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OZET

Erkan A. Diffuz infiltratif mide karsinomu olgularmda CDH1 gen
mutasyonlarinin arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel
Cerrahi Uzmanlk Tezi. Ankara, 2017. Mide kanseri, tim dunyada gorulen kanserler
arasinda dordiincti sirada ve kanser iligkili Olimler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Mide kanserlerinin ¢cogu sporadik olarak gelisir, %10 — 15 kadar1 ise ailesel
mide kanserleri ile iligkilidir. “Herediter Diffliz Gastrik Kanser” tim mide
kanserlerinin  %1’ini olusturan, otozomal dominant kalitimla sonraki nesillere
aktarilan bir sendromdur. CDH1 genindeki mutasyon sonucu ortaya c¢ikar. Bu
calismada amag, 01.01.1998 — 01.09.2016 tarihleri arasinda Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’nda ameliyat edilen “Herediter Diffiiz
Gastrik Kanser” sendromlu hastalarin degerlendirilmesi ve gen mutasyonlarinin
taranmasidir. Calismaya, tani kriterlerini karsilayan 60 hasta dahil edildi. Hastalarin
demografik bilgileri, klinikopatolojik 6zellikleri ve ameliyat sonrasi takip bilgileri
degerlendirildi. Alt1 hastanin patoloji spesimeninden DNA izolasyonu yapilarak
CDH1 geni ¢ogaltildi ve dizi analizi yapildi. Hastalarin ortalama yas1 45.3 olarak
hesaplandi. Yalnizca 5 hastanin erken evrede ameliyat edildigi goriildii. Hastalarin
ortanca sag kalim siiresi 20.1 ay, 5 yillik sag kalim oran1 %23 olarak bulundu. Genetik
analiz yapilan hastalarin besinde CDH1 mutasyonu saptandi. Mutasyonlarin dérdii
sessiz mutasyondu, bir hastada non-sense mutasyon izlendi. iki hastanin genetik
analizinde ekzon 1 ¢ogaltilamadi. Bu bulgu, ilgili bolgeyi igine alan olasi bir silinme

olarak degerlendirildi. Bunun MLPA ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, herediter diffiiz gastrik kanser, CDH1 mutasyonu,

genetik tarama.
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ABSTRACT

Erkan A. Investigation of CDH1 gene mutations in hereditary diffuse gastric
cancer cases. Hacettepe University School of Medicine, Thesis in General
Surgery. Ankara, 2017. Gastric cancer is the forth most common carcer and the
second leading cause of death worldwide. Most of gastric cancer cases are sporadic;
10 — 15% are related to familial gastric cancer. “Hereditary Diffuse Gastric Cancer” is
a syndrome with autosomal dominant inheritence and responsible for 1% of all gastric
cancer. It occurs as a result of CDH1 gene mutation. The aim of this study is to evaluate
the patients operated on for “Hereditary Diffuse Gastric Cancer” at Hacettepe
University School of Medicine, Department of General Surgery between 01.01.1998
—01.09.2016 and to screen for gene mutations. Sixty patients meeting the diagnostic
criteria were included in the study. Demographic information, clinicopathologic
features and postoperative follow up data were evaluated. DNA isolation was
performed on the pathology specimen of six patients, CDH1 gene was amplified and
sequence analysis was performed. The average age of patients was 45.3. Only 5 patient
had early gastric cancer at the time of operation. Median survival was 20.1 months and
five year survival rate was 23%. CDH1 gene mutations were found in five patiens;
four of which were silent mutations and one was non-sense mutation. Exon 1 could
not be amplified in two patients. This finding was interpreted as a possible deletion

covering the relevant site, which needs verifying by MLPA.

Keywords: Gastric cancer, hereditary diffuse gastric cancer, CDH1 mutation, genetic

screening.
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1. GIRIS

Mide kanserlerinin ¢ogu sporadiktir, yaklasik %10 — 15’i ise belirli ailelerde
kiimelenme gosterir (1). Giiniimiize kadar ulasan belgelere gore bilinen ilk ailevi mide
kanseri serisi, Napoleon Bonaparte’in ailesinde tanimlanmuistir; alt1 aile ferdi (dedesi,
babasi, bir erkek ve ti¢ kiz kardesi) mide kanseri nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (2).
Genetik temeli ortaya konmus mide kanserleri (herediter mide kanserleri) ise, tiim
mide kanserlerinin %1-3’0ni olusturur. Tanimlanmis sendromlar arasinda, “herediter
diffiz gastrik kanser,” “ailevi intestinal gastrik kanser” ile “gastrik adenokarsinom ve

midenin proksimal polipozisi” bulunur (3).

“Herediter diffiiz gastrik kanser” sendromu erken yasta ortaya ¢ikan diffiiz
mide kanseri ve lobililer meme kanseri ile tamimlanan bir kansere yatkinlik
sendromudur. Diffliz mide kanseri histolojisinde tash yiiziik hiicreleri hakimdir ve
timorler genellikle multifokaldir (4). Bu herediter kanser sendromu, ilk olarak 1964’te
Yeni Zelandali genis bir Maori ailesi lizerinde tanimlanmistir; toplam 98 aile iiyesinin
28’1 mide kanseri tanisi almistir (5). Guilford ve arkadaslar1 1998’de yaptiklari
calismalarla genetik temellerini ortaya koymustur (6). Herediter diffiiz gastrik kanser,
bir hicreler aras1 adezyon proteini olan “e-kaderin” proteinini kodlayan, insan
genomunda 16. kromozomun uzun kolunda (16g22.1 lokusunda) bulunan CDH1
genindeki mutasyon sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Otozomal dominant kalitim

izlenmektedir, bu nedenle, etkilenen ailelerde her nesildeki bireyleri risk altindadir.

CDH1 gen mutasyonu tastyicist olan bireyler tiim yasamlar1 boyunca %80
mide kanseri gelisimi riski altindadir (7). Bu nedenle tasiyicilarin belirlenmesi ve
takipleri ¢cok onemlidir. Bu sendromda etkilenen gen yaklagik 20 y1l 6nce tanimlanmis
olmasina ragmen iilkemizde heniiz bu konu ile ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Bu
calismanin amaci, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’nda ameliyat edilen “Herediter Diffiiz Mide Kanser”li hastalardaki CDH1 genini
sekanslayarak, universitemizde ve Ulkemizde ilk defa CDH1 mutasyonlarinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Mide Kanseri

Mide kanseri, tim dinyada goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada ve
kanser iligkili 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir (8). Her yil yaklasik 1
milyon hastaya mide kanseri tanis1 konulmakta olup ve bunlarin %70 — 85’1 ile bes
sene iginde kansere bagl nedenlerle hayatim kaybeder (9). Ulkeler arasinda insidansi
farklilik gostermektedir, Asya, Giliney Amerika ve Dogu Avrupa’da daha siklikla
ortaya ¢ikmaktadir. Erken donemde genellikle asemptomatiktir ve bu nedenle hastalar
cogunlukla ileri evrede tani alir. Kiiratif amagcla yapilan tek tedavi secenegi cerrahi
rezeksiyondur; ancak ileri evrede tan1 almalari nedeniyle hastalarin %80 — 90’1 ya tan1

aninda “inoprable” dir ya da 5 sene i¢inde rekiirrens gelisir (10).

Mide kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu sporadiktir; ancak hastalarin %10 —
15’inin belirli ailelerde kiimelendigi gorulmektedir (11). Birinci derece akrabalarda
mide kanseri 0ykist olan bireylerdeki risk 1.5 — 3 kat artmistir (4). Ailevi mide
kanserlerinin icinde daha kucik bir grubun (toplam mide kanserlerinin %1 — 3’0)

genetik temelleri ortaya konabilmistir.

Mide kanseri temelinde tanimlanan sendromlar arasinda herediter diffiiz
gastrik kanser, ailevi intestinal gastrik kanser ile “gastrik adenokarsinom ve midenin
proksimal polipozisi” sendromlar1 yer alir. Bunlardan baska, Li — Fraumeni sendromu,
ailevi adenomat6z polipozis, Peutz — Jeghers sendromu, Lynch sendromlari, jiivenil
polipozis sendromu ve Cowden sendromu gibi herediter kanser sendromlarinda da
mide kanseri gelisme riski, genel topluma oranla artmistir (1). Bu risk Peutz — Jeghers
sendromunda %29, jivenil polipozis sendromunda da %21 gibi ylksek oranlarda
bildirilmistir (12, 13).

Mide kanserleri morfolojik agidan heterojen bir goriinlime sahiptir.
Giiniimiizde en sik kullanilan Diinya Saglik Orgiitii ve Lauren simiflamalarina gére
birbirinden farkli o&zellikler gosteren iki farkli histolojik tipte mide kanseri

tanimlanabilir: intestinal ve diffiiz tip (14, 15). Bu iki alt tir mide kanseri birbirinden



farkli klinikopatolojik 6zellikler sergiler ve genellikle farkli epidemiyolojik altyapilara
sahiptir. Ayrica mide tiimorlerinin ¢esitliligi ve karmasikligi g6z 6niine alindiginda,
intestinal ve diffliz mide kanserlerinin gelisiminde farkli genetik yolaklardaki

hasarlarin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (7).

