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OZET

MIDE ADENOKARSINOM TANILI OLGULARDA
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK SAPTANAN CERBB2’NIN mRNA
DUZEYINDE ARASTIRILMASI VE KLINIKOPATOLOJIK PROGNOSTIK

BELIRTEGCLERLE OLAN iLiSKiSi

Mide adenokarsinomlari dinya genelinde artan insidansa sahip olup,
kansere bagli 6lumlerde ilk siralarda yer almaktadir.

Bu calismanin amaci, mide adenokarsinomlarinda cerbB2 aktivasyonunun
belirlenmesinde kullanilan nitel verilere dayanan immunohistokimya (IHK)
sonuglarinin sayisal verilere dayanan Real-Time Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) ydntemi ile validasyonunu gerceklestirmek ve iHK calisma ile
skorlanmasinda gri zonda kalinan dokularda cerbB2 durumunun Kkesin
sonucunun verilmesine katkisini degerlendirmektir.

Calismamizda  Kklinigimizde  2011-2015 yillari  arasinda  mide
adenokarsinomu tanisi alan 80 olgu incelendi. Olgularin klinikopatolojik
verileri elektronik ortamdaki hasta dosyalarindan elde edildi. Olgularin
cerbB2 immunohistokimyasal boyasi ile ekspresyon ozellikleri degerlendirildi.
Es zamanli olarak RT-PCR ydntemi ile cerbB2 ekspresyon analizleri yapildi.

cerbB2 antikoru kullanilarak yapilan g¢alismada 80 olgunun 19 tanesinde
pozitif immunreaktivite (%23,75) izlendi. Bu olgulardan 14 tanesinde (%17,5)
zayif pozitif (2+); 5 tanesinde (%6,25) kuvvetli pozitif (3+) immunreaktivite
mevcuttu. RT-PCR yontemi ile zayif pozitif olan 14 olgunun 12’sinde (%75)
gen ekspresyonunda artis izlendi. Kuvvetli pozitiflik goésteren 5 olgunun
tamaminda ise gen  ekspresyonu yuksek saptandi. cerbB2
immunohistokimyasal bulgulari ile gen ekspresyonu arasinda %89 uyumluluk
ile istatistiksel olarak anlamli iliski saptandi.

Calismamizda intestinal tip mide kanserlerinin etyolojisinde suglanan bir
unsur olan Helikobacter pilori (H.pilori) ile cerbB2 ekspresyonu arasinda
istatistiksel anlamli iligki saptandi.

CerbB2 ekspresyonu ile klinikopatolojik prognostik faktérler olan yas,
cinsiyet, timor grade’i, patolojik timdr evresi, lenf nodullu tutulumu, uzak



metastaz gibi parametreler arasi iliski istatistiksel olarak arastirildi ancak
anlamli sonug elde edilemedi.

Sonug olarak RT-PCR ydénteminin; IHK ve in situ hybridization (ISH)
yontemlerine alternatif olabilecek ve gri  zonda kalinan olgulari
aydinlatabilecek bir yontem oldugu literatur ile uyumlu olarak ¢alismamizda
gosterildi. Olgu sayisinin artirilarak cerbB2 ekspresyonu ile klinikopatolojik
prognostik parametreler arasinda istatistiksel anlamli iligki
saptayabilecegimizin kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Mide adenokarsinomu, cerbB2, immunohistokimya,
PCR.



ABSTRACT

THE mRNA EXPRESSION ANALYSIS OF CERBB2 IN GASTRIC
ADENOCARCINOMA and ITS CORRELATION WITH CLINICOPATHOLOGICAL
PROGNOSTIC PARAMETERS

Gastric adenocarcinomas show an increased incidence worldwide and

are the leading causes of cancer-related deaths.

The aim of this study was to validate the qualitative results of
immunohistochemistry (IHC) analysis in the determination of cerbB2
activation in gastric adenocarcinomas through quantitative results of Real-
Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis and to evaluate the
cerbB2 activation by RT-PCR for tissues that are not precisely classified

through iimunohistochemical staining.

In our study, we examined 80 cases diagnosed with gastric
adenocarcinoma in our department between 2011 and 2015. The
clinicopathological data were acquired from electronic patient files. The
cerbB2 expression was evaluated by immunohistochemical staining and RT-

PCR, simultaneously.

Among 80 gastric adenocarcinoma cases, the positive
immunoreactivity (23,75%) was determined in 19 by immunohistochemical
analysis using cerbB2 antibody. The 14 of those cases (17,5 %) show weak
positive (2+) and the remaining 5 cases (6,25%) show strong positive (3+)
immunoreactivity. The RT-PCR analysis determined an increase in gene
expression levels at 12 out of 14 weak positive immunoreactive (75%) cases.
High gene expression levels were detected in all 5 strong positive

immunoreactive cases. We determined 89% correlation and strong statistical



coherence between cerbB2 immunohistochemistry analysis and gene

expression levels.

In our study, we also revealed a statistically significant relation
between cerbB2 expression and Helicobacter pylori (H.pylori) infection which
is considered as the most common cause of intestinal-type gastric

adenocarcinoma.

The relation between cerbB2 expression and clinicopathological
prognostic factors such as age, sex, tumor grade, pathologic tumor stage,
lymph node metastasis, distant metastasis was investigated and no

statistically significant relation was found.

In conclusion, RT-PCR can be suggested as an alternative method to
IHC and in situ hybridization (ISH) and can be considered as a reliable
technique for accurate classification in accordance with medical literature. A
statistically significant correlation between cerbB2 expression and
clinicopathological prognostic parameters can be found by increasing the

number of cases included in the study.

Keywords: Gastric adenocarcinoma, cerbB2, immunohistochemistry, RT-
PCR



GIRIS

1. Genel Ozellikler

Mide kanseri, gelismis Ulkelerde son 50 yilda gértlme sikligi ve insidansi
azalmisg olsa da, hala tum dunyada 4. siklikta gorulmekte ve kansere bagli
Olimlerde 2. sirada yer almaktadir [1, 2]. Turkiye kanser istatistiklerine gore
mide kanseri erkeklerde en sik gorulen 2., kadinlarda ise 4. kanser turudur
[3]. Erken tani alan olgular Asya toplumunda yaygin olsa da, bir¢cok toplumda
hastalar operasyon sansi olmayan ileri veya metastatik hastalik ile

basvurmaktadir [4].

Mide kanseri gelisiminde cesitli genetik ve epigenetik degisikleri iceren
¢cok basamakli kompleks bir sure¢ mevcuttur [5]. Human epidermal growth
faktor receptor 2 (HER-2/cerbB2) epidermal growth faktor reseptor (EGFR)
ailesinin bir Uyesidir ve bu protoonkogen tirozin kinaz aktivitesi olan bir
transmembran reseptor glikoproteini kodlar [6]. Bu gen fosforillenip, tirozin
kinaz aktivitesi agiga c¢ikinca hidcre proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile
ilgili sinyaller olusur [6]. Bu reseptor proteininin overekspresyonu veya genin
amplifikasyonu sonucu basta meme ve mide kanseri olmak Uzere birgok
malignite ortaya cikar [6]. Tipki meme kanserinde oldugu gibi Trastuzumab
tedavisinin kemoterapiye eklenmesi gastrik ve gastro6zofageal bileske

kanserli hastalarda sagkalimi artirmaktadir [7].

Calismamizda mide adenokarsinomlarinda HER-2 aktivasyonunun
belirlenmesinde kullanilan nitel verilere dayanan immunohistokimya
sonuglarinin sayisal verilere dayanan Real time Real-Time Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) yontemi ile validasyonunu gergeklestirmek ve bu
yontemin immunohistokimyasal ¢alisma ile gri zonda kalinan dokularda kesin

sonuca olan katkisini degerlendirmek amaclanmistir.



2. Mide Embriyolojisi, Anatomisi ve Histolojisi
Embriyoloji

Mide 6zofagus kaudalindeki “foregut” un fusiform geniglemesi sonucunda
olusur. Bu gelisim ilk kez embriyo 7 mm uzunluguna ulastiginda baslar. Mide
endodermden geligir; mukozadaki erken glanduler diferansiyasyon fetus 80
mm uzunluga ulastiginda, enzim ve asit Uretimi ise fetal hayatin dérdincu

ayinda basglar [8].
Genel Anatomik Ozellikler

Mide karnin Ust sol kisminda yerlesmis J seklinde bir organdir. Ust
kisimda, diaframin birka¢ santimetre yukarisinda 6zofagus ile birlesir. Alt

kismi ise saga dogru uzanarak duodenum ile birlesir.

Mide anatomik olarak bes bolume ayrilir: Bunlar kardiya, fundus, korpus,
antrum ve pilordur. Midenin superiomedial kenari kuguk kurvatur,;
inferiolateral kenari ise buylk kurvatur olarak isimlendirilir. Tubuler
O0zofagusun yerini sakkuiler mideye biraktigi nokta gastro6zofageal bileske
(GEJ) olarak isimlendirilir ve burasi kesici dislerden itibaren 40 cm
dizeyindedir. Kardiya 6zofagus alt ucunun hemen distalinde yer alan 1-3
santimetre uzunlugunda bir segmenttir. Fundus sol diafragmanin hemen
altinda yer alan, GEJ’den yukarida yer alan mide bolimuduar. Antrum pilorik
sfinkterin hemen proksimalinde yer alir ve midenin distal 1/3’lik kismini
olusturur [8]. Kardiya ve antrum midenin proksimali ve distalinde bulunur,
benzer histolojik 6zellikler tasirlar. Ortak histolojik 6zellik tasiyan diger iki

anatomik boélge fundus ve korpus ise midenin ortasinda bulunurlar [9].
Kan Dolagimi

Midenin kanlanmasini 5 arter saglar. Sol gastrik arter ¢dlyak trunkusun

dalidir ve midenin on ve arka bolumunud besler. Sag gastrik ve sag



gastroepiploik arterler, hepatik arterin dallarndir. Sag gastrik arter kuguk
kurvaturu, sag gastroepiploik arter ise buyuk kurvaturu besler. Sol
gastroepiploik arter ve kisa gastrik arterler splenik arterden ayrilirlar ve mide
blylk kurvaturu beslerler. Tum bu arterler subserozada ve muskularis

propriada anastomozlasir ve submukozada vaskuler pleksus olustururlar [8].
Lenfatik Dolagim

Midenin mukozasindaki lenfatikler lamina propriadadir. Lamina propriadan
muskularis mukozay! penetre ederek submukozadaki daha buyuk lenfatik

kanallara baglanirlar [8].

Midenin Ust 2/3’UnUn lenfatikleri sag ve sol gastrik lenf nodullerine,
fundusu ve korpusun Ust kismini drene eden lenfatikler pankreatikosplenik
lenf nodillerine, pilorik sfinktere kadar olan kismi drene eden lenf nodulleri
pilorik ve pankreatikoduodenal lenf nodullerine, pilorun lenfatikleri ise pilorik,
gastrik ve hepatik lenf nodullerine drene olur. Tum bu lenf dagumlerinin

efferentleri ¢olyak lenf nodtllerine acilir [8].
innervasyonu

Midenin parasempatikleri nervus vagustan, sempatikleri ¢olyak pleksustan
koken alir [8]. Parasempatikler gastrik motilite ve sekresyonu artirirken,
sempatikler pilorik sfinkteri kapatir ve gastrik motiliteyi inhibe ederler. Midenin
subserozal tabakasinda gergek sinir pleksuslari bulunmazken submukozada
Meissner, muskularis proprianin sirkiler ve longitudinal kaslari arasinda ise

myenterik (Auerbach) pleksuslari mevcuttur [8].

Histoloji

Mide duvari dort tabaka seklinde organize olmustur: Bunlar mukoza,
submukoza, muskularis propria, subserozadir. Midenin luminal ylzeyi
mukoza ve submukoza tarafindan olusturulan, mide bos iken belirginlesen

‘rugae’ adi verilen katlantilar igerir [10]. Antrum ve kardiya daha duz bir



yapida iken korpus ve fundusta bu kivrimlanmalar belirgindir. Midede ayrica
‘area gastricea’ denilen, mide dolumuyla da kaybolmayan ince oluklanmalar

mevcuttur [8].

Normal mide kompleks bir mukoza ile ortuludur. Anatomik bolgelerine
gbre mide mukozasi U¢ mikroskobik tipte degerlendirilir: kardiyak, fundik,
pilorik. Tum mide glandlari iki tipte major komponent icerir: fovela(kript,pit) ve
sekretuar kisim [11]. Epitelin yaptigi kuguk yluzey invajinasyonlari foveola
(pit) olarak adlandirihr. Mukozanin derinine yerlesmis mide glandlari
foveolalarin tabanina agilir. Mide mukozasi ve foveolalari déseyen epitel tim
mide boyunca benzer 6zelliklerdedir [12]. Bu epitel uzun, kolumnar,cekirdegdi
bazale yerlesmis, mukus sekrete eden hucreler tarafindan olusturulur.
Kardiya ve pilorda foveolalar daha derindir;, bu mukozaya daha villéz bir
gorinim kazandirmaktadir. Foveolalar nétral musin ile 6rttlidar, Periodic
acid-Schiff (PAS) boyasi ile pozitif, fakat ph 2,5 ve altinda Alcian blue boyasi
ile negatiftir [8].

Gastrointestinal sistemin miUkdz bariyerini olusturan viskoelastik 6zellikte
yuksek molekul agirlikli misin proteinleri mevcuttur. Bunlar epitel tarafindan
eksprese edilen 6zellikle serin, treonin ve prolinden zengin siral tekrarlanan
peptid dizilerinden olusmaktadir. Bu musin proteinleri ile ilgili bilinen 12 gen
mevcuttur. Bu genlerden bazilari kromozom 11p15.5'da yerlesmis MUC2,
MUCS5AC, MUC5B, MUCG6; kromozom 7q22’de yerlesmis MUC3, MUC11,
MUC12’dir. Normal mide mukozasi karakteristik olarak MUC1, MUC5AC,
MUCG6 eksprese etmektedir [13,14]. Foveola epitelindeki hlcreler ozellikle

MUC1 pozitifligi gosterirler.

