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AYOZGER e tesekkiir ederim. Bu ¢alismanin ger¢eklesmesinde katki saglayan tiim
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SIMGELER ve KISALTMALAR

APC Antijen sunan hiicreler

CTLA-4 Sitoplazmik T lenfositleri ile iliskili protein 4

DC Dendritik hiicre
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PSGL-1 P-selektin glikoprotein ligandi-1

TCR T hiicre reseptor kompleksini

TIL Tiimér Infilte Lenfositler

TLR Toll-like reseptor

TMC Timor Mikrogevre

VISTA T hiicre aktivasyonunun V-domain immunoglobin baskilayicisi



OZET

Kopek Meme Tiimérlerinde VISTA ifadesinin immunohistokimyasal Olarak
Arastirilmasi

VISTA, yeni bir bagisiklik kontrol noktasi diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Buna gore, VISTA, T hiicresi aktivasyonunu inhibe edebilir, toleransi koruyabilir ve
immunopatolojiyi sinirlayabilir, antijen sunan hiicrelerde bir ligand olarak ve T
hiicrelerinde bir reseptdor olarak hareket eder. Paralel olarak, insan timor
orneklerinde, VISTA proteininin tiimor infiltre lenfositler (TIL'ler) ve miyeloid
hiicreler lizerinde yiiksek diizeyde eksprese edildigi belirtilmistir ve bu durum
prognoz ile iligkilendirilmistir Kopek meme tiimorlerinde ise bilgimize gore
VISTA’nin arastirildigt bir calisma bulunmamaktadir. Calismadaki kopek meme
timorlerinin  histopatolojik ve molekiiler tiplendirmesi yapildi. Molekiiler
tiplendirme i¢in vakalara ER, PR HER2, VISTA ekspresyonlarinin gosterilmesi igin
ise VISTA primer antikoru immunohistokimyasal olarak uygulandi. Vakalarda
malign kopek meme tiimorlerinde VISTA diizeyleri karsilastirildi. Ayrica malign
meme tiimorlerinde farkli histolojik derece tiimorlerde ve farkli molekiiler
tiplendirmelerde VISTA ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklar da ortaya konuldu.
Calisma sonunda VISTA immun boyanmalarina hem tiimér hem de yangi
hiicrelerinde rastlanmistir. Ayrica timor derecesi ile tiimor dokusundaki VISTA
boyanmalar1 arasinda anlamli korelasyonlar tespit edilmistir. Sonug¢ olarak kopek
meme tliimorlerinde VISTA varligit hem timér hem de yangi hiicrelerinde
dogrulanmis olup, ileriye yonelik VISTA inhibisyonuna dayali immunoterapi
calismalarina yonelik bir temel olusturmaktadir

Anahtar Kelimeler: Immunoloji, Kanser, Kdpek Meme Tiimérii, Vista



ABSTRACT

Immunohistochemical Investigation of VISTA Expression in Canine Mammary
Tumors

VISTA is emerging as a novel immune checkpoint regulator. Accordingly, VISTA
can inhibit T cell activation, maintain tolerance, and limit immunopathology by
acting as a ligand on antigen-presenting cells and as a receptor on T cells. Similarly,
in human tumor samples, it has been reported that the VISTA protein is highly
expressed on tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) and myeloid cells, and this
expression is associated with prognosis. However, to our knowledge, there is no
study investigating VISTA in canine mammary tumors. In this study,
histopathological and molecular typing of canine mammary tumors were performed.
For molecular typing, ER, PR, and HER2 were evaluated, and for demonstrating
VISTA expression, VISTA primary antibody was applied immunohistochemically.
The levels of VISTA in malignant canine mammary tumors were compared among
cases. Additionally, differences in VISTA expression in tumors with different
histological grades and different molecular types were investigated. At the end of the
study, VISTA immunostaining was observed in both tumor and inflammatory cells.
Significant correlations were also detected between tumor grade and VISTA staining
in tumor tissues. In conclusion, the presence of VISTA in both tumor and
inflammatory cells in canine mammary tumors has been confirmed, providing a basis
for future studies on VISTA inhibition-based immunotherapies.

Keywords: Cancer ,Canine Mammary Tumor, Immunology, Vista
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1. GIRIS
1.1. Kopek Meme Bezi Yapisi

"o

Meme bezleri, karin duvarindaki orta hatta paralel olarak uzanan ve "siit
cizgisi" olarak adlandirilan bolgede gelisir. Disi kopekte meme bezleri, siit ¢izgisinin
lizerinde bulunur. Disi kopeklerde genellikle bes ¢ift meme bezi bulunur. On iki ¢ift
"0n ve arka gdgiis" meme bezleri olarak adlandirilirken, orta iki ¢ift "on ve arka
karin" meme bezleri olarak adlandirilir ve arka ¢ift ise "kasik" meme bezleri olarak

adlandirilir (Barone, 1990; Frandson ve Spurgeon 1992; Miller ve ark. 1964).

Meme bezi, degismis bir ter bezi olarak kabul edilir. Boliinmiis interlobiiler
bag doku tarafindan lobiillere ayrilan bilesik bir tiibiiloalveoler bezdir. Meme bezi,
parankim (alveoller), stroma (bag doku), kanallar, damarlar ve sinirlerden olusur
(Bacha ve Bacha 2000; Dellmann ve Carithers 1996; Salomon ve ark., 2008; Silver
1966).

Meme alveolleri, sekretuar aktiviteye bagl olarak basit kiibik veya prizmatik
salg1 epitelinden olusur. Ayrica, sekretuar epitel miyoepitel hiicreleri ile gevrilidir, bu
hiicreler de bir bazal lamina ile ¢evrelenmistir. Miyoepitelyal hiicreler kasilarak siitiin
akmasindan sorumludur. Interlobiiler kanallar, laktifer kanallara déniisiir ve laktifer
sinlise agilir. Laktifer siniis, meme sinilisiinde devam eder ve papillar kanal

araciligiyla meme basina agilir. Bu kanallar farkli Epitellerle doselidir.

En kiiciik kanallar, basit kiiboidal epitel ile kaplidir ve laktasyon yapan meme
bezlerinde salg1 epiteline ddiiniisiirler. Daha biiylik kanallar ve siniisler iki katli kiibik
ve prizmatik epitelle kaphdir, papillar kanal ise keratinize ¢ok katli yassi epitel ile

kaplanmustir.

Miyoepitel hiicreleri kanallarda bol miktarda bulunur. Interalveolar doku
nispeten seyrektir, iyi vaskiilarize edilmistir ve bol miktarda plazma hiicresi
barindirir. Interlobiiler septumlar yogun diizensiz bag doku ve bol miktarda elastik

liflerden olusur (Barone, 1990; Dellmann ve Carithers, 1996; Salomon ve ark.,



2008).

1.2. Kopek Meme Tiimorii

Insanlar ve kopeklerde yasam beklentisinin artmasiyla kanser insidans1 da

artmistir (Kaszak ve ark., 2018).

Meme bezi tiimdrleri, disi kopeklerde en yaygin neoplazmalardan biridir
(Shafiee ve ark., 2013). Bu spontan tiimorler, insanlardaki timoérlere ¢ok benzer olsa
da, disi kopeklerdeki insidans oran1 kadinlara gore 3 kat daha fazladir (Egenvall ve
ark., 2005). Kopek ve insan meme tliimorleri arasinda bazi molekiiler ve biyolojik
benzerlikler bulunmaktadir ( DeSantis ve ark., 2011; Egenvall ve ark., 2005; Rivera,
2010; Shafiee ve ark., 2013). Kopek meme tiimorlerinin (KMT) yaklasik yarisi
malign vakalar1 olusturur (Shafiee ve ark., 2013), insanlardaki meme tiimdrleri ile
karsilastirildiginda insidans orani 3 kat daha yiiksektir. Insanlardaki meme tiimoriine
benzer sekilde, bu tiimdrler neredeyse sadece disilerde goriiliir ve nadiren erkek
kopeklerde saptanir (Egenvall ve ark., 2005). Genel olarak, kopeklerde malign meme
timorlerinde (KMMT), metastatik yayilma lenfatik damarlar araciligiyla bolgesel
lenf diiglimlerine veya hematojen olarak gergeklesir ve akcigerler, uzak metastazlarin

en sik gorildiigii organlardir (Sorenmo, 2003).

Meme tiimorleri, kisirlagtirnlmamis disileri veya ileri yasta kisirlastirilan
disiler1 etkileyen en yaygin kanser tiirleridir (Lana ve ark., 2007; Sorenmo ve ark.,
2013; Egenvall ve ark., 2005; Sleeckx ve ark., 2011; Varallo ve ark., 2019). Bu
hastalik, disileri etkileyen tiim neoplazmalarin yaklasik %52'sini olusturur ve meme
tiimorlerinin %41-53"i histopatolojik olarak malign olarak teshis edilir (Varallo ve
ark., 2019). 2010 ile 2012 yillar1 arasinda Brezilya'da yapilan ¢aligmalar, malign
meme tliimdrlerinin goriilme sikliginin %60-82 arasinda degistigini géstermistir. Bu
nedenle, meme tlimorlerini incelemek, bu hayvan popiilasyonunu etkileyen yiiksek

mortalite ve morbidite oranlar1 nedeniyle biiylik 6nem tasir (Varallo ef al., 2019)

Kopek meme tiimorleri farkli biiyiikliiklerde nodiiller olarak ortaya ¢ikarlar

ve genellikle 1yi tantmlanmiglardir. Hastanin tedavi protokolii ve prognozu, timoriin



fiziksel oOzellikleri, konumu, histolojik ve molekiiler siniflandirmasina gore
belirlenebilir. Kopek meme tiimorlerinin insidansi, yapilan c¢aligmanin cografi
konumuna bagl olarak degisir ve yas, hormonal maruziyet, cins ve diger faktorler

arasinda disi kopegin molekiiler 6zellikleri de etkilenir (Vazquez ve ark., 2023) .

Malign kopek meme tiimorleri arasinda en yaygin olanmi tiibiiler karsinom
(adenokarsinom) olup, onu papiller karsinom, solid karsinom, kompleks karsinom ve
karsinosarkom izler. Iyi huylu meme tiimérlerinin ¢ogu ise fibroadenomlar, duktal
papillomalar, iyi huylu karisik tiimorler ve basit adenomlardir (Kumar ve ark., 2009;
Salas ve ark., 2015). Ayn1 hastanin farkli meme bezlerinde birden fazla tiimor tipine

rastlanmasi da yaygindir (Sorenmo, 2003).

Malignite derecesi, sadece tlimoér tipine degil, ayn1 zamanda belirgin niikleer
ve hiicresel pleomorfizmin varli§ina, mitotik indekse, nekrotik boélgelerin varligina,
timoral ve lenfatik invazyon ile bolgesel lenf nodu metastazinin varligina dayanir

(Goldschmidt ve ark., 2011) .

1.2.1. Kopek Meme Tiimorii Risk Faktorleri

Cogu malign meme tiimorli orta yash (5-7 yas) ve yash (7-8 yas) disi
kopeklerde gelisir. Ayrica, kisirlastirmanin gecikmesiyle meme tiimorleri gelisme
riski artar (Benavente ve ark., 2016; Salas ve ark., 2015; Schneider ve ark., 1969).
Kisirlastirilmamis disi kopeklerde iki yasindan 6nce kisirlastirilanlara kiyasla meme
timori gelistirme riski dort kat daha fazladir (Schneider ve ark., 1969). Yapilan bir
calismada, kopeklerde ilk kizginliktan Once kisirlastirilanlarin meme timori
insidansinin %0,05 oldugunu, kizginlik sayisi arttikca arttigini, birinci ve ikinci
kizginliktan sonra sirasiyla %8 ve %26 oldugunu bulmustur. Ugiincii kizginliktan
sonra kisirlastirilan disilerde, meme tiimorii gelistirme riski kisirlastirilmamis bir disi

kopek ile benzer bulunmustur (Schmidt, 1970; Schneider ve ark., 1969).

Irk, kopeklerde meme tiimorlerinin insidansini etkileyebilecek baska bir
faktordiir (Vascellari ve ark., 2016). Safkan kopeklerde, kopek meme timori

vakalar1 arasinda belirgin bir sekilde artis saptanmistir (Sleeckx ve ark., 2011).



MacEwen ve Withrow (1996), Boxerlar, Chihuahualar ve melez irklar igin
diistik bir risk bildirirken, digerleri Boxerlar1 yiiksek riskli bir irk olarak ve Collies,
Shetland Sheepdoglar1 ve Bernese Dag Kopekleri'ni diistik riskli irklar olarak
bildirmektedir (Borge ve ark., 2011). Ayrica, Bronden ve ark. (2003) Boxerlar ve
Bernese Dag Kopekleri i¢in yiiksek bir risk bulmustur. (Brenden ve ark., 2003)

Ispanya'da yapilan bir calisma, Retrieverlar, av kopekleri ve su kopeklerini
meme tiimorlerinin daha yiiksek bir insidansi olan irklar olarak belirlemistir (Pastor
ve ark., 2018). Italya'da, malign meme tiimdrlerinin en yiiksek insidansina sahip olan
irklar Samoyedler, Dobermanlar, Schnauzerler ve Yorkshire terrierleri olarak
belirlenmistir (Vascellari ve ark., 2016). Arjantin'de, Ingiliz Cocker Spanielleri,
Pekingese ve Alman Coban Kd&peklerinin meme tiimorleri tanis1 konan irklar olarak
en sik rapor edildigi bilinmektedir (Benavente ve ark., 2016). Isveg'te, Ingiliz
Springer Spanielleri, Dobermanlar ve Boxerlar meme kanserini gelistirme riski daha

yiiksek olan irklar olarak tanimlanmistir (Egenvall ve ark., 2005).

Cinsiyet hormonlarinin, 6zellikle Ostrojen ve progesteronun, kopek meme
tiimorlerinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Benavente ve ark.,
2016). Disi kopeklerde ve kadinlarda, over steroidleri fizyolojik kosullar altinda
meme dokusunun normal biiylimesini uyarir. Ancak, epitelde proliferatif etki,
neoplastik proliferasyon i¢in miikkemmel bir ortam olusturabilir (Benavente ve ark.,
2016; Kumaraguruparan ve ark., 2006). Bu, her 0strus dongiisiinde gerceklesir ve
kopegi kanser olusumuna daha da hassas hale getirir (Chang ve ark., 20009;
Rutteman, 1990; Stovring ve ark., 1997). Ostrojenler duktal biiyiimeyi tesvik
ederken, progestinler meme bezlerinde salg1 ve miyoepitelyal hiicrelerin hiperplazisi

ile lobuloalveoler gelisimini indiikleyebilir (Rutteman, 1990).

Luteal fazda, meme dokusu yiiksek diizeyde progesterona maruz kalir, bu da
bliyime hormonu (GH) up-regiilasyonuna neden olabilir. Bu hormonun,
karsinogenezin ilk adimi1 olarak meme kok hiicrelerini  uyarabilecegine
inanilmaktadir (Queiroga ve ark., 2008). GH, insiilin biiytime faktorii 1 (IGF-I)
seviyelerini artirir, bu da sirastyla meme hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir ve

yerel bir biiylime faktorii olarak islev gorerek tiimor gelisimini ve biiylimesini uyarir



(Benavente ve ark., 2016; Queiroga ve ark., 2008). Yalanci gebelik, meme
timorlerinin gelisimiyle iligkili degildir (Sleeckx ve ark., 2011; Veronesi ve ark.,
2003); ancak, kontraseptif olarak progesteron kullanim1 képeklerde iyi huylu meme

tiimorlerinin gelisimini indiikleyebilir.

Kopeklerdeki yumurtalik steroidlerinin etkisi, esas olarak meme dokusunda
ifade edilen reseptorler araciligiyla olur. Progesteron ve dstrojen reseptorleri (PR ve
ER, sirasiyla), hem normal hem de neoplastik dokularda bulunur (Chang ve ark.,
2009; de Las Mulas ve ark., 2005; Gama ve ark., 2008; Geraldes ve ark., 2000;
MacEwen ve ark., 1982; Millanta ve ark., 2005; Nieto ve ark., 2000; Rutteman ve
ark., 1988; Yang ve ark., 2006). Ancak, ER varligi, malign olanlara kiyasla benign
timorlerde 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir (Chang ve ark., 2009; de Las Mulas ve ark.,
2005; Donnay ve ark., 1995; Geraldes ve ark., 2000; Illera ve ark., 2006; MacEwen
ve ark., 1982; Rutteman ve ark., 1988; Yang ve ark., 2006). Benzer sekilde, PR
ifadesi, hiperplastik/displastikten baslayarak benign olanlara ve sonunda malign olan
kopek meme lezyonlarina kadar asamali olarak azalmaya baglar (Geraldes ve ark.,
2000; Millanta ve ark., 2005; Chang ve ark., 2009). ER ve PR'nin azalan
ekspresyonunun, kotii bir prognozla ters orantili oldugu goriinmektedir (Sleeckx ve
ark., 2011).

Ancak son zamanlarda, serum ve doku homojenatlarinda steroid
hormonlarinin diizeylerinin malign meme tiimoérleri (MMT) olan disilerde benign
meme tiimorleri (BMT) olanlara gore daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir, bu da
steroid hormonlarinin malign tiplerde lokal biiyiime faktorleri olarak islev
gorebilecegini ve onlarin proliferasyonunu uyarabilecegini gostermektedir (Queiroga

ve ark., 2005).

Farkli calismalar arasindaki gozlemlenen tutarsizliklar muhtemelen 6rnek
secimi, antikorlardaki farkliliklar, boyama prosediirii ve degerlendirme veya tespit
sisteminin hassasiyetiyle veya semikantitatif olarak degerlendirilmesiyle de ilgilidir.
Insan meme kanserinde benzer sonuglar rapor edilmistir (Bardou ve ark., 2003

Pichon ve ark., 1996).



Yag dokusunun bazi steroid hormonlari sentezleme yeteneginden dolay1
beslenme faktorleri 6zel ilgi goérmektedir. Yag dokusu, androjenleri Ostrojenlere
doniistiiren aromataz aktivitesi nedeniyle 6nemli bir Ostrojen kaynagidir. Artan meme
yag dokusu, bezinin, meme timdri olusumunu tesvik ettigi bilinen Gstrojenlere

maruz kalmasina katkida bulunur (Simpson ve Zhao, 1996).