Intestinal tip daha ¢ok gevresel faktorler (obezite, tiitsiilenmis ya da fermente
gidalar, sigara, H. pylori enfeksiyonu) ve ileri yas ile iliskilidir, diffiiz tip siklikla geng
hastalarda gortlur (11). Intestinal tip siklikla midenin distalinde, diffiiz tip ise
proksimalde ortaya ¢ikar (4). Intestinal tipte genellikle tiibiiler ya da papiller yapida
bez yapilan izlenirken; diffiiz tipte tash yliziikk hiicreleri, dezmoplastik reaksiyon
yaygindir ve daha infiltratif bir seyir gosterir (3). Intestinal mide kanserlerinin
insidans1 ¢ogu iilkede azalmaktadir; bu egilimin c¢evresel etmenlerin kanser
gelisimdeki rolii ile ilgili farkindaligin artmasi ve buna gore yasam bi¢iminde yapilan
degisiklikler ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Diffiiz mide kanseri insidansi ise sabit
kalmakta ve bazi kaynaklara gore artmaktadir (16). Bu durum, diffiiz mide kanserinin
gelisiminde genetik altyapinin daha Onemli bir rolii olabilecegi sonucunu

dogurmaktadir.

2.2 Ailevi Mide Kanserleri

Gercek herediter mide kanserleri, tim mide kanserlerinin %1 - 3’Und

olusturur. Giiniimiizde tanimlanmig ii¢ ana sendrom bulunmaktadir (17):
e Herediter diffiiz gastrik kanser
e Ailevi intestinal gastrik kanser
e Gastrik adenokarsinom ve midenin proksimal polipozisi

Gastrik adenokarsinom ve midenin proksimal polipozisi sendromu 2012
yilinda tanimlanmis, otozomal dominant gecisli bir sendromdur. Kolorektal ya da
duodenal polipozis veya diger gastrointestinal kanser sendromlari olmaksizin
proksimal mideye smirli fundik bez polipleri izlenmektedir. Bu polipler iizerinde

displazi ve intestinal tip mide kanseri gelisebilmektedir. Hastalarda mide fundus ve



korpusunda 10 mm’den kiiciik yiizden fazla fundik bez polibi bulunur. Ozofagus,
antrum, pilor ve duodenum korunmustur. Tan1 konmadan once hastalarin proton
pompa inhibitérii kullanmadigindan emin olunmalidir. Bu sendromda bildirilen en

gen¢ mide kanseri olgusu 33 yasinda tan1 almistir (18).

Ailevi intestinal mide kanseri, herediter polipozis ya da kanser sendromlari
olmaksizin belirli bir ailede intestinal tipte mide kanserlerinin kiimelenmesi ile
tanimlanir. Tan kriterleri, o bolgedeki mide kanseri insidansinin diisiik ya da yiiksek
olmasina gore degismektedir. Kore ya da Japonya gibi insidansin yiiksek oldugu

ulkelerde Amsterdam kriterlerine benzer kriterler mevcuttur (19):

e En az U¢ akrabada intestinal tip mide kanseri olmalidir ve hastalardan

biri diger ikisinin birinci derece akrabasi olmalidir,
e En az iki ardisik nesil etkilenmis olmalidir,
e Hastalardan birinde tan1 50 yasindan 6nce konmus olmalidir.

Ingiltere ve ABD gibi mide kanseri insidansinin diisiik oldugu iilkelerde gegerli

kriterler ise:

e Biri 50 yasindan 6nce tan1 almis olan en az 2 birinci ya da ikinci derece

akrabada intestinal tip mide kanseri olmasi ya da

e Herhangi bir yasta li¢ veya daha fazla akrabada intestinal tip mide

kanseri olmasidir.

Ailevi intestinal mide kanserli bir ¢ok ailede otozomal dominant kalitim

gozlenmektedir; ancak genetik altyapisi heniiz ortaya konamamustir (17).



2.3 Herediter Diffliz Gastrik Kanser
2.3.1 Tarihge

Herediter diffuz gastrik kanser sendromu, ilk olarak 1964’te, 98 aile Uyesinin
28’1 mide kanseri olan Yeni Zelandali genis bir Maori ailesinde tanimlanmistir (5).
Guilford ve arkadaglar1 1998’de yaptiklar1 ¢alismalarla genetik temellerini ortaya
koymustur (6). Otozomal dominant kalitilan, erken yasta ortaya c¢ikan ve
diferansiyasyonu koti olan bu mide kanseri tiiriine, genetik baglant1 analizi yapilarak,
CDH1 mutasyonunun sebep oldugunu gosterilmistir. Gliniimiize kadar bildirilen
herediter diffiiz gastrik kanser olgular1 i¢inde en gen¢ mide kanseri hastasi 14 yasinda
tan1 almistir (20). CDH1 mutasyonu tasiyicisit olup proflaktik total gastrektomi yapilan

en geng hasta ise 16 yasinda ameliyat olmustur (21).
2.3.2 Tam Kriterleri

Herediter diffiiz gastrik kanser sendromu i¢in tan1 kriterleri ilk kez 1999 yilinda
“Uluslararas1 Mide Kanseri Baglant1 Konsorsiyumu” (International Gastric Cancer
Linkage Consortium) tarafindan belirlenmis, 2010 ve 2015 yillarinda yeniden
diizenlenmistir (17, 22, 23). Buna gore asagidaki kriterlerden birinin saglanmasi
durumunda herediter diffiiz gastrik kanser tanisi1 konulur ve bu bireylerin ailelerine

genetik test ve danismanlik 6nerilir:

1. Ailede yastan bagimsiz olarak; biri diffiiz mide kanseri olmak tizere iki

mide kanseri,
2. Kirk yasindan 6nce diffiiz mide kanseri,

3. Biri 50 yasindan 6nce tan1 almak kosuluyla, ayni kiside ya da ailesinde

diffiz mide kanseri ve lobiler meme kanseri.

Konsorsiyum, 2015 yilindaki giincellemesinde ayrica bu kriterleri tasimasalar

bile genetik testin diistiniilebilecegi aileleri de sdyle tanimlamustir (23):

1. Bilateral lobiiler meme kanseri veya 50 yasindan 6nce iki ya da daha

fazla meme kanseri,



2. Diffiiz mide kanseri olan bir hastanin kendisinde ya da ailesinde yarik

damak/dudak 6ykdisu,

3. In-situ tash yiiziik hiicreleri ve/veya tash yiiziik hiicrelerinin Pagetoid

yayilimi.
2.3.3 CDH1 Gen Mutasyonu

CDHL1 geni, 16p22.1 lokusunda yer alir. Yaklasik 100 kilobaz biiyiikliigiinde,
16 ekzonluk bir kodlanan bolgeye sahiptir ve 728 amino asit biiyiikliigiindeki e-

kaderin ad1 verilen bir transmembran proteini kodlar (Sekil 1) (24).

Sekil 1: E-kaderin ekzonlar1 ve kodladiklar1 bdlgeler. SIG: Sinyal peptidi, PRE: Onciil
peptid, EC: Hiicre dis1 boliim, TM: Hiicre zar1 i¢indeki boliim, IC: Hiicre i¢i boliim.

E-kaderin, tim memelilerin epitelinde bulunun bir glikoproteindir. Hicre
adezyon molekiilleri ailesinde yer alir ve bu ailenin tanimlanan ilk tiyesidir (25). Hiicre
icindeki boliimii 151 amino asitten olusur ve a,  ve y — kateninler aracilig1 ile hiicre
ici aktin iskeletine baglanir. Hiicre disindaki boliimii, 554 amino asitten olusur ve

komsu hiicrelerin e-kaderin molekiilleri ile iletisim halindedir (Sekil 2) (26-28).

Hiicre gelisimi, diferansiasyonu ve epitel yapisinin korunmasi acisindan
O6nemli bir adezyon proteinidir (Sekil 3). E-kaderinin normal yapisin1 kaybetmesi
sonucu ortaya c¢ikan herediter diffiiz gastrik kanserde izlenen bez yapisinin kaybi,
hiicre polaritesinin kayb1 gibi morfolojik 6zellikler, bu proteinin gérevini destekler
niteliktedir (11, 17, 29). Ayrica konjenital bir orta hat defekti olan yarik damak/dudak
da CDH1 mutasyonu ile iliskilendirilmistir (30, 31).
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Sekil 2: E-kaderin proteininin hiicre i¢i ve hiicre dig1 baglantilart.

Hiicre zar1

Kateninler

Sekil 3: E-kaderin proteininin hiicreler aras1 baglantidaki rolii

Herediter diffuz gastrik kanserli ailelerin %25 — 50’sinde CDH1 geni
mutasyonu saptanmaktadir. Bu mutasyon, sonraki nesillere otozomal dominant
kaliimla aktarilmaktadir. CDH1 gen mutasyonu tasiyan bireylerde 80 yasina
geldiklerinde mide kanseri gorulme riski erkeklerde %67, kadinlarda %83 tiir (20, 22).

