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OZET

Mide Kanserinde HLA-G, Regulatuvar T Hucreleri ve CD8+ T

Lenfositler

HLA-G oncelikle trofoblastlardan eksprese edilen klasik olmayan HLA
sinif | antijenidir. immiin sistemde gérevli cesitli hiicrelerle etkileserek
immunsupresif etki gostermektedir. HLA-G eksprese eden tumorlerin daha
agresif seyrettigi ve bu hastalarin sagkalimlarinin daha kisa oldugu
bilinmektedir. Bu ¢calismada mide kanserli hastalarin timor dokusunda HLA-
G ekspresyonu, Foxp3+ Treg ve CD8+ T lenfosit sayilari ¢calisildi ve bunlarin
diger klinikopatolojik 6zelliklerle arasindaki iligki arastirildi.

Calismaya opere olan 52 mide kanser hastasi alindi. HLA-G, Foxp3+
Treg ve CD8+ T lenfosit varligini gostermek igin immunhistokimyasal yontem
kullanildi. Bunlarin sagkalim Uzerindeki etkisi ve kInikopatolojik bulgularla
birlikteligi incelenmigtir.

16 hastada (%31'nde) timor dokusunda HLA-G ekspresyonu gozlendi
ve HLA-G ekspresyonu ile histolojik grad, lenf nodu metastazi, klinik evre ve
histolojik tip arasinda istatiksel olarak anlamli korelasyon vardi. HLA-G
ekspresyonu olan mide kanserli hastalarin tumor infiltre Treg hlcre sayisi
cok, CD8+ T lenfosit hicre sayisi azdi ve bu istatiksel olarak anlamliydi.
HLA-G ekspresyonu olan, Treg hucre sayisi ¢ok ve CD8+ T lenfosit hicre
sayisi az olan mide kanserli hastalarda sagkalim sureleri daha kisaydi. Coklu
analizler sonucunda HLA-G ekspresyonunun mide kanserinde bagimsiz
prognostik bir faktor oldugunu bulundu.

Sonug olarak mide kanserinde HLA-G ekspresyonu kisa sagkalim,
tumor infiltre Treg fazlahgr ve CD8+ T Lenfosit az olmasiyla birliktedir. Mide
kanser dokusunda HLA-G ekspresyonu prognostik bir faktor ya da bir tedavi

hedefi olabilir.

Anahtar Kelimeler : HLA-G, Foxp3, Treg, CD8, Mide kanseri
Yazar Adi : Dr. Tolga TUNCEL
Danigman : Prof. Dr. E. Gékhan KANDEMIR



SUMMARY

HLA-G, Regulatory T cells and CD8+ T lymphocytes in Gastric
Cancer

HLA-G is a non-classical HLA | class antigen primarily expressed by
trophoblasts. It interacts with a variety of cells responsible for the immune
system and indicates immunosuppressive effects. HLA-G expressing tumors
are more agressive and known that these patients had a shorter survival. In
this study we investigated HLA-G expression, CD8+ T lymphocytes and
Foxp3+ regulatuar T cell numbers in patients with gastric cancer and
analyzed their relationship with clinicopathologic features

Fifty two patients with operated gastric cancer were included into the
study. immunohistochemistry was used to examine HLA-G, Foxp3 Treg and
CD8+ T lymphocytes expression.

HLA-G expression was observed in 31% (16 of 52) of gastric
carcinomas and was correlated with histologic grade, lymph node metastasis,
clinical stage of disease and histologic type. HLA-G expression was
significantly correlated with high numbers of T-regs and low CD8+ T
lymphocytes. Patients with HLA-G expression, high Treg, low CD8+ T
lymphocytes had a significantly shorter survival time. Multivariate analysis
indicated that HLA-G positive expression was an independent prognostic
factor of gastric cancer.

As a result, HLA-G expression was associated with a shorter survival,
high tumor infiltrating Treg and low CD8+ T lymphocytes in gastric cancer.
Therefore, HLA-G expression may be evaluated as a poor prognostic factor

or a good treatment target in gastric cancer.

Keywords : HLA-G, Foxp3, Treg, CD8, Gastric cancer
Author : Tolga TUNCEL M.D.
Counsellor : E. Gékhan KANDEMIR M.D. Professor
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I- GIRIS

insan Idkosit antijen-G (HLA-G) vyeni tanimlanan bir majér
histokompabilite antijenidir (MHC). Klasik olmayan sinif Ib MHC antijeni
olarak kabul edilmektedir. HLA-G’nin immunsupresif etki gosterdigi
bilinmektedir. ik kez plasentada trofoblastlardan eksprese edildigi gdsterimis
ve varliginin annenin fetusu immunolojik olarak reddetmesini engelledigi

ortaya konulmustur.

HLA-G'nin fizyolojik fonksiyonun yaninda Ozellikle jinekolojik kanserler
ve mide kanserinin de icinde bulundugu bir¢ok kanser dokusunda eksprese
edildigi ve ekspresyonun kotu sagkalimla iligkili oldugu gosterilmistir.

Tumor infiltre immuan hdcreler karsinogenezis ve kanser immunitesinde
rol oynamaktadir. Tumar infiltre lenfositlerin varliginin kanser hastasinda kotu
ve iyi prognostik bir bulgu oldugunu ortaya koyan caligmalar da vardir. Mide
kanser hastalarinda da tumor infiltre sitotoksik T lenfositlerin, dogal oldurtcu
hdcrelerin ve regulator T hucrelerin prognostik bir bulgu oldugu ortaya
konulmustur. Yine mide kanser dokusunda HLA-G ekspresyonun varligi da
saptanmigtir ve bu kotu prognostik etki gostermektedir.

HLA-G molekulinin immun supresif etkisi tumor infiltre eden
lenfositlerin varligi Uzerinden olabilir ve kotu prognostik etkisi bu yoldan

olmasi olasidir.

Bu nedenle mide kanserli hastalarda HLA-G ile Foxp3+ Treg ve CD8+
T Lenfosit ekspresyonlari arasindaki iligkiyi arastirdik ve bunun sagkalima
etkisini degerlendirdik.



Il- GENEL BILGILER

2.1. MIiDE KANSERI :

2.1.1. Epidemiyoloji :

Mide kanseri 1930’lu yillarda en sik ve o6lumcul kanserlerin basinda
yer alirken 2005 yilina kadar sikhgi giderek azalmigtir. 2008 yilinda 989,600
yeni olgu ve 738,000 6lim gdzlenmigtir (1). 2010 yilinda ABD’de (Amerika
Birlesik Devletleri) ortalama 21,000 mide kanseri tanisi konulmustur.
Bunlardan 10,570’'inde kansere bagli 6lum beklenmektedir (2). WHO’ya
(Dunya Saglik Orgiti) gére 2003 yilinda melanom disi cilt kanserleri harig
tutuldugunda dunyada en sik akciger, meme ve kolorektal kanser
gozlenmigtir. Kansere bagh olumlerden ise en sik akciger, mide ve karaciger
timorleri sorumlu tutulmaktadir. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1: WHO’nun 2003 yili kanser insidansi ve mortalite orani



Mide kanseri Avrupa’da altinci siklikta gozlenirken insidansi cografik
varyasyon gostermektedir. Dogu ve guney Avrupa’daki insidansi bati ve
kuzey Avrupa’ya gore daha fazladir.

Son birka¢ dekattir dunya genelinde mide kanseri insidansinda dusus
gOzlenmektedir. Bu dugus Helicobacter pylori (Hp), diyet ve gevresel faktorler
gibi risk faktorlerinin taninmasina baglanmaktadir (3). Bati toplumunda
proksimal yerlesimli timorler, Japonya gibi uzak dogu Ulkelerinde ise distal
yerlesimli timorler daha sik goézlenmektedir (4,5). insidansin erkek kadin
orani 1,5-1’dir. Kardiya yerlesimli mide tumorleri erkeklerde kadinlara gore
bes kat daha fazla gozlenmektedir (1). Mide kanseri gorilme orani
siyahlarda, dusik sosyoekonomik gruplarda ve gelismekte olan Ulkelerde
daha fazladir (6). T.C. Saglhk Bakanliginin 2000-2006 yillarini kapsayan
calismasina gore ise mide kanseri 4. sirada yer almaktadir. Siklik Dogu

Anadolu ve Guney Dogu Anadolu bolgelerinde artmaktadir

2.1.2. Sagkalim:

Mide kanserinde sagkalim orani insidansin yuksek oldugu ulkelerde
duguk olan Ulkelere gore daha kotudur (7). Bu durum kardiya yerlesimli
tumorlerin insidansin ylksek oldugu toplumlarda daha sik g6zlenmesinden
ve prognozunun distal yerlesimli timorlere gore daha kotu olmasindan
kaynaklanmaktadir. Sagkalimin kotu olmasinin en 6nemli sebeblerinden
biride mide kanserinin asemptomatik olmasi ve hastaligin ileri evrede
yakalanmasidir. Japonya gibi yuksek riskli Ulkelerde tarama programlari
sayesinde mortalite azalmigtir. Avrupa Ulkelerinde ve ABD’de ise mide
kanserlerinin %10’'nu erken evrede yakalanmaktadir. Bu nedenle 5 yillik
sagkalim orani dusuktir (%10-20) (8). Mide kanseri sagkalim oranlari
acisindan Avrupa’daki Ulkeler arasinda biiyiik farkhliklar vardir. ingiltere ve
irlanda’da 5 yillik sagkalim %20’nin altindadir.



Yas sagkalimi etkileyen faktorlerden biridir. Mide kanserinin kirk bes
yas altinda gorulme orani azken 5 yillik sagkalim orani %35'dir (9). Yetmis
bes yasin Uzerinde sagkalim orani ise %19°dur.

2.1.3. Etyoloji ve risk faktorleri:

a) Diyet: Yiyecek ve beslenmenin mide kanserinin gelisiminde ve
onlenmesinde 6nemli bir rolt vardir. Amerikan Kanser Arastirma Enstitisu
mide kanseri ve diyet ile ilgili 722 literaturin incelenmesi sonucunda su

sonuglara varmistir (10).

-Nisastazis yiyeceklerin Ozelliklede sarimsak ve meyvelerin mide kanserine

karsi koruyucu etkisi olduguna yonelik guglu kanitlar bulunmaktadir.

-Tuz ve tuzlanmis yiyeceklerin mide kanseri yaptigina yonelik guglu kanitlar

vardir.

-Soya veya baklagillerle selenyum iceren besinlerin mide kanserine karsi

koruyucu etkisi oldugunu gosteren sinirli kanitlar vardir.