Kardiyak ve pilorik bezler benzerdir: Foveolalar epitelin Ust yarisini,
dallanmis mukus sekrete eden glandlar ise alt yarisini doldurmaktadir [11].
Bu iki anatomik bdlgedeki mukoza, kardiyak ve pilorik glandlar denilen
dallanmis, kivrimlanmis, tibuler glandlari igermektedir. Pilorik kisimda daha
uzun gastrik pitler mevcuttur. Her iki bolgede de glandlar bol mukus ve

lizozim igerigine sahiptirler.



Fundus ve korpusta, lamina propria dallanmis ve tubuler yapida 3-7 tanesi
bir gastrik pite agilan gastrik glandlar ile doludur. Her gastrik gland bir istmus,
boyun ve tabandan olugsmaktadir. istmus yiizeye gé¢ eden ve yiizey mukus
hacreleri halini alan muko6z hucreleri, bazi kok hucreleri, bir miktar
paryetal(oksintik) hucreleri; boyun kismindaki glandlar kok hucreleri, mukoz
boyun hucreleri ve paryetal hucreleri; tabandaki glandlar ise paryetal hucre
ve sef(zimojenik) hucreleri icermektedir. Boyun ve tabandaki glandlarda

daginik halde bir miktar enteroendokrin hiicreler mevcuttur [15].

Gastrik glandlardaki bu hicreler midede belli anahtar roller Gstlenirler.

Hucre tiplerine bakilacak olursa;

MUkoz boyun hacreleri; gastrik glandlarin boyun kisminda paryetal
hicrelerin arasinda tek tek veya gruplar halinde bulunurlar. Bunlar nukleusu
bazale yerlesmisg, apikal kisimlarinda bol mukus i¢ceren hicrelerdir. Midenin
hemen tUm alanlarindaki glandlarda bulunan muk6z boyun hucreleri mukozal

rejenerasyon ve proliferasyondan sorumlu hicrelerdir [8,15].

Paryetal hucreler gastrik glandlarin Ust yarisinda bulunurlar. Bunlar buyuk
yuvarlak, poligonal hicrelerdir. YUiksek mitokondri igerigi nedeniyle eosinofilik
sitoplazmalari mevcuttur. Paryetal hucreler hidroklorik asit (HCL) ve intrinsink
faktor sekrete ederler. Paryetal hiucrelerin sekretuar aktivitesi kolinerjik sinir

uglari, histamin ve gastrin tarafindan stimtle edilir.

Sef (zimojenik) hucreler tabdler glandlarin alt kisimlarinda yogunlasmistir.
Protein sentezi ve salinimindan sorumlu hdcrelerdir. Sitoplazmik grandlleri
inaktif bir enzim olan pepsinojen icermektedir. Sef hucrelerinin grandlleri

ayrica lipaz enzimi ve leptin hormonu da icermektedir [15].

Enteroendokrin  hucreler gastrik glandlarda degisik oranlarda
bulunmaktadir. Pilorik mukozadaki endokrin hucrelerin  %50’sini gastrin
ureten G hdcreler, %30’unu serotonin Ureten enterokromaffin hicreler,
%15’ini somatostatin Ureten D hicreler olusturur. Oksintik mukozadaki

endokrin hucrelerin buyudk kismini enterokromaffin hicreler olusturur. Pilorik



mukozada endokrin hicreler boyun kisminda gogunlukla bulunurken oksintik

mukozada tabana dogru yerlesmislerdir [8].

Mukozanin diger iki komponenti lamina propria ve muskularis mukozadir
[11]. YUzey epiteli, foveola ve glandlari doseyen epitel hlcreler intestinal
traktin diger alanlariyla benzerlik gostermektedir. Lamina propria bu epitelyal
komponente zengin retikulin lif agi, kollajen ve elastin lifler ile guglu yapisal
destek saglamaktadir. Lamina propria ayrica fibroblastlar, plazma huacreleri,
histiyositler, lenfositler icermektedir. Bunun yaninda bir miktar nétrofil ve mast
hidcrelerine  rastlanmasi da normaldir.  Kapillerler, arteriyoller ve

miyelinlenmemis sinir lifleri lamina proprianin diger bilesenleridir [8].

Midenin diger tabakalari submukoza, muskularis propria ve serozadir.
Submukoza elastik liflerden zengin, arterler, venler, lenfatikler ve Meissner
sinir pleksuslari iceren bir bag doku yapidadir. Muskularis propria 3
katmandan olusur: dista longitudinal, icte sirkller, en icte ise oblik kas lifleri
icermektedir. Auerbach (myenterik) sinir pleksusu longitudinal ve sirkller kas

liflerinin arasindadir [11].
3. Mide Kanseri
3.1. Epidemiyoloji

Mide kanseri, son 50 yilda insidansinda belirgin bir disme olmasina
ragmen, hala dunya genelinde kansere baglh oliumlerde akcigerden sonra
ikinci sirayl almaktadir. Dunyada her yil 800.000 yeni vaka, 650.000 hastalik
nedeniyle o6lum bildiriimektedir [16]. Prevalansi Ulkeler arasinda degisiklik
gOstermekle birlikte yaklasik %70 civarindaki olgu gelismekte olan Ulkelerde

gorulmektedir [6].

Mide kanseri dunyada gorilen kanserlerin %7.8 ‘ini olusturur [17].
insidansin yiksek oldugu Ulkeler Asya, Dogu Avrupa, Giiney Amerika iken;
insidansin dusuk oldugu Ulkeler Guney Asya, Kuzey ve Dogu Afrika, Kuzey
Amerika, Avustralya ve Yeni Zelanda’dir [3]. insidansin yiiksek oldugu

alanlarda ‘intestinal’ tip adenokarsinom predominant iken; insidansin dusuk



oldugu alanlarda ‘diffuz’ tip adenokarsinom daha yaygindir. Yuksek insidans
alanlarinda antrum ve pilor sik gorulen anatomik lokalizasyon iken; duguk
insidans alanlarinda proksimal mide(kardiya) sik goérilen anatomik

lokalizasyondur [18].

Mide kanseri 30 yasin altinda nadir goriilmektedir. insidansi genel olarak
hem erkek hem kadinlarda yas ile beraber artmaktadir. Gen¢ hastalarda
tumor daha ¢ok herediter ve ‘diffuz’ tipte olma egilimindedir. Geng hastalarda

kadinlar erkeklerden daha ¢ok etkilenmistir [18].
3.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

Sigara: Sigara kullanimi; dasuk lif tuketimi, asin tuz kullanimi,
helikobakter pilori(H.pilori) enfeksiyonundan sonra mide kanseri riskini en ¢ok
artiran gevresel faktorlerdendir [19]. 1997 yilinda yapilan bir meta-analitik
calismada sigara i¢cenlerde hi¢c icmeyenlere gore %44 artmis mide kanseri
gOrulme riski saptanmistir [20]. Sigaranin ayrica cytotoxin associated gene A
(CagA)-pozitif H.pilori enfeksiyonunun karsinojenik etkisini potansiyalize ettigi

gOsterilmistir [18].

Diyet: Diyet aligkanliklari 6zellikle ‘intestinal tip’ olmak Uzere artmis mide
kanseri riski ile iligkili olabilmektedir. Asirl tuz tuketimi, tutsulenmis gidalar,
taze sebze ve meyveden fakir diyet risk olusturan etmenlerdir. Fazla et
tuketimi ve kirmizi et, kardiya digi mide kanserleri riskini artirmaktadir [18].
Ayrica diyetle veya destek olarak alinan C vitamininin mide kanseri riskini

azaltabilecegdi vurgulanmaktadir [21].

Helikobakter pilori enfeksiyonu: H. Pilori, Gram negatif mikroaerofilik
Ozellikte, spiral bir basildir. Siddetli gastrit ve kronik atrofik gastritlere neden
olup, mide mukozasinda kolonize olmaktadir. Mide kanseri gelisiminde
onemli bir risk faktéradar. Epidemiyolojik calismalar H.pilori'nin hem intestinal
hem diffiz tip mide kanseri riskini artirdigini géstermektedir [1].



H.pilori’nin kolonizasyonu ve patojenitesi ile ilgili faktorler; dig membran
proteinleri olan BabA, SabA, OipA, AlpA/B, HomB ve virulans faktorleri olarak
bilinen CagA ve VacA'dir [18].

Oksidatif stres H.pilori ile enfekte kisilerde bilinen bir virllans faktértdur.
H.pilori enfeksiyonu reaktif oksijen ve nitrojen derivelerinin olusumunu
indukler ve konagin antioksidan savunma mekanizmalarini baskilayarak DNA
hasarina yol acar. H. pilori direkt olarak mutajenik degildir fakat missmatch
tamir mekanizmalarina hasar vererek veya inflamatuar mediatorlerin
salinimini saglayarak mutajenik mekanizmalarin olusumunu
desteklemektedir [1].

CagA proteinini tUreten H.pilori enfeksiyonlari yiksek oranda inflamasyona
yol agmakta ve gastrik prekanseroz lezyonlar ile non-kardiya mide
karsinomlarinin gelisme riskini artirmaktadir. Avrupa ve Kuzey Amerika gibi
ulkelerdeki mide kanseri riski VacA genotipi ile iligkilidir. Bu iliski Dogu Asya

ulkelerinde gézlenmemektedir [18].
3.3. Genetik Faktorler

Genetik instabilite: Kromozomal instabilite(CIN), sporadik gastrik
timorlerde en sik goérulen genetik instabilitedir. Kromozomal instabilite,
kromozomal artis veya kayiplar (anoploidi), heterozigosite kaybi (loss of
heterozygosity,LOH), amplifikasyonlar, translokasyonlar gibi major
kromozom anomalileri ile karakterizedir. Ayrica, H.pilori enfeksiyonu, sigara,
nitrit/nitratlar gibi karsinogenik etkiler de kromozomal stabilite Uzerinde
olumsuz etki olusturmaktadir [22]. Genomik hibridizasyon analizleri, 6zellikle
mide karsinomlu geng¢ hastalarda 6p21, 9p34, 11923, 17p13, 19pl3 ve
22913 gibi kromozom bolgelerinde DNA kopya sayisi ile ilgili varyasyonlar
oldugunu gostermektedir [1]. Tsukamoto ve arkadaslari, delesyon
bdlgelerinde downregulasyona yol agan 11 genin, amplifikasyon bdlgelerinde
upregulasyona yol agan 114 genin kodlandigi 20q13 kromozom bdlgesindeki
varyasyonlarin mide kanserli hastada ylUksek oranda goruldigunu
bildirmiglerdir [23].



Mikrosatellit instabilite (MSI), gastrik kanserlerde tanimlanmig bir diger
genomik instabilite tipidir. Yapilan galismalar MSI'nin blyuk oranda Lynch
sendromunun bir komponenti olarak herediter mide tumorlerinde, kuguk bir
kisminin da sporadik mide tumorlerinde saptandigini gostermektedir. MSI
mevcut vakalarda mikrosatellit tekrar bdlgelerinde insersiyon veya
delesyonlar mevcuttur. Bu hatalar kompleks missmatch tamir proteinleri
(MMR) tarafindan duzeltilir. Bu MMR proteinlerindeki (6zellikle MLH1 ve
MSH2) inaktivasyon veya defektler MSI fenotipinin olusmasina yol acar.
MLH1 promotor bdlgelerinin epigenetik olarak hipermetilasyonu, %50’den
fazla MSI-H pozitif mide kanserinin olusmasina yol agar. MLH1 ve MSH2’deki
mutasyonlar MSI-H fenotipindeki mide kanserli hastalarda %12-15 oraninda

gOrulmektedir [22].

Heterozigosite Kaybi: Tumoér supresér genlerdeki en 6nemli
mutasyonlardan biri heterozigosite kaybidir. p53 geninin fonksiyonlari
heterozigosite kayiplari veya DNA hipermetilasyonlari sonucu degistirilir [25].
p53 genindeki mutasyonlar, mide kanserini de igeren insan kanserlerinde en
sik rastlanan genetik degisikliklerdendir. Bazi c¢alismalar p53 genindeki
mutasyonlarin intestinal tip mide adenokarsinomlarina yol actigi gortusunu
desteklese de baska calismalarda intestinal ve diffiz tip adenokarsinom
gOrulme oranlarinin benzer oldugunu belirtmektedir. p53 geni ile ilgili yapilan
bir takim c¢alismalarda da bu gendeki mutasyonlarin biyolojik olarak kotu
davranis, metastatik yayilim, lenf nodu metastazi, kisa yasam suresi ile iligkili

oldugunu gosterilmektedir [24].

59 kromozomuna lokalize APC genindeki somatik mutasyonlar da
intestinal tip mide adenokarsinomlarinin %50’sinde izlenir. APC genindeki
inaktivasyon bilinen bir onkogen olan [-katenin’in ekspresyonunu
artirmaktadir [24].

Telomeraz Aktivasyonu: Telomerler kromozomlarin ¢ogalmasi ve
yapisinin korunmasinda o6nemli goérevleri olan 6zellesmis (TTAGGG)
nikleotid tekrarlaridir. Okaryot kromozomlarinin sonlarinda bulunurlar ve her

hicre siklusundan sonra kisalmaktadirlar. Germline hucreler replikasyon



problemini telomeraz enzimi eksprese ederek c¢ozerler. Telomeraz
aktivasyonuna mide kanserlerinin % 85’ inde saptanir. Telomeraz aktivitesi

saptanan mide kanserli hastalarin % 80’i, erken evre mide kanserli

hastalardir [25].

3.4. Molekiiler Ozellikler

Son vyapilan c¢alismalara gore yeni nesil sekanslama ile belli kanser
tiplerindeki potansiyel kanser olusum genleri belirlenebilmektedir [27]. Bu
calismalar primer mide adenokarsinomlarinin dort farkl molekuler subtipe
ayrildigini gostermektedir: Bunlar 1)Epstein-Barr virus (EBV)-pozitif tumorler,
2)Mikrosatellit instabil (MSI) tamdrler, 3)Genomik stabil (GS) tumodrler,

4)Kromozomal instabil (CIN) timorleri igeren subtiplerdir.