Ayrica, kadin bireyler igin lobiiler meme kanseri riski %42°dir (32).



Giliniimiizde tanimlanmis 120’nin {izerinde CDH1 gen mutasyonu mevcuttur.
Mutasyonlar, e-kaderin proteininin sentezini, hiicredeki yerlesimini ve fonksiyonunu
etkileyebilir (33). En sik mutasyon tirl kicuk cerceve kaymasi mutasyonlardir
(%37.5), bunu “splice-site”, “non-sense”, “mis-sense” mutasyonlar ve blyuk yer
degistirmeler ve silinmeler takip etmektedir (23, 34). Tanimlanmis “mis-sense”
mutasyonlar Tablo 1’de 6zetlenmistir. Bir alleli mutant olan tasiyicilarda, promotor
bolge hipermetilasyonu ve heterozigosite kaybi gibi ikinci bir etki (second — hit)

sonucu diger allelin de kaybi ile mide kanseri olusum siireci baglamaktadir (35).

Ekzon 1 2 3 4 5 6 7 8
P3R P30T G62V P172R E185V S232C A298T T340A
T118R L214P G239R P373L
Mutasyonlar R224C D244G
S270A
G274S
Ekzon 9 10 11 12 13 14 15 16
A408V V487A L583R L721V R732Q D777N V832M
WA409R A592T R749W E781D
1415L T599S E757K P799R
Mutasyonlar | P429S R605G
D433N ABL7T
F6261
A634V

Tablo 1: CDH1 geninde tanimlanmis “mis-sense” mutasyonlar

Yeni yayinlarda, tami kriterlerini tasiyan ailelerde CDH1 geni disinda birkag
gende de mutasyonlar bildirilmistir. CTNNAL, MAP3K6, INSR, FBXO24, DOTI1L gen
mutasyonlart da, CDH1’e ek olarak bu sendromdan sorumlu tutulmustur; ancak bu

bildiriler hentiz tek aile diizeyindedir (8, 36, 37).



2.3.4 Klinikopatolojik Ozellikler

Diger mide kanserlerine benzer sekilde, herediter diffiiz gastrik kanser hastalari
erken donemde asemptomatiktir ve ileri evrede tani alirlar. Bu donemde 5 yillik sag
kalim %20°nin altindadir (38). Tan1 aninda ortanca yas 38’dir. Bildirilen olgular i¢inde
en erken tan1 yas1 14, en ge¢ tam yasi ise 82’dir. Ileri evrede tam alan hastalarda
basvuru sikayetleri arasinda kilo kaybi, karin agrisi, bulanti, istahsizlik, erken
doygunluk hissi ve melena yer alir (8). Daha ileri donemde palpe edilebilen bir kitle
bulunabilir. Metastatik hastalarda hepatomegali, assit, sarilik, deride nodiiller ve

patolojik kiriklar izlenebilir (39).

Cogu herediter diffliz gastrik kanser sendromu ailesindeki indeks hastalar, ileri
evrede tan1 alir ve bu hastalarda mide duvarinin tamaminin tutuldugu “linitis plastika”
saptanir. Mutasyon tasiyicilarinda yapilan proflaktik gastrektomi spesimenleri ise
makroskopik olarak hemen daima normaldir (40, 41). Bu nedenle, proflaktik
gastrektomi  spesimenlerinin  patoloji incelemesinde tim midenin titizlikle

degerlendirilmesi ¢ok onemlidir.

Gunumuzde bildirilen 100°den fazla proflaktik gastrektomi olgusu mevcuttur.
Cogu spesimende mikroskopik tash yiiziik hiicreli kanser odaklar1 ya da prekiirsor
lezyonlar izlenir ve bunlarin sayisi son derece degisken olarak bildirilmistir (1 — 487;
ortanca 20 — 25) (42-45). Prekiirsor lezyonlar, bazal membran iginde tash yiiziik
hiicrelerinin bulunmasi ile tanimlanan in-situ karsinom ve normal bez ya da foveolar
epitelin altinda bulunan tash yiiziik hiicrelerinin Pagetoid yayilimi olarak
tanimlanmustir (46). Bu odaklarin sayisi, hastalarin yaslari ile orantili degildir; 487
odak bulunan spesimen en geng yasta (16 yasinda) proflaktik gastrektomi ameliyati
olan bireye aittir (40). Bu odaklarin dagilim: Kuzey Amerika ve Avrupa’da midenin
belirli bir bolgesinde yogunlagsmazken, Maori ailelerinde ¢cogunlukla distal mide ve
korpus-antrum gegis bolgesinde izlenmistir (40-42, 44, 47). Ozellikle kanser odag1
sayisinin diisiik oldugu bireylerde tiim spesimenin incelenmesinin Gnemi ortaya
cikmaktadir. Proflaktik gastrektomi yapilmis bir mutasyon tastyicisinin spesimeninde

haritalanmis tash yiiziik hiirceli kanser odaklar1 Sekil 4’te gosterilmistir (48).
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Sekil 4: Proflaktik gastrektomi yapilmis bir mutasyon tasiyicisinin spesimen
haritalamasi. Yesil alanlar: invazif ya da in-situ tagh yiiziik hiicreli karsinom odaklari.
Sari alan: izole invazif tash tiiziik hiicreli karsinom odagi.

Herediter diffiiz gastrik kanser sendromda midenin yan1 sira meme kanseri de
artmus siklikta goriilmektedir. Bu sendromda goriilen meme kanserinin 6zelligi siklikla
lobiiler meme kanseri olmasidir (%77). Bu oran sporadik meme kanserleri igindeki
%10’luk lobiiler meme kanseri oranindan oldukga yiiksektir (47). Sporadik lobtler
meme karsinomlarmin %356’sinda CDH1 mutasyonunun izlenmesi ve morfolojik
olarak diffiiz mide kanserine benzer olarak bez yapisi olusturmamasi da, her iki kanser

arasinda bir baglanti oldugunu desteklemektedir (49, 50).

Herediter diffiiz gastrik kanser ailelerinde, kolorektal ve diger bazi kanserler

de gosterilmistir; ancak bunlarin sikligi normal popiilasyondan farkli degildir (17, 38,
51, 52).

2.3.5 Dogal Seyir

Herhangi bir girisim yapilmayan CDH1 gen mutasyonu tasiyicilarinda 30
yasinda kiimiilatif mide kanseri gelisme riski hem erkekler hem de kadinlar i¢in
yaklasik %4’tiir. Elli yasia gelindiginde bu risk erkekler i¢in %21, kadinlar i¢in
%46’ya yiikselir ve 80 yasina gelindiginde erkeklerde %67, kadinlarda %83 olur (45,
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47). Oysa ki bugiine kadar yapilmis 100’iin {izerindeki proflaktik gastrektomi
spesimeninin hemen tamaminda birden fazla sayida in — situ ve Tla karsinom odagi

bulunmustur (17, 22). Bu durum asagidaki iki sonucu ortaya ¢ikarmaktadir:

e CDH1 gen mutasyonu tasiyicilarinin hepsinde in — situ ve Tla

karsinom odaklari, daha ileri evreye ulasmamaktadir.

e Varolanin-situ ve Tla karsinom odaklarinin, T1b ve daha ileri evreye
ulagmasi igin gereken siire belli olmamakla beraber, bazi hastalarda bu
stre ¢ok uzayabilir (53). Bilinen en yash asemptomatik tasiyict 75
yasinda iken, mide kanserine bagli en geng yastaki 6liim 14 yasindaki

bir erkek hastada gerceklesmistir (47).

Proflaktik gastrektomi spesimenlerindeki odaklar dikkate alindiginda, tiim

erken odaklarin asikar mide karsinomuna ilerleme riski %0.5 olarak hesaplanmistir

(54).

Yeni Zelanda grubu, ¢ogu mutasyon tasiyicisinda erken odaklarin 20 — 30
yaslarinda gelistigini ve diger genetik, epigenetik ya da mikrocevre degisiklikleri
sonucunda submukoza invazyonu ile asikar mide karsinomunun olustugunu One

stirmiistiir (53).

Erken evrede tan1 konulup ameliyat edilen hastalarda 5 yillik sag kalim %90’ 1n
iizerindedir. Ileri evrede tan1 alan hastalarda bu oran %20’ye diismektedir (55). Bu

durum, erken tan1 ve tedavinin, hatta proflaktik girisimlerin 6nemini vurgulamaktadir.
2.3.6 Mutasyon Tasiyicilarimin Klinik Yoénetimi

Asemptomatik mutasyon tasiyicilarinin belirlenmesi, herediter diffiiz gastrik
kanser insidansinin azaltilmasinda en 6nemli etkendir. Uluslararas1 Mide Kanseri
Baglanti1 Konsorsiyumu tarafindan belirlenen kriterler ile herediter diffiz gastrik
kanser sendromu tanisi alan aileler ve bu kriterleri tasimasa bile diger baz1 6zellikleri
(Bkz. 1.3.2 Tam Kriterleri) tagiyan ailelerin bireylerine genetik tarama yapilmasi

Onerilmektedir. Tartismali konular ise genetik taramanin kag¢ yasindan itibaren
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yapilmasi gerektigi ve etkilenen bireylerin nasil takip edilecegi ya da proflaktik cerrahi

girisimlerin yapilip yapilmayacagidir.

