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OZET

Amac: Mide kanseri tiim diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite sebebidir.
Bugiine dek yapilan ¢aligmalarda mide kanserinde histopatolojik 6zelliklerinin ve
tiimori infiltre eden lenfositlerin belirlenmesinin prognoz tayininde kullanilabilecegi
gosterilmistir.  Calismamizda evre I-III opere mide kanserinde tani aninda
histopatolojik ozelliklerin ve timori infiltre eden lenfositlerin saptanmasi ile hem
genel sagkalimin, hem de hastaliksiz sagkalimin 6ngoriilebilmesini ve ayni zamanda

bu patolojik belirteglerin tedavi yanitina etkisini belirlemeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza S.B.U. Haydarpasa Numune SUAM’ nde
evre I-III mide kanseri tanisi alan, opere edilen ve onkoloji polikliniginden takipli
hastalar dahil edildi. Bu hastalarin patoloji arsivindeki parafin bloklarindan tiimdriin
merkezini ve invazif simirmi igeren uygun kesitler alindiktan sonra histopatolojik
Ozellikler ve timori infiltre eden lenfositler incelendi. PD-1+, PD-L1+, CD3+ ve
CD8+ T lenfositlerin sayimi yapildi. Hem tiimoriin merkezinde hem de invazif
sinirinda  ayr1 ayri yogunluklari belirlendi. Daha sonra bu hastalarin onkoloji
poliklinigindeki dosyalar1 incelendi. 3 yillik takiplerinde hastalarin genel sagkalim,
hastaliksiz sagkalim ve verilen tedaviye yanitlari ile histopatolojik o6zelliklerin ve
tiimorii infiltre eden lenfositlerin iligkisi analiz edildi. Sonug¢ olarak elde edilen
patolojik verilerin evre I-III opere mide kanserinde prognostik ve prediktif onemi

degerlendirildi.

Bulgular: Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi: mide kanserinin genel 6zellikleri
ile uyumluydu. CD3, CD8, PD-1 ve PD-L1 in tiimoriin merkezinde veya invazif
marjinindeki infiltrasyon oranlari ile sagkalim arasinda anlamli iligki bulunamadi.
Sadece PD-L1 infiltrasyonunun diisiikk yogunlukta olmasinin sagkalimi olumlu yonde
etkiledigi goriildii. Immiin hiicrelerin ikili, {icli ve dortlii kombinasyonlar: ile
olusturulan immiinskorlardan; CD3+PD-1 ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskorlar ile
sagkalim arasinda anlaml iligki saptandi. Tiimori infiltre eden lenfositler ile tedavi

yanit1 arasinda korelasyon saptanmadi.

Sonu¢: Toplam 95 hasta ile yapilan bu g¢alismada tiimori infiltre eden
lenfositlerden CD3+PD-1 ve CD3+CD8+PD-L1 kombinasyonlarinin prognostik

degeri oldugu gosterildi. Immiinskor ile evre birlikte degerlendirildiginde; evrenin



azalmasmin ve immiinskorun yiikselmesinin sagkalimi pozitif yonde etkiledigi

saptandi.

Anahtar Kelimeler: immiinskor, mide kanseri, timdorii infiltre eden lenfositler
(TIL)
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ABSTRACT

Aim: Gastric cancer is a cause of morbidity and mortality all over the world.
In studies conducted to date, it has been shown that histopathological features and
detection of tumor infiltrating lymphocytes can be used in the determination of
prognosis in gastric cancer. In our study, we aimed to gather information about
predicting both overall survival and disease-free survival by detecting
histopathological features and tumor-infiltrating lymphocytes at the time of diagnosis
in stage I-111 operated gastric cancer, as well as determining the effects of these

pathological markers on the treatment response.

Materials and Methods: Patients diagnosed with stage I-111 gastric cancer in
S. B. U. Haydarpasa Numune SUAM, operated on and followed up in the oncology
outpatient clinic were included in our study. After taking appropriate sections
containing the center and invasive margin of the tumor from the paraffin blocks in the
pathology archive of these patients, histopathological features and lymphocytes
infiltrating the tumor were examined. CD3+, CD8+, PD-1+ and PD-L1+ T
lymphocytes were counted. Their separate densities were determined both in the center
of the tumor and at the invasive margin. Then, the files of the patients in the oncology
outpatient clinic were reviewed. The relationship between histopathological features,
tumor infiltrating lymphocytes and overall survival, disease-free survival, response to
treatment were analyzed in the 3-year follow-up of the patients. As a result, the
prognostic and predictive significance of the pathological data obtained in stage I-111

operated gastric cancer was evaluated.

Results: The age and gender distribution of the patients were compatible with
the general characteristics of gastric cancer. No significant correlation was found
between the infiltration rates of CD3, CD8, PD-1 and PD-L1 at the center or invasive
margin of the tumor and survival. It was observed that only the low intensity of PD-
L1 infiltration had a positive effect on survival. Immunoscores formed by double,
triple and quadruple combinations of immune cells; a significant correlation was found
between CD3+PD-1 and CD3+CD8+PD-L1 immunoscores and survival. There was

no correlation between tumor infiltrating lymphocytes and treatment response.

Conclusion: In this study which was conducted with a total of 95 patients, it
was shown that CD3+PD-1 and CD3+CD8+PD-L1 combinations from tumor

Xii



infiltrating lymphocytes have prognostic value. When the immunoscore and the stage
are evaluated together; it was determined that the decrease in the stage and the increase

in the immunoscore affected the survival positively.

Key Words: Gastric cancer, immunoscore, tumor infiltrating lypmhocytes
(TIL)
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1. GIRIS VE AMAC

Mide kanseri tiim diinyada siklikta goriilen bir kanser tiirtidiir. Tiirkiye de ise
erkeklerde 5., kadinlarda 6. siklikta goriiliir (1). Erken evrelerde non-spesifik belirtiler
gostermesi sebebiyle genellikle zor tani alir, bu ylizden prognozu oldukg¢a kotii

seyretmektedir.

Mide kanseri tanisi alan hastalarda, prognozu belirlerken ve buna gore tedavi
karar1 verirken uluslararas: gegerliligi olan TNM siniflandirmasi: kullanilmaktadir.
Ancak yapilan ¢alismalar ayni evredeki hastalarda hastaligin seyrinin, yayiliminin ve
niiks oraninin farkl: olabildigini gostermektedir. Bu sebeple, klinik degerlendirmede
hastalarin prognozunu belirlemede ek parametrelerin kullanilmas: giindeme gelmistir.
Tlimori infiltre eden lenfositlerin varliginin prognozu belirlemedeki 6nemini gosteren
cok gesitli calismalar yapilmistir. Biitiin bu ¢alismalar sonucunda tiimérii infiltre eden
lenfositlerin tipinin (CD3+, CD8+, PD-1+, PD-L1+ gibi), dansitesinin ve
lokasyonunun (timdr merkezi, invazif timor sinirt gibi) prognoz belirlemedeki en
onemli belirtecler oldugu goriilmiistiir (2). Ozellikle kolorektal kanserler basta olmak
tizere bir¢ok farkli kanser tiirinde immiin hiicre yaniti-prognoz iliskisi ¢alismalar
yapilmis ve benzer olumlu sonuglar elde edilmistir (3). Bu ¢aligmada histopatolojik
ozelliklerin ve tiimori infiltre eden lenfositlerin opere mide kanserinde genel
sagkahimla, rekiirrensiz sagkalimla iliskisinin irdelenmesi amaglanmigtir. Bir diger
kolda, tedavi alan hastalarda tiimorii infiltre eden lenfositlerin oranina gore tedaviden
fayda gérme veya gormeme durumlarimi da analiz edilerek adaptif immiin yanitin
prediktif degeri olabilecegini ve tedavi karari verirken kullanabilecegini gostermek

hedeflenmistir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalarda 6zellikle kolorektal kanserler basta olmak
tizere birgok kanser tiiriinde tan1 aninda belirlenen histopatolojik 6zelliklerin ve
timorli  infiltre eden lenfositlerin sagkalim agisindan Ongoriicii  olabilecegi
gosterilmigstir (3). Yine kolorektal kanserlerde tiimori infiltre eden lenfositlerin
yerlesimleri ve yogunluklar: ile tedaviye yanit arasinda anlamli iliski oldugunu 6ne
stiren ¢aligsmalar yapilmistir (4). Calismamizin 6zgiin degeri; mide kanseri hastalarinda
histopatolojik 6zelliklerin ve tiimorii infiltre eden lenfositlerin prognostik degerinin
yani sira hastalarin tedaviye yanitin1 6ngoriicii etkisinin yani prediktif degerinin de

incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MiDE KANSERI

2.1.1. Mide Kanseri Insidansi ve Epidemiyolojisi

Mide kanseri ilk olarak eski Misir'da hiyeroglif yazitlarda ve el yazmalarinda
M.O. 3000 yillarinda tanimlannugstir. 1760-1839 yillari arasinda Italya'nin Verona
sehrinde toplanan verileri kullanarak yapilan kanser insidansi ve mortalitesinin ilk
biiyiik istatistiksel ¢alismasi; mide kanserinin en yaygin ve en mortal seyirli kanser
oldugunu gostermistir. Giiniimiize gelene kadar o6nemli cografi, etnik ve
sosyoekonomik farkliliklar gostermesine ragmen mide kanseri en 6nemli kanserlerden

biri olmaya devam etmektedir.

Mide kanseri tim dinyada sik goriilen ve 6lim orani oldukga yiiksek
kanserlerden biridir. Yalnizca 2020 yilinda diinya ¢apinda 1 milyondan fazla yeni
vakadan ve 780.000 6liimden sorumlu tutulmaktadir (Sekil 1) (5).

Lung

Breast
A 2261419 (11.7%) B
Other cancers

1796144 (18%)
Lung Other cancers
2206771 (11.4%) 3557 464 (35.7%)
8275743 (42.9%) Colorectum
1931 590 (10%)
Oesophagus
604100 (3.1%)

Cervix uteri Liver Oesophagus Breast
604127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544076 (5.5%) 684996 (6.9%)

Colorectum
935173 (9.4%)

Prostate Prostate
1414259 (7.3%) 375304 (3.8%)

Liver
830 180 (8.3%)

Stomach
768 793 (7.7%)

Stomach Pancreas
1089 103 (5.6%) 466 003 (4.79%)

Total: 19 292 789 cases Total: 9 958 133 deaths

Sekil 1: A. Tiim diinyada 2020 yilinda her iki cinste, tiim yaslarda yeni vakalarin sayisi
(5), B. Tiim diinyada 2020 y1linda her iki cinste, tiim yaslarda 6liimlerin sayisi (5)

Tirkiye’de ise niifus artisina paralel olarak yillik yeni tani alan kanser hasta
sayist da artmaktadir. 2020 yilinda Tiirkiye niifusu 84.339.067 iken, yillik yeni
kanser vaka sayis1 233.834 ve kansere bagli yasam kaybi sayis1 126.335 olarak
bildirilmistir. 2020 yilinda iilkemizde en sik goriilen ilk 5 kanser tiirii, akciger
kanseri, meme kanseri, kolorektal kanser, prostat kanseri ve tiroid kanseridir. Mide

kanseri ise 6. sirada gelmektedir (Sekil 2).



Lung
41264 (17.6%)

Breast
24175(10.3%)
Other cancers

114 078 (48.8%) Colorectum

21191 (9.1%)

Prostate
19444 (8.3%)

Thyroid
13 682 (5.9%)

Total: 233 834

Sekil 2: Tirkiye’de 2020 yilinda her iki cinste, tiim yaslarda yeni vakalarin sayisi (5)

Mide kanseri insidansi cografi bolgelere gore farklilik gostermektedir. Dogu
Asya, Dogu Avrupa ve Giiney Amerika'da en yliksek oranlarda goriilirken, Kuzey

Amerika ve Afrika'nin baz1 bolgelerinde en diisiik oranlarda goriilmektedir.

Mide kanseri riski yasla birlikte artar. En sik 5. dekatta gortilmektedir. 2014 ve
2018 yillar1 arasinda mide kanseri vakalarinin %2 si 34 yasinin altinda, %38 i 35 ile
64 yaslar1 arasinda, %60 1 ise 65 yasinin tizerinde gorilmiistiir (6). Erkeklerde mide

kanseri goriilme olasiligi kadinlardan iki kat daha fazladir (7).

2.1.2. Mide Kanserinde Risk Faktorleri
Mide kanseri heterojen ve yaygin bir grup hastaliktir. Cesitli genetik ve
cevresel etkenler gelisiminde rol oynayabilmektedir. Vakalarin ¢ogu sporadiktir.

Yaklasik %10 kadarinda ailesel gecis goriilebilmektedir (8).
Mide kanserinde risk faktorii olan etmenler asagida siralanmistir:

e Yas ve cinsiyet

e A kan grubu

e Aile &ykdsii (birinci derece akrabalarda mide kanseri dykiisii olmasi)
e Helicobacter pylori enfeksiyonu

e Epstein-Barr viriis enfeksiyonu

e Pernisiydz anemi

e Sigara i¢imi

e Alkol tuketimi



o Obezite

e Nutrisyonel sebepler (yiiksek tuz tiikketimi, diisiik A ve C vitamin alimu,
titstilenmis gida tiiketimi, yetersiz sebze-meyve ve lif alimi)

e Genetik mutasyonlar (ailesel gastrik kanserler, herediter non-polipozis
kolon kanserleri, familyal adenomat6z polipozis sendromu, Li-
Fraumeni sendromu, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlari)

e Predispozan durumlar (adenomatdz gastrik polipler, kronik atrofik
gastrit, displaziler, intestinal metaplazi, menetrier hastalig1)

e Mesleki maruziyet (lastik, kauguk sanayisinde ¢alisanlar, komiir

iscileri)

2.1.3. Mide Kanserinin Smiflandirilmasi

Mide kanserlerinin %95 ini adenokarsinomlar olusturur. Geri kalanlar ise
lenfoma, yass1 hiicreli karsinom, karsinoid tiimor, leiyomiyosarkom gibi daha nadir

goriilen tiimorlerdir.

Mide kanserleri makroskobik siniflandirilmasinda en sik Borrmann siniflamasi
kullanilir. Morfolojik 6zelliklere gore yapilan Borrmann siniflamasina gore tiimorler
polipoid (tip 1), tlseratif (tip I1), Glsero-infiltratif (tip 111) ve diffiiz infiltratif (tip 1V)
olarak 4 gruba ayrilmistir (9).

Lauren tarafindan 1965 yilinda yapilan siniflandirmaya gére mide kanserleri
histolojik 6zelliklerine gore intestinal ve diffiiz olmak tizere ikiye ayrilmistir (10).
Vakalarin %70 i intestinal, %25 i diffiiz, %5 i ise mikst tiptedir. Diffliz tipte mide

karsinomlari, intestinal tipte mide karsinomlarina gore daha kotii prognozludur.

