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OZET

Amagc: Calismamizda; 1) literatiirde tanimlanmis molekiiler alt tipler gz Oniine
alinarak, primer gastrik adenokarsinomu (G-ACa) immiinhistokimya (IHK) ve in- situ
hibridizasyon (ISH) gibi daha yaygmn, ulasilabilir ve diisiik maliyetli teknikler
kullanarak siniflamak, kendi popiilasyonumuzdaki dagilimlarini degerlendirmek,
morfolojik yansimalarin1 ve klinik-patolojik parametrelerle olan iliskilerini
belirlemek; 2) THK (pan-TRK) yontemi ile G-Ca’larda NTRK gen fiizyonlarinin
oranini belirlemek, molekiiler siniflama alt tipleri ile iligkisini ve her grup i¢indeki

bagimsiz prognostik roliinii arastirmak amaglanmastir.

Gereg ve Yontem: 2013-2018 yillar1 arasinda, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi (MUTF, Pendik EAH) Tibbi Patoloji
boliminde, rezeksiyon materyallerinde primer G-ACa tanisi alan 240 olgu ¢alisma
kapsamina alinmistir. Tissue microarray (TMA) analiz i¢in, her olguya ait farkl
morfolojideki tiimor alanlarindaki timori en iyi temsil ettgi diisiiniilen 4 adet 6rnek,
alict bloklardaki 3 mm c¢apli yuvaciklara (korlara) yerlestirilmistir. Calismamizda,
Setia ve arkadaglarinin, daha Once yayinlanan molekiiler siniflamalar1 goz Oniine
alarak onerdikleri simiflamaya benzer sekilde, EBER-kromojenik iSH (CISH) ile
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, E-kaderin ve p53 IHK analizi uygulanarak, 240 G-ACa
olgusu bes gruba ayrilmistir.

Calismamizda NTRK gen fiizyonlarinin G-ACa’lardaki goriilme siklig1 ve
molekiiler caligmalari baz alan G-ACa gruplari ile iliskisi IHK (pan-TRK-EPR17341)
yontemi uygulanarak degerlendirilmistir. Ekspresyon izlenen olgularda konfirmasyon
amacli NTRK 1/2/3 floresan-ISH (FISH) analizi uygulanmustir. Pan-TRK negatif olan
G-ACa’lar arasindan kontrol grubu olusturmak amaciyla, ileri evreli bes olgu

secilerek, NTRK 1/2/3 FISH analizi gerceklestirilmistir.

Calismamiza, olgulara ait rutinde uygulanmis HER2 IHK ve ISH (FISH/SISH)
analizleri dahil edilmis ve sonuglarina olgularin hastane bilgi yonetim sisteminde

kay1th patoloji raporlarindan ulagilmastir.



Bulgular: Calismamizda yer alan olgularin takip siiresi ortalama 19,97 aydir. Genel
sag kalimda; tiimdr makroskopik tip 1 (polipoid), iyi farklilasma derecesi (grade 1 ve
grade 2), erken evre mide duvar invazyon seviyesi (pT1+pT2) ve lenf nodu tutulumu
(pNO+pN1), lenfatik/anjioinvazyon negatifligi ile cerrahi sinir negatifliginin uzun sag
kalimla istatistiksel anlamlilik gosterdigi belirlenmistir. Niikssiiz sag kalim
analizlerinde ise; ileri evre lenf nodu metastazi (pN3), lenfatik invazyon,
anjioinvazyon, perindral invazyon, cerrahi sinirda timor pozitifligi ve desmoplastik

yanitin, azalmis niikssiiz sag kalim ile iligkisi istatistiksel agidan anlaml1 bulunmustur.

Calismamizda, THK ve ISH analizi kullanilarak 240 olgu sirasiyla 5 gruba
ayrilmistir; %3,7’sinin (n=9) EBV (+), %12,1’inin (n=29) dAMMR, %12,9’inin (n=31)
E-kaderin aberran, %47,9’unun (n=115) P53 aberran ve %23,4’linlin (n=56) P53

normal grupta oldugu saptanmuistir.

Calismamizda, EBV (+) grupta, olgu sayisinin sinirli olmasi nedeniyle, diger
gruplara gore histomorfolojik ve sag kalim ozellikleri acisindan istatiksel anlamli
farklilik elde edilememistir. Buna karsin, olgularin tiimiiniin erkek olmasi, 6 olgunun
(%66) proksimal yerlesim gdstermesi ve 7 olguda (%77) lenfositik yanitin saptanmast
dikkat ¢ekici 6zelliktedir. Calismamizdaki EBV (+) olan 9 olgunun histolojik tipi
incelendigi zaman; 2 olguda (%22) mediiller karsinom, 5 olguda (%55) mikst tip
karsinom (zayif koheziv+tubuler), 1 olguda (%]11) zayif koheziv karsinom (tash ytiziik
komponenti iceren), 1 olguda (%11) tubuler karsinom (koti diferensiye/ solid patern
baskin) goriilmiistiir. EBV (+) olgularm tiimiinde IHK olarak yanls eslesme tamir
proteinleri (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) korunmustur (mutually exclusive patern).

dMMR grupta goriilen yas ortalamasi, diger molekiiler gruplara goére anlaml
olarak yiiksek saptanmistir (ortalama 71 yas). Lenfositik yanit varligi, pS3 aberran
grup ile birlikte, diger molekiiler gruplardan daha yiiksek oranda izlenmistir.
Histolojik tip olarak, p53 aberran grup ile birlikte Lauren intestinal tip/DSO tubuler
tip gériilme orani, diger molekiiler gruplara gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.
Perindral invazyon, diger molekiiler gruplarla karsilastirildigi zaman, istatistiksel
olarak anlamli sekilde az oranda saptanmistir. Calismamizda dMMR grupta yer alan
18 tubuler G-ACa olgusu disinda, 3 olguda mediiller karsinom, 3 olguda zayif koheziv

G-ACa, 4 olguda mikst karsinom ve 1 olguda miisindz karsinom saptanmistir. Bir



olguda ise tubuler morfolojiye %10 oraninda mikropapiller paternin eslik ettigi
goriilmiistiir. AIMMR grupta, MLH1 ve PMS2 kayb1 dominant patern (%86,2) olarak

izlenmistir.

E-kaderin aberran grupta diger molekiiler gruplara gore daha yiiksek oranda
Lauren diffiiz tip/ DSO zayif koheziv tip saptanmis olmakla birlikte, yas agisindan
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmemistir. Kotii farklilasma
gosterme oraninin, E-kaderin aberran grupta, diger gruplara gore anlamli olarak fazla

oldugu goriilmiistiir.

P53 aberran grubun, istatistiksel olarak anlamli sekilde, Lauren intestinal tip
(%62,6) ve DSO tubuler tiple (%54,8) yiiksek oranda korelasyon gosterdigi
saptanmustir. P53 aberran gruptaki HER2 pozitiflik oraninin (HER2 IHK skor 3), diger

gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tanimlanan 5 molekiiler grup arasinda, genel ve niikssiiz sag kalim oranlari

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamagtir.

240 olgudan 3’iinde pan-TRK ile az sayida neoplastik hiicrede zayif
immunekspresyon izlenmistir. Konfirmasyon amacli yapilan NTRK 1/2/3 FiSH
analizinde, NTRK 1/2/3 genlerindeki split orani her 3 olguda da %5’den daha az
oranda saptanmistir. Pan-TRK IHK negatif kontrol grubunu olusturan bes olgunun iki

tanesinde NTRK1 gen split oran1 %10 (%10 ve %14)’dan fazladir.

Sonug: Calismamizda, IHK ve ISH analizleri yardimiyla, literatiirdeki molekiiler bazli
calismalar esas alinarak olusturulan G-ACa gruplarinin, ¢alisma kapsamina aldigimiz
kendi popiilasyonumuzdaki dagilimi belirlenmistir. Histolojik simiflamalara gore,
gruplardaki olgularin dagilimi arasinda anlamli fark izlenmekle birlikte, higbir grup
i¢in 6zgiin histolojik tip saptanmamustir. Bu dogrultuda, hedef tedavileri yonlendirme
acisindan etkin olabilecek G-ACa gruplarinin belirlenebilmesi igin, IHK ve ISH

yontemlerinin rutin uygulanmasinin énemli oldugunu bu ¢alisma gostermistir.

Pan-TRK IHK ekspresyonu saptanan olgularimizda uygulanan FISH analiz
sonuglari giincel kriterlere gore negatif kabul edilse de, ¢aligma ve kontrol gruplarinda

elde edilen FISH sonuglarini, ilerleyen zamanlarda yapilacak kapsamli molekiiler



calismalarla, prediktif ve/veya prognostik agidan anlamlilik derecesinin aragtirilmasi

gerektigine inaniyoruz.

Anahtar Kelimeler: Gastrik adenokarsinom, molekiiler simiflandirma, TCGA,
ACRG, mikrosatellit instabilite, EBV, ndrotrofik- tropomiyozin reseptor tirozin

kinaz (NTRK) gen fuzyonu, pan-TRK, prognoz.



INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

Aim: The aims of this study are; 1) to reclassify primary gastric adenocarcinoma (G-
ACa), by using more common, accessible and cost-effective techniques such as
immunohistochemistry (IHC) and in- situ hybridization (ISH) in accordance with the
identified molecular subtypes, to evaluate their distribution in our population, to
evaluate their morphological reflections and their relationship with the clinical and
pathological parameters; 2) to determine the ratio of NTRK gene fusion in G-ACa by
IHC (pan-NTRK) method, to investigate its relationship with our molecular
classification subtypes and to investigate its independent prognostic role in individual

subtypes.

Material and Metods: A total number of 240 gastrectomy specimens, which had been
diagnosed as primary G-ACa in the Pathology Department of Marmara University
School of Medicine, between 2013 and 2018 were included in the study. For tissue
microarray (TMA) analysis, 4 samples, which are thought to best represent the tumor
in tumor areas of different morphology, were placed in 3 mm diameter cores in the
recipient blocks. In our study, 240 G-ACa cases were divided into five groups by
EBER-chromogenic ISH (CISH) as well as, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, E-cadherin
and p53 IHC, similar to the classification proposed by Setia et al., considering the
previously published molecular classifications.

In our study, the prevalence of NTRK gene fusions in G-ACa and its
relationship with G-ACa groups based on molecular studies were evaluated by
applying the IHK (pan-TRK-EPR17341) method. NTRK 1/2/3 fluorescence-ISH

(FISH) analysis was performed for confirmation in cases with pan-TRK expression.

In order to create a control group among the Pan-TRK negative cases, five
cases with advanced stage were selected and NTRK 1/2/3 FISH analysis was applied.

The routine HER2 ISH and ISH (FISH / SISH) analyzes of the cases were also
included in our study, and the results were obtained from the pathology reports

recorded in the hospital information management system.

Findings: The mean follow-up period of the cases in our study was 19,97 months. In
overall survival analysis; tumor macroscopic type 1 (polypoid), well differentiation

Vi



(grade 1 and grade 2), early gastric wall invasion level (pT1 + pT2) and lymph node
involvement (pNO + pN1), lymphatic / angioinvasion negativity and surgical margin
negativity were associated with long survival. In relapse-free survival analysis;
advanced stage lymph node metastasis (pN3), lymphatic invasion, angioinvasion,
perineural invasion, tumor positivity at the surgical margin and desmoplastic response

were associated with short recurrence-free survival.

In our study, 240 cases were divided into 5 groups by using IHC and ISH
analysis; 3,7% (n = 9) EBV (+) group, 12,1% (n = 29) dMMR group, 12,9% (n = 31)
E-cadherin aberrant group, 47,9% (n = 115) P53 aberrant group and 23,4% (n = 56)

P53 normal group.

In our study, due to the limited number of EBV (+) cases, no statistically
significant difference was found in terms of histomorphological and survival
characteristics compared to other molecular groups. However, it is remarkable that all
of the cases were male, 6 cases (66%) were proximally localized, and lymphocytic
response was detected in 7 cases (77%). When the histological type of 9 cases with
EBV (+) in our study was examined; 2 cases (22%) medullary carcinoma, 5 cases
(55%) mixed type carcinoma (poorly cohesive + tubular), 1 case (11%) poorly
cohesive carcinoma (containing signet ring cell component), 1 case (11%) tubular
carcinoma (poorly differentiated / solid pattern dominant) was observed. In all EBV
(+) cases, mismatch repair proteins (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) were detected as

intact (mutually exclusive pattern) as IHC.

The average age seen in the AMMR group was found to be significantly higher
than the other molecular groups (mean age 71 years). The presence of lymphocytic
response was detected at a higher rate with the p53 aberrant group compared to other
molecular groups. As histological type, with p53 aberrant group, Lauren intestinal type
/ WHO tubular type were found to be significantly higher than other molecular groups.
Perineural invasion was found to be statistically significantly less when compared with
other molecular groups. In our study, except for 18 tubular G-ACa cases in the AIMMR
group, 3 cases had medullary carcinoma, 3 cases had weak cohesive G-ACa, 4 cases

had mixed carcinoma and 1 case had mucinous carcinoma. In one case, micropapillary

Vi



pattern was found to accompany tubular morphology at a rate of 10%. In the dAMMR
group, loss of MLH1 and PMS2 was found to be the dominant pattern (86.2%).

Although there was a higher rate of Lauren diffuse type / WHO weak cohesive
type in the E-cadherin aberrant group compared to other molecular groups, no
statistically significant difference was found in terms of age compared to the other
groups. It was also observed that E-cadherin aberrant group had significantly higher

differeantiation grade compared to the other groups.

P53 aberran group was found to be statistically significantly correlated with
Lauren intestinal type (62,6%) and WHO tubular type (54.8%). The HER2 positivity
rate (HER2 IHC score 3) in the p53 aberrant group was found to be statistically
significantly higher than the other groups.

No statistically significant difference was found between the 5 defined

molecular groups in terms of overall and recurrence-free survival rates.

In 3 out of 240 cases, weak immunoexpression was observed in a small number
of neoplastic cells with pan-TRK. In the NTRK 1/2/3 FISH analysis applied for
confirmation, the split ratio in NTRK 1/2/3 genes was found to be less than 5% in all
3 cases. The NTRK1 gene split ratio is more than 10% (10% and 149%) in two of the

five Pan-TRK IHC negative cases.

Conclusion: In our study, with IHC and ISH analyzes, groups formed on the basis of
molecular-based studies in the literature, the distribution of G-ACa’s in our own
population was determined. Although there was a significant difference between the
distribution of cases in the groups according to histological classifications, no specific
histological type was detected for any of the groups. In this respect, this study has
shown that it is important to routinely apply IHC and ISH methods in order to

determine the G-ACa groups that can be effective in directing target therapies.

Although the results of the FISH analysis performed in our cases with pan-TRC
IHC expression are considered negative according to current criterias, we believe that
the FISH results obtained in the study and control groups should be investigated in
terms of predictive and / or prognostic significance with extensive molecular studies

in the future.
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1. GIRIS VE AMAC

Gastrik adenokarsinom (G-ACa), tiim diinyada goriilme sikligi agisindan besinci,
kansere bagli 6liim nedenleri arasinda iigiincii sirada yer alir [8]. Genellikle mortalitesi
yiksek, kotii prognozlu tiimérlerdir. leri evre hastalikta ortalama sag kalim siiresi
yaklagik 11 ay, 5 yillik siirvi %25-30 dizeyindedir [9, 10].

G-ACa, morfolojik ve molekdler diizeyde, heterojen bir timoér grubudur. Bu
nedenle giiniimiize degin, prognozu degerlendirmek ve tedaviyi yonlendirmek amaci
ile, farkli siniflama sistemleri kullanilmistir. G-ACa’lar1 intestinal ve difiiz tip olmak
tizere iki ana gruba ayiran, 1965°te One siirlilen Lauren Sistemi, halen en yaygin
kullanilan histolojik siniflama sistemidir ve farkli epidemiyolojik, klinik-patolojik,
molekiiler 6zellikleri yansittigi kabul edilmektedir [11]. Diger yaygin olarak kullanilan
histolojik siniflama sistemi, 2010 yilinda kabul edilen Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
siniflamasidir [12]. DSO siiflamasinda; tubuler, papiller, miisindz, tash yiiziik hiicre
komponenti igerebilen zayif koheziv ve mikst alt tiplerin yanisira diger nadir goriilen
histolojik varyantlar (yaklasik %5) tanimlanmistir. Her iki siniflama sistemi de, klinik
yonlendirici olma 6zelligi a¢isindan ileri derecede sinirlidir.

Son yillarda, ¢ok sayida arastirmaci hedefe yonelik tedavi segimlerinin
arttirilabilmesi i¢cin G-ACa’larin molekiiler alt yapisin1 ¢oziimlemeye ve biyolojik-
klinik agidan homojen alt tiplerin belirlenmesine odaklanmistir. Bu dogrultuda, G-
ACa’larda siniflama, molekiiler tekniklerin uygulanabilirlik kazanmasi ile geligme
gostermistir [13-19]. 2014°te TCGA (The Cancer Genome Atlas) ve 2015’te ACRG
(Asian Cancer Research Group) tarafindan yayinlanan molekiiler siniflamalar bu
alandaki en 6nemli ve kapsamli ¢alismalardir. Cok sayida farkli molekiiler platform
kullanilarak elde edilen verilere gore TCGA’da dort genomik tip tanimlamistir;
kromozomal kararsiz (kromozomal instabil; CIN), genomik kararsiz (mikrosatellit
instabil; MSI), genomik stabil (GS) ve Epstein- Barr viriis (EBV) iliskili [19]. ACRG
siniflamasinda ise, EBV pozitifliginin yerine P53 mutasyonu kullanilarak prognoz,
niiks siklig1 ve 6zelligi gibi klinik bilgilerle korelesyon gosteren dort molekiler tip
tamimlanmistir:  MSI, mikrosatellit stabil (MSS)/EMT (epithelial mesenchymal
transition), MSS/P53+ (normal P53 aktivitesi) ve MSS/P53- (P53 fonksiyon kaybi)

[14]. G-ACa’larin biyolojik agidan tanimlanmasinda 6nemli gelismeler oldugu kabul



edilmekle birlikte, belirtilen siniflamalarin uygulanabilmesi, RNA-DNA sekanslama,
DNA metilasyon analizi, tam ekzon sekanslama ve fosfoproteomik analiz gibi her
laboratuvarda olmayan yliksek maliyetli ve kompleks metodolojilerin kullanilmasini
gerektirir. Ayrica bu siniflamalarin prognostik degerleri, hastalarin sinirli takip sureleri
nedeniyle netlestirilememistir. Literatiirde, rutin pratikte kullanilan, basit metodlarin
yardimiyla tanimlanan, farkli molekiiler 6zellikteki alt gruplari, prognostik ve prediktif
onemi olan farkli immunfenotipteki alt gruplara doniistiiren taksonomik g¢alismalar
bulunmaktadir [20-24].

Gunimuzde, G-ACa’da erken evrede kiiratif tedavi, yalniz yeterli cerrahi
rezeksiyon ile olasidir. Ileri evre ve rezeke edilemeyen G-ACa’larda ise kloropirimidin
ve platinum bazli kemoterapi rejimleri neoadjuvan veya adjuvan tedavi amagh
kullanilmaktadir. Konvansiyonel kemoterapdtik rejimlere ek olarak, spesifik
onkojenik yolaklar gz Oniine alinarak gelistirilen monoklonal antikorlara yonelik
hedef tedaviler, yeni tedavi rejim onerilerini olusturmaktadir. Faz III klinik ¢aligmalara
gore, trastuzumab (anti-HER2; human epidermal growth factor receptor) [25] ve
ramucirumab (anti-VEGFRZ2; vascular endothelial growth factor receptor) [26, 27]
monoklonal antikorlari, ileri evre/metastatik G-ACa’larda kullanilan FDA (Food &
Drug Administration) onayli hedefe yonelik tedavi ajanlaridir, ancak klinik agidan
faydalar1 olduk¢a sinirlidir. HER2, G-ACa’da hedefe yonelik tedavi i¢in su anda klinik
pratikte kullanilan tek biyolojik belirtegtir. Hedefe yonelik yeni tedavilerin
gelistirilebilmesi i¢in, diger kanserlerde oldugu gibi, G-ACa’da da kapsamli ¢aligmalar
strdurtlmektedir.

Norotrofinler (NT), tropomiyosin reseptér kinaz (TRK) ve p75NTK
reseptorlerine baglanarak etki gosteren, santral ve periferik sinir sisteminin normal
gelisiminden sorumlu biiyiime faktorleridir [28, 29]. TRK reseptorlerinin uyarilmast,
hiicre devamlihgini, biiyiimeyi ve gelismeyi saglarken; p75N™¢ reseptérlerinin
uyarilmasi genellikle inhibe edici etki gosterir [28]. Baglanan NT’lerin farklilik
gosterdigi TRK ailesinin tanimlanan ii¢ iiyesi sirasiyla norotropik tropomiyosin
reseptor kinaz 1 (NTRK1), NTRK2 ve NTRK3 genleri tarafindan kodlanan TRKA,
TRKB ve TRKC reseptorleridir [30].

NT’ler ile reseptorlerinin, ndrodejeneratif hastaliklar ve beyin tiimdrlerinin

yani sira, akciger, meme, kolon, pankreas kanseri gibi sik goriilen tiimdrlerin



gelisiminden sorumlu olabilecekleri son yillarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
[28]. Onceki yillarda NTRK genlerinin proto-onkojenik &zelliklerinin oldugu
diistiniilmesine karsin, son yillarda yapilan ¢alismalarda tropomyosin-3, lamin A/C
gibi genlerle NTRK genleri arasindaki translokasyonlar sonucu gelisen onkojenik
fiizyonlarin karsinogenezden sorumlu ana mekanizma oldugu bildirilmistir. Akciger
ve kolon kanserlerinde %21-3, memenin sekretuar karsinomlarinda %100’e ulasan
oranlarda NTRK fiizyonu oldugu belirlenmistir. Literatiirde farkli tiimorlerde
uygulanan siirh sayida ¢alismaya gore, NTRK gen flizyonlarin1 saptamak icin, pan-
TRK immiinhistokimya (IHK) ydnteminin yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik degerleriyle
ilk basamakta yararli bir tarama metodu olabilecegi 6ne siirtilmustiir [31].

Hedefe yonelik tedavi amagh kullanilan NTRK inhibitorlerinden larotrectinib
ve entrectinibe flizyon tipinin, timdr tipi ve tiimor yerlesiminden bagimsiz yanit
oranlart sirastyla %75 ve %57 olarak bildirilmistir [32, 33]. Tedaviye yanitin etkisinin
spesifik NTRK fiizyon i¢eren kanserlerde yiiksek oranda oldugu 6ne siiriilmekteyken,
fiizyon dist NTRK gen degisiklikleri igeren kanserlerde yanit elde edilememistir [34].

Calismamizda; 1) literatliirde tanimlanmis molekiiler alt tipler goz Oniine
alinarak, G-ACa’lar1, IHK ve in- situ hibridizasyon (ISH) gibi daha yaygin, ulasilabilir
ve diisiik maliyetli teknikler kullanarak siniflamak, kendi popiilasyonumuzdaki
dagilimlarimi  degerlendirmek, morfolojik yansimalarini  ve klinik-patolojik
parametrelerle olan iliskilerini belirlemek; 2) IHK (pan-TRK) yontemi ile G-
ACa’larda NTRK gen fiizyon oranini belirlemek, molekiiler siniflama alt tipleri ile

iligkisini ve her grup i¢indeki bagimsiz prognostik roliinii arastirmak amaglanmustir.



2. EMBRIYOLOJi

Mide, 7 mm uzunlukta gelisiminin 4. haftasindaki embriyoda endoderm kokenli 6n
bagirsagin (foregut), 6zofagus kaudalinde fuziform sekilde dilate olmasiyla gelisir.
Sonraki haftalarda, mide duvarinin degisik bdlgelerinin farkli biiyiime hizinda olmasi
ve etrafindaki organlarin pozisyon degisiklikleri sonucunda midenin sekil ve
pozisyonu 6nemli dl¢iide degisim gosterir [35]. Mide pozisyonundaki degisiklikler,
longitudinal ve 6n-arka eksen etrafinda dondiigii kabul edilerek agiklanabilir (Sekil 1).

Mide longitudinal eksen etrafinda, saat yoniinde 90 derece dondiigli zaman, sol
tarafi one ve sag tarafi arkaya bakan duruma gelir (Sekil 1 A-C). Bu doniis sirasinda
midenin orijinal arka duvarinin 6n duvardan daha hizli biiytimesi, biiyiik ve kiigiik
kurvaturlarin olusumu ile sonuglanir (Sekil 1 C). Midenin baslangigta orta hatta yer
alan sefalik ve kaudal uglari, midenin 6n-arka eksen etrafinda donmesi sonucunda
sirasiyla saga-asagiya ve sola-yukariya dogru yer degistirir (Sekil 1 D-E).

Mide baslangicta karin arka ve on duvarina, sirasiyla dorsal ve ventral
mezogastriyum araciligtyla tutunur. Midenin doniisii sirasinda dorsal mezogastriyum
sola dogru cekilerek mide arkasinda bursa omentalis (kiiglik periton kesesi) olarak
adlandirilan peritoneal bosluk olusur. Mide genisledik¢e, dorsal mezogastriyumdan
omentum majus (bliyuk omentum) ve ventral mezogastriyumdan omentum minus
(kiigiik omentum) gelisir [35, 36].

Embriyo 80 mm uzunluga erisince midede ilk bez yapilar1 ortaya ¢ikmaya
baglar. Fetal gelisimin 4. ayinda baslayan enzim iiretimi ve asit salgis1t doguma kadar
olgunlasir. Yenidogan midesi tamamen olgunlasmis yetiskin midesi goriiniimiindedir

[36].



Uzunlamasina
rotasyon ekseni

g 2 Bilyik
B 7 c kurvatur

Ozofagus

Kugiik

Anteroposterior
P kurvatur

eksen

D Pilor kurvatur o Kurvatur

Sekil 1. A, B ve C: Midenin uzun ekseni etrafindaki rotasyonunun énden goriiniimii;
D ve E: Midenin anteroposterior eksen etrafindaki rotasyonu [21]



3. ANATOMIi

Mide anatomik olarak dort boliime ayrilir: 1) Kardiya, 2) Fundus, 3) Korpus ve 4)
Antrum. Midenin Gst-i¢ ylzU kuguk kurvatur, alt-dis yiizii biiyliik kurvatur olarak
adlandirilir. Gastro6zofageal bileske, anatomik olarak 6zofagusun sakkiiler mideye
doniistiigii nokta olarak tanimlanir. Kisinin boy uzunluguna bagh olarak degismekle
birlikte, kesici dislerden yaklasik 40 cm distalde yer alir. Kardiya, gastro6zofageal
bileskeden itibaren 1-3 cm distale dogru uzanan kiigiik ve sinirlar1 belirsiz alandir.
Fundus, sol hemidiyaframin hemen altinda, gastrodzofageal bileskenin iizerinde yer
alan kubbe seklindeki kisimdir. Antrum, midenin distal tigte birini olusturan, pilorik
sfinkterin proksimalinde yer alan boliimdiir. Midenin geri kalan kismina korpus adi
verilir. Korpustan antruma gegisin keskin ve ani olmadigi, anatomik olarak kiigiik
kurvaturun katlanti noktasi olan incisura angularis’ ten basladigi kabul edilir.

Midenin i¢ ylizii ruga olarak adlandirilan, 6zellikle korpus ve fundusta daha
belirgin olan katlantilarla kaplidir. Mide bosken belirgin olan bu katlantilar, midenin
genisleyip ylizeyinin gerginlesmesiyle diizlesir.

Mide duvari dort tabakadan olusur: 1) Mukoza, 2) Submukoza, 3) Muscularis
propria ve 4) Subseroza. Mukoza digindaki diger tabakalar tiim gastrointestinal kanal

boyunca benzer dzelliklere sahiptir [36].

3.1. Midenin Kanlanmasi

Mideyi besleyen bes arter vardir. Sol gastrik arter kardiyayi, sag gastrik arter kiiciik
kurvaturu, sag ve sol gastroepiploik arter ile kisa gastrik arterler biiylik kurvaturu
besler. Tim bu arterler birbirleriyle subserozal tabakada, submukozada ve muskularis
propriada serbest sekilde anastomozlasir. Mukozal arterler submukozal damar
pleksusundan koken alir ve her bir mukozal arter u¢ arter 6zelligi gostererek

mukozanin kendine ait olan kisimlarini besler [36].



3.2. Midenin Inervasyonu

Midenin sempatik inervasyonu c¢olyak pleksustan ¢ikan sinirlerle, parasempatik
inervasyonu gastroozofageal bileskede vagustan ayrilan 6n ve arka dallarla saglanir.
Sempatik ve parasempatik sinirler mide duvarina girdikten sonra, muskularis
propria’da sirkiiler ve longitudinal kas lifleri arasinda Auerbach sinir pleksusunu,

submukozada ise Meissner sinir pleksusunu olustururlar [36].

3.3. Midenin Lenfatik Drenaji

Lamina proprianin tiim seviyelerinde lenfatik kanallarin bulundugu goriisii, son
yillarda yapilan ¢alismalar ile degisiklik gostermistir [37, 38]. Elektron mikroskopisi
ile yapilan incelemelerde, lenfatik kanallarin sadece muskularis mukoza’nin st
komsulugundaki lamina propria’da bulundugu tespit edilmistir. Buradan ¢ikan lenfatik
kanallar, muskularis mukoza tabakasini asarak, submukozadaki daha biiyiik lenfatik
kanallara agilir. Muskularis mukozaya ulagsmamis erken evre mide kanserlerinde
lenfatik metastazlarin goriilmesi, lenfatiklerin tanimlanan bu yerlesimleri ile
aciklanmaktadir [36].

Midede, arter ve venleri takip eden dort ana lenfatik drenaj alani vardir.
Ozofagusun distalinden baslayarak kiigiik kurvaturun ¢ogunlugunu kapsayan en biiyiik
alani, sol gastrik lenf nodlari; kiigclik kurvaturun distalinden pilora dogru uzanan
bolgeyi, sag gastrik ve hepatik lenf nodlar1 drene eder. Biiyiik kurvaturun proksimal
kisminin lenfatik drenaji pankreatikosplenik lenf nodlarina, distal kisminin lenfatik
drenaj1 sag gastroepiploik lenf nodlari ile pilorik lenf nodlarina dogrudur. Belirtilen

lenf nodlarinin tiimiiniin drenaj1 ¢élyak lenf nodlarinadir [36].



4. HISTOLOJI

Mide mukozasi biitiin anatomik bolgelerinde benzer ozelliklere sahiptir ve iki
kisimdan olusur: 1) Mide yiizey epitelinin i¢e dogru katlanmasi sonucu gelisen yiizeyel
cukurcuklar (foveolae, pits), 2) Daha derinde bulunan, foveolalarin tabanlarina agilan,
bulunduklar1 anatomik bolgeye gore farkli yapi ve islevleri olan bezler.
Gastroozofageal bileskenin komsulugunda kardiak mukoza bulunur. Midenin
distalinde, pilordan proksimale dogru uzanan antral (pilorik) mukoza vardir. Kardiak
ve antral mukozadaki bezler benzer Ozelliklere sahiptir ve mukus sekrete ederler.
Korpus ve fundusta, asit ve enzim sekrete eden bezler igeren oksintik mukoza bulunur.
Oksintik mukozadan antral mukozaya gecis asamalidir, arada 1-2 cm genislikte mikst
histolojik goriinime sahip olan gegis bélgesi bulunur. Gastrik ve duodenal mukozanin
i¢ ice gectigi pilorik alanda da benzer olarak mukozal gecis zonu yer alir. Bu iki gecis
bolgesinden farkli olarak, mikroskopik ve makroskopik agidan, 6zofagusun non-
keratinize skuamoz epitelinden kardiyak kolumnar mukozaya gecisi anidir. Histolojik
olarak bu gecisin goriildiigli yer olan skuamokolumnar bileskenin pozisyonu
degiskendir ve bu pozisyon anatomik gastrodzofageal bileske ile her zaman
ortigmeyebilir. Bazi kisilerde skuamokolumnar bileske, gastrodzofageal
bileskenin 0,5-2,5 cm proksimalinde yer alir ve testere disi (serrated) gortinimaindedir
(Z cizgisi) [36].

4.1. Yuzey Epiteli

Gastrik mukoza, mukus sekrete eden uzun kolumnar hiicrelerle doselidir. Yiizey ve
foveolalar1 doseyen epitel hiicreleri tim mide mukozas1 boyunca benzer 6zelliktedir.
Epitel hicrelerindeki mukus, histokimyasal olarak periyodik asit-Schiff (PAS)

boyasiyla magenta-pembe renkte boyanan notral 6zelliktedir [36].



4.2. Kardiak ve Antral Mukoza

Kardiak ve antral mukozada, hafifce vill6z gériinime neden olan foveolalar, mukoza
kalinliginin yaklasik yarisin1 olusturur. Midenin diger bdolgelerinde oldugu gibi,
kardiak ve antral mukozada mukus salgilayan bezler ile foveolalar arasinda destek
olarak lamina propria bulunur. Kardiak ve antral mukozada, 6zellikle oksintik
mukozaya gegis bolgelerinde, tek tek veya kiiglik gruplar halinde pariyetal hiicrelere
rastlanabilir. Buna karsin, esas hiicrelerin, oksintik mukoza ve gecis bolgeleri diginda
bulunmasi nadirdir. Antral bolgedeki bezler yalnizca nétral miisin salgilarken,

kardiadaki bezler notral misine ek olarak az miktarda siyalomiisin salgilayabilir [36].