Yirmi yasindan once mide kanseri gelisme riski %1’in altinda olmasia
ragmen, Uluslararast Mide Kanseri Baglanti Konsorsiyumu, ailesinde erken yasta
diffiz mide kanseri olgusu bireylerde 16 — 18 yasinda genetik tarama yapilmasini
onermektedir (56).

CDHL1 gen mutasyonu saptanan bireylerde en énemli konu bundan sonraki
adimin ne olacagidir. Gilinlimiizde mide kanseri riskine yonelik iki yaklagim

bulunmaktadir:
e Yakin endoskopik takip
e Proflaktik gastrektomi

Her iki yaklasimin da savunuculart mevcuttur. Herediter diffliz gastrik kanser
sendromu tanis1 olan birey ve ailelere yaklasim i¢in kullanilabilecek bir algoritma

Sekil 5’te gosterilmistir (3).
2.3.6.1 Endoskopik Takip

CDH1 gen mutasyonu tasiyicilarinda endoskopik takip tartigmalidir. Bu
bireylerde endoskopinin rolli, midenin korunmasi ya da ameliyatin miimkiin
oldugunca ertelenmesidir. Yakin endoskopik takibi savunanlarin en biiyiik dayanagi,
hastalik penetransinin ortalama %80 olmasidir. Buna gore proflaktik gastrektomi
yapilan CDH1 gen mutasyonu tagiyicilarinin %20°’si gereksiz yere ameliyat olmaktadir
(29, 57, 58). Buna karsin erken odaklarin genellikle intakt mukoza ile ortiilii olmasi,
tanimlanmalarin1 olduk¢a zorlagtirir ve iglemin etkinligini dusirir (41, 42, 59).
Tanimlanabilen odaklar normal mukozadan daha soluk milimetrik bolgeler seklinde

goriiliir (Sekil 6) (60).
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CDH1 testi igin klinik kriterler CDH1 testi igin diisiiniilebilecek diger hastalar

* Ailede* yagtan bagimsiz biri diffiiz iki mide kanseri  Bilateral lobiler meme kanseri veya ailede* <50 yasta tami almig en az iki

« 40 yas bncesi diffiiz mide kanseri |obiler meme kanseri

« Allede* / kigide diffiz mide kanseri ve lobiler tip  Diffiiz mide kanseri olan vakada / ailesinde” yank damak/dudak hikayesi
meme kanseri hikayesi (biri <50 yaginda tani almig) " *® Mide biyopsisinde in situ tagh yliziik hilcreleri veya tagl yiizilk hilcrelerinin

pagetoid yayihmi
*aile=1. ve 2. derece akraba

* aile=1. ve 2. derecede akraba

Genetik rehberlik, onam, CDH1 mutasyon testleri

" (-) veya tnemi oo
bilinmeyen i
mutasyon
» Multidisipliner Ailevi Gastrointestinal Kanser Caligma Grubu
Aile bilgilerinin Klinik calisma amagl kaydedilmesi (Klinik/molekUler genetik uzmani, gastroenterolog, cerrah, diyetisyen,
. patolog, onkolag, psikolog/psikiyatr)
Ailenin diger bireyleri
: v
Profilaktik gastrektomi Gnerilir
VIR
E iy s evet
. v
B e Gastrektomi sonrasi

Endoskopik takip “& « Diyet kontroll
(30 yas ve sonrasinda) lobiler meme Karsinomu igin takip

* Kolon kanseri igin takip (40 yasindan itibaren veya ailedeki en erken kolon kanseri
tani yaginin 10 yil Gncesinden itibaren)

Sekil 5: Herediter Diffliz Gastrik Kanser taramasi ve mutasyon tasiyicisi bireylere
yaklagimi 6zetleyen algoritma (3).

Sekil 6: Endoskopide ¢evre mukozadan daha soluk gortlen erken odak (60).

Uluslararas1 Mide Kanseri Baglanti Konsorsiyumu, 2015’teki konsensus

raporunda endoskopi endikasyonlarini asagidaki sekilde siralamigtir (23):
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e Proflaktik ameliyati reddedenler

e Proflaktik ameliyatin 6nerildigi yastan (yaklasik 20 yas) daha geng olan

mutasyon tastyicilari
e Yeni tan1 alan tasiyicida proflaktik ameliyat dncesi

Endoskopik takibin baglama zamani, mutasyon taramasina benzer sekilde 16 —
18 yas olarak onerilmektedir. Alt1 — on iki aylik takiplerin deneyimli merkezlerde
yapilmasi 6nemlidir (1). Fujita ve arkadaslarinin ¢alismasina gore %90 hassaslik ile

en az bir kanser odag1 yakalamak i¢in 1768 biyopsi yapilmasi gerekmektedir (61).

Konsensus Onerisine gore en az 30 dakikalik titiz bir inceleme yapilmalidir.
Islem 6ncesi N — asetilsistein gibi mukolitik ajanlarmn kullanilmas1 goriintii kalitesini
iyilestirebilir. Ayrica, tan1 degerinin yiikselmesi igin pre-pilorik alan, antrum, korpus,
fundus ve kardiya bolgelerinden toplam en az 30 biyopsi 6rneklemesi yapilmalidir
(62). Lim ve arkadaslari, 2014’te yaptiklar1 kohort calismasinda endoskopik
biyopsinin duyarliligini %64 olarak hesaplamistir (63).

Kongo kirmizis1 ve metilen mavisi kullanilarak yapilan kromoendoskopi,
taramanin duyarlihigmi artirmaktadir (Sekil 7) (53); ancak son yillarda Kongo
kirmizisinin toksik etkilerine ait bildiriler artmistir. Bu nedenle rutin kullanimi

Onerilmemektedir (24).
2.3.6.2 Proflaktik Gastrektomi

Gunimuze kadar elde edilen verilere gore CDH1 mutasyonu tasiyicilarinda
20’1 yaslarin ortasinda, mide kanserinden oliim riski, ayni yasta uygulanan total
gastrektominin mortalitesini (%1) asmaktadir. Bu nedenle, endoskopinin sinirliliklar
da go6z oniinde bulundurularak mutasyon tasiyicilarina onerilmesi gereken seckin

yontem proflaktik total gastrektomidir (47, 64).
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Sekil 7: Kongo kirmizist ve metilen mavisi kullanilarak yapilan endoskopide goriilen
erken odak.

Ameliyatin zamanlamasi her hastanin kendi durumuna gore segilir. Genel
olarak mutasyon tasiyicilarina 20 yasindan sonra proflaktik gastrektomi segenegi
sunulur. Bir bagka yaklasim ise, ailedeki en erken mide kanseri tan1 yasindan 5 y1l 6nce
proflaktik ameliyatin gerceklestirilmesidir. Kadin bireylerde total gastrektominin
gebelige etkileri nedeniyle ertelenebilir; ama 40 yasindan daha fazla gecikilmemesi
onerilmektedir (56).

Uygulanmas:  gereken ameliyat, total gastrektomi ve Roux-en-Y
Osofagojejunostomidir. Jejunal pos yapilmasinin, ameliyat sonrasi erken donemde
yemek yeme ve kilo alimi iizerine olumlu etkileri olsa da uzun dénem faydasi belirgin
degildir. Benzer sekilde, 6sofagus ile duodenum arasina jejunum ansi interpozisyonu
da klinik olarak belirgin fayda saglamayip morbiditeyi artirmaktadir. Lenf nodu

diseksiyonu konusunda konsensus karar1 D1 diseksiyon yapilmasidir (65).

Proflaktik gastrektomide temel ama¢ mide mukozasinin tamamen ¢ikarilmasi
oldugu i¢in hem oOsofagogastrik bileskenin, hem de gastroduodenal bileskenin

¢ikarilmasi gerekir (66, 67).

Burada 6nemi belirtilmesi gereken bir baska konu da Meckel Divertikiili’diir.
Mide mukozasi barindirma olasiligindan dolayi, proflaktik gastrektomi yapilan her
bireyde Meckel Divertikiilii’niin varlig1 arastirilmasi ve mevcutsa divertikiilektomi de

yapilmalidir (68).
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2.3.6.3 Lobuler Meme Karsinomu

CDH1 mutasyon tasiyicist kadinlarda meme karsinomu goriilme riski artmstir;
80 yasinda kiimiilatif risk %42’ye ulasir. Intraduktal karsinomun g¢ogunlugunu
olusturdugu sporadik meme kanserinin aksine, CDH1 mutasyonu olan kadinlarda

goriilen meme karsinomunun hemen tamamu lobiiler tiptedir (47).

Lobiiler karsinomda, duktal karsinomdan farkli olarak hiicreler bir kitle
olusturmaz; kordonlar ya da tabakalar halinde diffiiz yayilim g@sterir. Hem bu
nedenlerle, hem de mikrokalsifikasyonlarin gorece az olmasi nedeniyle lobiiler meme

karsinomunda mammografinin duyarlilig: diisiiktiir (69).