Mide kanserinin histolojik derecelendirilmesi ise; GX: Degerlendirilemeyen,
G1: lyi diferansiye, G2: Orta derecede diferansiye, G3: Az diferansiye ve Gé4:
Andiferansiye seklinde yapilmaktadir.

2.1.4. Mide Kanserinde Klinik Belirti ve Bulgular

Mide kanseri erken evrelerde genellikle asemptomatik seyretmektedir. Ancak

ileri evrelerde belirti ve bulgu verdigi i¢in tedavisi olduk¢a gii¢ ve mortalitesi yliksek

4



bir kanser tiiriidiir. Tan1 aninda en sik goriilen belirtiler kilo kayb1 ve karin agrisidir
(11). Daha az siklikla mide bulantisi, disfaji (yutma giicliigii), erken doyma hissi,
karinda sigkinlik gibi sikayetler de goriilebilmektedir. Ayrica hastalar kitleden kanama
olmast sonucu okiilt veya asikar gastrointestinal kanama klinigi ile de
basvurabilmektedir. Melena veya hematemez hastalarin %20 sinden azinda

goriilebilmektedir (11).

Hastalar ayrica uzak metastatik hastaligin belirti veya bulgular1 ile de
bagvurabilirler. Metastatik hastaligin en sik goriildiigii bolgeler karaciger, periton ve

bolgesel olmayan veya uzak lenf nodlaridir. Daha az yaygin olarak, yumurtaliklar,

beyin, kemik, akciger, plevra veya yumusak doku metastazlari olusabilir.

Lenfatik yayilimi olan hastalarda fizik muayenede sol supraklavikiiler lenf
nodu (metastatik hastaligin en sik fizik muayene bulgusu olan Virchow nodiilii)
saptanabilir (12). Ayrica periumblikal bolgede nodiil (Sister Mary Joseph nodiilii) veya
sol aksiller lenf nodu metastazi (lrish nodiili) da ortaya c¢ikabilir. Gastrik
karsinomlarin overlere metastazi (Krukenberg tiimorii) ya da rektouterin ve
rektovezikal mesafeye metastazi [rektal veya vajinal muayenede kitle, Blumer rafi
(13)] da goriilebilmektedir.

Mide kanserlerinde laboratuvar tetkiklerinde gizli kanamaya sekonder gelisen
demir eksikligi anemisi goriilebilir ve gaitada gizli kan pozitifligi saptanabilir. Ayrica
mide kanserli hastalarda serumda CEA, CA125, CA 19-9, CA 72-4 ve AFP seviyeleri

farkli oranlarda yiikselebilmektedir.

2.1.5. Mide Kanseri Tam

Erken evre mide kanserlerinin ¢ogu asemptomatiktir. Gelisen semptomlarin
nonspesifik olmasi sebebiyle tam1 ge¢ konulmaktadir. Gastrik mukozanin
degerlendirilmesinde  endoskopi  ve radyolojik  goriintileme  yontemleri

kullanilmaktadir.

Mide kanserinde kesin tani histopatolojik olarak konur. Bu sebeple iist GIS
endoskopisi, biyopsi 6rnegi alinarak timdriin histopatolojik incelenmesine olanak

sagladigindan en duyarl ve anlamli teshis metodu olarak kabul edilir.



Endoskopik ultrasonografi (EUS) mide kanserlerinde evrelemede
kullanilabilmektedir. EUS ile gastrointestinal sistemin farkli katmanlar1 daha hassas
sekilde ayirt edilebilir ve bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilebilir. Ayrica, EUS
esliginde ince igne aspirasyonu araciligiyla siipheli lezyon veya lenf nodu

orneklerinden patolojik inceleme yapilabilir (14).

Radyolojik incelemeler mide kanseri tanisi i¢in genellikle gerekli degildir.
Bilgisayarli tomografi (BT), Manyetik Rezonans Goriintiilleme (MRG) ve Pozitron
Emisyon Tomografi (PET-BT) ¢ogunlukla tan1 konulduktan sonra evreleme amagl
kullanilabilmektedir. FDG pozitif hastalarda metabolik yanitin gosterilmesi ile

tedaviye yanitin takibinde FDG PET-BT kullanilabilir (15).

2.1.6. Mide Kanserinde Evreleme

Mide kanserinde evreleme yapilmasi, optimal tedavinin diizenlenmesine
olanak saglar ve prognozu 6ngordiiriicii niteliktedir. Amerikan Ortak Kanser Komitesi
(AJCC) ve Uluslararas1 Kanser Kontrol Birligi (UICC) tarafindan ortaklasa gelistirilen
TNM evrelemesi tiim diinyada en yaygin kullanilan evreleme sistemidir. En son 2017

de 8. baskis1 yayinlanmistir (Tablo 1, Tablo 2).

TNM evrelemesinde; timor ‘T ile, lenf nodu ‘N’ ile, ve metastaz ‘M’ ile
kodlanmustir. T tiimor invazyonunu ve ¢apini, N pozitif lenf nodunu géstermektedir
(16). Biiyiik kurvatur, biiylik omentum, gastroduodenal, gastroepiploik, pre-pilorik,
antrum ve pankreatikoduodenal kiiclik kurvatur, kiiclik omentum, sol gastrik,
kardiyodzefagial, common hepatikler, ¢6lyak, hepatoduodenal, bilateral pankreatik ve
splenik lenf nodlar1 (pankreatikolienal, peripankreatik, splenik) bolgesel lenf
nodlaridir. Diger intraabdominal lenf nodlar1 (hepatoduodenal, retropankreatik, portal,

mesenterik, and paraaortik) uzak metastaz sayilir (17).



Tablo 1: Mide Kanserinde AJCC/UICC TNM Evreleme Sistemi |

Primer Tiimor (T)

TX
TO
Tis

T1

Tla
T1b
T2
T3

T4
T4a
T4b

Primer tiimdr degerlendirilemiyor
Primer tiimdr kanitt yok

Karsinoma in situ: Lamina propria invazyonu olmadan
intraepiteliyal timor

Timoériin  lamina propria, muskularis mukoza ya da
submukoza iggali

Tlimoriin lamina propria veya muskularis mukoza isgali
Tlimoriin submukoza isgali
Tiimdriin muskularis propriayi isgali

Tlimoriin visseral periton veya komsu yapilara invazyonu
olmadan subserdz bag dokusuna yayilimi

Tiimor seroza (visseral periton) ya da komsu yapilara invaze
Tlimoriin seroza (visseral periton) invaze

Tiimor komsu yapilara invaze

Bolgesel Lenf Diigiimleri (N)

NX
NO
N1
N2
N3
N3a
N3b

Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor
Bolgesel lenf nodu metastazi yok

1 ile 2 Bolgesel lenf nodu metastazi

3 ila 6 bolgesel lenf nodu metastazi

7'den fazla bolgesel lenf nodu metastazi
7-15 bolgesel lenf nodlarina metastaz

16 veya daha fazla bolgesel lenf metastazi

Uzak Metastaz (M)
Mx
MO
M1

Uzak metastaz varlig1 degerlendirilemiyor
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz var




Tablo 2: Mide Kanserinde AJCC/UICC TNM Evreleme Sistemi 11

EVRE IA T1 NO MO EVRE IB T2 NO MO
T1 N1 MO
T3 NO MO T4a NO MO
EVRE IIA T2 N1 MO EVRE IIB T3 N1 MO
T1 N2 MO T2 N2 MO
T1 N3 MO
T4a N1 MO T4b NO MO
EVRE A T3 N2 MO EVRE I1IB T4b N1 MO
T2 N3 MO T4a N2 MO
T3 N3 MO
T4b N2 MO
EVRE IIC  T4b N3 MO EVRE IV M1(Uzak metastaz)
T4a N3 MO

2.1.7. Mide Kanserinde Tedavi

Mide kanserinde tedavi hastaligin evresine gore planlanmaktadir. Tedavi
secenekleri endoskopik tedavi, cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik

tedavi ve immiinoterapiden olugsmaktadir.

Erken evre mide kanserlerinin bir alt grubunda endoskopik olarak RO
rezeksiyon yapilmaktadir. Endoskopik tedavi, hastanin tiim midesini ve iyi bir yasam
kalitesini korumasini saglayan minimal invaziv bir tedavi yontemidir. Kullanilan ana
endoskopik teknikler; endoskopik mukozal rezeksiyon (EMR) ve endoskopik
submukozal diseksiyon (ESD) dur (18).

Cerrahi tedavi, kiiratif veya palyatif amaclarla yapilabilmektedir. Kiiratif

tedavide tiimoriin yerlesim yerine gore total veya subtotal gastrektomi



uygulanabilmektedir. Palyatif tedavi ise daha ¢ok metastatik mide kanserlerinde

semptomlar1 gidermek ve yagam kalitesini yiikseltmek amaciyla yapilmaktadir.

Kemoterapide tedavi se¢ciminde tiimoriin tipi ve evresi, hastanin genel durumu,
tedavinin riski, performans statiisii ve hasta istegi géz oniinde bulundurulmalidir.
Kemoterapide kullanilabilecek ajanlar 5-fluorourasil (5-FU), kapesitabin, oksaliplatin,

sisplatin, karboplatin, paklitaksel, dosetaksel, irinotekan ve antrasiklinlerdir (18).

Immiin sistemde 6nemli kontrol noktalar1 olan CTLA-4, PD-1 ve de PD-L1 i
hedef alan monoklonal antikorlar ve inhibitorler, kemoterapi ve radyoterapi gibi diger

standart tedavilerle kombinasyon seklinde kullanilabilmektedir (19).

2.2. TUMORU INFILTRE EDEN LENFOSITLER (TiL)

Kanser gelisimi ve ilerlemesinde immiin sistemin rolii ¢ok eski yillardan beri
bilinmektedir. Immiin sistem, degisime ugramis neoplastik hiicreleri sayica artmadan
once taniy1p yok ederek kanser gelisimine engel olmaya calisir. Kanserin immiin
diizenlenmesi eliminasyon, denge ve kagis olmak tizere ii¢ fazdan olusur. Eliminasyon
fazi aslinda immiin gozetim fazidir. Immiin sistemin, degisime ugrayan hiicrelerin
gelisimini engellemesi ve timor hiicresine doniismeden yok etmesi immiin gozetim
(immiin siirveyans) olarak adlandirilir. Bu fazda tiimor hiicreleri immiin sistem
tarafindan yok edilir. Eliminasyon fazindan kacan tiimdr hiicreleri denge fazina ulagir.
Denge fazinda immiin sistem hiicreleri tiimdr hiicrelerine karsi savasir. Bunun
sonucunda ya tiimor hiicreleri yok edilir, ya timdr hiicreleri ve immiin sistem hiicreleri
bir stire aym sekilde kalir, ya da tiimor hiicreleri immiin sistemden kacarak kacis
fazinda ilerler. Kagis fazinda tiimériin progresyonu séz konusudur. Immiin sistemi
baskilayan veya immiin sistemden kacan tiimor hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde

biiyiimeye baslar ve metastaz yaparak ilerler. Béylece malign hastaliklar olusur (20).

Timorler genellikle T ve B lenfositler, NK hiicreler, makrofajlar, dendritik
hiicreler, nétrofiller, eozinofiller ve mast hiicreleri gibi immiin hiicreler tarafindan
infiltre edilmektedirler. Bu hiicreler timor icinde degisken bir sekilde dagilim
gosterirler ve gesitli sitokinler, kemokinler, inflamatuar ve sitotoksik mediatorler ile
etkileserek tiimore karst yanit olustururlar. Tiimér hiicresinde bulunan mutasyona

ugramis veya asir1 eksprese edilen proteinler, mutasyona ugramis onkogenler, timor



supresor genler veya onkojenik virtisler antijenik etki gosterirler. Bu tiimor

antijenlerine kars1 T hiicre yaniti, kanser immiinolojisinin temelini olusturur.

Bagisiklik sistemi hiicrelerinden olan lenfositlerin tiimér dokusunda
bulunmasi, immiin sistemin tiimdr gelisiminde ve tiimore karst savunmada rol aldigini
gostermektedir. Bu lenfositler tiimorii infiltre eden lenfositler (TIL) olarak
isimlendirilmistir. ilk baslarda TIL’ in kanser hiicrelerinde kronik inflamasyonu
gosterdigi distiniilmiis ancak daha sonra prognoz ile iliskisi oldugu saptanmustir.
Malignitelerde immiin hiicre infiltrasyonu ile prognoz arasindaki iligki ilk kez meme
kanserinde arastirilmigtir (21). Daha sonra yapilan g¢alismalarla immiin sistem
yanitinin prognostik etkisinin oldugunun goriilmesi iizerine; hem prognozu tayin
edebilmek hem de immiin sistemi hedef alan tedaviler gelistirerek kanser tedavisinde
biiyiik ilerlemeler saglayabilmek amaciyla bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmistir.
Ozellikle meme kanseri ve kolorektal kanserlerde tiimorii infiltre eden lenfositlerin
prognostik degeri kanitlanmistir. Meme kanserinde tiimorii infiltre eden lenfositlerin
degerlendirilmesinin standardize edilmesi igin gesitli kriterler olusturulmustur (22).
Kolorektal kanserlerde ise TNM siniflamasina ek olarak immiin degerlendirmenin de

yapilmasi onerilmistir (23).

Mide kanserinde tiimorii infiltre eden lenfositlerin nasil degerlendirilmesi
gerektigi ve nasil siniflandirilacagr ile ilgili heniiz bir goriis birligine varilamamstir.
Ancak Zhang ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada mide kanserinde timori
infiltre eden lenfositler degerlendirilirken hem tiimoriin merkezindeki hem de invazif
marjinindeki yogunluklarinin belirlenmesinin en iyi degerlendirme yontemi oldugu

oOne stirtilmistiir (24).

Kolon, melanom, pankreas, over, mide, rektum gibi pek ¢ok kanserde de TIL
varliginin yasam siiresini uzattigi gosterilmigtir (25-29). Timort infiltre eden
lenfositlerin iyi prognoz ile iliskili oldugu gosterilmis olsa da, T lenfosit
infiltrasyonunun kotii prognostik faktor olabilecegi de unutulmamalidir. Bu sebeple

bu hiicrelerin farkl alt tiplerinin iyi bilinmesi ve incelenmesi dnem tagimaktadir.
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2.3. IMMUNSKOR

Timordeki adaptif immiin reaksiyonun, prognozu belirlemedeki 6neminin
bilinmesinin ardindan bu konuda klinik ¢alismalar hiz kazanmistir. Tanmi aninda
tiimorii infiltre eden immiin hiicrelerin standart bir yontemle belirlenmesi, sonrasinda
bu verileri diger prognostik faktorler ve klinik degerlendirmeler ile birlestirerek
prognozu belirlemek, tedavi kararini1 vermek i¢in klinik pratige uyarlamak amaciyla

cesitli caligmalar yapilmustir.

