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ÖZET 

Köpek Meme Tümörlerinde VISTA İfadesinin İmmunohistokimyasal Olarak 

Araştırılması 

VISTA, yeni bir bağışıklık kontrol noktası düzenleyicisi olarak ortaya çıkmaktadır. 

Buna göre, VISTA, T hücresi aktivasyonunu inhibe edebilir, toleransı koruyabilir ve 

immunopatolojiyi sınırlayabilir, antijen sunan hücrelerde bir ligand olarak ve T 

hücrelerinde bir reseptör olarak hareket eder. Paralel olarak, insan tümör 

örneklerinde, VISTA proteininin tümör infiltre lenfositler (TIL'ler) ve miyeloid 

hücreler üzerinde yüksek düzeyde eksprese edildiği belirtilmiştir ve bu durum 

prognoz ile ilişkilendirilmiştir Köpek meme tümörlerinde ise bilgimize göre 

VISTA’nın araştırıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. Çalışmadaki köpek meme 

tümörlerinin histopatolojik ve moleküler tiplendirmesi yapıldı. Moleküler 

tiplendirme için vakalara ER, PR HER2, VISTA ekspresyonlarının gösterilmesi için 

ise VISTA primer antikoru immunohistokimyasal olarak uygulandı. Vakalarda 

malign köpek meme tümörlerinde VISTA düzeyleri karşılaştırıldı. Ayrıca malign 

meme tümörlerinde farklı histolojik derece tümörlerde ve farklı moleküler 

tiplendirmelerde VISTA ekspresyonları arasındaki farklılıklar da ortaya konuldu. 

Çalışma sonunda VISTA immun boyanmalarına hem tümör hem de yangı 

hücrelerinde rastlanmıştır. Ayrıca tümör derecesi ile tümör dokusundaki VISTA 

boyanmaları arasında anlamlı korelasyonlar tespit edilmiştir. Sonuç olarak köpek 

meme tümörlerinde VISTA varlığı hem tümör hem de yangı hücrelerinde 

doğrulanmış olup, ileriye yönelik VISTA inhibisyonuna dayalı immunoterapi 

çalışmalarına yönelik bir temel oluşturmaktadır  

Anahtar Kelimeler: İmmunoloji, Kanser, Köpek Meme Tümörü, Vista  
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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. GİRİŞ 

1.1. Köpek Meme Bezi Yapısı 

Meme bezleri, karın duvarındaki orta hatta paralel olarak uzanan ve "süt 

çizgisi" olarak adlandırılan bölgede gelişir. Dişi köpekte meme bezleri, süt çizgisinin 

üzerinde bulunur. Dişi köpeklerde genellikle beş çift meme bezi bulunur. Ön iki çift 

"ön ve arka göğüs" meme bezleri olarak adlandırılırken, orta iki çift "ön ve arka 

karın" meme bezleri olarak adlandırılır ve arka çift ise "kasık" meme bezleri olarak 

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

Meme bezi, değişmiş bir ter bezi olarak kabul edilir. Bölünmüş interlobüler 

bağ doku tarafından lobüllere ayrılan bileşik bir tübüloalveoler bezdir. Meme bezi, 

parankim (alveoller), stroma (bağ doku), kanallar, damarlar ve sinirlerden oluşur 

(Bacha ve Bacha 2000; Dellmann ve Carithers 1996; Salomon ve ark., 2008; Silver 

1966). 

Meme alveolleri, sekretuar aktiviteye bağlı olarak basit kübik veya prizmatik 

salgı epitelinden oluşur. Ayrıca, sekretuar epitel miyoepitel hücreleri ile çevrilidir, bu 

hücreler de bir bazal lamina ile çevrelenmiştir. Miyoepitelyal hücreler kasılarak sütün 

akmasından sorumludur. İnterlobüler kanallar, laktifer kanallara dönüşür ve laktifer 

sinüse açılır. Laktifer sinüs, meme sinüsünde devam eder ve papillar kanal 

aracılığıyla meme başına açılır. Bu kanallar farklı Epitellerle döşelidir. 