-Tutsulenmig ve 1zgara yapilmis hayvansal gidalarin mide kanseri yaptigina

yonelik sinirl kanitlar vardir.

b) Sigara: Avrupa kanser ve beslenme prospektif aragtirma projesinde
sigara ile mide kanseri arasindaki iligki tanimlanmistir. Sigara kullanimi ile
mide kanseri gelisimi arasindaki risk orani 1.45'dir. Bu risk orani sigara
kullanim yogunlugu ve suresi ile artmaktadir. Glinde 20’den fazla sigara
tuketimi birlikte 14 glinde 5'den fazla alkol kullanimi olanlarda kardiya disi
mide kanseri geligsimi sigara kullanmayanlara gore 5 kat artmistir (11).

c) Helicobacter pylori: Hp enfeksiyonu mide kanserinde suglansa da
tek basina mide kanseri gelismesi igin yeterli degildir. llk defa 1982’de izole
edilen Hp, 1994 yilinda AICR tarafindan insan karsinojeni olarak kabul
edilmigtir (12). Hp enfeksiyonun tetikledigi inflamasyon mukozada atrofi ve
intestinal metaplaziye neden olmaktadir. Mide kanseri insidansinin yuksek
oldugu ulkelerde tipik olarak Hp enfeksiyonu prevalansi yuksektir. Gelismis



ulkelerde Hp enfeksiyonu orani dustik¢e mide kanseri insidansi azalmaktadir
(13). Hp midenin kardiya yerlesimli timorlerinde riski arttirmazken kardiya
digl tumorlerde kanser gelisme riskini 6 kat arttirmaktadir (14).

d) Obezite: Artmis vucut agirligr ve obezite mide kanseri insidansi
artisiyla iliskilidir (15). 9492 mide kanserli hasta Uzerinde yapilan meta
analizde VKI (Vicut Kitle indeksi) 25 lizerinde olanlarda kardiya yerlesimli
mide kanseri gorulme sikhigr 1.5 kat artmigtir.

e) NSAID (Non Steroidal Antiinflamatuar Drugs): Duzenli NSAID
kullanimi mide kanseri gelisimine karsi bagimsiz koruyucu faktor olarak
bulunmustur (HR:0,79) (16). Bu koruyucu etkisi HP enfeksiyonu olanlarda
daha fazladir (HR:0,52).

f) EBV (Epstein-Barr viris) : EBV enfeksiyonu birgok malignite
Ozelliklede nazofarengiyal karsinom ile iligkilidir. Korelilerin yaptigr bir
calismada 89 mide kanserli hastanin 12’sinde (%13) EBV go6zlenirken 27
kontrol grubunun higbirinde EBV’ye rastlaniimamigtir (17). Bugun dunyada
mide kanserlerinin %5-10'nu EBV’a baghdir (18). EBV ile iligkili mide
kanserlerinin farkl klinikopatolojik ozellikleri vardir. Erkeklerde daha siktir,
kardiya ve cerrahi guduk bolgesi yerlesimlidir, lenfositik infiltrasyon
gOzlenebilmektedir, daha iyi prognozludur ve buyuk c¢ogunlugu diffuz tip
histolojisindedir (19,20,21).

g) Sosyoekonomik durum: Dusuk sosyoekonomik toplumlarda distal
mide kanseri gorulme orani iki kat artmigtir. Zit olarak proksimal mide
kanserleri yuksek sosyoekonomik toplumlarda gézlenmektedir (22,23).

h) Mide cerrahisi: Mide cerrahisi gegirmis Kkisilerde 15-20 il
sonrasinda mide kanseri gelisme riskinde artis gozlenmektedir, bu risk
seneler gegctikce artmaktadir. Yapilan iki meta analizde rolatif risk yapilan
cerrahiye, lokalizasyona gore degismekle birlikte 1.5-3.0 kat artmigtir. Billroth
Il prosedurinde (gastrojejunostomi) Billroth I'e (gastroduodenostomi) gore
risk daha fazladir. Bu durum alkali safra ve pankreastik sivilari
regurjitasyonuna baglanmaktadir (24).



i) Ailevi mide kanseri: Mide kanserli hastalarin %10-15'nde aile
hikayesi vardir (25). Mide kanserli hastalarin birinci derece akrabalarinda
mide kanseri gorulme riski iki u¢ kat artmigtir.

2.1.4. Patogenez:

Mide adenokarsinomlari diffiz ve intestinal tip olmak uzere ikiye
ayrilmaktadir intestinal tip daha sik gdzlenmektedir. Morfolojisi intestinal
sistemden kaynaklanan adenokarsinomlara benzemesinden dolayr bu
sekilde tanimlanmistir. intestinal tipte kanser gelisimi icin kabul edilen
hipotezde; kronik gastrit once kronik atrofik gastrite, intestinal metaplaziye
sonrasinda displazi ve adenokarsioma dénlsmektedir (26). Ornek verilecek

olursa;

-Hp enfeksiyonu, pernisiyoz aneminin neden oldugu uzun sureli kronik
superfisiyal gastrit once kronik atrofik gastrite ve intestinal metaplaziye
donusmektedir.

-Gastrik atrofiye eslik eden parietal hucre kaybina bagl olarak asit Gretimi ve
luminal askorbik asit seviyeleri azalmaktadir. Buna sekonder olarak gastrin
seviyeleri artmaktadir buda mide epitel hucrelerini proliferasyonuna sebep
olmaktadir.

-Kronik inflamasyon ve oksidatif stres ayrica epitel hucrelerinin hasarina,
serbest radikal Uretiminde artisa, hicre donusimunde artisa ve kanser
gelisimine neden olmaktadir.

Daha az sikhkta gozlenen diffuz tip mide kanserinde ise hucreler arasi
adezyon olmamaktadir ve tumor komsu dokulari tibul ve gland formasyonu
yapmadan invaze edebilmektedir. Diffuz tip kanserlerin metastatik
potansiyelleri yUksektir, kolayca progrese olabilmektedir ve prognozalari
kotudur (27). Diffuz kanserlerde ana kanserojenik olay E-cadherin
ekspresyonunun yoklugudur. E-cadherin hucreler arasi adezyonu olusturan
ana proteindir (28). E-cadherini kodlayan CDH1 geninde olusan mutasyonlar

diffuz tip mide kanserlerin patogenezinin temelini olugturmaktadir



2.1.5. Histolojik siniflama

Adenokarsinom midenin malign timorlerinin %95’ni olusturmaktadir ve
genellikle mide kanseri terminolojisi ifade edilen midenin adenokarsinomudur.
Gastrik mukozada normal lenfoid doku bulunmamasina ragmen, mide
gastrointestinal sistem lenfomalarinin en sik gozlendigi organdir. Skuamoz
hdcreli kanser, adenoakantoma, karsinoid tumorler, leyomyosarkomlar
midenin diger tumarleridir. Midenin malign timaorleri morfolojik ve mikroskobik
Ozelliklerine gore siniflandirilirlar. Makroskobik siniflamada en sik Bormann
klasifikasyonu kullanilir. Bu siniflamaya goére mide kanserleri dort tipe
ayrilmaktadir. (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Bormann Siniflamasi

Tip | Polipoid

Tip Il Ulseratif

Tip Il Ulsero-infiltratif
Tip IV Diffiz infiltratif

Mide kanserlerinin mikroskobik siniflamasinda WHO siniflamasi
kullaniimaktadir. WHO siniflamasi tablo 2.2°de gosterilmigtir.

Mide kanserleri siniflamasinda kullanilan diger bir siniflamada Lauren
siniflamasidir. Buna gore mide kanserleri intestinal ve diffUz olmak iki gruba
ayrilmaktadir. Bu siniflama mide adenokarsinomlarini epidemiyolojik
etiyolojik ve klinik davraniglarina gore ayirmaktadir (27).



Tablo 2.2: WHO’nun mide kanserleri siniflamasi

Epitelyal timorler Non epitelyal timorler
Intraepitelyal neoplazi- Adenom Leyomyoma
Karsinom Schwannoma
Adenokarsinom Granduler hucreli tamor
intestinal tip Glomus timori
Diffuz tip Leyomyosarkom
Papiller adenokarsinom Kaposi sarkom

Tubuler adenokarsinom
Musindz adenokarsinom

Tasli yuzuk hucreli adenokarsinom  Malign lenfomalar

Adenoskuamoz karsinom Marjinal zon B hucreli lenfoma
Skuamoz hucreli karsinom Mantle hacreli lenfoma

Klguk hicreli karsinom Diffuz buyuk B hacreli lenfoma
Siniflamayan karsinom Digerleri

Digerleri

Karsinoid tiimorler

2.1.6. Tani:

Malesef erken  evredeki mide  kanserlerinin  gogu
asemptomatiktir. Tani konuldugunda hastalarin %50’si lokorejyonel safhayi
gecmistir ve lokorejyonel tumorlerin  ancak yarisina kiratif cerrahi
uygulanabilmektedir. Taninin ge¢ konulmasinin ana sebebi semptomlarin
nonspesifik olmasidir. 18,363 mide kanserli hastada en sik gozlenen
semptomlar tablo 2.3’de gdsterilmistir Cerrahi olarak kurabl mide kanserleri
daha c¢ok tarama programlarinin uygulandigi yerlerde yakalanabilmektedir.
Tarama programlari mide kanseri insidansinin yuksek oldugu Japonya,
Venezuella, Sili gibi Ulkeler disinda uygulanmamaktadir. Serum pepsinojen



testi atrofik gastrit gibi kanser geligsim riski bulunanlarda kullanilan yeni bir

tarama yontemdir (29)

Tablo 2.3: Mide kanserinde gorulen semptomlar

Semptom Oran (%)
Kilo kaybi 62
Karin agrisi 52
Bulant 34
Disfaji 26
Melena 20
Erken doyma 18
Ulser tipi agri 17

Gastrik mukozanin degerlendiriimesinde endoskopi ve radyolojik
goruntuleme yontemleri kullaniimaktadir.

Ust GIS (Gastrointesinal sistem) endoskopisi gastrik mukozayi
degerlendirmede etkili bir yontemdir. Baryumlu grafilere gore motilite, digtan
basi, luminal obstriksiyonun derecesini belilemede daha az bilgi
vermektedir. Endoskopide supheli bolgeden biyopsi alinarak tani
konulabilmektedir. Tek biyopsinin mide kanseri tanisinda sensitivitesi
%70’ken ulser sinirlarindan ve tabanindan alinan yedi farkh biyopsi ile
sensitivite %98'in Ustune gikmaktadir (30). Linitis plastika olarak adlandirilan
diffuz tip mide kanserlerinin endoskopik olarak tani konulmasi zordur. Tumor
submukoza ve muskuler tabakayi invaze etme egiliminde oldugundan
yuzeysel olarak alinan biyopsiler yanlis negatiflige neden olabilmektedir (31).
Linitis plastikaya ¢ift kontrasth baryumlu grafilerle daha rahat tani
konulabilmektedir. Baryumlu grafilerin mide kanserinde avantajlari maliyetinin
dusuk olmasi, yan etki ve komplikasyonlarinin az olmasi, sensitivitesinin
yuksek olmasidir (%85-95) (32). Ancak bu yontemle benign timorlerin malign
tumorlerden ve lenfomadan ayirimini yapmak zordur.

CEA, CA19.9 , CA72.4, CA50 gibi timor belirtegleri mide kanserinin
tanisinda yeri yoktur. CEA ve CA19.9 mide kanserli hastalarin %30-40'nda



yukselebilmektedir. Yuksek serum degerleri hastalidin ileri evrelerinde
gorulmektedir. Bugun tumor belirtegleri taramadan ziyade hastaligin
takibinde ve tedaviye yanitin gozlenmesinde kullaniimaktadir (33).