Kolorektal kanserlerde prognozu ongérmede kullanilan, dijital patoloji ile
belirlenen, tiimoériin hem merkezindeki hem de invazif marjinindeki iki (CD3+ ve
CD8+) lenfosit grubunun toplam sayilari immiinskor olarak adlandirilmistir. CD3 ve
CDS i¢in hem tiimoriin merkezindeki, hem de invazif marjinindeki hiicre yogunluguna
gore toplam dort yiizde belirlenmistir. Daha sonra bu yiizdelerin ortalamasina gore
immiinskor 0 ile 4 arasinda numaralandirilmistir. Immiinskor diisiikten yiiksege dogru
gittikce hem genel, hem hastaliga 6zgii, hem de hastaliksiz sagkaliminin olumlu yonde
etkilendigi goriilmiistiir. Immiinskorun kanser smiflamasinda TNM siniflamasinin
yeni bir komponenti olarak TNM-I (TNM-Immune) seklinde kullanim1 onerilmistir
(30). Yapilan galigmalar sonucu immiinskorun etkililiginin goriilmesi; diger kanser
tirlerinde de immiin hiicre infiltrasyonunun degerlendirilmesini, immiinskorun
zamanla diger kanser tiirlerine de uyarlanmasini ve klinik pratikte kullanimini anlaml

kilmistir.

Immiinskor; tiimoriin merkezindeki ve invazif marjinindeki CD3+ ve CD8+ T
hiicrelerinin dansitesini/yogunlugunu dlcen bir skorlama sistemidir. Immiin infiltrat:
tespit etmek i¢in olusturulmus, standardize edilmis, uluslararasi gecerlilige sahip, ilk
dijital patoloji tabanli degerlendirme yontemidir (23). WHO sindirim sistemi
tiimdrlerinin siniflandirilmasinda temel ve istenen bir kriter olarak immiinskorun
kullanilmasini dnermistir. 2020 yilinda Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) kolon

kanserlerinde immiinskorun niiksii 5ngérmede etkili oldugunu belirtmistir (31).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. OLGULAR

3.1.1. Hasta Grubunun Belirlenmesi

Calismamuz retrospektif gézlemsel bir ¢alisma niteligindedir. Calismaya Ocak
2011 ile Arahik 2018 tarihleri arasinda S.B.U. Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesinde opere edilen evre I-1II mide kanseri patolojik tanist alan ve
Tibbi Onkoloji polikliniginden en az 3 yil takipli olan hastalar dahil edildi. Tibbi
Onkoloji poliklinigi arsivindeki mide kanserli hastalarin dosyalar1 ve kayitlar
incelendi. Tanis1 biyopsi ile dogrulanmig ve hastanemizde opere edilmis mide kanseri
olan 350 hasta dosyasi bulundu. Bu hastalarin iginden evre IV mide kanseri olan
hastalar, neoadjuvan tedavi alan hastalar, patoloji arsivinde parafin bloklarina
ulagilamayan hastalar ile tibbi onkoloji dosyalarinda ve takiplerinde eksikleri olan
hastalar ¢ikarildi. Geri kalan 106 hastanin patoloji arsivinden parafin bloklar1 ¢ikarildi.
Yeterli ve iyi boyanmayan ve tiimor dokusu bozulmus 11 hasta ¢alisma dis1 birakildi.

Toplam 95 hasta calismaya dahil edildi.

3.1.2. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

e Histopatolojik olarak dogrulanmis mide kanseri tanisi

e 18 yasindan biiyiik hastalar

e Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) TNM siniflandirmasina gore
patolojik olarak dogrulanmis opere, RO rezeksiyon yapilmis evre I-1I-111
hastalik

e Hastalarin almis oldugu, kurumsal standartlara gore uygulanan kemoterapi ile
adjuvan tedavi alanlar

e Hastalarin demografik verileri ve hastaligin seyri ile ilgili verileri iceren en az

3 yillik takipteki hastalar

12



3.1.3. Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

e 18 yasindan kiigiik hastalar

e Evre IV mide kanseri tanis1 olan hastalar

e Hastanemiz patoloji arsivinde tiimor bloklarina ulasilamayan hastalar

e Hastanemiz tibbi onkoloji polikliniginde takibi olmayan veya eksik olan
hastalar

¢ Neoadjuvan kemoterapi veya radyoterapi uygulanan hastalar

e Inoperabl mide kanserli hastalar

3.1.4. Verilerin Olusturulmasi

Hastalar total veya subtotal gastrektomi ve D2 lenfadenektomi operasyonlarini
gecirmisti. Se¢ilen hastalarin tibbi onkoloji arsivindeki dosyalar1 ve hastane bilgisayar
kay1t sistemi incelendi. Hastalarin protokol numaralari, yas, cinsiyet, boy, kilo, VKIi,
mevcut ek hastaliklar;, ECOG performans skoru, Charlson komorbidite indeksi (CK1),
mide kanserinin evresi, tiimoriin boyutu, histolojik tipi ve derecesi, operasyon tarihi,
kemoterapi, radyoterapi alip-almadigi, kemoterapi rejimi, HER-2 pozitifligi,
hemogram parametreleri, albiimin degerleri, CEA ve CA19-9 diizeyleri, niiks durumu,
oliim tarihi gibi bilgiler veri tabanina kaydedildi. Daha sonra bu kayit altina alinan
veriler ile patolojik degerlendirmeden elde edilen sonuglar analiz edilerek,
histopatolojik 6zelliklerin ve T lenfositlerin CD3+, CD8+, PD-1+, PD-L1+ boyanma
oraninin, hastalarin sagkalimi acisindan prognostik degeri ve tedaviye yanita olan

etkisi incelendi.

3.2. HISTOPATOLOJIK iNCELEME

3.2.1. Doku Orneklerinin Secimi, Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi

Patoloji laboratuvar arsivinden elde edilen, olgularin rezeksiyon piyeslerine
ait timorl temsil eden birden fazla hematoksilen-eosin (H&E) boyali preparatlar
konvansiyonel 151k mikroskobunda yeniden degerlendirildi. Degerlendirmeye uygun

olmayan preparatlarin parafin bloklarindan yeniden 4 mikron kalinliginda kesitler
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alinarak tekrar hematoksilen-eosin (H&E) ile boyandi. Bu preparatlar hastalarin klinik
sonuglarina kor bir patoloji uzmani tarafindan yeniden incelendi. Timor tipi, timdr
invazyon derinligi (T evre), lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon ve lenf nodu
metastaz durumu (N evre) gibi parametreler yeniden gozden gecirildi ve orijinal
patoloji raporu dogrulandi. Olgular primer adenokarsinom, Ozel varyant
adenokarsinom ve bagska tiimor ile birliktelik gdsteren adenokarsinom, néroendokrin
karsinom, gastrointestinal stromal tiimor tanist alan, RO tiimdrler, T1, T2, T3, T4
patolojik evre tlimdrler, tiim N evreli tiimorler, tan1 sirasinda uzak metastazi olmayan

evre I-11-11I mide kanseri hastalar1 idi. Ttimorler 8. Basim WHO’ya gore siniflandirildi.

Immiinhistokimyasal ¢alisma i¢in her olgunun hematoksilen-eosin (H&E) ile
boyali preparatlar1 151k mikroskobunda x20 objektifte ve x40 objektifte incelenerek
mikroskopik kesitlerde tiimor merkezinde ve timor invazif sinirinda nekroz ve/veya
hyalinizasyon, artefakt ve inflamasyon i¢cermeyen alanlar se¢ildi. Bu alanlarda tiimor
merkezindeki lenfositleri degerlendirmek i¢in tiimor kiimelerinde araya stromanin
girmedigi ve timor hiicreleri ile dogrudan temas: olan lenfositler segildi. Timor
invazif smirinda ise timor ile stroma arasinda tiimor hiicreleri ile direkt etkilesimi
olmayan lenfositler secildi. Lenfosit agregatler veya lenfoid folikiiller

degerlendirmeye alinmadi (22).

3.2.2. iImmiinohistokimyasal Boyama

FFPE doku 6rnegi 20 dk once -10°C ye ayarlanmis histo-line Medite soguk
plaka tizerinde bekletildi. Leica Bond-Max model IHC/ISH tam otomatik boyama
cihazina uygun barkod basimi yapilarak calismada kullanilacak olan pozitif sarjh
lamlar barkodlandi. Doku 6rnegi iceren parafin bloklardan 3 mikron kalinliginda
kesitler alinarak 44°C de sabitlenmis olan su banyosu araciligiyla pozitif sarjli lamlara
alindi. Yapilacak olan her farkli ¢alisma i¢in doku kesitlerinin altina pozitif kontrol
dokusu alindi. Hazirlanan kesitler daha 6nceden ayarlanmis 80°C etiivde 20 dakika
fiziksel deparafinize edildi. Leica Bond-Max model IHC/ISH otomatik boyama
cihazinda DS9800 Polymer DAB IHC Detection Kit kullanilarak asagida belirtilen
protokol ile galismalar tamamlandi. Calismasi biten preparatlar ikiser dakika %96

alkol ve ksilende islem gordii. Lamel kapamasi yapildi.

CD3 LEICA (LN10 CLONE) antikoru i¢in 6nerilen uygulama protokolii;
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Teknik: LEICA BOND-MAX IHC/ISH MODULE
Kontroller: TONSIL
Kit; DS9800 BOND POLYMER REFINE DETECTION

Protokol: Deparafinizasyon, 20 dk hiicre iyilestirme (antijen retrieval 2-
EDTA), perokside block 10 dk. Antikor (Primer) 30 dk. Post primer 8 dk. Polymer 8
dk. Dab 2 kere sirasiyla 0 ve 8 dk. Zit boyama hematoksilen 11 dk.

CDS8 LEICA (4B11 CLONE) antikoru i¢in &nerilen uygulama protokolii;
Teknik: LEICA BOND-MAX IHC/ISH MODULE

Kontroller: TONSIL

Kit: DS9800 BOND POLYMER REFINE DETECTION

Protokol: Deparafinizasyon, 20 dk hiicre iyilestirme (antijen retrieval 1-citrat),
perokside block 10 dk. Antikor (Primer) 30 dk. Post primer 8 dk. Polymer 8 dk. Dab
2 kere sirastyla 0 ve 8 dk. Zit boyama hematoksilen 11 dk.

PD-1 CELLMARQUE (NAT105 CLONE) antikoru i¢in Onerilen uygulama

protokolii;
Teknik: LEICA BOND-MAX IHC/ISH MODULE
Kontroller: TONSIL

Kit: DS9800 BOND POLYMER REFINE DETECTION

Protokol: Deparafinizasyon, 20 dk hiicre iyilestirme (antijen retrieval 2-
EDTA), perokside block 10 dk. Antikor (Primer) 30 dk. Post primer 8 dk. Polymer 8
dk. Dab 2 kere sirastyla 0 ve 8 dk. Zit boyama hematoksilen 11 dk.

PDL-1 LEICA (73-10 CLONE) antikoru igin énerilen uygulama protokolii;
Teknik: LEICA BOND-MAX IHC/ISH MODULE
Kontroller: TONSIL

Kit: DS9800 BOND POLYMER REFINE DETECTION
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Protokol: Deparafinizasyon, 20 dk hiicre iyilestirme (antijen retrieval 2-
EDTA), perokside block 10 dk. Antikor (Primer) 30 dk. Post primer 8 dk. Polymer 8
dk. Dab 2 kere sirasiyla 0 ve 8 dk. Zit boyama hematoksilen 11 dk.

3.2.3. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Tim preparatlar, hastalarin klinik 6zelliklerini ve sonuglarini bilmeyen bir

uzman patolog tarafindan incelendi.

CD3 ve CDS8 igin; tiimorin merkezinde ve invazif smirinda T lenfosit
infiltrasyonunun yogunlugunu 6lgmek igin bilgisayara bagl bir kamera (EasyPath,
Cameram-Argenit, Siiriim: 1.4.1.0, Istanbul, Tiirkiye) ve bir mikroskop (Olympus
BX51, Tokyo, Japonya) kullanilarak dijital goriintii analizi yapildi. Immiinhistokimya
ile boyali preparatlar EasyScan dijital slayt tarayicisi ile x10 objektifte Argenit
EasyPath programi ile goriintiilendi. Dijital slayt tarayicisi secilen bolgelerde hiicre
yogunlugu i¢in esik olusturmak amaciyla 0.175 mikrometre piksel degerine ayarlandi.
1 mm? deki T lenfosit sayisin1 belirleyebilmek igin x10 objektifte ardisik iki alan
secilerek toplam 1 mm? lik alan olusturuldu. CD3+ ve CD8+ T lenfositler hem
timortiin merkezinde, hem de timdriin invazif sinirinda ayri ayri otomatik olarak
sayildi. Daha sonra mm? deki toplam CD3 ve CD8 sayisi ve yogunlugu belirlenerek

immiinskorlar olusturuldu.

PD-1 ve PD-L1 ig¢in; immiinohistokimya ile boyanan preparatlar 1sik
mikroskobunda (Olympus BX51, Tokyo, Japan) x200 biiyiitme ile incelendi. Tiimoriin
merkezindeki ve invazif marjinindeki boyanma oranlar1 ayr1 ayri degerlendirildi. T
lenfositlerdeki membran6z boyanma degerlendirmeye alindi ve >%21 boyanma pozitif
boyanma olarak kabul edildi. Alandaki PD-1+ ve PD-L1+ boyanan T lenfosit sayisi,
alandaki toplam T lenfosit sayisina oranlandi. Elde edilen yiizdelerle immiinskorlar

olusturuldu.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ
Tiim istatistiksel analizler SPSS istatistik paketi (versiyon 25) kullanilarak
yapilmistir. Hastaliga 6zgii sagkalim (DSS), hastaliksiz sagkalim (DFS) ve genel

sagkalim (OS), sirasiyla ameliyattan mide kanseri dliimiine, ilk mide kanserinin
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niiksetmesine ve herhangi bir nedenden 6liime kadar gecen siire olarak tanimlanmastir.
Kaplan—Meier yontemi ve log-rank testi yardimiyla DSS, DFS ve OS siireleri
hesaplanmistir. Siirekli ve kategorik degiskenlerin tanimi igin sirasiyla medyan deger
(ceyrekler arasi aralik), ortalama (standart sapma) ve frekans (yilizde) degerleri
bulunmus ve kategorik degiskenlerin karsilastirilmas: ki-kare testi (veya uygunsa
Fisher ekzakt testi) kullanilarak yapilmistir. Siirekli degiskenlerin karsilagtirilmasi ise
grup sayisina gore Wilcoxon, Student’s t-testi, Kruskal-Wallis veya ANOVA
testlerinden biri kullanilarak yapilmistir. X? testi veya Fisher exact testi, molekiiler
belirte¢ ifadesi ile ¢esitli klinikopatolojik parametreler arasindaki iliskiyi incelemek
icin kullanilmistir. Markor ifadeleri arasindaki iliskileri incelemek i¢in Spearman
korelasyonu kullanilmistir. CD3 +, CDS8 +, PD-1 + veya PD-L1 + TIL yogunluguna
gore tek degiskenli sagkalim analizi Kaplan-Meier yontemi kullanilarak yapilmis ve
sagkalim egrileri arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar log-rank testi ile
degerlendirilmistir. Cok degiskenli analiz, tek degiskenli analizlerde anlamli oldugu
bulunan tiim ortak degiskenlerin sagkalim tizerindeki es zamanl etkisini test eden Cox
regresyon risk modeli kullanilarak gerceklestirilmistir. p degeri <0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

3.4. CIKAR CATISMASI

Tezi yazan, tez danigsmani ve tezin yazilma siirecine katkida bulunanlar

arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi1 bulunmamaktadir.