CIN
« Intestinal histology
«TP53 mutation
* ATK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L1/2 overexpression
* EEV-CIMP
* CDKN2A slencing
« immune cell signalling

MSI
» Hypermutation
» Gastric-CIMP
« MLH1 sliencing
" * Mitotic pathways

GS
« Diffuse histology
«CDH1, RHOA mutations
* CLON18-ARHGAP fusion
« Cell aghasion J
A

Sekil 1: Mide kanserinin molekiler 6zellikleri [27]

Epstein-Barr Viriuis (EBV)-Pozitif Tumorler: EBV ile iligkili mide kanserleri,
tim mide kanserlerinin %9’unu olusturmaktadir. EBV ile iligkili mide
kanserleri, baz klinik 6zelliklere sahiptir; erkek predominansi, rolatif olarak
geng yas ve proksimal mide yerlesimi bunlardan bazilaridir [26,28]. Molekuler
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olarak EBYV ile iligkili gastrik kanserler, Fosfatidilinositol-4,5-Bifosfat 3-Kinaz
Katalitik Subunit Alfa (PIK3CA) mutasyonu, bunun yani sira Janus Kinaz 2
(JAK2), Programmed Death Receptor Ligand-1 (PD-L1), Programmed Death
Receptor Ligand-2 (PD-L2) genlerinde hipermetilasyon ve upregulasyon
gOstermektedir [28]. EBV pozitif timorler, diger tumorlere gore artmis DNA
hipermetilasyonu gosterirler [27]. Diger gastrik kanserlere gére EBV pozitif
timorlerde tim genom boyunca olabilen CpG ada metilasyonlari daha siktir.
Tim EBV pozitif timdrler Siklin Bagimh Kinaz inhibitdr 2A (CDKN2A)
promotor hipermetilasyonlari gostermektedir [27]. Bunun yaninda EBV ile
MSI metilasyon patternleri de belirgindir. EBV pozitif tumdrler CDKN2A
hipermetilasyonlari gosterirken, MLH1 hipermetilasyonu bu tumorlerde

gozlenmez.

EBV pozitif gastrik timérlerde PIK3CA ve AT-Rich interaction Domain 1A
(ARID1A) genlerinde oldugu gibi somatik mutasyonlar siklikla gbézlenir. EBV
ile iligkili gastrik timorlerde en sik gorilen genetik degisiklikler tekrarlayan
PIK3CA mutasyonlaridir. EBV ile iligkili gastrik tumorlerde PIK3CA
mutasyonlari neredeyse % 80 oraninda goézlenir, %68 vakada tekrar eden
mutasyonlar mevucttur. Diger gastrik timorlerde ise PIK3CA mutasyonlari

%3 ile %42 arasinda degisen oranlarda bildiriimektedir [28].

Programmed Death 1 (PD-1) T hlcre aktivasyonunda inhibitor sinyal
saglayan bir molekuldir. PD-1 igin her ikisi de B7 ailesine ait olan iki binding
ligand tanimlanmistir (PD-L1 diger adiyla B7-H1 ve PD-L2). Yapilan
calismalarda PD-L1 fin dendritik hucreler ve cgesitli tumor hucrelerinde
eksprese edildigi bildirilmistir [29]. Artmis PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu EBV

ile iligkili gastrik timorlerde de gosteriimektedir [28].

Janus kinaz 2 (JAK2), Janus non-reseptor sitoplazmik tirozin kinaz
ailesinin bir Uyesidir ve Janus kinase (JAK) / signal transducer and activator
of transcription (STAT) sinyal yolunu olusturur. JAK/STAT sinyal yolagdi,
hicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu igin gerekli birgok sitokinin

salinmasini duzenler. JAK2’nin downregulasyonu gastrik kansere ait
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hdcrelerin supresyonuna yol agmaktadir. H.pilori CagA proteini de JAK2

sinyal yolagini kullanarak gastrik karsinogeneze katki saglar [30].

Mikrosatellit instabil (MSI) Tiimérler: Mikrosatellit instabilite, DNA
missmatch tamir genlerinde (MMR) genetik veya epigenetik inaktivasyon
sonucu olusan bir genetik degisikliktir [30]. MSI-H kanserler herediter ve
sporadik orjinlerinden bagimsiz olarak, MSI-L veya MSS olan tumorlere gore
farkli  klinikopatolojik ve molekuler karakteristikler sergilerler. Gastrik
kanserlerde birgok ¢alisma MSI tumdrlerin daha ¢ok intestinal tipte oldugu ve
daha az siklikla lenf noduli metastazi yaptigini gdstermektedir [31]. The
Cancer Genome Atlas (TCGA) calismasina gére MSI timorler daha ¢ok yasli
ve kadin hastalarda gortulmektedir [30]. MSI subtipi ve EBV ile iligkili gastrik
kanserlerin daha iyi prognoza sahip oldugu calismalarda gosteriimektedir
[28].

MSI pozitif gastrik kanserler siklikla Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR)- Mitogen-Activated Protein Kinase(MAPK) ve Fosfainositid 3-Kinaz
(PI3K) vyolaklarinda aktivasyon gosterirler. EGFR 3’-UTR ve PIK3CA
mutasyonlarinin  sikhikla MSI fenotipiyle iligkili oldugu literatirde
bildiriimektedir [30].

HER-2/neu (c-erbB2): HER-2/neu (c-erbB2) geni 17. kromozomun kisa
kolunda yerlesmis, transmembran tirozin kinaz reseptor proteini kodlayan
HER ailesinin Gyesi olan bir gendir [32]. HER-2 amplifikasyonu ilk kez 1985
yilinda meme kanseri hicre hatlarinda saptanmistir.Bundan bir sene sonra
ise mide ve gastro6zofageal kanser hicre hatlarinda gosterilmistir [33]. HER-
2 gen ailesi dort iyeden meydana gelir: HER-1 (diger adiyla EGFR), HER-2,
HER-3 (diger adiyla ErbB-3), HER-4(diger adiyla ErbB-4) [34,35]. Bu
reseptorler ortak molekuler yapilanma gosterirler: ligandin baglandigi
ekstrasellller parga, kisa bir transmembran kisim ve tirozin kinaz aktivitesi
olan intrasellller bir kisim. Bu ekstraselliler par¢caya baglanan degisik
ligandlar  hlcre  proliferasyonu, apopitoz, adezyon,  migrasyon,
diferansiyasyon gibi tUmor hicre biyolojisini etkileyen sinyal kaskadlarini

baglatir [35]. HER-2, hlcre proliferasyonunu RAS-MAPK yoladi Uzerinden
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saglar ve hucre olumunu fosfotidilinositol 3’ kinaz-AKT-mammalian target of
rapamycin (mTOR) yolagl uzerinden engeller. HER-2 ile iligkili hucre

proliferasyonu ilk kez rat néroblastomunda gésterilmistir [36].

Son yapilan ¢alismalarda HER-2'nin ¢esitli insan kanserlerinin gelisiminde
onemli rol oynadigi bildiriimistir. Meme kanserlerinde %10-34 oraninda
gozlenen HER-2 amplifikasyonunun klinik gidis, kotu prognoz, kemoterapi ve
endokrin tedaviye kotu cevap ile iligkili oldugu saptanmigtir. HER-2
overekspresyonu/amplifikasyonu ayrica kolon, mesane, over, endometrium,
akciger, serviks, bas-boyun, 6zofagus ve gastrik kanserlerde gdézlenmektedir
[34].

Trastuzumab, HER-2 reseptorine karsi gelistiriimis insan IgG1 monoklonal
antikorudur. HER-2 reseptdr dimerizasyonuna engel olmak ve bunun sonucu
olarak HER-2 sinyalizasyonunu azaltmak, reseptor destriksiyonu, G1 faz
duraklamasi, intraselluler yolaklarin inhibisyonu gibi bircok mekanizma
yoluyla etki eder. Yapilan calismalarda Trastuzumab’'in HER-2 over-
ekspresyonu izlenen mide kanserli vakalarda beklenen yasam suresinde

belirgin olumlu etkisi oldugu gosterilmektedir [33].

Genomik Stabil Tumorler: Genomik stabil gruptaki timorler, mikrosatellit
stabil ve EBV ile iliskisiz olup, az oranda kromozomal instabilite ve somatik
mutasyonlar gostermekte fakat daha yliksek oranda CpG ada metilasyonlari
gostermektedir. Genomik stabil timérler daha ¢ok diffliz tipte kanserlerdir.

intestinal tipte tiimorler ise yiiksek kromozomal instabilite gosterirler.

TCGA arastirmalarina gére Ras Homolog Gene Family Member A (RHOA)
ve Cadherin 1(CDH1) mutasyonlari ve Claudin 18(CLDN18)-Rho GTPaz
aktive eden protein 6(ARHGAPG6) veya Rho GTPaz aktive eden protein 26 (
ARHGAP26) fizyonu genomik stabil subtipinde sik géralir [30].

CDH1 Mutasyonlari: CDH1 nadir goérilen bir germline mutasyondur ve
herediter diffuz tip mide kanserine yol agan temel nedenlerden biridir.

intestinal tip mide kanseri preneoplastik basamaklarin sistemik progresyonu
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sonrasinda gorulurken diffiz tip mide kanseri CDH71’in downregulasyonu

sonucu de novo izlenir [30].

RHOA Mutasyonu: Diffiz tip mide kanserlerinin gelisiminde tekrarlayan
RHOA mutasyonlari izlenir, bu mutasyonlar diffiz mide kanseri

progresyonunda onkojenik suruculer olarak rol oynarlar.

CLDN18-ARHGAP26 flzyonu: Rho GTPaz aktive edici protein 26
(ARHGAP26), RhoA ve GDP gibi kigiuk G proteinlerini GDP bagl inaktif

formlarina donusturen bir regllator proteinidir.

CLDN18, claudin gen ailesinin bir Uyesidir. Claudin ailesi Uyelerinin
ekspresyon kaybi, hicre invazyonuna ve gastrointestinal kanserler de dabhil

olmak Uzere malign timér metastazina yol acar [30].

Kromozomal instabilite ile iligkili Tiimérler: Kromozomal instabilite(CIN)
alt grubundaki tumdrler genellikle gastro6zofageal bileske veya kardiya
lokalizasyonunda gorulir. TCGA c¢alismalari da dahil olmak Uzere son
yapilan c¢alismalarda p53 mutasyonlarinin kromozomal instabilite ve
demetilasyon ile iligkili oldugu, CpG ada metilasyonlarinin ise kromozomal
instabilite ile iliskisiz olduklari gésterilmistir. CIN alt tipinde HER-2, EGFR,
vascular endothelial growth factor receptor(VEGFR), c-MET, fibroblast
growth factor receptor 2 (FGFR2) gibi bazi molekuller tedavi hedeflerini
olusturmaktadir. Bunlarin arasinda HER-2 mide kanserlerinde onayl tek
biyobelirtectir ve HER-2 pozitif ileri evre mide kanserlerinde Trastuzumab
onayl bir hedef ilagtir. Kromozomal instabilite subtipi ve de 6zellikle HER-2
pozitifligi intestinal gastrik kanserler ile iligkilidir. EGFR mutasyonlari gastrik
kanserlerde nadirdir, amplifikasyonu ve overekspresyonlari ise orta siklikta
bildirilmektedir. Mutasyonu, amplifikasyonu ve overekspresyonundan fazla
olan bir diger gen olan c-MET; reseptor tirozin kinaz aktivitesine sahiptir.
Baoylelikle hicre proliferasyonuna ve antiapopitotik sinyallerin olusmasina yol
acabilir [30].

3.5. Predispozan Faktorler
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Kronik Atrofik Gastritis: H.pilori ile persistan enfeksiyon iceren kronik
gastrit, mukozal atrofi, fokal intestinal metaplazi ve displazi gibi bazi fenotipik
degisikliklere yol agmaktadir.Yuksek riskli bolgelerde H.pilori ile iligkili kronik
gastritler zaman igerisinde atrofi ve intestinal metaplazi gelisimine neden olur.
Bu durum da ozellikle ‘intestinal’ tip adenokarsinomun gelisimine yol acar
[18].

Otoimmun gastrit, fundik mukozadaki paryetal ve sef hicrelerine karsi
otoantikor gelisimiyle ortaya ¢ikan bir durumdur. Bu da intestinal metaplazi ve

Ozellikle intestinal tip olmak tUzere artmis mide kanseri riski ile iligkilidir [18].

intestinal Metaplazi: intestinal metaplazinin iki tipi mevcuttur: Bunlar
komplet (Tipl) ve inkomplet (Tip HA/II ve 1IB/III) tiptir. Komplet tip
metaplazide ‘gastrik’ musinlerde azalma (MUC1, MUCSAC, MUC6) ve
intestinal musinde (MUC2) ise ekspresyon izlenir. inkomplet intestinal
metaplazide ise gastrik musinler ile beraber MUC2'nin koekspresyonu izlenir.
Bu ekspresyon patterni inkomplet intestinal metaplazinin mikst gastrik ve
intestinal fenotipte oldugunu gdstermektedir. Bazi c¢alismalar inkomplet
intestinal metaplazi ile karsinom arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gOstermektedir. Bazi yazarlar da intestinal metaplazinin prekanseroz bir

lezyon olmadidini ancak karsinoma eslik edebildigini belirtmektedir [18].