Hiicresel diizeyde ise, obezite, makrofajlarin aktive oldugu ve tiimor nekroz
faktorii a ve interleukin 6 gibi yangisal mediatorler ile leptin, adiponektin, rezistin ve
aromataz gibi diger maddelerin iiretildigi yag dokusunun yangilanmasina neden olur.
Bu, hiicre proliferasyonunun artmasina, apoptozun inhibe edilmesine ve

anjiyogenezin indiiklenmesine yol agabilir (Veronesi ve ark., 2003).

1.2.2. Kopek Meme Tiimorii Genetik mekanizmasi

Hormon reseptdrii pozitif meme kanserleri biiyiik dl¢lide dstrojen/ER yolu
tarafindan yonlendirilir. HER2 pozitif meme timorlerinde HER2, PI3K/AKT ve
RAS/RAF/MAPK vyollarin1 aktive eder ve hiicre biiylimesini, hayatta kalmasini ve
farklilasmasini uyarir. Uglii negatif meme kanserinden (TNBC) muzdarip hastalarda,
cesitli sinyal yollaklarinda (Notch ve Wnt/beta-katenin) EGFR proteininin
diizensizligi dogrulanmistir. Meme kanseri durumunda, tiim kanserlerin yalnizca
%8'1 kalitsaldir; bu, BRCA1 veya BRCA2'deki (Meme kanseri genleri 1 ve 2)
genetik degisikliklerle baglantili bir olgudur. Yalnizca {i¢ gendeki (TP53, PIK3CA ve
GATA3) somatik mutasyonlar, tiim meme kanserlerinde>%10 oraninda meydana

geldigi goriilmiistiir (KEGG Breast Cancer).

Genetik degisiklikler, meme tiimorii gelisiminin bir parcasidir. Proto-onkogen
epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR), insan meme kanserinde 6nemli bir rol
oynar c¢linkii fosforile formunun ekspresyonu artmis anjiyogenez ve metastaz ile
iligkilidir (Magkou ve ark., 2008). Malign kdpek meme karsinomlarinda, EGFR'nin
asir1 ekspresyonu timdr boyutu, nekroz, mitotik derece, histolojik malignite derecesi,
timdr niiksii, uzak metastaz ve klinik evre ile iliskilidir. Ayrica, artmis anjiyogenez
ve malign meme tiimdrlerinin agresifli§ine katkida bulunabilir, bu da EGFR

inhibitdrlerinin metastatik hastaligin tedavisinde kullanilabilecegini



diisiindiirmektedir (Carvalho ve ark., 2013; Guimaraes ve ark., 2014; Queiroga ve

ark., 2017) .

Diger yaygin genetik degisiklikler, kopek meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR
yolunun proteinlerini kodlayan genlerde bulunan mutasyonlardir. PI3K/Akt/mTOR
yolu, proliferasyon, protein sentezi, apoptoz, hiicre hareketliligi ve anjiyogenezin
diizenlenmesi igin gereklidir ve birka¢ kopek meme tiimoriinde diizensiz hale
gelmistir ( Asproni ve ark., 2021; Kim ve ark., 2020). PIK3CA (fosfatidilinozitol-4,5-
bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birimi alfa), PTEN (fosfataz ve tensin homologu),
PIK3R1 (fosfoinozitid-3-kinaz diizenleyici alt birimi 1) ve AKT1 (serin/treonin kinaz
1) genlerinde bulunan mutasyonlar, kopek meme kanserlerinde insan meme
kanserlerine benzer sikliklarda tanimlanmis olup, bu degisikliklerin tiirler arasinda
korunmus olabilecegini gostermektedir (Kim ve ark., 2020). Kopek PIK3CA geni,
sirastyla benign ve malign meme tiimorlerinin %55 ve %38'inde mutasyona
ugramistir ve insan karsiligiyla %99 benzerlik gosteren 1068 amino asitlik bir
proteini kodlamaktadir. Bu nedenle, PIK3CA'nin yatkinlik olusturan fonksiyonel bir
mutasyonunun insanlar ve kopekler arasinda benzer oldugu olduk¢a muhtemeldir
(Kim, 2020). PIK3CA'daki mutasyonlar bu sinyal yolunu asir1 aktive edebilir ve
timor olusumunu tesvik edebilir (Miller, 2012).

Farkli histolojik tiplerde (hem benign hem de malign) kopek meme
tiimorlerinde PTEN ve PIK3R1 mutasyonlar1 tanimlanmistir, AKT1 mutasyonlari ise
yalnizca kompleks karsinomlarda gozlemlenmis olup, bunlarin dokuya 06zgii
oldugunu o6nermektedir (Kim ve ark., 2020). Kopek meme tiimorlerinde fosforile
AKT ekspresyonu daha agresif alt tipler, lenfatik invazyon ve daha kotii hayatta
kalma ile korelasyon gostermektedir (Asproni ve ark., 2021). PTEN ekspresyonu
kopeklerde daha az agresif tiimorlerle iliskilidir (Asproni ve ark., 2021), ancak
kopeklerdeki malign meme tiimorlerinde PTEN kaybi daha kisa hayatta kalma stiresi
ile iligkilidir (Ressel ve ark., 2009). Kopek meme tiimorii hiicrelerinde PTEN'in agir
ekspresyonu hiicre proliferasyonunu inhibe eder, kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax'in yukari
regiilasyonu yoluyla apoptozu indiikler ve fosforile AKT'yi asag1 regiile eder (Tong
ve ark., 2016).



BRCA1 ve BRCA2, hem insanlar hem de kopeklerde meme tiimorii
gelisiminde 6nemli oyunculardir. Bunlar, hiicre dongiisii diizenlemesi ve DNA
hasarmma yanit vermede rol oynayan niikleer bir fosfoproteini kodlayan timor
baskilayict genlerdir (Welcsh ve King, 2001). BCRA1 ekspresyonunun kaybi, timor
baskilayic1 genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu gibi diger
degisikliklere yol acan genetik kararsizlia neden olur ve timor olusumunu tesvik
eder (Deng ve Scott, 2000; Montalban ve ark., 2021). BRCA1 ve BRCA2 gen
mutasyonlar1 kalitsaldir ve erken yetigkinlikten itibaren meme tiimorii gelistirme
olasiligimi artirir. 80 yasina kadar, BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarina sahip
kadinlarin meme kanseri gelistirme kiimiilatif riski sirasiyla %72 ve %69'dur
(Kuchenbaecker ve ark., 2017). Kopeklerde, bu genlerdeki mutasyonlar da belirli
irklarin meme tiimorii gelistirme egilimini artirabilir ve BRCA1 kopeklerde malign
vakalarla daha gii¢lii bir sekilde iliskilidir (Rivera ve ark., 2009). Ayrica, BRCA1
protein ekspresyonunun sadece niikleer olmaktan ¢ikarak hem niikleer hem de
sitoplazmik hale gelmesi, Ozellikle malign tiirlerde, kopek meme tliimorlerinin
karakteristik bir 6zelligidir (Nieto ve ark., 2003). BRCA2 ekspresyonu, kopek meme
timorlerinde etkilenmemis meme dokularina gore daha diisiiktiir ve bu nedenle

tiimor olusumuna yol agabilecek bagka bir olas1 mekanizma olabilir.



1.2.3. KLASIiFIKASYON

1.2.3.1. Histolojik Klasifikasyon

Meme tiimoérleri kisirlagtirilmamis disi kopeklerde en sik teshis edilen
neoplazidir ve yaklasik %50'si maligndir (Vazquez ve ark., 2023). K&tii huylu meme
tiimdrleri bolgesel lenf diiglimlerine ve akciger gibi uzak organlara metastaz yapma
kapasitesine sahiptir; bazi durumlarda kan damarlar1 yoluyla karaciger, dalak ve
bobrek gibi karin organlarina metastaz yapabilirler (Karayannopoulou ve Lafioniatis,
2016). Yillar gegtikce kdpek meme tiimdrlerinin histolojik siniflandirmasima yonelik
cesitli sistemler kurulmustur. ilk siniflandirma 1974'te (Hampe ve ark., 1974),
ikincisi 1999'da yayinlanmis ve daha sonra 2011'de su anda kullanilana gore bir

degisiklik yapilmistir (Goldschmidt ve ark., 2011).

Koépek meme tiimorleri morfolojileri agisindan olduk¢a degiskendir ve
genellikle kombinasyon halinde veya tek basina liimen epitel hiicreleri, miyoepitelyal
hiicreler ve mezenkimal hiicreler dahil olmak iizere birden fazla hiicre tipinden
olusur (Vazquez ve ark., 2023). Epitelyal kokenli (basit adenom veya basit karsinom)
veya mezenkimal (fibroadenom, fibrosarkom, osteosarkom ve diger sarkomlar)
olabilirler; ancak bazilar1 epitel ve miyoepitelyal dokunun bir kombinasyonunu
seklindedir (iy1 huylu karigik tiimorler veya karsinosarkom). Kadinlarda neredeyse
hi¢ teshis edilmeyen mezenkimal tiimorler ile miyoepitel hiicre proliferasyonu olan
timorler kopeklerde sik goriiliir (Gray ve ark., 2020; Kim ve ark., 2020; Pefia ve
ark., 2014). Timdr tipi, niikleer ve hiicresel pleomorfizm, mitotik indeks, nekrotik
alanlarin varligi, lenfatik ve peritiimoral invazyon ve bdlgesel lenf diglimii
metastazi, malign meme tlimorlerinin  tanisinda kullanilan baz1  kriterlerdir

(Goldschmidt ve ark., 2011).



Tablo 1.1. Kopek meme  karsinomlarinda  malignitenin  histolojik
derecelendirilmesinde kullanilan kriterler (Vazquez ve ark., 2023)
Tubiil Olusumu Niikleer Pleomorfizm Mitoz
Tubiil olugumu >%75: 1 Tekdiize veya diizenli kiiciik ~ 0-9: 1 puan
puan cekirdek ve ara sira
cekirdekgikler: 1 puan
Kat1 timor alanlariyla Niikleer boyut ve sekilde orta 10-19: 2 puan
karismis orta derecede dereceli degisiklik,
tubtiler diizenleme (%10-75)  hiperkromatik ¢ekirdek
olusumu: 2 puan (bazilar1 belirgin olabilir): 2
puan
Minimal veya hig tubiil Cogunlukla bir veya daha >20: 3 puan

olusumu yok (<%10): 3 puan

fazla belirgin ¢ekirdekgeik ile

cekirdek boyutunda ve
hiperkromazide belirgin
varyasyon: 3 puan

Toplam Skor Malignite Derecesi

3-5 I (diisiik) 1yi farklilagsmis
6-7 II (orta) orta derecede farklilagsmis
8-9 III (yiiksek) az farklilagmig

2011 yilinda Goldschmidt ve arkadaslari, KMTKMT'lerin 23 malign ve 7
benign alt tipe ayrildig: yeni bir tam siniflandirma semasi olusturdular (Goldschmidt
ve ark., 2011). Bu smiflandirma sistemi daha sonra 2019 yilinda DSO ve Davis-
Thompson DVM Vakfi tarafindan giincellenmistir (Nosalova ve ark., 2024;
Papparella ve ark., 2022). Malign KMT'ler c¢ogunlukla adenokarsinom,
karsinosarkom, solid karsinom, papiller karsinom veya kompleks karsinomdur.
KMT'lerin en sik goriilen benign formlar1 duktal papillomlar, fibroadenomlar, basit
adenomlar ve benign mikst tiimorlerdir (Kumar ve ark., 2009; Salas ve ark., 2015).
KMT'lerin yaklasik %50'sinden fazlasi histolojik olarak maligndir (Kaszak ve ark.,

2018).
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Tablo 1.2. Malign tiimorlerin histolojik siniflandirmasi (Goldschmidt ve ark., 2011).

Histolojik siniflandirma

A. Malign Epitelyal Neoplaziler
1. In situ karsinom
2. Basit karsinom
a. Tubuler
b. Tubulopapiller
c. Kistik-papiller
d. Kribriform
3. Invaziv mikropapiller karsinom
4. Solid karsinom
5. Komedokarsinom
6. Anaplastik karsinom
7. Kompleks karsinom
+Epitel bileseni kotli huyludur ve miyoepitel iyi huyludur.
8. Malign miyoepitelyal karsinom
+Epitel ve miyoepitelyal bilesenler maligndir.
9. Miks karsinom
+Epitel bileseni kotii huyludur; miyoepitelyal mezenkimal bilesen iyi
huyludur ve mezenkimal bilesen kikirdak veya kemiktir.
10. Duktal karsinom
11. intraduktal papiller karsinom
B. Malign Epiteliyal Neoplaziler- Ozel tipler
1. Yass1 hiicreli karsinom
2. Adenoskuamdz karsinom
3. Miisindz karsinom
4. Lipit-zengin karsinom
5. Ig hiicreli karsinom
a. Malign myoepitelioma
b. Yass1 hiicreli karsinom—mekik hiicreli varyant
c. Karsinoma—mekik hiicreli varyant
C. Yangisal karsinom
D. Malign Mezenkimal Neoplaziler-Sarkomlar
1. Osteosarkom
2. Kondrosarkom
3. Fibrosarkom
4. Hemangiosarkom
5. Diger sarkomlar
E. Karsinosarkom- Malign Miks Meme Tiimorii

Her ne kadar bazi klinik belirtiler (hizli biiylime, tiimor boyutu, iilserasyon ile
deriye ve altta yatan dokulara fiksasyon) malignitenin gostergesi olabilse de,
kopeklerde klinik olarak iyi huylu ve koti huylu meme tiimdrlerini birbirinden

ayirmak c¢ogu zaman imkansizdir. Benign ve malign kopek meme tiimdrleri
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arasindaki sitolojik ayrim zordur; sitolojik farklilasmanin dogrulugu yaklasik
%20'dir. Bu nedenle histopatoloji, tiimor tipi, iyi huylu ve koti huylu, derece ve
prognoz dahil olmak {iizere tanmiy1 belirlemek i¢in en iyi yontemdir. H&E ile
boyanmis boliimlere dayanarak iyi huylu meme tiimorlerini kétii huylu meme
timorlerinden ayirmaya yonelik en oOnemli kriterler asagida agiklanmaktadir

(Goldschmidt ve ark., 2016).

Tablo 1.3. Iyi huylu ve kétii huylu meme tiimorlerin ayrimi (Goldscmidt ve ark.,

2016).

BENIGN MALIGN
Iyi sl Kotii siirlt
Periferde diizgiin kenarlar Periferde diizensiz kenarlar
Periferde olgunlasmamis fibréz bag

Periferde kompakt fibroz bag dokusu dokusu

Nekroz multifokaldir ve hizli neoplastik

Nekroz merkezidir ve vaskiiler beslenme N N o e o
hiicre ¢ogalmasi ile iliskilidir

kaybiyla iliskilidir
Cekirdekler monomorfiktir Cekirdekler pleomorfiktir
Lenfatik veya vaskiiler invazyon yok Olast lenfatik veya vaskiiler invazyon
Lenf nodu metastazi yok Olasi lenf nodu metastazi

1.2.3.2. Molekiiler Klasifikasyon

Histopatolojik ve morfolojik veriler insandaki meme kanserlerinin
siniflandirilmasina yardimct olsa da immunohistokimya yoluyla elde edilen
molekiiler bilgilerin eklenmesi daha dogru teshis ve prognostik bilgiler saglar (Kwon

ve ark., 2023).

Molekiiler alt tiplerin kadin meme kanseri i¢in ilk olarak Perou ve ekibinin,
meme kanserinin fenotipik ¢esitliligini belirli bir gen ifadesine haritalayarak
tanimladiklar1 belirtilmistir (Perou ve ark., 2000). Diger ¢alismalar, farkl alt tipler
arasinda prognoz ve kemoterapi yaniti farkliliklarmi bildirmistir (Serlie ve ark.,

2001).
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Meme kanserleri ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptdrii (PR) ve insan
epidermal bliylime faktorii 2 reseptorii (HER-2 veya EGFR-2) dahil olmak {izere
immunohistokimyasal belirteclerin ekspresyonuna gore dort alt tipte siniflandirilir: 1.
Luminal A (ER+ ve/veya PR+ ve HER-2-), II. Luminal B (ER+ ve/veya PR+ ve
HER 2+), III. HER-2 pozitif (ER—, PR— ve HER-2+) ve IV. Uglii negatif (ER—, PR—
ve HER-2-) (Provenzano ve ark., 2018; Varallo ve ark., 2019) . Luminal A, luminal
B ve HER-2'nin asir1 eksprese edildigi tiplere sahip hastalar olumlu sonuglar
gosterirken, ticlii negatif tiplere sahip olanlarin prognozu kétiidiir (Hennigs ve ark.,

2016; Inwald ve ark., 2015).

Insanlarda HER-2, floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemiyle gen
amplifikasyonuna ve immun histokimya kullanilarak protein ekspresyonuna
dayanarak tespit edilir. Insan meme kanserinde HER-2 durumunun degerlendirilmesi,
Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi ve Amerikan Patologlar Koleji (ASCO/CAP)
uzmanlar1 tarafindan revize edilmistir (Wolff ve ark., 2018). Veteriner hekimlikte
KMT'lerde HER-2 asir1 ekspresyonunun biyolojik anlami agik degildir. HER-2'nin
amplifikasyon durumu daha énce KMT'de kromojenik in situ hibridizasyon yoluyla
arastirilmis ancak HER-2 amplifikasyonu tespit edilmemistir (Martin De Las Mulas
ve ark., 2003). Muscatello ve ark., tek ve ¢ift problu floresan yerinde hibridizasyon
gerceklestirerek kromozomal anormallikleri, translokasyonlari, ortak amplifikasyonu
veya polisomiyi degerlendirmislerdir. Calismalarinda HER-2 asir1 ekspresyonu ile
HER2 gen kopyalarinin artan sayis1 arasinda anlamli bir korelasyon oldugu
gosterilmis ancak ASCO/CAP degerlendirme sistemi tarafindan belirlenen
amplifikasyon durumu ile herhangi bir korelasyon bulunamamistir (Muscatello ve
ark., 2022). Bu, insan meme kanserine yonelik degerlendirme sisteminin KMT'ye
uyarlanamayacagini ve HER-2'nin kopeklerdeki klinik roliinii agikliga kavusturmak

icin gelecekteki calismalara ihtiyag oldugunu gostermistir (Nosalova ve ark., 2024).

