12:3283-7.

45



EKLER



| RASVURL
BILGILERI

EK1

T.C.
rakya ONIVERSITES! TIP FAROLTES] DERANLIGI
¥FREL ETIK KURULL Edirme, Tirkiye
ARASTIRMA BASVURUSU OHAYI

DEGERLENDIRILEN
ILGiLl BELGELER

| KARAR BILGILERI

ETIHK K.URUL Bl GILERI

PRUTTERGL €000 [ TUTFEK 2009/ 33 B 3 )
Posleceziif adjuvan kerasdenleras vygalanan mids adenokarsinom
PR ADI tann | hastalinds Fe-? get polimedizmive ¢ 21 gen mulasyonunun
: saijkalim, lokal-bilgesel ve uzak korimle & kierinin dede s didlresi
MEERUMLL ASAETIRE - : - :
Erre |vog On ZakrkOGAR _
AHAY | R MERKEZ] | TUTFE Radyasyon Dnkelcfisi fnatilion Dan
BAZVURLLAN F 11 KLRUL { T TF Yeral Bt €aruly
DES EXIEY 2 FIRME ' “ratlya Unversiles| Brastim 3 Projeleri |TI247)
razl - -
ARAGTIREA A KATIAN [ Tek Merker || Cok Merier
MERKED LR B Ulsal T
Eelga A Tarihi D#lekllk Ho.su Dili
ARAZTIRMA PROTOSOLL 20.04.2008 _. [ B Tirece |_|ingilizes
ARAETIRICH RRCSORD [ Tikge [ Ingilizes i
BILE LEWDIRI Wis GoHOLLO| o R ) '
T |l]|'< FORML t=ed N 20.04.200% B L] ke L] Ingilizze )
[ HAPCGR CORML B |I [Torkge [ lnilizoe
" [Karar bo: 08711 o ) ) Tarih: 30.04. 2009 |

P

Onivaretenic Tig: Fekiilizsi Had'-aswn Unhql.,p* Arabilin Dal Ugret- n Uyesi Dog O Zafer KOGAK N
scumluladurda yapimas asardaran ve yukanda beguura Biglar wedlon Cr. Slzakin O7FNIR oz
e weraainin araghms bagwun degyas ve gl belgeled sastitrann gerass, amay, yaklasim ve
yirlemler dikkate al narak incelenris, aragtirmaya ilikin gldcrlcrm T.0, Aragtirma Projeleri (TUBAP)
tarafindan karsilanmasi keguluyla ve araghirmanin TUBAP onay yazsinin Yerel Etik Hurulumuza |
ganderilmesinden sonra baglatimasinda ct¥ sakinca By urma 1|5_||na icweudun cyhirigi e ezrar

verilstin, fyrics arsslnng genet B galsma olduquedan araginzilenn 2122006 tarsl Kinik
| iragtmalar Hakinda Yanetrein Medde 17(5) gerelince Sagh« Baranhd Tedavi Hizmetien Genal
:.Iudur Gifjii tarafindsn galsmalEnna oray aimas gerekmeided T

&.&L@MA E3A5I [Ttk Bivirges <Jinis Araginrian Voskndz voremaik, I,l|4|r|- Uyquarnalyr Filaz
UYELER
Unvanm ! &di J Soyads Uzmanlik
 EkUyeligi ! . Dah__| M
Praf. Dr. Dokman DOKMECT | _ TioF
___Baghan A FarrakogiiaD
Cog D, Umit M. BASARAN oo IG.TF
Sighan Yardimeis) | Darrshizi | Coows Coienisl A D
Frof Cr. Betil Biner JRHANER | Canus Sa. v TLUTF.
Uye Het. Ltk Bagld ve Fal AL

| Dog Dr. Dilch MEMIS

Aresheziyol)i VTULTE dneshesysiog &0

Ty
Do, Or. Omer Nier PARUE . G
ch el I st 4,10,
e, Do, Oy, Hakan ERBAS stz | TET T Bukirye A0
ben : _ i %)
el Dag. Dr. Ufuk UST Fatoli JTF. Patolaji &.C.