CDH1 mutasyonu oldugu bilinen kadinlarda 30 yasindan itibaren yillik meme
muayenesi ve manyetik rezonans gorlintileme + mammografi ile tarama
onerilmektedir. Proflaktik mastektomi rutin olarak Onerilen bir uygulama degildir;
ancak hasta ozelinde uygun bir secenek olabilir. Selektif 6strojen reseptor

modiilatorleri ve aromataz inhibitorleri de riski azaltmaya yardimci olabilir (23).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Olgular

Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi girisimsel olmayan etik kurul onami (11
Ekim 2016 tarihli, GO 16/612-09 sayili karar) alindiktan sonra olgularin

belirlenmesine baslandi.

Genel Cerrahi Anabilim Dal1 veritabani kullanilarak, 01.01.1998 — 01.09.2016
tarihleri arasinda mide karsinomu nedeniyle ameliyat edilen hastalar belirlendi. Bu

hastalarin bilgileri taranarak asagidaki kriterleri saglayan hastalar ¢aligmaya dahil
edildi.

Aragtirmaya kabul kriterleri:

e Ailede yastan bagimsiz olarak; biri diffiiz mide kanseri olmak tizere iki mide

kanseri,
e Kirk yasindan 6nce diffiiz mide kanseri,

e Biri 50 yasindan 6nce tan1 almak kosuluyla, ayni1 kiside ya da ailesinde diffiiz

mide kanseri ve lobliler meme kanseri.

Belirlenen hastalarin demografik bulgulari, cerrahi girisimleri, patoloji bulgulari

ve ameliyat sonras1 donem takip sonuglar1 degerlendirildi.

3.2 DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 6 hastanin formalin ile fikse edilmis dokularindan yuksek
saflikta DNA izolasyonu i¢in gelistirilmis QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Kat No:
56404) kullanilarak ve kitin prospektiisiinde tanimlanan yonteme sadik kalinarak
MinElute spin kolon kullanilarak kesit bloklarindan 200 ug DNA elde edildi. DNA

izolasyonu hem tiimorlii, hem normal dokudan yapildi. Tiim6r dokusu ve normal
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dokudan DNA e¢lde edilmesi aymi protokol ile gerceklestirildi. Mikroskopik

diseksiyonla izole edilen timor iceren ve normal dokulardan hazirlanan 5 pum

kalinliginda 8 adet parafin kesit DNA eldesi igin kullanildu.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kesitler 1.5 ml santriftj tiplne konuldu ve 1 ml ksilen eklendi. On saniye
beklendi

Ornekler oda sicakligindan son hizda 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
Siipernatan pipet yardimiyla uzaklastirildi.

Bir ml etanol (%100) eklendi.

Ornekler oda sicakliginda son hizda 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
Siipernatan pipet yardimiyla uzaklagtirildi.

Tiipler agild1 ve rezidiiel etanoliin buharlagmasi i¢in 10 dakika boyunda oda

sicakliginda bekletildi.

180 pl tampon ¢ozelti ve 20 pl proteinaz K eklendi ve karigtirildi.
Ornekler lizisin tamamlanmasi igin 56°C’de 1 saat siireyle bekletildi.
Ornekler 90°C’de 1 saat siireyle bekletildi.

Kapak kisminda kalan damlalarin diisiiriilmesi i¢in kisa bir siire santrifiij

yapildu.
200 pl tampon gozelti ve 200 ml etanol (%100) eklendi ve karigtirildi.

Kapak kisminda kalan damlalarin disiiriilmesi i¢in kisa bir siire santrifiij

yapild.

Biitiin lizat QIAamp Min Elute kolonuna tagindi. Bir dakika boyunca 8000

rpm’de santrifiij yapildi. Kolon temiz toplama tiipiine alind.

Kolon agilarak 500 pl tampon ¢ozelti konuldu ve 1 dakika boyunca 8000

rpm’de santrifiij yapildi. Kolon temiz toplama tiipiine alindu.
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16. Kolon acilarak 500 pl tampon ¢ozelti konuldu ve 1 dakika boyunca 8000

rpm’de santrifiij yapildi. Kolon temiz toplama tiipiine alind.
17. Son hizda (14.000 rpm) 3 dakikalik santrifiij uygulandi.
18. Kolon mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve 100 pl tampon ¢ozelti eklendi.

19. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra son hizda 1 dakikalik santrifiij
uygulandi.

DNA Kantitasyonu:

DNA kantitasyonu, NanoDrop ND-1000 cihazinda spektrofotometrik olarak
yapildi. DNA izolatlar1 20 ng/ul’ye seyreltildi.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Dizi Analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan bilesikler ve termal amplifikasyon

cevrimi programi Tablo 2 ve 3’te 6zetlenmistir.

PCR Bilesenleri 1X (uh)
ddH20 21,75
10X PCR Buffer 5
25 mM MgClz 6
dNTP 4
Forward Primer 2,5
Reverse Primer 2,5
DNA 3)
Taq Polimeraz 0,25
Son Hacim 50 pl

Tablo 2: Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan bilesikler ve miktarlari
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CDH1 PCR Thermal Cycler Program

Sicakhik Sure
95°C 10sn
94 °C 30 sn
55-63 °C 39 dongu 1dk
72°C 1dk
72°C 10 dk
4°C 0

Tablo 3: Polimeraz zincir reaksiyonu igin termal amplifikasyon ¢evrimi programi

Polimeraz zincir reaksiyonunda CDH1 genini kullanilan ¢ogaltmak igin

kullanilan “primer”ler Tablo 3’te gosterilmistir.

PCR urunleri “EURX GeneMATRIX Temel DNA Purification Kit (Kat no:
E3545)” ile saflastirildi ve %2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. islem
sonrasinda elde edilen spesifik amplikon bantlar1 UV 15181 altinda fotografland: (Sekil
8) ve uygun oldugu goriildii.

1kb ladder 16 1 kb ladder

Sekil 8: 201416370 biyopsi kodlu olgunun tiimor dokusu DNA’sinda CDH1 genindeki
16 ekzonun %2’lik agaroz jelde elde edilen elektroforez gorintis.
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Uygunlugu teyit edilen PCR iirlinlerine, Genoks Genetik Hastaliklar Tam

Merkezi tarafindan Sanger sekanslama yontemiyle dizi analizi yapildi.

Ekzon

Forward Primer (5" - 3")

Reverse Primer (3' - 5%)

°C

M13

TGTAAAACGACGGCCAGT

CAGGAAACAGCTATGAC

M13F GTGAACCCTCAGCCAATCAG

M13R TGACGACGGGAGAGGAAG

63

M13F TGTTGGTTTCGGTGAGCAG

M13R GGTGTGGGAGTGCAATTTCT

61

M13F CGCTCTTTGGAGAAGGAATG

M13R AACGGTACCAAGGCTGAGAA

58

M13F GCTGTCTGGCTAGGTTGGAC

M13R TTTTCCCTTTCTCTCCTTGG

58

M13F GAAAGGGAAAAGACCCAGTG

M13R GGATCCAGCATGGGTTGAC

58

M13F GCCCCTTCTCCCATGTTT

M13R CTTTGGGCTTGGACAACACT

56

M13F GGGCAGAATTGGATTAAGCA

M13R TGTCCACGGGATTGAGCTA

57

M13F GCCAAAGGTGGCTAGTGTTC

M13R CCCATGAGCAGTGGTGAC

57

M13F AATCCTTTAGCCCCCTGAGA

M13R AGGGGACAAGGGTATGAACA

61

10

M13F CCAAAAGCAACAGTTAAGGA

M13R CAAATGACAAAATGCCATGA

56

11

M13F AGCGCTTAAGCCGTTTTCA

M13R GAGGGGCAAGGAACTGAACT

60

12

M13F AAGGCAATGGGGATTCATTA

M13R ATTGAAAGGTGGGGATCTGG

59

13

M13F CAATTTTATTCTGGAATGAGCTTTT

M13R CAGGAAATAAACCTCCTCCATTT

55

14

M13F TGATAGCTGCTGCTTCTGGC

M13R CATTGCTTCTTCCGAATAAAGAG

55

15

M13F TGAACATAGCCCTGTGTGTATG

M13R TTTTGACACAACTCCTCCTG

58

16

M13F AGACTTCTTGCCCCAGATGA

M13R AACCACCAGCAACGTGATTT

63

1*

M13F GTCCGCGCTGCTGATTGG

M13R AGGACCCGAACTTTCTTGGA

63

Tablo 3: CDH1 genini ¢ogaltmak icin kullanilan “primer”ler. Iki hastada ekzon 1’in
cogaltilamamasi nedeniyle ikinci bir primer kullanilarak islem tekrarlanmigtir. “1*”
ikinci iglemde kullanilan “primer”leri gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1 Demografik Bilgiler ve Ameliyat Sonrasi Takip Bulgulari

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dal1 veritabani
taranarak, belirlenen tarih araliginda mide adenokarsinomu nedeniyle ameliyat edilen
1058 hasta belirlendi. Bu hastalarin patoloji raporlar1 degerlendirilerek “diffiiz mide
kanseri” histolojisine sahip olan 108 hasta oldugu belirlendi (Sekil 9).