Insandaki meme kanserlerinin aksine, KMT'lerin molekiiler alt tipleri heniiz
tam olarak belirlenmemistir. Bununla birlikte, KMT'lerin siniflandirilmasinda insan

meme kanserinin mevcut molekiiler smniflandirmasinin uygulanmasi icin ¢aba sarf
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edilmistir. Oregin Gama ve ark. (Gama ve ark., 2008), KMT'lerini insan meme
kanseri molekiiler siniflandirma yontemine gore siniflandirilmistir; Luminal A tipi
tiimorli kopeklerde (%44,8) diisiik histolojik derece ve diisiik proliferasyon oranlari
bulunurken, bazal tip timorlii kopeklerde (929,2, ticlii negatif tiimorlerin bir alt tipi)
cogunlukla yiiksek histolojik derece ve yiiksek proliferasyon oranlari bildirilmistir.
Ayrica, bazal alt tip, insanlarda gozlemlenene benzer sekilde, luminal A tipiyle
karsilastirildiginda daha kisa hastaliksiz araliklar ve genel hayatta kalma oranlariyla

iliskilendirilmistir.

Abadie ve ark. (Abadie ve ark., 2018), insan molekiiler smiflandirma
yontemini kullanarak 350 KMT'yi siniflandirmis ve KMT'lerin %14,3"lin{in luminal
A tipi, %9,4'liniin luminal B tipi, %0'min HER-2 asir1 eksprese eden tip ve
%76,3"lnilin ¢l negatif tip oldugunu bulmuglardir. Luminal A tiimdorli kopekler,
luminal B veya {glii negatif tiimorlii kopeklerle karsilastirildiginda 6nemli dlclide

daha uzun hayatta kalma siireleri gdstermistir.

110 KMT'yi kapsayan bagka bir caligsma, tiimor histolojisini luminal A tipi
(%38,1), luminal B tipi (%15,4), HER-2 asir1 eksprese eden tip (%9) ve ii¢lii negatif
tip (%15,4) olarak siniflandirmistir (Varallo ve ark., 2019).

Luminal A ve B fenotipleri daha iyi prognoz ile iligkilendirilirken, HER-2'y1
asir1 eksprese eden ve Uglii negatif timorler daha agresif ve metastaz olusumu ile
onemli Olglide daha kisa hayatta kalma siiresi acisindan anlamli bir iliski
sergilemistir. Bireysel calismalarin sonuclar1 bir miktar degiskenlik gosterse de
meme tlimorlii kopeklerde bildirilen bu bulgular, insan meme kanserlerinde
gozlemlenenlerle karsilagtirilabilir. Bu sonuglar, insan meme tiimorleri i¢in Elston ve
Ellis kriterlerine gore siniflandirilan KMT'lerin molekiiler alt tiplerinin, insanlarda
gozlemlenene benzer sekilde kopeklerde de prognostik bir iliskiye sahip oldugunu

gostermektedir (Kwon ve ark., 2023).

Ozetle, KMT'ler ile insan meme kanserleri arasindaki 6nemli derecede
histolojik ve molekiiler benzerlik, KMT'lerin insan meme kanseri arastirmalar1 i¢in

karsilastirmali modeller olarak kullanisliligini daha da kanitlamaktadir (Kwon ve
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ark., 2023).

Ostrojen ve progesteron, biiyiime ve normal meme dokusu gelisimi igin
gereklidir; ancak ayni zamanda tiimor biiylimesini de etkilerler. Baz1 ¢alismalar
Ostrojen reseptorii  (ER), progesteron reseptorii (PR) veya her ikisinin
ekspresyonunun benign tiimorlerde daha sik oldugunu ve genellikle olumlu prognoz
ile iligkili oldugunu gdstermistir (Nieto ve ark., 2000; Millanta ve ark., 2005;
Mainenti ve ark., 2014). Baska bir ¢alisma, Ostrojen reseptorii negatif (ER-) ve
progesteron reseptorii pozitif (PR+) tiimorlerin, Ostrojen ve progesteron pozitif (ER+
ve PR+) ile karsilastinldiginda kotii bir sonugla iliskili oldugunu, ER- ve PR-

tiimdrlerinin ise en kotli prognoza sahip oldugunu gostermistir (Kim ve ark., 2014).

Yapilan bir ¢alismada Luminal A ve B olan her iki kanser tiiriinde de, Ki67
ekspresyonu, sonu¢ tahmini i¢in giiclii bir prognostik faktoér oldugunu bildirmistir
(Abadie ve ark., 2018). Ki67 niikleer bir proteindir; bu nedenle yalnizca hiicre
dongiisiiniin ge¢ G1, S ve G2 evreleri sirasinda hiicre ¢ekirdeginde ve mitoz sirasinda
kromozomlarin yiizeyinde tespit edilebilir. Kopeklerde en ¢ok calisilan proliferasyon
ve apoptoz biyobelirtegleri arasindadir ve c¢esitli tiimor tiplerinde mevcuttur. Ki67
diizeyleri iyi huylu tiimoérlerde kotii huylu tiimorlere gore onemli Olgiide daha
diisiiktiir ve artan diizeyler metastaz, kotli prognoz ve daha kisa sagkalim ile pozitif
olarak iligkilidir (Kaszak ve ark., 2018; Pefia ve ark., 1998). Normalde epitel
hiicrelerinde eksprese edilen bir adezyon membran proteini ve tiimor baskilayici gen
olan E-kaderin de 6nemli bir immunohistokimyasal prognostik faktordiir. Kadinlarda
ve disi kopeklerde meme kanserinde E-kaderin kaybi meydana gelebilir ve timor
boyutunun artmasi, histolojik derece, hastaligin evresi ve genel olarak daha kotii
prognoz ile iligkilendirilmistir (Li ve ark., 2017). Kopeklerde E-kaderinin diisiik
ekspresyonu veya yoklugu, iiclii negatif ve HER-2 pozitif tiimorler dahil olmak iizere
daha agresif ve metastatik kanserlerle iligkilidir (Varallo ve ark., 2019). Bu proteinin
diisiik ekspresyonu ayni zamanda tiimor epitel hiicrelerinde mezenkimal 6zelliklerin
edinilmesini, invazyonu ve hiicre yayilimmi tesvik eden epitelyal mezenkimal

gegciste de rol oynar (Gray ve ark., 2020; Varallo ve ark., 2019).

Aktin mikrofilamentleri, ara filamentler ve mikrotubiiller, memeli
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hiicrelerinde hiicre iskeletinin olusumunda rol oynar. Sitokeratinler (CK'ler), hiicre
farklilagmasi, doku biiyiimesi ve epitel hiicre tipini yansitan intermediate filamentlere
aittir (Abd El-Rehim ve ark., 2004). Normal insan ve kopek meme bezlerinde liimen
epitel hiicreleri CK7, CK8, CK18 ve CK19 ekspresyonu sergiler. Ote yandan CK5,
CK14, CK15 ve CK17 bazal/miyoepitelyal hiicrelerde eksprese edilir (Bocker ve
ark., 2002; Rasotto ve ark., 2014). Malign KMT'de luminal CK19'un asagi
regiilasyonu, agresif bir fenotip ve daha yiiksek timor ilerlemesi riski ile
iliskilendirilmistir (Gama ve ark., 2010). Fhaikrue ve ark. (2020), kompleks
karsinom ve iyi huylu karisik tiimor hiicrelerinde CKS5 ekspresyonunu
gostermislerdir. Ayrica basit karsinom hiicrelerinde CK18 bulunmustur (Fhaikrue ve
ark., 2020). Solid karsinomda da yiiksek diizeyde CK 18 ekspresyonu tespit edilmistir
(Borghesi ve ark., 2021). CK'lerin immunohistokimyasal ekspresyonu, meme
kanserinin histolojik incelemesinde umut verici bir yaklagimi temsil edebilir (Taneja

ve ark., 2010).
1.3. immun kontrol noktalari1 Nedir?

Immun kontrol noktalari, immun yanitlari hassas sekilde ayarlamak igin ortak
uyarict yolaklari fizyolojik olarak dengeleyen inhibitor yolaklardir. Baska bir deyisle,
bir immun yanit1 durdurabilen normal immun sinyalleridir (Tiirkoglu ve Kahveci,
2019; Gibney ve ark., 2016). Bir immun kontrol noktasinin iki bileseni ile ilgili
olarak, immun hiicreler {izerinde eksprese edilen molekiiller genellikle immun
kontrol noktas1 reseptorleri olarak adlandirilirken, antijen sunan hiicrelerde, tiimor
hiicrelerinde veya diger hiicre tiplerinde immun kontrol noktasi ligandlar1 olarak

isimlendirilir (Foy ve ark. 2016).

Immun kontrol noktalari, fizyolojik kosullarda bagisiklik homeostazini
koruyan diizenleyici molekiillerdir. Alicilar araciligiyla T hiicrelerine ko-stimiilator
veya ko-inhibitor sinyaller gondererek, immun kontrol noktalar1 hem saglikli
dokular1 adaptif immun yanitlardan korur hem de lenfositleri patojenleri etkili bir
sekilde uzaklastirmak i¢in aktive eder. Ancak, baskilayict immun kontrol noktalar
islevlerinden dolay1 kanser hiicreleri igin istenmeyen bir koruma saglayabilir. immun

sistemin islevini yeniden kazandirmak ve hastanin bagisiklik hiicrelerinin tiimorleri
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taniy1p yok etmesini saglamak ve baskilayict immun kontrol noktalarini engellemek
veya pozitif immun kontrol noktalarini uyarmak i¢in kanser immunoterapisinde

monoklonal antikorlar genis ¢apta kullanilir (Marhelava ve ark. 2019).

Inhibitér veya uyarict immun kontrol noktast molekiilleri, farkli timor
tiplerinde timor hiicrelerinin oldukca biiyilik bir kismi tizerinde eksprese edilir. Son
yillarda, tiimor hiicrelerinde immun kontrol noktast molekiillerinin ekspresyonunun,
tiimor hiicrelerinin biyolojisi lizerinde énemli sonuglar1 oldugu ortaya konulmustur
(Foy ve ark. 2016). Kanser gelisiminde kritik olan bu immun kontrol noktasi
inhibitorlerinin kesfi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar
sunmustur. Bu tedavi stratejileri, Inhibitér immun Konrol Noktas1 Blokaji (IKB)
olarak adlandirilmaktadir (Walker ve Sansom 2015; Lo ve Abdel-Motal 2017,
Nallasamy ve ark. 2018). Immun kontrol noktas: molekiillerinin tiimér hiicreleri
tarafindan asir1 ekspresyonu, kanser mikrogevresinde tiimore Ozgii T-hiicresi
bagisikligimi etkiler. Bu kontrol noktalarin1 kullanan tiimér immun kagis
mekanizmalarinin ¢ogu efektdr hiicre fonksiyonlarimi bloke ettiginden, anti-tiimor
immunitesi, inhibitor reseptor-ligand etkilesimini bloke eden ve bdylece immun

kontrol noktalarini inaktive eden antikorlar ile onarilabilir (Carosella ve ark. 2015).

Bahsedilen denetim noktalar1 i¢in en Onemli hedef hiicre grubu T
lenfositlerdir. T lenfositler temel olarak CD4+ ve CD8+ T lenfositler olarak iki gruba
ayrilirlar. Naive CD8+ T hiicresinin aktive olabilmesi i¢in T hiicre reseptor
kompleksinin (TCR) major doku-uygunluk kompleksi (MHC) iizerinden sunulan bir
peptit ile birlesmesi ve sonrasinda ko-stimiilatdor uyarmin olusmasi gereklidir.
Kendimize ait olan veya olmayan antijenler dendritik hiicreler gibi antijen sunan
hiicreler (APC) ile T hiicrelerine sunulurlar. TCR, MHC iizerinden kendisine sunulan
antijeni tanir ve boylece ilk sinyal olugmus olur. Ancak T hiicresinin aktivasyonunu
tamamlayabilmesi i¢in ko-stimulatdr sinyale ihtiyact vardir. Naive CD8+ T
hiicrelerinin en 6nemli ko-stimiilatdr uyar1 sinyali T lenfosit yiizeyindeki CD28’in,
APC {izerindeki CD80/CD&6 ile etkilesimidir. T hiicre yiizeyinde yer alan CD28 ile
APC iizerinde yer alan CD 80/86’nin etkilesmesi ile ko-stimulator sinyal olusur.
Boylece T hiicresi naive formdan aktive forma gecis gosterir. Ko-stimiilatér uyarinin

olmamasi halinde, T hiicresi yanit veremez ve antijene periferik tolerans durumu yani
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anerji gelisir (Bas Aksu ve Sengiil 2020; Pardoll, 2012). Bununla birlikte aktive edici
sinyallerin yaninda uygunsuz T hiicre aktivasyonunu dnlemek i¢in PD-1, CTLA-4,
LAG-3 ve VISTA gibi T hiicre bagisikliginin negatif diizenleyicilerine ihtiyag vardir.
Bu proteinler sayesinde immun sistem, normal hiicrelere karsi atak gostermez ve
normal hiicreler neoplastik biiylime gecirmeye basladiginda T hiicreleri bunlar
algilayarak kars1 atak yaparlar. Ancak tiimor hiicreleri de bu immun kontrol noktasi
molekiillerini membranlarinda eksprese ederek immun sistem hiicrelerinin
saldirisindan korunmay1 basarirlar. Pankreas kanserinin ileri evrelerinde CTLA-4,
LAG-3, PD-1, VISTA gibi immun kontrol noktast genlerinin yiiksek seviyede
ekspresyon gosterdigi ve bunun da sagkalim ile ters orantili oldugu bilinmektedir.
Negatif diizenleyici inhibitorlerin blokesi veya aktivatorlerin arttirilmasi ile tiimore
kars1 yanit giiclendirilebilir (Brunet ve ark. 1988; Erbakan ve ark., 2021; Gelao ve
ark. 2014; Blando ve ark. 2019).

1.3.1. CTLA-4

En erken tanimlanan immun kontrol noktasi CTLA-4'tiir. Fare CTLA-4 geni
1987'de kesfedilmis ve insan geni takip eden yil klonlanmistir (G. Wang ve ark.,
2020; Brunet ve ark., 1987; Dariavach ve ark., 1988; X. B. Wang ve ark., 2011; R. Li
ve ark., 2007). Ancak CTLA-4"in T hiicresi aktivasyonunu negatif olarak diizenledigi
1990'arin ortalarina kadar gosterilememistir (Waterhouse ve ark., 1995; Krummel ve

Allison, 1995; Leach ve ark., 1996).

Immunoglobulin siiper ailesine ait olan CTLA-4 (sitotoksik T lenfosit iliskili
antijen-4) 223 amino asitlik protein kodlayan bir dizidir. Esas olarak efektor T
lenfositlerinde, naif T hiicrelerinde ve Treg yiizeyinde az miktarda eksprese edilir
(Erbakan ve ark., 2021; Brunet ve ark., 1987; Goodall ve ark. 2014; Gelao ve ark.,
2014). Normal sartlar altinda B7 molekiilii ile CD28 reseptorii baglanirken, CTLA-4
B7’ye baglanmak icin CD28 ile rekabet haline girer ve 20 kat fazla afiniteyle B7’ye
baglanir. Bunun sonucunda ikinci sinyallesme olan B7/CD28 gerceklesmedigi i¢in T
hiicrelerinde anerjiye sebep olunur. B7 es uyaranlar ile baglanti sonrasinda TCR

sinyallerinin dogrudan inhibisyonu meydana gelir ve azalan IL-2 ekspresyonu ile T
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hiicreleri i¢in immunsupressive etki yaratir (Gelao ve ark., 2014; Linsley ve

Ledbetter, 1993).

Immun sistemin hassas dengesinde baskilayici tarafta yer alan T-reg hiicreleri
tiimor mikro-gevresinde de yogun olarak bulunur ve tiimoére karsi gelisen immun
yanitt inhibe ederler. Bdylece tiimoriin immun sistemden korunmasina yardimci
olurlar. T-reg’lerin yiizeyinde CTLA-4 gibi immun kontrol noktalar1 yer almaktadir.
CTLA-4 inhibitorleri T-reg’lerin fonksiyonunu inhibe ederek, tiimor mikro-
cevresindeki immun siipresif etkiyi ortadan kaldirir. Bu nedenle, CTLA-4 blokajinin
anti-tiimoral etkinligi hem efektor CD4/CD8+ T hiicre aktivitesinin arttirilmasi hem
de T-Reg hiicrelere bagli immunosiipresyonun inhibisyonu {izerinden ortaya

cikmaktadir (Bas Aksu ve Sengiil, 2020; Peggs ve ark., 2009).

NCR ifadesi, anti-timor konak yanitinin gelisiminin bir¢ok asamasinda
diizenlenir. Bu yanitin gelisiminde hem konstitiitif onkogenik sinyallesme hem de
adaptif bagisiklik direnci tarafindan yonlendirilir. CTLA-4 icin baglayici ortaklar
CD80 ve CD86'dir. APC'lerde ifade edilirler ve sonu¢ olarak CTLA-4, T hiicre
aktivasyonunun gergeklestigi ikincil lenfoid organlarda islev gérmesi nedeniyle
oncelikle bu organlarda islev goriir (Nowak ve ark., 2017; Topalian ve ark., 2015).
Naive veya bellek hiicrelerinde ifade edilmez, bu nedenle CD28'in CD80/86 ile
etkilesime girmesi ve ko-stimiilasyonun baskin olmasina olanak saglar. Ancak, TCR
sinyalizasyonu sonrasinda CTLA-4 mRNA's1 stabilize edilir, protein mobilize edilir
ve ardindan yiizeyde ifade edilir. CD28'i geride birakarak CD80/CDS86 ile baglanan
CTLA-4, T hiicre yanitlarin1 hem hiicre-otonom hem de hiicre-dis1 yollarla inhibe

edebilir (Wolchok ve Saenger, 2008).