3.5. ETIK KURUL ONAYI

Saglik Bilimleri Universitesi Haydarpasa Numune Saglk Uygulama ve
Arastirma Merkezi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na bagvurularak 17.05.2021
tarininde HNEAH-KAEK 2021/151 karar no’su ile Etik Kurul onay1 alinmistir. (EK
1: Etik Kurul Onay Belgesi)

Calismamiz Saghk Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2021/116).
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4. BULGULAR

Calismaya mide kanseri tanisi alan ve opere edilen toplam 95 hasta dahil edildi.
Hastalarin 67 si (%70.5) erkek, 28 i (%29.5) kadindi. Ortanca yas 60, en diisiik hasta
yas1 29, en yliksek hasta yasi ise 85 idi. Hastalarin 88 inin (%92.7) ECOG performans
skoru 0 ve 1 olarak hesaplandi, 7 sinde (%7.3) ise skor 2 ve istiindeydi. Ortanca boy

167 cm, ortanca agirlik 63 kg ve ortanca viicut kitle indeksi 22.6 idi (Tablo 3).

Hastalarin mevcut komorbid hastaliklar1 irdelenerek Charlson komorbidite
indeksi hesaplandi. 59 unda (%62.1) skor 2-4 arasinda, 36 sinda (%37.9) ise 5-8

arasinda saptandi (Tablo 3).

Tablo 3: Hastalarin demografik 6zellikleri

Yas (yil)
Medyan (minimum-maksimum) 60 (29-85)
Ortalama + Standart sapma 60 £12
Cinsiyet n, (%)
Erkek 67 (70.5)
Kadin 28 (29.5)
ECOG (performans skoru) n, (%)
0-1 88 (92.7)
2 ve ustii 7(7.3)
Boy (cm)

Medyan (minimum-maksimum)
Kilo (kg)

Medyan (minimum-maksimum)
VKI (kg/m?)

Medyan (minimum-maksimum)

167 (145-185)

63 (36-97)

22.6 (16.5-33.3)

Charlson komorbidite indeksi (CCI) n, (%)
2-4 59 (62.1)
5-8 36 (37.9)
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Hastalarin 46 smna (%48.4) subtotal gastrektomi, 49 una (%51.6) total
gastrektomi operasyonu yapilmisti. Timor 25 hastada (%26.3) kardiyada, 23 hastada
(%24.2) korpusta, 47 hastada (%49.5) antrumda yerlesmisti. En kiigiik timor boyutu
1 cm, en biiylik tiimor boyutu 15 cm olmak iizere ortanca tiimor boyutu 5.5 cm idi.
Operasyonda c¢ikarillan lenf nodu sayisi ortancasi 35, metastatik lenf nodu sayisi
ortancasi ise 3 tii. Lauren siniflamasina gore olgularin 42 si (%44.2) intestinal tipte, 39
u (%41.1) diffiiz tipte ve 14 1 (%14.7) mikst tipteydi. 32 (%33.7) hastada tiimor iyi-
orta diferansiye, 60 (%63.2) hastada ise kotii ve andiferansiye idi (Tablo 4).

TNM evrelemesine gore; hastalarin 5 1 (%5.3) evre Ia, 10 u (%10.5) evre Ib,
12 si (%12.6) evre Ila, 13 i (%13.7) evre IIb, 20 si (%21.1) evre Illa, 23 i (%24.2)
evre IlIb, 12 si (%12.6) evre Illc idi. 73 (%76.8) hastada lenfovaskiiler invazyon, 58
(%61.1) hastada perinoral invazyon mevcuttu. 9 (%9.5) hastada HER?2 pozitif saptandi
(Tablo 4).

Hastalarin 19 u (%20) herhangi bir adjuvan tedavi almamisti. 2 (%2.1) hasta
sadece radyoterapi, 11 (%11.6) hasta sadece kemoterapi, 60 (%63.2) hasta ise hem
kemoterapi hem de radyoterapi almisti. Platin bazli kemoterapi alanlarin sayist 30
(%31.6) idi. 58 (%61.1) hasta adjuvan tedavisini tamamlayabilmisti. 8 (%8.4) hastada

tedavi siirecinde doz sinirlayici toksisite gelismisti (Tablo 4).

Hastalarin tan1 esnasinda CEA degeri ortalamasi 2.1 ng/mL iken, operasyon
sonras1 ortalama deger 1.9 ng/mL ye gerilemisti. CA19-9 degeri ise tani esnasinda
ortalama 5.5 U/mL iken, operasyon sonrasinda ise 7.5 U/mL idi. Operasyon Oncesi ve

operasyon sonrast NLR ortalamasi sirasiyla 2.4 ve 2.2 idi (Tablo 4).
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Tablo 4: Hastalarin klinik ve patolojik 6zellikleri

Operasyon tipi n, (%)
Subtotal 46 (48.4)
Total 49 (51.6)

Tiimor yerlesim yeri n, (%)
Kardiya 25 (26.3)
Korpus 23 (24.2)
Antrum 47 (49.5)

Histolojik tip n, (%)
Intestinal 42 (44.2)
Diffiiz 39 (41.1)
Mikst 14 (14.7)

Grad n, (%)
Iyi-orta 32(33.7)
Kotii-andiferansiye 60 (63.2)

Tiimér ¢ap1
Medyan (minimum-maksimum) (cm) 5.5 (1-15)

T n, (%)
T1 7(7.4)
T2 13 (13.7)
T3 42 (44.2)
T4 33(34.7)

N n, (%)
NO 28 (29.5)
N1 14 (14.7)
N2 18 (18.9)
N3a 24 (24.5)
N3b 11 (11.6)

Cikarilan lenf nodu sayisi

Medyan (minimum-maksimum) 35 (8-75)

Metastatik lenf nodu sayisi

Medyan (minimum-maksimum) 3 (0-38)
Evre n, (%)
Evre la 5 (5.3)
Evre 1b 10 (10.5)
Evre 2a 12 (12.6)
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Evre 2b 13 (13.7)
Evre 3a 20 (21.1)
Evre 3b 23 (24.2)
Evre 3c 12 (12.6)
Cerrahi simir RO/R1
Proksimal 91/4
Radyal 91/4
Distal 91/4
Lenfovaskiiler invazyon n, (%)
73 (76.8)
Perinoral invazyon n, (%)
58 (61.1)
HER2 amplifikasyonu n, (%)
9(9.5)
Adjuvan tedavi n, (%)
Radyoterapi 2(2.1)
Kemoterapi 11 (11.6)
Kemoterapi + Radyoterapi 60 (63.2)
Yok 19 (20.0)
Adjuvan platin-bazh tedavi n, (%)
30 (31.6)
Adjuvan tedaviyi tamamlama n, (%)
58 (61.1)
Doz sinirlayici toksisite n, (%)
8 (8.4)
Bazal CEA (ng/mL) 2.1(0-178)
Postoperatif CEA (ng/mL) 1.9 (0.5-178)
Bazal CA19.9 (U/mL) 5.5 (0-2653)
Postoperatif CA19.9 (U/mL) 7.5 (2.0-344)
Preoperatif NLR 2.4 (0.6-42.8)
Postoperatif NLR 2.2 (0.6-17.5)

HER2: Human epidermal growth factor receptor 2, CEA: Karsinoembriyonik antijen, CA19.9: Kanser
antijeni 19-9, NLR: Notrofil/lenfosit orani
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Tiimor infiltre eden lenfositlerde CD3, CDS§, PD-1 ve PD-L1 boyanma orani
hem tiimoriin merkezinde hem de tiimoriin invazif marjininde ayr1 ayr1 degerlendirildi.
CD3 ve CD8 i¢in mm? deki pozitif boyanan toplam hiicre sayis1 baz alinirken; PD-1
ve PD-L1 igin pozitif boyanan T lenfositlerin sayisi, toplam T lenfosit sayisina
oranlandi. Medyan CD3+ hiicre sayis1 invazif marjinde 483/mm?, tiimor merkezinde
582/mm?, p degeri 0.09, medyan CD8+ hiicre sayisi invazif marjinde 484/mm?, timor
merkezinde 452/mm?, p degeri 0.52 olarak hesaplandi. PD-1 i¢in pozitif boyanma
invazif marjinde medyan deger %9, timoér merkezinde medyan deger %11, p degeri
0.001, PD-L1 i¢in pozitif boyanma invazif marjinde medyan deger %6, timor
merkezinde medyan deger %2, p degeri 0.54 saptandi. 4 ayr1 immiin boyanma i¢inde

sadece PD-1 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli saptandi (p=0.001)(Tablo 5).

Tablo 5: Tiimérii infiltre eden lenfosit (TIL) sayilar1 ve aralig

TIL M ™ p — degeri
CD3 (hiicre sayisi/mm?)
Medyan 483 582 0.09
Interquartile range 273-672 321-770
CDS8 (hiicre sayisi/mm?)
Medyan 484 452 0.52
Interquartile range 342-653 291-660
PD-1 (%)
Medyan 9 11 0.001
Interquartile range 4-14 2-26
PD-L1 (%)
Medyan 6 2 0.54
Interquartile range 1-13 0-12

IM: Invazif marjin, TM: Tiimor merkezi

Tiimori infiltre eden lenfositlerin gesitli degiskenlerle korelasyonu incelendi.
Cinsiyet, timoriin T evresi ve genel evresi, lenfovaskiiler invazyon, pre-op albiimin
degeri, post-operatif CEA ve CA19-9 diizeyleri, post-operatif 16kosit, notrofil sayilar
ve post-operatif NLR (nétrofil/lenfosit orani) ile timori infiltre eden lenfositler

arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi (Tablo 6).

Timoér merkezindeki PD-1 infiltrasyonu ile yas arasinda pozitif yonde

korelasyon saptandi. ECOG performans skoru arttikga tiimér merkezindeki PD-L1
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infiltrasyon yogunlugunun arttigir goézlendi. Charlson komorbidite indeksi ile timor

merkezindeki PD-1 infiltrasyonu arasinda pozitif korelasyon saptandi (Tablo 6).

Timor c¢apiin artmasiyla hem tiimoriin merkezindeki, hem de invazif
marjinindeki PD-L1 yogunlugunun arttig1 saptandi. Tiimoriin N evresi ve perindral
invazyon ile sadece tiimdriin invazif marjinindeki PD-1 infiltrasyonu arasinda negatif

yonde korelasyon izlendi (Tablo 6).

Pre-operatif laboratuvar parametreleri ile timori infiltre eden lenfositler
arasindaki iligki incelendi. CA19-9 diizeyi ile tiimér merkezindeki PD-L1 pozitifligi
arasinda, CEA diizeyi ile invazif marjindeki CD3 pozitifligi arasinda, 16kosit sayis1 ile
hem tiimdér merkezindeki hem de invazif marjindeki PD-L1 pozitifligi arasinda,
trombosit sayisi ile tiimor merkezindeki PD-1 pozitifligi arasinda, ndtrofil sayisi ile
hem tiimoér merkezindeki hem de invazif marjindeki PD-L1 pozitifligi arasinda,
lenfosit sayis1 ile invazif marjindeki CD3 pozitifligi arasinda, monosit sayisi ile hem
timor merkezindeki hem de invazif marjindeki PD-L1 pozitifligi arasinda, NLR
(notrofil/lenfosit orani) ile tiimor merkezindeki PD-L1 pozitifligi arasinda pozitif
yonde korelasyon; hemoglobin degeri ile tiimér merkezindeki PD-1, hem tiimor
merkezindeki hem de invazif marjindeki PD-L1 pozitifligi arasinda ise negatif yonde

korelasyon saptandi (Tablo 6).

Post-operatif laboratuvar parametreleri ile tiimorii infiltre eden lenfositler
arasindaki iliski incelendi. Lenfosit sayisi ile invazif marjindeki CD3 pozitifligi
arasinda, monosit sayisi ile invazif marjindeki CD3 ve invazif marjindeki PD-L1
pozitifligi arasinda, albiimin degeri ile invazif marjindeki PD-1 pozitifligi arasinda
pozitif yonde korelasyon; hemoglobin degeri ile tiimor merkezindeki PD-1 pozitifligi
arasinda ve trombosit sayisi ile invazif marjindeki PD-1 pozitifligi arasinda ise negatif

yonde korelasyon saptandi (Tablo 6).

Tiimori infiltre eden lenfositlerin birbirleri ile korelasyonu analiz edildi. En
anlamli korelasyonun CD3 ve CDS8 arasinda oldugu goriildi. Hem tiimoriin
merkezindeki, hem de invazif marjinindeki CD3 infiltrasyonunun yogunlugu arttikca
CD8 ve tiimériin diger bolgesindeki CD3 infiltrasyonunun yogunlugunun da arttigi

izlendi. Ayn1 durumun CD8 igin de gegerli oldugu goriildii (Tablo 6).