2.1.7. Evreleme:

Tedavinin planlanmasi ve prognozun belirlenmesinde evreleme c¢ok
onemlidir. Mide kanseri evrelemesinde; anatomik lokalizasyon ve lenf nodu
istasyonlarini kullanan Japon evreleme sistemi ile dinyada daha yaygin
olarak kullanilan en son 2010 yilinda Amerikan Birlesik Kanser Komitesi
tarafindan yayinlanan TNM evreleme sistemi (AJCC Cancer Staging Manual,
Seventh Edition, 2010) kullanilir (34).

Tablo 2.4: Mide kanserinde TNM Evreleme sistemi |

Primer Tiimoér (T)

TX Primer timor degerlendirilemedi

T0 Primer timér mevcut degil

Tis insutu karsinom, lamina propria invazyonu yok

T Lamina propia, muskularis mukoza, submukoza invaze
T1a Lamina propia, muskulari mukoza invaze
T1b Submukoza invaze

T2 Muskularis propia invaze

T3 Subseroza invaze, visseral periton, komsu doku invazyonu yok**

T4 Seroza (Visseral periton) veya komsu dokuya invaze
T4a Seroza (Visseral periton) invaze
T4b Komsu dokuya invaze

Lenf nodu (N)

NX Regional lenf nodu degerlendirilemedi

NO Regional lenf nodu metastazi yok

N1 Metastazli lenf nodu sayisi 1-2

N2 Metastazli lenf nodu sayisi 3-6

N3 Metastazli lenf nodu sayisi 7 ve daha fazla
N3a Metastazli lenf nodu sayisi 7-15
N3b Metastazli lenf nodu sayisi 16 ve daha fazla

Uzak Metastaz (M)

M1 Uzak metastaz yok

M2 Uzak metastaz var

10




* *Komsu dokular dalak, transvers kolon, karaciger, diyafram, pankreas, karin duvari,
bobrek ince bagirsak, retroperitondur.

* ATUimdr muskuler propia penetre edip gastrokolik, gastrohepatik ligamanlara dogru
uzanabilir. Eger visseral periton saglamsa T3, omentum ve gastrik ligamanlari 6rten
visseral periton perfore olursa T4 timor olarak degerlendirilir.

Tablo 2.5: Mide kanserinde TNM Evreleme Sistemi |l

Evre 0 Tis NO MO
Evre IA T1 NO MO
Evre IB T2 NO MO
T1 N1 MO
Evre IIA T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
Evre IIB T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
Evre IIIA T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Evre 1lIB T4b NO MO
T4b N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Evre llIC T4b N2 MO
T4b N3 MO
T4a N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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2.1.8. Tedavi:

Tedavi hastaligin evresine gore planlanir. Tedavide cerrahi,
kemoterapi, kemoradyoterapi, hedefe yonelik tedaviden olusan multi-
disipliner bir tedavi yaklagimi uygulanir.

Cerrahi tedavi, kuratif veya palyatif amaglarla yapilabilmektedir. Kuratif
cerrahide total veya subtotal mide rezeksiyonu ile birlikte bolgesel lenf nodlari
ctkariimaktadir. Total gastrektomi midenin proksimal, orta yerlesimli ve diffuz
tip kanserlerinde uygulanmaktadir (35). Distal vyerlesimli tumorlerde
uygulanan total gastrektominin subtotal gastrektomiye sagkalim agisindan
avantaj saglamadigi ve morbidite, mortaliteyi arttirdigi gozlenmigtir (36,37).
Lenf nodu disseksiyonu olarak D1, D2, D3 disseksiyon uygulanabilmektedir.
D1 diseksiyonda perigastrik, D2 disseksiyonda hepatik, sol gastrik, ¢olyak,
splenik arter ve splenik hilus bolgesindeki lenf nodlari ¢ikariimaktadir. D3
diseksiyonu ise D2 disseksiyona ilaveten porta hepatik ve periaortik lenf
nodlarinin gikarilmasidir (38). Genigletiimis lenf nodu diseksiyonunun
sagkalimi uzattigina dair birgok retrospektif yayinlar bulunsa da (39) Asya ve
bati toplumunda yapilan prospektif randomize c¢alismalarda D2
diseksiyonunun D1 diseksiyona, D3 diseksiyonun D2 disseksiyona sagkalim
avantajl sagladigi gosterilememigtir (40-42) Bunun yaninda metastatik mide
kanserinde  semptomatik amagla palyatif cerrahi girisimler de
uygulanabilmektedir.

Sadece cerrahi uygulanan hastalarda mide kanseri rekurrens riski
oldukga yuksektir. Reklrensi azaltmak icin adjuvan tedaviler denenmigtir.
Radyoterapinin adjuvan kullanimi ile yapilan iki randomize ¢aligsmada vardir.
Bu calismalarda cerrahiye ilaveten radyoterapi vermenin sagkalima katkisi
bulunamamigtir (43). Neoadjuvan radyoterapi kullanimi ile ilgili yapilan
calismada cerrahi 6ncesi radyoterapi tek basina cerrahi ile karsilastiriimistir.
iki kol arasinda sagkalim agisindan fark bulunamamistir (44).

Mide kanserinde adjuvan kemoterapi kullanimi ile ilgili otuzdan fazla

randomize c¢alisma vardir. Bunlarinin ¢ogunun sonucu olumsuz olarak
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bulunmustur. Mide kanserinde sagkalim avantajinin gosterildigi calismalar
INT-0116, MAGIC ve CLASSIC c¢aligmalaridir.

INT-0116 calismasinda cerrahi rezeksiyon uygulanan 556 hasta iki
kola ayinlmigtir. Bir grup tedavisiz izlenirken diger gruba kombine
kemoradyoterapi verilmistir. Calismaya alinan hastalarin %68’nde tumor T3-
T4’dlr ve %8%5’inde oraninda nodal tutulum vardir. 3 vyillik hastaliksiz
sagkalim izlem kolunda %31, tedavi kolunda %48’dir. Genel sagkalim tedavi
kolunda %50, izlem kolunda %41°dir. Medyan sagkalim 27 aya karsilik 36 ay
olarak tedavi kolunun lehine bulunmustur (45).

MAGIC calismasinda rezektabl 503 hasta (mide %74, distal ézefagus
%11, O0zefagogastrik bileske adenokarsinomlari %15 oraninda) tek basina
cerrahi ile cerrahi Oncesi ve sonrasi ECF (Epirubicin, Cisplatin, 5-
Fluorouracil) kemoterapisi kollarina ayrilmigtir. Tedavi kolunda izlem koluna
gore kuratif cerrahi %79’a %70 oraninda uygulanmistir. Bu galismada tedavi
genelde iyi tolere edilmis. Notropeni %23 oraninda, ciddi toksite %12
oraninda gozlenmis. 5 yillik sagkalim orani tedavi kolu lehine %36'ya %23’
olarak bulunmustur (46).

2011 ASCO’da (American Society Clinical Oncology) sunulan
CLASSIC cgaligmasinda D2 diseksiyon yapilmis evre |I-llIB hastalar izlem
koluyla XELOX (Capecitabine-Oxaliplatin) kemoterapisi kollarina ayrilmigtir.
3 yillik hastaliksiz sagkalim kemoterapi kolunda izlem koluna gore daha iyi
bulunmustur (%74,’e karsin %60).

Metastatik hastalikta uygulanan kemoterapi daha ¢ok palyasyon,
sagkalimin uzatiimasi ve yagsam kalitesinin arttirilmasi amagclidir. Ug meta-
analiz sonucunda kemoterapi en iyi destek bakim tedavisine gore hastaliksiz
sagkalmi 6 ay daha fazla sire uzattigi gorulmustur (47). Kullanilan
kemoterapi rejimlerine 6rnek olarak DCF (dosetaksel, cisplatin, infuzyonel 5-
FU), ECF (epirubisin, cisplatin, 5-FU), ELF (etoposid, 5-FU, leucovorin),
Irinotekanin cisplatin veya 5-FU kombinasyonlari verilebilimektedir.

Mide kanserinin tedavisinde son yillarda hedefe yonelik tedavi de
kullanima girmistir. Trastuzumab HER2 pozitif mide kanserinde hedef yonelik
tedavide kullanilan bir monoklonal antikordur. Mide kanserinde HER?2
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ekspresyonu ortalama %25 oraninda gozlenmektedir (48). Intestinal tipte
diffuz tip mide kanserine gore HER2 ekspresyon orani daha fazladir (%32'ye
%6) TOGA galigsmasinda FISH (florasan insitu hibridizasyon) yontemiyle
HER-2 pozitif metastatik mide kanserli hastalarda kemoterapiye trastuzumab
eklenen grupta medyan sagkalim 13.8 ay bulunurken sadece kemoterapi
alan grupta sagkalim 11.1 ay bulunmustur (49).

2.1.9. Prognoz:

Gelismis Ulkelerde son ug¢ dekattir mide kanseri insidansinda azalma
olmasina ragmen halen dunyada mide kanseri en sik gorulen kanserlerden
biridir. Prognozu koétudir ve 5 yillik sagkalim orani ortalama %20’dir (50).
Mide kanserinin evrelere gore sagkalim orani gosterilmistir (Sekil 2.2).

100 —
S0 —
o 0 —]
=
=
=
‘E 40 —|
20 —]
o
At Dx 1 2 3 a s
LA — 100.0 90.2 84.8 79.8 74.8 70.8
B — 100.0 87.4 77.9 69.9 62.7 57.4
ITA — 100.0 s82.1 67.4 57.2 50.2 as.5
g — 100.0 76.8 s8.3 46.0 28.4 32.8
IITA — 100.0 66.5 42.4 29.9 23.5 19.8
I8 — 100.0 61.6 3s5.4 22.9 17.8 14.0
IIIC — 100.0 47.4 21.8 14.2 11.0 s.2
IV — 100.0 27.0 10.0 5.6 4.5 4.0
Years from diagnosis
Data from the SEER 1973-2005 Public Use File diagnosed in years 1991-
2000. stage 1A includes 1194; Stage 1B, 655; Stage IIA, 1161; Stage
IIB, 1195; Stage IIIA; 1031; Stage IIIB, 1660; Stage IIIC, 1053; and
stage IV, 6148.
Used with the permission of the American Joint Committee on Cancer (AJCC), Chicago,
Illinois. The original source for this material is the AJCC Cancer Staging Manual,
Seventh Edition (2010) published by Springer New York, Inc.

Sekil 2.2: Mide kanserinde evrelere gore sagkalim oranlari

Cerrahi sonrasi rekurrens ana problem olup, sagkalimla iligkili oldugu
dusunulen bir¢cok prognostik faktor tanimlanmigtir.
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Mide kanserinde cerrahi sonrasi geride kalan rezidual tumor dokusu R
olarak siniflandirilir. RO’da mikroskobik veya makroskobik olarak rezidual
tumor yoktur. R1’de mikroskobik, R2’de makroskobik olarak reziduel tumor
bulunmaktadir. Rezidual tumor dokusu dnemli bir prognostik faktordar.