4.3. Oksintik Mukoza

Oksintik mukozada foveolalar, mukoza kalinliginin dortte birinden azini olusturur.
Oksintik mukoza bezleri, kardiak ve antral mukoza bezlerine gére daha diz ve
birbirine yakin sekilde gruplanmistir. Bu bezler taban, boyun ve istmus olarak ii¢
kisma ayrilir. Taban kisminda, ¢cogunlukla pepsinojen salgilayan, esas hiicreler (chief
cells) olarak da adlandirilan zimojenik hiicreler bulunur. Istmustaki baskin hiicre grubu
hidroklorik asit ve intrensek faktor salgilayan pariyetal hiicrelerdir. Boyun bolgesinde,
esas hiicreler ve pariyetal hiicrelere ek olarak, miukéz boyun hicreleri bulunur [36].
Yapilan ¢aligmalar, miikdz boyun hiicrelerinin tiim midede bulundugunu ve
mukozal rejenerasyondan sorumlu kok hiicre 6zelliginde farklilasmamis hiicreler
oldugunu gostermistir. Miikoz hiicreler farklilasma gostererek liimene ve tabana dogru
goc eder. Liimene dogru gog ile foveolar ve yiizey epitel hiicrelerini, tabana dogru gog
ile zimojenik, pariyetal ve néroendokrin hiicreleri olustururlar [39]. Insanlarda mide

ylzey epitelinin her 4-8 giinde bir yenilendigi distiniilmektedir [36].



4.4. Endokrin Hucreler

Mide mukozasinda hormon iireten bir¢ok farkli hiicre tipi yaygin olarak yer alir. Antral
mukozada endokrin hiicrelerin yaklagik yarisi, gastrin sentezleyen G hiicrelerinden
olusur. Geriye kalan endokrin hiicrelerin ¢ogu serotonin iireten enterokromaffin (EC)
hucreler ile daha az oranda somatostatin Ureten D hiicreleridir. Oksintik mukozada
bulunan endokrin hiicrelerin ¢ogunlugunu, histamin salgilayan enterokromaffin
benzeri (ECL) hiicreler olusturur. Endokrin hiicreler tarafindan sentezlenen hormonlar
kana karisir (hormonal etki) veya ¢evredeki hiicreleri dogrudan etkiler (parakrin etki)

[36].

4.5. Lamina Propria

Yiizey epiteli, foveola ve bezleri olusturan hiicreler bazal membranin iizerinde yer alir.
Bazal membranin altinda, destek tabakasi 6zelliginde olan kollajen, elastik ve retikiilin
lifler iceren lamina propria bulunur. Lamina propriada fibroblastlar, histiyositler,
plazma hiicreleri ve lenfositler gibi gesitli hiicreler goriilebilmekle birlikte, notrofiller
ve mast hiicreleri nadiren izlenir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, mide dokusunda
normal olarak primer lenfoid folikiillerin bulunabildigini gostermistir [40]. Ancak
germinal merkezlerin gorildiigii sekonder lenfoid folikiillerin varligi, genellikle

Helicobacter pylori enfeksiyonuna baglh gelisen gastriti diisiindiiriir [36].

4.6. Submukoza

Muskularis mukoza ve muskularis propria arasinda bulunan submukoza, ¢ok sayida
elastik lif iceren gevsek bag dokusudur. Submukozada Meissner pleksusu ile venlerin,

arterlerin ve lenfatik damarlarin olusturdugu pleksuslar bulunur [36].
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4.7. Kas Yapilan

Muskularis eksterna olarak da adlandirilan muskularis propria en dista longitudinal,
ortada sirkuler ve en icte oblik lifler olmak iizere ii¢ tabakadan olusur. En distaki
longitudinal lifler 6zofagusun longitudinal kas tabakasi ile devamlilik gosterir.
Sirkiiler lifler pilorik sfinkteri olusturur. Oblik lifler sirkiiler liflerin i¢ tarafinda
cogunlukla kardiak bélgede bulunan inkomplet tabakadir.

Muskularis mukoza ise dista longitudinal ve igte sirkiiler olarak iki tabakadan
olusur. Ozellikle distal antrumda muskularis mukozadan lamina propriaya penetre

olan diiz kas lifleri, yiizey epitelinin bazal membranina kadar uzanim gosterir [36].
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5. EPIDEMIiYOLOJi

Eski Misir'da M.O. 3000 yilinda yazilan hiyeroglif yazitlar ve papiriis el
yazmalarindaki referanslara gore mide kanseri bilinen en eski kanserlerden biridir.

Helicobacter pylori eradikasyonundaki ve kanser taramalarindaki ilerlemeyle
birlikte G-ACa insidans1 ve mortalitesi son yillarda azalma gdstermistir. Buna ragmen
GLOBOCAN 2018 verilerine gore diinya ¢apinda 1 milyonun iizerinde yeni vaka ve
783.000 kansere bagli 61iim bildirilmistir. G-ACa, dlinyada, goriilme siklig1 agisindan
besinci, kansere bagli 6liim nedenleri arasinda tigilincii siradadir [8].

G-ACa insidansi yasla beraber artis gdsterir ve tan1 aninda ortalama yas giincel
SEER verilerine gore 68 dir [41]. G-ACa, erkeklerde kadinlara gore gelismis
iilkelerde 2,2 kat, gelismekte olan iilkelerde 1,83 kat fazladir [8, 42]. Iran,
Tiirkmenistan ve Kirgizistan gibi baz1 Bat1 Asya iilkelerinde, erkeklerde insidansin ve
mortalitenin en yiiksek oranda oldugu kanser tipidir.

G-ACa insidansi diinyada cografik dagilim ve etnisite acisindan farklilik
gosterir. Insidans orani en yiiksek olan bolgeler Orta ve Dogu Asya, Dogu Avrupa ve
Gliney Amerika iken, en diisiik olan bolgeler Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa ve
Afrika’dir. Baz1 go¢ calismalarinda, yiiksek insidanshi bolgeden diisiik insidanslh
bolgeye goc¢ eden kisilerde G-ACa goriilme sikliginin azalmasi, ¢evresel faktorlerin
mide kanseri gelisiminde 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir [43].

G-ACa diinyada oldugu gibi iilkemizde de en sik goriilen kanserlerdendir.
Saglik Bakanlig1 Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii Kanser Dairesi Baskanligi’nin 2014
yili istatistiklerine gore Tirkiye’de G-ACa erkeklerde 15,9/100000 insidans ile
besinci, kadinlarda 7,1/100000 insidans ile altinci siklikta yer alir [44]. Erkekler ve
kadinlar i¢in sirasiyla tiim kanserlerin %6’s1 ve %3,9’u mide kanseridir. Tirkiye’de
G-ACa’un bat1 popiilasyonuna gore daha ileri evrede ve daha geng yasta saptandigi
bildirilmistir [45].

G-ACa genellikle yiliksek mortaliteye ve kotii prognoza sahiptir ve 5 yillik siirvi
%31 dlzeyindedir [41]. Cevresel ve genetik faktorlerin yol actigi yiiksek orandaki
timoral heterojenitenin  kotii  klinik gidisin  nedenlerinden biri olabilecegi

diistiniilmektedir [46].
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6. ETIYOLOJIK RiSK FAKTORLERI

G-ACa etiyolojisi altta yatan kompleks genetik ve cevresel faktorler nedeniyle
multifaktoriyel kabul edilir [47, 48].

6.1. Cevresel Faktorler

DSO’niin 2011 yilinda yayinladig: bildiriye goére G-ACa gelisiminde etkili olan
ajanlarin kanita dayali siniflandirilmasi Tablo 1’ de gosterilmistir [7, 49, 50].

Tablo 1. Gastrik adenokarsinom gelisimine neden olan karsinojen ajanlar [37]

Kanit diizeyi yeterli olan ajanlar Kanit diizeyi sinirli olan olasi ajanlar
Helicobacter pylori enfeksiyonu Asbest inhalasyonu

Sigara kullanimi EBV enfeksiyonu

Radyasyon maruziyeti Salamura sebzeler

Plastik iiretim endiistrisinde ¢alismak | Islenmis et tiiketimi

Tuzlu balik

Nitrat veya nitrit iceren besinler

Inorganik kursun bilesikleri

6.1.1. Helicobacter pylori enfeksiyonu

Barry Marshall ve Robin Warren isimli Avustralyali arastirmacilar tarafindan 1984
yilinda kesfedilen Helicobacter pylori (H. pylori) 1994 yilinda DSO tarafindan mide

kanserine neden olan mutlak karsinojenler arasinda tanimlanmistir [51, 52]. H. pylori,
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tirettigi lireaz enzimiyle ¢evresini notralize ederek mide epitelinde kolonize olabilen
gram negatif bir bakteridir [53]. H. Pylori ile enfekte birgok olguda klinik semptom
goriilmemesine karsin, uzun stireli enfeksiyon mide epitelinde inflamasyona neden
olarak yaklasik %10 oraninda peptik iilser, %1-3 oraninda mide kanseri ve %0,1
oraninda mukoza iligkili lenfoid doku kaynakli lenfoma gelisimine zemin hazirlar [54,
55].

H. pylori’nin G-ACa gelisimine neden olan onkogenik etkileri iki ayri
mekanizma ile agiklanir: direkt etki ve indirekt inflamatuar etki [56]. H. pylori direkt
etkisini toksik ozellikteki virulans faktorleri ile genetik ve epigenetik degisikliklere
yol acarak gosterir. Tlim viriilans faktorleri arasinda, cag PAI (Pathogenicity Island)
/cag A ile vac A genis dl¢ilide arastirilan iki major patojenik faktordiir. cag PAI, cag A
proteinini ve cag A’nin hedef hiicreye aktarilmasini saglayan bakteriyal tip 4
sekresyon sistemini kodlayan gen bolgesidir [57]. cag A ile birlikte hucre igine transfer
olan H. pylori peptidoglikan, MAPK (mitogen- activated protein kinase), NF-kB
(nuclear factor kappa B) ve PISK/AKT (phospatidylinositol-3-kinase/protein kinase
B) yolagin1 indiikleyerek neoplastik transformasyonu baglatir [56]. vac A, H.
pylori’nin mide epitelinde kolonize olma kapasitesini arttirarak ve T-hiicre cevabini
baskilayarak etki gosteren toksindir. In vitro vakuolize etme kapasitesine gore, vac A
gen yapisinda sinyal (s1 ve s2), orta (m1 ve m2) ve ara (il ve 12) bolgelerde farkliliklar
bildirilmistir. Buna gore, vac A sl veya m1 pozitif tiirlerin mide kanseri gelisiminde
yiksek risk yarattigi saptanmistir [58]. Sonug olarak, cag A velveya vac A pozitif
tirlerin negatif olanlara gore daha siddetli inflamasyon, atrofi ve yliksek oranda
karsinom gelisiminden sorumlu oldugu bildirilmistir [59].

Indirekt etki ’Correa kaskadi’* olarak bilinen, asamali olarak ilerleyen kronik
inflamatuar yanit ile gerceklesir. Mide epitel hiicreleri tiimor supresor genlerinde
susturucu etki yaratan aberran DNA metilasyonunun, H. pylori iliskili inflamatuar

yanit ile paralellik gosterdigi bulunmustur [60].

14



6.1.2. Sigara kullanim

Sigara kullaniminin kardia lokalize mide kanseri riskini doz ve silire bagimli olarak
arttirdigi rapor edilmistir [61]. Ayrica sigara kullaniminin, H. Pylori tarafindan
tetiklenen karsinogenez siirecini hizlandiran bir risk faktorii oldugu bildirilmistir [62].
Meta-analitik bir ¢alismada sigara kullanicilarinda G-ACa gelisme riskinin yaklasik
1,53 kat arttig1 bulunmustur ve risk erkeklerde kadinlara gére daha fazladir [63].

6.1.3. Radyasyon

Hiroshima ve Nagasaki’de, atom bombalarindan sonra hayatta kalanlarin izlemlerine
gore, radyasyonun G-ACa gelisiminde 6nemli bir risk faktorii oldugu saptanmigtir
[64]. Farkli bir ¢alismada subdiyafragmatik radyoterapi alan Hodgkin lenfoma
hastalarinda doz bagimli G-ACa gelisim riskinin arttigi rapor edilmistir [65].
Testikiler kanser nedeniyle radyoterapi alan hastalarda mide kanseri riskinin 5,9 kat

fazla oldugu bulunmustur [66].

6.1.4. EBV enfeksiyonu

EBYV iliskili G-ACa’lardaki ana molekiler 6zellik, kanser iliskili genlerdeki CpG
(cytidine-phosphateguanosine) ada promoter bélgelerinin metilasyon gdéstermesidir
[67]. G-ACa’larin yaklasik %5-10"u EBV enfeksiyonuyla iligkili bulunmustur [68].
EBYV iliskili G-ACa’lar erkeklerde kadinlara gore 2 kat fazla saptanmistir. EBV iligkili
kanserlerin, kardiada veya cerrahi sonras1 kalan midede (gastric stump) gelisme riski
daha fazladir [69].
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6.1.5. Beslenme

Yuksek miktarda tuz tiketimi, mukozal bariyere zarar vererek, N-metil-N-nitro-N-
nitrozoguanidin gibi bilesiklerin mide mukozasi {izerindeki karsinojenik etkisini
arttirir. Japonlar gibi beslenmeleri tuzdan ve salamura gidalardan zengin olan
kiltlirlerde, mide kanserinin goriilme siklig1 yiiksektir. Amerika’ya go¢ ederek bati
tipi beslenmeye uyum saglayan Japonlarda, beslenme tipini degistirmeyenlere gore ,
G-ACa insidansinin anlamli olarak azaldigi rapor edilmistir [70].

Endojen olarak sentezlenen ve/veya disaridan alinan nitritin ve N-nitrozo
bilesigi olan nitrozometilaminin mide kanseri riskini arttirdig1 saptanmistir. N-nitrozo
bilesiklerinden zengin islenmis etlerin yanisira doymus yaglardan zengin ve omega-3
gibi koruyucu yaglardan fakir kirmizi etlerin tiiketiminin, inflamatuar prosesleri
arttirarak mide kanseri gelisimine yol ac¢tigi bildirilmistir [70].

Sebze ve meyveler, karotenoidler, folat, fitokimyasallar ve vitamin C gibi
ksenobiyotik metabolizmasini diizenleyen ajanlar ile antioksidanlar1 yiiksek oranda
icermektedir. Vaka-kontrol ¢alismalarinda, yiiksek oranda sebze ve meyve tiikketiminin
mide kanseri gelisim riskini %37 oraninda azalttig1 saptanmistir [70]. Ayrica meta-
analitik caligmalarda lifli besin tiiketiminin mide kanseri gelisimi ile negatif

korelasyon gosterdigi belirlenmistir [71].

6.2. Genetik Faktorler

G-ACa’larin %90°1 sporadik olarak gelisir. Sporadik kanser gelisimine yol agan
genetik hasarin  olusumunda, c¢evresel etkenlere ek olarak, tek niikleotid
polimorfizmine bagli genetik yatkinlik, somatik mutasyonlar, kromozomal instabilite,
MSI ve epigenetik mekanizmalar 6nemli rol oynar.

Sporadik vakalarin yaninda mide kanserlerinin %10’u ailesel/herediter gecis

gosterir. Ancak, tim G-ACa’larin yaklasik %]1-3’linlin herediter sendromlarla iliskili
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oldugu diistiniilmektedir [47, 72-75]. G-ACa’larin eslik ettigi herediter sendromlar

Tablo 2’de verilmistir.

6.2.1. Gastrik adenokarsinomlarin eslik ettigi herediter sendromlar

6.2.1.1. Herediter diffiiz mide kanseri

E-kaderin genindeki (CDH1) germline mutasyonlar sonucu gelisen ve herediter mide
kanseri sendromlar1 i¢inde ilk tanimlanan sendromdur [76]. CDH1 genine ek olarak
alfa-E-katenin geninde (CTNNAI1) de mutasyonlar tanimlanmistir [77]. Morfolojik
olarak tash yiiziik hiicreli G-ACa goriiliir. Mutasyonu tasiyan ailelerde, 80 yasina
kadar diffiiz mide kanseri penetrans riski, erkek ve kadin tiim bireyler i¢in %80°nin
tizerindedir. Kadinlarda G-ACa yaninda lobiiler meme karsinomu gelisme olasiligi
%60 duzeyindedir [78]. Pozitif aile 0ykist olan hastalarda E-kaderin germline
mutasyonlari i¢in tarama testi ve genetik danigmanlik Onerilir. Mutasyonu tagiyan
hastalarda profilaktik gastrektominin yasam siiresini uzattig1 bildirilmistir. Profilaktik
gastrektomi spesimenlerinde iki farkli dnciil intraepitelyal lezyon saptanmistir: 1) in-
situ tagh yliziik hiicreli karsinom ve 2) foveolar hiicre bazali ve bazal membran

arasinda pagetoid yayilim gosteren tasl ytiziik hiicreleri [73, 79].

6.2.1.2. Gastrik adenokarsinom ve midenin proksimal polipozisi

2012 yilinda tanimlanan, otozomal dominant gecis gosteren, fundik gland polipozis
zemininde gelisen displazi ve adenokarsinom ile karakterize sendromdur [80].
Kolorektal/ duodenal polipozis veya diger herediter gastrointestinal sendromlarla

iliskisi yoktur. Genetik nedeni heniiz saptanamamistir [81].
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6.2.1.3. Ailesel intestinal mide kanseri

Otozomal dominant gegis gosteren intestinal tip mide kanseri ile karakterizedir [82].
Pratik olarak gastrik polipozis zemini olmayan, intestinal tip adenokarsinom
morfolojisinde kanserlere sahip ailelerde diistiniilmelidir. Bu sendroma neden
olabilecek germline mutasyon saptanmamistir ve genetik nedeni heniiz

bilinmemektedir [73, 83, 84].

6.2.1.4. Gastrik hiperplastik polipozis

Otozomal dominant gecis gdsteren hiperplastik gastrik polipozis, siddetli psoriazis ve
diffiiz tip mide kanseri goriilme sikliginda artis ile karakterize sendromdur [85].
Sekonder hipergastrineminin sonucu olarak gelistigi diisliniilen kolorektal

adenokarsinom riski de artmistir [86].

6.2.1.5. Herediter nonpolipozis kolorektal kanser sendromu

Temel molekiiler 6zellik, hatali eslesme tamir genlerindeki mutasyon sonucu gelisen
mikrosatellit instabilitedir. Hastalarin %5-11" inde, ¢ogunlukla intestinal morfolojide

G-ACa geligsmektedir [87].

6.2.1.6. Li- Fraumeni sendromu

Sendromlu hastalarin %50-70’inde TP53 germline mutasyonu vardir. En yaygin
neoplaziler, sarkom, meme kanseri ve beyin tlimorleridir. Hastalarin %10 undan
azinda gastrointestinal sistem tiimorleri goriiliir ve bunlarin %50’sinden fazlasim

multipl 6zellikte de olabilen mide kanserleri olusturur [88, 89].
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6.2.1.7. Ailesel adenomatdz polipozis

APC (adenomatous polyposis coli) genindeki germline mutasyonlar sonucunda
100’den fazla kolorektal adenom ve erken dénemde kolorektal kanser gelisimi ile
karakterize sendromdur [90, 91]. Midede fundik gland polipleri ve antrumda
adenomlar gorulebilir. G-ACa’lar genellikle adenom zemininde gelisir, ancak fundik

gland poliplerin de adenokarsinoma dontisebilecegi bildirilmistir [92].

6.2.1.8. Peutz- Jeghers sendromu

STK11 (serine/threonine kinase 11) geninde mutasyonlar sonucunda gelisen,
hamartomatoz gastrointestinal polipler, erken yasta goriilen gastrointestinal sistem ve
meme kanserlerinde artmis risk ve mukokiitandz pigmentasyonla karakterize
sendromdur. Meta-analitik bir ¢alismada 65 yasina kadar olan kiimiilatif mide kanseri
riski %29 olarak bildirilmistir [93, 94]

Tablo 2. Gastrik adenokarsinomlarin eslik ettigi herediter sendromlar

Sendrom Gen
Herediter Diffiiz Mide Kanseri CDH1

Gastrik  Adenokarsinom ve Midenin | -

Proksimal Polipozisi

Ailesel Intestinal Mide Kanseri -

Gastrik Hiperplastik Polipozis -
Herediter ~ Nonpolipozis  Kolorektal | MLH1, MSH2, MSH6, PMS2

Kanser Sendromu

Li- Fraumeni Sendromu TP53
Ailesel Adenomattz Polipozis APC
Peutz- Jeghers Sendromu STK11
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7. MAKROSKOPIK OZELLIKLER
7.1. Makroskopik Goriiniime Gore Simiflama

Ileri evre G-ACa’lar igin makroskopik &zelliklere gére 1926’da Borrmann tarafindan
One siiriilen smiflama, prognostik Oonemi nedeniyle giliniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir [95, 96]. Borrmann siniflamasina gére mide karsinomlar1 dort tipe
ayrilir (Sekil 2): 1) Polipoid, 2) Mantar gibi bilyiiyen (fungating), 3) Ulsere, 4) Diffiiz
infiltratif (linitis plastica).

Polipoid tip liimene dogru polipoid sekilde biiyiir ve bazen sap icerebilir.
Fungating tipte, tiimoriin ortas1 ¢okiik, kenarlar1 yiizeyden hafif kabariktir. Ulsere tipin
fungating tipten farki, timdriin kenarlart mukoza ile ayni seviyededir. Skirdz karsinom
olarak da adlandirilan diffiiz infiltratif tipte kitle lezyon goriilmez, mukozal kivrimlar

diizlesmis ve duvar ileri derecede kalinlagmustir.

Sekil 2. Borrmann makroskopik siniflamas: [3]
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7.2. Lokalizasyona Gore Siniflama

Gastrik ve 0zofagogastrik bileske tiimorleri; insidans, cografik dagilim, etiyoloji,
klinik ve tedavi agisindan farkli 6zellikler tasidigi i¢in, anatomik lokalizasyona gore
timor siniflamasi yapilmasi son derece onemlidir [32].

Siewert siiflamasina gore, 6zofagogastrik bileskeyi tutan tiim tlimdrler
“Ozofagogastrik bileske tiimorleri’” bashg altinda ele alinarak 3 tipe ayrilmistir
(Sekil 3): 1) Tiimor merkezi 6zofagogastrik bileskenin 1-5 cm Gzerinde olan timaorler
Tip 1 (6zofagus adenokarsinomu), 2) Timor merkezi 6zofagogastrik bileskenin 1
cm’den daha az yukarisinda ve 2 cm’nin daha az altinda olan tiimérler Tip 2 (gergek

kardia adenokarsinomu), 3) Timor merkezi 6zofagogastrik bileskenin 2-5 ¢cm altinda

olan timorler Tip 3 (subkardiak gastrik adenokarsinom).
Sekizinci basim AJCC (American Joint Committee on Cancer) 2017 TNM

evrelemesine gore ozofagogastrik bileske tutulumu olan tiimorlerin  merkezi
Ozofagogastrik bileskeye 2 cm’den uzak ise timor G-ACa olarak, timor merkezi
0zofagogastrik bileskeye 2 cm’den yakin ise tiimdr 6zofagus kanseri olarak kabul

edilir ve evrelendirilir [2].

Sem

ai}"a““
Siewert type 1 o s
o
lem
Siewert type 2

Slewert type 3

Lo,

Sekil 3. Ozofagogastrik bileske tiimérlerinde Siewert siniflamasi [5]
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8. MiKROSKOPIK OZELLIKLER
8.1. Preneoplastik Lezyonlar

Intestinal tip G-ACa’da karsinogenez siireci ilk kez 1975 yilinda Correa ve ekibi
tarafindan tanimlanmis, tanimlanan model 1988 ve 1992 yilinda glincellenmistir [97-
99]. Giincellenmis Corea modeline gore karsinogenez siirecinde goriilen lezyonlar
sirasiyla; 1) Non-atrofik gastrit, 2) Intestinal metaplazi igermeyen multifokal atrofik
gastrit, 3) Komplet intestinal metaplazi, 4) inkomplet intestinal metaplazi, 5) Diisiik

dereceli displazi, 6) Yiiksek dereceli displazi, 7) invaziv adenokarsinomdur (Sekil 4).

e

(\- ‘\I .
/ 0 Non-atrofik
-t . .
ot L gastrit
Normal et —
gastrik | Py <::;'_'_'_'
mukoza =] Non-atrofik Multifokal
Q% gastrit atrofik gastrit
e l \\
Intestinal
Duodenal neshna;
i metaplazi
ulser
Displazi

Kanser

Sekil 4. H. Pylori enfeksiyonunun ana klinik sonuglar1 ve gastrik adenokarsinomda
gortilen prekanseroz sekans basamaklart [4]

8.1.1. Non- atrofik gastrit

En yaygmn gastrit nedeninin H. Pylori enfeksiyonu oldugu bildirilmektedir.
Polimorfonikleer notrofil infiltrasyonu (aktivite) genellikle H.pylori ile iligkilidir. H.
Pylori iliskili kronik gastritin diger bir karakteristik 6zelligi germinal merkez iceren
lenfoid folikiillerin varhigidir. H. Pylori’ye bagl gelisen inflamatuar yanit ile
prekanserdz sireclerin tetiklenmesi, H. Pylori’ nin tiirine, konagin genetik

yatkinligina ve ¢evresel faktorlere bagl degiskenlik gosterir [4].
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8.1.2. Atrofik gastrit

Glandiler doku kaybi, prekanserdz sekansta ilk tanimlanabilen 6zgiin basamaktir.
Genellikle uzamis inflamatuar siirecin sonrasinda goriilir ve multifokal olma
egilimindedir. Atrofi antrum ve korpusta lokalize olup, siire¢ ilerledik¢e yayginligi

artar. Atrofiye giden glandlarin yerinde lamina propriada fibrozis gelisebilir.

Pernisiy6z anemi sonucunda gelisen, antral mukozanin olagan oldugu, oksintik
mukozaya sinirli olan siddetli diffiiz atrofi farkli bir atrofi tipidir ve yukarida

bahsedilen prekanserdz sekansta yer almaz [4].

8.1.3. intestinal metaplazi

Mide mukozasindaki epitelyal hiicrelerin intestinal fenotipe degisim gostermesi olarak
tanimlanir.

Morfoloji ve miisin histokimyas1 gdz Oniline alinarak iki ana tipe ayrilir:
komplet tip (Tip I- ince bagirsak tipi) ve inkomplet tip (Tip II veya III- kolonik tip).
Komplet tip metaplazi ince bagirsak epitelini taklit eder, daginik halde goblet hiicreleri
ve apikal ¢cok sayida mikrovilli (fircamsi kenar) ile karakterize olan metaplazi tipidir.
Sialomisin sekrete eder ve Paneth hiicreleri izlenebilir. Inkomplet metaplazide
morfolojik ve misin ekspresyonu olarak (stlfomusin) kolon tipinde mukozaya
degisim baslar. Inkomplet metaplazi varligmin kanser gelisim riskini arttirdigi ve
inkomplet metaplazinin hafif form displazi olarak diisiiniilebilecegini ileri siiren
caligmalar bulunmaktadir [100-104].

Mide mukozas1 hasar1 sonucunda, oksintik mukozada, pilorik tip glandlara
benzer degisimin goriildiigii spazmolitik peptid eksprese eden metaplazi (SPEM)
geligebilir. SPEM’in H.pylori enfeksiyonu ve kronik gastrit ile indiiklenerek gelistigi
ve G-ACa’a progrese olabildigi bildirilmektedir [105].

8.1.4. Displazi

Displazi, foveola ve/veya bez epitelinin neoplastik fenotipe doniismesidir.

Intraepitelyal neoplazi veya non- invaziv neoplazi olarak da adlandirilir. Makroskopik
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incelemede diiz, ¢okiik (deprese) veya polipoid lezyon seklinde izlenir. Displazi, de
novo geligebilir veya fundik gland polip, hiperplastik polip gibi benign lezyonlarin
zemininden kaynaklanabilir [7].

Midede morfolojik olarak iki ana tip displazi tanimlanmustir: intestinal tip ve
foveolar (gastrik) tip. Birgok vakada, intestinal ve foveolar tip displazi birlikte (mikst
tip displazi) goriilebilir. Intestinal tip displazi MUC2, CDI10 ve CDX2 ile
immunreaktivite gosteren yiiksek kolumnar hiicrelerle doseli tubuler, tubulovilloz ve
villoz yapisal 6zelliktedir. Foveolar tip displazi ise genellikle mide foveola hiicrelerine
benzeyen kiiboidal veya al¢ak kolumnar hiicrelerle doseli tubulovilloz lezyonlar
ve/veya testere disi (serrasyon) goriiniimiinde glandiiler yapilarla karakterizedir.
MUCS5AC ve MUCS6 ile immunreaktivite gorulir, MUC2 pozitif hiicreler nadiren
saptanir [7] .

Gastrik displazi subtipleri olarak, klinik etkileri henuiz net olarak bilinmeyen,
gastrik pit/kript displazisi ve serrated displazi tanimlanmistir. Gastrik pit/kript
displazisinde, displazi gastrik pitlerin bazal boliimiinde sinirhidir, glandiiler yapilar
yilizey matiirasyonu gosterir. Kanser gelisiminde bagimsiz prediktif faktér oldugu
diistiniilmektedir. Serrated displazi siklikla mukozal ylize kadar uzanan ve MUCSAC
ekspresyonu gosteren mikropapiller paterne sahiptir [7].

Morfolojik tipten bagimsiz olarak displazi; niikleer atipi, mitotik aktivite ve
bezlerin yapisal bozuklugu goz Oniine alinarak diisiik ve yiliksek olmak {izere
derecelendirilir. Diisiik derece displazide, neoplastik hiicreler minimal dizilim
bozuklugu ve hafif-orta derecede sitolojik atipi gosterir. Nukleuslarda polarite
korunmustur ve bazalde lokalizedir. YUksek derece displazide belirgin sitolojik atipi
vardir. Niikleer polarite kayb1 ve liiminal yilizeye kadar uzanan atipik niikleuslarin
yanisira, sik mitoz gorilir. Bezler genellikle kompleks yapidadir. P53
overekspresyonu yiiksek dereceli displazide siklikla saptanir [7].

Karsinogenez siirecinde goriilen intraepitelyal neoplastik degisiklikler i¢in
cesitli siniflama sistemleri One stiriilmistiir. Gastrik intraepitelyal lezyonlara yaklasim
Japonya ve diger Bati lilkelerinde farklilik gosterir. Adenokarsinom tanisi igin
Japonlarda sitoarkitektiirel atipi yeterliyken, Bat1 iilkelerinde stromal invazyon sarti
aranir. Japonya’da gastrik non-invaziv yilksek derece neoplastik lezyonlara non-

invaziv karsinom olarak tani verilirken, benzer morfolojik 6zelliklere sahip lezyonlar
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Bat1 iilkelerinde yiiksek derece displazi olarak smiflandirilir. Bu yaklasim
fakliliklarina ¢6ziim bulmak amaciyla 2000 yilinda Padova siiflamasi yayimlanmistir
[106]. Padova simiflamasina gore gastrik epitelyal lezyonlar bes kategoriye ayrilir: 1)
Displazi agisindan negatif, 2) Displazi agisindan siipheli, 3) Diisiik derece veya yiiksek

derece displazi, 4) invaziv karsinom agisindan siipheli, 5) Invaziv adenokarsinom.

8.2. Histolojik Simiflama

G-ACza’lar morfolojik ve molekiiler diizeyde heterojen bir tlimor grubudur. Giiniimiize
degin prognozu degerlendirmek ve tedaviyi yoOnlendirmek igin farkli siniflama
sistemleri kullanilmistir (Tablo 3). Yaymlanan histolojik siniflama sistemlerinin
bazilar1 sunlardir; Lauren (1965) [11], Nakamura (1968) [107], Ming (1977) [108],
Goseki (1992) [109], Carneiro (1995) [110], Solcia (2009) [111], DSO (2010) [12] ve
JGCA (Japanese Gastric Cancer Association- 2011) [112].