Sekil 9: Diffiz mide kanseri morfolojisine sahip 2 hastanin (a ve b) mide
spesimenlerinin farkli biiyiitmelerdeki mikroskopik goriintiileri.
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Bu hastalar 2.3.2°’de belirtilen tan1 kriterleri acisindan degerlendirildi ve
“Herediter Diffiiz Gastrik Kanser” sendromu kriterlerini tagiyan 60 hasta tespit edildi.

Sekil 10, hasta secim surecini dzetlemektedir.

Mide Adenokarsinomu
Nedeniyle Ameliyat Edilen
Hasta Sayisi: 1058

“Diffiiz Gastrik Kanser”
Histolojisi Olan Hasta
Sayisi: 108

“Herediter Diffliz Gastrik
Kanser” Tam Kriterlerini
Karsilayan Hasta Sayist: 60

Sekil 10: Hasta se¢im siireci

Hastalarin 29°u kadin, 31°1 erkekti. Ortalama yas 45.3 + 12.8 olarak hesaplandi.
En geng hasta 21, en yash hasta 78 yasindaydi.

Calismaya dahil edilme kriterlerine gore (Boliim 3.1) 30 hasta, kirk yasin
altinda olmalar1 nedeniyle, kalan 30 hasta da soyge¢misleri nedeniyle segildi. Yirmi
dort hastanin ailesinde mide karsinomu, bes hastanin ailesinde lobiiller meme

karsinomu ve bir hastanin kendisinde lobiiler meme karsinomu hikayesi vardi.

Yirmi U¢ hastaya distal subtotal gastrektomi, 29 hastaya total gastrektomi, 8

hastaya da total gastrektomi ile birlikte ¢oklu organ rezeksiyonu yapilmis oldugu tespit
edildi.

Patoloji incelemelerine gobre, 5 hastada kanser odaklari mukoza ve
submukozaya sinirliydi ve erken evre mide kanseri olarak degerlendirildi. Diger
hastalarda mide duvarinin daha derin tabakalar1 tutulmustu. Dokuz hastada timor

biitiin mideyi tutmus, “linitis plastika” goriiniimii mevcuttu. Kalan 51 hastada ortalama
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timor boyutu 5.9 cm olarak hesaplandi. Spesimenlerde ortalama 25.5 lenf nodu diseke
edildigi goriildii. Dort hastada lenf nodu metastazi izlenmezken, lenf nodu metastazi
olan hastalarda ortalama 14.0 lenf nodu metastatik olarak degerlendirildi, 11 hastada

diseke edilen biitiin lenf nodlar1 metastatikti.

Ortanca 22.8 aylik takip siiresinde 38 hasta (%63) vefat etti. Hicbir hastada
operatif mortalite izlenmezken, ameliyat sonrasi ortanca yasam siiresi 20.1 ay olarak
hesaplandi. Alt1 hasta kontrol muayenesine gelmedigi i¢in takibi yapilamadi. Bes yillik
takibi tamamlanan 47 hastanin, bes yillik sag kalim oran1 %23 olarak hesaplandi (Sekil
11).

Kaplan - Meier Egrisi

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Sag Kalim

Zaman (Ay)

Sekil 11: Herediter Diffiiz Gastrik Kanser sendromunda 5 yillik sag kalim egrisi
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4.2 DNA Izolasyonu ve CDH1 Dizi Analizi Sonuglar
4.2.1 DNA izolasyonu Sonugclar

Tani kriterlerine uyan 6 hastanin tiimor ve normal dokularindan B6lim 3.2’de
anlatildig1 sekilde DNA izolasyonu yapildi. Tablo 4, DNA izolasyon sonuglarini
gostermektedir.

Hastalar Doku Turu Konsantrasyon (ng/uL)
1 TUmor Dokusu 392.2
Normal Doku 386.5
5 TUmor Dokusu 496.5
Normal Doku 247.1
3 TUmor Dokusu 496.5
Normal Doku 231.6
4 TUmor Dokusu 514.8
Normal Doku 424.8
5 TUmor Dokusu 242.8
Normal Doku 385.4
6 TUmor Dokusu 554.1
Normal Doku 409.2

Tablo 4: Alt1 hastanin timor ve normal dokularindan elde edilen DNA
konsantrasyonlari

4.2.2 PCR ve Sanger Sekanslama Sonugclari

CDH1 RefSeq sekanst (NM_004360) ile elde edilen sekans sonuglari
karsilastirildi.

1- B-1744-08: 78 yasinda erkek hasta; ii¢c kardesi ve annesinde mide

kanseri 0ykisi mevcut.

On alt1 ekzondan da drln elde edilerek M13F sekanslama primeri ile
sekanslamalar yapildi. Ekzon 13'te CDH1 2202 T>C degisimi (homozigot) izlendi. Bu
degisim amino asitte degisiklige neden olmuyor. (GCT) Ala = (GCC) Ala seklinde
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ayn1 kaliyor. Normal dokudan elde edilen 6rnekteki sekanslamada kétii sinyal alindigi

icin degerlendirilemedi.

2- B-15420-08: 46 yasinda erkek hasta; babasinda mide kanseri oyKkiisii

mevcut.

On alt1 ekzondan da drin elde edilerek M13F sekanslama primeri ile
sekanslamalar yapildi. Ekzon 13'te CDH1 2202 T>C degisimi (heterozigot) izlendi
(Sekil 12). Bu degisim amino asitte degisiklige neden olmuyor. (GCT) Ala = (GCC)
Ala seklinde ayni kaliyor. Normal dokudan elde edilen drnekteki sekanslamada kot

sinyal alindi81 i¢in degerlendirilemedi.

C G C

AAANN

Sekil 12: B-15420-08 kodlu spesimende tumor dokusunda CDH1 genindeki 2202 T>C
degisimi (heterozigot).

3- B-10697-14: 55 yasinda kadin hasta; kardesinde, amcasinda ve

dedesinde mide kanseri 6ykisi mevcut.

Ekzon 1 disindaki 15 ekzondan da iiriin elde edilerek M 13F sekanslama primeri
ile sekanslamalar yapildi. Ekzon 2, 4, 11, 14 ve 15'in sekans sonuclari
degerlendirilemedi. Sekanslamasi yapilan ekzonlarda mutasyon saptanmadi. Ekzon 1
farkli primerler siparis edilerek tekrar amplifiye edilmeye calisildi; ama amplifiye

edilemedi.

4- B-5387-11: 55 yasinda kadin hasta, iki dayisinda mide kanseri oyKkiisii

mevcut.

Ekzon 1 disindaki 15 ekzondan da tr(in elde edilerek M13F sekanslama primeri

ile sekanslamalar yapildi. Ekzon 2 ve 16'nin sekans sonuglari degerlendirilemedi.
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Ekzon 1 farkli primerler siparis edilerek tekrar amplifiye edilmeye calisildi; ama
amplifiye edilemedi. Ekzon 13'te CDH1 2172 G>A degisimi (heterozigot) izlendi. Bu
degisim amino asitte degisiklige neden olmuyor. (GAG) Glu = (GAA) Glu seklinde
ayni1 kaliyor. Ekzon 13'te CDH1 2202 T>C degisimi (heterozigot) izlendi. Bu degisim
amino asitte degisiklige neden olmuyor. (GCT) Ala = (GCC) Ala seklinde kaliyor
(Sekil 13). Normal (tlimorsiiz) dokudan elde edilen DNA 6rnekleri kullanilarak ekzon
13 amplifiye edilip sekanslaninca aymi iki degisim agisindan heterozigot oldugu

goruldu (Sekil 14). Bu bulgu, bu degisikliklerin polimorfizm oldugunu diisiindiirdii.

AAGTCAGC GTOGTGTGAC TG TGOAAGGGGC CGCCG
180 1580 200

Moo Mot

Sekil 13: B-5387-11 kodlu spesimende timdr dokusunda CDH1 genindeki 2172 G>A
ve 2202 T>C degisimleri (heterozigot).

AAGTCAGCGTGTGOGTG ACTGTG AAGGGGCCGC COG
180 1580 200

A T,

Sekil 14: B-5387-11 kodlu spesimende normal (timorsiiz) dokuda CDH1 genindeki
2172 G>A ve 2202 T>C degisimleri (heterozigot).

5- B-16370-11: 78 yasinda erkek hasta, annesinde ve ii¢ kardesinde mide

kanseri 6yklsu mevcut

On alt1 ekzondan da durin elde edilerek M13F sekanslama primeri ile
sekanslamalar yapildi. Ekzon 12'de CDH1 2022 C>T degisimi izlendi. Bu degisim
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amino asitte degisiklige neden olmuyor. (CAC) His = (CAT) His seklinde ayni kaliyor.
Bu degisim tiimorsiiz dokuda heterozigot, ancak tiimoérde homozigot olarak izlendi
(Sekil 15 ve 16). Ekzon 13'te CDH1 2202 T>C degisimi izlendi. Bu degisim amino
asitte degisiklige neden olmuyor. (GCT) Ala = (GCC) Ala seklinde ayni kaliyor. Bu
degisim hem normal hem de tum0orli 6rnekte heterozigot olarak izlendi. Polimorfizm

olarak yorumland:.