TMC'deki diger bagisiklik diizenleyici mekanizmalarla birlikte siirekli
antijene maruz kalmanin, yiiksek seviyelerde ko-inhibitor reseptorleri (CTLA-4, PD-
1, TIM-3, LAG-3, BTLA vb.) ifade edilmesine ve sitotoksisite ve efektor sitokinlerin
tretimi (IFN-y, IL-2, TNF-a) gibi proliferasyon ve efektor fonksiyon kaybi ile
tikenmis-T hiicrelerine yol agtig1 gosterilmisti. Bununla birlikte, T hiicresi
tilkenmesi, geri dondiiriilemez degildir ve tiikenmis T hiicreleri tarafindan ifade

edilen ortak inhibitdr yolaklar modiile edilerek, mevcut immun kontrol noktas1 inhibe
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edici tedavilerin temelini olusturan T hiicrelerinin islevsel olmayan hali tersine

cevrilebilir (Agrawal, 2019).

CTLA-4’e 6zgii bir insan monoklonal antikoru olan Ipilimumab (Yervoy), bu
yeni kanser immunoterapisi sinifindan ilk FDA onayl ilactir. Metastatik melanomali
hastalarda, ipilimumab tedavisi genel sagkalimi 3.6 ay arttirarak, hastalarin % 10-
20'sinde kalic1 tiimdr regresyonu ile tam bir yanit olusturmustur (Foy ve ark., 2016).

Ipilimumab ve tremelimumab, CTLA-4" hedef alirlar (Ott ve ark., 2013).

Tiimor yanitlarini kontrol noktast blokajina engelleyebilecek mekanizmalarin
coklugu g6z oniine alindiginda, monoterapi olarak CTLA-4 blokajinin uzun yillar
stirebilen kismi ve tam timor yanitlart olusturmasi oldukga dikkat ¢ekicidir (Ott ve
ark., 2013). Ipilimumab'a cevabin dayanikliligi, tedavinin baslamasindan 3 yil sonra
%20 hayatta kalma platosuna isaret eden 1861 hastanin faz II ve faz III klinik
calismalarinin uzun siireli analizleri ile gosterilmesi ¢ok 6nemlidir (van Hooren ve

ark., 2017).

1.3.2. PD-1/PDL-1

Efektor T hiicresi, B hiicresi ve miyeloid hiicrelerinde eksprese edilen
programlanmig oliim reseptorii-1 (PD-1), neredeyse tiim insan hiicrelerinin ylizey
membraninda bulunan B7 gen ailesinin bir iiyesi olan PD-L1 (programlanmis 6liim
ligandi-1) ile etkilesim gosterir. T hiicrelerinin aktive edilmesi ve inhibe edilmesi i¢in
oldukca oOnemli olan PD-1/PD-L1 yolu periferik T-lenfosit toleransinin
korunmasinda ve inflamasyonun diizenlenmesinde gorev alir. PD-1/PD-L1 etkilesimi
sonucunda TCR aracili T hiicre proliferasyonu zayiflar, IL-2 ekspresyonu azalir, T
hiicrelerinde sitokin salinimi inhibe olur. Bu sinyal yolagi PD-1 hiicre Sliimiinii
dogrudan indiiklemez, ancak hiicre biiylime faktorlerini ve sagkalim sinyallerini
azaltir. Yapilan ¢alismalarda PD-1 eksik farelerde graft-versus-host hastaligi (GvHD)
ad1 verilen otoimmun reaksiyonlar ger¢eklesmistir (Freeman ve ark., 2000; Latchman
ve ark., 2001; Schiitz ve ark., 2017). Kanser hiicreleri ise hiicre yiizeylerinde PD-L1

ekspresyonunu arttirarak bagisiklik sistemini inhibe etmeyi basarir. In-vivo olarak
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PD-L1 tiimor olusumunu ve invazivligi arttirarak timor hiicrelerini spesifik CD8 + T

hiicrelerine daha duyarsiz hale getirdigi gosterilmistir (Schiitz ve ark., 2017).

CTLA-4’lin aksine PD-1 naive T hiicrelerinde eksprese edilmez. PD-1, T
hiicre aktivasyonundan sonraki 24 saat igerisinde eksprese edilmeye baslanir. T hiicre
ve APC arasindaki etkilesimin siiresi de ¢cok degiskendir. T hiicresinin aktive olup
sitokin salimimi yapabilmesi i¢in Oncelikle APC ile stabil baglantilar olusturmasi
gerekir. Stabil baglant1 olusturamayan T hiicreleri anerjik hale gelirler. Yapilan
caligmalarda PDI1/PD-L1 blokajinin T hiicre-dendritik hiicre arasinda stabil
baglantinin olusmasini sagladigi ve anerji gelismesini onledigi gosterilmistir (Bas

Aksu ve Sengiil, 2020; Garris ve ark., 2018).

PD-1, CTLA-4’e gore daha genis alanlarda eksprese edilir. Caligsmalar
ozellikle T lenfositler {izerine yogunlagsmis olsa da NK hiicreler ve B lenfositlerde de
PD-1 ekspresyonu oldugu, bu hiicrelerin litik aktivitelerini kisitladigr ile ilgili veriler
vardir. Dolayistyla PD-1 blokaji doku ve tiimér mikrogevresinde efektor T
lenfositlerin ve NK hiicrelerinin aktivitesini artirir ve B lenfositlerden antikor

saliniminda artigsa neden olur (Pardoll, 2012).

PD-1I’in PD-L1 ve PD-L2 olmak iizere iki adet ligandi vardir. PD-1’in T
lenfosit fonksiyonlarini inhibe etmesi i¢in mutlaka PD-L1 ve PD-L2 ligandlariyla
birlesmesi gerekmektedir. Tiimor hiicrelerinde ¢ogunlukla bulunan ligand PD-L1 dir.
Tiimdriin mikro-¢evresinde eksprese edilen PD-L1, tiimdre kas1 gelisen immun yaniti
baskilar. Fare modellerinde tiimor hiicresi yiizeyinde PD-L1’in artmis ekspresyonun,
tiimor mikro-gevresinde tiimore karsi gelisen immun yaniti inhibe ettigi ve bdylece
timor hiicrelerinin immun sistemden kacarak cogalabildigi gosterilmistir (Dong ve

ark., 2002).

PD-L1 melanom, over kanseri, ve akciger kanseri tiimor hiicrelerinde yiiksek
seviyede ifade edilirken, PD-L2 B hiicreli lenfomalarda (primer mediastinal B
hiicreli lenfoma, folikiiler lenfoma, Hodgkin hastaligi gibi) ifade edilir (G. Wang ve
ark., 2020; Pardoll, 2012; Baumeister ve ark., 2016) .
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Immun denetim noktalari, ko-stimiilatdr uyariy: engelleyerek T hiicrelerinin
timor hiicrelerine kars1 verdigi yaniti baskilar ve tiimor hiicreleri i¢in immun
sistemden kag¢is mekanizmasi olarak gorev alirlar. Bu immun baskilamay1 ortadan
kaldirmak igin primer hedefleri PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 olan antikorlar bugiin
klinikte kullanilan tedavi secenekleri haline gelmistir. Bu yolla immun sistemi
giiclendirerek tiimor hiicrelerine karsi yaniti artiran, immun diizenleyici monoklonal
antikorlarin klinik kullanimlar ile ilerlemis malignitesi olan hastalarda prognoz
onemli Olgiide iyilestirilmistir (Garon ve ark., 2015; Ansell ve ark., 2015; Bellmunt
ve ark., 2017) .

CTLA-4 blokaji yapan ipilimumab malign melanomda kullanilirken PD-1
blokaji yapan cemiplimab kutandz yassi hiicreli karsinomada, pembrolizumab ve
nivolumab kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri, malign melanom, renal hiicreli kanser,
Hodgkin lenfoma, bas boyun yassi1 hiicreli kanserleri, kolorektal kanser ve iiretelyal
karsinom gibi birgok malignitede kullanilmaktadir. Atezolizumab, durvalumab ve
avelumabin ise PD-L1 iizerinden etki gostererek liretelyal karsinomda kullanimlar
onaylanmistir (Markham ve Duggan, 2018; Hargadon ve ark., 2018; Emens ve ark.,
2017).

1.3.3. Lymphocyte Activation Gene-3 (LAG-3)

LAG-3, 1990 yilinda kesfedilmis ve aktive T hiicrelerinde, Tregs, DC'ler, NK
hiicrelerinde ifade edildigi saptanmistir (Triebel ve ark., 1990) . LAG-3, CD4 ile
yiiksek homolojiye sahip olup MHC-II molekiilleri i¢in daha yiiksek bir afinitesi
bulunmakla birlikte, T hiicre fonksiyonunu negatif olarak diizenler (Huard ve ark.
1995). LSECtin ve fibrinojen-benzeri protein 1 (FGL1) ligandlarina baglanmasi
yoluyla tiim6ér immunoterapisinde bir hedef olarak umut vaat etmektedir (Jun Wang

ve ark., 2019; F. Xu ve ark., 2014).
Tiimor mikrogevresinde bulunan T hiicrelerinde 6Ozellikle CD8+ T

hiicrelerinde yliksek seviyede LAG-3 ekspresyonuyla immunosupresif etki

gozlenmektedir. PD-L1°1 yliksek seviyede eksprese eden tiimorlii dokularda LAG-
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3’lin ekspresyonu ile beraber tiimoriin daha agresif oldugu tespit edilmistir (Keane ve

ark., 2020)

1.3.4. T-cell Immunoglobulin Mucin-3 (TIM-3)

TIM-3, 2002 yilinda kesfedilmis ve CD4+ T yardimci hiicrelerinde, CD8+
sitotoksik T hiicrelerinde, Treg'lerde ve belirli dogal bagisiklik hiicrelerinde (DC'ler,
NK hiicreleri, monosit/makrofajlar) ifade edildigi bulunmustur (Anderson ve ark.,
2016). Hayvan modelleri ve hastalarda yapilan calismalar, TIM-3'liin anti-PD-1
antikorlarma direngli bireylerin T hiicrelerinde yukar regiile edildigini gostermistir.
Anti-TIM-3 antikorunun anti-PD-1 antikoru ile birlestirilmesi, bu anti-PD-1
direncinin istesinden gelerek TIM-3lin de antitimdr yolda oynadigimi gosterir

(Koyama ve ark., 2016).

1.3.5. B- and T- Lymphocyte Attenuator (BTLA)

BTLA, 2003 yilinda genetik tarama yoluyla kesfedilmistir. T hiicreleri, B
hiicreleri, DC'ler ve miyeloid hiicrelerde (Gavrieli ve ark., 2003; Murphy ve ark.,
2006) ve herpes viriis giris aracis1 (HVEM) i¢in 2005 yilinda BTLA'nin ligandi
olarak kabul edilmistir (Sedy ve ark., 2005). BTLA, SHP1'i etkinlestirerek TCR
sinyalini inhibe edebilir, bdylece B hiicrelerine bagli CD40 L'nin mobilizasyonunu
ve T hiicrelerinin B hiicreleri lizerindeki yardimci etkisini sinirlayabilir (Sedy ve ark.,
2005). Bu nedenle, BTLA-HVEM ekseni bloke eden antikorlar, TCR araciligiyla T
hiicre sinyallegsmesinin dogrudan artmasma ve dolayli olarak B hiicre araciligiyla

bagisiklik yanitinin artmasina neden olabilir.

1.3.6. T cell Immunoglobulin and ITIM Domain (TIGIT)

TIGIT, 2009 yilinda kesfedilmis bir immunoglobulin ailesi iiyesidir. Aktive
olan T hiicreleri, NK hiicreleri, bellek T hiicreleri, Tregs ve Tth hiicrelerinde ifade
edilir (Yu ve ark., 2009). Ligandlar1 arasinda, APC'lerde, T hiicrelerinde, non-
hematopoetik hiicrelerde ve tiimor hiicrelerinde ifade edilen CD155, CD112 ve

CD113 yer alir. CTLA-4 ve CD28'in B7 baglanmasi i¢in rekabet ettigi gibi, TIGIT de
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kostimiilator reseptor CD226 ile rekabet eder (Manieri ve ark., 2017). Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, tiimdre infiltrasyon yapan NK hiicrelerinin TIGIT'
asir1 ifade ettigini ve buna bagl olarak NK fonksiyonunun azaldigii gostermistir.
TIGIT'1 hedefleyen monoklonal antikor tedavisi, NK hiicrelerinin fonksiyonel
tiikenmesini tersine cevirerek farelerde tiimdr biiylimesini etkili bir sekilde inhibe

edebilecegi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2018).

1.4. VISTA

Sitoplazmik T lenfositleri ile iliskili protein 4 (CTLA4), programlanmis hiicre
o6limii-1 (PD-1) ve/veya ligandi PD-L1 hedefleyen bagisiklik kontrol noktasi
inhibitdrlerinin, melanom ve akciger kanseri gibi immunogenik kanserlerin yan1 sira
cesitli solid tiimorlii hastalara fayda sagladigir gosterilmistir (Zong, Mo, ve ark.,
2020; Z. Li ve ark., 2018). Ancak, potansiyel olarak immunogenik kansere sahip
hastalar arasinda bile, sadece nispeten kiigiik bir oran bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorlerinden fayda saglar. Bu tedavilere direng gosteren hastalarin agiklamasi, T
hiicre yanitlarin1 baskilayan ve ciddi T hiicresi tiikkenmesine katkida bulunan
alternatif bagisiklik kontrol noktalarinin aktivasyonudur. V-domain Ig supresorii
(VISTA) gibi ek bagisiklik kontrol noktalarimin modiilasyonu, daha iyi klinik
sonuclar elde etmek i¢in kullanilabilir; bu nedenle, bu molekiiller su anda aktif olarak

arastirilmaktadir (Deng ve ark., 2016).

VISTA (gen Vsir, RIKEN cDNA 4632428N05, takma adlar1 Gi24, Dies-1,
PD-1H ve DDla), T hiicre aktivasyonunu baskilayan V alan1 immunoglobulin
proteinidir (W. Xu ve ark., 2018; Yoon ve ark., 2015; Flies ve ark., 2011; Aloia ve
ark., 2010). Fare Vsir geni transkripti 930 baz ciftinden olusur ve 309 amino asit (aa)
iceren tip I transmembran proteinine g¢evrilir. Fare VISTA'nin ekstraseliiler bolgesi,
tek bir Ig-V domaini igerir ve bu domain 136 aa uzunlugundadir. Bu domain, 23
aa'lik bir sap bolgesi, 21 amino asitlik bir transmembran segmenti ve ITAM, ITIM
veya ITSM motifleri icermeyen 97 aa'lik bir sitoplazmik boliime baglanir. Potansiyel
protein kinaz C baglanma bdlgeleri ve sitoplazmik kuyrukta prolin acisindan zengin
bolgeler tanimlanmistir, ancak bunlarin islevsel rolii heniiz karakterize edilmemistir

(Flies ve ark., 2011).
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Hematopoietik hiicre serileri iginde, VISTA proteini graniilositler, monositler,
makrofajlar ve miyeloid dendritik hiicreler (DC'ler) dahil olmak iizere CDI11bHi
miyeloid hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edilir (Li Wang ve ark. 2011). CD11blInt
miyeloid DC'lerde orta diizeyde ifade edilir. VISTA ayrica NK hiicrelerinde, TCRYd
T hiicrelerinde, naif CD4+ ve CD8+ TCRaf T hiicrelerinde ve Foxp3+ CD4+
diizenleyici T hiicrelerinde (Tregs) ifade edilir. Duragan durumda dalak B
hiicrelerinde yiizey ifadesi tespit edilmez. T hiicrelerinde, VISTA ifadesi CD8+ T
hiicrelerindeki naif CD4+ T hiicrelerine gore daha yiiksektir. Aktivasyonun ardindan,
T hiicrelerinde VISTA ifadesi gegici olarak yiikseltilir, ancak in vitro 24 saat veya in

vivo birkag giin sonra diistiriiliir (Li Wang ve ark., 2011; Flies ve ark., 2011).

Diger immun-kontrol noktas: diizenleyicileri CTLA4 ve PD-L1 / PD-1 T
hiicresi aktivasyonunu SHP1 / 2'yi seferber ederek kontrol ederken (W. Xu ve ark.,
2019; Hui ve ark., 2017; Teft ve ark., 2006), VISTA, hem miyeloid hiicre aracilt hem
de T hiicre aracili immun yanitlar1 diizenlemede daha genis bir rol oynar (W. Xu ve
ark., 2018). Onceki calismalarda, bir fare psoriasiform enflamasyon modelinde,
VISTA'nin miyeloid DC'lerde TLR7 tarafindan indiiklenen IL-23 iiretimini inhibe
ettigi ve TCRyd T hiicrelerinde IL-17 tiretimini azalttig1 gosterilmistir (N. Li ve ark.,
2017). Miyeloid antijen sunan hiicrelerde ifade edilen VISTA, CD4 + ve CD8 + T
hiicrelerinde tanimlanmamis bir inhibisyon reseptdriine baglanarak, T hiicrelerinin
proliferasyonunu ve sitokin iiretimlerini baskilar (Li Wang ve ark., 2011). CD4 + T
hiicrelerinde ifade edilen VISTA, T hiicresi-6zgiil bir sekilde T hiicre aktivasyonunu

siirlar (Flies ve ark., 2014).

APC’lerde eksprese olan VISTA, CD4+ ve CD8+ T hiicre proliferasyonunu
ve sitokin Uretimini dogrudan baskilayarak immunsupresor gorevi gérmektedir. T
hiicrelerinin hayatta kalmasi, biiylimesi i¢in son derece 6nemli olan IL-2 sitokininin
ekspresyonunu azalttigi da tespit edilmistir. VISTA ekspresyonunu korumak veya
diizenlemek icin lenfoid dokularda mikrogevrenin rolii biiyiiktiir. Yapilan bir
caligmayla birlikte VISTA’nin tiimor hiicreleri iizerindeki ekspresyonunun MMP
yolunu tetikleyerek tiimor biiylimesine katki sagladig goriilmiistiir (G. Wang ve ark.,

2020; Nowak ve ark., 2017; Gabrilovich, 2017; Ceeraz ve ark., 2013).
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VISTA asidik tiimorlii ve inflamasyonlu bolgelerde immunsupresif etkisini
gosterebilmek i¢in pH seciciligini kullanarak PSGL-1 ile etkilesim kurmaktadir ve T
hiicrelerinin sitokin salinimini engelleyerek T hiicre aktivasyonunu baskilamaktadir.
Yapilan ¢alismalarda PSGL-1 geninin silinmesi T hiicrelerine VISTA baglanmasini

onemli dl¢giide azaltmistir (Johnston ve ark., 2019)

VISTA, bagisiklik yanitlarint diizenlerken hem bir ligand (asitik kosullarda
ko-engelleyici reseptdr P-selektin glikoprotein ligand-1'e baglanarak) hem de bir
reseptor (ligand V-set ve immunglobulin alani igeren protein 3'e baglanarak) olarak
hareket edebilecegi icin PD-1 ve CTLAA4'ten farklidir (Johnston ve ark., 2019;
Jinghua Wang ve ark., 2019).