Diger 6nemli iki prognostik faktor lenf nodu tutulumu ile tdmorin mide
duvari boyunca penetrasyonudur. Japonya, Avrupa, ABD’den gelen birgok
raporda ileri T evresinde sagkalim daha kotu bulunmustur (51). Gegmiste N
siniflamasi lenf nodlarinin anotomik lokalizasyonlarina gore yapilmigtir. Bu
sinifamanin  prognostik 6nemi bulunsada pratik bir yontem olarak
bulunmamigtir. 1997 yilinda AJCC N degerlendiriimesini tutulan lenf nodu
sayisina gore belirlemigtir (52). Yapilan birgok ¢alismada lenf nodu oraninin
(metastatik lenf nodunun diseke edilen total lenf nodlarina orani) prognostik
faktor oldugu gorulmuastur (53).

Nadir gorulen midenin kuguk hucreli ve tagh yuzuk hucreli kanseri
diginda diger histolojik tiplerin prognostik 6nemi bulunmamigtir . Lauren
(intestinal, diffuz) siniflamasi, tumorun gradi 6nemli diger histolojik prognostik
faktorlerdir. Bormann tarafindan tanimlanan timorin  makroskobik
siniflamasinin prognostik dnemi birgok ¢alismada gosterilmistir. Bormann tip
I, Il (polipoid, ulsere kanserler) tumorlerin prognozu tip Ill, IV’e (infiltratif
kanserler) gore daha iyi bulunmustur (54).

Tumor boyutunun prognozla iligkisi tartismaliyken, tumoér volumu
prognostik olarak onemli bulunmustur. TUumoérin yerlesim bolgesi de
prognostik olarak onemlidir. Proksimal (kardiya, gastroozefagiyal) timorlerin
prognozu distal yerlesimli timorlere gore daha kotudur . Lenfatik, venoz ve
perindral invazyon kotu olarak bulunan prognostik faktorlerdir.

Maehara ve arkadaslarinin yayinladigi bir raporda invazyon derinligi,
lenf nodu metastazi, lenf nodu disseksiyonu, tumor boyutu, karaciger
metastazi, peritoneal yayllim, lenfatik ve vaskiler yayilim bagimsiz
prognostik faktor olarak bulunmustur (55).

Geng¢ yas birgok calismada kotu prognostik faktor olarak gosterilse de
bir calismada geng¢ hastalarin prognozunun yagh hastalardan farkli olmadigi
gOsterilmistir (56). Bir calismada kadin hastalarin prognozu erkeklerden daha
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iyi bulunurken diger ¢alismalar bunu desteklememigtir (57). Cogu calismada
geng hastalarda prognoz yagl hastalara gore daha kotu bulunmustur (51).
Preoperatif CEA degerleri yuksek olan hastalarin prognozu dusuk degerli
hastalara gore daha kotu bulunmustur (58).

Son dekatta birgok calismada genetik degisikliklerin mide kanseri
gelisiminde ve progresyonunda rolu oldugu gosterilmistir. Molekuler patoloji
hastaligin patogenezini anlamamiza yardimci olmasi disinda bize birgok
prognostik belite¢ tanimlamistir. Azalmig alfa catenin artmig p53
ekspresyonu lenf nodu metastazi igin prediktif bulunmustur (59). Rezektabl
mide kanserli hastalarda tumor i¢i artmig Foxp3+ Treg (Regulator T hicreleri)
ve Foxp3+/CD8+ orani kotu prognostik bulgu olarak bulunmustur (60). Yie S
ve arkadaslarinin yaptigi calismada mide kanserli hastalarda HLA-G
ekspresyonu yuksek olanlarin prognozu dusuk olanlara gore daha kotudar
(61).

2.2, IMMUN SISTEMIN TUMOR GELIiSIMINDEKI ROLU:

immiin sistem timér gelisim siirecinde ©énemli bir role sahiptir.
immiinsupresif hastalar ve immiinsiipresif tedavi géren transplantasyon
hastalarindaki malignite gorulme sikhgindaki artisin gorulmesiyle tumor-
antitimor yanit arasi iligki dikkat ¢cekmistir. Bu hastalarda Kaposi sarkomu,
Hodgkin Lenfoma gibi maligniteler artmigtir. immiin sistemin timér gelisimi
ve ona karsi defansta rol aldiginin bir diger gostergesi de TIL'rin tumor
dokusunda bulunmasidir. Meme, mide, kolon, melanoma, over, rektum
kanseri gibi bircok kanserde TIL varliginin sagkalim verileriyle birlikte oldugu
gOsterilmisgtir.

T lenfositler timore kargl immun yanitta ana hucre grubudur. CD4+ T
lenfositler aracihgr ile, CD8+ T lenfositler hedef tumor hacresinin
oldurilmesinde ana roli oynamaktadir. Timomektomi yapilan farelerde

spontan ve kimyasal uyariimig kanser gelisiminde beklenildigi kadar artis
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gorulmemigtir. Bu noktada bagka hucrelerin de rol aldigi bulunmustur. Bu
hicrelerden en iyi tanimlanani NK hicreleridir (62).

Tumore karsi immunolojik yanitta gorev alan suregler timordn immun
g6zetimini (immunosurveliance) olarak tanimlanabilir ancak timor varliginda
gelisen immunolojik olaylarin tumu bununla acgiklanamaz. Tumoére karsi
savunma yaninda immunitenin tumor gelisimini arttirici ve sekillendirici etkisi
de olmaktadir. Bu nedenle bu iki kavrami da igeren kanser
immundizenlenmesi (immunoediting) kavrami ortaya atilmistir. Kanser
immuanduzenlenmesi Ug faz icermektedir. Bunlar eliminasyon, denge ve kagis
fazidir (Sekil 2.3). HLA-G bu Ug fazin dizenlenmesinde rol almaktadir (63).

“Danger” Intrinsic tumor suppression
Transformed signals  Tymor  NKR (senescence, repair, Normal
cells * .. antigens ligands and/or apoptosis) tissue

<
Y

Carcinogens o o
Radiation o
Viral infections 0

Chronic inflammation
Inherited genetic mutations

Equilibrium Escape
S® «
@ -
. goas - oIFN-y IL-6, IL- 10 TGEB
. PD-L1 Galectin- 1
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Sekil 2.3: Kanser immiindiizenlenmesi
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2.2.1. Eliminasyon fazi:

Dogal ve adaptif immun sistemin birlikte ¢caligsarak timorin geligiminin
engellenebildigi fazdir. Normal dokular tumoral hucrelere donugurken
yuzeyinde tagidiklari tumor antijenleri, NKR ligandlari, NK hacresi,
makrofajlar, dendritik hicreler, yd T lenfositler gibi dogal immun hucreleri
aktive etmektedir. Bu hicrelerden salinan IFN- v, IL-12, perforin gibi sitokinler
tumor spesifik adaptif immun sistem yanitini kolaylastirmaktadir (64) ve

tumor hucrelerin 6limine neden olmaktadir.

Dendritik hucreler (DC) 6lG tumor dokularini temizleyip antijen sunumu
icin direne lenf nodlarina go¢ etmektedir. Daha fazla makrofaj ve NK
hdcreleri surece katilmaktadir. Bu hucrelerce sekrete edilen maddeler
tarafindan  tUmor hucreleri apopitoza yonlendirilir ya da yapilan serbest
radikaller ile tumor 6lumuU gergeklesmektedir. Lokal drenaji alan lenf nodunda
dendritik hucreler tumor antijenlerini MHC denen molekillerle beraber
lenfositlere sunmaktadir. Th1 hicrelerin aracihgr ve MHC sinif | molekdlu ile
CD8+ lenfositlere antijen sunularak CD8+ sitotoksik T Ienfositlerin uyariimasi
mumkun olmaktadir. Bu tumor spesifik immuan yanitin en 6nemli noktasidir.
MHC sinif Il molekiulu ile de CD4+ lenfositlerin surece katiimasi
saglanmaktadir (62).

2.2.2. Denge fazi:

Tumor hucre varyantlari nadir olarak eliminasyon fazinda hayatta kalir
ve denge fazina girer. Denge fazi timor immunduzenlenmesinin en uzun
fazidir, hatta yasam boyu surebilmektedir. Denge fazinda eliminasyon
fazindan farkh olarak timor hdcrelerini uyur halde bulunmaktadir. IL-12, IFN-
Yy, CD4+ ve CD8+ T lenfosit adaptif immuniteden sorumludur.
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2.2.3. immiin kagis fazi:

Bu fazda tumor hicreleri immun hicrelerin kendilerini tanimasina ve
yok etmesine kargi yetenek geligtirmistir. Artik tumor hizlica gelisip gorunar
hale gelmektedir. TUmor hucrelerinin immdn sistemden kagisi birgok

mekanizma ile olabilmektedir.

a)Tumor antijen sunumunda degisiklik yaparak immun sistemden
kacabilmektedir. Tumor antijenlerinin dendritik hucrelerce taninmasi ko-
stimulator molekulllerce basarilir. Bu molekulllerden B7-1 (CD80), B7-2
(CD86) ve CD40 genellikle tumor hucrelerince eksprese edilemezler. Bu
surecin defektif olmasi CD4 ve CD8+ T lenfositlerce taninmamasina ve
sonugta T lenfosit anerjisine neden olmaktadir (62).

b)Tumér BCL-2, STAT3 gibi anti-apopitotik = molekullerin
ekspresyonunu  arttirarak  immun  sistemin  sitotoksik  etkilerinden

korunabilmektedir.

c)VEGF, galectin, IL-10, indoleamine 2,3-dioksijenaz (IDO) gibi
inhibitor sitokinler immuan sistemde supresif etki gostermektedir. VEGF’Un in
vitro galismalarinda hemopoetik kok hucre, NFKB supresyonuyla dendritik
hidcre maturasyon ve diferansiyasyonunu inhibe ettigi gosterilmigtir. Akciger,
meme, ve bas-boyun kanserli hastalarda plazma VEGF artmisg duzeyi ile
matur dendritik hicre sayisinda azalma saptanmigtir. IL-10 dendritik hlcre
matlurasyonunu inhibe etmektedir. Baglica monositlerden sekrete edilmekle
beraber CD4+ CD8+ regulator T hucrelerin bir grubunda eksprese
edilmektedir.

d)Regulator T hacreleri ve myeloid kokenli sipreser hucreler (MDSC)
tumor hucresinin konak immun sisteminin immun yanitindan kurtulmasinda
etki gosteren lenfosit grubudur. CD4+ Treg hucreleri, CD25 ve Foxp3
eksprese ederler. Bu hucreler tarafindan salinan IL-10, TGF-B immun sistemi
indirekt olarak baskilamaktadir. Ayrica Treg direkt hicre-hticre arasi kontagi
inhibe etmektedir.
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e)NK hucre fonksiyonunda bozukluk oldugunda tumor immun
sistemden kacabilmektedir. NK hucreleri iki alt gruba ayrilmaktadir. Bunlarin
yaklasik %90’1 CD56 yuzey molekulinu dusuk duzeyde eksprese etmektedir.
Bu NK hucre grubu daha sitotoksiktir ve ylksek oranda CD16, dusuk
duzeyde CD25 eksprese etmektedir. %10 oranindaki bir NK hicre toplulugu
ise  yuksek CD25, CD56 ekspresyonu ve dusuk CD16 ekspresyonu
yapmaktadir. Bu hdcre grubu daha c¢ok IL-2 stimulasyonuna yanitta ve

immunregulasyonda gorev almaktadir.