Gastrik Ulser: intestinalize olmus gastrik mukoza, koruyucu miikéz
bariyerini kaybeder. Bu da peptik Ulserasyona daha acik hale gelmesini
saglar. Gastrik Ulserli hastalar, artmis mide kanseri riskiyle kargi kargiyadir.
Mide Ulseri ve mide kanserinin ortak risk faktorleri tasimasi da sasirtici

degildir: HP gastriti, tuzdan zengin beslenme, sigara gibi [37].
3.6. Premalign Lezyonlar

intraepitelyal Neoplazi (Displazi): Bu lezyonlar, bazal membrani
asmayan, degisik selluler ve yapisal atipi goOsteren epitelyal neoplastik
proliferasyonlardir. intraepitelyal neoplazileri kategorize etmek konusunda
Japon ve Avrupa/Kuzey Amerika patologlar arasinda belirgin farkhliklar

vardir. Avrupa/Kuzey Amerika patologlarinin ‘yiksek grade intraepitelyal
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neoplazi’ olarak nitelendirdigi lezyonlar, Japon patologlara goére ‘noninvaziv

intramukozal karsinom’ olarak adlandiriimaktadir.

intraepitelyal neoplaziler polipoid, flat ya da hafifgce deprese olabilir. Avrupa
ve Kuzey Amerika’da ‘adenom’ terimi; neoplastik lezyon cevreden ayri,
protride ise kullanilir. Japonya’da ise adenomlar tim blylime patternlerinde

(flat, eleve, deprese) gorulebilir.

Midede intraepitelyal neoplazili bazi olgular intestinal fenotip
gOstermektedir (adenomatdz, tip 1). Bunlar kolon adenomlarina benzeyen,
hiperkromatik ve/veya pleomorfik nukleuslu, nikleoll belirsiz, misin iceren
atipik kolumnar epitel ile doseli bir araya gelmis tubuler glandlardan
olusmaktadirlar. Bazi olgular da gastrik fenotip gostermektedir (foveolar ya
da pilorik fenotip, tip2). Gastrik fenotipte hicreler yuvarlak-oval nukluslu,
berrak ya da eosinofilik stoplazmali, kiiboidal veya kolumnar hucrelerdir. Bu
iki displazi tipi birbirinden musin, CD10 ve CDX2 ekspresyon farkliliklari ile
ayrilabilir. intestinal/adenomatoz displazi tipi MUC2, CD10, CDX2 eksprese
ederken gastrik/foveolar tip MUCS5AC eksprese eder, CD10 kaybi mevcuttur,
CDX2 ekspresyonu ise duguktur [18].

Diisiik Dereceli intraepitelyal Neoplazi (Displazi): Minimal yapisal
degisiklikler ve hafif-orta sitolojik atipi gdstermektedir. Nukleus uzamis,
polarize, bazale yerlesmistir. Mitotik aktivite hafif ve orta dizeydedir. Polipoid

leyonlar igin ‘disuk dereceli adenom’ terimi kullaniimaktadir [18].

Yiiksek Dereceli intraepitelyal Neoplazi (Displazi): Neoplastik hiicreler
genellikle kuboidal, nadir olarak da kolumnar yapidadir. Nukleus stoplazma
oranlari yUksektir, nukleol belirginligi ve ¢ok sayida mitoz izlenir. Polipoid

lezyonlar icin ‘yuksek dereceli adenom’ terimi kullaniimaktadir [18].

intramukozal invaziv Neoplazi /intramukozal Karsinom: Bu terim
lamina propriayl invaze eden karsinomlar icin kullanilir. Bu lezyonlar
desmoplastik  degisiklikler,  belirgin  yapisal anomaliler, glandiler
kalabaliklasma, dallanma, tomurcuklanma gdstermesi nedeni ile diplaziden

ayrilirlar. intraluminal nekrotik debriler yaygin izlenirler. Desmoplazi
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olmaksizin lamina propriada tek infiltratif hicreler izlenebilir. Neoplastik
hidcreler artmis nukleus/stoplazma oranina sahip kuboidal hucrelerdir.
Belirgin nukleol ve yuvarlak nukleus mevcuttur. Mitozlar siktir, atipik mitoza
rastlanir. intramukozal karsinomda artmis lenfatik invazyon ve lenf nodu

metastazi riski mevcuttur [18].

Adenomatoz Polipler: Adenomatdz polipler, genellikle intestinal tip
diferansiyasyon gosterirler (absortif hucreler, goblet hucreleri, endokrin
hicreler, Paneth hucreleri). Bunlar MUC2, CD10 gibi intestinal belirtecler
eksprese ederken MUC5AC, MUC6 gibi gastrik musinler ile negatiftirler.
Malign transformasyon riski boyut (>2cm) ve ylksek dereceli displazi varligi

ile iligkilidir.

Gastrik tip adenomalar pilorik gland adenomlari ve foveolar tip adenomlari
kapsamaktadir. Pilorik gland adenomlari tek sirali kiboidal veya kolumnar
epitel ile doseli sikica paketlenmis pilorik tipte glandlardan olusan nadir bir
gastrik epitelyal neoplazmdir. Foveolar tip adenomlar ise familyal
adenomatoz polipozisli (FAP) hastalarda daha yaygindir ve predominant
olarak MUC5AC eksprese ederler [18].

Fundik Gland Polipleri: Sporadik olarak FAP’lI hastalarda veya proton
pompa inhibitoru kullananlarda komplikasyon olarak gorulurler. FAP ile iligkili
polipler biallelik APC mutasyonlari gosterirken diger sporadik vakalar B
katenin mutasyonlari gosterirler. Fundik gland polipleri tek ya da multipl
olabilen oksintik mukozadan gelisen sesil poliplerdir. Bu polipler kistik dilate,
deforme oksintik glandlar igerirler. Glanduler proliferasyonlar eglik edebilir
[35]. FAP’l hastalarda fundik gland poliplerinde displazi gelisebilir fakat
karsinom oldukga nadirdir [18].

Non-neoplastik Polipler: Hiperplastik polipler, hamartamatdz polipler
(Peutz Jeghers polibi, juvenil polip, Cronkhite-Canada sendromu ile iligkili

polip) ve polipoid buylime patternli gesitli lezyonlari kapsamaktadir.

Hiperplastik polipler: Hiperplastik polipler H.Pilori enfeksiyonlari veya

otoimmun gastrit zemininde ya da Ulser, stoma c¢evrelerinde gelisir. Ayrica
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kronik gastroozofageal refluli hastalarda proksimal midede gelisirler. Cogu
mide korpusu ve antrumdan koken alir. Bunlar genelde 2 santimetreyi
gecmeyen kucguk, sesil poliplerdir. Daha buyuk olan sapli polipler ise yuzeyel
erozyonlar icerebilir [36]. Malign transformasyon nadir de olsa bildirilmistir
[18].

Polipozis Sendromlari: Peutz-Jeghers polibi, juvenil polipler ve Cowden
polipleri genellikle sporadik degil herediter polipozis sendromlarinin pargasi
olarak izlenirler. Gastrik Peutz-Jeghers poliplerinde histolojik olarak foveolar
epitelde hiperplazi, elongasyon, Kistik degisiklikler izlenir. Buna dallanmig diuz
kas lifleri eslik eder [18].

3.7. Makroskopik Ozellikler

Kardiya kokenli olmayan gastrik kanserler en yaygin olarak antro-pilorik
bolgede izlenirler. Antrum lokalizasyonu tim dunyada mide timorlerinin en
sik goruldugu lokalizasyondur. Kardiya tumorleri ise daha ¢cok Kuzey Amerika
ve Avrupa toplumlarinda bildirilmistir. Korpus kdkenli mide timorleri ise tipik

olarak mide kuguk ve buylUk kurvatur ¢evresine yerlesme egilimindedir [18].

Noninvaziv neoplaziler, intraepitelyal neoplazi ve displaziler konvansiyonel
endoskopilerde taninma zorlugu barindiran flat lezyonlardir. Bu lezyonlar
eger polipoid buyume patterni gosterirse veya mukozada renk farklihgi
olusturan deprese lezyonlar seklinde ise endoskopik olarak saptanabilirler.
Erken mide karsinomlari igin kullanilan makroskopik kriterler endoskopik
tanimlama igin kullanilan kriterler ile benzerdir (Sekil 3). ileri evre mide
karsinomlarinin makroskopik goérinimu Bormann klasifikasyonuna gore
tanimlanir (Sekil 2). Fungatif ve Ulseratif tipler yaygindir. infiltratif (tip 4)
timorler Glserasyonun eglik edebildigi flat, plak benzeri lezyonlar seklinde
yluzeyel vyayilirlar. Yaygin infiltratif yayihlm sonucunda linitis plastika
gelisebilir. [19].
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Sekil 2: ileri evre mide kanserlerinde makroskopik Borrmann klasifikasyonu [16]

Erken mide karsinomlarinin makroskopik siniflamasi biraz daha farkhdir:
Tipl polipoid, tipllA eleve, tiplIB flat, tiplIC deprese, tiplll ekskave olmak Gzere
5 gruba ayrilmaktadir.
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Sekil 3: Erken mide kanseri makroskopik siniflamasi [38]

3.8. Tumor Yayilimi ve Evreleme: Mide karsinomlari ¢cevre dokulara
metastaz yolu ile veya peritoneal yayihm yolu ile yayilabilir. ‘intestinal’ tipte
karsinomlar genelde karacigere hematojen metastaz yolunu tercih ederken
zayif koheziv hucreler igeren (diffiz tip) karsinomlar peritoneal ylzeylere
metastaz yolu ile vyayilirlar. Antro-pilorik bdlgeden kaynaklanan diffiz
kanserlerde seroza invazyonu, lenfovaskiler invazyon ve lenf nodu
metastazi riski fazladir. Ayrica bu timdorler submukozal lenfatikler aracihgiyla

duodenumu invaze edebilir.

Transperitoneal veya hematojen yayilim yolu ile bilateral over tutulumlari
gorulebilir (Krukenberg timora) [18].

TNM Evrelemesi:
T-Primer timor
Tx: Primer tumor belirlenemiyor

TO: Primer tumar icin kanit yok
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Tis: Karsinoma in situ (yuksek dereceli displaziyi de iceren): lamina

propriayl invaze etmeyen intraepitelyal tumor
T1: TUumor lamina propria, muskularis mukoza ya da submukozaya infiltre
T1a: Tumor lamina propriaya infiltre
T1b: TUmor submukozaya infiltre
T2: Tumor muskularis propriaya infiltre

T3: Tumor visseral periton ve cgevre yapilara invazyon gostermeden

subserozal bag dokuya penetre
T4: Tumor serozaya (visseral periton) veya gevre yaplilara infiltre
T4a: Tumor serozaya (visseral periton) infiltre

T4b: Tumor cevre yaplilara infiltre

Mucosa — Mucosa

o Lamina propria
; Muscularis mucosae

o p— '\ul)muuw—{

- Muscularis
propria

Subserosa
Serosa ————=
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Sekil 4: The American Joint Committee on Cancer (the 8th edition) (AJCC)’e gére TNM
evrelemesi [39]

N-Bolgesel Lenf Nodiilleri
Nx: Bolgesel lenf nodulleri belirlenemiyor
NO: Bolgesel lenf nodlli metastazi yok
N1: 1-2 perigastrik lenf nodilinde metastaz mevcut
N2: 3-6 perigastrik lenf nodilinde metastaz mevcut
N3: 6’dan fazla lenf nodilinde metastaz mevcvut
N3a: Bolgesel lenf nodullerinin 7-15’inde metastaz varhgi

N3b: Bolgesel lenf nodullerinin 16 veya daha fazlasinda metastaz varligi

M-Uzak metastaz

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz mevcut
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Evre Gruplari

Tablo 1: Mide karsinomlarinda evreleme [18]

Evre O Tis NO MO
Evre IA T1 NO MO
Evre IB T2 NO MO
T1 N1 MO
Evre IIA T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
Evre lIB T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
Evre IlIA T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Evre llIB T4b NO/N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Evre llIC T4b N2/N3 MO
T4a N3 MO
Evre IV Herhangi T Herhangi N M1

3.9. Histopatoloji

Mide kanserlerinin heterojenite gostermesi nedeniyle c¢ok cesitli
siniflandirma semalari mevcuttur. Bunlardan en sik kullanilanlari World
Health Organization(WHO) ve Lauren siniflamalari olsa da Ming, Nakamura,

Mulligan, Goseki ve Carneiro’ da diger dnerilen siniflamalardandir [18].
3.9.1. WHO Siniflamasi:
Tablo 2: WHO 2010’a Gére Mide Karsinomlari Siniflamasi [18]
Premalign Lezyonlar

Adenom

intraepitelyal neoplazi (displazi), diisiik dereceli
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Intraepitelyal neoplazi (displazi), yliksek dereceli

Adenokarsinom
Papiller adenokarsinom
Tubuler adenokarsinom
Musin6z adenokarsinom
ZayIf koheziv karsinom (tasli yuzuk hlcre ve diger varyantlari iceren)
Mikst adenokarsinom
Adenoskuamoz karsinom
Lenfoid stroma igeren karsinom (mediiller karsinom)
Hepatoid karsinom
Skuamoz hiicreli karsinom

Andiferansiye karsinom

Tubuler Adenokarsinom: Tubuler adenokarsinomlar degisken boyutlarda
dilate veya yarik benzeri dallanan tidbilllerden meydana gelir. Asiner
yapilanmalar izlenebilir. Neoplastik hucreler kolumnar, kiboidal veya lumen
ici muasin varhd1 nedeniyle diuzlesmis olabilir. NUkleer atipinin derecesi
dusukten yuksek dereceye degiskenlik gOsterebilir. Tabdler
adenokarsinomun bazen solid karsinom olarak da anilan az diferansiye bir
varyanti da mevcuttur. Belirgin lenfoid stromali timérler bazen lenfoid stroma
iceren karsinom, meduller karsinom ya da lenfoepitelyoma benzeri karsinom

olarak isimlendirilir. Desmoplazi derecesi ise deg@iskendir [18].

Papiller Adenokarsinom: Fibrovaskuler bag doku korlar ile desteklenmis

silindirik ya da kuboidal epitel ile doseli parmak benzeri ekzofitik ¢ikintilardan
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olusan iyi diferansiye bir tUmordur. Bazi tumorler tubuler diferansiyasyon
(papillotubuler) sergileyebilirler. Nadir olarak mikropapiller yapilanma mevcut
olabilir. Selltler atipi ve mitotik aktivitenin derecesi degiskendir. Tumdr akut

veya kronik inflamatuar hicreler ile infiltre olabilir [18].