Llye

rol. Dog O, Eain KARLIKAY A, -'].;;rlr‘.r.lniiu& TUTF Deonuli vz L

e | TeTehi Tarthial,
Euz E‘-NE&:""“’M” Eeract Ti:TF Rashekirligi | »: 9 E'E H L
= L = ——— | .
Aviikat Bang DEMIRCL | Hutak '_'J-_ N E | E T | E| :| kerivari
|y ) | Jekloriga | ) |

< aragharma i ligo
= Toalantica Bulunma

Pu:E'l.‘E( DIKREN {'k
kan



EK2

T
SAGLIE BAKANLIST
Tedavi Himmetlesi Crenel Modirligi

-

e .
Sayr : BIOOTHGO 0007 (B =2 [ A 22009
Konu ; Genetik astaliklar Al Biling Konesvoou

Toplant Karan

Do Dr. Lafer KOCAK
Trakys Universitesi Tup Fakiilicsi
Radvasyon Onkolojizi Anabilim Dol )
ENIRNE

Cienatik Hastalklar Taw Makealerinin, Yealiver, denctim, kele kool viobaden perckli
standardizasyon aymntlarnm kapsayvan Yonetmelife duvulan thiivee dofreoisunda, dlke kasullan gbz
dnine almarok baarlangn “Genettk Hastahklar Tam Meckeelen Yianetmehgnr™ 10 Hudran 1598 wamhh
v 23358 sayili Resmi Gazele' de vinamlavacak vicuelige pirmigir.

Halen yiirirliicte olan Klinik Aragnmalar Hakkmdaki Yéncrneligin 17, Maddesinin 3 fikrasi
pereln; arpglirma yapriak istevenicor her bir aragtimma igin etik karolun olomlu gérigin aldiktar sonra
penetik  amsimopaler  igin Genelik Hostabklar Bilon Komesyona AL Koerolu  tars(ndan
dederlendirilmisris.

"Postoperatif  adjuvan kKemoradyaterapi uygulanan mide adenokarsinom  tamh
hostalarda HER-2 Gen Polimorfizmi ve P-21 Gon Mutasveoounun Sag kalim lokal-bilzescl ve
uzak kontrole etkileriain degedendirilimesi™ izimli galismania dngc.rlnndi-rilmcsindc-; '

alAragimma broginindn vsuline uygun dizenlendifl, brosirde sunulan bilgiomin ysterh
aldifiu

hAragtirma hash@ ile emacimn uygun cldug,

el o bir polinorik calyme Omegs vldugu,

dAraztirmadan Postoperant adjuvan kemoradyatarapi uygilanan mide adenokarsinom Taml
hastalarda IIER-2 Gean Polimorfizmi ve P-21 Gen Mulasvonunin SaF kahm lokal-balgessl ve wzak
koatrale etkilerinin degerlendirilmesinin amagiand i,

elAmaymma kapsarmunda materval abnecak hirevlere iliskin bilgileadilmis ginilli olur
tomnun vererli aldufn ve dmza karsilign coaylatlacag:,

NAragtrmada Maolckiller Cenetis aragnirma yontemlerinin uygulanacag,

glArazirmamn bllgesinin olduu,

hiAragtirmanin tek merhezll olup aragtirselann galigmadaki rollintin belirlendigi,

i} Arzgtrmarin aragnrmada ver alan arazbreilann nitzlik ve dencyimite wrgan oldogn,

JhAragirmamn vapilacad merkes:n arazhrma o velerl clduiu,

Verilerinden harcketle projenin stirdiriilmesinin uypun olduguns Kemisyonumneca
karar verilmis olup, bu karar Makamn 09.0%, 2009 tarih 35267 sapl: Onay ile wvgun génilmiisiir.

Bilgilenna rica ederim.

Ur s Serder MERC AN
L Dken a
el Mﬂdﬁr Yarduncs V.

Sk Baka g Fecsi Hizmetler: el MGECongd ditpeo 0l Se 3 (30 Blok 2Har Sl AWK ARA
Tel: (LS12383 14 4is Fam: 0L 12565 15 4105040
Eai 1 Tedad 20Nl i