2.3. HLA-G VE IMMUN SISTEM:

HLA-G trofoblastik htcreler, timik epitel disinda normal dokulardan
eksprese edilmemektedir. Gebelikte fetiUsun maternal hudcreler tarafindan
reddini HLA-G tarafindan saglandiginin gosteriimesinden sonra benzer
stratejiyle tUmor hucrelerinin de immun sistem tarafindan yok edilmesinin
HLA-G araciligiyla olabilecedi arastirimaya baslanmistir. HLA-G’nin
melanoma, akciger kanseri, over kanseri, mide kanseri, endometriyal kanser,
meme kanseri, kolon kanseri, mesane kanseri, mide kanseri gibi bir¢ok

kanser turiinde eksprese edildigi gosterilmigtir.

HLA-G’'nin  immunsupresif etkisini gosteren en oOnemli iki kanit
hamilelikte ve organ transplantasyonunda konagin kendinden olmayan
dokulara kargi yanit olusturmamasiyla ilgili yapilan caligmalara
dayanmaktadir. Hamilelilerde plesantal trofoblast hucreleri yiksek duzeyde
HLA-G eksprese edip anne ile fetis arasindaki immuin reaksiyonu
engellemektedir. invitro fertilizasyonda implatasyonun basgari sansini
gOstermede ¢ozunur (soluble-s) HLA-G kullaniimaya baslanmistir (65).

HLA-G non-klasik (klas Ib) MHC klas | molekuludur. HLA-G geni 6nci
kromozoma lokalizedir, diger MHC klas | molekullerine benzer oOzellikler
gOsterse de ekspresyon paterni, peptit baglayici bdlgeleri, immunolojik
fonksiyonlari farkhdir. HLA-A, HLA-B ve HLA-C gibi MHC klas la molekullerin
tumorde ekspresyonlari genellikle azalmigtir. Bu da kanser gelisiminde

20



cesitli MHC molekullerinin farkli ekspresyon paternlerinin sorumlu oldugunu
gostermektedir (66).

HLA-G’'nin dort membrana bagli (mHLA-G), u¢ soluble (¢ozunebilir
SsHLA-G) olmak uzere toplam yedi farkli izoformu vardir. Malign timorlerde
membrana bagl formlara ilave olarak sHLA-G’ninde plazma seviyeleri
yuksektir. Bu bulgular HLA-G’nin immun yaniti hiacrelere direkt temas ve
sekrete edilen sHLA-G vasitasiyla duzenledigini gostermektedir. Klinik
calismalar serum, effizyon gibi vucut sivilarinda tespit edilen monomerik ve
dimerik sHLA-G'nin  mHLA-G’ye benzer biyolojik fonksiyon tasidigini
gostermektedir. Buda bize bazen tumor dokusunda HLA-G boyanmasi
gosterilemese de  sekrete edilen sHLA-G vasitasiyla tumordin immun
sistemden kagabilecegini ortaya koymaktadir.

2.3.1. HLA-G ekspresyonunun duzenlenmesinde etkili faktorler:

Tumor hucrelerinde HLA-G ekspresyonunun duzenlenmesiyle ilgili
mekanizmalar karigiktir. Epigenetik ve hipoksi, stres, hormon, sitokin, viral
enfeksiyon gibi gevresel faktorler bu dizenlemede gorevlidir.

HLA-G gen transkripsiyon aktivitesi DNA metilasyonu ve histon
asetilasyonunu igeren cis-akting epigenitik mekanizmasiyla olmaktadir (67).
HLA-G ekspresyonu dusuk olarak kualture edilmis tumor hucreleri histon
deasetilaz inhibitori veya DNA demetilasyon ajanlari ile tedavi edildiginde
HLA-G ekspresyonu artmaktadir. Hipoksi inducible factor 1 (HIF 1) hipoksik
ortamda salgilanmaktadir. HLA-G ve birgok genin ekspresyonunun
regulasyonunda gorev almaktadir. Gazit ve arkadaslari hipoksiye bagh EBV
donustirdugu B hlcre serilerinde HLA-G ekspresyonunu arttigini
gOstermigtir.  Buda onkojenik viruslerin hipoksiyle iligkili HLA-G up-
regulasyonunda rolunun oldugunu gostermektedir (68).

Tumor infiltre eden lenfositler tarafindan salgilanan sitokinler timaorun

mikro ¢evresini zenginlestirmektedir. TUmor hdcrelerini infiltre eden sitotoksik
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T lenfositler tarafindan salgilanan granulosit makrofaj koloni situmulating
faktor (GMCSF) ve interferon gama tumor hacrelerinde HLA-G
ekspresyonunu arttirmistir. Ayrica tumor hucrelerinden salgilanan IL-10
parakrin ve otokrin mekanizmalarla HLA-G ekspresyonunu arttirmaktadir.
HLA-G ayrica immun hadcrelerden IL-10, IL-4 ve IL-3’Un ekspresyonunu
arttirmaktadir. IL-10 ekspresyonunun yuksek oldugu tiumorlerde antitumor
yaniti dusuktur (69).

Indoleamin 2,3 dioksijenaz (IDO) esansiyel aminoasit olan triptofani
tuketerek immun hacrelerin fonksiyonu bloke etmektedir. Plasenta ve tumor
dokusunda gozlenen IDO ve HLA-G ekspresyonu tumorun immuansistemden
kagmasini ve fetise karsi annenin toleransini saglamaktadir. 1 metil
kriptodan IDO fonksiyonunu bloke ederek HLA-G’nin tumor dokusundaki
ekspresyonunu arttirmaktadir (71).

2.3.2. HLA-G’nin immiinstipresyon mekanizmalari:

Tumor gelisimindeki en o6nemli hicreler sitotoksik T Lenfositler,
makrofajlar ve NK hiicreleridir. immiinoterapi tedavisindeki ilk calismalar
tumor spesifik sitotoksik T Lenfositlere yonelik yapiimistir. Preklinik ve klinik
calismalarda T hiucre bazh yaklagimlar bugine kadar c¢ok basarili
olamamigtir. Cunku tumor klonlarinin immun sisteminden kagmaya yonelik
yetenekleri vardir. Buda tumorun rekirensi ve dnceki immunoterapiye direng

gelisimiyle sonuglanmistir.

Tumoran immun sistemden kagisinda mekanizmalardan biride HLA-G
ekspresyonudur. HLA-G’nin LILRB1 (LIR1/ILT2/CD85J olarak bilinir) LILRB2
(LIR2/ILT4/CD85) ve KIRK2DL4 (killer cell imunoglobin-like receptor
,CD158D) gibi I6kosit immunoglobin benzeri reseptorlerle iligkisi vardir (70).
LILRB1 ve LILRB2’nin T ve B hucreleri, makrofaj, myeloid dendritik hicreler
(DC) ve NK hucrelerinin yuzeyinde immunoreseptorleri bulunmaktadir. Bu
ligandlara baglandiginda immun hucreleri baskilayabilmektedir. Ayrica
KIR2DL4 killer cell inhibitor ailesindendir ve HLA-G bu reseptdre baglanarak
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NK aracilikli sitolitik aktiviteyi bloke etmektedir. Bu immunglobin benzeri

reseptorler diger HLA klas | ligandlarla etkilesse de en fazla HLA-G'ye
afinitesi vardir.

HLA-G baglayici ligandlar, sitoplazmik tirozin benzeri inhibitdr reseptor
tasimaktadir. HLA-G bu reseptdre baglaninca protein tirozin fosfotazi aktive
eder inhibitor kaskadi baglatir. Bunun sonucunda immudn sistemde gorevli
hdcreler ve bunlarin salgiladiklari sitokinler azalir. TUmor immunolojisi kanser
hdcreleri ile immun hucrelerin tumor mikrogevresinde kompleks diyaloglarini
icermektedir. HLA-G’nin T lenfositler, NK hicreleri, DC, B Lenfositler
arasindaki iliski sekilde gosterilmistir (Sekil 2.4).

Membrane- [mmune HLA-G effects
bound HLA-G effector cells  on effector cells

T cells via LILRB1, LILRB2

(+) Fas/FasL induced apoptosis
Th2 cytokine production

(-) Th1 cytokine production

NK cells via LILRB2, KIR2DL4
(+) Fas/FasL induced apoptosis

Dimeric
e Th2 cytokine production
HLA-E expression
Cancer cells -~ VEGF production

(-) Th1 cytokine production

DC cells via LILRB1, LILRB2

(+) Cytokines for Ts cell induction

(-) Antigen presentation
expression of B7.1 and B7.2
IL-12 and CCRT production

Dimeric

Monomeric

B cells via LILRB1, LILRB2

(+) Fas/FasL induced apoptosis
Th2 cytokine production

form HLA-G (-) Th2 cytokine production

Sekil 2.4: HLA-G ile NK, DC, B ve T Lenfositler arasinda iligki
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2.3.3. HLA-G ve T Lenfositler arasindaki iligki:

Hucre bagimh imunite antijen sunan hudcrelerin spesifik CD4+ T
hdcrelerini aktive etmesi ile baglar. Aktive CD4+ T hucreleri CD8+ T
hdcrelerini sitotoksik T hucrelerine donugsturtr. Fakat tumor hucreleri HLA-G
eksprese ettiklerinde T hicre bagimli tumor rejeksiyonu olmaz. Yapilan
calismalarda HLA-G pozitif veya HLA-G transfer edilmis tumor hucreleri
CD4+ T hacreleri tarafindan daha az taninir ve CD8+ T hdcreleri tarafindan
daha az sitolize edilir. HLA-G bagmh T hicre immunitesinin
inaktivasyonunda birgcok mekanizma sorumludur. HLA-G ile CD4+ T hucreleri
arasinda LILRB1 ve LILRB2 reseptorleri tUzerinden IFN-y, IL-2, TNF-a gibi T-
Heper 1 (Th1) sitokinlerin Uretimini azaltirken IL-3, IL-4 ve IL-10 gibi T-helper
2 (Th2) sitokinlerin Uretimin arttirir. Bunun sonucunda sitotoksik T hucreleri
inaktive olur ve anti-tumor antikor Uretimi azalir (72). sHLA-G ayrica CD8 T
lenfositlere baglanarak Fas/FasL yolagi Uzerinden apopitozusu arttirir. HLA-
G’nin T hdcrelerinde hiacre siklusunun G1 fazindan G2/M fazina gegisini
bloke ettigi gosterilmigtir. HLA-G’'nin immunsupresif regulator T hucrelerini
arttinnp immun tolerans gelistirdigi bircok c¢alismada gdsterilmistir. Treg
hdcreleri T hiucre aktivasyonunu bloke eder, T hucre 6lumune neden olup
baslangigta immun baskilamaya neden olsa da uzun donemde immun kagis
ve toleransa neden olur. Son olarak HLA-G ekspresyonu sitotoksik T hucre
iligkili ~ sitolizi HLA-E ve CD94/NKG kompleksi Uzerinden bloke
edebilmektedir. Butun bunlar immun yanitin kalkmasina ve tumaor hicrelerinin

T hucre saldirilarindan korunmasina neden olmaktadir (73).