1965°te One siiriilen Lauren Sistemi halen en yaygin kullanilan histolojik
siniflama sistemidir. Diger yaygin olarak kullanilan histolojik siniflama sistemi, 2010
yilinda kabul edilen DSO smiflamasidir. 2010 DSO [12] simiflamasinda; tubuler,
papiller, miisindz, tasl yiiziik hiicre komponenti i¢erebilen zayif koheziv ve mikst alt
tiplerin yanisira diger nadir goriilen histolojik varyantlar (yaklasik %5) tanimlanmustir.
2019 yilinda yayinlanan DSO smiflamasi ile G-ACa’larin histolojik siniflamasi
giincellenmistir [7]
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Tablo 3. Gastrik adenokarsinomlarda kullanilan histolojik siniflamalar

Lauren Ming Goseki Carneiro Solcia DSO
(1965) (1977) (1992) (1995) (2009) (2019)
Intestinal Ekspansil | Iyi tubuler Glandiiler Koheziv = Tubuler, iyi
farklilagma: farklilagsma
* musin fakir = Tubuler, orta
* misin zengin derecede
farklilagma
Diffiiz Infiltratif | K&ti tubuler Izole hiicreli | Diffiiz Zayif koheziv
farklilagsma:
* misin fakir

* musin zengin

Mikst Mikst Mikst

Intestinal/diffiiz/ Musinoz Misinoz

indetermine

Indetermine Solid Anaplastik | Tubuler, kétii
farklilagma (solid)

Tanimsiz Diger nadir

(not defined) histolojik alt tipler

8.2.1. DSO 2019 Simiflamasi

DSO 2019 siiflamasinda G-ACa’da bes ana alt tip tanimlanmistir: 1) Tubuler, 2)
Papiller, 3) Zayif Koheziv, 4) Miisindz, ve 5) Mikst tip. Lenfoid stroma i¢eren mide
(adeno)karsinomu, hepatoid adenokarsinom, mikropapiller adenokarsinom, mide

adenokarsinomu- fundik gland tipi, mukoepidermoid karsinom, paneth hucreli

26



karsinom ve parietal hiicreli karsinom diger ve nadir goriilen histolojik alt tipler olarak

ayr1 bir baslik altinda degerlendirilmistir [7].

8.2.1.1. Tubuler adenokarsinom

En yaygin goriilen alt tiptir. Farkli ¢aplarda dilate goriinimde veya yariklanma
seklinde tubuler yapida bezler igerir, asiner yapida bezler goriilebilir. Neoplastik
hiicreler kolumnar, kiiboidal veya yass1 ozelliktedir. Siklikla kardia/ 6zofagogastrik
bileske bolgesinde yerlesim gosteren berrak hiicreli varyanti tanimlanmistir. Bu
kategori farklilasma derecesine gére ii¢ gruba ayrilmistir: 1) lyi farklilagsma, 2) Orta
derecede farklilasma, 3) Kotii farklilasma (solid tip) [7].

8.2.1.2. Papiller adenokarsinom

G-ACa’larin %2,7- 9,9’unu olusturan, daha nadir goriilen alt tiptir. Genellikle
egzofitik biylime paterni gosteren, fibrovaskiler korlar igeren kolumnar veya
kiiboidal hiicrelerle doseli uzun parmaksi yapilara sahiptir. Bazi tlimorlerde tubuler
yapilar goriilebilir (tubulopapiller). itici (pushing) sinirlara sahip siklikla inflamatuar
hiicre infiltrasyonu igeren 1yi farklilagma gosteren bir timor olmasina karsin, karaciger

metastaz orani yiiksektir ve kotii prognoz ile iliskili oldugu saptanmistir [7].

8.2.1.3. Zavif koheziv karsinom

G-ACa’larin yaklagik %20-54"1inii olusturur. Zayif koheziv karsinomlarda neoplastik
hiicreler iyi forme gland yapilari olusturmaksizin izole olarak veya kiiciik gruplar
halinde bulunur. Tash yiiziik hiicre tipinde morfoloji goriilebilir. Histiyositik ya da
lenfositik morfolojide neoplastik hicreler ile pleomorfik bizar nukleuslu hucreler
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izlenebilir. Farkli hiicre tipleri birarada goriilebilir. Zayif koheziv karsinomlara,
Ozellikle submukozay1 asan derin invazyon oldugu zaman belirgin desmoplazi eslik
edebilir. Tasl yiiziik hiicreli karsinomlarin kemo(radyo) terapiye daha az duyarh

oldugunu one siiren yeni ¢aligsmalar bulunmaktadir [7].

8.2.1.4. Miisin0z adenokarsinom

G-ACa’larin %2,1- 8,1’ini olusturur. Tan1 i¢in, timor ylizey alaninin %50’sinden
fazlasim kaplayan ekstraseliiler miisin golleri icermelidir. Iki ana biiyiime paterni
izlenebilir: 1) interstisyel miisin iceren, kolumnar epitelle doseli glandiiler veya tubul
yapilar1 ve 2) Miisinle ¢evrili olan tek sirali, yuvalar halinde veya izole tiimér hiicreleri
(misin golciiklerinde, tash yiizik hiicreleri goriilebilir). Son kapsamli genetik
analizlere gore ikinci tip miisindz adenokarsinomlarin mutasyon profilinin intestinal

veya diffiz tip G-ACa’lardan farkli oldugu gosterilmistir [7].

8.2.1.5. Mikst adenokarsinom

Iki veya daha fazla farkli histolojik komponenti iceren tiimdrlerdir. Genetik
calismalara gore, mikst adenokarsinomlarin klonal oldugu ve fenotipik farkliliklarinin
E-kaderin (CDHI1) genindeki somatik mutasyonla gelistigi saptanmistir. Tek
komponent iceren adenokarsinomlara gore daha kotli prognoza sahip olduklari

bildirilmistir [7].

8.2.1.6. Lenfoid stroma iceren mide (adeno)karsinomu

G-ACa’larin %]1-7’sini olusturur. Lenfoepitelyoma benzeri karsinom veya mediiller
karsinom olarak da adlandirilir. Belirgin lenfositik infiltrasyon iceren stromada,
duzensiz tabakalanmalar, trabekuller, tubuller halinde blyime paterni gésteren veya

birbirleri ile birlesme egiliminde tabakalar (sinsisyum) olusturan neoplastik hiicreler
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ile karakterizedir. Siklikla proksimal midede veya operasyon sonrasi geri kalan midede
(gastric stump) lokalizedir. Erkeklerde daha siktir. Bu alt tipte EBV enfeksiyonu orant
%22,5 — 100 arasinda degiskenlik gostermektedir. MSI G-ACa’larin bir kisminin
benzer morfolojiye sahip olmasina ragmen, genetik profillerinin EBV iliskili tiplere

gore farklilik gosterdigi bulunmustur [7].

8.2.1.7. Hepatoid adenokarsinom ve iliskili diger antiteler

Hepatoid adenokarsinom, hepatosit benzeri eozinofilik sitoplazmali, biiyiik poligonal
neoplastik hiicrelerden olusur. Bu hiicrelerde imminhistokimyasal olarak AFP (alfa
fetoprotein) pozitifligi saptanabilir. Tiimor hiicrelerinde, safra ve PAS pozitif
intrasitoplazmik eozinofilik globiiller saptanabilir. Siklikla birarada bulunan diger
AFP f{ireten karsinomlar; iyi farklilasma gosteren berrak sitoplazmali papiller veya
tubuler adenokarsinom, enteroblastik farklilasma gdsteren adenokarsinom ve yolk sak
timor benzeri karsinomdur. Hepatoid adenokarsinom ve diger AFP iireten
karsinomlarda SALL4 (sal-like protein 4), klaudin-6 ve glipikan-3 gibi fetal barsak
proteinlerinin  ekspresyonu  gordlebilir.  SALL4 ve klaudin-6, hepatoid
adenokarsinomu hepatoselliiler karsinomdan ayirmada tanisal agidan faydali olan

immunhistokimyasal belirteclerdir [7].

8.2.1.8. Mikropapiller adenokarsinom

Bosluklar icinde yer alan, fibrovaskiiler kor icermeyen, kiiciik gruplar halinde
neoplastik hicrelerle karakterizedir. Bu komponent, tubuler veya papiller

adenokarsinomlara, tum timorin %210-90’1n1 olusturacak sekilde eslik edebilir. Saf
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mikropapiller adenokarsinom, 6zofagogastrik bileskede bildirilmistir. Kotli prognoz

ve lenf nodu metastazi ile iliskilidir [7].

8.2.1.9. Mide adenokarsinomu- fundik gland tipi

Bu alt tipin oksintik gland adenomundan gelistigi diisiiniilmektedir. Endoskopik
submukozal diseksiyon yapilan erken mide kanserlerinin %1’ ini olusturdugu
bildirilmistir. Submukozal invazyon vakalarin %60°’1nda izlenir. IHK ile Pepsinojen |

ve MUC 6 pozitifligi gosterir. Yavasg bilyiir ve lenf nodu metastazi ¢ok nadirdir [7].

8.2.2. Lauren siniflamasi

G-ACa’lar, intestinal ve diffiiz olarak iki ana gruba ayrilir. Farkli epidemiyolojik,
klinik-patolojik ve molekiiler 6zelliklerin yansimasi oldugu kabul edilir. Iki ana gruba
smiflandirilamayan adenokarsinomlar, mikst ve belirsiz (indeterminate) tip olarak
stiflanir [11].

Intestinal tip tiimérler, siklikla H. pylori enfeksiyonunun neden oldugu siddetli
atrofik gastrit ve intestinal metaplazi zemininde gelisen, bez benzeri yapilar olusturan
tiimorlerdir. Birbirleri ile zayif baglantilar olusturan, kotii farklilagma gosteren diffiiz
tip tiimorlerde ise spesifik karsinogenez sekansi heniiz tanimlanmamustir. intestinal tip
G-ACa’lar ¢ogunlukla ileri yasta ve erkeklerde, diffiiz tip adenokarsinomlar daha geng

yasta ve siklikla kadinlarda goriliir.

8.2.3. Diger histolojik simiflamalar

Ming siniflamasinda, G-ACa’lar biiylime ve invazyon paternlerine gore ekspansil ve
infiltratif olmak tizere ikiye ayrilir [108]. Ekspansil tip ¢ogunlukla iyi farklilagma
gosterir, infiltratif tip ise kotli prognozla iliskilendirilmistir.

Carneiro siiflamasinda G-ACa’lar1 glandiiler, solid, izole hicreli ve mikst

olarak dort gruba ayrilir [110]. Carneiro ve arkadaslari, dual farklilasma paterni
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(glanduler/solid tip ve izole hicre tipi) gésteren mikst adenokarsinomlarin, ¢ok
degiskenli analizlere gore, Lauren siniflamasindaki iki ana alt tipe gore daha koti
prognoza sahip olduklarin1 saptamiglar ve mutlaka rapor edilmesi gerektigini
vurgulamiglardir.

Goseki ve Solcia siniflamalari klinik agidan yonlendirici olan diger 6nemli

histolojik = siniflamalardir [113-115]. Goseki siniflamasinda, tubuler/glandiiler
farklilasma ve intrasitoplazmik miisin icerigi birlikte degerlendirilir. lyi tubuler
farklilasma gdsteren miisin fakir ve zengin tip ile kotii tubuler farklilasma gosteren
miisin fakir ve zengin tip seklinde smiflanir [109]. Solcia siniflamasinda histolojik,
klinikopatolojik ve molekiiler parametreler temelinde, G-ACa’lar; koheziv, misindz,

diffiz ve anaplastik olarak dort gruba ayrilir [111].

8.3. Immiinhistokimyasal Ozellikler

G-ACa’lar; AEI&AE3, CKI18, CK19, CK7 ve CK20 gibi keratinlere yonelik
antikorlarla immdanreaktivite gosterir. Siklikla, CK7 ve CK20 birlikte pozitiftir, ancak
yaklasik %25 oraninda biri negatif digeri pozitif olabilir. Diisiik oranda, her ikisi de
negatiftir. Baglangigta kolon karsinomlarina spesifik oldugu diisiiniilen CDX2 ile G-
ACa’larin %50’den fazlasinda immiinreaktivite bildirilmis ve CDX2 pozitifliginin iyi
prognoz gostergesi olabilecegi One stirtilmistiir [116]. Hepatositlere spesifik
belirteclerden biri olan Hep Par-1 ile G-ACa’larda siklikla reaktivite saptanmigtir
[117].

Miisin IHK’sina goére G-ACa’lar dort fenotipik gruba ayrilir [3]. Intestinal
fenotipin, iyi farklilasma gosteren G-ACa’larda daha sik oldugu, gastrik fenotipten
intestinal fenotipe dogru tiimor progresyonunun arttigi bildirilmistir [118] :

e G (gastrik fenotip): MUCS5AC+H ve/veya MUC6+; MUC2— ve CD10—
e | (intestinal): MUC2+ ve/veya CD10+; MUC5AC— ve MUC6—
e Gl (gastrik ve intestinal fenotip)

¢ N (null fenotip)
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9. MOLEKULER OZELLIKLER

9.1. Gastrik Adenokarsinomlarin Genomik Ozellikleri

Son yillarda, yeni nesil dizileme (NGS; next- generation sequencing) teknolojisindeki
gelismelerin hiz kazanmasi, G-ACa patogenezinde 6nemli rol oynayan genetik ve

epigenetik degisimlerin tanimlanmasina olanak saglamistir [119] .

9.1.1. Somatik gen mutasyonlari

Kromatin yeniden modellenmesi, genom biitiinliigli, hiicre adhezyon/hiicre
iskeleti/motilite yanisira Wnt, TGF- B (transforming growth factor- beta) ve RTK
(reseptor tirozin kinaz) yolaklari ile ilgili gen mutasyonlari, G-ACa’larda tanimlanan
mutasyonlardir [47, 120]

Karsinogenezde 6nemli rol oynayan genomik instabilite, TP53 ve BRCAZ2
(breast cancer gene) gibi timor supresor genlerin mutasyonlari sonucu gelisir. SW1-
SNF bir kromatin yeniden modellenme kompleksidir ve G-ACa’larda siklikla mutant
olan ARID1A (AT-rich interactive domain-containing protein 1A) geni, bu
kompleksin bir subunitini kodlar. CDH1, CTNNA1 ve RHOA (Ras homolog family
member A) gibi hiucre adhezyon/hiicre iskeleti/motilite ile ilgili genler, hicre-
ekstraseliiler matriks ve interseliiler etkilesimleri diizenler. Bu genlerdeki mutasyonlar
siklikla diffiiz tip G-ACa’larda goriiliir [47, 120].

NGS ile G-ACa’larda tanimlanan ii¢ ana aberran yolak; Wnt sinyal yolagi,
TGF-B yolagi ve RTK yolagidir. Wnt sinyal yolagi embriyolojik doénemde
morfogenezi diizenleyen mekanizmalardan biri olarak bilinir [121]. Kontrol dig1 Wnt
sinyal yolaginda; CTNNBI geninde aktive edici mutasyonlar, APC ve RNF43 (Ring
Finger Protein 43) genlerinde ise inaktivasyon mutasyonlar1 gorilir. TGF-B
yolagindaki SMAD4 ve ELF3 mutasyonlari, MSI ve MSS G-ACa’larda saptanmustir.
RTK yolag: hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve
metabolizmasi ile ilgili 6nemli roller istlenir. Bu yolak, EGFR (epidermal growth
factor receptor) ailesine ait ERBB2, ERBB3 ve ERBB4 mutasyonlari ile MSI iligkili
G-ACa’larda saptanan KRAS mutasyonlarini icermektedir. PIK3, RTK sinyal yolagi
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ile ilgili farkli bir molekiildiir. PIK proteininin ana katalitik komponenti olan PIK3CA
(PIK3 catalytic subunit alpha), MSI ve EBV pozitif G-ACa’larda siklikla mutant
olarak bulunmustur [14, 19]. Wnt ve RTK sinyal yolaklari, G-ACa tedavilerinde
Onemli hedef noktalari arasinda yer almaktadir [47, 120].

9.1.2. Kromozomal kararsizlik (kromozomal instabilite)

Kromozomal instabiliteye yol acan dinamik surecler, timor progresyonunda énemli
role sahiptir. Kromozomun tamamini veya bir boliimiinii etkileyen kayip ya da
kazanglarla gelisen kromozomal instabiliteye, DNA kopya say1 farkliliklar
(anaploidi), amplifikasyon, delesyon, heterozigotluk kaybi (LOH; loss of
heterozygosity) veya yeniden dizenlenmeler neden olur. Kromozomal instabilite,
mide karsinomlarinda yaygin olarak saptanmistir [47].

Kromozomlardaki spesifik kayip ya da kazanglarin timor tipi ve
progresyonuyla iliskili oldugu bulunmustur. Kromozom 8 kazanci siklikla MSI alt tip
G-ACa’da saptanirken, 18q kayb1 EBV pozitif G-ACa’da siktir [122]. 8q, 17q ve
20q’da lokalize kopya say1 kazanclar1 intestinal tip G-ACa; 12q ve 13q kazanclar
diffuz tip G-ACa ile iliskilidir [123, 124]. 8923.3 ve 8g23.2 bolgesindeki kazanclar
siklikla erken evre G-ACa, 8724.21ve 8924.3 bolgesindeki kazanclar ise ileri evre G-
ACa ile korelasyon gosterir [125].

RTK/RAS/MAPK sinyal yolagiyla ilgili EGFR, ERBB2, FGFR2, MET,
VEGFA ve KRAS gen amplifikasyonlari, artmis tiimor proliferasyonuna,
farklilasmasina, apoptozuna, adhezyonuna ve migrasyonuna neden olur. 9p24.1°de
lokalize, PD-L1 (programmed cell death ligand-1) ve PD-L2 proteinlerini kodlayan
CD274 ve PDCDI1LG2 genlerindeki amplifikasyonlar ¢ogunlukla EBV iligkili G-
ACa’larda goriilir [19]. MYC, GATA4, KLF5 gibi onkogenik transkripsiyon faktor
genlerindeki ve CCNE-1, CCND1 ve CDKG6 gibi hiicre donglsu duzenleyicisi
genlerdeki amplifikasyonlar, G-ACa’lardaki amplifikasyon gosteren diger genleri
olusturmaktadir [47].

G-ACa’larda, PTEN, SMAD4, CDKN2A ve ARIDIA gibi tiimor supresyon

genlerinde fokal genomik kayiplar tanimlanmustir [47] .
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Kromozomal instabilitenin diger bir gostergesi olan LOH, APC ve TP53 gibi
timor supresyon genlerinde kayiplara neden olur. Erken ve ileri evre G-ACa’larda
LOH paterni farklilik gésterir [47, 120].

Genomik yeniden diizenlenme sonucunda ortaya ¢ikan fiizyon genleri, G-
ACa’larda tanimlanmigtir. Tanimlanan fiizyon genleri arasinda CD44-SLC1AZ2,
SLC34A2-ROS1 ve CLDN18-ARHGAP26 bulunur [19, 126, 127].

9.1.3. Genomik kararsizlik (mikrosatellit instabilite)

DNA iizerinde tekrar eden kisa sekanslarin (mikrosatellitler) uzunlugundaki
degisimlerle karakterize olan MSI, DNA yanlis eslesme tamir genlerinin mutasyonal
inaktivasyonu veya epigenetik susturulmasi sonucu gelisir [128] . Sonug¢ olarak,
defektif olan yanlis eslesme tamir sistemi, hticre igindeki bircok gende mutasyona ve
genomik kararsizliga neden olur. G-ACa’larin 6nemli bir kismimim MSI 6zelligi
gosterdigi bildirilmistir [19, 126, 127].

MSI timorlerin, disiik siklikta TP53 mutasyonu gosterdigi ve MSS tiimorlere
gore daha yiiksek sag kalim orani ile iliskili oldugu saptanmistir [119, 129]. Yiksek
oranda sag kalim, immin bloke edici tedavilere bu timorleri daha duyarli kilan,
immin sistem stimiilasyonuyla iliskilendirilmektedir. Bu teoriyi destekleyen bir
caligmada, pembrolizumabin (anti PD-1; programmed cell death -1), MSI o6zellik
tasiyan kolorektal, endometrial ve mide kanserlerinde, MSS olanlara gore, daha

yliiksek oranda hastalik kontrolii sagladigi bulunmustur [130].

9.1.4. Epigenetik degisiklikler

DNA CpG ada hipermetilasyonu, hipometilasyon, histon modifikasyonu, kromatin

yeniden diizenlenmesi veya miRNA degisiklikleri gibi DNA sekanslar ile iliskili

olmayan epigenetik degisiklikler, gen ekspresyon profilinde farkliliklara neden olur.
G-ACa’larda, CpG ada metilasyonu, 6ncelikle CDH1, CDKN2A, CDKN2B ve

hMLH1 genlerinin promoter bolgelerini etkiler ve bu genlerin ekspresyonlarinda
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azalmaya yol agar. CpG ada metilasyonu, midede karsinogenez slirecini potansiyalize
ederek malign transformasyona doniisiimii hizlandirir [131-133].

miRNA’lar, kisa, stabil, kodlanmayan RNA segmentleridir. miRNA’lar,
DNA’ya baglanarak veya translasyona hazir olan mRNA’y1 degrade ederek gen
ekspresyonlarin1 diizenler. miRNA’lar onkogen (onkomiRNA), tiimér supresor
(tsmiRNA) veya hiicre yolag1 diizenleyicisi olarak islev gosterebilir. G-ACa
gelisiminde 6nemli rol oynayan ¢ok sayida miRNA tanimlanmustir [74, 134].

9.2. Molekiiler Siniflama

G-ACa’lar, morfolojik ve molekiiler agidan son derece heterojen 6zelliktedir. Klasik
histolojik siiflama sistemlerinin klinik ac¢idan yonlendirici olma 6zelligi sinirhdir.
Son yillarda, hedefe yonelik tedavi se¢imlerinin arttirilabilmesi igin, ¢ok sayida
aragtirmact G-ACa’larin molekiiler alt yapisini ¢oziimleyerek biyolojik-klinik agidan
homojen alt tiplerin belirlenmesine odaklanmistir. Bu dogrultuda, G-ACa’larda
siiflama, molekiiler tekniklerin uygulanabilirlik kazanmasi ile gelisme gdstermistir
(Tablo 4).

G-ACa’lar, ilk olarak 2003 yilinda, Singapur’da Patrick Tan ve ekibi tarafindan
kapsamli molekiiler calisma sonrasi siniflandirilmis ve 3 molekiiler alt tip
tanimlanmustir: 1) Timorojenik, 2) Reaktif ve 3) Gastrik- benzeri [15]. Tanimlanan alt
tiplerin Lauren histolojik alt tipleri veya tlimor derecesi ile korelasyonu bulunmamaigtir
[135].

2011 yilinda ayn1 Singapur grubu, gen ekspresyon profillerine gore G-ACa’lar1
genomik intestinal (G-INT) ve genomik diffiiz (G-DIF) olarak 2 ana gruba ayiran
farkli bir siniflama yaymlamistir [16]. Lauren intestinal tip ile iligkili olan G-INT alt
tipin, Lauren diffiiz tip ile iliskili olan G-DIF alt tipe oranla daha iyi prognozlu oldugu
saptanmustir. In vitro caligmalarda, G-INT tipin 5-FU (5-florourasile) ve oksaplatine,
G-DIF tipin sisplatine duyarli oldugu bulunmustur.

Patrick Tan grubu, 2013 yilinda, 248 G-ACa lizerinde ¢alisarak, molekiiler,
morfolojik ve klinik acidan farkli 6zelliklere sahip 3 alt tipten olusan yeni bir
molekiiler siniflama daha yaymlamistir [13]. Tamimlanan alt tipler sunlardir:

mezensimal, proliferatif ve metabolik. Mezenkimal alt tip, Lauren diffuz tiple
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iligkilidir; diger iki alt tipin Lauren intestinal tipe uydugunu gosterilmistir.
Mezensimal tip diisiik oranda CDHI transkript diizeylerine sahip olmakla birlikte,
kanser kok hiicre ve epitelyal-mezensimal gegis Ozellikleri gostermektedir. Bu tip
mTOR yolak inhibit6rlerine duyarlidir. Proliferatif alt tip, yiksek genomik instabilite,
TP53 mutasyonu ve onkogenik yolaklarda aktivasyon (ERB2, CCNE1, MYC ve
KRAYS) ile karakterizedir. Metabolik alt tipte ekspresyon artis1 saptanan genler, normal
mide mukozasinda eksprese edilen genlerle benzerdir. Bu tip ylksek oranda anaerobik
glikolizle iligkili oldugu igin tiimor hiicreleri 5-FU tedavisine duyarlidir. SPEM’in,
normal mide mukozasi ile metabolik alt tip arasinda bir ara basamak olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu siniflamadaki her ¢ alt tip, molekiiler olarak farkli 6zellikler
gostermesine karsin, sag kalim diizeyleri agisindan aralarinda anlamli fark
saptanmamustir [135].

2014’te TCGA tarafindan yayinlanan ¢alisma, molekiiler siniflama konusunda
yapilmis olan en kapsamli ve 6nemli ¢alismadir [19]. 295 G-ACa iizerinde, ¢ok sayida
farkli molekiiler platform kullanilarak elde edilen verilere gére TCGA’da dort
genomik tip tanimlanmistir; EBV iliskili, MSI, GS ve kromozomal instabil. EBV
iligkili tip (%9) timor hiicrelerinde EBV pozitifligi ile karakterizedir. Cogunlukla
erkeklerde, fundus veya korpus bolgesinde lokalizedir ve gen susturulmasinin isareti
olan yaygin CDKN2A promoter hipermetilasyonu icerir. Bununla birlikte, PIK3CA
mutasyonlar1 (%80) ve JAK2 veya PD-L1/L2 gen amplifikasyonlar siklikla saptanir.
MSI grup (%21), CpG ada metilator fenotipin (CIMP) gostergesi olan MLH1 promoter
hipermetilasyonuna ve HER2 (%5), EGFR (%5), HER3 (%14), JAK2 (%11), FGFR2
(%2), MET (%3), PIK3CA (%42) gibi genlerde artmis mutasyon oranina sahiptir. MSI
kolorektal karsinomlarda siklikla gorillen BRAFV600E mutasyonu, MSI G-ACa’larda
goriilmez. EBV iligkili ve MSI tipler, ortak morfolojik ozellik olarak belirgin
inflamatuar hiicre infiltrasyonuna sahiptir. Birgok c¢alismada, PD-L1 ekspresyon
artisinin, molekiiler olarak EBV ve MSI iligkili alt tiplerle korelasyon gdsterdigi
bulunmustur [136-140]. GS tip (%20), diger tiplere gore Lauren diffiiz tiple
korelasyonu daha fazla olan tiptir. Bu alt tipte, cogunlukla, hiicre adhezyonuyla ilgili
molekiiler degisiklikler olan, CDHI1 (%26) ve RHOA (%]15) gen mutasyonlari ile
CLDN18- ARHGAP genlerini iceren kromozomal translokasyonlar (%15) gordlir.
Kromozomal instabil grup (%50), siklikla gastrodzofagial bileske/kardia lokalizedir
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ve Lauren intestinal tiple iliskilidir. Yiiksek TP53 mutasyon oranina ek olarak, farkli
tirozin kinaz reseptorlerinde ve ilgili yolaklarda gen amplifikasyonu siktir; HER2
(%24), EGFR (%10), HER3 (%8), JAK2 (%5), FGFR (%8), MET (%8), PIK3CA
(%10) ve KRAS/NRAS (%18) [135].

2015’te, ACRG tarafindan yayinlanan siniflamada, EBV pozitifliginin yerine
p53 mutasyonu kullanilarak, her alt tipi prognoz, niiks siklig1 ve 6zelligi gibi klinik
bilgilerle korele ederek, dort molekiiler tip tanimlanmistir [14]; MSI, MSS/EMT,
MSS/P53+ (intakt P53 aktivitesi) ve MSS/P53- (P53 fonksiyonel kaybi). Cogunlukla
antrumda lokalize ve Lauren intestinal fenotipte olan MSI grupta, hipermetilasyon ve
MLHI1 kayb1 siktir. KRAS, ALK, ARID1A ve PI3K yolak genlerinde mutasyon orani
yiiksektir. Diger gruplara gore en iyi prognozludur. MSS/EMT, en kétii prognozlu
gruptur; siklikla gen¢ yasta ve Lauren diffiiz fenotipte goriiliir. CDHI1 ekspresyon
kayb1 cogunlukla saptanir. MSS/p53 intakt grup, MSI gruptan sonra en iyi prognoza
sahip olan gruptur ve ¢cogunlukla EBV pozitifligi gosterir. MSS/p53 inaktif grupta,
TP53 mutasyon ve tirozin kKinaz reseptorlerinde amplifikasyon orani yiiksektir [135].

Tablo 4° de de gosterildigi gibi, ACRG ve TCGA molekiiler alt tipleri, nemli
oranda oOrtiisen Ozelliklere sahip olmalarina ragmen, kismen izlenen farkliliklarin,
hasta populasyonlari, tiimor 6rnekleme sekilleri ve kullanilan teknolojik platformlarla
ilgili oldugu distiniilmektedir [48, 135].

Bu smiflamalar, G-ACa’lart biyolojik agidan tanimlamak igin 6nemli
gelismeler olarak kabul edilmekle birlikte; kullanilan metodoloji RNA-DNA
sekanslama, DNA metilasyon analizi, tam ekzon sekanslama ve fosfoproteomik analiz
gibi her laboratuvarda olmayan, yiksek maliyetli ve kompleks ozellikte analizleri
gerektirir. Ayrica, bu smiflamalarin prognostik degerleri, hastalarin sinirli takip
siireleri nedeniyle netlestirilememistir. Literatiirde, rutin pratikte kullanilan basit
metodlarin yardimiyla, yukarida bahsedilen ¢aligmalarda tanimlanan farkli molekiiler
Ozellikteki alt tipleri, prognostik ve prediktif 6nemi olan farkli immunfenotipteki

gruplara doniistiiren taksonomik ¢alismalar mevcuttur [20-24, 141].

37



Tablo 4. Gastrik adenokarsinomlara yonelik molekiiler siniflamalar ve bu

siniflamalarin tedaviye olan yansimalari

*Qrta prognoz

*Intestinal fenotip

Tan G-DIF: G-INT:
2011 *Koti *[yi prognoz
[16] prognoz
(n=270) *Sisplatin *5-FU ve oksaplatin
duyarl duyarl
*Difflz *Intestinal
fenotip fenotip
Lei 2013 Mezensimal: Proliferatif: Metabolik:
[13] *Diigiik E- *Yuksek TP53 *Normal mide
(n=248) kaderin mutasyonu mukoza gen
mRNA *Onkogen ekspresyon
*mTOR amplifikasyonu profili
inhibitorleri (ERB2, CCNEL, *5-FU duyarl
MYC, KRAS)
*Diffuz *Intestinal *Intestinal
fenotip fenotip fenotip
Bass EBV (%09): MSI (%21): GS (%20): CIN (%50):
2014 *CDKN2A *MLH1 *CDH1 *Yiksek TP53
[19]: susturulmast susturulmasi mutasyonu mutasyonu
TCGA *PDL1/2 *HER2/3 *RHOA *TRK
(n=295) | amplifikasyonu mutasyonu mutasyonu amplifikasyonu
*JAK2 *EGFR *CLDN18- *Intestinal fenotip
amplifikasyonu mutasyonu ARHGAP
*PD-1/PD-L1 *PD-1/PD-L1 fuzyonu
inhibitorleri inhibitorleri *Difflz
fenotip
Cristescu | MSS/TP53(aktif): | MSI: MSS/EMT: MSS/TP53(inaktif):
2015 *MLH1 kayb1 *CDH1 *Yiksek TP53
[14]: *Hipermutasyon | ekspresyon mutasyonu
ACRG (KRAS, ALK, | kayb *Onkogen
(n=251) ARID1A, *Kéti amplifikasyonu
PIK3A) prognoz (ERB2, CCNEL1,
*Orta prognoz *En iyi prognoz | *Diffuz MYC, EGFR,
*Intestinal fenotip | *Intestinal fenotip CCDN1, MDM2,
fenotip ROBO2, GATA®G)
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10. NTRK GEN DEGISIMLERI
10.1. TRK Sinyal Yolag

TRK (tropomiyosin reseptor kinaz) sinyal yolagi, primer olarak néronal homeostazdan
sorumludur ve sinir sisteminin gelisimi ile fonksiyonunda onemli role sahiptir [29,
142, 143]. Bu yolakta yer alan norotrofinler (NT), TRK ve p75NTK reseptorlerine
baglanarak etki gosteren biiyiime faktorleridir. TRK reseptorlerinin uyarilmasi,
stimulatuar etki ile hiicre devamliligimi, biiyiimeyi ve gelismeyi saglarken, p75N™¢
reseptorleri genellikle inhibe edici etki gosterir [28].

NT reseptorlerinin, baslangicta, sadece noronlarda eksprese edilerek, fizyolojik
olaylarda ve norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli role sahip oldugu
diistiniilmekteyken [28]; yapilan son ¢alismalarda, astrositler, oligodendrositler,
makrofajlar, pankreas beta hiicreleri, immun hiicreler, endotel hiicreleri, akciger,
kemik, testis ve kas hicreleri gibi non-ndéronal hiicrelerde de fizyolojik olarak eksprese
edildikleri bildirilmistir [28, 144-146].