PD-1 ile diger tiimorii infiltre eden lenfositler arasinda anlamli bir korelasyon

saptanmadi. Invazif marjindeki PD-L1 infiltrasyonu ile her iki bolgedeki CD3, invazif
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marjindeki CD8 ve tiimor merkezindeki PD-L1 arasinda pozitif yonde korelasyon
saptand1. Timor merkezindeki PD-L1 infiltrasyonu ile invazif marjindeki PD-L1

infiltrasyonu arasinda yiiksek diizeyde korelasyon oldugu goriildii (Tablo 6).
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Tablo 6: Tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) gesitli degiskenlerle korelasyonu

Degiskenler CD3 CD3 CD8 CD8 PD-1 PD-1 PD-L1 PD-L1
invazif Timor invazif Timér linvazif Tiamér Invazif Tiimoér
Marjin  Merkezi Marjin Merkezi Marjin Merkezi Marjin Merkezi

Yas 0,121 -0,028 0,048 0,007 0,031 ,224" 0,075 0,172

Cinsiyet 0,123 0,164 0,142 -0,073 0,079 0,025 -0,076 -0,093
ECOG-PS 0,035 -0,049 0,102 -0,068 -0,015 -0,092 0,038 ,259"

CKi 0,022 -0,076 0,027 -0,001 0,009 ,268™ 0,076 0,175

Tiimér ¢apy 0,090 0,013 0,006 0,041 0,040 0,058 257" ,294™
TNM Tiimér -0,026 -0,048 -0,020 0,036 -0,055 -0,047 -0,118 -0,034
TNM Nod -0,134 -0,060 -0,142 0,084 -,234" -0,092 -0,140 -0,033

Evre -0,120 -0,083 -0,122 0,046 -0,162 -0,082 -0,147 -0,040
Lenfovaskiiler invazyon -0,017 -0,139 -0,064 -0,019 -0,100 -0,019 -0,115 -0,053
Perinéral invazyon -0,108 -0,039 -0,038 -0,008 -,226" -0,034 -0,116 0,013
Pre-op CA 19-9 -0,127 0,069 0,006 0,036 -0,053 -0,060 0,076 ,235"
Pre-op CEA 221" 0,040 0,075 0,005 -0,047 0,118 0,164 -0,041
Pre-op Likosit sayisi 0,133 -0,032 0,127 0,054 0,127 0,128 ,260" ,290™
Pre-op Hemoglobin -0,066 0,033 -0,062 0,044 -0,086 -,355"  -,300™ -,358™
Pre-op Platelet 0,014 -0,184 -0,124 -0,066 -0,044 ,306™ 0,003 -0,021
Pre-op nétrofil sayisi 0,058 -0,041 0,092 0,007 0,081 0,072 223" 2977
Pre-op lenfosit sayisi ,264™ 0,057 0,139 0,183 0,143 0,168 0,035 -0,084
Pre-op monosit sayist 0,009 -0,096 -0,005 0,003 0,097 0,129 247" ,268™
Pre-op NLR -0,060 0,107 -0,032 -0,018 -0,048 -0,047 0,071 ,249"
Pre-op albumin degeri 0,078 -0,009 -0,015 -0,001 -0,139 -0,095 0,067 -0,074
Post-op CA 19-9 0,020 -0,028 -0,067 0,009 0,095 -0,055 -0,081 -0,021
Post-op CEA 0,191 0,083 0,141 0,111 0,043 -0,026 0,200 0,005
Post-op Lokosit sayist 0,163 0,083 0,045 0,055 0,018 0,170 0,172 -0,018
Post-op Hemoglobin -0,146 0,055 0,024 -0,006 0,000 -,294" -0,184 -0,076
Post-op Platelet -0,033 0,009 0,096 0,109 -,258" 0,214 0,056 -0,121
Post-op nétrofil sayist 0,081 0,034 -0,012 0,051 -0,024 0,145 0,100 -0,072
Post-op lenfosit sayisi 247 0,157 0,115 0,026 0,128 0,171 0,126 0,148
Post-op monosit sayist 255" 0,144 0,200 0,045 -0,026 -0,050 ,285" 0,003
Post-op NLR -0,067 -0,082 -0,107 0,002 -0,039 0,052 -0,019 -0,138
Post-op albumin degeri 0,209 0,171 -0,007 0,041 ,246" -0,056 0,054 0,028
CD3 invazif Marjin ,394™ ,508™ ,250" 0,071 0,195 4407 0,145
CD3 Tiimor Merkezi ,394™ ,466™ ,628™ 0,072 -0,012 ,229" 0,029
CDS8 invazif Marjin ,508™ ,466™ ,609™ -0,069 0,082 ,207" 0,024
CD8 Tiimor Merkezi ,250" ,628™ ,609™ 0,141 0,184 0,161 0,045
PD-1 Invazif Marjin 0,071 0,072 -0,069 0,141 0,184 0,142 0,124
PD-1 Tiimér Merkezi 0,195 -0,012 0,082 0,184 0,184 0,185 0,187
PD-L1 invazif Marjin 440" ,229" ,207" 0,161 0,142 0,185 ,494™

PD-L1 Tiimér Merkezi 0,145 0,029 0,024 0,045 0,124 0,187 ,494™

CKI: Charlson Komorbidite indeksi, DFS: Hastaliksiz sagkalim, ECOG-PS: Dogu Kooperatif
Onkoloji Grubu-Performans Skoru, NLR: Nétrofil/Lenfosit orani
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamlidir. **. Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamlidir.
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CD3 boyanmada tiimoriin invazif marjininde niiks olmayan olgularda ortalama
hiicre sayis1 572.61, niiks eden olgularda 468.5, p degeri 0.09, tiimoriin merkezinde
niiks olmayan olgularda ortalama hiicre sayis1 663.75, niiks eden olgularda 559.51, p
degeri 0.19 saptanmistir. CD8 boyanmada tiimoriin invazif marjininde niiks olmayan
olgularda ortalama hiicre sayis1 537.02, niiks eden olgularda 531.63, p degeri 0.92,
tiimdriin merkezinde ise niikks olmayan olgularda ortalama hiicre sayis1 571.8, niiks
eden olgularda 483.69, p degeri 0.23 saptanmistir. PD-1 boyanmada tiimoriin invazif
marjininde niiks olmayan olgularda ortalama boyanma %11.5, niiks eden olgularda
%8.9, p degeri 0.14, timdriin merkezinde niiks olmayan olgularda ortalama boyanma
%22, niikks eden olgularda %14.1, p degeri 0.047 saptanmistir. PD-L1 boyanmada
tiimdriin invazif marjininde niiks olmayan olgularda ortalama boyanma %10.2, niiks
eden olgularda %7.2, p degeri 0.16, tiimoriin merkezinde ise niiks olmayan olgularda
ortalama boyanma %8.9, niiks eden olgularda %10, p degeri 0.73 saptanmugtir. Timor-
infiltre eden lenfositler ile hastalik niiksii arasinda timoriin merkezinde PD-1
boyanmada istatistiksel agidan anlamli iligki saptanmistir (p=0.047)(Tablo 7). Bu
bulgular grafik seklinde Sekil 3’ te gosterilmistir.

Tablo 7: Tiimérii infiltre eden lenfositler (TIL) ve hastalik niiksii arasindaki iliski

CD3 iM 572,61 468,5 0,09
CD3TM 663,75 559,51 0,19
CDS8 iM 537,02 531,63 0,92
CD8 T™M 571,8 483,69 0,23
PD-1 IM 115 8,9 0,14
PD-1TM 22 141 0,047
PD-L1 iM 10,2 7,2 0,16
PD-L1TM 8,9 10 0,73
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Sekil 3: Tiimor niiksii olan (siyah ¢ubuklar) ve tiimdr niiksii olmayan (beyaz
cubuklar) olgularda tiimér invazif marjinindeki (IM) ve tiimériin merkezindeki (TM)
timor-infiltre eden lenfosit tiplerine gore hiicre yogunluklari ortalamasinin

karsilastirilmasi

Tiim hastalar i¢in tiimoriin merkezindeki ve invazif marjinindeki adaptif
bagisiklik hiicrelerinin yogunluklarina gére hastaliksiz sagkalim siireleri hesaplandi.
Tiimor invazif marjinindeki diisiik ve yiiksek yogunlukta CD3 (+) boyanma gozlenen
hastalarin medyan hastaliksi1z sagkalim siireleri sirasiyla 67.2 ve 72.3 ay, p degeri 0.85
saptanmistir. Tiimor merkezindeki diisiik ve yiiksek yogunlukta CD3 (+) boyanma
gozlenen hastalarin medyan hastaliks1z sagkalim siireleri sirasiyla 43.2 ve 100.1 ay, p
degeri 0.09 saptanmistir. Tiimor invazif marjinindeki diisiik ve yiiksek yogunlukta
CD8 (+) boyanma gdézlenen hastalarin medyan hastaliksiz sagkalim siireleri sirasiyla
51.4 ve 75.8 ay, p degeri 0.5 saptanmustir. Tiimor merkezindeki diisiik ve yiiksek
yogunlukta CD8 (+) boyanma go6zlenen hastalarin medyan hastaliksiz sagkalim

siireleri sirastyla 49.9 ve 100.1 ay, p degeri 0.26 saptanmistir. Timor invazif
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marjinindeki diisiik ve yiiksek yogunlukta PD-1 (+) boyanma gozlenen hastalarin
medyan hastaliksiz sagkalim siireleri sirasiyla 50.3 ve 83.1 ay, p degeri 0.57
saptanmistir. Timor merkezindeki diisiik ve yliksek yogunlukta PD-1 (+) boyanma
gbzlenen hastalarin medyan hastaliksiz sagkalim siireleri sirasiyla 43.2 ve 83.1 ay, p
degeri 0.28 saptanmistir. Tiimor invazif marjinindeki diisiik ve yiiksek yogunlukta PD-
L1 (+) boyanma gozlenen hastalarin medyan hastaliksiz sagkalim stireleri sirasiyla
39.5 ve 75.8 ay, p degeri 0.71 saptanmistir. Tiimor merkezindeki diisiik ve yiiksek
yogunlukta PD-L1 (+) boyanma gozlenen hastalarin medyan hastaliksiz sagkalim
stireleri sirastyla 100.1 ve 43.6 ay, p degeri 0.11 saptanmistir. Sonug olarak diisiik ya
da yiiksek yogunlukta, timoriin merkezinde veya invazif marjininde CD3, CDS, PD-
1 veya PD-L1 boyanma ile hastaliksiz sagkalim ile arasinda istatistiksel agidan anlaml1
iliski saptanmamuistir (Tablo 8). Bu iliski ayn1 zamanda Kaplan-Meier egrileri ile Sekil

4,5, 6 ve 7’ de de gosterilmistir.

Tablo 8: Her bir tiimdr bdlgesindeki (TM veya IM) adaptif bagisiklik hiicrelerinin
yogunluklarina gore tiim hastalar i¢in medyan hastaliksiz sagkalim (DFS) siireleri

~ Disik 67253 1741 132764 08

Yiiksek 72,345 38,238 106,452

Diisiik 43,236 0,000 88,083 0,09
- Yiiksek 100,140

Diisiik 51,417 0,000 104,246 0,5
- Yiiksek 75,893 29,508 122,278

Diisiik 49,938 9,794 90,083 0,26
- Yiiksek 100,140

Diisiik 50,398 0,000 101,431 0,57
- Yiiksek 83,121

Diisiik 43,236 40,284 46,188 0,28
- Yiiksek 83,121 53,258 112,984

Diisiik 39,556 0,000 103,345 0,71
- Yiiksek 75,893 28,185 123,602

Diisiik 100,140 0,11
- Yiiksek 43,663 4,043 83,284

TM: Tiimér merkezi, IM: Invazif marjin, CI: Giiven araligi
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Her iki tiimdr bolgesindeki (TM ve IM) adaptif immiin yanit hiicrelerinin
yogunluklarinin hem diisiik, hem yiiksek, hem de karisik olmak {izere hastaliksiz
sagkalim ile iligkisi ayr1 ayr1 incelendiginde ise CD3 i¢in p degeri 0.46, CDS i¢in p
degeri 0.52, PD-1 i¢in p degeri 0.57 ve PD-L1 i¢in p degeri 0.21 saptanmis olup, arada

istatistiksel agidan anlamli iliski saptanmamistir (Tablo 9).

Tablo 9: Her iki tiimér bdlgesindeki (IM ve TM) adaptif bagisiklik hiicrelerinin
yogunluklarina gore tiim hastalar i¢in medyan hastaliksiz sagkalim (DFS) siireleri

Her ikisi yiiksek 75,893

Heterojen 99,055 43,397 154,714 0,46
Her ikisi diisiik 39,556 0,000 91,576
Her ikisi yiiksek 100,140 47,783 152,497

Heterojen 72,345 0,52
Her ikisi diisiik 43,236 0,000 105,066
Her ikisi ytiksek 83,121

Heterojen 75,893 5,852 145,934 0,57
Her ikisi diisiik 43,663 6,586 80,740
Her ikisi yiiksek 50,398 6,284 94,512

Heterojen 100,140 0,21
Her ikisi diigiik 36,140 0,000 116,831
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Tiimér invazif Marjin (IM)
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Sekil 4: CD3 (+) tiimor-infiltre eden lenfosit yogunluguna gore, tiimor invazif
marjinindeki (A), timdr merkezindeki (B) ve her iki tlimor alanindaki (C) hastaliksiz
sagkalim siirelerinin Kaplan-Meier egrileri ile gosterilmesi
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Sekil 5: CD8 (+) timdr-infiltre eden lenfosit yogunluguna gore, timor invazif
marjinindeki (A), timor merkezindeki (B) ve her iki tiimdr alanindaki (C) hastaliksiz
sagkalim siirelerinin Kaplan-Meier egrileri ile gosterilmesi
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Sekil 6: PD-1 (+) tiimor-infiltre eden lenfosit yogunluguna gore, timdr invazif
marjinindeki (A), timor merkezindeki (B) ve her iki tiimdr alanindaki (C) hastaliksiz
sagkalim stirelerinin Kaplan-Meier egrileri ile gosterilmesi
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Sekil 7: PD-L1 (+) tiimor-infiltre eden lenfosit yogunluguna gore, timor
invazif marjinindeki (A), tiimor merkezindeki (B) ve her iki tiimor alanindaki (C)
hastaliksiz sagkalim siirelerinin Kaplan-Meier egrileri ile gosterilmesi
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Tiim hastalar igin tiimdriin merkezindeki (TM) veya invazif marjinindeki (IM)
immiin hiicre yogunluguna gore genel sagkalim siireleri incelendi. Timor
merkezindeki CD3 infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan hastalarda medyan genel
sagkalim siiresi 48 ay, yiiksek yogunlukta olan hastalarda 70 ay, p degeri 0.18
saptanmugtir. invazif marjindeki CD3 infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan hastalarda
medyan genel sagkalim siiresi 99 ay, yiiksek yogunlukta olan hastalarda 79 ay, p degeri
0.9 saptanmustir. Tiimo6r merkezindeki CDS8 infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan
hastalarda medyan genel sagkalim siiresi 51 ay, yliksek yogunlukta olan hastalarda 69
ay, p degeri 0.13 saptanmustir. invazif marjindeki CDS infiltrasyonu diisiik yogunlukta
olan hastalarda medyan genel sagkalim siiresi 55 ay, yiiksek yogunlukta olan
hastalarda 58 ay, p degeri 0.56 saptanmistir. Tiimér merkezindeki PD-1 infiltrasyonu
diisiik yogunlukta olan hastalarda medyan genel sagkalim siiresi 47 ay, yiiksek
yogunlukta olan hastalarda 59 ay, p degeri 0.24 saptanmustir. Invazif marjindeki PD-1
infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan hastalarda medyan genel sagkalim siiresi 64 ay,
yiiksek yogunlukta olan hastalarda 57 ay, p degeri 0.37 saptanmistir. Timor
merkezindeki PD-L1 infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan hastalarda medyan genel
sagkalim siiresi 72 ay, yiiksek yogunlukta olan hastalarda 50 ay, p degeri 0.17
saptanmustir. Invazif marjindeki PD-L1 infiltrasyonu diisiik yogunlukta olan
hastalarda medyan genel sagkalim siiresi 40 ay, yliksek yogunlukta olan hastalarda 60
ay, p degeri 0.58 saptanmugtir. Tiim hastalar i¢in her bir tiimor bolgesindeki (TM veya
IM) adaptif bagigiklik hiicrelerinin yogunlugu ile genel sagkalim (OS) siireleri

arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski saptanmamustir (Tablo 10).
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Tablo 10: Her bir tiimor bolgesindeki (TM veya IM) adaptif bagisiklik hiicrelerinin
yogunluguna gore tiim hastalar i¢in medyan genel sagkalim (OS) siireleri*

Medyan | p-
(ay) degeri

D3+, | Dusik 48 | 018 I <=
D3+, [ Viksek | 70 — K
31, D60k | oo [09 | e <o
C3r,, | YOk [ 79 —
cose,. | DB | 51 003 | — -
N —
Cosr,, |0k | 55 [056 | I -
Cory | Viksek | g I -
o0t [Pk | a7 027 | I
PD-1+ 5, | Yitksek 59 I =0
pD-1+,, | Dusik 64 |037 | I -
PD-1sy, | Viksek | 57 . E
PD-L14,, | Dusik 72017 | I, -
PD.L1+py | YOksck | 50 I 5o
porir.. |Dustk | a0 [05c | NS o
PD-L1+,, | Yiksek 60 I <o

Genel Sagkalim (ay)

*Yiiksek yogunluk kirmizi ¢gubuklar ile gosterilirken diisiik yogunluk siyah ¢ubuklar
ile gosterilmistir.