Miisin6z Adenokarsinom: Tumodr malign epitel ve ekstraselliler musin
gllcuklerinden olusur. Kural olarak tumor % 50’den fazla ekstraselliler masin
icermelidir. Musin0z adenokarsinomlar daginik tasli yuzik hucreleri

icerebilirler [18].

Zayif Koheziv Karsinomlar (Tagh yuzuk hicreli karsinom ve diger
varyantlan igeren): Zayif koheziv karsinomlar izole ya da klglk yiginlar
halinde dizelenmis neoplastik hucrelerden olusur. Tagh yuzuk hucreli tip
baylk c¢ogunlugu santralinde globoid musin damlacigi igeren nukleusun
kenara itildigi tash yuzik hdcrelerinden olusan bir tumordar. Malign tash
yuzUk hucreleri mukozada mikropapiller veya dantel seklinde glanduler
yapilanmalar olusturabilir. Daha derinlerde ise belirgin desmoplaziye yol

acabilir.

Zayif koheziv karsinomun diger varyantlari histiyosit veya lenfosit benzeri
neoplastik hucreleri, eosinofilik stoplazmali hicreleri, bazilari irreguler bizar

nukleuslara sahip hicreleri igerecek sekilde karsimiza ¢ikabilir [18].

Mikst Karsinomlar: Bu karsinomlar morfolojik olarak ayirt edilebilen
glanduler (tubuler/papiller) ve tash yulzlk/zayif koheziv hicreli histolojik
komponentlerin  bir karisimindan olusurlar. Saptanan farkli histolojik
komponent prognoz acgisindan bilgi verecegi igin mutlaka raporlanmalidir.

Tasli yuzuk/zayif koheziv hicreli karsinomlar k6t prognoz ile iligkilidir [18].

Nadir Histolojik Varyantlar: Nadir histolojik varyantlar mide timorlerinin
%5’ini olusturmaktadir. Bunlar arasinda adenoskuamoéz karsinom, skuamoéz
hucreli karsinom, hepatoid adenokarsinom, lenfoid stromali(meduller)
karsinom, koryokarsinom, karsinosarkom, paryetal hicreli karsinom, malign
rabdoid tumoér, mukoepidermoid karsinom, Paneth hucreli karsinom,

andiferansiye karsinom, mikst adeno-néroendokrin karsinom, endodermal
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sinds tumoru, embriyonel karsinom, gastrik yolk sak tumorlu ve onkositik

adenokarsinom sayilabilir [18].

Hepatoid Adenokarsinom: Hepatoid adenokarsinom genis, poligonal,
eosinofilik hepatosit benzeri neoplastik hlicrelerden olusan bir timoérdir. a-
Fetoprotein (AFP) in situ olarak dokuda veya serumda saptanabilir. Safra ve
periodic acid-Schiff (PAS) pozitif, diastaza direngli intrastoplazmik eosinofilik
globuller gozlenebilir. Diger nadir AFP Ureten karsinomlar berrak stoplazmali
papiller veya tubuler adenokarsinomlar ve vyolk-sak tumoéra benzeri

karsinomlardir [18].

Lenfoid Stromali Gastrik Karsinom: Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
veya mediuller karsinom olarak da anilan bu timor stromada belirgin lenfoid
infiltrasyonun eglik ettigi duzensiz glanduler yapilanmalardan olusur. Bu
tumorler genellikle midenin proksimalinde yerlesmektedir. Erkeklerde daha
fazla izlenmektedir. %80’inden fazlasi EBV ile iligkilidir. Tipik mide kanserine

gOre bu vakalarda prognoz daha iyi bildiriimektedir [18].

Gastrik Koryokarsinom: Gastrik koryokarsinomlar adenokarsinom ile
karisik bir halde sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlari igermektedir. Yolk-sak
ve hepatoid komponentler eslik edebilir. Human koryonik gonadotropin
serumda ve kanda tespit edilebilir. Bu timorler siklikla hematojen yayilim ve

nodal metastaz ile iligkilidir [18].
3.9.2. Lauren Siniflamasi

Lauren siniflamasinda  timdrler  diffiz, intestinal, mikst ve
siniflandirlamayan kanserler olarak ele alinir. Diffiz karsinom gland
formasyonu olusturmayan diskoheziv hucrelerden olusan bir tUmordir.
intestinal karsinomlar degisen diferansiyasyon derecelerinde glandlardan
olusmaktadir. Bu siniflamada andiferansiye karsinomlar siniflandirmayan

grubuna girer [18].
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3.9.3. Diger Siniflamalar

Ming siniflamasi; buyime patternine ve invazyon derecesine dayanan bir
sistemdir. Bu siniflamaya gore tumorler ekspansif ve infiltratif tip olarak ikiye
ayriir.  Nakamura siniflamasinda ise, tim tUmoérler diferansiye ve
andiferansiye olarak ikiye ayrilir. Mulligan siniflama sisteminde tumorler,
mukus, intestinal ve piloro-kardiyak gland tipleri olarak siniflandirilir. Goseki
siniflandirmasinda, tubuler diferansiyasyon ve intraselliler musin varligina
gbre tumdrler 4 Kkategoriye ayrilmaktadir. Son olarak da Carneiro
siniflamasinda, timorler morfolojik ve immunofenotipik olarak 4 kategoride
incelenmektedir: Bunlar glanduler, izole hticreler, solid ve mikst karsinomdur
[18].

Gradeleme (Derecelendirme)

Derecelendirme sistemi tubuler ve papiller karsinomlar i¢in uygulanir.

Tablo 3-4: The American Joint Committee on Cancer (the 8th edition) (AJCC)’e gore

derecelendirme sistemi [39]

Grade

Gx Grade durumu degerlendirilemiyor

G1 lyi diferansiye

G2 Orta derecede diferansiye

G3 Kotl diferansiye, andiferansiye

Grade

Gx Grade durumu degerlendirilemiyor

Gl TUmorin %95'inden fazlasi glandlardan
olugsmakta

G2 Tdmorun %50-%95’i glandlardan
olusmakta

G3 Tdmorun %50’sinden azini glandlar
olusturmakta
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GEREC ve YONTEM

1. Olgularin Se¢imi ve Biyopsi Raporlarinin Degerlendirilmesi

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 19-
07-2017 tarihinde 2017-10/24 sayili etik kurul onayr alindi. Uludag
Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim Dal’'nda elektronik hastane
veritabanindaki raporlar incelenerek 2011-2015 tarihleri arasinda mide
adenokarsinomu tanisi almis olgularin tibbi kayitlarina ulasildi. Calismaya
dahil edilen olgularin argivden lamlarina ve bloklarina ulasildi. Dokularin
boyutu, yeterliligi, tespit ve takip kalitesi degerlendirilerek gozden gegirildi.
Hastalarin yas, cinsiyet ve klinik bilgilerine hastane veritabanindan ulagildi.

Calismaya dahil edilme ve red edilme kriterleri belirlendi.
Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Mide adenokarsinom tanisi almis olmak
2. Vakalarin sporadik olmasi
3. Rezeksiyon sonrasi tumor dokusunun birka¢c parafine goémdulu

blokta yer almasi
Red kriterleri:

1. Mide misin6z/misindz  komponentli  karsinom, tasli  yUzuk
hdcreli/tagh yuzUk hicre komponentli karsinom, andiferansiye
karsinomlar, mezenkimal timorler, mikst karsinomlar, andiferansiye
karsinomlar ve nadir histolojik varyantlar gibi tipleri igeren vakalar

2. Ailede kanser dykusu olmasi

3. Rezeksiyon sonrasi tumoér dokusunun tek bir parafin blokta yer
almasi

4. Tespit ve takip kalitesi kotu olan dokular
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Calismaya dahil edilen olgularin tumorllu dokularina ait hemotoksilen eosin
boyali kesitleri, histolojik tumor tipi, patolojik tumor evresi, tumor derecesi,
bdlgesel lenf nodu tutulumu, lenfovaskller ve perinéral invazyon varligi, eslik
eden intestinal metaplazi varhgi, helikobakter pilori varhigi gibi klinikopatolojik

prognostik parametreler agisindan tekrar degerlendirildi.

Tdm bu degerlendirmeler isidinda lamlarina ve bloklarina ulasilabilen,
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’'nda 2011-2015 yillari
arasinda mide adenokarsinomu tanisi almig 80 olgudan olusan calisma

grubu belirlendi.

2. immiinhistokimyasal Yontem

Hemotoksilen&Eosin (HE) ile boyali kesitler incelenerek
immunhistokimyasal boyamalar i¢in her olguda timér morfolojisini en iyi
temsil eden preparatlar secildi. Bu preparatlarin patoloji arsivindeki parafin
bloklarina ulagildi. Bu bloklardan CerbB2 immunhistokimyasal boyama icin 4
mikrometre kalinlginda kesitler hazirlandi. immunhistokimyasal ydéntemde
kullanilacak olan kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. CerbB2 antikoru igin

kontrol blogu olarak meme kanseri dokusu kullanildi.
2.1 immunhistokimyasal Boyama

CerbB2 immunhistokimyasal boyama icin bir saat etivde bekletilen lamlar
Leica Bond Max Otomatik immunhistokimyasal Boyama Cihazina (Leica

Microsystems, Berlin, Germany) yerlestirildi ve asagidaki prosedur uygulandi:
1) 40 dakika deparafinizasyon
2) Sitrat ile pH:6’da antijen geri kazanim yontemi

3) Otuz dakika boyunca 1/150 dilisyonda primer antikor inkiibbasyonu
(Monoklonal fare anti Her-2 antikoru-Novo Castra, Clone CB11)

4) 6 dakika boyunca mixed DAB refine
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5) HE ile zit boyama

Makineden cgikarilan lamlar saf alkolde 3 kez 3 dakika boyunca bekletildi.
Ardindan 3 kez 3 dakika boyunca ksilende bekletildi. Sakura Tissue-Tek film

kapama cihazinda film ile kapama yapildi.
2.2. immunhistokimyasal Boya Sonuglarinin Degerlendirilmesi

24 Ulkeden 122 merkezin katildigi uluslararasi, randomize kontrolli bir faz
3 calisma olan Trastuzumab for Gastric Cancer (ToGA) calismasinda
belirlenen kriterlere goére CerbB2 antikorunun boyanma degeri 0 ile +3
arasinda skorlanarak deg@erlendirildi. Kriterlerin detaylari Tablo 5'te
belirtiimektedir [4].
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Tablo 5: ToGA Kriterlerine Gére immunhistokimyasal Olarak HER2 (CerbB2) Skorlama

Metodu
Skor Cerrahi Spesmen Biyopsi Materyali Degerlendirme
Boyanma Patterni Boyanma Patterni
0 Boyanma yok ya da Hicbir timor
%10’un altinda tiumor hicresinde .
Negatif
hicresinde membranéz | membrandz
boyanma boyanma veya
boyanma yok
1+ %10’un Gzerinde tUmor Tamér hiicre
hdcresinde soluk/zayif; kimelerinde Negatif
parsiyel membrandz soluk/zayif parsiyel
boyanma membran6z
boyanma
2+ %10’un Uzerinde tumaor Tdmor hicre
hicresinde zayif/orta; kimelerinde o
Belirsiz
komplet/bazolateral/later | zayif/orta;
al membran6z boyanma | komplet/bazolateral/l
ateral membranoz
boyanma
3+ %10’un Uzerinde tumaor Tdmor hiicre
hicresinde kuvvetli; kimelerinde -
Pozitif
komplet/bazolateral/later | kuvvetli;

al membran6z boyanma

komplet/bazolateral/l
ateral membrandz

boyanma

3. Genetik Analiz ve Degerlendirme

3.1. Tablo 6.Kullanilan aletler

Abi Step One Plus Real-Time PCR
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Polymerase Chain Reaction (PCR) (GeneAMP 9700) (USA)




e Plate santrifiju (Thermo, USA)

o Manyetik Karistirici (Vorteks) (Velp Scientifica, Italy)
e +4°C Buzdolabi (Alaska, istanbul, Turkey)

e - 20°C Buzdolabi (Bosch, istanbul, Turkey)

e -80°C Buzdolabi (Nive, istanbul, Turkey)

e PCR UV kabini (Biosan, Latvia)

e Spektrofotometre (Beckman Coulter)

Tablo 7.Kullanilan Kimyasal Malzemeler

e RNeasy FFPE kiti (50 6rneklik) (Qiagen, USA)

e Biostic Paraffin Removal Reagent (MO BIO, USA)

¢ RNA Extraction kit (QIAGEN, Germantown, Maryland, USA)

e ProtoScript M-MuLV First Stand cDNA Synthesis Kit (Biolabs, USA)
e Tagman Gene Expression Master Mix (Applied Biosystem, USA)

e Tagman Gene Expression Assays (Applied Biosystem, USA)

e Etanol (Merck, Germany)

3.2 Yontemler

Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Parafine gomalu timoér ve normal dokular arsivden temin edildi.
Bloklardan 0.2-0.4 cm doku kesilerek 1,5 ml’ lik ependorf tupler icerisine
alindi. Materyaller, BlOstic (MO BIO Laboratories, Carlsbad, CA) ile 2 kez

muamele edilerek parafinden arindirildi. BlOstic ile doku Uzerindeki parafin
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¢ozduruldukten sonra materyaller, %100-%70 ve %40 Ik alkol
asamalarindan gegirildi ve alkol oda isisinda uguruldu. Bu asamalardan
sonra 80 hastaya ait tumaorli doku ve 70 normal mide dokusundan, parafin
bloktan RNA izolasyonuna uygun ticari kit (Qiagen RNeasy FFPE kit)

kullanilarak prosedure uygun sekilde RNA izolasyonu gercgeklestirildi.
Elde Edilen RNA’ larin Miktar ve Kalite Tayini

Elde edilen RNA’ larin miktari ve kalitesi Spektrometre (Beckman
Coulter) cihazi kullanilarak 6l¢uldi (Tablo 6). RNA érneklerinin 260 ve 280
nm’ deki dalga boylarinda yapilan 6lgumleri ve bu dalga boylarindan elde
edilen deg@erlerin birbirlerine olan oranlari, miktar ve kalite konusunda bilgi
verdi.