2.3.4. HLA-G ve NK hiicreleri arasindaki iligki:

NK hacreleri periferik kandaki lenfositlerin %3-5"ni olusturur ve malign
donusume ugrayan hucrelerin tespit edilip eliminasyonundan sorumludur. NK
hdcrelerinin ¢ogu sitoplazmalarinda buylk granul bulundurmaktadir ve
sitotoksik etkilerini spesifik antikor olmadan gosterebilmektedir. Perforin ve
granzim bu granullerde bulunur ve hedef hicreyle karsilastiklarinda ortama
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salinir. Perforin hedef hicrede endozomal trafigi bozarken, granzim hedef
hdcre igine girer ve bu hucrenin apopitoza ugramasini aracilik eder. FasL ve
TRAIL (TNF-related apopitosis-inducing ligand) NK hucrelerinden eksprese
edilir. Bunlar tumor hucresinin reseptorlerine baglanarak hedef hucrenin

apopitoza ugramasini saglamaktadir.

NK hucrelerinin aktivitesi Uzerinde bulunan inhibe ve aktive edici
reseptorler araciligiyla olmaktadir. HLA-G LIR-2 ve KIR2DL4 reseptorleri
araciligiyla  NK hucrelerinin inhibe eder. Ayrica HLA-G HLA-E'’yi attirip
indirekt olarak NK aracilikl sitolizi bloke edebilmektedir (74).

2.3.5. HLA-G ve DC arasindaki iligki:

Lokalizasyonuna gore farkli olarak adlandirilabilen DC (derideki DC
Langerhans hucreleri olarak adlandirilir) lenfoid organlarin T bagimli
bdlgelerinde daha bol bulunur. Mono nukleer hucrelerin %0,1-1'ni olusturur.
immiin sistemin énemli bir pargasini olusturan DC antijen sunumunda
gorevlidir. Normalde immaturddr. Viras, bakteri, fungus ile temas ettiginde
matur DC hdcrelere donusur. Yardimci hucrelerdir, antijenlerin islenip T
hdcrelerine sunumunda gorevlidir. Primer T hucresine bagimh bagisiklik
yanitinin olusmasinda en etkili htcrelerdir (75).

HLA-G, DC hacreleri, LILRB1 ve LILRB2 reseptorleri Gzerinden bloke
ederler. Bunun sonucunda MHC klas Il sunum yolagi ve CD80, CD86
salinimi bloke olur. DC hucrelerdeki kemokin reseptor CCR7 ekspresyonu
ve IL-12 uretimi inhibe edilir. Batun bunlarin sonucunda DC maturasyonu
olmaz, aktivasyonu ve tumor antijenine kargi situmulasyon gergeklesmez
(73).

2.3.6. HLA-G ve B Lenfositler arasindaki iligki:

B hucreleri edinsel bagisiklikta ana rolu oynamaktadir. Antijen,

anormal hucrelere karsi antikor yapimindan sorumludur. HLA-G ile B
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hdcreleri arasinda direkt iliski tanimlanmamistir. Muhtemelen B hucrelerinin

yuzeyinde bulunan LILRB1 ve LILRB2 uzerinden etkilesim olabilmektedir.

2.3.7. HLA-G ekspresyonuna karsi tedavi secenekleri:

Yapilan birgok c¢alismada HLA-G eksprese eden tumorlerin
progonozlari daha koétu bulunmustur. Bundan dolayr kanser hastalarinda
HLA-G'nin tedavide o6nemli bir hedef olabilecegi dusunulmustar. HLA-G
immun supresif etkisini gosterdigi lenfosit immunglobin benzeri reseptorlere
kargi antikorlar tedavide kullaniimigtir. Kanser hucrelerine FasL karsi antikor
uygulandiginda Fas/FasL yolagr Uzerinden HLA-G’nin inhibitor etkisini
ortadan kaldirabilmektedir.

5-aza-2’-deoxycytidine kanser hastalarinda epigenetik terapide
kullanilan demetilizasyon ajandir. Bu hastalarda HLA-G ekspresyonu artip
tumor hacreleri konagin immun sisteminden kagabilmektedir. Malignitelerde
immunoterapide kullanilan IFN HLA-G ekspresyonunu arttirarak immun
kacisa neden olmaktadir (73).
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ll- GEREG VE YONTEM

Bu calismaya mide kanseri nedeniyle hastanemizde opere olmus,
tibbr  onkoloji  kliniginde tedavi ve takibi yapilan hastanemiz patoloji
laboratuvarinda patoloji preparatlari bulunan hastalar alinmigtir. Hastalarin
patoloji preparatlart HLA-G, Foxp3, CD8+ T lenfosit caligmasi igin
immunhistokimyasal analiz yapilmigtir. Hastalarin klinik ve patolojik bulgulari
hastane otomasyon sistemi, patoloji ve tibbi onkoloji klinik kayitlari
arastirilarak elde edilmigtir.

Mide kanserinde HLA-G, Regulatuvar T hucre ve CD8 T lenfosit
birlikteliligi ve tumor hicrelerinin immun sistemden hangi mekanizmayla
kagtigi daha once hi¢ galisilmamistir. Bu galismada HLA-G ekspresyonu,
Treg hucreleri ve CD8 T lenfosit sayilarinin genel sagkalima etkisi ve
patolojik bulgular ile arasindaki iligki arastirilmigtir.

Retrospektif bu tez calisma icin Gulhane Askeri Tip Fakultesi
Ankara’'nin 29.04.2011 tarih ve 1491-1490-11/1539 sayil yazisi ile etik kurul

onay! alinmistir.

3.1.1. Olgu seg¢imi:

Bu tez galismasina GATA Haydarpasa Egitim Hastanesinde 2003-
2010 yillari arasinda mide kanseri tanisi konmus hastalar alindi. Calismaya
alinan hastalar, mide kanseri nedeniyle opere olmus hastalar idi. Hastalarin
higbiri operasyon dncesi kemoterapi ve radyoterapi tedavisi almamigti. Alinan
patolojik orneklemelerin hepsi primer olarak mide dokusundan alinmigti.
Metastatik bolgeden 6rnekleme yapilan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Bu
sartlara uyan ve hastanemiz patoloji servisinde patoloji bloklari bulunan 52
hasta calismaya alindi. Evreleme sistemi olarak 2010 yilinda Amerikan

Birlesik Kanser Komitesi tarafindan yayinlanan ve halen gecgerliligini koruyan
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TNM Evreleme Sistemi (AJCC Cancer Staging Manual, Seventh Edition,
2010) kullanildi.

Tibbi onkoloji klinigi kayitlarindan ve hastane otomasyon sisteminden
hastalarin yasg, grad, histolojik tip, uygulanan cerrahi tip, lenf nodu tutulumu,
tutulan lenf nodu sayisi, tumor ¢api, evre, tani tarihi, son kontrol tarihi, 6lum

tarihi gibi parametreler kaydedildi.
3.2. immiinohistokimyasal inceleme:

Caligmaya alinan hastalarin patolojide mevcut olan, formalignle fikse
edilmis ve parafine gomulmus (formalign-fixed and paraffin-embedded:
FFPE) dokulan (parafin bloklari), patoloji arsivinden ¢ikarildi. Mide
rezeksiyon vakalarinda tumor alani iceren en uygun 1 ya da 2 parafin blok
segildi. Asagida belirtilen sekilde immunohistokimyasal uygulama yapildi.

* Mikrotom ile tumdrden dokusuna ait parafin bloktan ve normal dokuya
ait parafin bloktan “poly-L-Lysine” ile kaplanmis lam Gzerine 4 mikron
kalinhginda kesitler alindi.

* 56 *C derece etuvde bir gece boyunca bekletilerek deparafinize edildi.

* Deparafinizasyon isleminde 3 kez 10’ar dakika ksilen ve ardindan 3
kez 10’ar dakika alkolde bekletme seklinde devam edildi.

* Lamlar distile su ile yikandi.

* Antijen geri kazanimi i¢cin 90 ml distile suya 10 ml EDTA buffer
solusyonu eklenerek hazirlanan solusyon kullanildi.

» Kesitler bu solusyon igerisine konularak mikrodalga firinda 700 watta 2
kez S’er dakika ve 350 watta 2 kez 5’er dakika olmak Uzere kaynatildi.

* Kesitler disarida oda sicakligina gelinceye kadar 20 dakika bekletildi.

* Distile su ile yikanan lamlardaki kesitlerin etrafi reaktiflerin kesit disina
tasmasini engellemek icin hidrofobik kalemle ile ¢izildi.

* Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini dnlemek igin kesitler Uzerine
%3’lUk hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilip 20 dakika beklendi.

* Fosfat tampon solusyonunda (PBS) 10 dakika bekletilen lamlarin

uzerine antikor blokaji i¢in Ultra V Blok ( “Blocking Reagent-ultra v

28



blok, Labvision) damlatildi ve 10 dakika bekletildi. Sonra solisyon lam
Uzerinden uzaklastirildi.

* Oda 1sisinda, nemli ortamda 60 dakika sure ile Foxp3 (Abcam, 1:300)
HLA-G (Abcam, 1:100) CD8 (Abcam 1:100) antikoru ile inkiibe edildi.

* PBS solusyonunda 10 dakika bekletildi.

* Sekonder antikor (“Biotinylated goat Anti-polyvalent,Labvision”)
solusyonu damlatildi ve 20 dakika bekletildi ve PBS ile yikandi.

» “Streptavidin peroksidaz” (Labvision) damlatildi ve 20 dakika bekletildi,
ardindan PBS ile yikandi.

* Kromojen ile inkube edildi. (UltraVision Detection System Large
Volume AECSubstrate System) 15 dakika bekletildi.

* Distile su ile yikanan lamlar Mayer's Hematoksilen soliusyonunda 30
saniye tutularak zit boyama yapildi.

*  Musluk suyunda yikandi.

* Lamlar “Aqueus medium” ile kapatildi.