En küçük kanallar, basit küboidal epitel ile kaplıdır ve laktasyon yapan meme 

bezlerinde salgı epiteline döünüşürler. Daha büyük kanallar ve sinüsler iki katlı kübik 

ve prizmatik epitelle kaplıdır, papillar kanal ise keratinize çok katlı yassı epitel ile 

kaplanmıştır.  

Miyoepitel hücreleri kanallarda bol miktarda bulunur. İnteralveolar doku 

nispeten seyrektir, iyi vaskülarize edilmiştir ve bol miktarda plazma hücresi 

barındırır. İnterlobüler septumlar yoğun düzensiz bağ doku ve bol miktarda elastik 

liflerden oluşur (Barone, 1990; Dellmann ve Carithers, 1996; Salomon ve ark., 
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2008). 

1.2. Köpek Meme Tümörü  

İnsanlar ve köpeklerde yaşam beklentisinin artmasıyla kanser insidansı da 

artmıştır (Kaszak ve ark., 2018). 

Meme bezi tümörleri, dişi köpeklerde en yaygın neoplazmalardan biridir 

(Shafiee ve ark., 2013). Bu spontan tümörler, insanlardaki tümörlere çok benzer olsa 

da, dişi köpeklerdeki insidans oranı kadınlara göre 3 kat daha fazladır (Egenvall  ve 

ark., 2005). Köpek ve insan meme tümörleri arasında bazı moleküler ve biyolojik 

benzerlikler bulunmaktadır ( DeSantis ve ark., 2011; Egenvall ve ark., 2005; Rivera, 

2010; Shafiee ve ark., 2013). Köpek meme tümörlerinin (KMT) yaklaşık yarısı 

malign vakaları  oluşturur (Shafiee ve ark., 2013), insanlardaki meme tümörleri ile 

karşılaştırıldığında insidans oranı 3 kat daha yüksektir. İnsanlardaki meme tümörüne 

benzer şekilde, bu tümörler neredeyse sadece dişilerde görülür ve nadiren erkek 

köpeklerde saptanır (Egenvall ve ark., 2005). Genel olarak, köpeklerde malign meme 

tümörlerinde (KMMT), metastatik yayılma lenfatik damarlar aracılığıyla bölgesel 

lenf düğümlerine veya hematojen olarak gerçekleşir ve akciğerler, uzak metastazların 

en sık görüldüğü organlardır (Sorenmo, 2003). 

Meme tümörleri, kısırlaştırılmamış dişileri veya ileri yaşta kısırlaştırılan 

dişileri etkileyen en yaygın kanser türleridir (Lana ve ark., 2007; Sorenmo ve ark., 

2013; Egenvall ve ark., 2005; Sleeckx ve ark., 2011; Varallo ve ark., 2019). Bu 

hastalık, dişileri etkileyen tüm neoplazmaların yaklaşık %52'sini oluşturur ve meme 

tümörlerinin %41-53'ü histopatolojik olarak malign olarak teşhis edilir (Varallo ve 

ark., 2019). 2010 ile 2012 yılları arasında Brezilya'da yapılan çalışmalar, malign 

meme tümörlerinin görülme sıklığının %60-82 arasında değiştiğini göstermiştir. Bu 

nedenle, meme tümörlerini incelemek, bu hayvan popülasyonunu etkileyen yüksek 

mortalite ve morbidite oranları nedeniyle büyük önem taşır (Varallo et al., 2019) 

Köpek meme tümörleri farklı büyüklüklerde nodüller olarak ortaya çıkarlar 

ve genellikle iyi tanımlanmışlardır. Hastanın tedavi protokolü ve prognozu, tümörün 
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fiziksel özellikleri, konumu, histolojik ve moleküler sınıflandırmasına göre 

belirlenebilir. Köpek meme tümörlerinin insidansı, yapılan çalışmanın coğrafi 

konumuna bağlı olarak değişir ve yaş, hormonal maruziyet, cins ve diğer faktörler 

arasında dişi köpeğin moleküler özellikleri de etkilenir (Vazquez ve ark., 2023) . 