Nukleotidlerin heterosiklik halkalari 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon 0Ozelligi gostermektedirler. Bu nedenle 260 nm’ de Olgllen
absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen nukleik asitlerin ng/uL
veya pg/mL dizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. RNA’ nin
konsantrasyonunun saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik ydntemler
DNA’ nin spektral analizi ile tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA’ nin
miktarinin belirlenmesinde kullanilan formul farkhdir.

Total RNA (ng/pl) = 260 nm’ deki absorbans x 40 x Dillisyon Faktoru

RNA molekilleri i¢cin 1 optik dansitenin 40 ug/mL’ ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Bununla birlikte 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan
degerler arasindaki oran nukleik asitlerin safligi hakkinda bilgi vermektedir.
Proteinlerde bilindigi gibi 280 nm’ de absorbsiyon o6zelligi gosterirler. Bu
nedenle 280 nm’ de Olgllen bir degerdeki artigi A260/A280 oraninda
dismeye neden olur. izole edilen total RNA o&rneklerinin safligindan
bahsetmek icin bu oran 1.8-2.00 arasinda olmalidir .

RNA'’ lardan cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’ nin 5 ng’ ProtoScript M-MuLV First Stand cDNA
Synthesis Kit' i kullanilarak komplementer DNA (cDNA) elde edildi. izole
edilen RNA odrneklerinden cDNA sentezi igin kullanilan PCR karisimi ve

programi Tablo-8 ve Tablo-9’ da verildi. Calisiimasi hedeflenen her bir 6rnek
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icin 0,2 pl' lik PCR tupu igerisine Tablo-7’ te verilen malzemelerden reaksiyon
karigsimi olusturuldu. Elde edilen miks pipetaj yapilarak karistirildi ve
santrifije alinarak spin atildi. Polymerase Chain Reaction (PCR) tupu
icerisindeki miks, 37°C’ de 2 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasi elde edilen cDNA’ lar Uzerine reaksiyon karigimi bulunan her bir PCR

tipuine 90 ul dH20 ilave edilerek karigtirildi ve Grlnler bir sonraki asamaya

kadar -20°C’ de saklandi (Tablo-6 ve Tablo-7).

Tablo 8: cDNA sentezi igin olusturulan reaksiyon karisimi.

Bilesenler 1 Orneklik Reaksiyon

RNA 50 ng-200 ng (0.5 ug- 2 ug)
M-MuLV Enzyme Mix (10X) 3.5 ul
M-MuLV Reaction Mix (2X) 7.5 pl
Random Primer (60 pM) 25 ul

Toplam hacim 20.0 pl olacak sekilde dH,0 ile

Nucleas-free H,0 tamamlanir

Tablo 9: cDNA sentezi i¢in kullanilan PCR programi.
PCR Programi

16 °C' de —30 dakika

42 °C' de — 30 dakika

85 °C'de — 5 dakika

4°C'de S w
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Real-Time PCR ile CERBB2 Expresyon Analizleri

Calismamizda kullaniimak Gzere belirledigimiz CerbB2 ilgili primerler
litaratlrden secilmistir. Calismada, PCR ddngisu esnasinda olusan spesifik
PCR urtnunu belirlemek ve es zamanl degerlendirmek amaciyla florasan
ISima yapabilen igaretli (Tagman problu) primerler kullanildi.

MRNA ekspresyonlarinin Ct degerleri, Abi Step One Plus Real-Time
PCR cihazinin veri tabanindan yararlanilarak elde edildi. Esik deger
(Threshold) olarakta tanimlanan CT degeri, floresan isimada (ARnN) artisin
basladidi ilk siklusu ifade eder. Rn(+), yuklenen drnegdin reaksiyona giren tum
komponentlerin floresan emisyonu, Rn(-) ise negatif kontroltin ve reaksiyonu
gerceklesmeyen oérneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn,
Rn(+) ve Rn(-) arasindaki fark olup,CT degerinin hesaplanmasinda kullanilan
temel gostergedir. Caligmada, housekeeping gen olarak kullanilan
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geninin ortalama Ct degeri

belirlenerek PCR Array’ den elde edilen verilerin normalisazyonu yapildi.

4.istatistiksel Analiz ve Degerlendirme

Degiskenlerin normal dagihma uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
incelenmigtir. Surekli degiskenler medyan (minimum:maksimum) degerleriyle
ifade edilmistir. Kategorik degiskenler ise n(%) ile ifade edilmistir. Normallik
testi sonucuna gore iki grup arasinda yapilan karsilastirmalarda bagimsiz iki
orneklem Mann Whitney testi, U¢ grup arasinda yapilan karsilastirmalarda
bagimsiz 6rneklemler Kruskall Wallis testi, kategorik degiskenlerin gruplar
aras! karsilastirmalarinda ise Pearson ki-kare testi, Fisher'in kesin ki-kare
testi ve Fisher-Freeman-Halton testleri kullaniimistir. istatistiksel analizler igin
SPSS (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version
21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullaniimis olup p<0,05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmisgtir.
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BULGULAR

1.0lgular

Calismaya dahil edilen mide adenokarsinomu tanisi almis 80 olgunun 60’1
(%75) erkek, 20’si (%25) kadindir. Tum olgularin yas dagilimi 43-88 arasinda
olup, ortalama yas 55,2 ‘dir. Kadinlarin yas ortalamasi 55,4 (48-85),
erkeklerin yas ortalamasi 55,18 (43-88) bulunmustur.

Tablo 10: Mide adenokarsinomu olgularinda yas ve cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Sayi(n) Yag Ortalamasi Yas Dagilimi
Kadin 20 55,4 48-85
Erkek 60 55,1 43-88
Toplam 80 55,2 43-88

Olgularin 36 tanesinde tumorin en uzun ¢api 5 cm’den kuguk (%45) iken,

44 tanesinde tumorin en uzun ¢api 5 cm’den buyuktir (%55).

Tumorlerin  histolojik  diferansiyasyon derecesi (grade) dagilimi

incelendiginde; 1 olgu (%1,3) iyi diferansiye (grade 1), 33 olgu (%41,3) orta
diferansiye (grade 2), 46 olgu (%57,5) kotu diferansiye (grade 3) seklindedir.

Histolojik Diferansiyasyon Derecesi

MGradel MWGrade2 mGrade3 M|

1%

58%

Sekil 5: Olgularin Grade Dagilimlari

36




Olgular patolojik timoér evresine (pT) gore degerlendirildiginde; 8 olgu
(%10) pT1, 6 olgu (%7,5) pT2, 50 olgu (%62,5) pT3, 16 olgu (%20) pT4
seklindedir. Olgularin 22 tanesinde (%27,5) lenf nodilu tutulumu izlenmez

iken, 58 tanesinde (%72,5) lenf nodull tutulumu mevcuttur.

Patolojik Tumor Evresi

HpTl WpT2 mpT3 mptd

Lenf Nodiilii Tutulumu

B tutulum yok  ® tutulum var

Sekil 6-7: Olgularin pT evresi ve lenf nodlli tutulumu dagilimlari

Olgularin  21’'inde (%26,3) lenfovaskller invazyon; 38’inde (%47,5)

perindral invazyon mevcuttur.

Olgularin 38'inde (%47,5) intestinal metaplazi izlenmemigtir. Kalan 42
olgunun 35 tanesinde (%43,8) komplet tipte intestinal metaplazi, 1 tanesinde

(%1,3) inkomplet enterik tipte intestinal metaplazi, 6 tanesinde (%7,5)
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inkomplet kolonik tipte intestinal metaplazi mevcuttur. 6 olguda (%7,5)
H.pilori saptanmistir.

2. immunohistokimyasal Bulgular

2.1. cerbB2 Ekspresyonu ve Klinikopatolojik Parametreler
ile iligkisi

cerbB2 antikoru kullanilarak yapilan immunohistokimyasal ¢alismada 80
olgunun 61 tanesinde (%76,25) immunreaktivite izlenmez iken; 14 tanesinde
(%17,5) zayif pozitif immunreaksiyon, 5 tanesinde (%6,25) kuvvetli pozitif

immunreaksiyon izlendi.

cerbB2 immunreaktivitesi

B Negatif M Zayif pozitif (2+) = Pozitif (3+)

Sekil 8: Olgularin cerbB2 immunreaktivitesine gore dagilimi
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Yas Dagilimi

CerbB2 kuvvetli (3+) pozitif olan olgularda yas dagilimi 52-88 araliginda
olup ortalama yas 68,4’tir. cerbB2 zayif (2+) pozitif olan olgularda yas
dagihmi 53-83 araliginda olup ortalama yas 67’dir. cerbB2 negatif olan
olgularda ise yas dagilimi 43-85 araligindadir ve ortalama yas 69 olarak
saptanmigtir. Yas dagihmi acisindan cerbB2 kuvvetli (3+) pozitif olan
olgularda zayif (2+) pozitif ve negatif olanlara goére anlamli fark
saptanmamistir. Tiumor hicrelerinde cerbB2 boyanma skoru ile yas arasinda

anlamli iliski saptanmamisgtir.
Cinsiyet

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 45'i (%73,8) erkek,
16’s1 (%26,2) kadindir. Zayif (2+) pozitif immunreaktivite gdsteren 14 olgunun
11'i (%78,6) erkek, 3’0 (%21,4) kadindir. Kuvvetli (3+) pozitif immunreaktivite
gOsteren 5 olgunun ise 4’0 (%80) erkek, 1'i (%20) kadindir. CerbB2 boyanma
skoru ile kadin ve erkek olgular arasinda istatistiksel anlamli iligki

gozlenmemistir.
Tumor Boyutu

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 28 tanesi (%45,9) 5
cm’den kuglk, 33 tanesi (%54,1) 5 cm’den buyuktir. CerbB2 zayif (2+)
pozitif saptanan 14 olgunun 6 tanesi (%42,9) 5 cm’den kuguk, 8 tanesi (
%57,1) 5 cm’den buyuktir. cerbB2 kuvvetli (3+) saptanan 5 olgunun 2 tanesi
(%40) 5 cm’den kuglk, 3 tanesi (%60) 5 cm’den bluyuktur.CerbB2 boyanma

skoru ve tumor boyutu arasinda istatistiksel anlamli iligki gozlenmemigtir.
Patolojik Tumor Evresi

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 8’i (%13,1) pT1, 5
(%8,2) pT2, 33U (%54,1) pT3, 15'i (%24,6) pT4'tir. Boyanma skoru 2+ olan
14 olgunun 1’i (%7,1) pT1, 1’i (%7,1) pT4, 12’si (85,7) pT3’tir. Boyanma
skoru 3+ olan 5 olgunun tamami pT3 olarak saptanmigtir. CerbB2
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immunreaktivitesi patolojik timor evresindeki artis ile beraber artmaktadir

ancak iki parametre arasinda istatistiksel anlamli iligki saptanmamistir.

Tablo 11: Olgularin cerbB2 boyanma skorunun patolojik timor evresi ile karsilastiriimasi

Patolojik tumor cerbB2 immunohistokimya Toplam
evresi
Negatif Zayif Pozitif | Kuvvetli Pozitif
pT1 8 (%13,1) 0 0 8
pT2 5 (%8,2) 1 (%7,1) 0 6
pT3 33 (%54,1) |12 (%85,7) 5 (%100) 45
pT4 15 (%24,6) | 1 (%7,1) 0 16
Toplam 61 14 5 80
Tumor Grade’i
Tamor grade’i, cerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun

24’Unde (%39,3) Grade 2, 37’sinde Grade 3; boyanma skoru 2+ olan 14
olgunun 6’sinda (%42,9) Grade 2, 8inde (%57,1) Grade 3; boyanma skoru
3+ olan 5 olgunun 7T’inde (%20) Grade 1, 1’inde (%20) Grade 3, 3’Unde

(%60) Grade 2 olarak saptanmistir. CerbB2 boyanma skoru ile olgularin

Grade dagilimlari arasinda istatistiksel anlamli iligki saptanmamistir.

Tablo 12: Olgularin cerbB2 boyanma skoruna gére Grade dagilimlari

Grade cerbB2 immunohistokimya Toplam
Negatif Zayif pozitif Kuwvvetli pozitif

1 0 0 1 (%20) 1

2 24 (%39,3) 6 (%42,9) 3 (%60) 33

3 37 (%60,7) 8 (%57,1) 1 (%20) 46

Toplam 61 14 5 80
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Lenf Noduli Tutulumu

CerbB2 immunrealtivitesi gostermeyen 61 olgunun 45’inde (%73.8),
boyanma skoru 2+ olan 14 olgunun 10’'unda (%71,4), boyanma skoru 3+ olan
5 olgunun 3’Unde (%60) lenf nodull tutulumu mevcuttur. CerbB2 boyanma
skoru ile lenf noduld tutulumu arasinda istatistiksel anlamli iligki

saptanmamistir.
Lenfovaskiiler invazyon

CerbB2 immunreaktivitesi goéstermeyen 61 olgunun 15’inde (%24,6),
boyanma skoru 2+ olan 14 olgunun 3’Unde (%21,4), boyanma skoru 3+ olan
5 olgunun 3’Unde (%60) lenfovaskuler invazyon gozlenmistir. CerbB2
boyanma skoru ile lenfovaskuler invazyon arasinda istatistiksel anlamli iligki
saptanmamistir.