Spesifik NT’ler tarafindan uyarilan transmembran TRK reseptorlerinin
tanimlanan {i¢ {iyesi, sirastyla ndrotropik tropomiyosin reseptdr kinaz 1 (NTRK1),
NTRK2 ve NTRK3 genleri tarafindan kodlanan, RTK ailesine ait olan TRKA, TRKB
ve TRKC reseptorleridir. NGF (nerve growth factor) TRKA reseptorlerine, BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) ve NT-4 TRKB reseptorlerine, NT-3 ise primer
olarak TRKC reseptorlerine baglanir [30, 147-149]. Her U¢ TRK reseptord, ligand
baglayici ekstraseliiler bolge, transmembran bolge ve tirozin kinaz aktivitesi gosteren
intraseliiler bolge igerir. Ayrica, normal ve tiimoral dokularda yapilan genomik
calismalarda, TRK proteinlerinin, NT ler i¢in farkli afiniteye sahip, farkli ekzon
kombinasyonlari ile kodlanan ¢ok sayida splice varyanti tanimlanmugtir [150, 151].

p75NTK reseptorleri, tiim NT ile diisiik afinitede etkilesim gosterebilen, TNF
(tumour necrosis factor) reseptor ailesine ait olan pan-NT reseptorleridir [152]. p75N™«
reseptorleri direkt olarak TRK reseptorlerine baglanarak, NT’in TRK reseptorleri
lizerindeki etkileri icin diizenleyici kontrol mekanizmasi olusturur. p75NTK
reseptorlerinin hicre (zerindeki etkileri, NT’in konsantrasyonuna, eksprese edilen

norotrofin reseptoriiniin tipine ve yogunluguna bagli olarak degisim gosterir [6].
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NF hiicre yiizeyindeki TRK reseptorlerine baglanarak reseptor
dimerizasyonuna yol acar [153]. Dimerize TRK reseptorlerinde intraseliiler tirozin
kalintilarinin otofosforilasyonu yoluyla, hiicre icindeki diger sinyal yolaklar1 aktive
olur [154]. Hicre icinde aktiflenen (¢ ana yolak; RAS/MAPK/ERK,
PIBK/AKT/mTOR ve PLCy/PKC yolaklaridir [155, 156]. Bu sinyal yolaklarinin her
biri noronlarin devamliligi ve farklilasmasinda gorevli olan genlerin transkripsiyonunu

regiile eder (Sekil 5).
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10.2. TRK Aktivasyonu ve Karsinogenezis

10.2.1. NTRK gen fiizyonlari

NTRKI, 2 veya 3 gen fiizyonlar1 onkojenik TRK aktivasyonunun ana mekanizmasi
olarak bilinmektedir [144]. NTRK gen flizyonlari, 1986’da, Martin-Zanca ve ekibi
tarafindan, bir kolorektal kanser hastasinda 1. kromozomdaki intrakromozomal
translokasyon sonucunda, TPM3 (Tropomyosin alpha-3 chain) ve NTRK1 genleri
arasinda olusan onkojenik flizyon ile kesfedilmistir [157]. NTRK genleri ile seksenin
tizerinde farkli gen partneri arasinda olusan onkojenik flizyon genleri, bugiine kadar
birgok kanser tipinde tanimlanmistir.

Intrakromozomal veya interkromozomal translokasyon sonucunda, NTRK
genlerinin kinaz aktivitesine sahip intraseliiler bolge kodlayan 3’ sekanslarinin, farkl
gen partnerlerinin 5” sekanslari ile biraraya gelmesiyle hibrid genler olusur (Sekil 6)
[144]. 5 gen partnerlerinin biiylik ¢ogunlugu, ligand bagimsiz aktivasyona yol a¢an
dimerizasyon/oligomerizasyon alani kodlama 6zelligindedir [158]. Flzyon
sonucunda, ekstraseliiler ligand baglayict bolge icermeyen, ligand bagimsiz
aktivasyon gosteren tirozin kinaz ile karakterize kimerik onkoprotein Uretilir [144,
159]. Onkojenik flizyon proteinleri ile hiicre i¢i TRK sinyal yolaklarinin timii veya

bir kismi1 aktive olur.
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Sekil 6. NTRK fiizyonlarinin aktivasyon mekanizmasi [6]

10.2.2. Fiizvon dis1t NTRK gen degisimleri

NTRK genlerinde, gen fiizyonlarina ek olarak; nokta mutasyonlari, delesyonlar, gen
amplifikasyonlar, mRNA overekspresyonu gibi onkojenik ve/veya TRK
inhibitorlerinin etkinligi i¢in prediktif olup olmadig: hala net olarak bilinmeyen diger
somatik genomik degisimler bildirilmistir [160-165]. Okamura ve ekibinin farkli
tiplerdeki 13,467 pediatrik ve yetiskin hastaya ait tlimor drneginde yaptig1 ¢alismada,
NTRK gen flizyonlarmin goriilme sikligi %1 den, diger NTRK gen degisimlerinin
insidansi %14 olarak saptanmistir [166].

Somatik NTRK mutasyonlar1 kolorektal kanser, over kanseri, akciger kanseri,
tiroid kanseri, malign melanom ve akut miyeloid 16semi gibi ¢esitli tiimdr tiplerinde

tanimlanmistir [167-170]. Ancak, in vivo c¢aligmalarda bu mutasyonlara sahip
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reseptorlerin, fonksiyonel olarak wild tip reseptorlerden ayirt edilemedigi
gosterilmistir  [169]. Bu nedenle, NTRK mutasyonlarinin karsinogenezisteki
potansiyel rolii hala net olarak kanitlanmamaistir. Ayrica, nokta mutasyonlarin, NTRK
flizyonlu tiimorlerde uygulanan TRK inhibisyonuna karsi kazanilmis direng
mekanizmasi yoluyla da gelisebildigi gosterilmistir [32, 171].

NTRKI1 geninde aktive edici splice varyantlar bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda, noroblastomda tanimlanan splice varyant TRKAIII ile akut miyeloid
l6semide tanimlanan genomik in-frame delesyon mutantin (ATRKA), onkojenik
ozellikte oldugu rapor edilmistir [165, 172].

TRK ekspresyon artisi, literatlirde meme kanseri, kutanéz bazal hiicreli
karsinom, noroblastom, G-ACa ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tiplerinde
bildirilmistir [173-175]. Noroblastomda, TRKA ve TRKC ekspresyon artist iyi
prognoz gostergesiyken, TRKB ¢ogunlukla MYCN amplifikasyonu da iceren yuksek
dereceli timorlerde eksprese edilmektedir [176]. G-ACa’larda, NT molekdlleri ve
TRK reseptorlerinin degerlendirildigi ¢alismalarda, TRKB ekspresyon artis oraninin
%39-42 oldugu belirlenmis ve TRKB ekspresyon orani ile G-ACa sag kalim1 arasinda
negatif yonde iliski saptanmustir. Tanaka ve ekibi, G-ACa’da derin invazyon alaninda
izlenen TRKB ekspresyon artisin1 bagimsiz prognostik faktor olarak tanimlamistir
[177-180]. Bu calismalarda elde edilen verilerden farkli olarak, Kamiya ve ark.,
yiuksek oranda TRKA veya TRKC ekspresyonunun mide kanserinde timor
progresyonunda énemli rol oynayabilecegini 6ne stirmiistiir [181].

NTRK gen amplifikasyonlarinin da onkojenik bir alterasyon olup olmadig1
konusu, nokta mutasyonlar1 ve TRK ekspresyon artisinda oldugu gibi hala netlik
kazanmamistir. Bununla birlikte, Pasini ve ekibi, 31 malign melanom vakasinda,
karsilastirmali genomik hibridizasyon (comparative genomic hybridization) testini
kullanarak, NTRK1 geninin kodlandigi 1q23.1 lokalizasyonunda, timor
progresyonuyla iligkili olan amplifikasyon bolgesi rapor etmislerdir [163]. Sonrasinda
ayni ¢alismada, 64 primer melanom hastasinda PCR kullanilarak validasyon analizi
yapilmis ve hastalarin  %50’sinde kotii  klinik gidisle korele olan NTRKI

amplifikasyonu saptanmistir.
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10.3. NTRK Gen Fiizyonlarinin insidansi

Son zamanlarda NGS ve diger kapsamli molekiiler test metodlarinin kullaniminin
artmasityla, NTRK gen fiizyonlarinin prevalansi hakkinda daha net sonuclar
bildirilmektedir. Fiizyonlarin saptanma oranina gore tiimorler iki ana kategoriye
ayrilabilir (Sekil 7) [6]. ik grupta, NTRK fiizyonlarin yiiksek oranda (>%90) iceren
nadir goriilen tiimorler bulunur. Infantil fibrosarkom, konjenital mezoblastik nefrom
ve meme ile tikrik bezinin sekretuar karsinomu igin ETV6 (ETS Variant
Transcription Factor 6) -NTRK3 fiizyonunun patognomonik oldugu saptanmistir
[171, 182-185]. Ikinci grupta ise, NTRK fiizyonlarini1 ¢ok daha diisiik oranda igeren
(%5-25 veya <%>5) yaygin gorulen timorler yer alir. Papiller tiroid karsinomu, spitzoid
melanositik tlimorler, gastrointestinal stromal tiimorler, pediatrik gliomlarin bir
boliimi NTRK flizyonlarin1 %5-25 oraninda igeren tiimorler arasindayken; pankreas
adenokarsinomlar1, bas-boyun skuaméz hiicreli karsinomu, biliyer, kolorektal ve renal
hiicreli karsinomlar, meme karsinomlar1, kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomu,
melanomlar, erigkin glial timoérler ve yumusak doku sarkomlart NTRK fiizyonunu

%S5’den daha az oranda (agirlikli olarak <%1) igeren timdrlerdir [159, 186, 187].
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Sekil 7. Yetiskin ve pediatrik tiimorlerdeki NTRK fiizyonlarinin goériilme sikligi ve
dagilimi [6]
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10.4. NTRK Gen Fiizyonlar1 ve Gastrik Adenokarsinom

Bazi ¢alismalarda G-ACa’larda da NTRK gen rearranjmanlar1 arastirilmis, bunlarin
hicbirinde NTRK genlerini kapsayan fiizyon transkripti saptanmamistir. Arnold ve
ekibinin ¢alismasinda ise, pan-TRK immunhistokimyasal yontemi ile toplam 438
gastrik ve 6zofageal adenokarsinomda TRK ekspresyonu degerlendirilmis, herhangi
bir tiimorde ekspresyon elde edilememistir [166, 188-190]. Mart 2020°de yayinlanan
yeni bir olgu calismasinda ise ilk kez bir G-ACa’da NTRK rearranjmani oldugu
gosterilmis, yapilan RNA sekanslama ile bu tiimérde ATP1B(ATPase subunit beta-1)-
NTRKI1 flizyonu kesfedilmistir [191].

10.5. NTRK Gen Fiizyonlarinin Saptanmasi

NTRK fiizyonlari, kromozomal rearranjmanlarla baslayan, fiizyon genlerinin
translasyonu ve kimerik TRK proteinlerinin ekspresyonuyla sonuglanan onkojenik bir
aktivasyon surecidir. Bu birbirini izleyen basamaklar 1s1ginda, NTRK flizyonlarini
saptamak icin farkli laboratuar testler kullanilabilir. DNA durumunu degerlendirmek
icin FISH (floresan in-situ hibridizasyon) ve DNA bazli NGS testleri kullanilirken,
transkribe RNA durumunu degerlendirmede RT-PCR (reverse transcriptase-
polymerase chain reaction) ve RNA bazli NGS testleri kullanilmaktadir. IHK analizi
ile direkt olarak protein iiretimi degerlendirilir. Her bir tanisal test farkli avantaj ve
sinirliliklara sahiptir.

NTRK fiizyonu igeren tiimorlerin saptanmasinda optimal olan tek bir tanisal
strateji olasi degildir. Tiim ileri evre solid timorleri NTRK genlerini icine alan genis
kapsamli NGS uygulamasi ile test etmek en ideal yontem olarak kabul edilmekle
birlikte, is akis1 ve maliyet gereksinimleri g6z Oniine alinarak, kaynak kullanimim
optimize etmek amaciyla daha detayli bir yaklasim modeli zorunludur. Bu konuda
literatiirde, tiimdriin sahip oldugu histolojik 6zellikler ve genomik durumun yanisira,

laboratuar imkanlar1 diisiiniilerek cesitli tanisal algoritmalar 6ne siiriilmiistir.
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10.5.1. immiinhistokimya

Son caligmalarda, molekiiler genomik profillemenin rutin olarak yapilamadigi
merkezlerde ve NTRK gen fiizyonlarin1 diisiik insidansta igeren tiimorlerde, TRK
flizyonlarin1 saptamak icin gerekli ileri molekiiler testlerin yapilacagi hastalari
belirlemek agisindan IHK’nin etkili bir tarama yontemi oldugu gdosterilmistir. Bu
yontem i¢in sik olarak kullanilan pan-TRK monoklonal antikor EPR17341 (Abcam,
Cambridge, UK), her ¢ TRK proteininde ortak olarak bulunan tirozin kinaz
bolgesindeki C-terminal epitopuna baglanarak reaksiyon gosterir.

IHK ile saptanan TRK ekspresyon paterni, yogunluk ve seliiler lokalizasyon
(membrandz, sitoplazmik, periniikleer, niikleer) agisindan farklidir. NTRK flizyonu
iceren tumorlerdeki TRK imminekspresyonunu analiz eden g¢alismalarda, fiizyon
proteinlerinin hiicredeki lokalizasyonunun, 5’ gen partnerleri tarafindan belirlendigi
one siiriilmiistiir [192, 193]. Ornegin, LMNA (Lamin A/C)-NTRK1 flizyon pozitif
olgularda, LMNA geni niikleer lamin proteinini kodladigi igin, pan-TRK ile
periniikleer ekspresyon paterni goriiliirken; TPM gen partneri ile ger¢eklesen NTRK
fiizyonlarinda, TPM hiicre iskelet proteinlerini kodlayan bir gen oldugu igin
membrandz boyanma paterni izlenmistir [194].

Hechtman ve ark.’nin, DNA bazli NGS testi ile NTRK gen fiizyonu igerdigi
gosterilen 23 tiimor {izerinde yaptigi c¢alismada, 20/21 tiimoérde pan-TRK ile
imminekspresyon saptanmistir [192]. Ayni ¢alismada, NTRK fiizyonu icermeyen 20
vakalik seride pan-TRK ile imminekspresyon saptanmamistir. Bu ¢alismada elde
edilen verilere gore, pan-TRK i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik, sirasiyla %95,2 ve %100
olarak bulunmustur. Yetmis-dokuz pediatrik mezensimal tiimor ile yapilan farkl bir
calismada, benzer sonuglar elde edilmis, pan-TRK igin duyarlilik %97, 6zgillik %98
olarak gosterilmistir [195]. Gatalica ve ekibi ise ¢esitli kanserlere ait 11502 tiimor
orneginde ArcherDx fiizyon testi ile 31 vakada (%0,27) NTRK flizyonu saptamis,
21/28 tiimérde pan-TRK IHK ’s1, %75 duyarlilik ile pozitif (herhangi bir yogunluktaki

> %1 timOor hucresinde boyanma) olarak skorlanmistir [196].
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Bu caligmalardan elde edilen veriler goz Oniine alindigi zaman, pan-TRK
[HK’s1 NTRK fiizyonu igeren tiimérleri saptamada bazi avantajlara sahiptir: 1)
Yiksek duyarlilik ve oOzgiillik oranlari, 2) Farkli laboratuarlarda, kolaylikla
uygulanabilen hizli bir metod olmasi, 3) Ucuz ve smirli materyal gerektirmesi.

Ancak HK y&ntemi, baz1 nemli sinirliliklar igerir [197]: 1) pan-TRK antikoru
ile wild tip protein ve fiizyon proteini ekspresyonu arasinda ayrim yapilamadigi igin,
TRK proteinlerinin fizyolojik olarak eksprese edildigi dokulardan koken alan
tiimorlerde fiizyon olmaksizin TRK protein ekspresyonu goriilebilmektedir. Bu
nedenle néroendokrin tiimérlerde, bazi yumusak doku sarkomlarinda, gastrointestinal
stromal timorlerde, kiigik yuvarlak mavi hiicreli timdrlerde ve santral sinir sistemi
tumorlerinde pan-TRK IHK kullanimi tanisal agidan etkin bir yaklasim degildir ve
yanlis pozitif sonug¢ olasiligimmi arttirir [31, 188, 192], 2) NTRK flizyonu iceren
timorlerin bir bolimiinde (¢ogunlukla NTRK3), TRK immiinekspresyonu goriilmez
ve yanlis negatif sonuglar elde edilebilir [192], 3) pan-TRK ile fiizyon dist NTRK gen
degisikliklerinde de pozitif sonuclar gorulebilir. Lee ve ekibinin ¢alismasinda, 1250
timor orneginde NGS yontemiyle NTRK gen amplifikasyonu degerlendirilmis, 28
timorde (%2) NTRK gen amplifikasyonu (> 4.0 kopya/hiicre) saptanmistir. Gen
amplifikasyonu ve protein ekspresyonu arasindaki korelasyon degerlendirildigi
zaman, bu tiimorlerin 4/27’sinde (%15) pan-TRK ile ekspresyon elde edilmistir [161].

Imminhistokimyasal analizin sinirliliklart géz 6niine alindigi zaman, TRK
reseptOrlerinin ekspresyonu, NTRK1/2/3 fiizyonlar1 i¢in tanisal olmayip, bu
flizyonlarin bulunabilecegini 6ngdrmede yardimci bir tarama yontemidir. NTRK
flizyonlarinin dogru bir sekilde saptanabilmesi i¢in diger yardimci yontemlerin de

uygulanmasi gereklidir.

10.5.2. Floresan in-situ hibridizasyon

FISH, gen fiizyonlarmni saptamada altin standart olarak kabul edilen bir yontemdir. Bu
yontemde, formalin fikse parafine gomulu timaor érneklerinde belli gen sekanslarina

baglanan floresanla igaretli RNA veya DNA problart kullanilir [198].

47



FISH yénteminin majoér avantajlarindan biri, hedef genin 5> ve 3’ uglarma
yonelik break-apart problari kullanilarak, fiizyon gen partneri bilgisi olmaksizin, hedef
geni igeren bir flizyon olup olmadigimi saptayabilmesidir [198]. Bununla birlikte
birkac faktor break-apart testlerinin duyarlilik ve 6zgilligiinii etkileyebilir. Fizyonun
intrakromozomal oldugu hedef kromozomdaki problarin genomik olarak birbirinden
ne kadar ayr1 oldugu bu faktdrlerden biridir. Ozellikle NTRK1 intrakromozomal
rearranjmanlarina interstisyel delesyonlar da eslik ettigi zaman, yanlis negatif FISH
sonucu olasilig1 artmaktadir [31].

FISH yararli bir metod olmasina karsin, fiizyon partneri bilinmedigi zaman,
kullanilan problarin sekans spesifik olmasi nedeniyle her bir NTRK geni i¢in ayri
FISH analizi yapilmas1 gereklidir. Ayrica, DNA diizeyinde gen degisiklikleri
saptanmasi nedeniyle FISH analizi onkojenik fiizyon proteininin iiretilip iiretilmedigi

konusunda herhangi bir bilgi vermez [198].

10.5.3. RT-PCR (reverse transcriptase- polymerase chain reaction)

Taze frozen ya da formalin fikse parafine gomuli érneklerden ekstrakte edilen timoér
RNA’s1 ters transkripsiyon islemiyle komplementer DNA (cDNA) sekanslarina
dontistiiriilir. cDNA spesifik fiizyon varliginda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
amplifikasyona ugrar. RT-PCR, FISH analizi ile karsilastirildiginda, diisiik transkript
diizeylerinde bile sonug verebilen yiiksek oranda spesifik, hizli, ekonomik ve duyarli
bir metottur [198].

NTRK gen fiizyonlarin1 saptamak i¢in iki ana RT-PCR yaklagimi
kullanilmaktadir [31]. Bunlardan ilki olan konvansiyonel RT-PCR, spesifik 5’ gen
partnerleri ile spesifik NTRK genleri arasindaki flizyonlar1 yiiksek oranda igeren
timor tiplerinde etkin bir tanisal yontemdir [31, 199]. Yapilan calismalarda, infantil
fibrosarkom, sekretuar meme kanseri ve konjenital mezoblastik nefromada ETV6-
NTRK3 fiizyon transkriptlerini saptamada bu yaklagimin yararli bir yontem oldugu
gosterilmistir [182, 184, 200, 201]. Ancak, giderek artan ¢ok sayidaki 5’ fliizyon gen
partnerine ve simdiye kadar tanimlanan flizyonlarin cesitliligine bagl olarak, bu

yaklagim, diger varyant fiizyonlarin saptanmasini engelleyebilir [31].
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Diger alternatif yaklagim ise, NTRK gen transkriptlerinin 3° ve 5’
amplikonlarinin ekspresyon oranlarinin dengesizligine dayali olarak NTRK gen
flizyonu varligin1 degerlendirmek igin kullanilan indirekt yontemdir. NTRK fiizyonu
igeren tiimor dokusu, normal dokularin ¢ogunda eksprese edilmeyen ya da diisiik
diizeyde eksprese edilen NTRK genlerinin 3’ kinaz bolgesi, 5’ ekstraselliiler bolgeye
oranla ¢ok daha yiiksek oranda transkribe edilir [202]. Bu yontem daha once
Brzezianska ve ekibi tarafindan, papiller tiroid karsinomlarindaki NTRK1 gen

flizyonlarinin saptanmasinda kullanilmistir [203].

10.5.4. Yeni nesil dizileme

NGS teknolojisi, son yillarda, beraberinde getirdigi avantajlar nedeniyle bir¢ok
alandaki molekiiler taniya yonelik uygulamalarin vazgecilmez bir pargast haline
gelmistir. NGS, onceki dizi bilgisi olmayan milyonlarca DNA fragmanindan diisiik
maliyetle, hizli ve paralel olarak ¢ok blylk miktarda veri elde edilmesini
saglamaktadir [204].

NGS ile DNA veya RNA’ya dayali olarak tiim genom, ekzom, transkriptom
veya hedefli gen analizleri yapilabilmektedir [31, 205]. Fiizyonlar: tespit etmede en
yaygin kullanilan metod ise spesifik gen panellerinin analizidir [198].

Sekanslanacak genlerin izolasyonu, amplikon dizileme veya prob-yakalama
(capture) tabanlidir. Amplikon dizilemede, hedef bolge PCR ile ¢ogaltilarak
zenginlestirilir. Bu yontemde daha az miktarda dokuya ihtiya¢ duyulmasina karsin,
flizyonlarin basarili bir sekilde tespit edilebilmesi icin, 5° gen partnerleriyle birlikte
flizyonlarin tam ve kesin olarak bilinmesi gereklidir. Prob-yakalama metodunda, hedef
bolgeye 0zgli dizayn edilmis problarin hedefe hibridizasyonu ve ardindan
zenginlestirilmesi ile ¢alisilir. Bu yontem daha fazla miktarda doku gerektirmesine
karsin, bilinmeyen flizyonlarin kesfedilmesine olanak saglar [31, 198, 202].

DNA bazli sekanslama yontemlerinde 6nemli bir dezavantaj, biiylk intronik
bolgeler iginde lokalize olan fiizyonlarin tespit edilmesidir [206]. NTRK2 ve 3 genleri
son derece uzun intron alanlari igerdigi i¢in, DNA sekanslama ile 6zellikle NTRK2 ve

3 fuzyonlarmin saptanmasi problem olusturur.
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RNA bazli sekanslama tekniklerinin tiimiinde Oncelikle, ters transkripsiyon
yoluyla RNA cDNA’ya doniistiiriiliir. DNA bazli sekanslamalarla karsilastirildiginda
baz1 avantajlara sahiptir. RNA igindeki intron bolgeleri ug-birlestirme (splicing)
mekanizmasi ile uzaklagtirildigindan, DNA bazli sekanslamalardaki teknik sinirliliklar
RNA sekanslama ile ortadan kaldirilir. Ayn1 zamanda, RNA diizeyinde fiizyonlarin
saptanmasi, fiizyonlarin fonksiyonel olarak transkripsiyonunun kanitidir ve splicing
sekanslarin analizi translasyonla proteinlerin iiretilip iiretilmeyecegi konusunda bilgi
verir [202]. RNA materyali ile ¢alismada ana problem, RNA’nin labil 6zellikte bir
molekiil olmasidir. RNA formalin fikse parafine gomiilii dokulardan ekstrakte
edilebilir, fakat degradasyon ve fragmantasyona duyarliligi nedeniyle 6zellikle eski
materyallerde yeterli kalite kontroll gereklidir [202].

10.6. TRK Inhibisyonu

Klinik ¢alismalarin ve onay alma siirecinin g¢esitli asamalarinda olan birgcok TRK
tirozin kinaz inhibitorii tanimlanmis durumdadir. Entrectinib, TPX-0005 ve DS-6051b
gibi molekiiller multipl kinaz hedefleyicileri arasinda; larotrectinib ise TRK kinazlar
icin spesifik bir molekuldr.

TRK inhibisyonunun klinik etkisi, oncelikle, larotrectinib ve entrectinib ile
tedavi edilen TRK fiizyonu iceren tiimorlerde rapor edilmistir. Faz1 ve 2 ¢aligmalardan
yayinlanan verilere gore bu ajanlarin TRK fiizyonu i¢eren tiimdrlerin tedavisinde etkin
molekiller olduklari kanitlanmistir [171, 207-213].

Larotrectinib, TRKA, TRKB ve TRKC’e yiiksek derecede secici, ATP-
yarismali ve oral yolla uygulanan inhibitordiir. Larotrectinibin potansiyel etkisi, ilk
olarak 55 yetiskin ve pediatrik hastadaki NTRK gen flizyonu igeren 17 farkl tip timor
tizerinde konfirme edilmistir [32]. Bu calismada, larotrectinibe NTRK fiizyon tipi,
tiimor tipi ve tiimor yerlesiminden bagimsiz yanit oran1 %75 olarak bildirilmistir.
Larotrectinib (VITRAKVI), yetiskin ve pediatrik hastalardaki NTRK gen fiizyonu
iceren solid timdrlerin tedavisinde kullanilmak iizere Kasim 2018’de FDA onay1
almistir.

Entrectinib, TRKA, TRKB, TRKC, ROS1 (proto-oncogene tyrosine-protein

kinase reactive oxygen species) ve ALK (anaplastic lymphoma kinase) tirozin kinaz
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reseptodr icin oral uygulanan inhibitér molekdldir. Entrectinib aktivitesi, NTRK
fiizyonlu timoérlerde, 54 yetiskin hastadaki 10 farkli timor tipi tizerinde test edilmistir.
Yaklasik 16 aylik takip sonrasi, yanit orani %57 olarak bildirilmistir [33].

Literatiirde, fiizyon dis1t NTRK gen degisimlerinin, TRK inhibisyonuna yanit
olarak klinik yarart konusunda one siiriilen sinirli sayida veri vardir. Yapilan
calismalarda, fiizyon dist NTRK degisimlerinde TRK inhibitorlerine karsi terapdtik
yanit elde edilememistir [34, 166].
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11. KLiINIiK OZELLIiKLER
11.1. Erken Mide Kanseri

Erken mide kanseri, lenf nodu durumuna bakilmaksizin, mukoza veya submukoza
siirli olan invaziv karsinomlar i¢in kullanilir [214]. Bu tanim Japonya’da mide tarama
programlart sonucu asemptomatik hastalarda erken evre kanserin gosterilmesi
sonucunda kullanilmigstir. Tiim diinyada artan {ist gastrointestinal sistem endoskopik
taramalarina bagli olarak, saptanma orani artig gostermistir.

Erken mide kanserlerinin ¢ogu 50 yasin Ustlindeki erkeklerde goriiliir. Siklikla
2-5 cm arasinda ve tipik olarak kiiciik kurvaturda yerlesim gosterir [214, 215].
Hastalarin %3-13’linde, kotii prognozla iligkili oldugu gosterilen ¢oklu tiimor
saptanmugtir [216, 217]. Histolojik olarak erken mide kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu
tubuler veya papiller morfolojideki iyi farklilasma gosteren G-ACa’lardir.

Erken mide kanseri endoskopik/makroskopik gorunumlerine gore l¢ gruba
ayrilir (Sekil 8): 1) protriide, II) yilizeyel, III) kavite olusturan [218]. Yizeyel grup; lla)
eleve, 1lb) diiz (flat) ve Ilc) deprese olarak ii¢ alt tipe ayrilir. Makroskopik goriiniimiin
lenf nodu metastaz riski agisindan belirleyici oldugu ve en diisiik risk oranlarinin tip I
ile Ila’da oldugu bildirilmistir [219].

Erken mide kanserlerinde, imér ¢ap1 ve tiimdr invazyon derinligi en énemli
prognostik faktorlerdir. Cerrahi rezeksiyon ile, 5 yillik sag kalim orani %90’

Uzerindedir [220].

MINITINTNOANTT  sor cereres
- ——  Type i Type O-11 o

N Type
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Sekil 8. Erken mide kanserinin makroskopik siniflanmasi [7]
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11.2. Prognostik Faktorler

11.2.1. Evre

G-ACa’larda patolojik evreleme (pTNM), cerrahi rezeksiyon sonrasi makroskopik
incelemede tlimoriin mide duvarindaki invazyon seviyesine (T), lenf nodu tutulumuna
(N) ve metastaz durumuna (M) dayanir. TNM evrelemesi (Tablo 5), G-ACa’larda
prognostik acidan en 6nemli faktor olarak kabul edilmektedir. pT1 ve pNO olan mide
kanserlerinde 5 yillik sag kalim oran1 %90’ tizerindedir [7]. Sag kalim orani, pT ve

pN kategorisi arttikga, asamali olarak azalma gosterir (Sekil 9) [1].

(@ 0 T ——————— pTla (Mucosa)
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Sekil 9. Gastrik adenokarsinomda sag kalim ile histolojik invazyon derinligi (a) ve
histolojik lenf nodu metastazi (b) iligkisi [1]
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Tablo 5. Gastrik adenokarsinom evreleme [2]

TX | Primer timor degerlendirilemedi

TO | Primer tiimore iligskin bulgu yok

Tis | Karsinoma in situ; lamina propria invazyonu
olmaksizin intraepitelyal timor

T1 | Submukozaya kadar invazyon

Tla | Lamina propria veya muscularis mucosa invazyonu

T1b | Submukoza invazyonu

T2 | Muscularis propria invazyonu

T3 | Viseral periton veya komsu organ invazyonu
olmaksizin subseroza bag dokusu invazyonu

T4 | Viseral periton (seroza) veya komsu organ
invazyonu

T4a | Seroza invazyonu

T4b | Komsu organ invazyonu

NX | Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

NO | Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 | 1-2 bolgesel lenf nodu metastazi

N2 | 3-6 bolgesel lenf nodu metastazi

N3 | >7 bolgesel lenf nodu metastazi

N3a | 7-15 bolgesel lenf nodu metastazi

N3b | >16 bolgesel lenf nodu metastazi

MO | Uzak metastaz yok

M1 | Uzak metastaz var
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11.2.2. Farkhilasma Derecesi

G-ACa’larin derecelendirilmesinde, timoriin bez yapabilme yetenegine gore diisiik ve
yiiksek dereceli olarak ikili sistem kullanilir. Derecelendirme primer olarak tubuler ve
papiller tip G-ACa’larda uygulanir [7]. Derecelendirmenin patoloji raporlarinda
belirtilmesi gereklidir, ancak prognoza olan etkisi netlik kazanmamustir. Chiaravalli
ve ekibi, G-ACa’larda derecenin prognoza olan etkisini arastirmis, diisiik dereceli olan

tiimorlerin daha iyi klinik gidige sahip olduklarini bildirmistir [221].

11.2.3. TUmor verlesimi

Distal yerlesimli G-ACa’larin, proksimal G-ACa’lara oranla daha iyi prognoza sahip
olduklart goriisii tartismalidir. Saito ve ark. kardiada lokalize timorlerde 5 yillik sag
kalim oranin1 %61 diizeyinde saptarken, midenin distal Ugte birinde lokalize
timorlerde bu oran %82,6 dizeyindedir [222]. Baska bir ¢alismada, bu oranlar
birbirine yakin degerlerdedir; proksimal ve distal lokalizasyona gore sirasiyla %28,

%29 olarak bildirilmistir [223].

11.2.4. Mikroskopik tip

Histolojik fenotipin prognozu etkiledigi 6ne siiriilmektedir. En kotii prognozla iligkili
olan histolojik tipin, %15’den daha az 5 yillik sag kalim oram ile, yogun fibroz
stromaya sahip zayif koheziv karsinom (linitis plastica veya skirdz karsinom) oldugu
bildirilmistir [7].

11.2.5. Molekiiler profil

G-ACa’larda son yillarda one siiriilen prognozla iligkili olan molekiiler profiller,
sadece karsinogenez siirecinde meydana gelen genetik degisimleri tanimlamakla
kalmayip, ayn1 zamanda gelecekte G-ACa’lar igin yeni potansiyel terapotik ajanlarin

bulunmasina onciiliik etmesi agisindan 6nemlidir [7].
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11.2.6. HER?

Anti- HER2 tedavisi, rezektabl olmayan veya metastatik HER2 pozitif mide
kanserlerinde verilmekle birlikte, HER2 overekspresyonu/ HER2 amplifikasyonu ile

prognoz iliskisi tartigmalidir [7].

11.3. Mide Kanseri Tedavi

Gunimuzde, G-ACa’larda erken evrede kiratif tedavi sadece yeterli cerrahi
rezeksiyon ile miimkiindiir. Ileri evre ve rezeke edilemeyen mide kanserlerinde ise
kloropirimidin ve platinum bazli kemoterapi rejimleri neoadjuvan veya adjuvan tedavi
amagch kullanilmaktadir.