NI

Sekil 15: B-16370-11 kodlu spesimende tumor dokusunda CDH1 genindeki 2022 C>T
degisimi (homozigot).

Sekil 16: B-16370-11 kodlu spesimende normal (tumorsiiz) dokuda CDH1 genindeki
2022 C>T degisimi (heterozigot).

6- B-3558-11: 47 yasinda erkek hasta, annesinde mide kanseri oyKkiisii

mevcut

Ekzon 10 ve 16 disindaki 14 ekzondan da iiriin elde edilerek M 13F sekanslama
primeri ile sekanslamalar yapildi. Ekzon 6, 7, 13, 15 ve 16 iirlinleri degerlendirmek
icin uygun degildi. Ekzon 5'te 680G>T degisimi izlendi. Bu degisiklik “non-sense”
mutasyona neden oluyor. GAA (Glu) - TAA (STOP) degisimi mevcut. Normal
dokudan elde edilen drnekte bu mutasyon izlenmedi. Normal dokuda bu degisim



29

heterozigot olmadigi i¢in, tiimor dokusundaki mutasyon somatik e-kaderin kaybina

neden olan somatik mutasyon olarak degerlendirildi.
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5. TARTISMA

Herediter diffiiz gastrik kanser sendromu, tum mide kanserlerinin %21’ini
olusturur. “Uluslararasi Mide Kanseri Baglanti Konsorsiyumu” tarafindan iyi
tamimlanmus kriterler (Bkz. 2.3.2 Tani Kriterleri) ile tanisi konulan bu sendromun
genetik temelleri 1998 yilinda Guilford ve arkadaglari tarafindan ortaya konmustur.
Buna gore, herediter diffiiz gastrik kanseri sendromu, 16p22.1 lokusunda yer alan ve
e-kaderin proteinini kodlayan CDH1 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya

cikmaktadir. Mutasyon tastyicilarinda hastaligin penetransi %80°dir.

Calismamizda herediter diffiiz gastrik kanser sendromu tani kriterlerini
karsilayan hastalar, belirlenen tarih araliginda ameliyat olan tiim mide kanserli

hastalarin %35.7’sini olugturmaktadir. Bu oran literatiire gére daha yiiksektir.

Sporadik mide kanseri, erkeklede daha sik gorllirken (E/K = 2/1),
¢alismamizda bu oran 1/1 olarak hesaplanmistir (70). Herediter diffuiz gastrik kanserle
ilgili yapilan ¢aligmalarda bu konuda farkli sonuglar bildirilmistir. Calismamizdakine
benzer olarak her iki cinsiyetin de esit etkilendigini bildiren yayinlar oldugu gibi,

kadinlarda daha sik goriildiigiinii bildiren yayinlar da mevcuttur (71).

Sporadik mide kanserine gore daha geng yasta ortaya ¢ikan bu sendromda
oratalama tani yas1 38°dir (72). Calismamizdaki hastalarin ortalama tani yasi ise 45
olarak hesaplanmigtir. Bu deger literatiir bilgisi ile karsilastirilabilir diizeydedir.
Herhangi bir tarama yapilmaksizin tan1 konulan herediter diffuz gastrik karser
olgularinin neredeyse tamamu ileri evrede yakalanmaktadir. Sporadik mide kanseri ile
karsilagtirildiginda, ayni evredeki olgularda her iki durumda (sporadik ve herediter)
sag kalim birbirine benzerdir (73). Calismamizdaki bes yillik sag kalim orani (%23)
literatiir ile uyumludur. Buna ragmen hastalik penetransinin yiiksek olmasi sendromik

ailelerde cesitli girisimler yapmay1 gerektirmektedir.

Toplam mide kanserleri i¢inde biiylik bir orana sahip olmasa dahi, hastalik
penetransinin yiiksek olmasi nedeniyle, herediter diffliz gastrik kanser sendromu,

onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Bu sendromdan etkilenen bireylerin etkin
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bir saglik hizmetine ulagabilmelerinin 6n kosulu, hangi bireylerin etkilendiginin tespit
edilmesidir. Ancak bundan sonra endoskopik takip ya da proflaktik gastrektomi
secenekleri degerlendirilebilir. Bu noktada kimlere tarama yapilmasi gerektigi sorusu

gundeme gelmektedir.

Oncelikle herediter diffiiz gastrik kanser sendromu tani1 kriterlerini karsilayan
aile bireyleri taranmalidir. “Uluslararas1 Mide Kanseri Baglantt Konsorsiyumu” 2015
yilindaki giincellemesinde, tani kriterlerini karsilamasa dahi tarama yapilmasi 6nerilen

iki grup daha belirlemistir (23):

e Bilateral lobiiler meme kanseri veya 50 yasindan 6nce ayni ailede iKi

ya da daha fazla meme kanseri,

¢ Diffiiz mide kanseri olan bir hastanin kendisinde ya da ailesinde yarik

damak/dudak oykdisu.

e In-situ tash yiiziik hiicreleri ve/veya tash yiiziik hiicrelerinin Pagetoid

yayilimi

Belirtilen kosullar1 saglayan ailelerde tarama yapilmasi konusunda literatiirde
fikir birligi vardir. Taramaya baslama yas1 konusunda ise kesinlesmis bir deger
bulunmamakla beraber, bireyin aydinlatilmis onam verme yetkinligine ulasmis olmasi

genel bir yol gosterici olarak kullanilabilir (74).

CDH1 mutasyonunun ilk tanimlanmasindan bu yana, farkli popiilasyonlarda
120’nin tizerinde mutasyon tanimlanmigtir. CDH1 mutasyonu, tum herediter diffiiz
gastrik kanser sendromlarinin yaklasik %30 — 50°sinde saptanmaktadir (75). Bu oran
popiilasyonlara gore de farklilik gdstermektedir. Ornegin, mide kanseri insidansinin
yiiksek oldugu Kore, Japonya, Cin gibi uzak dogu toplumlarinda mutasyon sikligi daha
diisiikken, mide kanseri insidansinin goreli olarak daha diisiik oldugu Avrupa
toplumlarinda CDH1 mutasyon sikligi daha yiiksektir (1, 60). Polonya’dan yayinlanan
bir ¢aligmada ise, 86 hastada yapilan taramada CDH1 mutasyonuna rastlanmamistir
(76). Mutasyon bulunan ve bulunamayan hastalarin cerrahi spesimenleri, benzer

morfolojik 6zellikler ve e-kaderin paterni sergilemektedir (77). Bu durum, mutasyon
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saptanamayan hastalarda da bir takim genetik ve epigenetik degisikliklerin

olabilecegini akla getirir.

Kabul edilen teoriye gore, herediter diffuz gastrik kanser sendromunda,
genomda bulunan iki CDH1 allelinden birinde “germline” mutasyon bulunmaktadir.
Yani etkilenen bireylerde yalnizca bir tane iglevsel allel bulunmaktadir. Bireyin
yasami boyunca herhangi bir donemde “ikinci hasar (second hit)” ile islevsel olan
allelde de somatik mutasyon olusursa, etkilenen hiicrelerde e-kaderin Uretimi tamamen
duracagindan epitel hiicrelerinde polarite kayb1 ve bez yapisinda bozulmalar meydana
gelir. Bunlar da diffiiz mide kanserinin tipik histolojik bulgularidir. En yaygin “ikinci
hasar”, saglam CDHZ1 genindeki promotor bélgenin hipermetilasyonudur (%32), bunu
heterozigosite kaybi takip etmektedir (%25) (78).

Mutasyonlarin gen iizerinde yogunlastigi belirli bir bolge bulunmamaktadir.
Ancak, protein bolgeleri géz 6niine alindiginda tiim mutasyonlarin %59’u hiicre dist
boliimii, %16’s1 hiicre i¢i bolimii, %131 sinyal boliimiinii etkilemektedir. Bu dagilim,

protein bolumlerinin gendeki biiyiikliigiiyle dogru orantilidir (79).

Mutasyonlarin ¢ogu “gergeve kaymasi” tiirlindedir. Bunu “non-sense”, “mis-
sense” ve “splice-site” mutasyonlar takip etmektedir. Mutasyonlarin sonucuna
bakildiginda ise, tanimlanan mutasyonlarin %77’si “truncating” mutasyonlardir (79).
“Truncating” mutasyonlar, yani protein sentezi henliz tamamlanmadan durma
kodonunun olusmasina neden olup eksik/immatiir protein sentezine neden olan
mutasyonlarin klinik 6nemi konusunda siiphe yoktur. E-kaderin proteininin yapisinin
tamamlanmamas1 nedeniyle islevsel eksiklikler ortaya ¢ikar ve bu da diffiiz mide
kanserinin gelismesiyle sonuglanmr. Ornegin 6 numarali hastada izlenen 680 G>T
mutasyonu, ekzon 5’te 226. amino asitte durma kodonu olusmasina neden olmustur.
Bu mutasyon proteinin hiicre dis1 bolimii sentezlenirlen ani kesintiye neden olur;
hiicre dis1 boliim tamamlanamaz, hiicre zari i¢indeki ve hiicre i¢i bolim ise
sentezlenemez. Bu da protein islevinde aksamaya yol acar. Cer¢eve kaymasi ya da

“non-sense” mutasyonlar bu mekanizma ile etki gosterebilir.