VISTA, CD4+ hiicrelerinde ko-inhibitér reseptorii olarak islev goriirken, T
hiicreleri i¢in ko-inhibitor ligandi olarak iglev goriir. Bu, in vitro deneylerde VISTA-
immunoglobulin flizyon proteininin anti-CD3 aktivasyonu sirasinda T hiicrelerinin
aktivasyonunu, proliferasyonunu ve sitokin T{retimini inhibe ettigi seklinde
gosterilmistir (Le Mercier ve ark., 2014). Bu gozlem, VISTA—-/— CD4+ T
hiicrelerinin, vahsi tip olanlara kiyasla daha gii¢lii antijen-spesifik proliferasyon ve
sitokin Uretimi sergiledigi kanmitiyla giiglendirilmistir. Bu nedenle, bir paradigma
olarak, APC'lerde (miyeloid hiicreler) ifade edildiginde de ligand olarak islev goriir
ve digsal olarak T hiicrelerine inhibitor sinyaller tagir (W. Xu ve ark., 2018).

VISTA'nin otoimmun hastaliklarin ¢esitli tiirlerinde immun fonksiyonu
olumsuz yonde diizenledigi ve T hiicreleri, DC'ler, makrofajlar ve TCRydT hiicreleri
tizerinde inhibisyon etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ayrica VISTA'min
inflamasyonun ve otoimmun hastaliklarin c¢esitli modellerindeki islevi hakkinda
etkileri oldugu bildirilmektedir. Multiple sklerozun fare modelinde, VISTA bloke
edici bir antikorun (13F3) uygulanmasi hastalik ilerlemesini onemli 0&lgilide
hizlandirmis ve hastalik siddetini kotiilestirmistir (Li Wang ve ark., 2011) VISTA’nin
CD4 + T hiicrelerinin aktivasyonuna bagli inflamasyonu bastirilmasi yoluyla, hepatit
modelinde inflamasyonu azalttig1 bildirilmistir (Flies ve ark. 2014b). Kulak iltihab1
modelinde de VISTA’nin, immunsupresif etkilerini CD4 + T hiicreleri araciliiyla

gosteedigi bildirilmistir (Ohno ve ark., 2017) .
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VISTA-eksik farelerin deneysel otoimmun ensefalomiyelitise (EAE) karst
daha duyarli olduklar1 gdsterilmistir. Bu farelerde merkezi sinir sisteminde daha fazla
IFN-y+ ve IL-17A+ iireten CD4+ T hiicreleri tespit edilmistir. Bu sistem kullanilarak
yapilan diger deneyler, otoimmuniteyi kontrol etmede T hiicreleri veya miyeloid

hiicrelerde VISTA'nin roliinii gostermistir (Li Wang ve ark., 2014).

P-selektin glikoprotein ligandi-1 (PSGL-1) T hiicreleri ve daha bir¢ok
hematopoietik hiicre tarafindan eksprese olan adezyon molekiiliidiir. Naive T
hiicreleri, bellek T hiicreleri ve efektor T hiicrelerinin inflamasyonlu dokuya
gociinde, endotell hiicrelere ve trombositlere tutunmasinda P-selektin gibi molekiiller

olduk¢a 6nemlidir (Tinoco ve ark., 2017; Johnston ve ark., 2019).

Antijen stimiilasyonu sirasinda PSGL-1 ekspresyonu sonucu hiicrelere
baglanmasiyla, T hiicresi reseptor sinyallerini azaltarak hiicre saghgi ve
fonksiyonunu bozmaktadir. Ayrica hiicre yiizeyinde VISTA gibi inhibitér reseptor
ekspresyonunu da arttirmaktadir. Giincel ¢aligmalarla beraber PSGL-1 eksikliginde
aktif T hiicrelerinde efektdr sitokin {retiminin arttig1 tespit edilmistir. Viral
enfeksiyon ve melonoma tiimoér modellerinde de PSGL-1 molekiiliiniin T

hiicrelerinin tiikenmesini destekledigi gozlemlenmistir (Tinoco ve ark., 2017).

VISTA'min histidin kalintilari, asidik pH kosullarinda PSGL-1'e baglanma
yetenegine sahiptir. PSGL-1, immun hiicrelerin yiizeyinde bulunan bir
glikoproteindir ve immun yanitin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. Bu nedenle,

VISTA'nin PSGL-1'e baglanma yetenegi, immun hiicrelerin davranisinm etkileyebilir

(Johnston ve ark., 2019).

Hem VISTA hem de PSGL-1, graniilositler, makrofajlar ve endotel
hiicrelerinde yliksek diizeyde ifade edilir ve biyolojilerinde 6nemli fonksiyonlar
yerine getirirler (Mohamed A. ElTanbouly ve ark. 2019; Carlow ve ark. 2009).
Bagisiklik hiicresi fonksiyonu agisindan, VISTA ve PSGL-1 arasinda bagisiklik
tepkilerinin sonucu acisindan ilging paralellikler bulunmaktadir. Ornegin, VISTA
eksikligi veya hedeflenmesi ve PSGL-1-Ig fare artritis modelini iyilestirebilir
(Ceeraz ve ark. 2017; Sumariwalla, Malfait, ve Feldmann 2004). VISTA veya PSG-

27



L1 hedeflenen antikorlar ayrica T hiicre Olimiine neden olarak GVHD
indiiksiyonunu da inhibe edebilir (Flies ve ark., 2011; Mohamed A. ElTanbouly ve
ark., 2020; C. C. Huang ve ark., 2005).

VSIG3, VISTA'min baglayict ortagir olarak tanimlanmistir. VSIG3, hiicre
adezyonunda yer alan bir ligand olarak gorev yapar. VSIG3-VISTA etkilesiminin
immun yaniti nasil diizenledigi hala tam olarak anlasilamamistir. Ancak, VSIG3-
VISTA etkilesimi, immunoterapide kullanilabilecek bir hedef olarak goriilmektedir
(M. A. ElTanbouly ve ark., 2020).

Son zamanlarda VISTA’nin ligandi oldugu diisiiniilen B7 ailesinden VSIG-3
molekiilii kolerektal kanser, hepatoseliiler karsinom ve mide kanserinde yiiksek
seviyede eksprese olmaktadir. VISTA/VSIG-3 etkilesimi aktive olmus T hiicrelerinde
ko-inhibitdr fonksiyon gosterir. VSIG-3 T hiicrelerinde ve periferal kan mononiiklear
hiicrelerinde (PBMC) sitokin ve kemokin salinimini baskilayarak, proliferasyonu
engeller. VISTA/VSIG-3 blokasyonu ile yeni bir kanser immunoterapi stratejisi
gelistirilmistir.  Ancak yine de VSIG-3’lin tam olarak biyolojik fonksiyonu
bilinmemektedir (Jinghua Wang ve ark., 2019).

Coklu fare modellerinde, TME'de VISTA ifadesi artmakta ve anti-tiimor
bagisiklig1 sekillendirmede kritik bir rol oynamaktadir (Deng ve ark., 2016; Le
Mercier ve ark., 2014). PD-L1'den farkl olarak, VISTA ifadesi tiimor infiltrasyonu
yapan l6kositlere 6zgiidiir ve tiimér hiicrelerinde tespit edilmemistir. Ozellikle,
VISTA ifadesi tiimdr infiltrasyonu yapan miyeloid hiicrelerde, miyeloid DC'lerde ve
MDSC'lerde ve periferdeki Tregs'lerle karsilastirildiginda tiimor infiltrasyonlu
Tregs'lerde 6zellikle artmaktadir (Le Mercier ve ark., 2014).

MDSC'lerde, VISTA, periferik lenf nodunda bulunanlara kiyasla timor
infiltrasyonlu l6kositlerde neredeyse 10 kat artmistir (Le Mercier ve ark., 2014). Bu
onemlidir ¢linkli infiltrasyonlu immun hiicreleri ve o6zellikle MDSC'leri olan
tiimdrlerin, tedaviye yonelik olarak kullanilabilecek bol miktarda VISTA'ya sahip

olabilecegini gdstermektedir.
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Coklu hiicreler ve molekiiller, immunoterapinin tam potansiyelini bozan
birgok faktér olmasina ragmen, MDSC'lerin hedeflenmesi, antitimor T hiicre
fonksiyonunun genel olarak artmasina yol acgacak bir kombinasyon tedavisinde
benzersiz avantaj sunabilir. Kanser ortaminda dislejik miyelopoiezin ve
olgunlagsmamis dnciillerin genislemesi ilk kez 1980'lerde goézlemlenmistir (Talmadge
ve Gabrilovich, 2013). Simdi, MDSC'ler birgok fare modelinde (Youn ve ark., 2012,
2008) ve kolon, meme, melanom ve pankreas gibi insan kanserlerinde biiyiik dl¢iide
genislemis olarak belgelenmistir (Haymaker ve ark., 2012; Derré ve ark., 2010). Bu
hiicreler, besin tlikenmesi, TCR sinyal iletiminin bozulmasi, T hiicre gogiiniin
engellenmesi ve T hiicrelerin baskilanmasina bir mekanizma olarak PD-L1-PD-1
yolunu kullanarak T hiicre aktivitesini birden fazla farkli mekanizma araciligiyla
inhibe ederler (Talmadge ve Gabrilovich, 2013; Gabrilovich ve ark., 2012;
Srivastava ve ark., 2010; Nagaraj ve ark., 2007; Hanson ve ark., 2009; Molon ve
ark., 2011; Noman ve ark., 2014)

VISTA o6zgiil blokaj antikoru (13F3), TME'deki inhibisyon dengesini
degistirerek birka¢ tiir tiimori (B16/BL6 melanom, BI16/OVA melanom,
PTEN/BRAF olusturulan melanom ve MB49 mesane kanseri dahil) hafifletebilir.
CD4+ ve CD8&+ T hiicrelerinin sayisini artirarak, IFN-y, TNF-a ve 1L-12p40 gibi
inflamatuar faktorlerin salgisini artirarak ve MDSC ve Foxp3+CD4+ Treg'lerin
sayisini azaltarak bunu yapar. Ayrica, TIL'lerdeki MDSC'ler ve miyeloid DC'lerdeki
yiiksek VISTA ifadesi ve VISTA blokaji yoluyla TIL'lerin artan proliferasyonu,
VISTA'nin monoklonal blokaj antikor terapisinin temelidir (Le Mercier ve ark.,

2014).

13F3'e benzer sekilde, VISTA bloke eden monoklonal antikor MIH-63"in de
T hiicre proliferasyonunu ve TNF-a ve IFN-y gibi inflamatuar faktorleri artirarak
kanser (6rnegin over ve endometriyal (Mulati ve ark., 2019) ve skuamoz hiicreli
karsinomda (Kondo ve ark., 2016) hafiflettigi gosterilmistir. Ek olarak, bu deneyde
ozellikle ilging olan bir nokta, tiimdr hiicrelerinde VISTA tespit edilemezken VISTA
blokajinin etkili olmasidir (Le Mercier ve ark., 2014).
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Anti-VISTA B160VA ve PTEN/BRAF’in melanom modellerinde timor-
infiltrasyonunu azalttig1 gosterimistir (Le Mercier ve ark., 2014). Bir¢ok tiimoriin
karakteristik 6zellikleri olan anormal miyelopoezis ve MDSC birikimi gdz Oniine
alindiginda (Gabrilovich ve ark., 2012), miyeloid bilesenin normallestirilmesi, diger
NCR blokaj formlarindan farkli bir mekanizma olan anti-VISTA ile
immunomodiilasyon i¢in yeni bir firsat sunmaktadir. Anti-insan VISTA antikoru su
anda non-kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi diger kanserlerdeki hastalarin
degerlendirilmesi i¢in Faz I klinik ¢alismada bulunmaktadir. insan VISTA knock-in
fare surrogati, insan VISTA knock-in farelerinde miyelomonositik ve T hiicre
bilesenlerinin modiilasyonu yoluyla tiimor biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir

(Jiang ve ark., 2016).

Insan pankreas kanserindeki tiimoér mikrogevresinin stromal bdlgesine M2
makrofajlar, MDSC’ler, Treg hiicreler de dahil olmak {izere bircok immun hiicre
infiltre olmaktadir. Kanserle iliskili VISTA’nin, pankreas kanserinde M2
makrofajlarindan olan CD68+ makrofajlarinda da yiiksek seviyede eksprese oldugu
tespit edilmistir. TME’de stromal bolgede bulunan CD68+ makrofajlar1 anjiogenez,
tiimor biiylimesi ve metastazi tetikleyerek sagkalimi azaltict bir etki yapmaktadir

(Mohamed ve ark., 2020; Blando ve ark., 2019).

VISTA molekiiliiniin immunosupresor etkisini ortadan kaldirarak, kanserin
gelisimini ve invazyonu engellemek amaciyla anti-VISTA antikor terapisi iizerine
birgok calisma yapilmaktadir. 2014 yilinda LeMercier ve arkadaslarinin yaptigi
calismaya gore VISTA monoklonal antikorlar kullanilarak timdr mikrogevresi
degistirilmistir. Bunun sonucunda timér i¢ine sizan CD8+ T hiicresinin efektor
fonksiyonu ve proliferasyonu artmistir. IFN-y ve granzim B gibi efektér molekiil
tiretimi de artarak tiimor gelisimi engellenmis ve sagkalim da artmistir. Ayrica 2019
yilinda Mulati ve arkadaslarinin yumurtalik ve endometriyal kanser tiirlerinde yaptigi
caligmalar ile de VISTA’nin shRNA ile hedeflenmesi sonucunda IFN-y’nin up regiile
oldugu ve T hiicre yanitinin arttig1 tespit edilmistir (Mulati ve ark., 2019; Le Mercier
ve ark., 2014).
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PD-L1 yerine VISTA'nin bloke edilmesi, timore infiltre olan lenfositlerin
sitokin iiretimini inhibe etmektedir. Bu nedenle, PD-L1 ve VISTA, pankreas
kanserinde antitimoér T hiicresi yanitlarini baskilayabilen inhibitor yollarimi

tetiklemektedir (X. Huang ve ark., 2020).

1.4.1. Vista’min Ligandlar

1.4.1.1. P-selectin Glycoprotein Ligand-1 (PSGL-1)

PSGL-1, T-hiicreleri, miyeloid hiicreler ve trombositlerde yiiksek diizeyde
ifade edilir. PSGL-1, TME"in asidik kosullarinda (Mahoney ve Freeman 2020;
Johnston ve ark. 2019) VISTA'ya baglanarak T hiicre gogiinii homeostaz ve
inflamatuar durumlarda (Tinoco ve ark. 2017)  diizenler. Ayrica, PSGL-1,
inflamasyonlu kolonik alanlarda CD8 + T hiicrelerine baglanarak transmembran
reseptor olarak immun hiicre toplama islemini diizenler (Tinoco ve ark., 2017;

Asaduzzaman ve ark., 2009).

PSGL-1'in immunsupresif bir molekiil olarak CD8 + T hiicreleri ve CD43-
defektif T hiicreleri proliferasyonunu etkiledigi gosterilmistir (Veerman ve ark.,
2012; Matsumoto ve ark., 2009). Ayrica, Roberto ve ark., tiikenmis CD§ + T
hiicrelerinin PSGL-1'e baglanarak TCR ve IL-2 sinyallemesini inhibe ettigini
belirtmistir (Tinoco ve ark. 2016). Onemli bir sekilde, VISTA, TME'nin asidik pH
kosullarinda ve PSGL-1'e baglanarak ¢oklu histidin kalintilarin1 secgici olarak
baskilar (Johnston ve ark., 2019). Tim bunlar bir araya getirildiginde, PSGL-1,
VISTA'nin bir ligand1 olarak hareket eder (Im ve ark., 2022).

1.4.1.2. V-Set and Immunoglobulin Domain Containing 3 (VSIG-3)

VSIG-3, immunglobulin siiper ailesinin bir iiyesi olan (Harada ve ark., 2005)
ve ayrica BT-IgSF veya IGSF11 olarak da bilinen, VISTA'min bir ligand: olan bir
immunglobulin alani igeren bir protein olarak bulunmustur (Jinghua Wang ve ark.,
2019). VSIG-3, kalsiyum bagimsiz bir sekilde hemofilik etkilesim yoluyla hiicre

adezyon molekiilii olarak islev goriir ve birgok kanserde yaygin olarak eksprese edilir
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(Harada ve ark., 2005; Jang ve ark., 2016). Benzer sekilde, IGSF11 ekspresyonunun
kolorektal kanserlerde, hepatoseliiler karsinomlarda ve mide kanserinde arttig1
bildirilmistir (Watanabe ve ark., 2005). Ancak, VSIG-8 ve VISTA arasinda higbir
etkilesim olmadig1 belirtilmistir. Ayrica, VSIG-3, IFN-y, IL-2, IL-17, CCL5 /
RANTES, CCL3 / MIP-1a ve CSCL11 / I-TAC inhibitérii olarak T hiicresi
proliferasyonunu baskilamakmaktadir (Jinghua Wang ve ark., 2019). Anti-VISTA
notralizasyon mAb 6n islemesi ile VISG-3 tarafindan indiiklenen IL-7'in inhibe
edildigi gosterilmistir, bu da VSIG-3'iin bir VISTA ligand1 oldugunu ima etmektedir
(Jinghua Wang ve ark., 2019).

1.4.1.3. FOXD3

FOXD3'lin melanomda VISTA'nin ekspresyon ve transkript seviyelerini
secici olarak diisiirdiigii gosterilmistir (Rosenbaum ve ark., 2020). Ayrica, BRAF
inhibisyonu FOXD3" yiikseltir ve VISTA'nin ekspresyonunu baskilar. Bununla
birlikte, Abel ve ark., FOXD3"in melanomda BRAF inhibitorlerine adaptif direng
saglamak i¢in yiikseltildigini bildirmistir (Abel ve ark., 2013). FOXD3, VISTA'nin
bir ligand1 gibi goriinse de, FOXD3 ve VISTA arasindaki protein-protein etkilesimi
hakkinda gelecekte daha fazla ¢calisma gerekmektedir (Im ve ark., 2022).