Konvansiyonel kemoterapétik rejimlere ek olarak, spesifik onkojenik yolaklar
g0z Oniline alinarak gelistirilen monoklonal antikorlara yonelik hedefli tedaviler,
Onerilen yeni tedavi rejimlerini olusturmaktadir. Faz III klinik calismalara gore,
trastuzumab (anti-HER2) ve ramucirumab (anti-VEGFR2) monoklonal antikorlari,
ileri evre/metastatik G-ACa’larda kullanilan FDA onayli hedefe yonelik tedavi
ajanlaridir, ancak klinik ag¢idan faydalari oldukga sinirhidir. HER2, G-ACa’da hedefe
yonelik tedavi i¢in su anda klinik pratikte kullanilan tek biyolojik belirtegtir. Ancak,
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in, diger kanserlerde oldugu gibi, G-

ACa’larda da kapsamli ¢aligmalar siirdiiriilmektedir.
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12. GEREC VE YONTEM
12.1. Olgu Secimi

2013-2018 yillar1 arasinda, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi (MUTF, Pendik EAH) Tibbi Patoloji béliimiinde, rezeksiyon
materyallerinde primer G-ACa tanis1 alan 382 olgu c¢alismaya alinmistir. Uygun
fiksasyona sahip olmayan / yeterli timdr alan1 igermeyen materyaller (5 olgu) ve klinik
bilgilerine ulasilamayan takipsiz olgular (135 olgu) calisma disinda birakilmistir.
Tumor merkezi 6zofago-gastrik bileskeye 2 cm’den yakin yerlesimli ve bileske
tutulumu gosteren 2 olgu, AJCC 2017 (American Joint Committee on Cancer) 8. basim
kilavuzuna gore bileske tiimorii olarak kabul edilerek ¢alismaya dahil edilmemistir.
Sonugta, MUTF Pendik EAH’si Onkoloji klinigi tarafindan takipli 240 olgu calisma

kapsamini olusturmustur.

12.2. Etik Kurul Onay1

09.2019.196 protokol numarali projemiz, 01.02.2019 tarihli yazi1 ile Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.
Projemiz, SAG-C-TUP-250919-0287 numarasi ile Marmara Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Birimi’nin finansal destegi ile ger¢eklestirilmistir.

12.3. Demografik ve Histomorfolojik Veriler

Calismada degerlendirilen ve Tablo 6° da Ozetlenen demografik ve histomorfolojik
verilere, olgulara ait hastane bilgi yonetim sisteminde kayitli bulunan patoloji

raporlarindan ulasilmistir.
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12.3.1. Makroskopik siiflama

Olgular, Borrmann siniflamas1 gz ontine alinarak; polipoid (tip 1), fungoid (tip 2),

ulsere (tip 3) ve diffiz infiltratif- flat (tip 4) olarak dort gruba ayrilmistir.

12.3.2. Tiimor verlesim veri

Olgular, tiimoér yerlesimine gore, kardia, korpus/fundus ve antrum olarak

gruplandirilmistir.

12.3.3. Histolojik siniflama

Olgular, Lauren smiflamasina gore, intestinal, diffiiz, mikst tip ve tanimsiz (not
defined) olarak; DSO 2019 kriterlerine gére tubuler/papiller, zayif koheziv, miisindz,

mikst tip ve diger nadir histolojik alt tipler g6z 6niine alinarak siniflandirilmstir.

12.3.4. Farkhilasma derecesi (grade)

Olgular diisiik dereceli ve yiiksek dereceli olmak iizere iki gruba ayrilmistir. CAP
(College of American Pathologists) protokolu kriterlerine gore intestinal ve mikst tip
olgular glandiiler farklilagsma oranlarina gore derecelendirilmistir. Tlimoriin %50 veya
daha fazlasimin glandiiler yapilardan olusmasi diisiik dereceli, %50’den azinin
glandiiler yapilardan olusmasi yiiksek dereceli olarak gruplandirilmistir. Difliz tip
olgular yiiksek dereceli olarak degerlendirilmistir. Lauren siniflamasina gére tanimsiz
grupta yer alan, DSO 2019 siiflamasina gore mediiller karsinomlarda derecelendirme

yapilmamustir.
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12.3.5. Evreleme (stage)

Evreleme, AJCC 2017 kilavuzuna gore yapilmistir. Tiim olgularda evreleme igin
timor invazyon seviyesi (T), lenf nodu metastazi (N) ve uzak metastaz (M) olmak
tizere lic komponent degerlendirilmistir. T kategorisinde olgular, istatistiksel analiz
amacli, erken (T1+T2) ve ileri (T3+T4) evre olmak iizere iki gruba ayrilmistir. N
kategorisinde NO, N1, N2 ve N3 olarak gruplandirma yapilmistir.

12.3.6. Lenfatik, vaskuler ve perindral invazyon

Lenfatik, vaskiiler ve perindral invazyon her olgu i¢in ayr1 ayr1 belirtilmistir.

12.3.7. Cerrahi simirlar

Proksimal, distal ve kiigiik kurvatiir cerrahi sinir O6rneklerinde, doku isaretleme

boyasinda invaziv karsinom varligi, cerrahi sinir pozitifligi olarak kabul edilmistir.

12.3.8. Tiimor cevre mukoza degisiklikleri

Calismada degerlendirilen ¢cevre mukoza degisiklikleri Tablo 6° da 6zetlenmistir.

12.4. Klinik izlem Verileri

Olgulara ait operasyon sonrasi niiks verileri i¢in onkoloji klinik takip dosyalar1 gozden
gecirilmistir (Temmuz 2020). Sag kalim verilerine, T.C. Saglik Bakanlhigi Oliim

Bildirim Sistemi’nden ulasilmistir.
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Tablo 6. Degerlendirilen demografik ve histomorfolojik veriler ve degerlendirilme

kriterleri

Demografik ve Histomorfolojik Veriler

Degerlendirme

Yas

Sayisal olarak degerlendirildi.

Cinsiyet

Kadin, Erkek

Makroskopik tip

Polipoid, fungoid, tlsere, flat

TUmOor ¢ap1

Sayisal olarak degerlendirildi.

Timor yerlesimi

Kardia, korpus/fundus, antrum

Lauren histolojik tip

Intestinal, diffiiz, mikst,

tanimsiz

DSO 2019 histolojik tip

Tubuler/papiller, zayif koheziv,

miisindz, mikst, diger

Derece Diistik, ytiksek
Timor invazyon seviyesi (T) Erken, ileri
Lenf nodu metastazi (N) NO, N1, N2, N3
Metastatik lenf nodu perinodal invazyon Var, yok
Lenfatik invazyon Var, yok
Anjioinvazyon Var, yok
Perindral invazyon Var, yok
Desmoplastik yanit Var, yok
Lenfositik yanit Var, yok
Cerrahi sinir pozitifligi Var, yok
Tumor cevresi mukozada H. Pylori Var, yok
Timor ¢cevresi mukozada atrofi Var, yok
Timor ¢evresi mukozada SPEM Var, yok
Tdmor cevresi mukozada paneth hicre | Var, yok
metaplazisi

Tumor gevresi mukozada displazi Var, yok
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12.5. Tissue Microarray (TMA)

Retrospektif olarak taranip ¢alismaya alinan olgulara ait arsivimizde bulunan formalin
fikse, parafine gdmiilii timor 6rneklerinden hazirlanan H/E boyali kesitler morfolojik
acidan yeniden degerlendirilmistir. TMA analizi i¢in her olguya ait, timdri en iyi
temsil ettigi distiniilen, morfolojik agidan farkli tiimor alanlarindan punch seklinde
aliman dort ornek, alici (recipient) bloklardaki 3 mm ¢apli yuvaciklara (korlara)
yerlestirilmistir. Toplam 240 G-ACa’ya ait 4’er ornek ile olusturulan 40 adet alici

bloktan hazirlanan histolojik kesitlere H/E, IHK ve ISH uygulanmistir.

12.6. Iimmiinhistokimya ve In-situ Hibridizasyon Uygulama Y 6ntemi

12.6.1. iHK uygulama yéntemi

MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, p53, E-Kaderin ve Pan-TRK THK boyalar1 i¢in, TMA
bloklardaki 3 mm ¢apli korlarda yer alan formalin fikse parafine gomiilii dokulardan
hazirlanan 3 um kalinliktaki kesitler elektrostatik yiiklii lamlara alinmis ve 70 °C'de en
az 1 saat kurutulmustur. Boliimiimiizde G-ACa olgularinda rutin olarak uygulanan
HER2 IHK’s1 i¢in, tiimor bloklarmdan hazirlanan tam doku kesitlerinde ayni1 islem
uygulanmistir. Deparafinizasyon ve antijen a¢iga c¢ikarma islemleri de dahil olmak
lizere tiim [HK boyama siireci, tam otomatik IHK boyama cihazinda (Ventana
BenchMark Ultra, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) gerceklestirilmistir. Islem
i¢in cihaza uygun, biyotinsiz, HRP multimer bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3,3'-
diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni igeren hazir kit (ultraView™
Universal DAB Detection Kit, Catalog number 760-500, Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ) kullanilmistir. Pan-TRK IHK’s1 igin, OptiView DAB Detection Kit
kullanilmistir. Zit boyama, hematoksilen ve mavilestirici soliisyon (bluing reagent) ile
boyama cihazinda tamamlanan kesitlerin dehidratasyonu, ksilen ile seffaflandirilmasi
ve lamel ile kapatilmasi agsamalar1 elde yapilarak islem sonlandirilmistir.

Calismada fare monoklonal MLH1 (Klon ES05, Dako, Carpinteria, CA, USA), fare
monoklonal MSH2 (Klon FE11, Dako, Carpinteria, CA, USA), tavsan monoklonal
MSH6 (Klon EP49, Dako, Carpinteria, CA, USA), tavsan monoklonal PMS2 (Klon
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EP51, Dako, Carpinteria, CA, USA), fare monoklonal p53 (Klon ES05, DO-7, Dako,
Glostrup, Denmark), fare monoklonal E-Kaderin (Klon NCH-38, Dako, Carpinteria,
CA, USA), tavsan monoklonal Pan-TRK (Klon EPR17341, Abcam, Cambridge, UK)
ve tavsan monoklonal HER2 (Klon SP3, Thermo Scientific™ Lab Vision™, USA)
antikorlar1 kullanilmistir (Tablo 7).

Dis kontrol olarak “mismatch repair” (MMR) protein paneli (MLH1, MSH2, MSH®,
PMS2) i¢in kolon dokusu, p53 THK ’s1 i¢in endometrium serdz adenokarsinom dokusu,
pan-TRK THK ’s1 i¢in kortikal beyin dokusu, E-kaderin ve HER2 IHK’s1 i¢cin meme

karsinom dokusu kullanilmistir.

Tablo 7. immiinhistokimya uygulamasinda kullanilan antikorlar ve dzellikleri

Antikor Klon Dilusyon Inkiibasyon Siiresi | Sicakhik
MLH1 ES05 Kullanima hazir | 2 saat 37°C
MSH2 FE11 Kullanima hazir | 2 saat 37°C
MSH6 EP49 Kullanima hazir | 2 saat 37°C
PMS2 EP51 Kullanima hazir | 2 saat 37°C
p53 DO-7 Kullanima hazir | 1 saat 37°C
E-Kaderin | NCH-38 Kullanima hazir | 32 dakika 37°C
Pan-TRK | EPR17341 1/500 1 saat 37°C
HER2 SP3 1/100 1 saat 37°C

12.6.2. HER2 ve NTRK1/2/3 FiSH uygulama yontemi

Rutinde FISH icin formalin fikse parafine gomiilii dokulardan hazirlanan 3 pm
kalinliktaki kesitler elektrostatik yiiklii lamlara alinmistir. Lamlar deparafinizasyon
islemi i¢in 56 °C’ lik etiivde bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Deparafinizasyon
isleminin devami olarak lamlar 3x5 dakika ksilen ve 2x10 dakika etanol ile muamele
edilmistir. Ortamdan alkolii uzaklagtirmak i¢in lamlar 2 dakika siire ile distile suda
bekletilmistir. Dokunun agilmasini saglamak amaciyla 98 °C su banyosunda, sitrat
tamponu i¢inde, dokunun yapisina gore degismekle birlikte yaklasik 25-30 dakika
kadar bekletilmistir. Ardindan distile suda ¢alkalanmis ve bir dakika siireyle distile
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suda bekletilmistir. Ornekler bag doku proteinlerinin yikimini saglamak amaciyla,
hibridizasyon cihazinda 37 °C’de 10 dakika pepsin soliisyonu ile muamele edilmistir.
Cihazdan alinan oOrnekler kit (ZytoVision FISH Tissue Implementation Kit)
igerisindeki yikama soliisyonunda 5 dakika bekletilmis ve yeniden distile su ile
calkalanarak bir dakika distile suda bekletilmistir. Lamlar %70- %90- %100°’liik alkol
serilerinden gegirilerek havada kurumaya birakilmigtir. Kuruyan dokunun iizerine,
HER?2 in situ hibridizasyon i¢in yaklagik 10 mikrolitre HER2 probu (Zytolight SPEC
ERBB2/CEN 17 Dual Color Probe) ve NTRK in situ hibridizasyon icin yaklasik 10
mikrolitre NTRK1/2/3 probu (Zytolight SPEC NTRK1/2/3 Dual Color Probe)
damlatilmigtir. Lamin iizeri probun yayilmasini saglayacak sekilde lamel ile
kapatilmis ve dokunun hava almasini engellemek amaciyla lamelin etrafi Fixogum
Rubber Cement ile yapistirilmistir. Kapatilan lamlar hibridizasyon cihazinda 75 °C’de
10 dakika denatiire edildikten sonra 37 °C’de 19-21 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin
hibridizasyon cihazindan alinan lamellerin etrafindaki Fixogum Rubber Cement
yapistiricist  sokiilerek lameller cikarilmistir. Lamlar kit igerisindeki yikama
soliisyonuyla 3 x 5 dakika yikanip, bir dakika distile suda bekletildikten sonra; %70-
%90- %100’liik alkol serilerinden gecirilerek havada kurumaya birakilmistir. Kuruyan
orneklere niikleuslar1 boyamak amaciyla yaklasik 25 mikrolitre DAPI soliisyonu
damlatilarak, lamlarin iizeri biliylik boy lamelle kapatilmistir. Otuz dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 4 °C’ye alinan ornekler floresan mikroskobunda

incelenmistir.

12.6.3. HER? giimiis in- situ hibridizasyon (SISH) uygulama yéntemi

Olgulara ait formalin fikse parafine gomiilii doku 6rneklerinden hazirlanan 4 mikron
kalinligindaki kesitlere Ventana otomatik boyama platformunda (Ventana Medical
Systems, Tucson, AZ, USA), Inform HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail Assay,
Ventana, NewYork, USA kullanilarak, HER2 geni ve kromozom 17 sentromeri i¢in
cift renkli in-situ hibridizasyon uygulanmistir. Proteaz siireleri ve DNA problari ile
olan inkiibasyon siireleri, doku morfolojisi korunarak sinyallerin goriiniir kilindig:
optimal siire olacak sekilde her materyal igin ayarlanmistir. HER2 genini tanimak igin

dinitrofenil (DNP) isaretli prob kullanilarak, “ultraView SISH DNP” tanima kiti ile

63



HER2 hibridizasyon 1s1k mikroskobunda goriiniir hale getirilmistir. Kromozom 17
sentromerini tanimak igin digoksigenin (DIG) isaretli probu ve “ultraView Kirmizi
ISH DIG” tanima kiti kullanilarak Kromozom 17 151k mikroskobunda goriiniir hale
getirilmistir. HER2 gen kopyalar1 normal dokuda iki siyah nokta halinde, Kromozom

17 sentromeri ise iki kirmizi nokta seklinde izlenmistir.

12.6.4. EBER kromojenik in- situ hibridizasyon (CISH) uygulama yontemi

Olgulara ait TMA bloklardaki formalin fikse parafine gomuli doku 6rneklerinden 4-
um kalinliginda kesitler alinarak, kromojenik ISH yontemiyle EBER (Ebstein Barr
virus encoded small RNAs) arastirilmistir. Bu amagla, floresanla konjuge edilmis
oligonukleotid EBER probu (INFORM EBER Probe, Ventana Medical Systems,
Tucson, USA) ve proba uygun iiretilmis kullanima hazir ISH kiti (ISH VIEW Blue
Detection Kit, Ventana Medical Systems, Tucson, USA) kullanilmistir. Boyama tam
otomatik IHK ve ISH boyama cihazinda (Benchmark Ultra, Ventana Medical Systems,
Tucson, USA), iiretici firmanin onerileri dogrultusunda yapilmistir. Secilen kesitler,
tanimlanan cihazda deparafinizasyon ve rehidratasyon islemine tabi tutularak,
proteinaz K uygulamasi ardindan, floresan isaretli EBER probu ile inkiibe edilmistir.
Daha sonra anti-floresan primer fare antikoru ile inkiibe edilerek antikorun proba
baglanmasi saglanmistir. Spesifik floresan isaretli problar1 gostermek icin, indirekt
biotin streptavidin sistemi kullanilan kit ile in situ hibridizasyon yapilmistir. Bu
sistemde, 6nce at anti-fare 1gG iceren biyotinli sekonder antikor, primer fare
antikoruna baglanmakta, daha sonra streptavidin enzim kompleksi, sekonder
antikordaki biotine baglanmaktadir. Enzim araciligiyla presipite olan bu iirlin yoluyla,
151k mikroskopta degerlendirilebilecek bir boyanma reaksiyonu elde edilmektedir. Bu
islemler sirasinda, her inkiibasyon basamaginin ardindan, reaksiyon durdurularak,
dokuya baglanmayan ve sonraki basamaklardaki reaksiyonu Ortme riski olusturan
materyali uzaklastirmak amaciyla ara yikamalar yapilmistir. Tam otomatik boyama

cithazindaki islemler tamamlandiktan sonra preparatlar elde yikanmaistir.
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12.7. immiinhistokimya ve In-situ Hibridizasyon (ISH) degerlendirmesi

12.7.1. MLH1, MSH2, MSH6, PMS2- immiinhistokimyasal degerlendirme

[HK incelemesinin, MSI durumunu tespit etme ydniinden, PCR test sonuglariyla
karsilastirildigit zaman yiiksek korelasyon degerlerine (>%90) sahip oldugu
raporlanmistir [224]. Olagan mukoza, diiz kas hiicreleri ve lenfositler pozitif i¢ kontrol
olarak degerlendirilmis, MLH1, MSH2, MSH6 ve/veya PMS2 ile komplet niikleer
imminekspresyon kaybi gosteren tiimorler, MMR protein deficient (dAMMR) olarak
gruplanmistir. Kismi niikleer ekspresyon kaybi gosteren veya niikleer ekspresyon
kayb1 gostermeyen timorler, MMR  protein  proficient (pMMR) olarak

degerlendirilmistir.

12.7.2. p53- imminhistokimyasal degerlendirme

Yapilan caligmalara goére, TP53 gen mutasyonlarinin ¢ogunlukla (~%75) yanlis
anlaml1 (missense) mutasyon ozelligi tasidigi ve non-fonksiyonel protein birikimi
nedeniyle THKda niikleer p53 ekspresyon artisina yol agtig1 rapor edilmistir [225,
226]. Literatiirde, p53 ekspresyon artisi i¢in esik degerler genis olgiide degiskenlik
gostermekle birlikte, son ¢alismalarda tiimor hiicrelerinde > %70 guclu nlkleer
boyanma oraninin TP53 gen mutasyonunu gosterme agisindan anlamli sonug verdigi
bildirilmistir [225, 227-229].

Calismamizda, literatiirdeki diger ¢alismalar g6z Oniine alinarak > %70 gucli nukleer
boyanmaya sahip olan tiimorler veya komplet ekspresyon kaybi (<%5 ekspresyon)
gGsteren tumarler, “aberran’’ p53 ekspresyonu olarak kabul edilmistir. Zayif, dagiik
veya yamasal boyanma “intakt’’ p53 ekspresyonu olarak degerlendirilmis, her bir
tiimore ait boyanma yiizdeleri ayr1 ayr1 belirtilmistir. Boyanma yiizde degerleri, 200x
blyltmede immin ekspresyonun yuksek oldugu “’hot spot’ alanda, toplam 1000

hiicre sayilarak belirlenmistir.
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Resim 2. P53 aberran ekspresyon (> %70 giilii niikleer ekspresyon) (IHKx20)
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Resim 3. P53 aberran ekspresyon (<%5 ekspresyon) (IHKx20)

12.7.3. E-Kaderin- immuUnhistokimyasal degerlendirme

E-Kaderin ile membrandz immiinekspresyon, bazi tiimorlerdeki heterojen boyanma
paterni goz Oniine alinarak, Xia ve ekibinin ¢alismasina benzer sekilde iki asamali
metod kullanilarak degerlendirilmistir [230].

[k asamada, membran6z boyanma kayb1 gosteren hiicrelerin oran1 degerlendirilmistir.
Yizde 90’dan fazla oranda komplet membrandéz boyanma kaybi “‘aberran’
ekspresyon, >%10 komplet membrandz boyanma kaybi ¢ heterojen’’ ekspresyon ve
<%10 komplet membrandz kayb1 “intakt’” ekspresyon olarak kabul edilmistir.

Ikinci asamada, heterojen ekspresyon gosteren tiimérlerde, HER2 protein ekspresyon
artisin1 degerlendirmek amaciyla kullanilan sisteme benzer sekilde membrandz
boyanma siddeti (heterojen boyanma; 1+, 2+ veya 3+) skorlanmistir. Boyanma siddeti

heterojen olan G-ACa’da, yaygin goriilen boyanma siddetine gore skor verilmistir.
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Resim 5. E-kaderin heterojen +2 ekspres

yon (IHKx20)
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Resim 9. E-kaderin aberran (komplet kayip) ekspresyon (IHKx20)
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12.7.4. Pan-TRK immiinhistokimya ve NTRK1/2/3 FISH degerlendirmesi

NTRK3 fiizyonunun belirlenmesinde kullanilan THK ydnteminin duyarlilik orani
(%79,4), NTRK1 ve NTRK2 fiizyonlar1 (kombine %96,9) ile karsilastirildigi zaman,
daha diisiik diizeyde oldugu rapor edilmistir. IHK ile saptanan pan-TRK
ekspresyonunun patern, yogunluk ve hicre ici lokalizasyonu (membrandz,
sitoplazmik, perinukleer, niikleer) agisindan farkliliklar gosterdigi belirtilmistir [192].
Bazi calismalarda, NTRK3 fiizyonu gosteren olgularin bir boliimiinde, fokal (<%5) ve
zayif siddette pan-TRK ekspresyonu olabilecegi bildirilmistir [188]. Bu nedenle
calismamizda, literatiirde yer alan c¢alismalar g6z Oniine alinarak, herhangi bir
yogunluktaki en az %1 oramindaki tumor hiicresinde pan-TRK ekspresyonu gorilen
olgular, pozitif olarak degerlendirilmistir [188, 196].

NTRK1/2/3 FISH ig¢in skorlamanin en az 50 Qst (ste binmeyen timor hiicre
¢ekirdeginde floresan sinyaller sayilarak yapilmasi onerilmektedir [231]. Ylzde 10-
15°den fazla tiimor hiicresinde, iki hibridizasyon probu sinyali biiyiikliiglinden daha
uzak mesafeyle ayrilan, kirmizi ve yesil renkli “’split-apart’’ sinyaller iceren olgular,
flizyon pozitif olarak kabul edilmistir [231]. Calismamizda, literatiirdeki yaklagimi g6z
Ontiine alarak, degerlendirme kriterine uyan en az 50 tiimor hiicresindeki “split-apart”

sinyal oran1 belirlenmistir.

12.7.5. HER2 immiinhistokimya ve iSH degerlendirmesi

[HK analizi, rutin pratikte, HER2 ekspresyon artisini saptamak igin genellikle ilk
asamada kullanilan metottur. IHK ile oncelikle, tiimor hiicrelerindeki membranoz
protein ekspresyonu degerlendirilir ve IHK 2+ ve 3+ G-ACa’larda ISH uygulanarak
HER2 amplifikasyonu belirlenir.

Calismamizda, olgulara ait rutinde uygulanmis HER2 IHK ve ISH sonuclarina
olgularin hastane bilgi yonetim sisteminde kayitli patoloji raporlarindan ulasiimistir.
Rutin pratigimizde, ASCO/CAP kilavuzunda yer alan ToGA kriterlerine gore,
boyanma siddeti ve immunekspresyon gosteren tiimor hiicre orani goz oniine alinarak
HER2 ekspresyonu skorlanir [232]. Neoplastik hticrelerde immunekspresyon yok veya

%10’dan az neoplastik hiicrede membranéz immunekspresyon izleniyorsa skor O;
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>%10 neoplastik hiicrede ¢ok zayif/zorlukla segilebilen parsiyel membrandz
immunekspresyon izleniyorsa skor 1 olarak yorumlanmis ve negatif olarak kabul
edilir. >%10 neoplastik hilicrede komplet, bazolateral veya lateral membrantz
immiinekspresyon zayif/orta siddette ise skor 2; gucli ise skor 3 olarak olarak
degerlendirilir. Skor 2 ve skor 3 olgular, ISH (FISH/SISH) yontemiyle HER2
amplifikasyonu acisindan yorumlanir. HER2 amplifikasyonu igin, dual prob ISH
yontemleriyle (FISH / SISH), en az 20 hiicredeki, HER2 kopya sayist ile kromozom
17 kopya sayisi arasindaki oran goz Oniine alinir. Tek kromozomlu hiicreler
monozomik olarak kabul edilir ve her iki prob i¢in ISH sinyali >1 olan hiicreler
degerlendirmeye alinir [233]. HER2/CEP17 orani, >2 olan olgular pozitif, <2 olan
olgular negatif kabul edilir [232]. HER2/CEP17 oran1 2’ye yakin olan “borderline”
olgularda ek 20 hiicre degerlendirilir [232].

12.7.6. EBER CISH degerlendirmesi

Latent EBV enfeksiyonunu tespit etmek i¢in altin standart olarak kabul edilen yontem,
EBER (EBV-encoded small RNA)’i hedef alan ISH analizidir. EBER kromojenik in
situ hibridizasyon yontemi ile glgcli nlkleer boyanma gosteren olgular pozitif olarak
kabul edilmistir.

TMA kesitlerde, histolojik klasifikasyonda mikst grupta yer alan timarlerin bir
kisminda, neoplastik alanlarda yamasal dagilim gosteren guclu nikleer boyanma
izlenmistir. Heterojen boyanma paterni gosteren bu olgular, farkli bloklarda tam doku
kesitleriyle tekrar degerlendirilmistir. Heterojen boyanma paternini tam doku
kesitlerinde koruyan 3 olgu, literatlirdeki benzer 6zelliklere sahip olgular gdz 6niine

alinarak, pozitif gruba dahil edilmistir [234].

12.8. Molekduler Klasifikasyon

Calismamizda, TCGA ve ACRG tarafindan yayinlanan G-ACa’larin molekdler
klasifikasyonu goz oniine alinarak, Setia ve ekibinin galigmasina benzer sekilde, ITHK
ve ISH analizi kullanilarak 240 olgu sirastyla 5 gruba ayrilmustir; 1) EBV pozitif grup,
2) dAMMR grup, 3) E-kaderin aberran grup, 4) p53-aberran grup, 5) p53-normal grup.
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12.9. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) (Kaysville,
Utah, USA) programi uygulanmistir. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran, minimum,
maksimum) kullanilmistir. Nicel verilerin normal dagilima uygunluklart Kolmogorov-
Smirnov, Shapiro-Wilk testi ve grafiksel degerlendirmeler ile sinanmistir. Normal
dagilim gostermeyen ii¢ ve lizeri sayidaki grubun karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis
test Bonferroni Dunn test kullanildi. Nitel verilerin karsilastirilmasinda, Pearson Ki-
Kare testi ve Fisher-Freeman-Halton Exact testi; sag kalim degerlendirmesinde,
Kaplan Meier sag kalim analizi ve Log Rank testi kullamilmustir. Istatistiksel
analizlerde anlamlilik,en az p<0,05 diizeyidir.

Niikssiiz sag kalim (recurrence-free survival) analizi igin, operasyon tarihi ile ilk
niiksiin gerceklestigi tarih; niiks yoksa operasyon tarihi ile son takip tarihi arasindaki
slire hesaplanmistir. Genel sag kalim (overall survival) analizi icin, operasyon tarihi

ile 6liim tarihi arasindaki siire hesaplanmistir.
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13. BULGULAR
13.1. Demografik Veriler, Klinik izlem Bulgulari ve Sag Kalim Analizleri

2013-2018 yillar1 arasinda Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi (MUTF- Pendik EAH) Patoloji Klinigi’nde tan1 alan, %29,6’s1
(n=71) kadin, %70,4’1 (n=169) erkek, toplam 240 olgu calisma kapsamina alinmistir.
Olgularin tan1 anindaki yas ortalamasi 64,44 + 11,91° dir (yas dagilimi: 21-90; ortanca
deger: 65).

Olgulara ait spesmenlerin incelenme yillarina gore dagilimi; 49’u (%20,4)
2013, 18’1 (%7,5) 2014, 45’1 (%]18,7) 2015, 62’si (%25,8) 2016, 38’1 (%15,8) 2017,
28’1 (%11,6) 2018 seklindedir.

Calisma kapsami, MUTF- Pendik EAH Cerrahi Klinigi'nde opere olan ve
Onkoloji Klinigi’nde izlenen olgularla sinirlandirilmistir. Neo-adjuvan tedavi 6ykusu
25 (%10,4) olguda vardir. Tan1 aninda uzak metastaz, toplam 9 olguda (%3,7)
saptanmistir. Olgularin 5’inde karaciger, 2’sinde omentum, 1’inde bdlgesel-dis1 lenf
nodu (peripankreatik superior lenf nodu) ve 1’inde ¢oklu organ metastazi bildirilmistir.

Olgularin izlem siire ortalamast 19,97 + 20,83 aydir (siire dagilimi: 0,1-83,3
ay; ortanca deger: 11,5 ay). Izlem siiresi, 78 (%32,5) olguda 6 aydan; 11 (%4,58)
olguda 1 aydan azdir. izlem siiresi 1 aydan az olan olgularin 6liim nedenlerinin cerrahi
komplikasyona bagli olup olmadig1 klinik takip dosyalarina islenmemistir. Izlem
stirecinde, 92 (%38,3) olguda niiks (lokal ve/veya uzak organ), 142 (%59,2) olguda
Olim geligmistir. Niiks, cerrahi sonrasi ortalama 12,56 + 12,73 ayda (siire dagilima:
0,48-77,16 ay; ortanca deger: 8,52 ay) izlenmistir. En son niiks 77,16 ayda
goriilmiistiir; bu aydaki kiimiilatif niikssiiz sag kalim orani %34,5, standart hatasi
%8,5’dir (Sekil 10). Niiks gelisen 77 (%83,6) olguda, ilerleyen donemde olim
gerceklesmistir. izlem 142 olguda, cerrahiden ortalama 19 + 15,53 ay (siire dagilimu:
0,12-75,84 ay; ortanca deger: 13,92 ay) sonra 6liim ile sonlanmistir. En son 6liim 75,84
ayda gorllmistiir; bu aydaki kiimiilatif sag kalim oran1 %30, standart hatas1 %4,5’dir
(Sekil 11).