Tablo 13: Olgularin cerbB2 boyanma skoru ve lenfovaskdiler invazyon dagilimlarinin
karsilastiriimasi

Lenfovaskler cerbB2 immunohistokimya Toplam
Invazyon

Negatif Zayif pozitif | Kuvvetli pozitif
Yok 46 (%75,4) | 11 (78,6) 2 (%40) 59
Mevcut 15 (%24,6) | 3 (%21,4) 3 (%60) 21
Toplam 61 14 5 80

Perinéral invazyon

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 29unda (%47,5),
boyanma skoru 2+ olan 14 olgunun 7’sinde (%50), boyanma skoru 3+ olan 5
olgunun 2’sinde (%40) perindral invazyon saptanmigtir. CerbB2 boyanma
skoru ile perindral invazyon arasinda istatistiksel anlamh iligki

saptanmamistir.
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intestinal Metaplazi

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 32’sinde (%52,5),
boyanma skoru 2+ olan 14 olgunun 9’'unda (%64,3), boyanma skoru 3+ olan
5 olgunun 1’inde(%20) intestinal metaplazi saptanmistir. CerbB2 boyanma
skoru ile intestinal metaplazi varligi arasinda istatistiksel anlamh iligki

saptanmamistir.
Helikobakter Pilori

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 olgunun 2’'sinde (%3,3),
boyanma skoru 2+ olan 14 olgunun 2’sinde (%14,3), boyanma skoru 3+ olan
5 olgunun 2 ‘sinde (%40) h.pilori saptanmistir. CerbB2 boyanma skoru ile

H.pilori arasinda istatistiksel anlamllik tespit edilmistir (p<0,05).

Tablo 14: Olgularin cerbB2 boyanma skoru ile H.pilori dagilimlarinin kargilastiriimasi

cerbB2 immunohistokimya
H.pilori Negatif Zayif pozitif | Kuvvetli pozitif | Toplam
Yok 59 (%96,7) | 12 (%85.7) | 3 (%60) 74
Mevcut | 2 (%3,3) 2 (%14,3) 2 (%40) 6
Toplam |61 14 5 80

3. Genetik Analiz Sonuglari

3.1 Real Time-PCR Yontemi ile Belirlenen CerbB2

Ekspresyonu ve Klinikopatolojik Parametreler ile iliskisi

CerbB2 immunreaktivitesi gostermeyen 61 vakanin 57’sinde (%96,6)
normale gore erbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmemektedir. 4 vakada
ise normale goére cerbB2 ekspresyonunda artis mevcuttur. Zayif pozitif
(boyanma skoru 2+) saptanan 14 olgunun 2’sinde (%25) gen
ekspresyonunda farklihk izlenmez iken, 12 vakada (%75) gen
ekspresyonunda artis izlenmistir. Kuvvetli cerbB2 immunreaktivitesi

(boyanma skoru 3+) gosteren 5 olgunun tamaminda cerbB2 gen

42



ekspresyonu yuksektir. CerbB2 immunohistokimyasal bulgulari ile gen
ekspresyonu arasinda %89 oraninda uyumluluk ile istatistiksel olarak anlaml
iliski saptanmistir (p<0,05).

Tablo 15: Olgularin cerbB2 boyanma skorlarinin cerbB2 gen ekspresyonu ile
karsilastiriimasi

cerbB2 gen ekspresyonu
cerbB2 cerbB2 cerbB2 Toplam
immunohistokimya downregulasyonu | upregilasyonu
Negatif 57 (%96,6) 4 (3,4) 61
Zayif Pozitif (2+) 2 (%25) 12 (%75) 14
Toplam 59 16 75
Yas Dagilimi

CerbB2 gen ekspresyonunda artig izlenen 21 vakanin yas dagihmi 52-88
arahidindadir, yas ortalamasi 69,28 bulunmustur. CerbB2 gen ekspresyonu
izlenmeyen 59 vakanin ise yas dagilimi 43-85 araligindadir ve yas
ortalamasi 66,59 bulunmustur. Olgularin yaslari ile cerbB2 gen ekspresyonu

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski g6zlenmemisgtir.
Cinsiyet

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 45’ (%76,3)
erkek, 14’0 (%23,7) kadindir. CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenen 21
vakanin ise 15'i (%71,4) erkek, 6’sI (%28,6) kadindir. Olgularin cinsiyeti ve
cerbB2 gen ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski

g6zlenmemisgtir.

Tumor Boyutu

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 28'’i (%47,5) 5
cm’den kuglk, 31’i (%52,5) 5 cm’den blyuktur. cerbB2 gen ekspresyon artisi
olan 21 vakanin ise 8 tanesi (%38,1) 5 cm’den kiguk, 13 tanesi (%61,9) 5
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cm’den buyuktur. Tumor boyutu ile cerbB2 gen ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki gbzlenmemigtir.
Patolojik Tumor Evresi

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 8'i (%13,6) pT1,
5’1 (%8,5) pT2, 31'i (%52,5) pT3, 15'i (%25,4) pT4'tur. cerbB2 gen
ekspresyonunda artig izlenen 21 vakanin ise 1’i (%4,8) pT2, 1'i (%4,8) pT4,
19'u (%90,5) pT3’tur. cerbB2 gen ekspresyonunda artis izienmeyen grupta
pT3 sikhidi daha fazla saptanmistir. Patolojik timor evrelerinin dagilimina

gore gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark mevcuttur (p<0,05).

Tablo 16: Olgularin cerbB2 gen ekspresyonlari ile patolojik timor evreleri arasindaki dagilhim

Patolojik timdr | cerbB2 gen ekspresyonu Toplam
evresi
downregule upregule
pT1 8 (%13,6) 0 8
pT2 5 (%8,5) 1 (%4,8) 6
pT3 31 (%52,5) 19 (%90,5) 50
pT4 15 (%25,4) | 1 (%4,8) 16
Toplam 59 21 80

Tumor Grade’i

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 24’ (%40,7)
Grade2, 35'i (%59,3) Grade3 ‘tur. CerbB2 gen ekspresyon artisi mevcut olan
21 vakanin ise 1'i (%4,8) Grade1, 9'u (%42,9) Grade 2, 11'i (%52,4) Grade

3’tar.

CerbB2 gen ekspresyonu

istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamigtir.

ile tumor histolojik grade’i

Tablo 17: Olgularin cerbB2 gen ekspresyonlari ve Grade dagilimlari

Grade cerbB2 gen ekspresyonu Toplam
downregule upregule

Gradel 0 1 (%4,8) 1

Grade 2 24 (%40,7) 9 (%42,9) 33

Grade 3 35 (%50,9) 11 (%52,4) 46

Toplam 59 21 80
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Lenf Nodiilii Tutulumu

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 43’Unde
(%72,9), cerbB2 gen ekspresyonunda artis olan 21 vakanin ise 15inde
(%71,4) lenf nodull tutulumu mevcuttur. Lenf nodult tutulumu ile cerbB2 gen

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir.
Lenfovaskiiler invazyon

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 13’Unde (%22),
cerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenen 21 vakanin 8’inde (%38,1)
lenfovaskuler invazyon izlenmistir. CerbB2 gen ekspresyonu ile lenfovaskuler

invazyon arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski saptanmamistir.

Tablo 18: cerbB2 gen ekspresyonu ile lenfovaskiiler invazyon arasi dagilim

Lenfovaskuler cerbB2 gen ekspresyonu Toplam
invazyon

Downregule upregule
Yok 46 (%78) 13 (%61,9) 59
Mevuct 13 (%22) 8 (%38,1) 21
Toplam 59 21 80

Perinéral invazyon

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 27’sinde
(%45,8), cerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenen 21 vakanin ise 11’inde
(%52,4) perinodral invazyon izlenmigtir. CerbB2 gen ekspresyonu ile perindral

invazyon arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamisgtir.
intestinal Metaplazi

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 31’inde
(%52,5) intestinal metaplazi mevcut iken; cerbB2 gen ekspresyonunda artis

mevcut olan 21 vakanin 11’'inde (%52,4) intestinal metaplazi gbézlenmistir.
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CerbB2 gen ekspresyonu ile intestinal metaplazi arasinda istatistiksel olarak

anlamli iliski saptanmamigtir.
Helikobakter Pilori

CerbB2 gen ekspresyonunda artis izlenmeyen 59 vakanin 3’Uinde (%5,1),
cerbB2 gen ekspresyonunda artis mevcut olan 21 vakanin 3’inde (%14,3)
helikobakter pilori saptanmistir. CerbB2 gen ekspresyonu ile helikobakter

pilori arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamisgtir.

Tablo 19. Olgularin HER2_immunohistokimya gruplarina gére sosyo-demografik ézellikleri

Negatif Zayif Pozitif Kuvvetli
(n=61) (n=14) Pozitif p-
(n=5) degeri
Yas (yil) 68(43:85) 67(53:83) 63(52:88) 0,8732
Cinsiyet(K/  45(%73,80)/16(%2 11(%78,60)/3(%2

b
£) 5.20) 1.40) 4(%80)/1(%20) 1,000

Veriler n(%), medyan(minimum:maksimum) olarak verilmistir. a: Kruskal-Wallis testi. b: Fisher Freeman
Halton testi
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Tablo 20. Olgularin HER2 immunohistokimya gruplarina gére klinikopatolojik dzellikleri

Negatif Zayif Kuvvetli
(n=61) Pozitif Pozitif p-
(n=14) (n=5) degeri
Patolojik timor evresi
1 8(%13,10) 0 0
2 5(%8,20) 1(%7,10) 0
3 33(%541  12(%85,70) 5(%100) 0.278"
0) '
4 15(%24,6 1(%7,10) 0
0)
Lenf nodu 45(%73,8  10(%71,40) 3(%60) 0.813"
tutulumu(var) 0) ’
H.pilori(var) 2(%3,30)  2(%14,30) 2(%40) 0,010
Grade
1 0 0 1(%20)
o 24(%393  6(%42,90) 3(%60)
0) 0,076°
3 37(%60,7  8(%57,10) 1(%20)
0)
P53 immunohistokimya
0 28(%459  6(%42,90) 1(%20)
0)
1 8(%13,10)  3(%21,40) 0
5 12(%197  3(%21,40) 2(%40) 0,684°
0)
3 13(%213  2(%14,30) 2(%40)
0)
P53 (var) 33(%)54,1 8(%57,10) 4(%80) 0.610"
0 i)
Cap
0 28(%459  6(%42,90) 2(%40)
0) 1,000°
| 33(%541  8(%57,10) 3(%60) :
0)
0 [ 0,
Vaskiiler invazyon(var) 15((/;))24’6 3(%21,40) 3(%60) 0,237°
0 0 0,
Perindral invazyon(var) 29((/;’)4 [ 7(%50) 2(%40) 1,000°
inestinal metaplazi
varhgi
0 29(%475  5(%35,70) 4(%80)
0)
27(%44 7(% 1(%2
(6)) 3 (%50) (%20) 0.606"
2 1(%1,60) 0 0
3 4(%6,60) 2(%14,30) 0
Inestinal metaplazi 32(%52,5 9(%64,30) 1(%20) 0,264"
2(var) 0)

Veriler n(%) olarak verilmigtir.b: Fisher Freeman Halton testi
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Tablo 21. Olgularin HER2_PCR gruplarina gore sosyo-demografik 6zellikleri

Negatif Pozitif
(n=59) (n=21) p-
degeri
Yas (yil) 68(43:85) 67(52:88) 0,734°
Cinsiyet(K/E) ~45(%76,30)/14(%23,7 15(%71,40)/6(%28,6 | oo
0) 0) ’

Veriler n(%), medyan(minimum:maksimum) olarak verilmistir. c: Mann Whitney U testi. d: Pearson Chi
Square testi

Tablo 22. Olgularin HER2_PCR gruplarina gore klinikopatolojik 6zellikleri

Negatif Pozitif
(n=59) (n=21) p-
degeri
Patolojik tiimor evresi
1 8(%13,60) 0
2 5(%8,50) 1(%4,80)  0,015°
3 3L%525 19(%90,5
0) 0)
4 15(%))25,4 1(%4,80)
Lenf nodu 43(%72,9 15(%71,4  0,898°
tutulumu(var) 0) 0)
H.pilori(var) 3(%5,10) 3(%14,30) 0,182°
Grade
0 1(%4,80)
24(%40,7 9(%42,90)  0,300°
0)
3 35(%593 11(%524
0) 0)
Cap
0 28(0?;)47,5 8(%38,10)  0,459°
1 3L(6525  13(%61,9
0) 0)
Vaskiiler invazyon(var) 13(%22)  8(%38,10)  0,151°
Perinéral invazyon(var)  27(%45,80) 11(%52,40) 0,602¢
Inestinal metaplazi varhg
0 28(%47,50) 10(%47,60)
1 26(%44,10) 9(%42,90) 0,898
2 1(%1,70) 0
3 4(%6,80)  2(%9,50)
Inestinal metaplazi 2(var) 31(%52,50) 11(%52,40) 0,990

Veriler n(%) olarak verilmistir. b: Fisher Freeman Halton testi d: Pearson Chi Square testi e: Fisher’s Exact

Testi
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Sekil 10: cerbB2 zayif pozitif, boyanma skoru 2 (x10)
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Sekil 12: cerbB2 kuvvetli pozitif, boyanma skoru 3 (x10)
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51

cerbB2 kuvvetli pozitif, boyanma skoru 3 (x40)

Sekil 13



TARTISMA ve SONUG

Mide kanseri tum dunyada kansere bagli 6lumlerde ikinci sirada yer alan
gastrointestinal sistemin en sik goértlen malignitelerinden biridir [6,40].
Hastalar genellikle ileri donemde ve uzak metastaz ile prezente oldugu igin

prognoz kotudur [41].

Cerrahi rezeksiyon, erken evre hastalarda temel tedavi sekli iken, ileri evre
hastalarda tek bagina yetersiz kalabilmekte; kemoterapi veya adjuvan
kemoradyoterapi ile kombinasyon yasam beklentisini %10-30’dan %30-60’a
ctkarmaktadir [42].

Son yillarda timoérlerin molekuler temellerinin aydinlatiimaya baglamasi ile
birlikte hucre proliferasyonu ve diferansiyasyonuna direkt olarak mudahale

eden hedefe yonelik tedaviler 6n plana ¢ikmigtir [41].