1.4.1.4 Galectin-9

Galectin-9'un timor hiicrelerinde hiicre birlesimi ve yapigmasi, anti-
proliferasyon ve apoptoz ile iligkili oldugu iyi belgelenmistir (Fujihara ve ark.,
2013). TIM-3 ligandlarindan biri olan Galectin-9, CLEC7A, CDI137, CD40 gibi
diger proteinlerle etkilesim kurar ve AMPK'y1 aktive eder (Jia ve ark., 2019). Dahasi,
T hiicrelerinde ifade edilen VISTA, AML hiicrelerinde salgilanan galectin-9'u ligandi
olarak tanir ve AML hiicrelerinde salinan ¢oziiniir VISTA, ligand-reseptor

etkilesimleri yoluyla galectin-9'un etkisini arttirir (Yasinska ve ark., 2020).

Bu ¢alismanin amaci ....
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2. MATERYAL VE METOT

Tezde Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji

Anabilim Dali arsivinde bulunan, daha 6nce anabilim dalina génderilmis ve meme

tiimorii tanist konulmus 27 adet kopek tiiriine ait vaka c¢alisma dokusu olarak

kullanildi. Kullanilan vakalarin bilgileri Tablo 2.1.’da verilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan vakalara ait bilgiler

Olgu No Tiir Yas Irk Tani

1 Kopek 7 Kangal Solid karsinom

2 Kopek 12 Terrier Karsmom ve malignant
miyoepitelyoma

3 Kopek 9 Golden Retriever Kistik papiller karsinom

4 Kopek  Bilinmiyor Bilinmiyor Komedokarsinom

5 Kopek 13 Bilinmiyor Fibrosarkom

6 Kopek 14 Terrier Komedokarsinom

7 Kopek 7 Bilinmiyor Kompleks karsinom

8 Kopek 6 Golden Retriever Tubulopapiller karsinom

9 Kopek 13 Bilinmiyor Adenoskuaméz karsinom

10 Kopek 5 Melez Malignant miks timdor

11 Kopek 9 Terrier Lipid-rich karsinoma

12 Kopek 12 Terrier Lipid-rich karsinoma

13 Kopek 12 Golden Retriever Komedokarsinom

14 Kopek 10 Belgian Malinois Malignant miks timdor

15 Kopek 14 Golden Retriever Kompleks Karsinom

16 Kopek 11 Terrier Malignant miks tiimor

17 Kopek 9 Bilinmiyor Malignant miks timor

18 Kopek 13 Terrier Solid karsinom

19 Kopek 10 Cooker Anaplastik Karsinom

20 Kopek 4 Bilinmiyor Kompleks karsinom

21 Kopek 4 Cooker Karsinoma in-situ

22 Kopek 10 Rus finosu Kistik papiller karsinom
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan vakalara ait bilgiler (devami)

. Golden . . .
23 Kopek 9 Retriever Kistik papiller karsinom
24 Kopek 16 Bilinmiyor Mikropapiller karsinom
25 Kopek Bilinmiyor Bilinmiyor Kompleks karsinom
26 Kopek  Bilinmiyor Jack Russel Tubulopapiller Karsinom
27 Kopek 9 Golden Retriever Karsinom ve malignant

miyoepitelyoma

Vakalardan histopatolojik ve immunohistokimyasal metotlarin uygulanmasi
icin tezde kullanilan bloklar Leica 2155 rotary mikrotomunda 4-5 pm kalinliginda
kesildi ve kesitler normal ve polilizinli lamlara alindi. Hematoksilen & Eozin
yontemi ic¢in standart Harris Hematoksilen prosediirii kullanildi (Presnell ve
Schreibman, 1997). Doku kesitleri, 30’ar dakikalik 3 adet ksilol serisiyle
deparafinize ve sonrasinda %100, %96, %80, %70’lik alkol serilerinden gegirilerek
rehidre edildi. Suyunu geri kazanan doku kesitleri 5 dakika Harris Hematoksilen’de
boyanip amonyakli sudan geg¢irildi ve 1,5 dakika Eozinle boyandiktan sonra distile
suda yikandi. Sonrasinda %70, %80, %96 ve %100’liik alkol serilerinden gegirilerek
dehidre edilen doku kesitleri ksilolde parlatildi, kurutulduktan sonra entellan

damlatilarak lamelle kapatildi.

Immunohistokimyasal metodun uygulanmasi igin polilizinli lamlara alman
doku kesitleri ayn1 sekilde 30’ar dakikalik 3 adet ksilol serisiyle deparafinize ve
sonrasinda %100, %96, %80, %70’lik alkol serilerinde rehidre edilerek distile suya
alindi. Dokularda 6strojen o (Era) ve progesteron (PR) ekspresyonlarinin
gosterilmesi i¢in anti-Era (1:100, Santa Cruz sc-71064, Dallas, Texas, USA) ve anti-
PR (1:100, Santa Cruz sc-166170, Dallas, Texas, USA) mouse monoklonal primer
antikorlar1 ve bunlarla uyumlu anti-mouse sekonder kit (Vectorlabs MP-7602,
Newark California, USA), HER2 ve VISTA ekspresyonlarinin gosterilmesi i¢in anti-
CERBB2 (1:1, VENTANA anti-HER2/neu, 4B5, Roche Diagnostics, Netherlands) ve
anti-VISTA DSLST (1:300, Cell Signaling #54979, Danvers, Massachusetts, USA)

rabbit monoklonal primer antikorlar1 ve bunlarla uyumlu anti-rabbit sekonder kit
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(Vectorlabs MP-7601, Newark, California, USA) kullanildi. Antijenlerin agiga
¢ikarilmasi i¢in tiim kesitler pH 6.0 hazirlanmais sitrat tampona alinarak 120°C’de 15
dakika otoklavla kaynatildi. Kaynatma iglemi biten kesitlerin oda sicakligina gelmesi
beklendikten sonra anti-mouse ve anti-rabbit kiti prosediirleri tatbik edildi. Tiim
kesitler +4°C’de 1 gece boyunca inkiibasyona birakildi. Prosediir sonunda kesitlere

Mayer Hematoksilenle kars1 boyama yapildi, entellan kullanilarak lamelle kapatildi.

Yapilan histopatolojik incelemede tiimorler malign ve benign olarak
siniflandirilarak ayrica histolojik alt tiplendirmeleri yapildi. Malign tiimorler; tubul
formasyonu, niikleer pleomorfizm ve mitotik indeks kriterlerine gore degerlendirildi.
Tubul formasyonu; %75 ve iizeri 1, %10-75 aras1 2 (solid olusumlar ile beraber orta
dereceli tubul dizilimler), %10 ve altt 3 (tubul formasyonu minimal ya da yok)
seklinde semikantitatif olarak skorlandi. Niikleer pleomorfizm; uniform veya diizenli
kiigiik ¢ekirdek ve yer yer ¢ekirdek¢ik bulunmasi 1, orta dereceli ¢ekirdek boyut ve
sekil farkliligi, hiperkromatik ¢ekirdek ve ¢ekirdekgiklerin varligr 2, belirgin dereceli
cekirdek boyut farklilig1 hiperkromatik c¢ekirdek, siklikla bir veya daha fazla belirgin
¢ekirdekcik bulunmasi 3 olarak skorlandi. Mitotik indeks i¢in her vaka basina 10
adet yiiksek biiylitme alaninda sayilan 0-9 mitoz 1, 10-19 mitoz 2, 20’nin iizerinde
mitoz skor 3 olarak degerlendirildi. Malign tiimorlerin derecelendirilmesi Pena ve
arkadaslarinin daha 6nceden yaptiklar1 degerlendirme baz alinarak her vakada elde
edilen toplam skora gore; 3-5 arasi birinci (diisiik) derece, 6-7 arasi ikinci (orta)
derece ve 8-9 arasi liglincii (yliksek) derece olarak degerlendirildi (Pena ve ark.,

2013).

Immunohistokimyasal boyanmalarin degerlendirilmesi semikantitatif olarak
yapild1 (Kamarlis ve ark., 2018). Bu amagla hem boyanma yogunlugu hem de
boyanan hiicre ylizdesi belirlendi ve ardindan total skor elde edildi. Boyanma
yogunlugu 1 (boyanma yok), 2 (zayif boyanma), 3 (orta dereceli boyanma) ve 4
(gliclii boyanma) seklinde skorlandi. Ardindan pozitif boyanan hiicrelerin toplam
tiimdr hiicrelerine oranlanmasi ile elde edilen yiizdelik dilime gore 1 (< %20), 2 (>
%20-50), 3 (> %50-80) ve 4 (> %80) seklinde skorlama yapildi. Elde edilen
skorlarin  carpilmasiyla 1-16 arasinda skor elde edildi ve daha sonra

immunoreaktivite skoru diisiik (<5), orta (=6-10) ve yiiksek (=11-16) seklinde
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belirlendi.

ER'ler ve PR'ler i¢cin Allred ve ark. (1998) immunoreaktivite indeksi
uygulandi. Nihai puan, boyanan hiicrelerin yiizdesine ve boyanmanin yogunluguna
gore hesaplandi. Puanlar O ile 8 arasinda degismektedir. 0-1 puan alan Ornekler
negatif, 2-8 puan alan Ornekler ise pozitif olarak degerlendirilmistir. Boyanan
hiicrelerin yiizdesini 6lgmek i¢in kullanilan puanlar ve kriterler soyleydi: 1) 0,
boyanma yok; ii) 1, hiicrelerin <%1'inde boyanma; iii) 2, %1-10; 3, %11-33; iv) 4,
%34-66; ve 5, %67-100. Immun boyamanin yogunlugunu belirlemek icin kullanilan
kriterler ve puanlar ise sdyleydi: 1) Yok, 0; ii) zayif, 1; iii) orta, 2; ve iv) giicli, 3.
Boyama yogunlugu semi-kantatif olarak belirlendi. Her 6rnek igin bu kriterlerin

toplami nihai puani belirlendi.

HER2 pozitifligi, 2018 ASCO/CAP yonergelerine gore degerlendirilmistir
(Wolff ve ark, 2018). Bu yonergelere gore, 3+ pozitif skor, %10'dan fazla timor
hiicresinde tam ve yogun membran boyanmasi ile belirlenir, 2+ esdeger skor,
%10'dan fazla tiimdr hiicresinde zayif ila orta derecede tam membran boyanmasi ile
belirlenir ve 1+ negatif, %10'dan fazla tiimdr hiicresinde zar zor algilanabilen eksik
membran boyanmasi ile belirlenir. Hi¢ boyanma godzlenmediginde veya %10'dan az

tiimor hiicresinde eksik ve soluk bir membran boyanmasi oldugunda tiimor 0 negatif

olarak kabul edilir.

2.1. istatistiksel Metot

Istatistiksel analizler icin Minitab 16 programi kullanildi. Gruplar arasi
karsilastirma i¢cin One Way ANOVA testi kullanildi. Ayrica elde edilen skorlar
arasindaki korelasyonun ortaya konulmasi i¢in Pearson korelasyon analizi
gerceklestirildi. Pearson analiz sonuglarina gore r degeri 0-0.3 aras1 6nemsiz, 0.3-0.5
arast diistik, 0.5-0.7 aras1 orta, 0.7-0.9 aras1 yiiksek ve 0.9 iizeri ¢ok yiiksek

korelasyon olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR
3.1. Histopatolojik Bulgular

Calismada kullanilan olgulara ait tanilar adenoskuaméz karsinom (n=1),
anaplastik karsinom (n=1), fibrosarkom (n=1), karsinom ile malign myoepitelyoma
(n=2), karsinoma in situ (n=1), kistik papiller karsinom (n=3), komedo karsinom
(n=3), kompleks karsinom (n=4), lipid-zengin karsinom (n=2), malingn miks timor
(n=4), mikropapiller karsinom (n=1), solid karsinom (n=2), tubulopapiller karsinom

(n=2) olarak belirlendi.

Adenoskuaméz karsinom olgusunda (20-043), tubuler karsinom ile birlikte
belirgin sekilde malign yass1 hiicre farklilagmas1 gosteren neoplastik alanlar gozlendi
(Sekil 1A). Olguda zayif tubul formasyonu, orta dereceli niikleer pleomorfizm ve

diisiik mitoz oran1 gézlendi ve tiimor derecesi 2 olarak belirlendi.

Anaplastik karsinom olgusunda (21-496) tiimoral hiicrelerin ¢ogunlukta
tubulopapiller yap1 sergiledigi fakat bazi alanlarda belirgin anaplastik solid alanlarin
varlig1 dikkati c¢ekti. Bu alanlarda neoplastik hiicrelerin siddetli pleomorfizm ve
anaplazi sergiledikleri goriildii. Bu olguda orta dereceli tubul formasyonu ile yiiksek
dereceli mitotik indeks ve niikleer pleomorfizm gozlendi ve tiimor derecesi 3 olarak

belirlendi.

Fibrosarkom olgusunda (14-195), i¢ ice gecmis, mekik sekilli, belirgin
malignite bulgular1 sergileyen ve belirgin hiicreler arasi eozinofilik matriks yapisina
sahip solid alanlar gozlendi (Sekil 1B). Bu olguda tubul formasyonunun zayif,
niikleer pleomorfizm ve mitoz oraninin ise orta dereceli oldugu ve tiimor derecesinin

2 oldugu belirlendi.

Karsinom ile malign myoepitelyoma olgularinda, solid proliferasyonlar
seklinde gozlenen malign epitelyal bilesenlerle birlikte, daha mekik sekilli ve
malignite bulgular1 sergileyen myoepitelyal iiremelere rastlandi (Sekil 1C). Bir
olguda (12-319) tubul formasyonunun zayif, niikleer pleomorfizm ve mitoz oraninin

ise yiiksek oldugu ve tiimor derecesinin 3 oldugu gozlendi. Diger olgunun (19-797)
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ise tubul formasyonunun zayif fakat mitotik indeks ve niikleer pleomorfizm

derecesinin diisiik oldugu goriildii ve timor derecesinin 1 oldugu goriildii.

Karsinoma in situ olgusunda (22-025), kistik genisleme gosteren iki adet
tubul igerisinde malignite bulgular1 sergileyen epitelyal ve mezenkimal o6zellikte
fakat bazal membran1 agsmadig1 dikkati ¢ceken sinirlt nodiiler olusumlar dikkati ¢ekti
(Sekil 1D). Bu olguda orta dereceli tubul formasyonu ile diisiik dereceli mitoz ve

niikleer plemorfizm goriildii ve tiimor derecesinin 1 oldugu gozlendi.

Kistik papiller karsinom olgularinda (14-138, 14-269, 20-351), genel olarak
kistik genisleme gosteren tubuller ile limenlerine dogru papiller uzantilar veren
neoplastik epitel hiicreleri dikkati ¢ekti (Sekil 1E). Neoplastik hiicrelerin yiiksek
oranda tubul yapis1 sergiledigi, diisiik mitoz oranina sahip oldugu ve hafif-orta
dereceli niikleer pleomorfizm sergiledigi dikkati ¢ekti. Olgularin tigiinde de timor

derecesi 1 olarak belirlendi.

Komedokarsinom olgularinda, neoplastik hiicrelerin orta kisimlarinda
nekrotik alanlar gézlendi. Bu alanlarda nekrotik doku debrisi ve yangi hiicrelerinin
varhig1 dikkati ¢ekti (Sekil 1F). Bir olguda (20-351) tubul formasyonunu ve niikleer
pleomorfizm orta dereceli iken, mitoz orami yiiksek bulundu ve tiimor derecesi 2
olarak belirlendi. Diger bir olguda (14-138) zayif tubul formasyonu ile orta dereceli
mitoz ve niikleer pleomorfizm dikkati ¢ekti ve tiimor derecesi 1 olarak belirlendi.
Son olguda (14-269) ise tubul formasyonu zayif, pleomorfizm orta dereceli ve mitoz

indeksi yiiksek olarak goriildii ve tiimor derecesi 2 olarak belirlendi.

Kompleks karsinom olgularinda, malign epitelyal hiicreler ile birlikte benign
myoepitelyal bilesenler gozlendi (Sekil 1G). Bir olguda belirgin miksoid matriks
birikimlerine rastlandi. Iki olguda (21-547 ve 22-628) orta dereceli tubul
formasyonu, hafif orta dereceli niikleer pleomorfizm ve diisiik mitoz oran1 goriildii.
Tiimdr derecesi bu iki olgu i¢in de 1 olarak belirlendi. Diger olgulardan birinde (21-
290) orta dereceli tubul formasyonu ve mitoz orani ile diislik dereceli pleomorfizm

gozlendi ve timor derecesi bu olguda da 1 olarak belirlendi. Son olguda (15-168) ise
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orta dereceli tubul formasyonu, mitoz oram1 ve niikleer pleomorfizm ile tiimor

derecesinin 2 oldugu gorildii.

Lipit-zengin karsinom olgularinda (20-114, 20-293), neoplastik hiicrelerin
sitoplazmalarinda kiigiiklii biiytikli belirgin vakuollerin bulundugu gézlendi (Sekil
1H). Bazi alanlarda neoplastik tiremelerin merkezi kisimlarinin nekrotik oldugu
goriildii. Bu olgularda diisiik tubul formasyonu ile yiliksek niikleer pleomorfizm ve

orta dereceli mitoz oran1 dikkati ¢ekti ve tiimor derecesi iki olgu i¢in de 3 olarak

belirlendi.

Malign miks tiimoér tanili olgularda, genel olarak tubulopapiller
proliferasyonlar seklinde gozlenen neoplastik epitelyal bilesenler ile kikirdak doku
varligr dikkati ¢ekti (Sekil 1I). Hem epitelyal hem de mezenkimal bilesenlerin
malignite bulgular1 sergiledigi goriildii. Neoplastik hiicrelerin genellikle orta dereceli
niikleer pleomorfizm sergiledigi, orta dereceli tubul formasyonuna ve diisiik mitoz
oranina sahip oldugu gozlendi. Olgulardan {igiiniin (21-054, 21-316, 21-348) derecesi

1 iken bir tiimoriin (20-052) derecesi ise 2 olarak belirlendi.