“Mis-sense” mutasyonlar, tanimlanan mutasyonlarin %18’ini olusturur (34).

“Mis-sense” mutasyonlarin klinik onemi ise tartismali bir konudur. Amino asit
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degisimine neden olan “mis-sense” mutasyonlar, protein uzunlugunda degisime neden
olmazlar; ancak proteindeki yerlesim bolgesine ve ortaya ¢ikan yeni amino aside gore
patofizyolojiye katkida bulunabilir. “Mis-Sense” mutasyonlarin klinik 6neminin
belirlenebilmesi i¢in in vitro ¢aligmalar ile hiicre — hilicre adezyonunda bozulmaya

neden olduklariin gosterilmeleri gerekir (80, 81).

Sessiz  mutasyonlar, amino asit diziliminde farklilik olusturmayan
mutasyonlardir. Ornegin galismamizdaki 1, 2, 4 ve 5 numarali hastalarda saptanan
mutasyonlarda proteindeki amino asit dizilimi etkilenmemistir. Her ne kadar protein
yapisinda  degisiklik olusturmasa da sessiz mutasyonlar gen ifadesini
etkileyebilmektedir. Ornegin CDH1 geninde tanimlanmis olan -160C>A ve -347G>A
mutasyonlart sessiz mutasyonlardir; ancak transkripsiyon etkinligini mutasyonsuz

allele kiyasla sirast ile %68 ve %10’a disiirmektedir (82, 83).

ftalya’dan yaymlanan bir ¢calismada intron 2’deki bir polimorfizm de herediter
diffiiz gastrik kanser ile iliskilendirilmistir (84). Calismamizda yalnizca ekzonlar

incelenmistir. Sonraki ¢alismalarda intronlarin da incelenmesi, duyarliligi artiracaktir.

CDH1 geninde yalnizca nokta mutasyon ya da kiicilk cergeve kaymasi
mutasyonlar izlenmemektedir (56). Yakin zamanda bildirilen verilere gore tim
mutasyonlarin %4 {inii genis silinmeler ve yeniden diizenlenmeler olusturmaktadir
(34). Bu genis silinmeler 6zellikle mide kanseri insidansinin diisiin oldugu tilkelerde

yogunlagmaktadir (60).

Multipleks baglanma esasli prob amplifikasyonu (MLPA), genomdaki genis
yeniden duzenlenmeler ve silinmeleri saptayabilen bir yontemdir (22). Oliveira ve
arkadaslarinin  2009’da yayinladiklar1 caligsmalarinda, DNA sekans analizi ile
mutasyon saptanmayan 93 ailenin %6.5’inde genis genomik CDH1 silinmeleri
saptanmustir (60). Bu silinmeler CDH1 geninin en az bir ekzonunda ortalama %70
sinyal azalmasina neden olmustur. Ug ailede ekzon 1 ve 2, bir ailede ekzon 1, bir ailede
ekzon 14 ve 16, bir ailede ekzon 16 kaybi izlenmistir. Bu bulgular, CDH1 gen
bolgesinin, daha 6nce hMLH1, hMSH2, APC ve BRCA1 genleri gibi, silinmelere agik

bir bolge oldugunu gostermektedir.
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Calismamizdaki 3, 4 ve 6 numarali hastalarda da benzer durum s6z konusudur.
Uc¢ ve dort numarali hastada ekzon 1, 6 numarali hastada ekzon 10 ve 16
cogaltilamamustir. Ug ve dort numarali hastalarda, literatiirde tanimlanmis farkli
primerler denenmesine ragmen de ekzon 1’in PCR iriinii elde edilememistir. Bu
durum genomda bu bolgeleri igine alan bir silinme olasiligini akla getirmektedir.
Protein yapis1 gbz Oniine alindiginda ekzon 1’deki olas1 silinmeden etkilenen bolge
sinyal peptididir. Sinyal peptidi, proteinin son yapisinda bulunmayan; ama sentezi
sirasinda proteinin hiicredeki yerlesimini belirleyen bdlgedir. Protein hucredeki
hedefine ulastiktan sonra, sinyal peptidi uzaklastirilir. Teorik olarak normal e-kaderin
proteini tretilmis olsa bile, sinyal peptidindeki silinme nedeniyle hiicre zarina
taginamayacagi i¢in islevsel bozukluga neden olacagi diistiniilebilir. Ekzon 16°daki
silinme ise hicre ic¢i bolimu ilgilendirmektedir. E-kaderin proteini dretilip hicre
zarina tasinsa bile hiicre i¢i aktin iskeleti ile baglanamayacagi i¢cin bu genetik

degisikligin de islevsel bozukluga neden olacagi diisiiniilebilir.

Allelik dengesizlik, ileri calismalarda dikkate alinabilecek bir diger konudur.
CDH1 gen mutasyonu olsun ya da olmasin, herediter diffiiz gastrik kanserli bireylerde
e-kaderin proteini iiretimi yoktur ya da normal degildir. Bu durum, CDH1 mutasyonu
olmasa bile bir takim epigenetik degisikliklerin varligin1 akla getirmektedir. Periferik
kan lenfositlerinden RNA eldesi ile yapilan ¢aligmalarda mutasyonlu hastalarda %80,
mutasyon gosterilemeyen hastalarda %70 oraninda tek allelin ifade edildigi ya da
alleller arasinda dengesizligin oldugu tespit edilmistir. Allelik dengesizlik de, CDH1
genini etkileyen degisiklikler yelpazesi i¢inde degerlendirilirse, herediter diffiiz
gastrik kanser sendromlu ailelerdeki mutasyon orani1 %40’tan %80’e yiikselmis olur
(77). 1leride yapilacak ¢aligmalarda allelik dengesizligin de incelenmesi bu konudaki

bilgi birikimini artiracaktir.

Gunumuzde herediter diffiiz gastrik kanser sendromu giderek daha ¢ok dikkat
cekmektedir. CDH1 mutasyonu ile iligkisi saglam kanitlarla ortaya konmustur. Yakin
zaman kadar DNA dizi analizi ile siirli olan mutasyon taramalari ile bu sendromlu
ailelerin ortalama %40’1nda mutasyon gosterilebilmistir. MLPA ve allelik dengesizlik

calismalar1 ise DNA dizisinde mutasyon saptanamayan hastalarda da epigenetik



35

degisiklikler sonucu gen ifadesinin degistigini ve nihai olarak protein Uretiminin

etkilendigini ortaya koymustur.

Yeni yontemlerin kullanilmasi, saptanabilen genetik degisiklin oranini
neredeyse iki katina ¢ikarmaktadir. Bu artis, etkilenen bireylerin daha etkin bir sekilde
belirlenebilmesi icin son derece 6nemlidir. Herediter diffuz gastrik kanser sendromlu
bir ailenin iiyesi olup genetik degisiklik saptanan bireylerde proflaktik gastrektomi
gibi radikal ancak basari orani yiiksek Onleyici girisimler giindeme gelir. Genetik
degisiklik saptanmayan bireylerde ise tek segenek aralikli endoskopik takiptir; ancak
bu sendromda tipik olarak izlenen mikroskopik odaklarin saglam mukoza altinda
olmas1 nedeniyle endoskopik takibin basarist sinirlidir. Eger DNA dizi analizi
sonucunda mutasyon saptanmayan bireylerde, MLPA ve allelik dengesizlik
caligsmalar1 gibi daha ileri yontemlerle genetik degisiklikler saptanabilirse, bu bireyler

de basaris1 daha yiiksek olan proflaktik gastrektomi igin birer aday olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Turk toplumunda herediter diffiz gastrik kanser sendromunun tim mide

kanserleri i¢cindeki orani, diinya literatiiriinden daha yiiksektir.

Herediter diffiiz gastrik kanser sendromu olan hastalarin yalnizca %8’i erken
evrede tani alip ameliyat olmustur. Hastalarin %93’{inde lenf nodu metastazi

mevcuttur.
. Ortanca sag kalim siiresi 20.1 ay, 5 yillik sag kalim %23 olarak hesaplandi.

. Genetik analiz sonucunda 5 hastada mutasyon saptandi. Mutasyonlarin dordi

sessiz mutasyondu, bir hastada non-sense mutasyon izlendi.

. Iki hastanin genetik analizinde ekzon 1 gogaltilamadi. Bu sonug, ilgili bolgeyi

icine alan olasi bir silinme olarak degerlendirildi.

Gelecek donemde, MLPA ve allelik dengesizlik g¢aligsmalart ile genetik
degisiklikler daha etkin olarak saptanabilir. Ekzonlara ek olarak intronlara da

dizi analizi yapilmasi ¢aligmalarin duyarhiligini artiracaktir.
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