HER-2/neu ya da cerbB-2, intrinsink tirozin kinaz aktivitesine sahip HER
ailesinin (EGFR, erbB-2, erbB-3 ve erbB-4) bir Gyesi olan blyime faktéradir
[40,43]. HER-2, kromozom 17g21'de Iokalize bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. Tumodrogenezde, bu genin amplifiye olmasi sonucunda
hicre membranlarinda artan protein overekspresyonu malign hucre
dontsimuine yol agmaktadir [34]. Trastuzumab ile kombine edilmis
kemoterapi HER-2 pozitif ilerlemis mide ve gastro6zofageal kanserli
hastalarda standart tedavi protokolu olarak gunumuzde kullaniimaktadir [44].
Basta meme kanserli hastalar olmak Uzere HER-2 reseptorine karsi
geligtiriimis Trastuzumab’in tedavi protokollerinde yer almasi igin tumor
hacrelerinde HER-2 durumunun dogru tespit edilmesi gerekmektedir [45].

HER-2'nin tumor hulcrelerinde saptanmasinda rutin pratikte uygulanan
temel metodlar, immunohistokimyasal ¢alisma (IHK) ve in situ hibridizasyon
yontemleridir. Gunumuzde en sik kullanilan in situ hibridizasyon yontemi
floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi iken, kromojenik in situ

hibridizasyon (CISH) ve silver (gumus) in situ hibridizasyon (SISH) daha
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nadir kullanilan tekniklerdir. Fakat bu yontemlerde elde edilen sonugclar her
zaman birbirleri ile tamamen uyumlu dedgildir. Gen amplifikasyonu her zaman
immunohistokimyasal olarak gosterilen protein ekspresyonu ile sonuglanmaz.
Protein ekspresyonu varlidinda da her zaman gen amplifikasyonu
saptanamayabilir [46]. Literatirde FISH yontemi ile saptanan HER-2 gen
amplifikasyonu %7.1-42 oraninda bildirilirken immunohistokimyasal yontem

ile saptanan HER-2 protein ekspresyonu %6.8-42 oranindadir [46,47,48].

Rutin pratikte, HER-2 ekspresyonunun saptanmasinda
immunohistokimyasal yontem, daha dusiuk maliyetler ve daha kolay teknik
gerektirdiginden én plana g¢ikmaktadir. immunohistokimyasal olarak HER-2
protein ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi formalin fikse parafine gomulu
dokularda antikor ozelliklerine gore boyanma yogunlugu degerlendirilerek
yapilmaktadir. Olgularin ileri genetik degerlendirme ihtiyaci olup olmadidi da
immunohistokimyasal yontem sonrasinda belirlenmektedir [49,50,51,52,53].
Bunun yaninda immunohistokimya sonuglari, degisik antikorlarin
kullaniimasi, degisken teknikler, kullanilan skorlama sistemi gibi nedenler ile

yanhs pozitif veya negatif sonuglanabilmektedir [46].

Meme kanserli vakalarda formalin fikse parafine gdmuli dokulardan HER-
2 RNA’ nin PCR yoéntemi ile saptandidi ¢calismalar literatiirde mevcuttur. Bu
calismalarda PCR sonuglari ile standart immunohistokimya arasinda uyum
oranlari %90 civarindadir. ISH ve immunohistokimya semi-kantitatif metodlar
iken PCR Kkantitatif bir metod olup, degerlendirenler arasi uyumsuzluk

izlenmemektedir [46].

Bosard ve ark. (54) meme kanserli 44 vakanin immunohistokimya ve PCR
sonuglarini degerlendirdikleri ¢alismalarinda HER-2 protein ekspresyonu ile
gen amplifikasyonu arasinda %84 uyum saptayarak HER-2 durumunu
beliremede RT-PCR yonteminin alternatif bir metod olabilecegini

belirtmiglerdir.

Calismamizda mide adenokarsinomu tanih hastalarda
immunohistokimyasal olarak saptanan HER-2 protein ekspresyonunun
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alternatif bir yontem olan PCR ile galigilarak gen amplifikasyonu dizeyinde
gosteriimesi ve immunohistokimyanin saptayamadigr gri zonda kalan
olgulardaki ekspresyonun aciga cikarilarak tedaviye katki saglanmasi

amaclanmistir.

Zhu ve ark. (6) kantitatif PCR ve semi-kantitatif immunohistokimya
sonuglarini  karsilagtirdiklari  ¢calismalarinda mide kanserli vakalarda
immunohistokimyasal cerbB2 pozitifligini %13,38 (57/426), PCR yontemi ile
cerbB2 pozitifligini  %11,7 (46/412) saptamiglardir.  Caligmalarinda
immunohistokimyasal olarak protein ekspresyonunun gosterilemedigi 4
vakada PCR yéntemi ile pozitif ekspresyon bildirmislerdir. immunohistokimya

ile PCR arasindaki uyumluluk oranini %91 olarak belirtmiglerdir.

Bizim ¢alismamizda immunohistokimyasal olarak cerbB2 pozitifligi %23,75
(19/80); PCR yontemi ile saptanan cerbB2 pozitifligi %26 (21/80) olarak
saptanmistir. iki yontem arasinda uyumluluk oranimiz literatir ile uyumlu

olarak %89’a yakin bir orandadir.

Calismamizda immunohistokimyasal olarak negatiflik izlenen 4 (%3,4)

olguda PCR yontemi ile HER-2 ekspresyonu belirlenmistir.

Literatirde HER-2 durumunun vyas, cinsiyet, tUumor boyutu, histolojik
diferansiyasyon derecesi gibi klinikopatolojik parametreler ile iligkili olmadigi
ancak invazyon derinligi, lenf noduld tutulumu, TNM evresi gibi prognostik

parametreler ile iligkili oldugu bildiriimektedir.

Yan ve ark. (40) calismasinda HER-2 durumunun invazyon derinligi, TNM
evresi, lenf nodulli tutulumu ve uzak metastaz ile iligkili oldugu, bunun
yaninda cinsiyet, yas, tumodr boyutu, histolojik diferansiyasyon ve

lokalizasyon gibi klinikopatolojik parametreler ile iligkili olmadigi gosterilmistir.

Zhu ve ark. (6) calismasinda da benzer olarak invazyon derinligi, lenf
nodull tutulumu ve TNM evresinin HER-2 protein ekspresyonu ile iligkili
oldugu; bunun yaninda tumor lokalizasyonu, yas, cinsiyet, histolojik
diferansiyasyon derecesi ile iligkisi olmadigi gosterilmistir.
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Rajagopal ve ark. (42) yaptiklari ¢alismada HER-2 ekspresyonu ile erkek
cinsiyet arasinda istatistiksel anlamli iligki saptamislardir (p=0.006). Bunu
calismalarindaki erkek hasta sayisinin fazla olmasina ve mide kanserinin
erkeklerde daha yaygin gorulmesine baglamislardir. Ayni ¢alismada HER-2
ekspresyonu ile intestinal tip ve orta derecede diferansiye (Grade 2) timorler

arasinda da anlamli iligki saptanmistir.

Bizim calismamizda HER-2 ekspresyonu ile yas, cinsiyet, tumor boyutu,
histolojik diferansiyasyon derecesi, lenf noduli tutulumu, uzak metastaz,
vaskuler invazyon ve perindral invazyon varlidi gibi Klinikopatolojik

parametreler arasinda anlamli iliski saptanmamistir.

HER-2 gen ekspresyonunda artig izlenmeyen vakalarda pT3 gorulme
sikligr calismamizda yuksek saptanmistir (p<0,05). Fakat gruplar arasindaki

diger karsilastirmalarda istatistiksel bir anlamllik tespit edilememigtir.

Calismamizda lenf nodull tutulumu, TNM evresi, uzak metastaz gibi
parametreler ile anlamh iligki bulunamamasi c¢alisma serimizin kuguk
olmasindan kaynaklanabilir. Zhu ve ark. (6) yapmis olduklari ¢alisma HER-2
durumunu klinikopatolojik parametreler ile kiyaslayan en genis serili (426
vaka) calismalardan biridir. Yan ve ark. (40) calismasi ise birkagc merkezden

verileri alinan 476 hastadan olugsmaktadir.

Literatirde HER-2 pozitifliginin intestinal tip mide karsinomu vakalarinda
daha vyuksek oranda oldugu bildiriimektedir. Kataoka ve ark. (55)
calismalarinda HER-2 pozitifligini erkek cinsiyet (p=0.0048) ve ileri yas
(p=0.0309) ile iligkili bulmuslardir. Ayni c¢alismada intestinal tip mide
karsinomunda HER-2, diffiz(%0) ve mikst(%15.4) tiplere gére daha yuksek
oranda saptanmistir (%22.3). Bizim ¢alismamizda timoérler intestinal, diffiz,
mikst tip olarak spesifiye edilmedigi i¢in bu parametre degderlendirilememistir.
Ancak intestinal tip mide kanseri gelisiminde 6nemli roli oldugu bilinen
H.pilori enfeksiyonu ile HER-2 ekspresyonu arasinda c¢alismamizda

istatistiksel anlamli iligki saptanmigtir (p<0,05).
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H.pilorinin Cag patojenite adasi, cytotoxin-associated gene A (CagA)
tarafindan kodlanan bir bakteriyel virulans faktoradur. HER-2 ekspresyonu ile
CagA ligkisinin molekller mekanizmasi hakkinda literatirde ¢ok az bilgi
bulunmaktadir [56].

Shim ve ark. (56) yaptiklari ¢alismada 30 hastaya ait mide kanser
dokusunun 17 tanesinde (%56.7) CagA ekspresyonunu gostermiglerdir. Bu
vakalarin 8 tanesinde (%47) HER-2 gen amplifikasyonu gdsterilmigtir.
Immunohistokimyasal olarak HER-2 protein ekspresyonu ise 12 vakada
(%40) saptanmistir. Calismalarinda CagA pozitifligi ile HER-2 amplifikasyonu

arasinda istatistiksel anlamli iligki saptamiglardir (p<0.05).

Helikobakter pilori’'nin mide kanserine yol agma mekanizmalarindan biri
de mide epitelyal hicrelerinde oksidatif stres ile iligkili apopitoz ve DNA

hasarina yol acan Spermine Oxidase (SMOX) ‘I upregule etmesidir [57].

Chaturvedi ve ark.(57) fare ve insanlar Uzerinde yaptiklari gok merkezli
calismada gastrik karsinogenezde SMOX ile EGFR, cerbB2 arasinda anlamli

iligki saptamislardir.

Sonu¢ olarak; timoéral dokudaki cerbB2 aktivasyonu ileri evre mide
kanserlerinde  standart tedavi protokollerinden biri olan Trastuzumab
endikasyonunu belirlemek i¢in kullanilan tek biyobelirtegtir [58,59].
Gunumuzde HER-2 aktivasyonu rutin pratikte immunohistokimyasal ¢alisma
ve in situ hibriditasyon testleri ile belirlenmektedir. Rezeksiyon ve
endoskopik girisim sonrasinda ¢ikartilan dokular oncelikle immunohistokimya
ile incelenmektedir. Dokuda boyanan HER-2 protein miktarina gére sonuglar
0, +1, +2 ve +3 olmak Uzere dort basamak halinde skorlanmaktadir. Skor 0
ve +1, HER-2 negatif olarak tanimlanmakta ve bu timdrlere sahip hastalarda
Trastuzumab tedavisi endikasyonu bulunmamaktadir [60].
Immunohistokimyasal boyanma skoru +2 saptanmasi durumunda, ISH
yapilmasi onerilmekte iken immunohistokimyasal boyanma skoru +3 olarak
degerlendirilen olgulara Trastuzumab tedavisi uygulanmaktadir. Ancak

immunohistokimya ve ISH rutin olarak kullanilmasina ragmen, testlerin uzun
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surmesi, pahali olmasi ve ¢oklu 6rneklerin analizlerine uygun olmamalari gibi
dezavantajlari da mevcuttur [61]. Ayrica her iki yontem de nitel verilere
dayanmakta ve laboratuvarlara gore standardizasyonu degismektedir. Bu
nedenle immunohistokimya ve ISH testlerinin validasyonunu saglamak

amaciyla kantitatif yontemler uygun olmaktadir.

Kantitatif Real-time PCR, genden transkribe edilen mRNA'’ larin sayisal
verilere dayanarak degerlendiriimesine olanak saglayan molekuiler bir
tekniktir [62]. Real-time PCR yontemi, nukleik asit amplifikasyonu ile es
zamanli olarak artis gdsteren floresan sinyalinin dlgliimesiyle, kantitatif sonug¢
alinabilen bir ydntemdir. Sicaklk dénguleri ve floresan okunmasi ayni cihaz
icinde ve ayni tlp iginde gerceklesmektedir. Boylece hedef bdlge, herhangi
bagka bir cihaza ihtiya¢ duyulmadan kisa bir slre iginde saptanabilmektedir.
Ayni cihaz icerisinde hem cogaltma isleminin, hem de c¢ogaltilan Urunleri
saptama igleminin yapilabilmesi, testlerin ¢cok daha pratik bir yontem haline
gelmesini saglamaktadir. Ayrica tupler agilmadan test tamamlandidi igin
kontaminasyon riski de azalmaktadir. Bu yontem sayesinde tek seferde ¢ok
sayida 6rnek calismak mumkuindar. Real-Time PCR’ in en dnemli 6zelligi
testlerin optimize yontemler ile yapiliyor olmasi ve gen anlatimini sayisal bir

deger olarak vermesidir [63].

Sonu¢ olarak RT-PCR yonteminin; IHK ve ISH yodntemlerine alternatif
olabilecek ve birbirlerini tamamlayan yontemler oldugu gosterilmistir. Ayrica
RT-PCR ydnteminin; gri zonda kalinan ve immunohistokimyasal yontem ile
atlanabilen olgular aydinlatabilecek bir yontem oldugu literatur ile uyumlu
olarak ¢alismamizda gosterilmistir. Kugskusuz HER-2 ekspresyonun tedaviyle
olan direkt iliskisi nedeniyle dogru ve guvenilir degerlendirme sarttir.
Calismamizda olgu sayisinin artirlarak HER-2 ekspresyonu ile
klinikopatolojik prognostik parametreler arasinda iligki saptanabilecegi

kanisina variimigtir.
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