Mikropapiller ~ karsinom  olgusunda, intraduktal neoplastik  hiicre
proliferasyonlar ile birlikte fibrovaskiiler stroma ile desteklenmeyen kiigiik papiller
proliferasyonlar gozlendi (Sekil 1J). Bu olguda tubul formasyonunun zayif, niikleer
pleomorfizm ve mitoz oraninin ise orta dereceli oldugu, tiimor derecesinin 2 oldugu

belirlendi.

Solid karsinom olgularinda, neoplastik hiicrelerin liimen olmaksizin diziler,
kordonlar ve paketler seklinde prolifere oldugu gozlendi (Sekil 1K). Bu tiimorlerde
tubul formasyonunun zayif oldugu, niikleer pleomorfizmin belirgin ve mitoz oraninin
ise yiiksek oldugu ve timor derecesinin bir tiimorde 2 (06-104), digerinde (21-493)

ise 3 oldugu gozlendi.

Tubulopapiller karsinom olgularinda (18-192, 19-627), neoplastik tubullerde
sesil veya pediinkiillii papiller proliferasyonlar gézlendi (Sekil 1L). Bu tiimdrlerde
tubul formasyonunun diisiik oldugu, niikleer pleomorfizm ve mitoz oraninin ise

yiiksek oldugu goriildii. Her iki olgu i¢in de tiimdr derecesi 3 olarak belirlendi.
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Ozetle timor derecelendirmeleri sonucunda 12 adet tiiméor derece 1, 8 adet

timor derece 2 ve 7 adet timor derece 3 olarak belirlendi.

Sekil 3.1. A. Adenoskuamoz karsinom olgusunda adenokarsinom alani (ok) skuaméz
karsinom alanlar1 (asterisk). B. Fibrosarkom olgusunda mekik sekilli malign
fibroblast proliferasyonlari. C. Karsinom ile malign myoepitelyoma olgusunda
karsinom alanlar1 (oklar) ile malign myoepitelyal proliferasyonlar (asterisk). D.
Karsinoma in situ olgusunda tubul liimeninde gozlenen nodiiler tiimor alani
(asterisk). E. Kistik papiller karsinom olgusunda kist sivist (asterisk) ile papiller
proliferasyonlar gosteren karsinom alanlari. F. Komedo karsinom olgusunda,
merkezi nekrotik (asterisk) epitelyal proliferasyonlar. G. Kompleks karsinom
olgusunda malignant epitelyal proliferasyonlar (oklar). H. Lipid-zengin karsinom
olgusunda tiimdr hiicre sitoplazmalarinda belirgin vakuoller (oklar). I. Malign miks
timdr olgusunda karsinom alanlar1 (ok) ve kikirdak doku olusumu (asterisk). J.
Mikropapiller karsinom olgusunda liimene proliferasyonlar sergileyen karsinom
alanlar1 (ok). K. Solid karsinom olgusunda, yogun sekilde proliferasyon gosteren
neoplastik epitel hiicreleri. L. Tubulopapiller karsinom olgusunda tubul liimenlerini
dolduran papiller epitelyal proliferasyonlar (oklar). H&E.
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3.2. immunohistokimyasal Bulgular
3.2.1. Molekiiler Alt Tiplendirme

Calismamizda incelenen meme kanseri tiirlerine ait ER, PR ve HER2

boyanma sonuglarina gore belirlenen molekiiler alt tipler asagidaki gibidir:

Adenoskuamoz karsinom vakalarinda ER ve PR negatif, HER2 pozitif olarak
saptanmis ve bu tiimorler HER 2 pozitif molekiiler alt tipte teshis edilmistir.
Anaplastik karsinom vakalarinda ise ER ve PR negatif, HER2 pozitif bulunmus ve
yine HER 2 pozitif molekiiler alt tip olarak degerlendirilmistir.

Fibrosarkom oOrneklerinde ER negatif, PR pozitif ve HER2 negatif olarak
bulunmus ve Luminal A molekiiler alt tipte teshis edilmistir. Karsinom ile malign
myoepitelyoma vakalarinda ise ER pozitif, PR negatif ve HER2 negatif olup,

Luminal a molekiiler alt tip olarak belirlenmistir.

Karsinoma in situ vakalarinda ER pozitif, PR pozitif ve HER2 negatif olarak
tespit edilmistir ve Luminal A molekiiler alt tipte teshis edilmistir. Kistik papiller
karsinom vakalarinda da benzer sekilde ER ve PR pozitif, HER2 negatif olup
Luminal A molekiiler alt tip olarak degerlendirilmistir. Ancak, bazi kistik papiller
karsinom vakalarinda ER pozitif, PR negatif ve HER2 pozitif bulunmus ve bu

vakalar Luminal b molekiiler alt tip olarak siniflandirilmistir.

Ozetle molekiiler alt tiplendirmede 14 sayida olgunun Luminal A, 2 olgunun

Liiminal B, 2 olgunun Her2 pozitif ve 9 olgunun iiglii-negatif oldugu goézlendi.
ER, PR ve HER2 boyamalarina ait goriintiiler Sekil 2-5’te sunulmustur.

3.2.2. VISTA Iimmun Boyama Sonuclari

Calismamizda, ¢esitli meme kanseri tiirlerinde VISTA immun kontrol noktasi
boyanma yogunlugu ve yiizdesi incelenmistir. Bu incelemeler hem tiimor hiicreleri

hem de yangi hiicreleri i¢in gergeklestirilmis olup, boyanma yogunlugu skoru (TB)
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ve boyanma ylizdesi skoru (TY) ile yangi hiicrelerinin boyanma yogunlugu skoru
(YB) ve boyanma yiizdesi skoru (YY) degerlendirilmistir. Boyanma yogunluk skoru
1 olan vakalar negatif olarak kabul edilmistir. Elde edilen sonuglar, nihai skor olarak
tiimor hiicreleri i¢gin T skoru ve yangi hiicreleri i¢in Y skoru seklinde
simiflandirilmistir. Bu skorlar diisiik, orta ve yiiksek kategorilere ayrilmistir. Ayrica,

yangi hiicrelerinde boyanma gosteren hiicre tiirleri de belirtilmistir.

Adenoskuamo6z karsinom vakalarinda tiimor hiicrelerinin boyanma yogunlugu
ve yiizdesi orta diizeyde (T: 2) ve yangi1 hiicrelerinde yiiksek diizeyde (Y: 3) boyanma
gozlenmistir. Yangi hiicreleri notrofil agirliklidir. Anaplastik karsinom vakalarinda
ise timor hiicrelerinde orta diizeyde (T: 2) ve yangi hiicrelerinde diisiik diizeyde (Y:

1) boyanma tespit edilmistir; bu vakalarda makrofaj boyanmasi goriilmiistiir.

Fibrosarkom vakalarinda tiimér hiicrelerinde diisiik diizeyde (T: 1) ve yangi
hiicrelerinde yiiksek diizeyde (Y: 3) boyanma gozlenmis olup, notrofil agirlikli yangi
hiicreleri bulunmustur. Karsinom ile malignant myoepitelyoma vakalarinin bir
kisminda tiimor ve yangi hiicrelerinde boyanma yogunlugu diisiik diizeyde (T: 1, Y:
1), diger kisminda ise diisiik (T: 1) ve makrofaj boyanmasi ile birlikte diisiik (Y: 1)
diizeyde boyanma tespit edilmistir. Karsinoma in situ vakalarinda tiimor ve yangi

hiicrelerinde boyanma yogunlugu diistik diizeyde (T: 1, Y: 1) bulunmustur.

Kistik papiller karsinom vakalarinin birinde tiimor hiicrelerinde diistik (T: 1)
ve yang hiicrelerinde orta diizeyde (Y: 2) boyanma bulunmus olup, makrofaj orta
dereceli ve nétrofil zayif boyanma gozlenmistir. Diger iki vakada ise, biri yiiksek (Y:
3) ve lenfosit agirlikli makrofaj boyanmasi ile digeri yiiksek (Y: 4) ve lenfosit

agirlikli makrofaj soluk boyanma ile diistik (T: 2) boyanma diizeyleri gézlenmistir.

Komedo karsinom vakalarinin ¢ogunda tiimor ve yangi hiicrelerinde boyanma
yogunlugu diisiik (T: 1) olup, bir vakada ise lenfosit ve makrofajlarda pozitiflik ile
birlikte orta diizeyde (Y: 2) boyanma tespit edilmistir. Kompleks karsinom
vakalarinda tiimor hiicrelerinde diisiik (T: 2) ve yangi hiicrelerinde yiiksek (Y: 3)

diizeyde boyanma gozlenmis olup, nétrofillerde ¢ok fazla boyanma ve makrofajlarda
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az boyanma goézlenmistir. Bir vakada ise, diisiik diizeyde (T: 1) tiimdr ve orta

diizeyde (Y: 2) notrofil boyanmasi gozlenmistir.

Lipid-zengin karsinoma vakasindan birinde, tiimor hiicrelerinde yiiksek
diizeyde (T: 3) ve yangi hiicrelerinde diisiik (Y: 1) diizeyde boyanma gozlenmis olup,
yangi hiicreleri belirtilmemistir. Diger vakada ise, timor ve yangi hiicrelerinde orta

diizeyde (T: 3, Y: 3) boyanma tespit edilmis ve notrofil pozitif boyanma gozlenmistir.

Malign miks tiimor vakalarinda, bazi Orneklerde diisik (T: 1) timor
boyanmas1 ve yiiksek (Y: 3) yangi hiicrelerinde makrofaj pozitif boyanma
gozlenmistir. Diger drneklerde ise, orta diizeyde (T: 2) tiimor ve orta diizeyde (Y: 2)
noétrofil agirlikli boyanma tespit edilmistir. Bir 6rnekte ise diisik diizeyde (T: 1)

timdr ve diisiik (Y: 1) lenfosit pozitif boyanma gézlenmistir.

Mikropapiller karsinom vakasinda, yiiksek diizeyde (T: 3) tiimor ve yiiksek
diizeyde (Y: 3) notrofil agirliklt boyanma bulunmus olup, lenfositler diisiik diizeyde
boyanmistir. Solid karsinom vakalarinda, bazi 6rneklerde diisiikk diizeyde (T: 1)
timor ve yiiksek diizeyde (Y: 3) notrofil agirhikli boyanma goézlenirken, diger
orneklerde yiiksek diizeyde (T: 3) tiimor ve yiiksek (Y: 3) nétrofil ve lenfosit agirlikli

boyanma tespit edilmistir.

Tubulopapiller karsinom vakalarinda ise, orta diizeyde (T: 2) tiimdr ve diisiik
(Y: 1) nétrofil pozitif boyanma gbdzlenmistir. Diger vakada ise yiiksek (T: 3) tiimor ve
yiiksek (Y: 3) lenfosit agirlikli boyanma bulunmustur.

Ozetle, VISTA agisindan yapilan degerlendirmede galismamizda 15 vakada
timor hiicrelerinde diisiik skor, 6 vakada orta skor ve 2 vakada yliksek skor
gozlenmistir. Yangi hiicrelerinde ise 8 vakada diisiik skor, 7 vakada orta skor ve 8

vakada ytiksek skor tespit edilmistir.

Calismamizda, ¢esitli meme kanseri tlirlerinde VISTA immun kontrol noktasi
boyanma yogunlugu ve yiizdesi incelenmis olup, timdr ve yangi hiicreleri i¢in nihai

skorlar diisiik, orta ve yliksek kategorilere ayrilmistir. Yangi hiicrelerinin boyanma
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yogunluklar1 ve tiirleri de detayli bir sekilde degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak,
calismamizda elde edilen veriler ve VISTA'min hangi yangi hiicrelerinde agirlikli

oldugu asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Diisiik nihai yangi skoru olan vakalarda VISTA boyanmasinin agirlikli olarak
makrofajlar ve lenfositlerde oldugu tespit edilmistir. Orta nihai yangi skoru olan
vakalarda VISTA boyanmasiin agirlikli olarak nétrofiller ve lenfositlerde oldugu
belirlenmistir. Yiiksek nihai yangi skoru olan vakalarda ise VISTA boyanmasinin
noétrofillerde baskin oldugu goézlenmistir. Bu veriler, VISTA'min yangi hiicrelerinde
ozellikle notrofillerde daha yiiksek diizeyde boyandigini ve meme kanseri tiirlerine

gore degisiklik gosterdigini ortaya koymaktadir.

VISTA boyamalarina ait goriintiiler Sekil 2-5’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.2. Adenoskuamdz karsinom, fibrosarkom ve karsinom ile malign
myoepitelyom olgularinda ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuglari.
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HER2

VISTA

Sekil 3.3. Kistik papiller karsinom, komedo karsinom ve kompleks karsinom
olgularinda ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuglari.
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PR

HER2

Sekil 3.4. Kompleks karsinom, lipid-zengin karsinom ve malign miks tiimor
olgularinda ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuglari.
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PR ER

HER2

Sekil 3.5. Mikropapiller karsinom, solid karsinom ve tubulopapiller karsinom
olgularinda ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuglari.
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Tablo 3.1. Olgulara ait tanilar ve skorlar

. . Tiimor VISTA VISTA VISTA VISTA VISTA VISTA
Tam ER PR HERZ  Molekiller Tip 00 TB  TY YB  YY TsSkor Y Skor
Adenoskuamag " A i Luminal A 2 2 4 3 4 2 3
Karsinom
Anaplastik Karsinom - - I Her 2 Pozitif 3 2 3 2 1 2 1
Fibrosarkom - + - Luminal A 2 1 1 3 4 1 3
Karsinom ile Malign : Luminal A 3 1 1 1 1 1 1
Myoepitelyoma
Karsinom ile
MalignMyoepitelyom + - - Luminal A 1 1 1 2 1 1 1
a
Karsinoma In Situ + + - Luminal A 1 1 1 1 1 1 1
Kistik Papiller o : Luminal A 1 1 1 3 2 1 2
Karsinom
Kistik Papiller P : Luminal A 1 1 1 4 3 1 3
Karsinom
Kistik Papiller P + Luminal B 1 2 1 4 4 1 3
Karsinom
Komedo Karsinom - - - Uglii Negatif 1 1 1 1 1 1 1
Komedo Karsinom + - - Luminal A 2 2 1 1 1 1 1
Komedo Karsinom - - - Uglii Negatif 2 2 1 3 2 1 2
Kompleks Karsinom - - - Uclii Negatif 1 2 1 4 4 1 3
Kompleks Karsinom - - - Uglii Negatif 1 1 1 4 2 1 2
Kompleks Karsinom + - - Luminal A 1 2 3 4 3 2 3
Kompleks Karsinoma + + - Luminal A 2 1 1 2 1 1 1
Lipid-Zengin _— .
Karsinom - - - Uglii Negatif 3 2 4 1 1 2 1
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Tablo 3.1. (Devam) Olgulara ait tanilar ve skorlar

Hipid-Zengin : Uslii Negatif 3 3 2 3 3 2 2
arsinom
Malign Miks Timor + Luminal A 2 1 1 3 4 1 3
Malign Miks Timor + Luminal A 1 2 3 3 3 2 2
Malign Miks Timor + Luminal B 1 1 1 3 2 1 2
Malign Miks Timor - Her 2 Pozitif 1 2 1 3 1 1 1
Mikropapiller " Luminal A 2 3 3 4 3 2 3
Karsinom
Solid Karsinom - Uclii Negatif 2 1 1 4 4 1 3
Solid Karsinom + Luminal A 3 4 3 4 3 3 3
Tubulopapiller : Uglit Negatif 3 3 2 3 1 2 1
arsinom
Tubulopapiller : Ugli Negatif 3 4 1 4 4 1 3
Karsinom
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3.3. Istatistiksel Bulgular

Elde edilen veriler 1s18inda tanimlayici istatistiksel analizler yapilarak,
frekans dagilimlari ve ortalama ve standart saplamalar hesaplanmigtir. ER, PR, HER2
ve molekiiler tipler (Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif, Uglii negatif) igin frekans
ve yiizde dagilimlan ile timor derecesi, VISTA TB, VISTA TY, VISTA YB, VISTA
YY, VISTA T Skor ve VISTA Y Skor i¢in ortalama, medyan ve standart sapmalar

hesaplanmustir.

3.3.1.Temel Istatistiksel Bulgular

Calismamizda yer alan meme kanseri tiirleri i¢in yapilan VISTA immun
kontrol noktasi boyanma yogunlugu ve yiizdesi ile ilgili tanimlayici istatistikler

asagida verilmistir:

Tablo 3.2. VISTA boyanma yogunlugu ve tiimdr derecesine ait tanimlayici istatistik

verileri.
Tiimor VISTATB VISTATY VISTAYB VISTAYY
Derecesi

Count 27.0 27.0 27.0 27.0 27.0

Mean 1.814 1.814 1.666 2.851 2.370

Std 0.833 0.921 1.037 1.099 1.244

Min 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

max 3.0 4.0 4.0 4.0 4.0

Tablo 3.3. Molekiiler tip dagilim verileri.

Molekiiler Tip Frekans
Luminal A 14

Uclii negatif 9

HER2 pozitif 2
Luminal B 2

Tablo 3.4. ER, PR ve HER2 Pozitiflik Durumlari.

ER ER PR PR HER2  HER2
Negatif  Pozitif Negatif  Pozitif Negatif  Pozitif
Frekans | 13 14 21 6 23 4
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Elde edilen veriler 1s1¢inda tiimor derecesi ortalama 1.81 olup, drneklerin
cogunlugu diisiik ile orta arasinda derecelendirilmistir. Timor derecesi 1 ile 3
arasinda degismektedir. VISTA TB ve TY skorlarinin ortalamalar sirasiyla 1.81 ve
1.67 olup, genellikle diisiik ile orta arasinda yogunlukta boyanma gostermektedir.
VISTA YB ve YY skorlarinin ortalamalar1 sirasiyla 2.85 ve 2.37 olup, yangi
hiicrelerinin boyanma yogunlugunun biraz daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.
VISTA T skoru ortalama 1.37, VISTA'Y skoru ise 2.04'diir. Bu da tiimor hiicrelerinin
boyanma skorlarmin genellikle diisiik, yangi hiicrelerinin boyanma skorlariin ise

biraz daha yiiksek oldugunu gdstermektedir.