Her immiin hiicre grubu i¢in ayr1 ayri olmak iizere tiimoriin merkezindeki ve
invazif marjinindeki infiltrasyonlar genel sagkalim agisindan birlikte degerlendirildi.
Her iki tiimdr bolgesinde her bir hiicre grubunun hem yiiksek yogunlukta, hem diisiik
yogunlukta ve hem de heterojen oldugu durumlar ile medyan genel sagkalim siireleri
arasindaki iliski incelendiginde CD3 i¢in p degeri 0.73, CDS i¢in p degeri 0.35, PD-1
icin p degeri 0.42, PD-L1 i¢in p degeri 0.31 saptanmis ve istatistiksel agidan anlamli
iliski bulunmamustir (Tablo 11).
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Tablo 11: Her iki tiimor bolgesindeki (TM ve IM) adaptif bagisiklik hiicrelerinin
yogunluklarina gore tiim hastalar i¢cin medyan genel sagkalim (OS) siireleri

Her ikisi yiiksek 79,310

Heterojen 99,055 57,506 140,605 0,73
Her ikisi diisiik 43,236 0,000 105,128
Her ikisi yiiksek 100,140

Heterojen 79,310 0,35
Her ikisi diisiik 43,236 0,000 95,283
Her ikisi yiiksek

Heterojen 79,014 23,522 134,507 0,42
Her ikisi diisiik 50,398 6,686 94,111
Her ikisi yiiksek 64,361 18,631 27,845

Heterojen 100,140 0,31
Her ikisi diisiik 40,706 31,237 0,000

Tiimdr merkezindeki (TM) tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) hastaliksiz
sagkalim siireleri ile iliskisi ikili, ti¢lii ve dortlii kombinasyonlar seklinde analiz edildi.
Immiin hiicrelerden sadece PD-L1 infiltrasyonunun diisiik olmasmin hastaliksiz
sagkalimi olumlu yonde etkiledigi goriildii. Bu sebeple yapilan ikili, tiglii ve dortlii
immiin hiicre kombinasyonlarinda PD-L1 infiltrasyonunun diisiik oldugu, PD-L1 harig

diger immiin hiicrelerin yiiksek infiltrasyonda oldugu durumlar gruplara dahil edildi.

Yapilan analizler sonucu farkl: ikili immiin hiicre kombinasyonlar1 arasindan
sadece CD8 ve PD-1 infiltrasyonunun ikisinin birlikte yiiksek oranda oldugu grupta p
degeri 0.02 bulunmus ve hastaliks1z sagkalim ile arasinda istatistiksel agidan anlamli
iliski saptanmustir (Tablo 12, Sekil 8). Uclii immiin hiicre gruplarinin arasinda ise CD3
ve CDS8 infiltrasyonunun yiiksek, PD-L1 infiltrasyonunun diisiik oldugu grupta
medyan hastaliksiz sagkalim siiresi 99.055 ay, p degeri 0.01 saptanmustir. Yani timor
merkezinde tiimorii infiltre eden lenfositlerden CD3 ve CD8 in yiiksek, PD-L1 in
diisiik yogunlukta olmasi ile hastaliksiz sagkalim arasinda istatistiksel agidan anlamli

iliski saptanmistir (Tablo 12, Sekil 9).
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Calismaya alinan dort immiin hiicre grubu bir arada degerlendirildiginde ise;
CD3, CD8 ve PD-1 in yiiksek, PD-L1 in diisiik infiltrasyonda oldugu durumda medyan
hastaliksiz sagkalim siiresi 100.140 ay, p degeri 0.627 saptanmis ve hastaliksiz
sagkalim ile arasinda istatiktiksel agidan anlamli iligki saptanmamustir (Tablo 12, Sekil
9).

Tablo 12: Tiimdr merkezindeki (TM) tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) farkli

kombinasyonlarina gore hastaliksiz sagkalim (DFS) siireleri

CD3 ve CDS8 yiiksek 100,140 0,178
Digerleri 49,938 5,742 94,135

CD3 ve PD-1 yiiksek Medyana ulasilamad: 0,02

Digerleri 43,236 14,887 71,585

CD3 yiiksek ve PD-L1 diisiik 99,055 59,962 138,149 0,599
Digerleri 67,253 33,946 100,559

CD8 ve PD-1 yiiksek 100,140 0,271
Digerleri 50,398 19,347 81,450

CD8 yiiksek ve PD-L1 diisiik Medyana ulasilamad: 0,09

Digerleri 50,398 19,461 81,336

PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisiik 100,140 0,08

Digerleri 43,663 6,142 81,184

CD3, CD8 ve PD-1 yiiksek Medyana ulasilamad: 0,138
Heterojen 66,136 33,590 98,681

CD3, CD8 ve PD-1 diisiik 26908 0.000 o413

CD3 ve CD8 yiiksek ve PD-L1 diisiik 99,055 0,01

Digerleri 20,205 9,967 30,444

CD3 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisitk 99,055 33,649 164,462 0,67

Digerleri 67,253 33,791 100,715

CD8 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisiik Medyana ulagilamad: 0,173
Digerleri 66,136 35,615 96,656

CD3, CD8 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisiik 100,140 0,000 217,442 0,627
Digerleri 67,253 31,535 102,970

CI: Giiven aralig1
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A. CD3+CD8 B. CD3+PD-1

p=0,178 p=0,02
C. CD3+PD-L1 D. CD8+PD-1

p=0,599 ‘ p=0,271
E. CD8+PD-L1 F. PD-1+PD-L1

p=0,09 - p=0,08

Sekil 8: iki immiin hiicrenin birlikte analiz edildigi tiimér merkezindeki (TM) tiimdrii
infiltre eden lenfositlerin (TIL) farkli kombinasyonlarina gore hastaliksiz sagkalim
(DFS) egrileri: Her iki hiicre tipinde yiiksek infiltrasyonun digerlerinden ayrilmastyla
gruplar olusturulmustur. Sadece PD-L1’in diisiik olmasinin sagkalimi olumlu yonde
etkilediginin goriilmesi iizerine PD-L1 olan kombinasyonlarda ikili gruplar PD-L1
diisiik ve diger faktor yiiksek olacak sekilde olusturulmustur. Yesil renk yiiksek
infiltrasyonu olan kombinasyonlar1 (PD-L1 hari¢, PD-L1 diisiik infiltrasyon olarak
gruplara alinmistir), mavi renk geri kalan digerlerini gostermektedir (A-F). Ornegin;
yesil renk yiliksek CD3+ ve CD8+ , mavi renk yliksek/diisiik CD3+/CD8+ veya diisiik
CD3+ ve diisiikk CD8+ olarak belirtilmistir. Ayrica CD8+PD-L1 kombinasyonu CD8
in yiiksek, PD-L1 in diisiik oldugunu gostermektedir.
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A. CD3+CD8+PD-1 B. CD3+CD8+PD-L1

p=0,138 ‘ p=0,01
N=28 | N=16
N=10 N=73
C. CD3+PD-14PD-L1 D.CDS+PD-1+PE;E;.
' p=0,67 p=0,173
o N=14

N=79 N=81

TS ipbeny S gty

E. CD3+CD8+PD-1+PD-L1

p=0,627

N=11

N=84

OFX Geybor)

Sekil 9: U¢ immiin hiicrenin birlikte analiz edildigi tiimdr merkezindeki (TM) tiimérii
infiltre eden lenfositlerin (TIL) farkli kombinasyonlarma gore hastaliksiz sagkalim
(DFS) egrileri: Tiim hiicre tiplerinde yliksek infiltrasyon oldugu durum (sadece PD-
L1 harig; PD-L1 diisiikliigii kombinasyona alinmistir), tiim hiicre tiplerinde diisiik
infiltrasyon oldugu durum (sadece PD-L1 hari¢; PD-L1 yiiksekligi kombinasyona
alinmistir) ve karisik infiltrasyon seviyelerine gore gruplar olusturulmustur (A-D).
PD-L1 durumu ii¢lii kombinasyonlarda ana faktdr gibi goriindiigii i¢in tcli
kombinasyonlar ikili gruplara ayrilarak analiz edilmistir (6rnegin; yiiksek ve
digerleri). Son olarak da dort immiin hiicrenin kombinasyonu yapilmistir (E) (yine
kombinasyona PD-L1 diisiik ve diger ii¢liniin yiiksek oldugu durum alinmis ve
YUKSEK infiltrasyon olarak kabul edilmistir ve diger olasiliklara karsi bu durum
karsilastirilmistir).
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Tiimoér merkezindeki (TM) tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) genel
sagkalim siireleri ile iliskisi ikili, tiglii ve dortlii kombinasyonlar seklinde analiz edildi.
Immiin hiicrelerden sadece PD-L1 infiltrasyonunun diisiik olmasimnin genel sagkalimi
olumlu yonde etkiledigi goriildii. Bu sebeple yapilan ikili, ticlii ve dortlii immiin hiicre
kombinasyonlarinda PD-L1 infiltrasyonunun diisiik oldugu, PD-L1 hari¢ diger immiin

hiicrelerin yiiksek infiltrasyonda oldugu durumlar gruplara dahil edildi.

Tiimor merkezinde ikili immiin hiicre gruplar1 arasinda sadece CD3 ve PD-1
in her ikisinin de yliksek infiltrasyonda oldugu durumda p degeri 0.04 bulunmus, CD3
ve PD-1 yiiksek yogunlukta olmasi ile genel sagkalim arasinda istatistiksel agidan

anlamli iliski saptanmugtir (Tablo 13, Sekil 10).

Uclii immiin hiicre gruplarinin arasinda ise CD3 ve CDS infiltrasyonunun
yiiksek, PD-L1 infiltrasyonunun diisiik oldugu grupta medyan genel sagkalim siiresi
100.140 ay, p degeri 0.005 saptanmistir. Yani timor merkezinde tiimorii infiltre eden
lenfositlerden CD3 ve CD8 in yiiksek, PD-L1 in diisiik yogunlukta olmasi ile genel

sagkalim arasinda istatistiksel agidan anlamli iligski saptanmustir (Tablo 13, Sekil 11).

Calismaya alinan dort immiin hiicre grubu bir arada degerlendirildiginde ise;
CD3, CD8 ve PD-1 in yiiksek, PD-L1 in diisiik infiltrasyonda oldugu durumda medyan
genel sagkalim siiresi 100.140 ay, p degeri 0.7 saptanmis ve genel sagkalim ile

arasinda istatiktiksel agidan anlamli iliski saptanmamistir (Tablo 13).
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Tablo 13: Tiimdr merkezindeki (TM) tiimérii infiltre eden lenfositlerin (TIL) farkli
kombinasyonlarina gore genel sagkalim (OS) siireleri

CD3 ve CDS8 yiiksek 100,140 0,25
Digerleri 64,361 25,260 103,463

CD3 ve PD-1 yiiksek Medyana ulagilamadi 0,04
Digerleri 50,398 19,438 81,359

CD3 yiiksek ve PD-L1 diisiik 99,055 74,450 123,661 0,71
Digerleri 72,345 38,591 106,098

CD8 ve PD-1 yiiksek Medyana ulagilamadi 0,13
Digerleri 51,943 17,468 86,417

CD8 yiiksek ve PD-L1 diisiik Medyana ulasilamad: 0,1
Digerleri 64,361 33,730 94,993

PD-1 yiiksek ve PD-L1 diigiik 100,140 0,12
Digerleri 51,417 14,248 88,585

CD3, CD8 ve PD-1 yiiksek Medyana ulasilamad: 0,18
Heterojen 72,345 37,928 106,762

CD3, CD8 ve PD-1 diisiik 79,310 33,846 124,774

CD3 ve CDS8 yiiksek ve PD-L1 diisiik 100,140 0,005
Digerleri 30,160 9,103 51,217

CD3 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisitk 99,055 40,801 157,310 0,78
Digerleri 79,014 46,269 111,759

CD8 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisiik Medyana ulasilamadi 0,173
Digerleri 72,345 42,785 101,905

CD3, CD8 ve PD-1 yiiksek ve PD-L1 diisiik 100,140 0,000 209,072 0,7
Digerleri 79,014 40,048 117,981
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CD3+PD-1

104 —
i p=0,04
N=39
N=56

0,84

Genel Sagkalm
3
T

I}
e
-+

0,04

T T T T T T
00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
GS (aylar)

Sekil 10: Tiimoér merkezindeki (TM) CD3 ve PD-1 in birlikte analiz edildigi
genel sagkalim (OS) egrisi: Her iki hiicre tipinde yliksek infiltrasyonun (yesil renk;
yiiksek CD3+ ve yliksek PD-1+) digerlerinden (mavi renk; yiiksek/diisiik CD3+/PD-
1+ veya diisitk CD3+ ve diisiik PD-1+) ayrilmasiyla gruplar olusturulmustur.

B. CD3+CD8+PD-L1

T T T T T T
.00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
GS (aylar)

Sekil 11: Tiimo6r merkezindeki (TM) CD3, CD8 ve PD-L1 in birlikte analiz
edildigi genel sagkalim (OS) egrisi: Mavi renk yiiksek CD3+ ve CD8+ ve diisiik PD-
L1+ infiltrasyon oldugunu, yesil renk ise yiiksek PD-L1+ infiltrasyonu ve diger iki
immiin hiicrenin farkli kombinasyonlarda oldugu durumlar1 gostermektedir.
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Hastaliksiz sagkalim i¢in tek degiskenli analizlerde anlamli bulunan
degiskenler (tiimor derecesi, operasyon tipi, genel evre, perindral invazyon,
lenfovaskiiler invazyon, CD3+PD-1 immiinskor ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor)
cok degiskenli Cox regresyon analizine alindi. Genel evre hem T hem de N evresini
kapsadigi i¢cin T ve N parametreleri analiz modellerine dahil edilmedi. CD3+PD-1 ve
CD3+CD8+PD-L1 immiinskorlar da ortak immiin parametreleri icermesi nedeniyle
analize beraber alinmadi ve her bir immiinskorun ayr1 ayri yer aldigi ve diger
degiskenlerin ortak oldugu 2 model tizerinden Cox regresyon analizleri yapildi. Model
1 sonucunda CD3+PD-1 immiinskorun hastaliksiz sagkalimi bagimsiz bir sekilde
etkilemedigi (p degeri 0.069), sadece genel evrenin hastaliksiz sagkalim1 bagimsiz bir
sekilde etkiledigi goriilmiistiir. Model 2 sonucunda ise hem tiimor evresinin hem de
CD3+CD8+PD-L1 immiinskorun bagimsiz ve anlamli bir sekilde hastaliksiz
sagkalimi etkiledigi (p degeri 0.001) gorilmistiir (Tablo 14, Sekil 12).