Olgularda; ortalama toplam sag kalim siiresi 32,16 + 22,92 ay (siire dagilimi:

0,1-88,9 ay; ortanca deger: 27,9 ay), ortalama niikssiiz sag kalim siiresi 19,31 £ 20,67
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aydir (siire dagilimi: 0,1-83,3 ay; ortanca deger: 11 ay). Tan1 anindaki yas ortalamasi,

nlks olan olgularda 63,24 + 11,66 (yas dagilimi: 34-85; ortanca deger: 63,5); 6len

olgularda 66,42 + 11,51°dir (yas dagilim1: 34-90; ortanca deger: 67,5).
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Sekil 10. Niikssiiz sag kalim grafigi
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13.2. Histomorfolojik Bulgular

Olgulara ait mide rezeksiyon spesmenlerinin, timodr agisindan makroskopik ve
mikroskopik degerlendirme sonuglar1 Tablo- 8 ve Sekil- 12°de; tiimor ¢evre mukoza
degisiklikleri Tablo- 9 ve Sekil- 13’de 6zetlenmistir.
* TUmor boyutu: Ortalama 5,99 + 2,76 cm (boyut dagilimi: 1-18 ¢cm; ortanca deger:
5,5 cm)

°<2.cm: 7 (%2,92)

©2-5cm: 103 (%42,92)

©>5 cm: 130 (%54,16)
* Makroskopik tip

°Tip 1: 17 (%7,09)

°Tip 2: 40 (%16,66)

° Tip 3: 154 (%64,16)

°Tip 4: 29 (%12,09)
* Yerlesim yeri

° Kardia: 50 (%20,8)

° Korpus/Fundus: 83 (%34,6)

° Antrum: 107 (%44,6)
* Lauren histolojik tip

° Difliz: 31 (%12,9)

° intestinal: 116 (%48,3)

° Mikst: 84 (%35)

® Tamimsiz (meduller karsinom 8 olgu ve yolk salk timdr benzeri karsinom 1 olgu):
9 (%3,8)
* DSO 2019 histolojik tip

° Tubuler/Papiller: 100 (%41,67)

% Musinoz: 16 (%6,67)

® Zayif koheziv: 31 (%12,91)

° Mikst: 84 (%35)

° Diger nadir histolojik alt tipler (mediller karsinom 8 olgu ve yolk salk timor
benzeri karsinom 1 olgu): 9 (%3,75)
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* Farklilasma Derecesi
° Diisiik: 79 (%32,92)
°Yiksek: 153 (%63,76)
° Derecelendirilemeyen (medller karsinom): 8 (%3,32)
*Tiimér Invazyon Seviyesi (pT)
0T1: 13 (%5,42)
°T2: 18 (%7,5)
°T3:88(36,67)
°T4: 121 (%50,41)
* Lenf nodu metastazi (pN)
°NO: 50 (%20,83)
°N1: 38 (%15,83)
°N2: 62 (%25,83)
°N3: 90 (%37,51)
* Lenfatik invazyon
°Yok: 29 (%12,1)
°Var: 211 (%87,9)
* Anjioinvazyon
°Yok: 102 (%42,5)
°Var: 138 (%57,5)
* Perindral invazyon
°Yok: 63 (%26,2)
°Var: 177 (%73,8)
* Desmoplastik yanit
°Yok: 59 (%24,6)
°Var: 181 (%75,4)
* Lenfositik yanit
°Yok: 83 (%34,6)
°Var: 157 (%65,4)
* Metastatik lenf nodu sayisi: Ortalama 6,77 + 8,17 (say1r dagilimi: 0-55; ortanca
deger: 4)
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* Metastatik en biiyiik lenf nodu ¢api: Ortalama 1,29 + 0,72 cm (gap dagilimi: 0,1-
5; ortanca deger: 1,2 cm)
* Metastatik lenf nodunda perinodal invazyon (n=190)
°Yok: 48 (%25,3)
°Var: 142 (%74,7)
* Cerrahi sinir:
° TUmor negatif: 168 (%70)
° TUmor pozitif: 72 (%30)
* H. Pylori
°Yok: 141 (%58,7)
°Var: 99 (%41,3)
* Atrofi
°Yok: 90 (%37,5)
°Var: 150 (%62,5)
* Intestinal Metaplazi
°Yok: 55 (%22,9)
°Var: 185 (%77,1)
* SPEM (n=173)
°Yok: 150 (%86,7)
°Var: 23 (%13,3)
* Paneth hiicre metaplazisi (n=173)
°Yok: 90 (%52)
°Var: 83 (%48)
* Displazi
°Yok: 167 (%69,6)
°Var: 73 (%30,4)
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Tablo 8. Timdrde makroskopik ve mikroskopik degerlendirme sonuglari

n %
Tumar boyutu <2cm 7 2,92
2-5cm 103 42,92
>5cm 130 54,16
Makroskopik tip Tip 1 17 7,09
Tip 2 40 16,67
Tip 3 154 64,16
Tip4 29 12,08
Yerlesim yeri Antrum 107 44,6
Kardia 50 20,8
Korpus/ fundus 83 34,6
Lauren histolojik tip Difliz 31 12,9
Intestinal 116 48,3
Mikst 84 35,0
Tammsiz 9 3,8
DSO-2019 histolojik tip | Miisinoz 16 6,67
Zayif koheziv 31 12,91
Tubuler/papiller 100 41,67
Mikst 84 35
Diger nadir histolojik tipler 9 3,75
Farkhlasma Derecesi Diisiik 79 32,92
Yuksek 153 63,76
Derecelendirilemeyen 8 3,32
pT evresi T1 13 5,42
T2 18 7,5
T3 88 36,67
T4 121 50,41
pN evresi Evre 0 50 20,83
Evre 1 38 15,83
Evre 2 62 25,83
Evre 3 90 37,51
Lenfatik invazyon Negatif 29 12,1
Pozitif 211 87,9
Anjioinvazyon Negatif 102 42,5
Pozitif 138 57,5
Perindral invazyon Negatif 63 26,2
Pozitif 177 73,8
Desmoplastik yant Negatif 59 24,6
Pozitif 181 75,4
Lenfositik yanit Negatif 83 34,6
Pozitif 157 65,4
Metastatik lenf nodu Min-Mak (Medyan) 0-55 (4)
sayisi Ort+Ss 6,77+8,17
Metastatik lenf nodu en | Min-Mak (Medyan) 0,1-5(1,2)
buyik cap Ort+Ss 1,29+0,72
Metastatik lenf nodu- Negatif 48 25,3
perinodal invazyon Pozitif 142 74,7
Cerrahi simir Negatif 168 70,0
Pozitif 72 30,0

79



Tablo 9. Timér ¢evre mukoza degisiklikleri

n %
H. pylori Negatif 141 58,7
Pozitif 99 41,3
Atrofi Negatif 90 37,5
Pozitif 150 62,5
intestinal metaplazi Negatif 55 22,9
Pozitif 185 77,1
SPEM Negatif 150 86,7
(n=173) Pozitif 23 13,3
Paneth hlicre metaplazisi | Negatif 90 52,0
(n=173) Pozitif 83 48,0
Displazi Negatif 167 69,6
Pozitif 73 30,4

A TUmaor yerlesimi B Makroskopik Tip

20.80%
44.60%‘

34.60%

= kardia korpus/fundus antrum

12.09% 7-09%

' 16.66%

64.16%

mTip1l Tip 2 Tip 3 Tip 4
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Lauren histolojik tip

3.80% 12.90%

T

m Diffiz = intestinal = Mikst = Tanimsiz

Farkhlasma Derecesi

3.32%

\

m Diisik = YUksek = = Derecelendirilemeyen

G |Lenf Nodu Metastazi (pN)

o

mNO = N1 =N2 =N3

DSO 2019 histolojik tip

3.75%

35.00% “

42%
® Msinoz = Zayif koheziv
= TUbuler/Papiller = Mikst

= Diger

Tumor invazyon Seviyesi
(pT)

5.42% 7.50%

/

nT]l =mT2 mT3 uT4

Perinodal invazyon

= Yok = Var

6.67%
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I Lenfatik invazyon

12.10%

m Yok = Var

K Perindral invazyon

= Yok = Var

M Desmoplastik Yanit

m Yok = Var

Anjioinvazyon

m Yok = Var

Cerrahi Sinir

m TUmor negatif = TUmor pozitif

Lenfositik Yanit

m Yok = Var

Sekil 12. Makroskopik ve mikroskopik degerlendirme sonuglari
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A H. pylori B Atrofi

m Yok = Var m Yok = Var

C intestinal Metaplazi D SPEM

= Yok = Var = Yok = Var

E | Paneth Hiicre Metaplazisi F Displazi

m Yok = Var m Yok = Var

Sekil 13. Tiimor ¢evre mukoza degisiklikler
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13.3. Immiinhistokimya ve In-situ hibridizasyon Analiz Bulgular

Tiim olgularda tiimérii en iyi temsil eden alanlarda degerlendirilen IHK ve ISH analiz

bulgular tablo 10, tablo 11, tablo 12 ve sekil-14’de 6zetlenmistir.

Tablo 10. IHK ve ISH analiz bulgular

Ozellik n %
P53 Ekspresyon kaybi (<%?5) 43 17,9
>%70 ekspresyon 111 46,7
Normal 86 35,4
E- KADERIN Heterojen +1 32 13,3
Heterojen +2 40 16,7
Heterojen +3 79 329
intakt 55 22,9
Aberran (>%90 ekspresyon kaybi) 34 14,2
MMR protein Intakt 211 87,9
MLH1 (-), PMS2 (-) 25 10,40
MLH1 (-), PMS2 (-), MSH2 (-) 2 0,9
MSH2 (-), MSH6 (-) 1 0,4
PMS2 (-) 1 0,4
EBER-CISH EBV (-) 231 96,25
EBV (+) 9 3,75
HER2- THK Skor 0 131 54,58
Skor 1 10 4,17
Skor 2 48 20
Skor 3 51 21,25
HER2- FISH/SISH Amplifikasyon negatif 36 36,36
Amplifikasyon pozitif 35 35,36
Uygulanmayan* 28 28,28
Pan-TRK — IHK Negatif 237 98,75
> %1 ekspresyon 3 1,25

*: HER2 IHK skor 2+/3+ olan, ancak FISH/SISH uygulanmayan olgular.
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Tablo 11. Pan-TRK pozitif ii¢ timériin NTRK1/2/3 FISH analiz bulgular

NTRK1 split NTRK 2 split NTRK 3 split
Olgu 1 %2,9 %1 %4
Olgu 2 %4,2 %0 %1,4
Olgu 3 %2,4 %0,7 %3,6

Tablo 12. Pan-TRK negatif bes tiimdriin NTRK 1/2/3 FISH analiz bulgular:

NTRK1 split NTRK 2 split NTRK 3 split

Olgu 1 %1,5 %0 %0,9

Olgu 2 %0,6 %0,8 %0

Olgu 3 %6 %3 %3,7

Olgu 4 %14 %2 %1

Olgu 5 %10 %7 %9

A p53 E-kaderin
17.90% 14.20% 13.30%

35.40% 22.90% (4 16.70%
32.90%
= Heterojen +1 = Heterojen +2

46.70%

m ekspresyon kaybi ® > %70 ekspresyon = intakt

heterojen +3 intakt

= ekspresyon kaybi
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C MMR protein

12%

\

= intakt = dMMR

E HER2 iHK

\/

4.17%

m Skor0 = Skor1 = Skor 2 Skor 3

G Pan-TRK

1.25%

98.75%

m Negatif = >%1 ekspresyon

Sekil 14. IHK ve ISH analiz bulgular

EBER-CISH

3.75%

\

96.25%
m EBV (+) = EBV (-)

HER2 FiSH/SISH

B

= Amplifikasyon negatif = Amplifikasyon pozitif

= Uygulanmayan
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13.4. IHK ve ISH Sonuclar1 Dogrultusunda Molekiiler Siniflama

Calismamizda, IHK ve ISH analiz sonuglar1 goz dniine alinarak, 240 olgu TCGA nin
onerdigi G-ACa molekiiler siiflamasina gore bes gruba ayrilmistir (Sekil 15). Bu
dogrultuda; olgularin %3,7’si (n=9) EBV (+) grup, %12,1’i (n=29) dMMR grup,
%12,9’u (n=31) E-kaderin-aberran grup, %47,9’u (n=115; 80 olguda >%70
ekspresyon ve 35 olguda ekspresyon kaybi) P53-aberran grup ve %23,4’i (n=56)

P53-normal grup olarak siiflanmistir.

E-KADERIN Rigsi!
ABERRAN

Sekil 15. Olgularin gruplara dagilim semasi

Molekdler dagilim semasinda, 31 olgu E-kaderin-aberran gruptadir. E-kaderin
[HK ekspresyonu negatif olan diger 3 olgudan, 1’i EBV (+), 2’si dAMMR grup
icerisinde yer almaktadir.

Molekiiler dagilim semasinda 56 olgu, p53-normal gruptadir. p53 [HK’s1
olagan olarak degerlendirilen diger 30 olgunun, 4’ii EBV (+) grup, 14’it dIMMR grup,
12’si E-kaderin- aberran grup igerisinde yer almaktadir.

Molekiiler dagilim semasinda, 115 olgu p53- aberran gruptadir. p53 THK’s1
anormal olarak degerlendirilen diger 39 olgunun, 4’ii EBV (+), 14’ti IMMR, 21’1 E-

kaderin- aberran grup igerisinde yer almaktadir.
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13.4.1. Gruplara gore demografik verilerin karsilastirilmasi

Gruplara gore demografik verilerin karsilastirilmasi tablo 13’de 6zetlenmistir.

IHK ve ISH ile belirlenen molekiiler gruplara gére, olgu yaslar1 arasinda
istatistiksel agidan anlamh farkhhik saptanmistir (p=0,006). dAMMR grupta yer alan
olgular, E-kaderin-aberran, P53-aberran ve P53-normal gruplara oranla daha ileri
yastadir (sirasiyla p=0,001; p=0,046; p=0,018). P53-aberran grupta, E-kaderin-
aberran gruba kiyasla, olgularin yaslari daha yiiksektir (p<0,05). Gruplar arasinda
diger karsilastirmalarda, istatistiksel fark yoktur (p>0,05).

Gruplar arasinda, cinsiyet dagilimi agisindan, istatistiksel anlamli fark
saptanmamakla birlikte (p>0,05), EBV (+) grupta yer alan olgularin tiimiiniin erkek
cinsiyette oldugu dikkati ¢ekmistir.

Tablo 13. Gruplara gore demografik verilerin degerlendirilmesi

EBV (+) dMMR E-kaderin P53 P53
(n=9) (n=29) Aberran Aberran Normal p
(n=31) (n=115) (n=56)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Yas (yil) Min-Mak | 52-81 34-87 29-76 21-90 33-85 0,006
(Medyan) | (67) (72) (59) (65) (63,5)
Ort£Ss 67,56+10,74 | 69,38%11,8 | 59,06x10,66 | 64,91+11,84 | 63,38+11,97
Cinsiyet Kadmn 0(0) 13(448) | 8(259) 32(27.8) 18(32,1) 0,108
Erkek 9 (100) 16(55,2) | 23(74.2) 83(72,2) 38(67,9)
13.4.2. Gruplara gore histomorfolojik 6zelliklerin dagilimi
Gruplar arasinda, histomorfolojik 0&zelliklerin  karsilastirilmast  tablo 14°te
Ozetlenmistir. Molekiler gruplara goére timor cevre mukoza 6Ozelliklerinin

degerlendirilmesi tablo 15°te 6zetlenmistir.
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Timor boyutu ve makroskopik oOzellik agisindan gruplar arasinda fark
saptanmamustir (p>0,05).

Agirlikli olarak; P53-normal, dMMR ve E-kaderin-aberran grupta yer alan
timorler antrum; EBV (+) ve p53-aberran grupta yer alan tumérler korpus/fundus
yerlesimlidir. Gruplar arasinda, tiimdr yerlesim yerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamh farkhhik saptanmstir (p<0,05). P53-normal, dMMR ve E-kaderin-aberran
gruplarin antrumda saptanma orani, P53-aberran gruptan daha yiksektir (p<0,05).
P53-normal grupta yer alan tiimorlerin yerlesim yerlerinin kardia olma orani, dAMMR
grubu olgulardan daha yuksektir (p<0,05). P53-aberran grup olgularin yerlesim
yerlerinin korpus/fundus olma orani, P53-normal grup olgulardan daha ytksektir
(p<0,05).

Gruplar arasinda, Lauren histolojik siniflamasi agisindan istatistiksel anlaml
farklihik saptanmistir (p=0,001). E-kaderin-aberran grup agirlikli olarak difiiz tip
(%41,9) veya mikst tip (%35,5) morfolojidedir. AMMR grup ve p53-aberran grup
timorler genellikle intestinal, P53-normal ve EBV (+) gruplarda yer alan timorler
mikst tip morfolojidedir.

DS0O-2019’a gore histolojik subtiplerin dagilimi, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamh farkhilik géstermistir (p=0,001). Agirlikli olarak; E-kaderin-aberran
grup, zayif koheziv veya mikst tip; AIMMR grup ve p53-aberran grup timorler tubuler
ve papiller, P53-normal ve EBV (+) gruplarda yer alan tumorler mikst tip
morfolojidedir.

Timor farklilagsma derecesi acisindan, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh farkhhk saptanmistir (p=0,001). dMMR, P53-aberran ve P53- normal
gruplarda olgularin diisiik farklilagsma derecesinde olma orani, EBV (+) ve E-kaderin-
aberran grup olgulara oranla daha yuksektir. E-kaderin-aberran grup tumérlerin
%90,3’1 ve EBV (+) grup timorlerin %77,8°1 kotii farklilagsma gostermektedir. AMMR
grupta yer alan tiimorlerin kotii farklilasma gosterme oranlari, P53-aberran ve P53-
normal gruplara oranla daha diisiiktiir.

Gruplar arasinda, pT ve pN evreleme kategorilerinin dagilimi agisindan,
istatistiksel anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). dMMR grupta, pNO (%41,4) ve
pNI1 (%20,7) olgular diger gruplara oranla yiiksektir, ancak bu degerler gruplar arasi
istatistiksel farklilik olarak yansimamistir (p>0,05).
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Perindral invazyon goriilme oranlart agisindan, gruplar arasinda istatistiksel
anlamh farkhlik saptanmistir (p=0,001). dMMR grubu olgularin, diger grupta yer
alan olgulara gore, daha disiiktiir (p<0,05). P53-normal grupta, P53-aberran gruba
oranla, perindral invazyon pozitiflik oran1 yiiksektir (p<0,05).

Peritiimoral lenfositik yanit goriilme oranlar1 agisindan, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh farkhlik saptanmistir (p=0,001). AMMR ve P53-aberran
grupta lenfositik yanit pozitiflik orani, E-kaderin-aberran ve P53-normal gruptan daha
yiiksektir (p<0,05). EBV (+) grupta, lenfositik yanit orani yiiksek olarak saptanmis
olmakla birlikte, ikili karsilagtirmalarda olgu sayis1 azlig1 nedeniyle istatistiksel olarak
anlamlilik gosterilememistir (p>0,05).

Gruplar arasinda; lenfatik invazyon, anjioinvazyon, desmoplastik yanit,
metastatik lenf nodu ¢api, perinodal invazyon, cerrahi sinir pozitifligi agisindan fark
yoktur (p>0,05).

Timor cevre mukoza degisiklikleri (H. pylori, atrofi, intestinal metaplazi,
SPEM, paneth hiicre metaplazisi, displazi) agisindan gruplar arasinda fark

izlenmemistir (p>0,05).
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Tablo 14. Gruplara gore histomorfolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi

EBV (+) dMMR E-kaderin | P53 P53
(n=9) (n=29) ,(Or;t;esrlr)an gt;elrlrsa)n E\#)zgrg?l D
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
TUmor boyutu Min-Mak (Medyan) 4-13,3 (6,5) 2,2-17 (6,5) | 1,3-14(5,5) | 1,8-14 (5) 1-18 (6) 0,409
Ort+Ss 7,12+3,12 6,41+3,00 5,59+3,13 5,85+2,44 6,09+2,95
Makroskopik Tip1 2(22.2) 5(17,2) 0(0) 7 (6,1) 3 (5,4) 0,080
Tip Tip2 1(11,1) 5(17,2) 3(9.7) 16 (13,9) 15 (26,8)
Tip 3 5 (55,6) 18 (62,1) 25 (80,6) 76 (66,1) 30 (53,6)
Tip4 1(11,1) 1(3,4) 3(9.7) 16 (13,9) 8(14,3)
Yerlesim yeri Antrum 3(333) 18 (62,1) 17 (54,8) 40 (34,8) 29 (51,8) 0,045
Kardia 2(22,2) 2(6,9) 6(19,4) 26 (22,6) 14 (25,0)
Korpus/ Fundus 4(44,4) 9(31) 8(25,8) 49 (42,6) 13(23,2)
Lauren Difuz 1(11,1) 3(10,3) 13 (41,9) 4 (3,5) 10 (17,9) 0,001
Histolojik intestinal 1(11,1) 19 (65.5) 6 (19,4) 72 (62,6) 18 (32,1)
Tip Mikst 5 (55,6) 4(13,8) 11 (35,5) 36 (31,3) 28 (50,0)
Tanimsiz 2(22,2) 3(10,3) 1(3,2) 3(2,6) 0(0)
DS0O-2019 Musindz 0(0) 1(3,4) 4(12,9) 9(7,8) 2(3,6) 0,001
Histolojik Zayif koheziv 1(11,2) 3(10,3) 13 (41,9) 4(3,5) 10 (17,9)
Tip Tubuler/Papiller 1(11,2) 18 (62,1) 2 (6,5) 63 (54,8) 16 (28,6)
Mikst 5 (55,6) 4(13,8) 11 (35,5) 36 (31,3) 28 (50)
Diger 2(22,2) 3(10,3) 1(3,2) 3(2,6) 0(0)
Derece Derece 1/ 2 (diisiik) 0(0) 13 (44,8) 3(9.7) 45 (39,1) 18 (32,1) 0,001
Derece 3 (yliksek) 7(77,8) 13 (44,8) 28(90,3) 67 (58,3) 38(67,9)
Derecelendirilmeyen | 2(22,2) 3(10,3) 0(0) 3(2,6) 0(0)
pT evresi T1-T2 (erken evre) 1(11,1) 6 (20,7) 8 (25,8) 10 (8,7) 6 (10,7) 0,079
T3-T4 (ileri evre) 8(88,9) 23(79,3) 23 (74,2) 105 (91,3) 50 (89,3)
PN evresi Evre0 2(22,2) 12 (41,4) 7 (22,6) 21 (18,3) 8 (14,3) 0,213
Evre 1 1(11,1) 6 (20,7) 3(9,7) 17 (14,8) 11 (19,6)
Evre 2 4 (44,4) 4(13,8) 6(19,4) 33(28,7) 15 (26,8)
Evre 3 2(22,2) 7(24,1) 15 (48,4) 44 (38,3) 22(39,3)
Lenfatik invazyon Negatif 1(11,2) 3(10,3) 6(19,4) 13 (11,3) 6 (10,7) 0,766
Pozitif 8(88,9) 26 (89,7) 25 (80,6) 102 (88,7) 50 (89,3)
Anjio invazyon Negatif 3(333) 16 (55,2) 15 (48,4) 43 (37,4) 25 (44,6) 0,408
Pozitif 6 (66,7) 13 (44,8) 16 (51,6) 72 (62,6) 31(55,4)
Perindral invazyon Negatif 1(11,1) 16 (55,2) 9 (29,0) 30 (26,1) 7(12,5) 0,001
Pozitif 8(88,9) 13 (44,8) 22 (71,0 85 (73,9) 49 (87,5)
Desmo plastik yanit Negatif 2(22,2) 9 (31) 8 (25,8) 23 (20) 17 (30,4) 0,556
Pozitif 7(77,8) 20 (69) 23 (74,2) 92 (80) 39 (69,6)
Lenfositik yamit Negatif 2(22,2) 5(17,2) 16 (51,6) 30(26,1) 30 (53,6) 0,001
Pozitif 7(77,8) 24 (82,8) 15 (48,4) 85 (73,9) 26 (46,4)
Perinodal invazyon Negatif 3(42,9) 6 (35,3) 7 (29,2) 22 (23,4) 10 (20,8) 0,517
Pozitif 4 (57,1) 11 (64,7) 17 (70,8) 72 (76,6) 38(79,2)
Cerrahi simr Negatif 5 (55,6) 24 (82,8) 20 (64,5) 83(72,2) 36 (64,3) 0,318
Pozitif 4 (44,4) 5(17,2) 11 (35,5) 32(27,8) 20 (35,7)
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Tablo 15. Gruplara gore tiimor ¢evre mukoza 6zelliklerinin degerlendirilmesi

EBV (+) dMMR E-kaderin P53 P53
(n=9) (n=29) étleerf)an ,(Arﬁelrlrsa)n EI}o:rSrg?l D
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
H. pylori Negatif | 7 (77,8) 21(72,4) | 14 (45,2) 67 (58,3) 32(57,1) | 0,198
Pozitif | 2(22,2) 8 (27,6) 17 (54,8) 48 (41,7) 24 (42,9)
Atrofi Negatif | 2 (22,2) 6 (20,7) 12 (38,7) 46 (40) 24 (42,9) | 0,248
Pozitif | 7 (77.8) 23(79,3) | 19 (61,3) 69 (60) 32 (57,1)
Intestinal Negatif | 1 (11,1) 5(17,2) 9(29) 23 (20) 17 (30,4) | 0,379
metaplazi Pozitif 8(88,9) 24(82,8) | 22(71) 92 (80) 39 (69,6)
SPEM Negatif | 5 (83,3) 16 (80) 14 (73,7) 73(90,1) 42 (89,4) | 0,243
(n=173) Pozitif | 1(16,7) 4 (20) 5 (26,3) 8(9,9) 5 (10,6)
Paneth hiicre | Negatif | 2 (33,3) 7 (35) 9 (47,4) 43 (53,1) 29 (61,7) | 0,278
?r‘]e:tf%‘;‘ﬂ“ Pozitif | 4(667) | 13(65) | 10(526) | 38(469) | 18 (38:3)
Displazi Negatif | 6 (66,7) 19 (65,5) | 23 (74,2) 82 (71,3) 37(66,1) | 0,900
Pozitif | 3(33,3) 10 (34,5) | 8(25,8) 33(28,7) 19 (33,9)

13.4.3. Gruplara gore HER 2 durumunun karsilastirilmasi

Gruplara gore, HER2 IHK degerlendirmeleri arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkhihk saptanmustir (p<0,05). P53- aberran grubunda yer alan olgularin, E-
kaderin- aberran ve P53- normal grup olgulara kiyasla, HER2 IHK skoru-3 olma orani
daha yiuiksektir (p<0,05). Benzer dogrultuda, HER2 IHK skoru 0/1 ve IHK skoru 2/3
birlikte gruplandigi zaman, gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik diizeyi artmistir
(p=0,003; p<0,01). dMMR grup olgularin HER2 IHK skorunun 2/3 olma orani, E-
kaderin-aberran grup olgulardan daha yuksektir. P53-aberran grup olgularin HER2
[HK skorunun 2/3 olma oram da, E-kaderin- aberran ve P53-normal grup olgulardan
daha yuksektir.

Gruplara gore HER2 FISH/SISH goriilme oranlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmamuistir (p>0,05).

Gruplar arasinda, HER2 analizlerinin karsilastirilmast  tablo 16’da

Ozetlenmistir.
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Tablo 16. Gruplara gére HER2 analizlerinin karsilastirilmasi

EBV (+) | dAMMR E-kaderin | P53 P53
I K TN el Pl vy
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) -
HER2 Skor 0 7(77,8) 14 (48,3) | 23(74,2) | 50(43,5) 37 (66,1) 0,018
IHK Skor 1 0(0) 1(3,4) 1(3,2) 5@4,3) 354
Skor 2 0(0) 10 (34,5) | 5(16,1) 25(21,7) 8 (14,3)
Skor 3 2(22,2) 4 (13,8) 2 (6,5) 35(304) 8(14,3)
HER2 Skor 0/1 7(77,8) 15(51,7) | 24(77,4) | 55(47.8) 40 (71,4) 0,003
IHK Skor 2/3 2(22,2) 14 (48,3) | 7(22,6) 60 (52,2) 16 (28,6)
HER2 Negatif 0(0) 8 (80,0) 3 (60,0) 16 (38,1) 9(64,3) 0,056
FISH/SISH | Pozitif 1 (100) 2 (20,0) 2 (40,0) 26 (61,9) 5(35,7)

13.4.4. Gruplara gore pan-TRK durumunun degerlendirilmesi

Caligmamizda yer alan 240 olgudan, 3’tinde pan-TRK ile ¢ok az sayida hiicrede, zayif
immunekspresyon izlenmistir. Ekspresyon izlenen 3 olgudan 2’sinde niikleer boyanma
paterni, digerinde sitoplazmik noktasal boyanma paterni vardir. Ekspresyon izlenen
bir olgu p53-aberran, bir olgu p53- normal, diger olgu ise EBV (+) gruptadir. P53-
aberran olgu; tip 4 makroskopi, mikst tip karsinom, PT4aN3b evre 6zelliklerini
gOstermektedir. p53- normal grupta yer alan olgu; tip 2 makroskopi, tubulopapiller,
PT3NL1 evre ozelliklerini gostermektedir. EBV (+) olgu; tip 4 makroskopi, medller
karsinom, pT4aN3b evre Ozelliklerini gostermektedir (Tablo 17).

Calismamizda ek olarak, Pan-TRK negatif olan G-ACa’lar arasindan ileri
evreli (pT) 5 olgu secilerek (NTRK FISH kontrol gurubu), NTRK 1/2/3 FISH analizi
uygulanmistir (Tablo 18).

Pan-TRK IHK’sinda niikleer pozitiflik saptanan ¢ timordeki FISH analiz
sonuglari Tablo 10-1°de ve Pan-TRK THK s1 negatif olan bes tiimordeki FISH analiz

sonuglari tablo 10-2’de verilmistir.
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Tablo 17. Pan-TRK pozitif ¢ timorun gruplara goére dagilimi

Grup DSO-2019 Patolojik Pan-TRK Boyanma
Histolojik tip | Evre Paterni

Olgu 1 p53- aberran | Mikst pT4aN3b Sitoplazmik noktasal
Olgu 2 p53- normal | Tubulopapiller | pT3N1 Nikleer
Olgu 3 EBV (+) Meduller pT4aN3b Nikleer

Tablo 18. Pan-TRK negatif beg timdriin gruplara gére dagilimi

Grup DSO-2019 Patolojik
Histolojik tip Evre
Olgul | p53- normal Tubulopapiller | pT3N3a
Olgu2 | dAMMR Tubuler pT4aN3a
Olgu3 | EBV (+) Mikst pT3NO
Olgu4 | dMMR Tubuler pT3N1
Olgu5 | E-kaderin aberran | Zayif koheziv pT4aN2

13.4.5. Gruplara gore sag kalim analizlerinin ve klinik takip bulgularinin
karsilastirilmasi

Gruplara gore klinik takip bulgularinin degerlendirilmesi Tablo 19’da 6zetlenmistir.
Nks oranlari, gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik géstermemistir (p>0,05).
Mortalite ylizdesi, EBV (+) grupta (%77,8), diger gruplara oranla daha yiiksek olmakla
birlikte, gruplar arasindaki analiz sonucu istatistiksel anlamlilik kazanmamistir
(p>0,05).

EBV (+) grupta, genel sag kalim siiresi ortalama 22,31 ay, niikssiiz sag kalim
stiresi ortalama 14,32 aydir. Genel ve niikssiiz sag kalim stiresi géz oniine alindigi
zaman, EBV (+) gruptaki bu degerler, diger gruplara oranla kisadir; ancak, gruplar
arasindaki istatistiksel analizde fark saptanmamistir (p>0,05). Genel ve niikssiiz sag
kalim siiresi AMMR grupta (sirasiyla; ortalama 37,93 ay ve 24,26 ay), diger gruplara
gore uzun olmakla birlikte, gruplar arasinda istatistiksel acidan farklilik yoktur

(p>0,05).
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Tablo 19. Gruplara gore klinik takip bulgularinin degerlendirilmesi

EBV (+) dMMR E-kaderin P53 P53
(n=9) (n=29) Aberran Aberran Normal p
(n=31) (n=115) (n=56)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Mortalite | Yok 2(22,2) 14 (48,3) 10 (32,3) 44 (38,3) 28 (50,0) 0,271
Var 7(77,8) 15 (51,7) 21 (67,7) 71 (61,7) 28 (50,0)
Genel Min-Mak | 2,8-81,5 5-85,8 0,1-88,9 1,6-88,8 1,7-78,1 0,290
Sag kalm | (Medyan) | (13,9) (38,3) (27,6) (27.8) (27,5)
stiresi (@) Ort+Ss 22,31+24,07 37,93+22,12 33,56+27,40 32,26+23,59 29,76+18,61
Niiks Yok 5 (55,6) 18 (62,1) 19 (61,3) 69 (60,0) 37 (66,1) 0,946
Var 4(44.4) 11 (37,9) 12 (38,7) 46 (40,0) 19 (33,9)
Nuksstiz Min-Mak | 0,8-75,6 0,8-77,2 0,1-83,3 0,5-81,4 0,5-72,1 0,323
Sag kahm | (Medyan) | (6,2) (21,1) (10,2) (8,4) 12,1)
suresi (ay)

Ort+Ss 14,32+23,80 24,26+21,29 20,62+23,92 18,69+21,02 18,08+17,19

Gruplara gore genel sag kalim egrileri Log Rank test ile degerlendirildigi
zaman, gruplarin genel sag kalim oranlar1 arasinda istatistiksel anlamh farkhihk
saptanmamustir (p>0,05). Gruplara gore niikssiiz sag kalim egrileri Log Rank test ile
degerlendirildigi zaman, gruplarin nUkssiiz sag kalim oranlari arasinda istatistiksel
anlamh farkhhk saptanmamstir (p:0,635; p>0,05). Gruplara gére sag kalim

analizleri Kaplan-Meier grafikleri ile Sekil 16 ve 17°de gosterilmistir.
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13.5. Histomorfolojik Bulgulara Gore Sag kalim Analizleri

Histomorfolojik degiskenlerin, genel ve niiksiiz sag kalim iligkileri Log Rank testi ile
degerlendirilmis, sonuglar Tablo 20 ve 21°de dzetlenmistir. Istatistiksel analizlerde
anlamli sonu¢ veren Ozellikler, Kaplan-Meier grafikleri ile Sekil 18-30’de

yansitilmistir.

© Makroskopik tip:

Makroskopik tip-1 olgularin sag kalim oranlari, diger makroskopik tiplerdeki olgulara
oranla daha ylksektir ve istatistiksel anlamh farkliik saptanmstir (p<0,05). Ancak,
makroskopik tip gruplari ile niikssiiz sag kalim oranlar1 arasinda istatistiksel anlaml

fark izlenmemistir. (p>0,05).

® Tiimor yerlesim yeri:

Tlimor yerlesim yerinin, genel ve niiksiiz sag kalimla iligkisi saptanmamustir (p>0,05).

° Lauren histolojik tip:

Lauren histolojik siiflamanin, genel ve niikssiiz sag kalimla iliskisi saptanmamuistir

(p>0,05).