3.1.2. immunoreaktivitenin degerlendirilmesi:

Batin patolojik bloklar hastalarin klinikopatolojik 6zelliklerini  ve
sonuglarini  bilmeyen patolog tarafindan incelendi. Calismaya alinan
vakalarin Foxp3 ekspresyonu boyanma paterninin skorlanmasinda Yie ve
arkadagslarinin (76) yaptigi calismadan yararlaniimigtir. Buna goére Foxp3
pozitif boyanma orani en yuksek olan mikroskop sahasina bulundu. Bu
sahada Foxp3 boyanan hucre sayisi 5 den fazlaysa tumor infiltre Treg sayisi
yuksek 5 den dusuk ise tumor infiltre Treg sayisi az olarak raporlandi. CD8
boyanma paternini belirlemede CD8 boyanma orani en yuksek olan
mikroskop sahasindaki pozitif boyanan hicre sayisi kullanildi. Pozitif
boyanan hucre sayisi 5'den fazlaysa CD8 boyanma sayisi yuksek 5 den
dusuk ise CD8 boyanma sayisi az olarak rapor edildi. Tumor dokusu ve
normal mide dokusu HLA-G ile boyandi. HLA-G ekspresyonu var yada yok
olarak kaydedildi.
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3.2. ISTATIKSEL ANALIZ:

Tum istatistiksel analizler icin SPSS 19.0 (SPSSFW, SPSS Inc.,
Chicago, IL., USA) istatistik paket programi kullanildi. Klinokopatolojik
ozellikler ile immunhistokimyasal boyanma arasindaki iligki Pearson ki kare
testi ile bakildi. Genel sagkalimi Kaplan Meier metodu, sagkalim farkhliklar
log-rank testi ile belirlendi. Parametrelerin sagkalim uzerine toplu halde
etkilerinin incelenmesinde cox regresyon analizi kullanildi. P<0,05 degeri

anlamli alarak kabul edildi.
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IV- BULGULAR

4.1. Hastalarin demografik ve klinik ozellikleri :

Calismaya mide kanseri nedeniyle 2003-2010 vyillan arasinda
klinigimize muracaat eden ve opere olmus 52 hasta alindi. Hastalarin genel
Ozellikleri tablo 4.1’de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Hastalarin demografik 6zellikleri

Ozellikler Sayi Ozellikler Sayi
Yas (Yil) Lenf Nodu
En buyuk 87 Pozitif 26
En kuguk 33 Negatif 26
Ortanca 63 Cerrahi Tip
Cinsiyet Total 34
Kadin 21 Subtotal 18
Erkek 31 Evre AJCC 7th
Histolojik Grad Evre | 4
lyi 10 Evre Il 15
Orta 24 Evre IlI 23
Koétu 18 Evre IV 10

4.2. Mide kanserli hastalarda HLA-G ekspresyonu :

HLA-G’nin varhgi immunohistokimyasal boyanma ile gosterildi (Sekil
4.1). Caligmaya alinan hastalarin patolojik bloklarinin hi¢birinde normal mide
dokusunda HLA-G ekspresyonu saptanmadi (Sekil 4.2). 52 hastanin
16'sinda (%31) tumor dokusunda HLA-G (+) olarak boyandigi saptandi. 36
hastada (%69) HLA-G ekspresyonu olmadigi goruldu.
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Sekil 4.1: HLA-G ile immunhistokimyasal (+) boyanma

Sekil 4.2: HLA-G ile imunhistokimyasal (-) boyanma

4.3. HLA-G ekspresyonunun klinikopatolojik parametreler ve
sagkalimla iligkisi:

HLA-G ekspresyonunun mide kanserinde rolinu belirlemek igin yas,
cinsiyet, grad, lenf nodu tutulumu, histolojik tip, evre gibi bircok
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klinikopatolojik parametreyle arasindaki iligski arastirildi (Tablo 4.2). Histolojik
grad, nodal tutulum, histolojik tip, evre ile HLA-G ekspresyonu arasinda
istatiksel olarak anlamli bir birliktelik bulundu. HLA-G ile yas yada cinsiyet
arasinda ise istatiksel anlamli bir iligki saptanmadi.

Tablo 4.2: HLA-G'nin klinkopatolojik 6zellikler ile arasindaki iligki

HLA-G
Klinikopatolojik ozellikler Sayir Negatif Pozitif P degeri

Yas
<63 26 19 7 0.48 (AD)
263 26 17
Cinsiyet
Erkek 31 19 12 0.13 (AD)
Kadin 21 17
Nodal Tutulum
Var 26 14 12 0.01
Yok 26 22
Histolojik Grad
lyi+Orta 34 29 5 0.001
Koti 18 7 11
Histolojik Tip
Diffuiz 19 9 10 0.01
intestinal 33 27
Evre AJCC 7th
[+l 19 17 2 0.01

H+1Vv 33 19 14

AD: Istatiksel olarak anlamli degil

60 aylik takip periyodunda 52 hastanin 29'unda (%56) kansere bagl
o0lum gozlendi. HLA-G’nin prognostik dnemini belirlemek igin tek degiskenli
(Kaplan Meier) analiz yapildi. HLA-G ekspresyonu gozlenen mide kanserli

hastalarin sagkalimi ekspresyonun gozlenmedigi hastalara goére daha
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kotuydl ve bu istatiksel olarak anlamliydi (P=0.008) (Sekil 4.3). HLA-G
ekspresyonu olan hastalarda medyan sagkalim 14 aydi. HLA-G ekspresyonu
gozlenmeyen hastalarin medyan sagkalim ise 47 aydi.

HLA-G ekspresyonunun sagkalima etkisi

1.0+ -+

0.8 ‘

HLA-G
ekspresyonu
Mvar

yok
—— var-censored
yok-censored

0.6 4

0.47

Kimiilatif sagkalim

0.27

0.0

I 1 T 1
.00 20.00 40.00 60.00 80.00

Sagkalim suresi (ay)

Sekil 4.3: Tumor dokusunda HLA-G ekspresyonunun sagkalim Gzerine etkisi

Cox regresyon analizinde HLA-G ekspresyonunun ve evrenin
bagdimsiz prognostik faktorler oldugu bulundu. Yasin, cinsiyetin, CD8+ T
lenfosit ve Foxp3+ Treg hucrelerin sayisal miktarinin, ise prognostik 6nemi
olmadigi saptandi (Tablo 4.3)
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Tablo 4.3: Cox regresyon analizi

Degisken P HR %95 ClI

HLA-G 0.012 2.662 1.242-5.723
Foxp3 0.73 2.088 0.934-4.670
CD8 0.94 0.475 0.199-1.134
Yas 0.234 0.629 0.294-1.349
Cinsiyet 0.560 1.266 0.573-2.798
Evre 0.041 2.012 1.112-3.715

4.4. Mide kanser dokusunda Treg ve CD8+ T lenfositlerin varligi
ve sagkalimla iligkisi:

Mide kanserli hastalarin tumoér dokusunda Foxp3+ boyanan Treg
hicre sayisi ¢cok ve az olarak sekil 4.4 ve 4.5'de gosterildi. 52 hastanin
yarisinda Treg hicre sayisi az diger yarisinda Treg hicre sayisi ¢ok olarak
bulundu. Tumor dokusunda Treg hicre sayisi yuksek olan grubun sagkalimi
Treg hdcre sayisi az olana gore daha kotuydu ve bu istatiksel olarak
anlamliydi (P=0.034) (Sekil 4.6). Treg sayisi yuksek olan grubun medyan

sagkalimi 14 ay, Treg sayisi az olan grubun medyan sagkalimi ise 47 ay idi.

Sekil 4.4: Foxp3+ boyanan Treg hlicre sayisi ¢gok



Sekil 4.5: Foxp3+ boyanan Treg hlicre sayisi| az

FOXP3 ekspresyonunun sagkalima etkisi

1.0

0.8
E
©
X (.64
o
b FOXP3
0.= Jaz
; ~ ok
—] 4+~ az-censored
= .
£ 0.4 —+— cok-censored
E=1
X

0.2

0.0

T T T T T
.00 20.00 40.00 60.00 80.00

Sagkalim suiresi (ay)

Sekil 4.6: Mide kanser dokusunda Treg varliginin sagkalima etkisi
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Tdmor dokusunda CD8+ T lenfosit hiicre sayisi az ve ¢ok olarak sekil
4.7 ve 4.8'de gosterildi. Yirmi dort (%46,2) hastanin timoér dokusunda CD8+
T lenfosit hiicre sayisi ¢ok , yirmi sekiz (%53,8) hastanin CD8+ T lenfosit
hicre sayisi az olarak bulundu. CD8+ T Lenfosit hlicre sayisi az olanlarin
sagkalimi ¢ok olanlara gore kotuydlu ve bu istatiksel olarak anlamliydi
(P=0.043) (Sekil 4.9). CD8+ T lenfosit hicre sayisi ¢ok olan grubun
medyan sagkalimi 65 ay, CD8+ T lenfosit hicre sayisi az olan grubun

medyan sagkalimi ise 15 ay idi.

Sekil 4.7: CD8+ T lenfosit hiicre sayisi ¢ok

Sekil 4.8: CD8+ T lenfosit hiicre sayisi az
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CD8 ekspresyonunun sagkalima etkisi

0.8+

0.6
1 CD8
= ekspresyonu
J laz

cok
0.4 —— az~-censored
L cok-censored

Kiumiulatif sagkalim
1

0.27

0.0

1 I 1 I 1
.00 20.00 40.00 60.00 80.00
Sagkalim suresi (ay)

Sekil 4.8: CD8 ekspresyonunun sagkalim egrisi

4.5. Mide tumor dokusunda HLA-G ile Treg ve CD8+ T lenfosit
birlikteligi:

Mide kanserinde HLA-G ekspresyonun, Treg hucre sayisi
yuksekliginin, CD8+ T lenfosit sayisi dusuklugunun kotlu prognostik faktor
olduklari bulunduktan sonra HLA-G ekspresyonuyla tumor infilire Treg ve
CD8+ T Lenfositler arasindaki iligki arastirildi.

HLA-G ekspresyonu olanlarda tumor infiltre Treg hucre sayisi daha
fazlaydi ve bu istatiksel olarak anlamliydi (P=0.01). HLA-G ekspresyonu ile
CD8+ T lenfosit arasindaki iliskiye bakildiginda HLA-G ekspresyonu
olanlarda CD8+ T lenfosit hlicre sayisi daha dusuktu ve bu istatiksel olarak
anlamliydi (P=0.041)
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V- TARTISMA

HLA-G normalde timik epitel ve trofoblastik hucrelerden eksprese
edilen ve 1998 vyilinda ilk defa melanomda tespit edilen MHC sinif Ib
proteindir. Bugun birgok solid ve hematolojik malignitede HLA-G ekspresyonu
saptanmigtir. Normal dokuda nadiren ekspresyonu gozlenir. HLA-G ¢bézundr
halde veya membrana bagh olarak eksprese edilebilir. Kanserde ekspresyon
oranlari %0 ile %100 arasinda degisebilmektedir. Mol hidatiformda %100
oraninda  eksprese edilirken, uveal melanomlarda  ekspresyon

gOzlenmemisgtir.