Evre 2 ve Evre 3, Evre 1 den sirasiyla 8.46 (p degeri 0.04) ve 18.58 (p degeri
0.004) kat daha fazla donemsel Oliim riski getirmektedir. Evre arttikca hastaliksiz

sagkalim siiresinin istatistiksel olarak anlamli derecede kisaldig1 goriilmektedir (Tablo

14, Sekil 13).
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Tablo 14: Hastaliks1z sagkalim (DFS) i¢in tek degiskenli ve ¢ok degiskenli analizler

Degisken Tek Degiskenli Cok Degiskenli
HR 959% CI p-degeri HR 959% ClI p-degeri

Cinsiyet 0.30

Erkek 1.000 | 0.38-1.34

Kadin 0.718

Yas 0.82

<60 yas 1.000 0.93-2.86

>60 yas 1.641

Viicut Kitle indeksi 0.94

Normal 1.000 0.53-1.94

VKi>25 1.022

Charlson Komorbidite indeksi 0.3

2-4 1.000 0.42-1.3

5-8 0.74

Timor yerlesim 0.45

Kardia 1.000 | 0.42-1.46

Non-kardia 0.78

Tiimor histoloji 0.1

Intestinal tip 1.000 | 0.89-2.79

Non-intestinal tip 1.58

Timor derecesi 0.051*

Iyi-orta 1.000 | 0.97-3.44

Kotii-andiferansiye 1.82

Operasyon tipi 0.044"

Subtotal 1.000 1.01-3.12

Total 1.78

T evresi 0.001"

T1-T2 1.000 1.75-13.57

T3-T4 4.87

N evresi 0.001"

NO-N1 1.000 1.62-5.58

N2-N3 3.009

Tiimor evresi 0.001" 0.001"

Evre 2 vs Evre 1 8.46 1.10-65.14 0.04 7.506 [0.975-57.807 0.053

Evre 3 vs Evre 1 18.58 | 2.54-135.69 0.004 [19.108 |2.612-139.764| 0.004

Perinéral invazyon 0.002"

Yok 1.000 1.42-5.07

Var 2.68

Lenfovaskiiler invazyon 0.01*

Yok 1.000 1.17-5.84

Var 2.62
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HER2 durumu

0.64

Negatif 1.000 | 0.55-2.60

Pozitif 1.19

Platin duyarh (DFS > 1y1l) 0.2

Evet 1.000 | 0.53-1.84

Hayir 0.85

CD3+PD-1 0.02* 0,069
CD3+PD-1 yiiksek 1.000 | 1.089-3.57 1.000 | 0.958-3.183
Digerleri 1.972 1.746

CD3+CD8+PD-L1 0.01* 0.001"
CD3+CDS8 yiiksek ve PD-L1 diisiik 1.000 | 1.201-4.496 1.000 | 1.574-6.062
Digerleri 2.324 3.089

CEA 0.43

Normal 1.000 | 0.48-3.80

Yiiksek 1.36

CA19-9 0.55

Normal 1.000 | 0.38-1.50

Yiiksek 0.76

HR: Hazard ratio, CI: Giiven araligi, HER2: Human epidermal growth factor receptor-2, DFS:
Hastaliksiz sagkalim, CEA: Karsinoembriyonik antijen, CA19-9: Kanser antijeni 19-9

0.8 L

0,6 L

0,4+

Hastahksiz Sagkahm

0,04

digerleri

T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00
Sagkalim (aylar)

T T
100,00 120,00

—CD3 ve CDS yitksek ve
PD-LI digitk

Sekil 12: CD3+CD8+PD-L1 immiinskor ile hastaliksiz sagkalim (DFS) arasindaki

iliski egrisi ( p degeri 0.001)
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1,01 +
R . Evel

e 1Evre II
3y Evze III

0,8+

0,64

Hastahksiz Sagkahm

0,4

T T T T T T
,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
Sagkahm (aylar)

Sekil 13: Evre ile hastaliksiz sagkalim (DFS) arasindaki iligki egrisi (p degeri 0.001)

Genel sagkalim icin yapilan tek degiskenli analizlerde anlamli bulunan
degiskenler (operasyon tipi, genel evre, perindral invazyon, lenfovaskiiler invazyon,
platin duyarliligi, CD3+PD-1 immiinskor ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor) ¢ok
degiskenli Cox regresyon analizine alindi. Genel evre hem T hem de N evresini
kapsadigi icin T ve N parametreleri analiz modellerine dahil edilmedi. CD3+PD-1 ve
CD3+CD8+PD-L1 immiinskorlar da ortak immiin parametreleri icermesi nedeniyle
analize beraber alinmadi ve her bir immiinskorun ayri ayr1 yer aldigr ve diger
degiskenlerin ortak oldugu 2 model lizerinden Cox regresyon analizleri yapildi. Model
1 sonucunda sadece platin duyarliliginin genel sagkalimi bagimsiz bir sekilde anlaml
etkiledigi (p degeri 0.000) goriildii. Model 2 sonucunda ise hem tiimor evresinin hem
de CD3+CD8+PD-L1 immiinskorun bagimsiz ve anlamli bir sekilde hastaliksiz
sagkalimi etkiledigi (p degeri 0.001) gortilmistiir (Tablo 15).

Platin tedavisine duyarli olma durumunun hastaliksiz sagkalim ile arasinda
istatistiksel acidan anlamli iligki saptanmamisken (p degeri 0.2), genel sagkalim ile

anlamli derecede iliskili oldugu goriilmiistiir (p degeri 0.000) (Tablo 14, Tablo 15).

Evre 2 ve Evre 3, Evre 1 den sirasiyla 8.173 (p degeri 0.04) ve 16.812 (p degeri
0.005) kat daha fazla donemsel 6liim riski getirmektedir. Evre arttikca genel sagkalim

stiresinin istatistiksel olarak anlamli derecede kisaldig1 goriilmektedir (Tablo 15).
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Tablo 15: Genel sagkalim (OS) igin tek degiskenli ve ¢ok degiskenli analizler

Degisken Tek Degiskenli Cok Degiskenli
HR 95% ClI p-degeri | HR 95% ClI p-degeri
Cinsiyet 0.44
Erkek 1.000| 0.414-1.472
Kadin 0.78
Yas 0.08
<60 yas 1.000| 0.94-2.946
>60 yas 1.664
Viicut Kitle indeksi 0.72
Normal 1.000| 0.585-2.151
VKi>25 1.122
Charlson Komorbidite indeksi 0.17
2-4 1.000| 0.84-2.626
5-8 1.486
Timor yerlesim 0.36
Kardia 1.000| 0.40-1.397
Non-kardia 0.75
Tiimor histoloji 0.1
Intestinal tip 1.000| 0.90-2.896
Non-intestinal tip 1.619
Timor derecesi 0.89
Iyi-orta 1.000| 0.919-3.291
Kotii-andiferansiye 1.739
Operasyon tipi 0.03" 0.008"
Subtotal 1.000| 1.038-3.277 1.000| 1.279-4.932
Total 1.844 2,511
T evresi 0.004"
T1-T2 1.000| 1.621-12.591
T3-T4 4518
N evresi 0.001"
NO-N1 1.000| 1.483-5.154
N2-N3 2.764
Tiimor evresi 0.003" 0.001"
Evre 2 vs Evre 1 8.173| 1.062-62.88 0.04 8.043| 1.045-61.870 0.053
Evre 3 vs Evre 1 16.812| 2.30-122.88 0.005 [19.008| 2.595-139.226 | 0.004
Perinéral invazyon 0.006"
Yok 1.000| 1.304-4.69
Var 2.473
Lenfovaskiiler invazyon 0.02*
Yok 1.000| 1.122-5.609
Var 2.509
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HER2 durumu 0.95

Negatif 1.000| 0.431-2.213

Pozitif 0.976

Platin duyarh (DFS > 1y1l) 0.01* 0.000"
Evet 1.000| 0.242-0.824 1.000( 2.014-8.110

Hayir 0.447 4.041

CD3+PD-1 0.051* 0,069
CD3+PD-1 yiiksek 1.000| 0,.998-3.308 1.000| 0.958-3.183

Digerleri 1.817 1.746

CD3+CD8+PD-L1 0.006* 0.001"
CD3+CD8 yiiksek ve PD-L1 dusiik | 1.000| 1.299-4.905 1.000| 1.623-6.297

Digerleri 2.524 3.197

CEA 0.58

Normal 1.000| 0.14-1.641

Yiiksek 0.824

CA19-9 0.58

Normal 1.000| 0.477-3.751

Yiiksek 1.338

HR: Hazard ratio, CI: Giiven araligi, HER2: Human epidermal growth factor receptor-2, DFS:
Hastaliksiz sagkalim, CEA: Karsinoembriyonik antijen, CA19-9: Kanser antijeni 19-9

Evre ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor durumuna gore hastalar hastaliksiz

sagkalim agisindan yeniden evrelendiginde; evrelerin immiinskor durumuna gore

birbirinden anlamli bir sekilde ayrildigi goriildii (p<0,001). Ama yeteri kadar olay

gerceklesmedigi igin sagkalim siireleri hesaplanamadi. Bakildiginda evre 1 hastalarin

immiinskordan bagimsiz olarak iyi hastaliksiz sagkalim stirelerine sahip oldugunun

goriilmesi tizerine, evre 2 ve evre 3 hastalar immiinskor durumlarina gore dort gruba

ayrildi ve en iyi hastaliksiz sagkalima evre 1 hastalarin sahip oldugu ve en kot

hastaliksiz sagkalima ise evre 3 olup immiinskor durumlari diisiik olan (CD3 ve CD8

diisiik ve PD-L1 yiiksek) hastalarin sahip oldugu goriildii. Evre 2 immiinskorlar diisiik

ve evre 3 olup immiinskorlar1 yiiksek olan hastalarin ise benzer sagkalima sahip oldugu

goriildii (Tablo 16, Sekil 14).
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Tablo 16: Evre ve immiinskor (IS) durumlarmma gére hastaliksiz sagkalim (DFS)
stireleri

Evre 1 iS’den bagimsiz <0,001

Evre 2 IS yiiksek 99,055

Evre 2 IS diisiik 43,663 5,950 81,377

Evre 3 IS yiiksek 26,908 0,000 58,499

Evre 3 IS diisiik 9,528 0,120 18,935

IS: Immiinskor

10 T S ; . Evreve
' Imminskor
~"1Ewre |1 yiksek
—MEwe | 1S digik
~Ewe IS yiksek

08 ~IEwe 1S digik

+ * Ewe IS yiksek
~MEwe NS dusk

Hastaliksiz Sagkalim
+

02
: p<0,001

00 25,00 50,00 75,00 100,00 12500

Sagkalim (aylar)

1,04 —Evrel
I 1Evre 2 IS Yitksek
Evre 2 IS Ditgik
—1Evze 3 IS Yitksek
Evze 3 IS difiik

0,8+
g 0,6+
3
(]
v
o]
@
E 0,44
<
o=

0,24

p<0,001
0,04
T T T T T T
,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00

Sagkahm (aylar)

Sekil 14: Evre ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor durumuna gore hastaliksiz sagkalim
(DFS) egrileri
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Evre ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor durumuna gore hastalar genel sagkalim
acisindan yeniden evrelendiginde; evrelerin immiinskor durumuna gore birbirinden
anlamli bir sekilde ayrildigi gorildi (p<0,001). Bakildiginda evre 1 hastalarin
immiinskordan bagimsiz olarak iyi genel sagkalim siirelerine sahip oldugu goriilmesi
lizerine, evre 2 ve evre 3 hastalar immiinskor durumlarina gére dort gruba ayrildi ve
en iyi hastaliksiz sagkalima evre 1 hastalarin sahip oldugu ve en koétii hastaliksiz
sagkalima ise evre 3 olup immiinskor durumlar diisiik olan (CD3 ve CD8 diisiik ve
PD-L1 yiiksek) hastalarin sahip oldugu goriildii. Evre 2 immiinskorlar diisiik ve evre

3 olup immiinskorlar1 yiiksek olan hastalarin ise benzer sagkalima sahip oldugu

goriildii (Sekil 15, Tablo 17).

b —Evel
. et 4 , 1 Evae 215 Vilkesek
| N o " y Eve 2 1§ Disitl
—1Evre 31§ Yidosek

Eve 3 18 Digitk
0,8 ]_

0,5
0,44 —v—!—v—v—l
H——H

Genel Sagkahm

0,0

1 T T T T
0o 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Sagkalm (aylar)

Sekil 15: Evre ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor durumuna gore genel sagkalim (OS)
egrisi

Tablo 17: Evre ve Immiinskor (IS) durumlarina gére genel sagkalim (OS) siireleri

Medyan CI %95 (alt ve iist simir) p-degeri
(ay)
Evre 1 IS’den bagimsiz <0,001
Evre 2 IS yiiksek 99,055
Evre 2 IS diisiik 64,361 15,130 113,592
Evre 3 iS yiiksek 44,846 17,368 72,324
Evre 3 IS diisiik 12,222 9,438 15,006
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Tiimériin merkezinde (TM) ve invazif marjininde (IM) tiimor-infiltre eden
lenfositler (TIL) ve genel sagkalim arasindaki iliski analiz edildi. CD3 ve CDS$ igin;
hem yasayan hem de 6len hastalar i¢in ayr1 ayr1 hem tiimoriin merkezinde hem de
invazif marjininde mm? deki medyan hiicre sayilari, PD-1 ve PD-L1 i¢in de hem
yasayan hem de 6len hastalar i¢in ayr1 ayr1 hem tiimoriin merkezinde hem de invazif
marjininde medyan boyanma yiizdeleri hesaplandi. Sonug olarak tiimoérii infiltre eden

lenfositler ile genel sagkalim arasinda istatistiksel acidan anlamli iligki saptanmadi

(Tablo 18).