° DSO-2019 histolojik tip:
DSO histolojik siniflama gruplar1 arasinda, genel ve niikssiiz sag kalim oranlari

acisindan istatistiksel anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).

® Tiimo6r Farkhlagsma Derecesi:
Tiimor farklilasma derecesi ile, sag kalim oranlar1 arasinda istatistiksel anlamh fark
saptanmustir (p<0,05). lyi farklilasma gdsteren olgularin, genel sag kalim oranlar
daha yiiksektir (p<0,01). Niikssiiz sag kalim egrileri, farklilasma derecesine ile
iliskilendirilememistir (p>0,05).
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°pT evresi:

Tumor invazyon seviyelerine gore, genel sag kalim oranlari arasinda istatistiksel
anlamh farkhhik saptanmistir (p<0,01). pT3/pT4 evre olgularin sag kalim oranlari,
pT1/pT2 olgulardan daha diisiiktiir. Benzer iliski, niikssiiz sag kalim egrileri ile
gosterilememistir (p>0,05).

°pN evresi:

N evrelerine gore, genel sag kalim egrileri arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkhhik saptanmstir (p<0,01). Yapilan karsilastirmalarda, pN3 olgularda sag kalim,
diger evredeki olgulardan daha diistiktiir (p<0,05). pN2 olgularda sag kalim, pNO
olgulardan daha diistiktiir (p<0,05). Diger karsilastirmalar arasinda anlamli fark
saptanmamustir (p>0,05).

N evrelerine gore, niikssiiz sag kalim egrileri arasinda istatistiksel olarak
anlamh farkhhk saptanmistir (p<0.01). pN3 olgularin niiksiiz sag kalim oranlari,
pNO ve pN1 olgulardan daha disiiktlir (p<0,01). Benzer sekilde, pN2 olgularin
niikssiiz sag kalim oranlari, pNO ve pN1 olgulardan daha diistiktiir (p<0,05). pN2 ve
pPN3 olgularin niikssiiz sag kalim oranlari arasinda anlamli fark saptanmamistir
(p>0,05).

° Lenfatik invazyon:

Lenfatik invazyon sonuglarina goére, genel sag kalim egrileri arasinda istatistiksel
olarak anlamh farkhhk saptanmustir (p<0,05); Lenfatik invazyon sonucu pozitif
olanlarin genel sag kalim oranlar1 daha diisiiktiir. Benzer istatistiksel anlamh farkhihk
niikssiiz sag kalim egrileri arasinda saptanmustir (p<0,01). Lenfatik invazyon sonucu

pozitif olanlarin, niikssiiz sag kalim oranlar1 daha diigiiktiir.

° Anjioinvazyon:

Anjioinvazyon sonuglarina gore, genel sag kalim egrileri arasinda istatistiksel olarak
anlamh farkhhk saptanmustir (p<0,01). Anjioinvazyon sonucu pozitif olanlarda
genel sag kalim daha diisiiktiir. Benzer istatistiksel anlamh farkhhk nikssiiz sag
kalim egrileri arasinda saptanmstir (p<0,01). Anjioinvazyon saptanan olgularin,

niikssiiz sag kalim oranlar1 daha diisiiktiir.

98



° Perindral invazyon:

Perindral invazyon sonuglarina gore, genel sag kalim egrileri arasinda istatistiksel
anlamh farkhilik saptanmistir (p<0,05). Perindral invazyon varliginda, genel sag
kalim oranlar1 daha disiiktiir. Perindral invazyon ile, niikssiiz sag kalim arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

® Cerrahi sinir:

Cerrahi smir sonuglarina gore, genel sag kalim egrileri degerlendirildigi zaman, sag
kalim oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhihk saptanmstir (p<0,01).
Cerrahi sinir sonucu pozitif olanlarin. sag kalim oranlar1 daha dusiiktiir. Benzer
istatistiksel anlamh farkhihk niikssiiz sag kalim egrileri arasinda saptanmistir
(p<0,01). Cerrahi simir sonucu pozitif olanlarin niikssiiz sag kalim oranlar1 daha

dustiktiir.

® Desmoplastik yanit:

Desmoplastik yanit sonuglari ile, genel sag kalim egrileri arasinda istatistiksel anlamli
fark yoktur (p>0,05); ancak niikssiiz sag kalim agisindan istatistiksel anlamh farklhihk
saptanmustir (p<0,05). Desmoplastik yanit izlenen olgularda, niikssiiz sag kalim

oranlar1 daha dustktiir.

° Diger histomorfolojik parametreler:
Diger histomorfolojik parametreler (lenfositik yanit, metastatik lenf nodu perinodal
invazyonu) agisindan, genel ve niikssiiz sag kalim oranlari arasinda istatistiksel

anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).
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Tablo 20. Histomorfolojik degiskenlere gore genel sag kalim analiz sonuglari

Genel 95% ClI Log
N Olu Yasayan | sagkalim siiresi | Lower Upper | Rank
(ay) Test; p

Makroskopi | Tipl 17 7 10 59,24+8,03 43,51 74,97 0,013
Tipi Tip2 40 22 18 47,98+5,62 36,96 58,98

Tip3 154 90 64 45,18+2,96 39,37 50,97

Tip4 29 23 6 27,7745,12 17,74 37,80
Yerlesim Antrum 107 61 46 46,09+3,44 39,34 52,82 0,624
Yeri Kardia 50 29 21 45,62+5,26 35,32 55,92

Korpus/ 83 52 31 41,52+3,95 33,78 49,25

Fundus
Lauren Diffuz 31 20 11 40,69+6,52 27,91 53,45 0,600
histolojik intestinal 116 67 49 46,71+3,35 40,14 53,27
tip Mikst 84 51 33 39,43+3,73 32,11 46,74

Tanimsiz 9 4 5 50,35+11,69 27,44 73,25
DS0O-2019 Misindz 16 12 4 33,17+7,94 17,60 48,73 0,314
histolojik Zayif koh 31 20 11 40,69+6,52 27,91 53,45
tip Tub/Pap 100 55 45 48,90+3,61 41,81 55,98

Mikst 84 51 33 39,43+3,73 32,11 46,74

Diger 9 4 5 50,35+11,69 27,44 73,25
Derece Diisiik 79 40 39 52,96+4,01 45,09 60,82 0,01

Yuksek 153 99 54 38,54+2,87 32,90 44,17

Yok 8 3 5 56,31+11,53 33,71 78,90
pT evre T1+2 31 12 19 63,06+5,35 52,56 73,54 0,004

T3+4 209 130 79 41,74+2,52 36,80 46,68
pN evre NO 50 18 32 61,95+5,06 52,02 71,87 0,001

N1 38 21 17 47,2745,93 35,64 58,89

N2 62 36 26 42,79+3,96 35,02 50,54

N3 90 67 23 32,87+3,32 26,36 39,37
Lenfatik Negatif 29 11 18 65,29+5,71 54,09 76,49 0,003
invazyon Pozitif 211 131 80 41,65+2,51 36,72 46,58
Anjio Negatif 102 49 53 54,91+3,48 48,095 61,723 0,001
invazyon Pozitif 138 93 45 36,91+3,04 30,945 42,868
Perindral Negatif 63 32 31 54,54+4,30 46,103 62,967 0,012
invazyon Pozitif 177 110 67 40,87+2,76 35,466 46,283
Desmo Negatif 59 31 28 45,38+4,46 36,630 54,123 0,413
plastik Pozitif 181 111 70 43,53+2,67 38,288 48,767
yant
Lenfositik Negatif 83 49 34 43,24+4,10 35,202 51,282 0,722
yamt Pozitif 157 93 64 45,32+2,88 39,677 50,953
Perinodal Negatif 48 29 19 42,61+5,11 32,597 52,617 0,543
invazyon Pozitif 142 95 47 39,36+2,91 33,660 45,053
Cerrahi Negatif 168 83 85 52,84+2,79 47,376 58,312 0,001
Simr Pozitif 72 59 13 23,32+2,95 17,530 29,109
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Tablo 21. Histomorfolojik degiskenlere gore niikssiiz sag kalim analiz sonuglari

Niik Niiks Niikssiif sag. 95% ClI Log
N ) 2 kalim siiresi Lower Upper Rank
(ay) Test; p
Makro Tipl 17 5 12 54,95+8,86 37,58 72,31 0,087
Tipi Tip2 40 13 27 52,43+6,64 39,42 65,43
Tip3 154 58 96 43,26+3,37 36,65 49,87
Tip4 29 16 13 26,32+4,82 16,87 35,76
Yerlesim | Antrum 107 45 62 41,87+4,06 33,91 49,81 0,362
yeri Kardia 50 15 35 50,96+6,01 39,17 62,74
Korpus/ 83 32 51 40,12+4,74 30,83 49,41
Fundus
Lauren Diffuz 31 8 23 55,58+7,87 40,15 71,01 0,347
histolojik | intestinal 116 44 72 45,26+3,96 37,49 53,01
tip Mikst 84 37 47 31,32+3,20 25,03 37,59
Tammsiz 9 3 6 49,22+11,94 25,81 72,61
DSO- Misinoz 16 6 10 47,85+10,82 26,63 26,63 0,496
2019 Zayif koheziv 31 8 23 55,58+7,87 40,15 40,15
histolojik | Tubuler/Papiller 100 38 62 45,23+4,30 36,79 36,79
tip Mikst 84 37 47 31,32+3,20 25,03 25,03
Diger 9 3 6 49,22+11,94 25,81 25,81
Derece Diisiik 79 28 51 49,93+4,56 40,99 58,87 0,328
Yiksek 153 61 92 38,80+3,57 31,81 45,79
Derecelendirilmeyen 8 3 5 49,22+11,94 25,81 72,61
pT evre T1+2 31 8 23 53,91+7,20 39,80 68,01 0,103
T3+4 209 84 125 42,16+3,05 36,19 48,13
pN evre NO 50 8 42 65,10+5,16 54,97 75,21 0,001
N1 38 6 32 64,76+6,82 51,40 78,12
N2 62 30 32 37,79+4,32 29,28 46,29
N3 90 48 42 27,99+3,93 20,28 35,69
Lenfatik Negatif 29 4 25 69,61+6,24 57,385 81,837 0,002
invazyon | Pozitif 211 88 123 39,08+2,84 33,520 44,637
Anjio Negatif 102 32 70 53,17+4,11 45,116 61,213 0,004
invazyon Pozitif 138 60 78 34,83+3,60 27,778 41,888
Perindral | Negatif 63 22 41 50,88+4,97 41,132 60,631 0,109
invazyon Pozitif 177 70 107 41,02+3,41 34,341 47,703
Desmo Negatif 59 14 45 53,8245,50 43,049 64,600 0,017
plastik Pozitif 181 78 103 40,56+3,19 34,298 46,821
yant
Lenfositi Negatif 83 26 57 43,3345,28 32,993 53,670 0,692
k yanit Pozitif 157 66 91 43,33+3,28 36,905 49,750
Perinodal | Negatif 48 17 31 48,07+6,30 35,717 60,419 0,196
invazyon | Pozitif 142 67 75 34,93+3,27 28,524 41,329
Cerrahi Negatif 168 53 115 52,06+3,29 45,609 58,501 0,001
siir Pozitif 72 39 33 20,63+3,60 13,574 27,690
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13.6. HER2 Durumuna Goére Sag kalim Analizleri

HER2 FiSH/ SiSH ve HER2 IHK sonuglarina gére genel sag kalim egrileri

Log Rank test ile degerlendirildigi zaman genel sag kalim oranlar1 arasinda istatistiksel

anlamli farklilik saptanmamigtir (p>0,05) (Tablo 22).
HER?2 FiSH/ SiSH ve HER2 IHK sonuglarina gore niikssiiz sag kalim egrileri

Log Rank test ile degerlendirildigi zaman, niikssiiz sag kalim oranlar1 arasinda

istatistiksel anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05) (Tablo 23).

Tablo 22. HER2 durumuna gore genel sag kalim iliskisi

v 95% Confidence Log
Genel Sag 5
N Ex Yasa Kalum Ortalama sag Interval Rank
yan kalim siiresi Test;
orani Lower Upper
p
HER2 Negatif 36 22 14 38,9% 32,37+£3,87 24,790 39,949 | 0,237
FISH/SISH | Pozitif 36 19 17 47,2% 47,55+5,07 37,608 57,485
HER2 iHK | Skor 0 131 85 46 35,1% 40,99+3,07 34,963 47,008 | 0,296
Skor 1 10 4 6 60,0% 53,02+10,57 32,290 73,742
Skor 2 48 23 25 52,1% 43,8144,27 35,435 52,188
Skor 3 51 30 21 41,2% 46,29+5,00 36,491 56,091
Kaplan-Meier Analizi
Tablo 23. HER2 durumuna gore nukssiiz sag kalim iligkisi
Niikssiiz 95% Log
Niiks Niiks Sag Ortalama Confidence Rank
N sag kalim Int 1 Test:
D) (@) kalim > Kall nterva est;
siiresi
orani Lower | Upper | P
HER2 Negatif | 36 11 25 69,4% 36,65+4,34 | 28,145 | 45,154 | 0,185
FISH/SISH | Pozitif 36 17 19 52,8% 35,23+£5,93 | 23,609 | 46,849
HER2 iHK | Skor 0 131 53 78 59,5% 41,48+3,83 | 33,967 | 48,987 | 0,515
Skor 1 10 3 7 70,0% 23,21+7,43 | 8,650 | 37,766
Skor2 | 48 15 33 68,8% | 41.99+#4.31 | 33538 | 50,433
Skor 3 51 21 30 58,8% 42,69+6,05 | 30,831 | 54,550

Kaplan-Meier Analizi
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14. TARTISMA

Mide kanseri, diinyada goriilme siklig1 agisindan, besinci sirada yer alir [8]. H. pylori
eradikasyonu ve kanser tarama programlarindaki ilerlemeye bagli olarak, son yillarda
mide kanseri mortalitesinde azalma goriilmekle birlikte, kansere bagli 6liim nedenleri
arasinda giiniimiizde tglincti siradadir [8]. Mortalite riskinin yiiksek olmasi, mide
kanser olgularinin ge¢ donemde tani almasina ve mevcut tedavi rejimlerine diisiik
oranda yanit vermesine baglanmaktadir. Glincel tedavi protokollerine karsin, yiiksek
mortalite oranlarindan, mide kanserlerinin makroskopik, mikroskopik ve molekiiler

diizeyde belirgin heterojenite gostermesi sorumlu tutulmaktadir [46].

Son yillarda, molekiiler yontemlerin gelisimi ve biiyiik veri setlerinin detayl
analizleri sayesinde, G-ACa molekiiler alt yapisinin ¢oziimlenmesi, hedefe yonelik
tedavi seceneklerinin arttirilmasi ve biyolojik-klinik agidan homojen alt gruplarin
belirlenmesine yonelik calismalar yapilmaktadir. 2014’de TCGA ve 2015°de ACRG
tarafindan yayinlanan molekiiler siniflamalar, bu alandaki en 6nemli ve kapsamli
caligmalardir [14, 19]. Bu iki biiyiik proje disinda, farkli ¢alisma gruplari tarafindan,
G-ACa’lara yonelik cesitli molekiiler siniflamalar ileri stirilmistir [13, 15, 16, 18,
122].

Molekiler dizeyde G-ACa agisindan kaydedilen bu ilerlemelerin, giinliik
klinik pratige yansimasi sinirlt diizeydedir. Genom bazli molekiiler incelemelerin, her
laboratuvarda mevcut olmayan, pahali ve kompleks 6zellikte analizleri gerektirmesi,
uygulama alanini sinirlamaktadir. Bu dogrultuda, G-ACa’larin molekdler 6zelliklerini
baz alan, rutin pratikte kolaylikla uygulanabilen, daha ucuz ve klinik agidan
yonlendirici siniflama sistemlerine gereksinim dogmustur. Literatiirde, bu amag
dogrultusunda, IHK ve ISH gibi basit yontemler yardimiyla, prognostik ve prediktif
degere sahip siiflamalarin olusturulabilmesi agisindan son yillarda farkli taksonomik
calismalar bulunmaktadir [20-24, 141, 235-238]. Ancak, IHK ve ISH uygulamalarin
g0z ondne alarak olusturulan algoritmalar ve degerlendirme kriterleri agisindan bu

caligmalar arasinda heniiz goriis birligi saglanamamustir.

Calismamizda, Setia ve ekibinin, daha 6nce yayinlanan molekiiler siniflamalari

g0z Oniine alarak onerdikleri siniflamaya benzer sekilde [20], EBER-CISH ile MLH1,
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MSH2, MSH6, PMS2, E-kaderin ve p53 IHK analiziyle, 240 G-ACa olgusu bes gruba
ayrilmistir. Amaclarimizdan 6ncelikli olani, bu gruplarin, hasta demografik verileri,
tiimor ve timor gevresi histomorfolojik parametreleri ve hasta sag kalim analizlerini
karsilastirmak ve onerilen siiflamanin etkinlik durumunu, kendi hasta grubumuzda

degerlendirmektir.

Oncelikle, ¢alisma kapsamina alman 240 olgunun histopatolojik degiskenleri
ile genel sag kalim ve niikssliz sag kalim iligkileri incelenmis ve bulgularimizin
literatiirle uyumlu oldugu gorilmistiir [1, 221, 239]. Genel sag kalimda; timor
makroskopik tip 1 (polipoid), iyi farklilagsma derecesi, erken evre mide duvar invazyon
seviyesi (pT1+pT2) ve lenf nodu tutulumu (pNO+pN1), lenfatik/anjioinvazyon
negatifligi ile cerrahi sinir negatifliginin uzun sag kalimla istatistiksel anlamlilik
gosterdigi belirlenmistir. Niikssiiz sag kalim analizlerinde ise; ileri evre lenf nodu
metastazi (pN3), lenfatik invazyon, anjioinvazyon, perindral invazyon, cerrahi sinirda
timor pozitifligi ve desmoplastik yanitin, azalmis niikssiiz sag kalim ile iligkisi
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Saptadigimiz verilerin literatiirle uyumluluk
gostermesi, gruplar arasindaki karsilastirmalar agisindan uygun bir hasta grubunun

calisma kapsaminda oldugunu gostermektedir.

°EBV (+) G-ACa (Grup 1): EBV, herpes ailesine ait bir DNA virlsudur. EBV
(+) G-ACa’lar, G-ACa’larin %]1,8-18’ini olusturur ve latent olarak EBV tasiyan timor
hiicrelerinin monoklonal proliferasyonu ile gelistigi disiiniilmektedir [240].
Calismamizda yer alan 240 olgudan 9’unda (%3,75), EBER-CISH analizi ile EBV
pozitifligi saptanmistir. Calismamizdaki EBV (+) G-ACa orani, TCGA (%9) dahil
literatlirdeki diger yayinlara gore diisiik oranda olmakla birlikte, Kim ve ark.’nin 2016
yilinda raporladigi oran (%3,3) ile benzerdir [21] ve cografi/demografik 6zellikler ile

baglantili oldugu diistiniilmiistiir.

Literatuirde EBV (+) G-ACa’larin, EBV (-) G-ACa’lara gore, farkli
klinikopatolojik ozellikler tasidigi, genellikle geng erkek popiilasyonda goriildiigi,
mide proksimalinde yerlesim gosterdigi ve prognoz agisindan iyi seyirli olduklari ileri
stiriilmiistiir [240]. Calismamizda, EBV (+) olgu sayisinin az (n=9) olmasi nedeniyle,
diger molekiiler gruplara gore histomorfolojik ve sag kalim ozellikleri agisindan

anlamli istatistiksel fark gosterilememistir (p>0,05). Ancak, olgularin tiimiiniin erkek
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olmasi, 6 olgunun (%66) proksimal mide yerlesimi gostermesi ve 7 olguda (%77)
lenfositik yanitin saptanmasi, dikkat ¢ekici 6zelliktedir; ve bu parametrelerin EBV (+)

olgu sayis1 arttig1 zaman, istatiksel anlamlilik kazanabilecegi 6ngoriilebilir.

EBV (+) G-ACa’larin, histopatolojik olarak degisken morfolojiler
sergileyebildikleri bilinmektedir [240]. Ancak, 6zellikle bazi ¢alismalarda lenfoid
stroma igeren G-ACa’larin %80’den fazlasinda EBV pozitifligi saptanmasi, DSO 2019
smiflamasinda, EBV (+) G-ACa’larin lenfoid stroma iceren gastrik karsinom
(medaller karsinom, lenfoepitelyoma benzeri karsinom) baslig altinda ele alinmasina
yol agmistir. Ancak literatiirde, degisen oranlarda lenfositik infiltrasyon igeren, orta
veya az farklilagma gdsteren konvansiyonel tip G-ACa’larin %5-10 oraninda EBV
pozitifligi gosterebilecegi rapor edilmistir [241]. Calismamizda, EBV (+) olan 9
olgunun DSO histolojik tiplere gore dagilimi incelendigi zaman; %22 (n=2)’si
mediiller, %55 (n=5)’1 mikst tip (zayif koheziv+tubuler), %11 (n=1)’i zayif koheziv
(tash ytiziik komponenti i¢eren), %11 (n=1)’i tubuler G-ACa morfolojisindedir. Bu
sayilar, calismamizdaki mediiller morfolojide G-ACa’larin %25’inde, konvansiyonel
tip G-ACa’larin %3 (7/232) *tinde EBV (+)’ligi saptandigini ortaya koymaktadir. Her
iki deger de, literatiirden diisiiktiir ve cografi/demografik ozellikler ile baglantili

oldugu diistiniilmiistiir.

DSO-2019 smiflamasinda, lenfoid stroma iceren gastrik karsinom (mediiller
karsinom) fenotipindeki olgularda %80’den fazla oranda EBV (+)’ ligi goriilebildigi
bildirilmis, MSI G-ACa’larin bir boliimiiniin, bu morfolojiye sahip olabilecegi
belirtilmistir [7]. EBV iliskili G-ACa’lar ile MSI G-ACa’larin, benzer morfolojik
ozellikler gosterebilmelerine karsin, farkli molekiiler 6zellikler tasidiklar1 detayli
genomik analizler kullanilarak kanitlanmistir [19]. Bu nedenle, TCGA ¢alismasinda,
EBV (+) ve MSI tip G-ACa’lar iki ayr1 molekiiler grupta smiflandirtlmistir. Her iki
grupta da karsinogenezden sorumlu ana mekanizmanin metilasyon oldugu, ancak bu
gruplarin farkli genomik metilasyon paternleri gosterdigi ileri siiriilmiistiir. EBV (+)
G-ACa’larin, MSI G-ACa’lara oranla, cok daha yaygin genomik DNA metilasyon
icerdikleri ve MSI G-ACa’larda karakteristik olarak izlenen MLHI1 promoter
metilasyonunun, EBV (+) G-ACa’larda goriilmedigi bildirilmistir [19]. Ahn ve
ekibinin ¢alismasinda, 26 EBV (+) G-ACa’un iki tanesinde MLH1 kayb1 saptandigi
bildirilmekle birlikte [22], literatiirde yer alan diger ¢alismalarin biiyiik kisminda MSI
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G-ACa ve EBV (+) G-ACa’larn iki ayr1 grupta degerlendirilmesi (mutually exclusive
patern) onerilmistir [19-21, 23]. Calismamizda, literatiirle uyumlu olarak, EBV (+) G-
ACa’larm higbirinde IHK ile yanlis eslesme tamir protein (MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2) kaybi goriilmemistir (proficient MMR; pMMR).

Calismamizdaki EBV (+) 9 olgudan 3’iinde, EBER-CISH analizi ile tumor
hlcrelerinin bir kisminda gii¢lii niikleer boyanma izlenirken, diger kisminda boyanma
goriilmemistir (heterojen boyanma paterni). Bu olgulardan, 2’sinin mikst tip (tubuler
ve zayif koheziv), I’inin tagh yiiziikk hiicresi iceren zayif koheziv G-ACa
morfolojisinde oldugu gériilmiistiir. Mikst tip G-ACa olgularinda, EBER-CISH analizi
ile tubuler komponentte gii¢clii niikleer boyanma saptanmis, zayif koheziv
komponentte boyanma izlenmemistir. Tasl yiizlik hiicresi i¢eren zayif koheziv G-ACa
olgusunda ise gucli nukleer boyanma izlenen alanlarda belli belirsiz tubul yapilari
dikkati ¢cekmistir. Matsuda ve ekibi, 2015 yilinda yayinladiklar1 bir olguda benzer
EBER boyanma 6zelligini belirtmisler; bu olguyu, morfolojisi farkli iki ayri timdrden
olusan kolliizyon tiimor olarak degerlendirilmislerdir [234]. Bu durum, genetik veya
epigenetik modifikasyonlara bagli olarak, G-ACa’larda farklilasma azalmasiyla
birlikte, viral latent gen ekspresyonunun azaldigi seklinde de yorumlanabilir.
Caligmamizdaki ti¢ olguda izledigimiz heterojen boyanma patterni, ikinci yaklagimi
on planda destekleyebilir. Gozlemimiz, 6zellikle zayif koheziv grup i¢inde, aslinda
EVB (+)’ligi siirecinden gecen, ancak EBV etkisi gosterilemeyen G-ACa’larin da

olabilecegini akla getirmektedir.

Literatlirde EBV (+) G-ACa’larda, TP53 mutasyonunun goriilebildigi rapor
edilmistir [237]. Gonzalez ve ekibinin ¢alismasinda, 7 EBV (+) G-ACa olgusunun
3’linde (%42,8) p53 ile aberran gliclii siddette ekspresyon saptanmistir. Calismamizda,
benzer oranda, EBV (+) 9 olgunun, 4’ {inde (%44) aberran p53 ekspresyonu (> %70

ekspresyon) izlenmistir.

EBV (+) G-ACa’ lar, ¢alismamizin aksine, literatiirde gogunlukla iyi prognozlu
G-Ca’lar olarak rapor edilmistir [14, 240]. Calismamizda, gruplar arasindaki analiz
sonucu istatistiksel anlamlilik kazanmamakla birlikte, mortalite yiizdesi, EBV (+)
grupta (%77,8), diger gruplara oranla daha yiiksektir. Calismamiza benzer sekilde,

Yoon ve ekibinin ¢alismasinda da, EBV (+) 3 olgunun 2’sinde erken donemde 6liim
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gerceklesmistir. Bu durum, EBV (+) grupta yer alan olgu sayis1 azligina (n=9) ve

calisma popiilasyonundaki demografik 6zelliklere bagli olabilir.

° dMMR G-ACa (Grup 2): DNA uzerinde tekrar eden kisa sekanslarin
(mikrosatellit) uzunluk degisimleri ile karakterize mikrosatellit instabilite (MSI), DNA
yanlig eslesme tamir genlerinin kalitsal mutasyonel inaktivasyonu (Lynch sendromu)
veya sporadik olarak epigenetik susturulmasi (MLH1 hipermetilasyonu) sonucu
gelisir. Defektif olan yanlis eslesme tamir sistemi, hiicre i¢indeki birgok gende
mutasyona (genomik instabilite) yol acar. Son yillarda yapilan molekiiler ¢caligmalarda,
G-ACa’larin 6nemli bir kisminin MSI 6zelligi gosterdigi bildirilmistir. Literatiirde,
MSI tip G-ACa’larin, tim G-ACa’lar arasinda goriilme sikligi %7,5-%22 araliginda
degismektedir [242]. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak, 240 olgunun 29’unda
(%12,1) DNA yanlis eslesme tamir (“mismatch repair”’; MMR) protein (MLHI,
MSH2, MSH6, PMS2) kaybi (deficient MMR; dMMR) saptanmistir. Calismamizda,
dMMR grupta, literatiirle uyumlu olarak, MLH1 ve PMS2 kaybi dominant patern
(%86,2) olarak izlenmistir. Literatiirde, bu durumun ¢ogunlukla MLH1 metilasyonuna
bagli olarak gelistigi bildirilmistir [20]. Olgularimizin biiyiik kisminda, MLH1
metilasyonu degerlendirilmedigi i¢in (raporlanan sinirli olgu diginda), benzer analize

bulgularimizda yer verilmemistir.

Literaturde, MSI G-ACa’larda, TS3 mutasyonlarinin goriilmedigini ileri siiren
caligmalarin [243] yanisira, aberran E-kaderin veya aberran p53 ekspresyonunun
goriilebilecegini rapor eden galismalar [244, 245] da bulunmaktadir. Bu durum, CDH1
genindeki hipermetilasyon ve TP53 geninde siklikla izlenen heterozigosite kaybinin
(loss of heterozygosity) yarattigi degisimlere baglanmaktadir. Calismamizda, dIMMR
grup icerisinde, 14 olguda aberran p53 ekspresyonu ve 2 olguda aberran E-kaderin
ekspresyonu saptanmustir. Literatiirde, MSI G-ACa’larda, aberran E-kaderin/p53
ekspresyonu saptanmasinin prognostik acidan 6nem tagimadigini one siiren ¢aligmalar
yer almaktadir [20]. Bu nedenle galismamizda aberran E-kaderin/p53 ekspresyonu

gosteren 16 olgu, AIMMR grup igerisinde degerlendirilmistir.

dMMR G-ACa’larin, g¢ogunlukla Lauren’e gore intestinal tip, DSO
siniflamasina gore tubuler morfoloji oldugu bildirilmekle birlikte, literatiirde farkli

histolojik morfolojilerin de izlenebilecegi belirtilmistir. MSI G-ACa’larin arasinda
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diffiiz fenotip oranlarini; Gonzalez ve ekibi [237] %47, Yoon ve ekibi [236] %17,4,
Marcus ve ekibi [235] %45,2, Del Arco ve ekibi [24] %14,8, Kim ve ekibi [21] %33,3
seklinde bildirmistir.

MMR proteinlerinin fonksiyonel kaybi, DNA replikasyon hatalarinin
birikimine bagli, tiimor hiicrelerinde yiiksek mutasyon yiikiine neden olur. Yiksek
derecede mutant tumor hiicreleri, neo-antijenler treterek, T hiicrelerini stimile eder ve
timorin imman hiicreler tarafindan infiltrasyonu tetikler [246]. Hissong ve ekibi.,
mediiller tip karsinomlarin %38’inde MSI saptandigini belirtmislerdir [247]. Mathiak
ve ekibinin c¢aligmasinda ise, MSI G-ACa’larin %62’sinde mediiller fenotip

saptanmustir [248].

Calismamizda dAMMR grupta, %62 (n=18) tubuler; %10,3 (n=3) meduller,
%10,3 (n=3) zayif koheziv, %3,4 (n=1) misindz, %13,7(n=4) mikst morfoloji
saptanmigstir. Bir olguda, tubuler morfolojiye %10 oraninda mikropapiller paternin
eslik ettigi  gorilmiistiir. Calismamizdaki mediiller G-ACa’larin %37,5°1,
tubuler/papiller G-ACa’larin %18’1, zayif koheziv tip G-ACa’larin %9,6’s1, miisindz
G-ACa’larin %6,25°1, mikst tip G-ACa’larin %4,7’si, dMMR grupta yer almistir.
Literatirle uyumlu olarak, dMMR G-ACa’larin, genellikle tubuler morfolojide
karsimiza ¢iktigini, mediiller morfoloji gosteren tiimorlerde daha sik oldugunu
gostermekle birlikte; dMMR G-ACa’lar icin spesifik bir morfolojik pattern

tanimlanamayacagini1 géstermistir.

MSI  G-ACa’larin, mikrosatellit stabil (MSS) G-ACa’lara gore;
klinikopatolojik, molekuler ve kemoterapi/ immunotreapiye yanit agisindan farkli
ozellikler tagidiklar1 bildirilmistir [246]. MSI G-ACa’larda; ileri yas, kadin cinsiyet,
midede distal yerlesim, Lauren intestinal tip, yiiksek lenfositik yanit, diisiik oranda lenf
nodu tutulumu ve iyi klinik gidis siklikla rapor edilen bulgular arasindadir.
Calismamizda, literatiirle uyumlu olarak, dMMR grupta, yas, histolojik tip ve
lenfositik yanit agisindan istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir. AIMMR
grupta goriilen yas ortalamasi, diger molekiiler gruplara gore anlamli olarak daha
yuksek saptanmistir (ortalama 71 yas). Lenfositik yanit varligi, pS3 aberran grup ile
birlikte, diger molekiiler gruplardan daha yiiksek orandadir. Histolojik tip olarak, p53
aberran grup ile birlikte Lauren intestinal tip ve DSO tubuler morfolojide gériilme
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oranlar1 diger gruplara gore anlamli sekilde daha yiiksektir. AMMR grupta, pNO
(%41,4) ve pN1 (%20,7) oranlart diger gruplara gore yiiksektir, ancak bu degerler
gruplar arasi istatistiksel farklilik olarak yansimamistir (p>0,05). Ek olarak,
calismamizda, Zhang ve ekibinin ¢alismasina benzer sekilde [249], dIMMR grupta
perindral invazyon negatifligi, diger gruplarla karsilastirildigi zaman, istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksektir. Perindral invazyonun daha az oranda izlenmesinin,
dMMR G-AcCa’lardaki iyi klinik gidiste etkin oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda,
niiks ve sag kalim oranlar1 ile genel sag kalim ve niikssiiz sag kalim siireleri agisindan,
dMMR grupta diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik elde
edilmemistir. Ancak, istatistiksel anlamlilik gostermese de genel sag kalim ve niikssiiz

sag kalim siirelerinin diger gruplara oranla uzun oldugu dikkati ¢ekmistir.