Orneklerin ¢ogunlugu Luminal A (14) olarak smiflandirilmis olup, Uglii
negatif tip (9) ikinci sirada yer almaktadir. ER pozitif vakalarin (14) sayis1 negatif
olanlardan (13) biraz daha fazladir. PR negatif vakalar (21) pozitif olanlardan (6)
daha fazladir. HER2 negatif vakalar (23) pozitif olanlardan (4) daha fazladir.

Bu sonuglar, VISTA immun kontrol noktasi boyanma yogunlugu ve
ylizdesinin meme kanseri tiirlerinde farkli dagilimlar gosterdigini ve molekiiler

tiplere gore degisiklikler oldugunu ortaya koymaktadir.

3.3.2. Korelasyon Analiz Sonuclari

Asagida, VISTA boyanma skorlar1 ve tiimor derecesi, ER, PR, HER2 durumu
ile molekiiler tipler arasindaki Pearson korelasyon katsayilar1 ve p-degerleri

verilmistir:

Tablo 3.5. Molekiiler tipler ile VISTA boyanma skorlar1 ve tiimor derecesi, ER, PR,
HER2 durumu

Degisken 1 Degisken 2 Korelasyon P-degeri
Degeri
Tiimor Derecesi VISTATB 0.554 0.00269
Tiumor Derecesi VISTATY 0.370 0.05716
Timor Derecesi VISTAYB -0.157 0.43416
Timor Derecesi VISTAYY -0.042 0.83312
Tiimor Derecesi VISTA T Skor 0.477 0.01169
Timor Derecesi VISTA'Y Skor -0.093 0.64368
VISTATB VISTATY 0.455 0.01685
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VISTATB

| VISTAYB

0.351

0.07205

Tablo 3.5. Molekiiler tipler ile VISTA boyanma skorlar1 ve tiimor derecesi, ER, PR,

HER2 durumu (devami)

VISTATB VISTAYY 0.229 0.24900
VISTATB VISTA T Skor 0.654 0.00021
VISTATB VISTA'Y Skor 0.241 0.22582
VISTATY VISTAYB 0.022 0.91137
VISTATY VISTAYY 0.069 0.73063
VISTATY VISTA T Skor 0.874 0.00000
VISTATY VISTA'Y Skor 0.096 0.63273
VISTAYB VISTAYY 0.744 0.00000
VISTAYB VISTA T Skor 0.153 0.44393
VISTAYB VISTA'Y Skor 0.824 0.00000
VISTAYY VISTA T Skor 0.070 0.72528
VISTAYY VISTA'Y Skor 0.950 0.00000
VISTA T Skor VISTA'Y Skor 0.123 0.53916

Pearson korelasyon analiz sonuglaria gore, tiimor derecesinin VISTA tiimor
boyanma yogunlugu (TB) ile orta dereceli (r=0.554) ve anlamli (P<0.01) bir
korelasyon gosterdigi, VISTA T skoru ile ise diisiik dereceli (r=0.477) ve anlamli
(P<0.05) bir korelasyon gosterdigi tespit edildi. Ayrica VISTA TB ile VISTA tiimor
yiizdesi (TY) arasinda da anlamli (P<0.05) diisiik dereceli bir korelasyon (r=0.455)
belirlendi. Yine VISTA yang: hiicresi boyanma yogunlugu (YB) ile VISTA yangi
hiicresi boyanma yiizdesi (YY) arasinda yiiksek dereceli (r=0.744) bir korelasyon
goriildii. Beklendigi gibi boyanma yogunluklari ve boyanma ylizdeleri ile nihai

skorlar arasinda da pozitif orta ve yliksek dereceli korelasyonlara rastlandi.

3.3.3. Gruplar Arasi Karsilastirma Analizleri
3.3.3.1. Tiimor Dereceleri ve VISTA Skorlar1 Arasinda

Tiimor derecesine gore olgular ii¢ gruba ayrilip gruplar arasi karsilastirma
yapildiginda, korelasyon analizlerine benzer sekilde VISTA TB’nin diisiik ve yiiksek
tiimdr dereceleri arasinda (P<0.01) ve yine orta ve yiiksek tiimor dereceleri arasinda

(P<0.05) anlaml1 farklilik gosterdigi belirlendi. Yine VISTA T skorunun da diisiik ve
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yiiksek dereceli timor gruplart arasinda anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi

(P<0.05).

Tablo 3.6. Tiimdr derecelerine gore VISTA boyanmalarinin istatistiksel tablosu.

Timér VISTA  VISTA VISTA VISTA VISTA VISTA
Derecesi TB TY YB YY T Skor Y Skor
Diisik | 1.42  + 1.33 300 + 225 + 1.17 + 200 =+
0.152 0.22 0.33 0.33 0.112 0.25
Orta 1.63 + 1.63 288 + 288 + 125 + 238 +
0.26% 0.42 0.35 0.48 0.16% 0.32
Yiiksek | 2.71 + 2.29 257 + 200 =+ 18 + 171 =+
0.42¢ 0.42 0.48 0.49 0.26° 0.36

3.3.3.2. Molekiiler Alt Tipler ile Tiimor Derecesi ve VISTA Skorlar1 Arasindaki

Tiski

Tiimdrlere ait molekiiler alt tipler ile tiimdr derecesi ve VISTA skorlarini

incelemek i¢in yalnizca yeterli 6rneklem biiyiikliigiine sahip olan alt tipler (Luminal

A ve Uglii negatif) karsilastirmaya dahil edildi. Bu amagla yapilan ANOVA (vasyans

analizi) testi sonuglarina goére molekiiler alt tipler ile VISTA skorlari ve tiimor

derecesi arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P > 0.05).
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4. TARTISMA

Malign meme tiimorleri diinya ¢apinda kadinlarda goriilen en yaygin kanser
tiridiir ve kanser nedenli oliimlerin en basinda gelir (ghoncheh ve ark. 2016).
Veteriner hekimlikte de meme tiimorleri kopek ve kediler i¢in baslica neoplazi olarak
kabul edilir. Kopek ve kedi meme tiimorlerinin insan meme tlimorlerine hem
molekiiler hem de hiicresel olarak benzerlik gostermesi ise bu hayvanlardaki meme
neoplazilerinin insanlar i¢in model olusturabilecegi yapilan bir¢ok aragtirmada
belirtilmektedir (Owen 1979; De Maria ve ark., 2005; Queiroga 2011; Madej ve ark.,
2013; Wiese ve ark., 2013). Bu tezde kullanilan vakalara yapilan histopatolojik ve
immunohistokimyasal degerlendirmeler 15181nda kopek meme timorlerinin gercekten
de molekiiler ve hiicresel olarak diger tiirler ve 6zellikle insandaki meme tiimorlerine

benzerlik gosterdigi kaydedildi.

Kopek meme tiimorlerinin etiyolojisinde hormonlar, yas, ovariohisterektomi
yasli, gebelik sayisi, genetik gibi faktorler 6nemli rol oynar ve yapilan arastirmalarda
ve literatiir bilgilerinde >8 yasli kopeklerde daha sik goriildiigi bildirilir (Egenvall ve
ark., 2005; Vascellari ve ark., 2016). Tez ¢alismasina dahil edilen kdpeklerin yas
araliginin 4-14 araliginda oldugunu ve 27 vakada 6 kopegin 8 yasindan kiiciik oldugu
gozlendi. Vakalarin %22,2’sinin literatiirde belirtilen yas aralifindan kii¢iik olmasi bu

bilgileri dogrular niteliktedir.

Kopek meme karsinomunda sag kalim ile timor derecelendirmesi arasinda
pozitif korelasyon vardir. Ugiincii derece meme karsinomlu kdpeklerin sag kalimlart
2. ve 1. derece meme karsinomlu kopeklere gore daha kisa oldugu bildirilmektedir
(Karayannopoulou ve ark., 2005). Yapilan bir ¢alismada 32 kopek meme
karsinomunda %37,5'1 (n = 12) derece I, %46,9'u (n = 15) derece II ve %15,6's1 (n =
5) yuksek mitotik indeksli derece III oldugu gozlenmistir (Tavasoly ve ark., 2013).
Bu tez ¢alismasinda malign kdpek meme tliimorlerin derecelendirmesi 12 (%44,4)
adet tiimorde derece 1, 8 (%29,6) adet tiimorde derece 2 ve 7 (%25,9) adet timorde
derece 3 olarak bulundu. Bu nedenle derece 3 olarak degerlendirilen karsinomlu
kopeklerin sag kalimlarinin 1. ve 2. derece karsinomlu kopeklere gore daha kisa

olacag diisiiniildii.
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Kadinlarda oldugu gibi disi kopeklerde de seks steroidleri fizyolojik olarak
meme dokusu biiylimesini uyarir. Epitel iizerine olan proliferatif etkileri neoplastik
proliferasyona neden olabilir (Genuth, 1998; Sorenmo ve ark., 2000; Queiroga ve
ark., 2005; Thomas, 1984). Yani kopeklerde olusan meme neoplazileri insanlarda
oldugu gibi hormonal olarak kontrol edilmektedir ve hormon bagimlilig1 agisindan
bu iki tir arasinda benzerlik bulunmaktadir (Thuroczy ve ark., 2007). Disi
kopeklerde seks steroidlerinin etkisi meme dokusunda eksprese edilen ilgili
hormonun reseptorleri sayesinde olugmaktadir. Progesteron ve Ostrojen reseptorleri
(swrastyla PR ve ER) hem normal hem de neoplastik dokularda mevcuttur (MacEwen
ve ark., 1982; Rutteman ve ark., 1988; Geraldes ve ark., 2000; Nieto ve ark., 2000;
de Las Mulas ve ark., 2005; Yang ve ark., 2006). Ancak benign tiimodrlerde ER
varlig1 malign olanlara gére anlamli derecede yiiksektir (MacEwen ve ark., 1982;
Rutteman ve ark., 1988; Donnay ve ark., 1995; Geraldes ve ark., 2000; de Las Mulas
ve ark., 2005; Illera ve ark., 2006; Chang ve ark., 2009). Benzer sekilde, PR
ekspresyonunun, hiperplastik/displastikten, benign tiimorlerden malign olanlara
dogru giderek azaldig1 goriilmektedir (Geraldes ve ark., 2000; Millanta ve ark., 2005;
Chang ve ark., 2009). Hormonal reseptorlerin haricinde HER-2 de énemli bir timor
belirteci olarak kabul edilir ve kdpek meme tiimdrlerinin %30-35'inde eksprese edilir
(Kaszak ve ark., 2018; Gray ve ark., 2020). Bu literatiir bilgilerine dayanarak tez
caligmasinda kullanilan tiimdrlerdeki ER, PR ve HER2 ekspresyonlar
degerlendirildi; 27 vakanin 14 tanesinin ER pozitif, 6 tanesinin PR pozitif, 4
tanesinin ise HER2 pozitif immunreaksiyon verdigi goriildii. U¢ immunreaksiyonu
da negatif olan 9 vaka vardi. Sonuglar degerlendirildiginde yukarida verilen literatiir
bilgisinden farkli bir sekilde bu reseptorleri bulundurmayan tiimorlerin de var
olabilecegi ve bununla birlikte tezde kullanilan 6rneklem boyutunun sayisal olarak
cok biiyiik olmamasi da dikkate alinarak HER2 ekspresyonu bulunan vaka sayisinin
%14,8 olmast literatlir bilgileriyle c¢elismektedir. Bunun yani sira; molekiiler
klasifikasyon diisiiniildiigiinde tez ¢alismasinda elde edilen ekspresyonlarin sasirtict
olmadigi, molekiiler klasifikasyonda tiplere gdére bazi reseptorlerin tiimdrlerde

olmayabilecegi de yazarlar tarafindan bilinmektedir.

Onceden de belirtildigi gibi histolojik ve morfolojik siniflandirmanin yaninda,

dogru teshis, prognoz ve tedavi protokolii olusturulmasi i¢in immunohistokimyasal
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olarak ortaya konan molekiiler klasifikasyonun da yapilmasi gereklidir (Kwon ve
ark., 2023). Bunun i¢in ER, PR, HER2 ekspresyonlarinin bakilmas: gerekmektedir
(Wolff ve ark., 2018). Ayrica bazi kaynaklarda luminal A ve B ayrimi i¢in Ki-67,
BLBC ve TNBC ayrmmi igin ise temel sitokeratin ekspresyonlarmin bakilmasi
gerektigi bildirilmistir (Zong ve ark., 2020). Ancak tez ¢alismasi sirasinda yapilan
literatiir taramalarinda zaman zaman Ki-67 ekspresyonunun degerlendirilmesinde,
zaman zaman ise HER-2 immunreaksiyonlarinin degerlendirilmesinde kaynaklar
arasinda farkliliklar oldugu goriildii (Zheng ve ark., 2022; Zong ve ark., 2020). Tez
calismasinda Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi ve Amerikan Patologlar Koleji
(ASCO/CAP) uzmanlar1 tarafindan revize edilen molekiiler degerlendirme
sistematigi goz Oniinde bulundurularak siniflandirma yapilmistir.  Sonug olarak
%51,85 ile luminal A tiplendirmesi en cok goriiliirken iiclii-negatif vakalar ise
%33,33 bulunarak en ¢ok gozlenen ikinci tiplendirme oldu. Bu iki tiplendirmeyi
takiben Luminal B ve HER2 pozitif vakalar1 %7,4 ile en az goriilen tiplendirmeler

oldu.

VISTA, T hiicre aktivasyonunu baskilayan bir immun kontrol noktasi
molekiiliidiir. Le Mercier ve arkadaslarinin 2014’te yaptig1 bir ¢alismada VISTA
ekspresyonunun tiimor infiltre edici notrofillere 6zgli oldugunu, tiimor hiicrelerinde
ise VISTA ekspresyonunun bulunmadigini ifade etmislerdir. Yapilan bir ¢alismada
timor hiicrelerinde VISTA ekspresyonunun MMP yolagmi tetikledigi bulunmustur.
MMP yolag: tiimor biiylimesi ve tiimoriin metastazina katki saglar. Tez ¢alismasinda
tiimdr hiicrelerinde VISTA TB ve TY skorlarinin sirasiyla 1,81 ve 1,67 oldugu, bu
sonu¢ da VISTA’nin meme tiimdrii hiicrelerinde diisiik orta seviyede eksprese
edildigini gosterdi. Bu bulgular 1s181nda tezde kullanilan meme tiimorii vakalarinda
VISTA nedeniyle gelisen bir tiimor biiylimesi ve/veya timor metastazi gerceklesme
olasiligimin zayif oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica VISTA ekspresyonunun diigiik
orta seviye bile olsa tiimor hiicrelerinde bulunmasi, Le Mercier ve arkadaslarinin

yaptiklar1 ¢alismayla uyusmamaktadir.

VISTA sitotoksik T hiicrelerinde bulundugu gibi antijen sunan hiicreler veya
timor hiicrelerinde de bulunmaktadir (Li Wang ve ark., 2011). Yapilan tez
caligmasinda timor derecelerine gore siiflandirilmis meme kanseri dokularinin

VISTA boyanma dereceleri degerlendirildiginde; tiimor derecesiyle VISTA
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ekspresyonu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gorildi. Bu da timoriin
malignitesi veya agresifligi artttkga VISTA ekspresyonunun artti§i sonucunu
diistindiirmiistiir. Bununla birlikte VISTA ekspresyonu ile tiimor prognozu arasinda

negatif bir korelasyon oldugu sdylenebilir.

Calismadaki  tiimor  hiicreleri  ve timor mikrogevresinin - VISTA
immunreaksiyonlart1  degerlendirildiginde;  tiimoér  derecesine  gore  timor
mikrogevresinin VISTA reaksiyonlarinda anlamli bir fark olmamasina karsin, timor
derecesine gore tiimor hiicrelerinde VISTA ekspresyonlarinda anlamli bir fark
oldugu, bunun sonucunda tiimdriin malignitesi degisse de mikrogevredeki VISTA

ekspresyonunun degismedigi anlami ¢ikarilabilir.

Yapilan tez c¢alismasinda molekiiler alt tiplendirmeye gore siniflandirilan
vakalarin 14 tanesinin Luminal A, 9 tanesinin TNBC ve ikiser tanesinin ise Luminal
B ve HER2 pozitif oldugu tespit edildi. Molekiiler alt tiplendirmeyle alakali
istatistiksel degerlendirme yapilirken O6rneklem boyutunun Luminal B ve HER2
pozitif vakalar agisindan yeterli biiyiikliikkte olmamasi nedeniyle bu alt tipler
degerlendirme dis1 birakildi. Ancak tiim molekiiler alt tiplerin VISTA boyanmasi
kontrol edildiginde; ¢alisma VISTA immun kontrol noktast boyanma yogunlugu ve
ylizdesinin meme kanseri tiirlerinde farkli dagilimlar gosterdigini ve molekiiler
tiplere gore degisiklikler oldugunu ortaya koymaktadir. Luminal A ve TNBC gruplari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, VISTA immunreaksiyonlar1 acgisindan

anlaml bir fark bulunmadig: dikkati gekti.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu c¢alismada 27 adet kdpek meme tiimorii vakasi, histopatolojik
olarak derecelendirildi ve molekiiler olarak alt tiplere ayrildi. Bu vakalarin
maligniteleri ve molekiiler alt tipleri ile VISTA immun kontrol noktasi arasindaki
iliski degerlendirildi. Sonug olarak tiimoriin agresifligi ile VISTA arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu, molekiiler alt tiplerin VISTA immun kontrol noktas1 miktarina
herhangi bir etkide bulunmadigi sonucuna varildi. Ancak c¢alismada kullanilan
vakalarin molekiiler alt tip ¢esitlerinin tamamim karsilamadigi, Luminal B ve HER2
pozitif alt tiplerinde vaka sayisinin azlig1 nedeniyle, molekiiler alt tiplerine gore
VISTA korelasyonunun gosterilmesi i¢in fazla sayida vakaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Calisma sonuglarina gore kopek meme tiimorlerinde VISTA varligi hem tiimor hem
de yangi hiicrelerinde gosterilmistir. Bdylece ileriye yonelik VISTA inhibisyonuna

dayali tedavi stratejilerinin oniinii agma potansiyeline sahiptir.
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