Malign köpek meme tümörleri arasında en yaygın olanı tübüler karsinom 

(adenokarsinom) olup, onu papiller karsinom, solid karsinom, kompleks karsinom ve 

karsinosarkom izler. İyi huylu meme tümörlerinin çoğu ise fibroadenomlar, duktal 

papillomalar, iyi huylu karışık tümörler ve basit adenomlardır (Kumar ve ark., 2009; 

Salas ve ark.,  2015). Aynı hastanın farklı meme bezlerinde birden fazla tümör tipine 

rastlanması da yaygındır (Sorenmo, 2003). 

Malignite derecesi, sadece tümör tipine değil, aynı zamanda belirgin nükleer 

ve hücresel pleomorfizmin varlığına, mitotik indekse, nekrotik bölgelerin varlığına, 

tümöral ve lenfatik invazyon ile bölgesel lenf nodu metastazının varlığına dayanır 

(Goldschmidt ve ark., 2011) . 

1.2.1. Köpek Meme Tümörü Risk Faktörleri 

Çoğu malign meme tümörü orta yaşlı (5-7 yaş) ve yaşlı (7-8 yaş) dişi 

köpeklerde gelişir. Ayrıca, kısırlaştırmanın gecikmesiyle meme tümörleri gelişme 

riski artar (Benavente ve ark., 2016; Salas ve ark., 2015; Schneider ve ark., 1969). 

Kısırlaştırılmamış dişi köpeklerde iki yaşından önce kısırlaştırılanlara kıyasla meme 

tümörü geliştirme riski dört kat daha fazladır (Schneider ve ark.,  1969). Yapılan bir 

çalışmada, köpeklerde ilk kızgınlıktan önce kısırlaştırılanların meme tümörü 

insidansının %0,05 olduğunu, kızgınlık sayısı arttıkça arttığını, birinci ve ikinci 

kızgınlıktan sonra sırasıyla %8 ve %26 olduğunu bulmuştur. Üçüncü kızgınlıktan 

sonra kısırlaştırılan dişilerde, meme tümörü geliştirme riski kısırlaştırılmamış bir dişi 

köpek ile benzer bulunmuştur (Schmidt, 1970; Schneider ve ark., 1969). 

Irk, köpeklerde meme tümörlerinin insidansını etkileyebilecek başka bir 

faktördür (Vascellari ve ark., 2016). Safkan köpeklerde, köpek meme tümörü 

vakaları arasında belirgin bir şekilde artış saptanmıştır (Sleeckx ve ark., 2011). 
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MacEwen ve Withrow (1996), Boxerlar, Chihuahualar ve melez ırklar için 

düşük bir risk bildirirken, diğerleri Boxerları yüksek riskli bir ırk olarak ve Collies, 

Shetland Sheepdogları ve Bernese Dağ Köpekleri'ni düşük riskli ırklar olarak 

bildirmektedir (Borge ve ark., 2011). Ayrıca, Bronden ve ark. (2003) Boxerlar ve 

Bernese Dağ Köpekleri için yüksek bir risk bulmuştur. (Brønden ve ark., 2003)  

İspanya'da yapılan bir çalışma, Retrieverlar, av köpekleri ve su köpeklerini 

meme tümörlerinin daha yüksek bir insidansı olan ırklar olarak belirlemiştir (Pastor 

ve ark., 2018). İtalya'da, malign meme tümörlerinin en yüksek insidansına sahip olan 

ırklar Samoyedler, Dobermanlar, Schnauzerler ve Yorkshire terrierleri olarak 

belirlenmiştir (Vascellari ve ark., 2016). Arjantin'de, İngiliz Cocker Spanielleri, 

Pekingese ve Alman Çoban Köpeklerinin meme tümörleri tanısı konan ırklar olarak 

en sık rapor edildiği bilinmektedir (Benavente ve ark., 2016). İsveç'te, İngiliz 

Springer Spanielleri, Dobermanlar ve Boxerlar meme kanserini geliştirme riski daha 

yüksek olan ırklar olarak tanımlanmıştır (Egenvall ve ark., 2005). 