MSI ve EBV (+) G-ACa’larin yiiksek oranda PDL-1/ PD-1 pozitifligi ile korele
oldugu bildirilmistir [250]. Kim ve ekibi, MSI 6zellik gosteren ve EBV (+) metastatik
G-ACa’larin, anti-PD-1 tedavisine (pembrolizumab) dramatik yanit verdigini ileri
stirmiigtiir [251]. Bu ¢alismada, terapotik yanit oran1i MSI tip olanlarda %85,7
oranindayken, EBV (+) olanlarda %100 oranindadir. Bu sonuglar, MSI ve EBV
pozitifligi agisindan, G-ACa’larin rutin olarak degerlendirilmesi gerektigini ve
immunoterapi agisindan belirleyici 6nem tasidigini gdstermektedir. Cerrahi sonrasi
hastalarin tedavi protokolleri bilinmedigi ve ¢alismamizda PDL-1 degerlendirilmedigi

i¢in, calismamizda bu konuda yorum yapilamamastir.

° E-kaderin- aberran G-ACa (Grup 3): Detayl genetik analiz yontemlerine
dayanarak olusturulan TCGA molekiiler siniflamasinda, EBV (+) ve MSI o6zellik
gosteren grup belirlendikten sonra; geri kalan olgular, anoéploidi (SCNAs; extensive
copy number aberrations) derecelerine gére genomik stabil (GS) ve kromozomal
instabil grup olarak ikiye ayrilmigtir [19]. Bu dort molekiiler grubun genetik 6zellikleri
incelendigi zaman, hiicre adhezyonu/motilitesiyle iliskili olan CDH1, RHOA veya
CLDNI18 gen degisimlerinin 6zellikle GS grupta daha yiiksek oranda oldugu (sirasiyla
%37, %15, %15) rapor edilmistir [19]. Literatiirde heniiz netlik kazanmamis olmakla
birlikte, CDH1 ve RHOAdaki genetik ve epigenetik degisimlerin E-kaderin protein
ekspresyonunu azalttigini ileri siiren ¢aligmalar yer almaktadir [20, 252, 253]. Bu
dogrultuda ¢alismamizda, TCGA siniflamasindaki GS grup, literatirdeki G-ACa’lar1

[HK ve ISH ile smiflandiran diger ¢alismalara benzer sekilde, aberran E-kaderin
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ekspresyonuna dayali olarak belirlenmistir. GS grubu tanimlamak icin, Yoon ve
ekibinin calismasinda yalniz morfoloji (Lauren’e gore diffiiz fenotip) baz alinirken
[236], Koh ve ekibinin calismasinda, gruplamalarda E-kaderin IHK’s1 ile morfoloji
birlikte degerlendirilmistir [141]. Bizim ¢alismamizda, GS grup tanimlanirken, yalniz

[HK sonuglar1 goz 6niine alinmistir.

Calismamizda, EBV (+) ve dMMR olgular saptandiktan sonra, Setia ve
ekibinin ¢alismasina [20] benzer sekilde, ilk olarak aberran E-kaderin ekspresyonu ile
karakterize olan olgular tanimlanmigtir. Taksonomik sekans olarak E-kaderin-aberran
tip ekspresyon gosteren olgularin p53 aberran tip ekspresyon gosteren olgulardan daha
once gruplandirilmasinin nedeni, TP53 mutasyonlarini zayif koheziv karsinom
gelisiminde ge¢ donemde meydana gelen bir genetik degisiklik olarak rapor eden

calismalarin literatiirde vurgulanmasidir [254, 255].

Literatiirde, aberran E-kaderin ekspresyonu igin kullanilan IHK degerlendirme
kriterleri farklilik gostermektedir [22, 23, 230]. Calismamizda E-kaderin
ekspresyonuna gore olgular 5 gruba ayrilmistir; intakt (< %10 komplet membranoz
ekspresyon kaybi), heterojen +1/+2/+3 (>%10- <%90 komplet membran6z ekspresyon
kaybi), kayip (>%90 komplet membrandz ekspresyon kaybi). Bes grup arasinda genel
ve niikssliz sag kalim analizlerinde anlamli farklilik saptanmadigi (p>0,05) i¢in,
caligmamizda literatiirdeki ¢ogu calismaya benzer sekilde, yalmiz >%90 komplet

membran6z ekspresyon kaybi olan olgular ‘’aberran’’ olarak degerlendirilmistir.

Caligmamizda yer alan 240 olgudan 31’inde (%12,9) aberran E-kaderin
ekspresyonu izlenmistir. Bu oran, Setia ve ekibinin ¢alismasinda %21 [20], Ahn ve
ekibinin calismasinda %16 [22], Birkman ve ekibinin ¢alismasinda %11,4 [23],

Marcus ve ekibinin ¢alismasinda %7,3 [235] oranindadir.

TCGA’daki molekiiler gruplar histolojik tipe gore incelendigi zaman, genomik
stabil grubun diger gruplara gore daha yliksek oranda (%73) Lauren diffiiz fenotip
morfolojide oldugu goriilmiistiir. TCGA ¢aligmasinda GS grupta yer alan olgularin yas
ortalamasi diger gruplara gore daha diistiktiir [19]. Calismamizda da E-kaderin aberran
grupta diger molekiiler gruplara gore daha yiiksek oranda Lauren diffiiz tip/ DSO zayif
koheziv tip saptanmis olmakla birlikte, yas agisindan diger gruplara gore istatistiksel

olarak anlamli farklilik elde edilmemistir.
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Ahn ve ekibinin c¢alismasindaki E-kaderin aberran grupta [22] ve TCGA
siiflamasinin prognozla olan iligkisini degerlendiren Sohn ve ekibinin ¢aligmasindaki
GS grupta [256], diger gruplara gore daha diisiik sag kalim orani oldugu rapor
edilmistir. Calismamizda ise E-kaderin aberran grupta, diger gruplara gore sag kalim,

niiks, mortalite agisindan anlamli farklilik saptanmamugtir.

° p53-aberran ve p53-normal tip G-ACa (Grup 4 ve 5): TCGA molekuler
siniflamasinda, kromozomal instabil G-ACa’larda goriilen en sik mutasyonun p53
mutasyonu (%71) oldugu bildirilmistir. Bu dogrultuda, EBV (+), IMMR ve E-kaderin
(-) gruplart belirlendikten sonra, calisma kapsamindaki diger olgular, p53 IHK

sonuglarina tizere gore p53-aberran ve p53-normal olmak iizere iki gruba ayrilmistir.

TP53 mutasyonunu yansitan p53 imminekspresyon esik degeri, calismalar
arasinda biiyiik farklilik gostermektedir. Onceki yillarda, %5-10 oraminda p53
ekspresyonunun TP53 mutasyonu ile iligkili oldugu kabul edilmesine karsin, son
yillarda yapilan ¢alismalarda p53 immunekspresyon degerlendirmesi biiyiik 6lciide
degisiklige ugramistir. Ando ve ekibi, 2014 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada, G-
ACa’larda p53 ekspresyonu ile T53 mutasyonlar1 arasindaki korelasyonu, molekiiler
ve IHK analizleri karsilastirarak degerlendirmislerdir [229]. Bu calismaya gore, >%70
oraninda niikleer boyanma yanlis anlamli (missense) TP53 mutasyonu ile iligkili
bulunmustur. Ayni g¢alismada, %20-50 oranindaki dagmik boyanma (scattered
pattern)’nin normal TP53 geni, %0-10 oranindaki boyanmanin %80 oraninda normal
TP53 geni ve %20 oraninda anlamsiz/yanlis anlamli (nonsense/missense) T53
mutasyonu ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Ayni1 dogrultuda, Cole ve ekibi,
caligmalarinda, TP53 missense mutasyonlarin, >%70 oraninda p53 ekspresyon
artigina yol agtigini 6ne siirmiiglerdir [228]. Ando ve ekibinden farkli olarak, Lax ve
ekibi ise disiik orandaki p53 ekspresyonunun (<%S5) non/missense mutasyonlar ile
iligkili oldugunu belirtmislerdir [257]. Bu verileri géz Oniine alarak ¢alismamizda
>%70 ve <%S5 oranda p53 niikleer immunekspresyonu gosteren olgular p53-aberran

grupta degerlendirilmistir.

Calisma kapsamindaki 240 olgudan 115’inde (%47), aberran p53 ekspresyonu
izlenmis; bu dogrultuda, literatiirle uyumlu olarak, P53-aberran grup ¢alismamizdaki

olgularin biiyiik kismini olusturmustur. P53-aberran grup, Lauren siniflamasina gore
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intestinal tip (%62,6) ve DSO smiflamasina gére tubuler tiple (%54,8) yiiksek oranda
korelasyon gostermistir. Benzer iliski literatiirde de belirtilmistir [19, 20]. P53-
aberran grup, TCGA simiflamasinda tirozin kinaz reseptor (HER2, EGFR, VEGFR, c-
MET, FGFR) amplifikasyon oraninin yiiksek oldugu grup olarak bildirilmistir. Benzer
sekilde, calismamizda, p53 aberran gruptaki HER2 pozitiflik oran1 (HER2-THK skor
3), diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir.

Calismamizdaki 240 olgudan 56’sinda (%23,4), p53 ekspresyonu normal
olarak degerlendirilmistir. Bu grup, Lei ve ekibinin molekiiler simiflamasindaki
metabolik grup, ACRG molekiiler smiflamasindaki MSS/p53 normal grup ile
ortiismektedir. Lei ve ekibi, SPEM (spasmolytic polypeptide-expressing metaplasia)
’in, normal mide mukozasi ile metabolik grup arasinda bir ara basamak olabilecegini
ileri siirmiislerdir [13]. Ancak, ¢alismamizda, ¢evre gastrik mukozada SPEM varligi

acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmamustir.

HER?2, hedefe yonelik tedavide, giincel klinik pratikte kullanilan tek biyolojik
belirtectir [141]. Literatiirdeki calismalarda, HER2 ekspresyon artis1 ve/veya HER2
amplifikasyonunun G-ACa prognozu ftzerine etkisi netlik kazanmamistir [7].
HER2’nin G-ACa’larda prognoz {lizerine etkisi, calismamizin amaglarindan biri
olmamakla birlikte, patoloji raporlarinda bilgilerine ulastigimiz sonuglara dayanarak
HER2 ile olgulara ait sag kalim (genel ve niikssiiz) iligkisi agisindan, istatistiksel
anlamlilik elde edilmemis ve hastalara ait cerrahi sonras1 uygulanan tedaviye yonelik
hasta kayitlarinda bilgiye ulagilamamugtir. Literatiirde, calismamizda oldugu gibi
HER?2 ekspresyon artis1 ve/veya HER2 amplifikasyonunun sag kalim iizerine etkisinin

gosterilemedigi ¢alismalar bulunmaktadir [258].

Calismamizda NTRK’nin, G-ACa’larda hedefe yonelik tedavi amagh
kullanilabilecek olasi bir biyolojik belirteg olabilir mi sorusunu yanitlayabilmek igin,
[HK (pan-TRK-EPR17341) yontemi uygulanarak NTRK gen fiizyonlarinin G-
ACa’lardaki goriilme sikligi ve literatiirdeki diger calismalardan farkli olarak,

molekiiler ¢aligmalar1 baz alan G-ACa gruplar ile iliskisi degerlendirilmistir.

Sik goriilen malign tiimorlerde, NTRK gen fiizyon insidansinin ¢ok diisiik
oranda (¢ogunlukla <%1) olmasina karsin, son yillarda yapilan ¢alismalarda NTRK

fiizyonlarina kars1 hedefe yonelik tedavilerden alinan sonuglarin etkileyici diizeyde
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olmasi, NTRK1/2/3 fiizyon genlerinin saptanmasini énemli hale getirmistir [231].
TRK inhibisyonunun klinik etkisi oncelikle larotrectinib ve entrectinib ile tedavi
edilen TRK filizyonu igeren tiimorlerde rapor edilmistir [33, 208]. Larotrectinib
(VITRAKVI), yetiskin ve pediatrik hastalardaki NTRK gen fiizyonu igceren solid
tiimorlerin tedavisinde kullanilmak {izere 2018 yilinda FDA onay1 almistir. Yapilan
arastirmalarda, flizyon disindaki NTRK gen degisimlerine karsi TRK inhibitorleri ile
terapotik yanit elde edilemedigi belirtilmektedir [166].

NTRK 1, 2 veya 3 gen fiizyonlar1 sonucu onkojenik TRK aktivasyonu
olusmasmin ana mekanizmasi, NTRK genlerinin kinaz aktivitesine sahip hiicre-igi
bolgeyi kodlayan 3’ sekanslarinin, farkli gen partnerlerinin 5 sekanslar ile bir araya
gelmesi sonucu hibrid gen olusmasidir. Sonug olarak, hibrid genler tarafindan hiicre-
dis1 ligand baglayicit bolge icermeyen, ligand bagimsiz tirozin kinaz aktivasyonu

gosteren onkoproteinler dretilir [144].

NTRK fiizyonlar, IHK, FiISH, PCR ve DNA/RNA bazli NGS gibi farkli
teknikler yardimiyla saptanabilir. Molekiiler testler, NTRK gen anormalliklerini
saptamak i¢in en duyarli ve 6zgiil teknik olarak kabul edilmektedir [31]. Son yillarda
yapilan ¢alismalar, IHK nin TRK fiizyonu igeren olgulari taramadaki potansiyel rolii
tizerinde yogunlagsmistir. Literatiirde, farkli pan-TRK klonlarina bagl olarak degisen
oranlarda timor ekspresyon dizeyleri bildirilmektedir [259]. Calismalarda en sik
kullanilan klon pan-TRK EPR17341°dir. Bu antikor her ii¢ TRK proteininde ortak
olarak bulunan tirozin kinaz bolgesindeki C-terminal epitopa baglanarak reaksiyon
gosterir. Bircok calismada pan-TRK igin en az %] oranindaki tiimér hiicresinde
herhangi bir yogunlukta olan boyanma pozitif olarak kabul edilmekle birlikte,
standardize edilen esik deger ve/veya skorlama sistemi gliniimiizde bulunmamaktadir.
Boyanma paterni, NTRK flizyon gen partnerine baglidir; membrandz, sitoplazmik,

perinukleer veya nikleer boyanma goérilebilir [192].

Calismalar, pan-TRK i¢in duyarliligi %75- %96,7 araliginda, 6zgilligi %92-
%100 araliginda gdstermektedir [194]. Ozellikle NTRK3 fiizyonlar: i¢in diisiik oranda
duyarhilik bildirilmistir. Solomon ve ekibinin ¢alismasinda NTRK1, 2 ve 3 igin
duyarhilik sirasiyla %96, %100 ve %79’dir [188]. Gatalica ve ekibinin ¢alismasinda,
NTRK3 fiizyonu iceren tiimorlerin %45’inde pan-TRK ile yanhis negatiflik
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saptanmistir [196]. Diger acidan, pan-TRK antikoru, flizyon spesifik bir antikor
degildir. TRK proteinleri fizyolojik olarak noral ve diz kas dokusunda eksprese
edildigi icin, gastrointestinal stromal tiimor, noroendokrin tiimor, noroblastom,
glioblastom, leiomyosarkom gibi ndral veya diiz kas farklilasma gosteren timdrlerde

diisiik 6zgiilliik oranlari rapor edilmistir [188].

NTRK gen fiizyonlarini saptamak i¢in kullanilacak metod, tiimoriin histolojik
tipine ve NTRK fiizyonlarinin tiimérlerde goriilme sikligina bagli olarak degisim
gostermektedir [31]. NTRK gen fiizyonlar i¢in farkli ¢aligma gruplari tarafindan
Onerilen test algoritmalar1 olmakla birlikte, heniiz ortak olarak kabul edilen bir kilavuz
yoktur. Genel olarak kabul edilen goriis, NTRK fiizyonlarin1 diisiik siklikta iceren
timorlerde (kugiik hiicreli dig1 akciger kanseri, kolorektal kanser, mide kanseri, meme
kanseri, melanom gibi), NGS gibi molekiiler testler rutin olarak yapilamiyorsa, pan-
TRK IHK analizinin ¢ok yiiksek duyarlilik oranina sahip olmamakla birlikte, TRK
fiizyonlarini saptamada bir tarama metodu olarak kullanilabilecegi yoniindedir [31].
TRK ekspresyonu saptanan olgular sonrasinda NGS ya da FISH gibi daha ileri
molekiler yontemlerle mutlaka konfirme edilmelidir [31].

Literatiirde, NTRK flizyon pozitif karsinomlari, klinikopatolojik verilerle
degerlendiren sinirli sayida calismada ortak olarak belirtilen ozellikler; ytliksek
dereceli/az diferensiye morfoloji, yaygin lenfovaskiiler invazyon, lenf nodu metastazi
ve kotu klinik seyirdir [159, 260]. Bu 6zelliklere sahip olan timorlerin, NTRK fuzyonu
acisindan siiphe uyandirmasi ve pan-TRK IHK analizi ile tarama yapilmasi

onerilmektedir.

Literatiirde yer alan az sayida ¢alismada, G-ACa’lara ait genis vaka serilerinde,
detayli molekiiler analiz yontemleriyle (DNA/RNA sekanslama), NTRK fiizyonu
saptanmamugtir [166, 188, 189]. Lee ve arkadaslarinin ¢alismasinda, benzer sekilde 66
G-ACa’dan birinde ITHK olarak TrkA ekspresyonu varligi rapor edilmis, ekspresyon
saptanan bu timorde FISH analizinde NTRK1 break-apart problari kullanilarak
fiizyon varlig1 saptanmamistir [261]. Arnold ve ekibinin ¢alismasinda, 372 G-ACa
olgusunda yalniz pan-TRK ekspresyonu degerlendirilmis, herhangi bir tiimdrde
ekspresyon elde edilmemistir [190]. Son olarak, Aya ve ekibine ait, Mart 2020’de
yayinlanan, pan-TRK ile diffiiz orta/giiglii siddette ekspresyon gosteren bir gastrik
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karsinom olgusunda, konfirmasyon amagli yapilan RNA sekanslama ile ATP1B-
NTRKI1 fiizyonu oldugu bulunmustur [191]. ATP1B-NTRK1 fizyonu, G-ACa

tanimlanan ilk ve tek NTRK gen flizyonudur.

Calismamizda yer alan 240 olgudan 3’iinde pan-TRK ile ¢ok az sayida
neoplastik hiicrede immunekspresyon izlenmistir. Ekspresyon izlenen 3 olgudan
2’sinde niikleer boyanma paterni, digerinde sitoplazmik noktasal boyanma paterni
vardir. Ekspresyon izlenen olgularin gruplara gore dagilimina bakildigi zaman; 1
olgunun p53- aberran tip, 1 olgunun p53-normal, diger olgunun ise EBV (+) grupta
oldugu goriilmiistiir. Olgularin ii¢i de mide duvar invazyon seviyesi a¢isindan ileri
evre (pT3 ve pT4) timorlerdir. Ekspresyon izlenen ii¢ olguda konfirmasyon amagl
NTRK 1/2/3 FISH analizi uygulandigi zaman, NTRKI, 2 ve 3 genlerindeki split
oraninin her {i¢ olguda %5’den daha az orandadir. ESMO (European Society for
Medical Oncology) tarafindan ileri siiriilen giincel kriterlere gére, %10 -15’den daha
fazla tiimor hiicresinde, iki hibridizasyon probu sinyali biiyiikliigiinden daha uzak
mesafeyle ayrilan kirmizi ve yesil renkli sinyal “’split-apart sinyali” igeren olgular,
fuzyon pozitif olarak kabul edilmektedir [231]. NTRK genlerinde, gen fiizyonlarina
ek olarak; nokta mutasyonlari, delesyonlar, gen amplifikasyonlari, mRNA
overekspresyonu gibi onkojenik ve/veya TRK inhibitorlerinin etkinligi i¢in prediktif
olup olmadig1 hala net olarak bilinmeyen diger somatik genomik degisimler
bildirilmistir [160-165]. Bu dogrultuda calismamizda saptanan pan-TRK IHK
pozitifliginin flizyon dis1 mekanizmalarla gelismis oldugu diisiiniilebilir. Okamura ve
ekibinin farkli tiplerdeki 13,467 pediatrik ve yetiskin hastaya ait tiimér Orneginde
yaptig1 calismada, NTRK gen flizyonlarinin goériilme sikligim1 %1, diger NTRK gen

degisimlerinin insidansinin %14 oldugu saptanmistir [166].

Pan-TRK negatif olan G-ACa’lar arasindan ileri evreli bes olgu secilerek
(NTRK FiSH kontrol gurubu), NTRK 1/2/3 FISH analizi uygulanmistir. Kontrol
grubunu olusturan bes olgunun iki tanesinde NTRK1 gen split oran1 %10°dan fazladir
(%10 ve %14). Bu sonu¢ pan-TRK IHK’smin tarama testi olarak kullanilmasini

sorgulamamiza neden olmustur.

Sonug olarak, ¢alismamizda, IHK ve ISH analizleri yardimiyla, literatiirdeki

molekiiler bazli caligmalar esas alinarak olusturulan G-ACa gruplarinin, ¢alisma
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kapsamina aldigimiz kendi popiilasyonumuzdaki dagilimi belirlenmistir. Histolojik
siiflamalara gore gruplardaki olgularin dagilimi arasinda anlamli fark olmakla
birlikte, hi¢bir grup i¢in 0zgiin histolojik tip saptanmamistir. Bu dogrultuda, hedef
tedavileri yonlendirme agisindan etkin olabilecek G-ACa gruplarinin belirlenebilmesi
icin, IHK ve ISH yéntemlerinin rutin uygulanmasinin énemli oldugunu bu ¢alisma

gostermistir.

Gruplar arasinda, niiks ve mortalite riski ile genel ve niikssiiz sag kalim siireleri
acisindan calismamizda istatistiksel anlamli fark gosterilememistir. Calisma
kapsamindaki hastalarin cerrahi sonrasi tedavi rejimlerine yonelik bilgi bulunmamasi
nedeniyle bu konuda kesin yorum yapmak olas1 degildir ve calisgmamizda bazi

gruplarda az sayida olgu bulunmasi istatistiksel anlamlilig1 sinirlamis olabilir.

Detayli molekiiler analizlere dayanarak yapilan siniflamalarin yerine, basit
teknikler kullanilarak yapilan siniflama yontemlerinin bazi sinirliliklart oldugu agiktir.
En 6nemli problem, protein ekspresyonlarinin, hiicre i¢indeki kompleks molekiiler
degisiklikleri gosterme agisindan yetersiz olmasidir. Calismamizda, TMA analiz igin,
her bir olgudan, tiimorii en iyi temsil ettigi diisiiniilen, morfolojik agidan farkli
alanlardan 3 mm capli dort 6rnek alinmistir. TMA teknigi, literatlirde, protein
ekspresyon analizi agisindan faydali ve dogru bir metod olarak kabul edilmekle
birlikte, 6zellikle G-ACa’lar gibi belirgin heterojenite gosteren tiimorlerde, protein
ekspresyonlarinin  dogruluk oranmi etkilemis olabilir. Gelecekte yapilacak
caligmalarla, molekiiler gruplart belirlemek icin daha yiiksek 6zgiinliik ve duyarlilik
oranlarina sahip farkli THK belirteglerinin arastirilmasi ve bu belirteclerin genis hasta

gruplarinda degerlendirilmesi gerektigi agiktir.

Pan-TRK IHK ekspresyonu saptanan olgularrmizda uygulanan FISH analiz
sonuglari giincel kriterlere gore negatif kabul edilse de, ¢aligma ve kontrol gruplarinda
elde edilen FISH sonuglari bize, ilerleyen zamanlarda kapsamli molekiiler ¢alismalara
gereksinim oldugunu, NTRK’nin G-ACa’larda olas1 prediktif ve/veya prognostik

acidan anlaminin arastirilmasinin 6nemli oldugunu gostermistir.
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. SONUCLAR

Calismamizda yer alan olgularin takip stiresi ortalama 19,97+£20,83 aydir.

Calismaya katilan 240 olgudan; 98 olgu yasarken (%40,8), 142 6lim gozlenmistir.
Ortalama genel sag kalim stiresi 32,16 + 22,92 aydir.

Calismaya katilan 240 olgudan; 148 olguda niiks saptanmazken (%61,7), 92

olguda niiks saptanmustir. Ortalama niikssiiz sag kalim siresi 19,31 + 20,67 aydir.

Makroskopik tip 1 (polipoid), diisiik derece (derecel/2) ve erken evre mide duvar
invazyon seviyesine (pT1+pT2) sahip olan olgularda artmis genel sag kalim

saptanmistir.

Olgularimizda; ileri evre lenf nodu metastazi (pN3), lenfatik invazyon,
anjioinvazyon, perindral invazyon, cerrahi sinirda tiimor pozitif olma durumunda,

azalmis genel sag kalim saptanmustir.

Olgularimizda; lenfatik invazyon, anjioinvazyon, cerrahi sinir timor pozitif olma
durumu ve desmoplastik yanit varliginda, azalmis niikssiiz sag kalim tespit

edilmistir.

Olgularimizda; lenfositik yanit, metastatik lenf nodunda perinodal invazyon,
HER2 durum sonuglarina goére genel ve niikssiiz sagkalim oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

Caligmamizda, immiinhistokimya ve in situ hibridizasyon analizi kullanilarak 240
olgu sirasiyla 5 gruba ayrilmistir; %3,7’sinin (n=9) EBV (+), %12,1’inin (n=29)
dMMR, %12,9’inin (n=31) E-kaderin aberran, %47,9’unun (n=115) P53 aberran
ve %23,4’linlin (n=56) P53 normal grupta oldugu saptanmustir.

Calismamizda, EBV (+) olgu sayisinin sinirli olmasi nedeniyle istatiksel olarak
diger molekiiler gruplara gore histomorfolojik ve sag kalim 6zellikleri acisindan
anlaml farklilik elde edilememistir. Buna ragmen, olgularin tiimiiniin erkek
olmasi, 6 olgunun (%66) proksimal lokalizasyonlu olmasi ve 7 olguda (%77)

lenfositik yanitin saptanmasi dikkat c¢ekici 6zelliktedir.
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Calismamizdaki EBV (+) olan 9 olgunun histolojik tipi incelendigi zaman; 2
olguda (%22) mediiller karsinom, 5 olguda (%55) mikst tip karsinom (zayif
koheziv+tubuler), 1 olguda (%11) zayif koheziv karsinom (tash yiiziik komponenti
iceren), 1 olguda (%11) tubuler karsinom (kétii diferensiye/ solid patern baskin)

gorilmistir.

EBV (+) olgularn tiimiinde IHK olarak yanlis eslesme tamir proteinleri (MLHI1,
MSH2, MSH6, PMS?2) intakt olarak saptanmustir (mutually exclusive patern).

dMMR grupta goriilen yas ortalamasi, diger molekiiler gruplara goére anlamli
olarak yiiksek saptanmstir (ortalama 71 yas). Lenfositik yanit varligi, p53 aberran
grup ile birlikte, diger molekiiler gruplardan daha yiiksek oranda saptanmistir.
Histolojik tip olarak, p53 aberran grup ile birlikte Lauren intestinal tip/DSO
tubuler tip goriilme orani1 diger molekiiler gruplara gore anlamli sekilde daha
yiiksek oranda bulunmustur. Perindral invazyon, diger molekiiler gruplarla

karsilastirildigi zaman, istatistiksel olarak anlamli sekilde az oranda saptanmistir.

Calisgmamizda dMMR grupta yer alan 18 tubuler G-ACa olgusu disinda, 3 olguda
meduller karsinom, 3 olguda zay1f koheziv G-ACa, 4 olguda mikst karsinom ve 1
olguda miisindz karsinom saptanmistir. Bir olguda ise tiibiiler morfolojiye %10

oraninda mikropapiller paternin de eslik ettigi goriilmiistiir.

dMMR grupta, MLH1 ve PMS2 kaybi dominant patern (%86,2) olarak

saptanmistir.

E-kaderin aberran grupta diger molekiiler gruplara gore daha yiiksek oranda
Lauren diffiiz tip/ DSO zayif koheziv tip saptanmis olmakla birlikte, yas agisindan
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli farklilik elde edilmemistir. Yiiksek
dereceli olma oranmin, E-kaderin aberran grupta diger gruplara gére anlamli

olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir.

P53 aberran grubun, istatistiksel olarak anlamli sekilde, Lauren intestinal tip
(%62,6) ve DSO tubuler tiple (%54,8) yilksek oranda korelasyon gosterdigi

saptanmuistir.

P53 aberran gruptaki HER2 pozitiflik oram (HER2 IHK skor 3), diger gruplara

gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek olarak saptanmuistir.
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Molekiler gruplara gore, olgularda, lenfatik invazyon, anjioinvazyon,
desmoplastik yanit, metastatik lenf nodu perinodal invazyon, cerrahi simnir,
neoadjuvan tedavi, H.pylori, atrofi, intestinal metaplazi, SPEM, paneth hiicre
metaplazisi, displazi goriilme oranlar1 istatistiksel olarak anlamli farklilik

gostermemistir.

Tanimlanan 5 molekiiler grup arasinda, genel ve niikssiiz sag kalim oranlar

acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir.

240 olgudan 3’iinde pan-TRK ile az sayida neoplastik hiicrede zayif
immunekspresyon izlenmistir. Konfirmasyon amagl yapilan NTRK 1/2/3 FISH
analizinde, NTRK 1/2/3 genlerindeki split orani her 3 olguda da %5°den daha az
oranda saptanmistir. Pan-TRK THK negatif kontrol grubunu olusturan bes olgunun

iki tanesinde NTRK1 gen split oran1 %10 (%10 ve %14)’dan fazladir.
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16. RESIMLER

Tubuler adenokarsinom (H/E x20)

\ e

Resim 11. EBV (+) G-ACa;
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Resim 12. A. EBV (+) G-Ca; Mikst karsinom (H/Ex), B. EBER CISH heterojen
boyanma paterni; tubuler komponent pozitif, zayif koheziv komponent negatif
(CISHx20)
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Resim 13. A. EBV (+) G-ACa; Mikst karsinom (H/Ex20), B. EBER CISH heterojen
boyanma paterni; tubuler komponent pozitif, zayif koheziv komponent negatif
(CISHx20)
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Resim 14. A. EBV (+) G-ACa; Zayif koheziv karsinom (H/Ex20), B. EBER CISH
heterojen boyanma paterni; belli belirsiz boyanma gosteren tubuler yapilar, diskoheziv
timor hucreleri negatif (CISHx20)
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Resim 15. AMMR G-ACa; Mediiller karsinom (H/E x20)
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Resim 16. AMMR G-ACa; Tubuler adenokarsinom (H/E x20)
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Resim 17. AIMMR G-ACa; Mikropapiller patern gosteren tumor hiicreleri (H/E x20)
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Resim 18. AIMMR G-ACa; Miisindz adenokarsinom, tagh yiiziik hiicresi igeren
(H/E x20)
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Resim O. kaderin aberran G-Aa
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Resim 21. E-kaderin aberran G-ACa; Tubuler karsinom (H/E x20)

Resim 22. E-kaderin abe a;
igeren zayif koheziv karsinom (H/Ex20)
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Resim 23. P53- abean>‘(2%70 kprésyon) GAC; Mikst tip karsinom
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Resim 24. P53- aberran ( >%70 ekspresyon) G-ACa; Misintdz karsinom (H/E x20)
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eduller karsinom (H/E x20)
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Resim 28. P53- aberran (<%5 ekspresyon) G-ACa; Meduller karsinom (H/E x20)
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Resim 33. A. Mikst karsinom (Olgu 1) (H/Ex20) , B. Pan-TRK ile sitoplazmik noktasal
ekspresyon (IHKx40)
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TRK ile nukleer

§

B. Pan-

Resim 34. A. Mediller karsinom(OIgu 3) (H/Ex20)

ekspresyon (IHKx40)
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Resim 35. A. Tubuler karsinom (Olgu 2) (H/Ex20), B. Pan-TRK ile niikleer
ekspresyon (IHKx40)
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Resim 36. Pan-TRK nukleer ekpresyon izlenen p53-normal grupta yer alan olguya
(Olgu 2) ait NTRK1 FISH analizi (split oranm1 %4,2)
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Resim 37. Pan-TRK negatif dMMR grupta yer alan olguya (Olgu 4) ait NTRK1
FISH analizi (split oran1 %14)

Resim 38. Pan-TRK negatif E-kaderin aberran grupta yer alan olguya (Olgu 5) ait
NTRKI1 FISH analizi (split oran1 %10)
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Resim 39. MLH1 ve PMS2 kaybu birlikteligi; A. PMS2 ile komplet ntikleer
ekspresyon kayb1 (IHKx20), B. MLHI1 ile komplet niikleer ekspresyon kaybi
(IHKx20)
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Resim 40. MSH2 ve MSH6 kaybr birlikteligi; A. MSH6 ile komplet niikleer
ekspresyon kaybi (IHKx20), B. MSH2 ile komplet niikleer ekspresyon kaybi
(IHKx20)
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Resim 42. HER2 FiSH amplifikasyon (yesil sinyal: kromozom17 sentromerik bolge,
kirmizi sinyal: HER2 geni)
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