Kanserde immunsuUpresyon ve tumor kagis mekanizmalari oldukca
karigik, kompleks bir suregtir. HLA-G’nin immunsupresyonda rol aldigini
gOsteren birgok calisma vardir. Yie ve arkadaslari HLA-G ekspresyon orani
yuksek olan mide kanserli hastalarin immun sistemden kagtigini ve
prognozunun kot oldugunu bildirmiglerdir (61). Du ve arkadaslari mide
kanserli hastalarda HLA-G ekspresyonu gosterenlerin immunsistemden Treg
uzerinden kacabilecegini goOstermiglerdir. (77) Mide kanserinde tumor
hdcrelerinin immun sistemden hangi mekanizmayla kactigi tam olarak
belirlenememigtir. Calismamizda mide kanserli hastalarda HLA-G'nin
Foxp3+ Treg , CD8+ T lenfositler Uzerindeki etkisi aragtirildi.

Bu calismada Elliott L.R. ve arkadaslarina benzer sekilde tumor
dokusunda HLA-G ekspresyonu izlenirken normal mide dokusunda
ekspresyon gozlenmemistir (63). Paul ve arkadaslari melanomlu hastalarin
primer ve metastatik lezyonlarinda HLA-G ekspresyonu saptarken saglikl cilt
dokusunda ekspresyonun olmadigini gostermislerdir. Midenin benign
adenomlarinda ve normal mide dokusunda ekspresyonunun gozlenmemesi
HLA-G’nin malign degisimde oldukga yuksek spesifik bir belirte¢ oldugunu
gOstermektedir. Calismamizda mide kanserli hastalarin %30,8'nde HLA-G
ekspresyonu gozlendi. Du ve arkadaglari hastalarin %35'nde, Eliott ve
arkadaglari hastalarin %58’nde, Yie ve arkadaslari ise hastalarin %73’'nde
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HLA-G ekspresyonu saptadilar. Mide ve diger kanser tiplerinde farkli
ekspresyon oranlarinin elde edilmesi tumor biyolojisindeki ve HLA-G
antijeninin  tespit edilmesinde  kullanilan  yontem  farkliliklarindan
kaynaklanabilir.

Bu caligmada HLA-G ekspresyonu ile mide kanserinin evreleri
arasinda istatiksel olarak anlamli iligki bulundu. Evre |-l hastalarin %10’unda,
evre llI-IV hastalarin ise %42’sinde immun boyanma goézlendi. Mide kanserli
hastalarin evresi arttikgca ekspresyon sikligi artiyordu. Ayrica HLA-G
ekspresyonu ile tumorun nodal durumu, histolojik gradi, histolojik tipi
(intestinal, diffuz) gibi klinikopatolojik 6zellikler arasinda iligki bulundu. Yas,
cinsiyet gibi faktorlerle ise iligki saptanmadi. Benzer sekilde He ve
arkadaslarn da meme kanserli hastalarda HLA-G ekspresyonuyla tumorin
nodal tutulumu, boyutu, evresi arasinda iligski oldugunu gostermislerdi. Yie ve
arkadaslarinin yaptiklari g¢alismada kolorektal kanserli hastalarda HLA-G
ekspresyonu ile histolojik grad arasinda korelasyon saptamiglardi. Kleinberg
ve arkadaglari ise meme kanserinin gradi ve evresi artttkga HLA-G
ekspresyonunun arttigini  bildirdiler (78). Kanserlerin agresifligi arttik¢a
ekspresyonun artmasi agresif timorlerde genetik instabilitenin artmasinin

sonucu olabilir.

Ayrica He ve arkadaslari mide kanserli hastalarda HLA-G ekspresyon
orani yuksek olanlarin diguk olanlara gore sagkaliminin daha kotu oldugunu
bildirmiglerdi. Cai ve arkadaglari HLA-G ekspresyonu gozlenen HCC
(Hepatocellular carcinoma) hastalarda nuksin daha erken gozlendigini ve
genel sagkalimlarinin daha kisa oldugunu bildirmiglerdir (79). Bizim
calismamizda HLA-G ekspresyonu gozlenen mide kanserli hastalarin genel
sagkalim surelerinin ekspresyon olmayanlara gore daha kisa oldugu goruldu.
Tek ve ¢ok degdiskenli analizlerde HLA-G'nin lenf nodu tutulumu, evre, CD8,
Foxp3+ Treg hucreleri gibi sagkalim avantaji gosteren faktorlerden bagimsiz
prognostik faktor oldugunu bulundu. Son yillarda HLA-G ekspresyonunun
kanserlerde kotu prognoz bulgusu olmasi disinda hastaligin nuks ve
takibinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Sayed ve arkadaslari sHLA-G’nin
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meme kanserli hastalarin niUks ve metastazlarin saptanmasinda
kullanilabilecegini gostermislerdi. Bir baska calisma sHLA-G ylksek olan
noroblastom hastalarinda nukslerin daha erken oldugunu tespit etmigtir. Cao
ve arkadaslan plazma sHLA-G’nin kolorektal, mide, akciger, 6zefagus
kanserlerinin tanisinda kullanilabilen bir belirte¢ oldugunu gostermigdir (80).
Batlin bunlar HLA-G ekspresyon durumunun tumorlerde kotl prognostik bir
belirte¢ oldugunu desteklemektedir.

Tumor infiltre lenfositler (TIL) konagin kansere kargi gosterdigi immun
yanitin gostergesidir. Solid tumorlerdeki TIL'in ¢cogu CD3+ T-Lenfosit
fenotibindedir. Bunlar CD4+ Treg ve CD8+ sitotoksik T Lenfositler olarak
ayrilmaktadir. CD4+ CD25+ Treg hucreleri T hucre bagimh immunitenin
duzenlenmesinde rol almaktadir. Treg hucreleri yuzeylerinde CD25, CD103,
OX-40, CTLA-4 gibi bircok antijen tagsimamaktadir. Foxp3, CD4+ CD25+
Treg hucrelerini gosteren en onemli belirtectir (60). Bizde Treg hucrelerini
belirlemede Shen ve arkadaslarinin yaptigi calismadaki gibi Foxp3'u
kullandik. Calismamizda normal mide dokusunda Foxp3+ Treg hucrelerinin
ekspresyonu gozlenmedi. Foxp3+ Treg hucreleri immunsistemin kanser
hdcresini taniyip yok etmesini engelleyen tumor infiltre lenfositlerdir. Andre M
ve arkadaslari ¢oklu analizler sonucunda meme kanserinde Foxp3+ Treg
hdcre sayisinin bagimsiz prognostik faktor oldugunu gostermislerdir. Foxp3+
Treg hucre sayisi dusuk olan meme kanserli hastalarin yuksek olanlara gore
genel sagkalimin daha iyi oldugunu bulmusglardir (81). Shen Z ve arkadaglari
rezekte edilebilir mide kanserli hastalarda Foxp3+ Treg sayisi dusuk olan ve
Foxp3+/CD8 orani yuksek olan hastalarin prongozunun daha iyi oldugunu
gOstermiglerdir. Bizde Du L ve arkadaslarina benzer sekilde Treg hucre
sayisI yuksek olan mide kanseri hastalarinda prognozu daha kotu bulduk. Du
L ve arkadaslari mide kanser hucre kulturlerinde HLA-G’nin direkt hucre
temasi yoluyla Foxp3+ Treg Ienfositlerin ekspresyonunu arttirdigini
gosterdiler. Caligmamizda immunohistokimyasal olarak HLA-G ekspresyonu
olan hastalarda Foxp3+ Treg Lenfosit sayisinin daha yuksek oldugunu
bulduk. Buda HLA-G’nin tumor infiltre Treg hdcre Uzerinden kanser

hdcrelerinin immunsistemden kacabilecedi savini desteklemektedir. Li F ve
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Xin W birgok tumorde tumor infiltre Treg hicre sayisi artisinin kotl prognozla
iligkili oldugunu ve Treg hucreleri hedef alan ilaglarin kanser
immunoterapisinde kullanilabilecegini gostermislerdir (82).

Tumor hdacreleri siklikla lenfosit ve makrofojaj gibi inflamatuvar
hdcreler tarafindan infiltre edilir. CD8+ sitotoksik T lenfositler tumor
hdcrelerinin ortadan kaldiriimasinda rol oynayan inflamatuvar hicrelerden
biridir. Kuaguk hucreli akciger kanseri, uveal melanom, endometriyum,
O0zefagus, kolon kanseri gibi birgok kanser tipinde CD8+ T Lenfosit varliginin
iyi prognozla iligkili oldugu gosterilmigtir. Calismamizda tumor infiltre CD8+ T
lenfosit sayisi yuksek olan mide kanserli hastalarin genel sagkalimi dusuk
olana gore daha iyi bulundu. HLA-G ekspresyonuyla CD8+ T lenfosit
sayisindaki yukseklik arasinda istatiksel olarak anlamli iligki vardi. HLA-G
ekspresyonu olanlarda CD8+ T lenfosit sayisi daha azdi. Bu da mide kanserli
hastalarda HLA-G’nin CD8+ T lenfositleri azaltarak immun sistemden
kagmasini saglayabilecegini dugindurmektedir.

Bu tez galismasinin bazi limitasyonlari vardir. Calismamizda HLA-G
ekspresyonu immunohistokimyasal olarak gosterlimis olup mRNA dizeyinde
calisiimamigtir. Hasta sayisi ¢ok yuksek olmamakla beraber istatiksel anlama
ulasan verilere ulagilmigtir. Bunun yani sira HLA-G molekalu igin inhibitor
reseptor tagsiyan NK hucreler teknik nedenlerle galisiimamistir.

Sonug olarak mide kanser hastalarinin %30'nda HLA-G ekspresyonu
saptanmigtir ve Kkotu prognozla iligkilidir. HLA-G ekspresyonunun evre,
histolojik grad, lenf nodu tutulumu, histolojik tip gibi parametrelerle birlikteligi
vardir. Yine HLA-G ekspresyonu olan mide timorleri hastalarda Treg hucre
sayisi fazlayken CD8+ T Lenfosit sayisi azdir.

HLA-G molekulunun mide kanser hastalarinda prediktif prognostik bir
faktor olarak kullaniimasi ve mide kanser tedavisinde bir hedef oldugunu
ortaya konulabilmesi i¢in daha ileri galigmalara gereksinim vardir.
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VI- SONUG VE ONERILER

1) HLA-G normal mide dokusunda eksprese edilmezken mide kanser
dokusunda %30 oraninda eksprese edilmektedir. HLA-G ekspresyonu mide
kanserli hastalarda kotu prognozla birliktedir. HLA-G ekspresyonu ile evre,
lenf nodu tutulumu, histolojik grad, histolojik tip arasinda istatiksel olarak

anlaml iligki vardir.

2) Foxp3+ Treg hucre orani ylksek olan mide kanser hastalar koti
prognozla birliktedir.

3) CD8+ T lenfositlerin sayisal olarak dusuk oldugu tumdrlerin prognozu
daha kotuddar.

4) HLA-G ekspresyonu olan hastalarda tumor infiltre Treg hucre sayisi daha
yuksek, CD8+ T lenfosit sayisi daha azdir. Bu HLA-G’nin mide kanserinde
tumor hicrelerini immun sistemden Treg hucreleri arttirip CD8+ T lenfositleri

azaltarak kacabilecedi literatur verilerini desteklemektedir.

5) HLA-G molekuld mide kanser hastasinda prognostik bir belirtectir ve
kanser tedavisinde bir hedef olabilir.
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