Cinsiyet hormonlarının, özellikle östrojen ve progesteronun, köpek meme 

tümörlerinin gelişiminde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Benavente ve ark., 

2016). Dişi köpeklerde ve kadınlarda, over steroidleri fizyolojik koşullar altında 

meme dokusunun normal büyümesini uyarır. Ancak, epitelde proliferatif etki, 

neoplastik proliferasyon için mükemmel bir ortam oluşturabilir (Benavente ve ark., 

2016; Kumaraguruparan ve ark., 2006). Bu, her östrus döngüsünde gerçekleşir ve 

köpeği kanser oluşumuna daha da hassas hale getirir (Chang ve ark., 2009; 

Rutteman, 1990; Stovring ve ark., 1997). Östrojenler duktal büyümeyi teşvik 

ederken, progestinler meme bezlerinde salgı ve miyoepitelyal hücrelerin hiperplazisi 

ile lobuloalveoler gelişimini indükleyebilir (Rutteman, 1990). 

Luteal fazda, meme dokusu yüksek düzeyde progesterona maruz kalır, bu da 

büyüme hormonu (GH) up-regülasyonuna neden olabilir. Bu hormonun, 

karsinogenezin ilk adımı olarak meme kök hücrelerini uyarabileceğine 

inanılmaktadır (Queiroga ve ark., 2008). GH, insülin büyüme faktörü I (IGF-I) 

seviyelerini artırır, bu da sırasıyla meme hücrelerinin proliferasyonunu uyarır ve 

yerel bir büyüme faktörü olarak işlev görerek tümör gelişimini ve büyümesini uyarır 
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(Benavente ve ark., 2016; Queiroga ve ark., 2008). Yalancı gebelik, meme 

tümörlerinin gelişimiyle ilişkili değildir (Sleeckx ve ark., 2011; Veronesi ve ark., 

2003); ancak, kontraseptif olarak progesteron kullanımı köpeklerde iyi huylu meme 

tümörlerinin gelişimini indükleyebilir. 

Köpeklerdeki yumurtalık steroidlerinin etkisi, esas olarak meme dokusunda 

ifade edilen reseptörler aracılığıyla olur. Progesteron ve östrojen reseptörleri (PR ve 

ER, sırasıyla), 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 varlığı, malign olanlara kıyasla benign 

tümörlerde önemli ölçüde daha yüksektir (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 şekilde, PR 

ifadesi, hiperplastik/displastikten başlayarak benign olanlara ve sonunda malign olan 

köpek meme lezyonlarına kadar aşamalı olarak azalmaya başlar (Geraldes ve ark., 

2000; Millanta ve ark., 2005; Chang ve ark., 2009). ER ve PR'nin azalan 

ekspresyonunun, kötü bir prognozla ters orantılı olduğu görünmektedir (Sleeckx ve 

ark., 2011). 

Ancak son zamanlarda, serum ve doku homojenatlarında steroid 

hormonlarının düzeylerinin malign meme tümörleri (MMT) olan dişilerde benign 

meme tümörleri (BMT) olanlara göre daha yüksek olduğu gözlemlenmiştir, bu da 

steroid hormonlarının malign tiplerde lokal büyüme faktörleri olarak işlev 

görebileceğini ve onların proliferasyonunu uyarabileceğini göstermektedir (Queiroga 

ve ark., 2005). 

Farklı çalışmalar arasındaki gözlemlenen tutarsızlıklar muhtemelen örnek 

seçimi, antikorlardaki farklılıklar, boyama prosedürü ve değerlendirme veya tespit 

sisteminin hassasiyetiyle veya semikantitatif olarak değerlendirilmesiyle de ilgilidir. 