Tablo 18: Tiimériin merkezinde (TM) ve invazif marjininde (IM) tiimér-infiltre eden
lenfositler (TIL) ve genel sagkalim arasindaki iligki

CD3 iM 492,00 483,00 0,15
CD3TM 604,50 541,00 0,13
CDS8 iM 496,00 478,00 0,83
CD8 TM 497,50 388,00 0,57
PD-1iM 10,50 8,00 0,24
PD-1TM 13,00 11,00 0,38
PD-L1 iM 7,00 5,00 0,18
PD-L1TM 0,50 5,00 0,51
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5. TARTISMA

Calismamizda; evre I-III opere mide kanserinde tani aninda histopatolojik
ozelliklerin ve tiimorii infiltre eden lenfositlerin saptanmasi ile hem genel sagkalimin,
hem de hastaliksiz sagkalimin Ongoriilebilmesini ve ayni zamanda bu patolojik
belirteglerin tedavi yanitina etkisinin belirlenebilmesini hedefledik. Bu amagla toplam
95 mide kanseri tanili hasta ¢alismamiza dahil edilmistir. Hem tiimoriin merkezinde,
hem de invazif marjininde CD3+, CD8+, PD-1+ ve PD-L1+ immiin boyanma oranlari
ayr1 ayr1 degerlendirilmis, immiinskorlar olusturulmus ve bunlarin ¢esitli klinik ve

patolojik parametrelerle, genel ve hastaliksiz sagkalimla iliskisi incelenmistir.

Calismaya alinan hastalarin 67° si erkek, 28’ i kadindi, E/K oram1 2.3 olarak
bulundu. Medyan hasta yas1 60 idi. Bu bulgular mide kanserinin genel epidemiyolojisi
ile uyumlu bulgulardi. Tiimor 25 hastada (%26.3) kardiyada, 23 hastada (%24.2)
korpusta, 47 hastada (%49.5) antrumda yerlesmisti. Lauren siniflamasina gore
olgularin 42 si (%44.2) intestinal tipte, 39 u (%41.1) diffiiz tipte ve 14 i (%14.7) mikst
tipteydi. Bilindigi gibi mide kanserlerinde intestinal tip kanserler (%70), diffiiz tip
kanserlere (%25) gore daha fazla oranda goriilmektedir ve prognozlar: daha iyidir.
Bizim ¢alismamizda intestinal ve diffiiz tip timorlii hasta sayilar1 birbirine yakindi ve
mikst tipte timor sayist fazlaydi. Hastalarin prognozlari bu ve buna benzer
faktorlerden de etkilenmis olabileceginden, immiin hiicre infiltrasyonlarina tek tek

bakildiginda sagkalim ile aralarinda anlamli derecede iligki bulunamamas olabilir.

Hastalarda cinsiyet, yas, viicut kitle indeksi, Charlson komorbidite indeksi,
timoriin  yerlesimi (kardiya/non-kardiya), tiimoriin histolojisi (intestinal/diffiiz),
HER?2 pozitifligi, CEA ve CA19-9 diizeyleri ile hastaliksiz ve genel sagkalim arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptayamadik.

Mide kanserlerinde hemogram parametrelerinin prognoza etkisini ve timorii
infiltre eden lenfositlerle iliskisini inceleyen c¢ok sayida calisma yapilmistir.
Calismamizda bu parametrelerin farkli kombinasyon ve sekillerde CD3, CD8, PD-1
ve PD-L1 pozitifligi ile arasinda pozitif veya negatif korelasyonlarin oldugu
gosterilmistir. Yamakoshi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada pre-operatif
NLR (nétrofil/lenfosit oran1)’ nin mide kanserinde sagkalim acisindan bagimsiz
prognostik degeri oldugu gosterilmis ve NLR artisinin tiimoriin immiin cevabini

etkiledigi ileri stiriilmiistiir (32). Bizim ¢alismamizda pre-operatif NLR arttik¢a sadece
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timor merkezindeki PD-L1 infiltrasyonunun arttigi goriilmiistiir. Post-operatif NLR

ile TIL arasinda anlamli korelasyon goriilmemistir.

Hastalarda sagkalim ile operasyon tipi (total/subtotal), perindral invazyon
varligi, lenfovaskiiler invazyon varligi, T ile N evresi ve tiimoriin genel evresi arasinda
anlamli iliski oldugunu saptadik. Total gastrektomi yapilan hastalarda subtotal
gastrektomi yapilan hastalara kiyasla daha fazla 6lim orami goriildii. Bu durum
hastaligin total gastrektomi yapilan hastalarda daha fazla ilerlemis olmasi ile
aciklanabilir. Yapilan bir calisma mide kanserinde operasyon tipinden ziyade ¢ikarilan
lenf nodu sayisinin da uzun siireli sagkalim ile iligkili oldugunu gostermistir (33).
Perindral ve lenfovaskiiler invazyon varligi beklenildigi sekilde artmis 6liim riski ile
iliskili bulundu. T ve N evresi ilerledikge ve genel evre arttik¢a 6liim riski de artmakta
idi.

Tliimoriin -~ derecesi  (iyi-orta-kotii-andiferansiye) ilerledikce hastaliksiz
sagkalimin olumsuz etkilendigi goriildli, ancak genel sagkalim ile tiimor derecesi

arasinda iligski bulunmamadi.

Mide kanserinde TNM evrelemesine gore evre ilerledikce prognozun
kotiilestigini bilmekteyiz. Bizim ¢alismamizda da hastalarda T1-T2-T3-T4, NO-N1-

N2-N3 ve Evre 1-2-3 sirastyla sagkalimin azaldig1 goriilmiistiir.

Timoért infiltre eden lenfositlerin  timoriin - merkezinde veya invazif
marjinindeki yogunluklari PD-1 harig birbiri ile iliskili bulunmustur. Ozellikle CD3
ve CD8 arasinda bu korelasyon daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Yani CD3 veya CD8
i¢in infiltrasyon yogunlugunun tiimériin bir bdlgesinde yiiksek bulundugu hastalarda,
timoriin diger bolgesinde ve diger immiin hiicre i¢in her iki bolgede de yiiksek

bulundugu saptanmastir.

[k olarak 2006 yilinda Galon ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada
kolorektal kanserli hastalarda tiimorii infiltre eden immiin hiicrelerin tipine ve
yerlesimine gore yogunlugunun yiiksek olmasi durumunda hastaligin niiksiiniin daha
az oldugu ve sagkalimi olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (25). Daha sonra benzer
caligmalar diger kanser tiirleri i¢in de yapilmistir ve timéri infiltre eden lenfositlerin
sagkalimla iliskili oldugu gosterilmistir. Ancak calismamizda tiiméri infiltre eden
lenfositler i¢inde; sadece tiimor merkezindeki PD-1 infiltrasyonu ile hastalik niiksii

arasinda anlamli iligki goriilmiistiir. Bu durum hasta sayisinin az olmasindan kaynakli
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olusmus olabilir. Tiimdr merkezinde PD-1 infiltrasyonunun yiiksek oldugu hastalarda

daha az niiks oldugu izlenmistir.

Bugiine dek yapilan birgok calisma ile kolorektal kanserlerde, akciger
kanserlerinde, mide kanserlerinde, meme kanserlerinde, beyin kanserlerinde timorii
infiltre eden lenfositlerin yiiksek yogunlukta olmasinin pozitif prognostik bir belirteg

oldugu gosterilmistir (29, 34-36).

Jiang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada mide kanserinde CD3 ve
CD8 immiinskorun hastaligin niiksii ve sagkalim ile iligkisi arastirilmistir. Sonuglarda
hem CD3 hem de CD8 i¢in; immiin hiicre infiltrasyonunun yiiksek yogunlukta oldugu
hastalarda niiksiin ve 6liimiin daha az oldugu gosterilmistir. Immiinskorun TNM ile
birlikte prognoz tayininde ve tedavi yanitini 6ngérmede kullanilabilecegi One
striilmiistiir (29). Paulsen ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ise; kiigiik hiicre
dist akciger kanserinde PD-1 ve PD-L1 immiinskorun sagkalim ile iligkisi
incelenmistir. Hem PD-1, hem de PD-L1 infiltrasyonunun yiiksek yogunlukta olmasi
pozitif prognostik faktor olarak bulunmustur (35). Bizim ¢aligmamizda CD3, CDS8,
PD-1 ve PD-L1 in hem tiimor merkezinde hem de invazif marjinindeki yogunluklari
ile sagkalim arasinda anlamli iligkili bulunamamistir. Ancak immiin hiicrelerden
sadece PD-L1 infiltrasyonunun diisiik olmasinin hastaliksiz sagkalimi olumlu yonde
etkiledigi goriilmiistiir. Literatiirde immiin hiicrelerin yogunluklarmin yiiksek veya
diisiik olmasinin niiks ve sagkalimi olumlu veya olumsuz etkiledigi 6rnek ¢alismalar
mevcuttur. Thompson ve arkadaslarinin yaptigi calismada bizim ¢aligmamizda oldugu
gibi, mide kanserli hastalarda yiiksek PD-L1 ekspresyonunun sagkalimi olumsuz

etkiledigi gosterilmistir (37).

Calismamizda tiimor merkezindeki (TM) tiimorii infiltre eden lenfositlerin
(TIL) hastaliksiz ve genel sagkalim siireleri ile iliskisi ikili, iicli ve dortlii
kombinasyonlar seklinde incelenmistir. Bu kombinasyonlarda aslinda CD3, CD8 ve
PD-1 igin yiiksek yogunlukta olmak, PD-L1 igin diisiik yogunlukta olmak hem
hastaliksiz, hem de genel sagkalim acisindan pozitif prognostik faktdr olarak
goriilmis, ancak hasta sayisinin yetersizliginden dolay1 sadece iki grupta istatistiksel
acidan anlamli iliski saptanmustir. Ikili kombinasyonlarda CD3 ve PD-1 infiltrasyon
yogunlugunun yiiksek oldugu, ti¢lii kombinasyonlarda ise CD3 ve CD8 infiltrasyon
yogunlugunun yiiksek, PD-L1 infiltrasyon yogunlugunun diisik oldugu hasta
gruplarinda hem hastaliksiz, hem de genel sagkalimin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
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sonuclar; mide kanseri tanisi alan hastalarda tan1 aninda CD3+PD-1 ve
CD3+CD8+PD-L1  immiinskorlarin  belirlenmesinin  prognozu  6ngdrmede

kullanilabilecegini gdstermistir.

Calismamizda CD3+CD8+PD-L1 immiinskorun (CD3 yiiksek, CDS yiiksek,
PD-L1 diisiik) sagkalimi olumlu yonde etkilediginin goriilmesi {izerine; hastalar evre
ile CD3+CD8+PD-L1 immiinskor durumuna gére gruplar olusturularak hastaliksiz ve
genel sagkalim acisindan incelenmistir. Evre 1 hastalarin immiinskordan bagimsiz
olarak iyi genel sagkalim siirelerine sahip oldugu goriilmesi iizerine, evre 2 ve evre 3
hastalar immiinskor durumlarina gére evre 2 immiinskor yiiksek, evre 2 immiinskor
diisiik, evre 3 immiinskor yiiksek, evre 3 immiinskor diisiik olacak sekilde dort gruba
ayrilmistir. Hem hastaliksiz, hem de genel sagkalim agisindan evrelerin birbirinden

anlamli sekilde ayrildig1 goriilmistiir.

Evre 1-2-3 mide kanserlerinde tiimorii infiltre eden lenfositlerin sadece
sagkalim agisindan degil, hastalara uygulanan tedaviye yanit acisindan da degeri
incelenmistir. Bu konuda daha once yapilan galismalarla yiiksek immiin hiicre
infiltrasyonunun tedavi yanitin1 olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir (29). Ancak
calismamizda tiimori infiltre eden lenfositlerle, uygulanan kemoterapi ya da

radyoterapiye alinan cevap ile arasinda iligki bulunamamistir.

Calismamizda en 6nemli kisitlayici faktor, retrospektif ¢alismalara 6zgii olan
veri yetersizligidir. Hastalarin demografik, klinik ve patolojik bilgilerine ulasmanin,
patoloji arsivinden yeniden kesit alma ve boyanmaya uygun parafin bloklar:
edinmenin gii¢ olmasi ve en az 3 yil siiren diizenli takipli hasta verilerinin eksikligi
sebebiyle ¢alismamiza alinabilen hasta sayist olduk¢a azalmistir. Bu durum
istatistiksel sonuglarin etkinliginin azalmasina sebep olmus olabilir. Tiimori infiltre
eden lenfositlerin prognostik ve prediktif degerinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in

daha genis capta, daha fazla sayida prospektif caligmalara ihtiyag vardir.

55



6. SONUCLAR

Mide kanserinde prognozu belirlemek ve tedavi karari vermek igin g¢esitli
Klinik ve patolojik parametreler kullaniimakta ve TNM siniflamasi ile evreleme
yapilmaktadir. Ancak ayni evredeki mide kanserlerinde klinik olarak anlamli farkli
sonuglar goriilebilmektedir. Bu sebeple immiin hiicre infiltrasyonunun belirlenmesi
onem kazanmistir. TNM evrelemesine ek olarak immiin degerlendirme yapilmasi
onerilmektedir. Mide kanseri dokusundaki immiin infiltrasyon klinik sonuglar

ongorebilir ve prognoz ile terapotik sonug igin bir belirteg olarak kullanilabilir.

Literatiirde bugiine dek yapilan c¢aligmalar incelendiginde; mide kanserinde
timorl infiltre eden lenfositlerin sagkalim acisindan prognostik 6nemi oldugu
anlasilmistir (37-39). Biz ¢alismamizda CD3+PD-1 ve CD3+CD8+PD-L1 immiinskor
kombinasyonlari ile sagkalim arasinda gii¢lii korelasyon oldugunu gosterdik. Ancak
hasta sayisinin kisithiligindan dolayr inceledigimiz tiim immiin hiicrelerde sagkalim

acisindan anlamli sonuglar elde edemedik.

Calismamizin  sonuglarma goére CD3+PD-1 ve CD3+CD8+PD-L1
immiinskorlar1 prognoz belirlemede etkili bulunmustur. Evre ile immiinskorlar birlikte
degerlendirildiginde ise; evre azaldikca ve immiinskor yiikseldik¢e sagkalimin

belirgin olarak olumlu y6nde etkilendigi gosterilmistir.

Incelenen immiin hiicre infiltrasyonlarinin tiimériin merkezinde ya da invazif
marjininde yiiksek ya da diisiikk olmasi tedavi yanitini etkilememistir, yani prediktif

Onemi gosterilememistir.

Tiim immiin hiicre tiplerinde anlamli1 ve net sonuglar elde edebilmek i¢in daha
fazla sayida hastaya ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz. Yine de calismamiz mide
kanserlerinde tiimorii infiltre eden lenfositlerin TNM evrelemesi ile beraber prognoz
tayininde kullanilmasmin etkili oldugunu destekler niteliktedir. Ilerde tipki kolorektal
kanserlerde oldugu gibi immiin degerlendirmenin diger kanser tiirlerinde de evreleme

ve prognoz belirlemede birlikte kullanilmasi 6ngoriilebilir.
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