İnsan meme kanserinde benzer sonuçlar rapor edilmiştir (Bardou ve ark., 2003 

Pichon ve ark., 1996). 
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Yağ dokusunun bazı steroid hormonları sentezleme yeteneğinden dolayı 

beslenme faktörleri özel ilgi görmektedir. Yağ dokusu, androjenleri östrojenlere 

dönüştüren aromataz aktivitesi nedeniyle önemli bir östrojen kaynağıdır. Artan meme 

yağ dokusu, bezinin, meme tümörü oluşumunu teşvik ettiği bilinen östrojenlere 

maruz kalmasına katkıda bulunur (Simpson ve Zhao, 1996). 

Hücresel düzeyde ise, obezite, makrofajların aktive olduğu ve tümör nekroz 

faktörü α ve interleukin 6 gibi yangısal mediatörler ile leptin, adiponektin, rezistin ve 

aromataz gibi diğer maddelerin üretildiği yağ dokusunun yangılanmasına neden olur. 

Bu, hücre proliferasyonunun artmasına, apoptozun inhibe edilmesine ve 

anjiyogenezin indüklenmesine yol açabilir (Veronesi ve ark., 2003). 

1.2.2. Köpek Meme Tümörü Genetik mekanizması 

Hormon reseptörü pozitif meme kanserleri büyük ölçüde östrojen/ER yolu 

tarafından yönlendirilir. HER2 pozitif meme tümörlerinde HER2, PI3K/AKT ve 

RAS/RAF/MAPK yollarını aktive eder ve hücre büyümesini, hayatta kalmasını ve 

farklılaşmasını uyarır. Üçlü negatif meme kanserinden (TNBC) muzdarip hastalarda, 

çeşitli sinyal yollaklarında (Notch ve Wnt/beta-katenin) EGFR proteininin 

düzensizliği doğrulanmıştır. Meme kanseri durumunda, tüm kanserlerin yalnızca 

%8'i kalıtsaldır; bu, BRCA1 veya BRCA2'deki (Meme kanseri genleri 1 ve 2) 

genetik değişikliklerle bağlantılı bir olgudur. Yalnızca üç gendeki (TP53, PIK3CA ve 

GATA3) somatik mutasyonlar, tüm meme kanserlerinde>%10 oranında meydana 

geldiği görülmüştür (KEGG Breast Cancer).  

Genetik değişiklikler, meme tümörü gelişiminin bir parçasıdır. Proto-onkogen 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), insan meme kanserinde önemli bir rol 

oynar çünkü fosforile formunun ekspresyonu artmış anjiyogenez ve metastaz ile 

ilişkilidir (Magkou ve ark., 2008). Malign köpek meme karsinomlarında, EGFR'nin 

aşırı ekspresyonu tümör boyutu, nekroz, mitotik derece, histolojik malignite derecesi, 

tümör nüksü, uzak metastaz ve klinik evre ile ilişkilidir. Ayrıca, artmış anjiyogenez 

ve malign meme tümörlerinin agresifliğine katkıda bulunabilir, bu da EGFR 

inhibitörlerinin metastatik hastalığın tedavisinde kullanılabileceğini 
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düşündürmektedir (Carvalho ve ark., 2013; Guimarães ve ark., 2014; Queiroga ve 

ark., 2017) . 

Diğer yaygın genetik değişiklikler, köpek meme kanserinde PI3K/Akt/mTOR 

yolunun proteinlerini kodlayan genlerde bulunan mutasyonlardır. PI3K/Akt/mTOR 

yolu, proliferasyon, protein sentezi, apoptoz, hücre hareketliliği ve anjiyogenezin 

düzenlenmesi için gereklidir ve birkaç köpek meme tümöründe düzensiz hale 

gelmiştir ( Asproni ve ark., 2021; Kim ve ark., 2020). PIK3CA (fosfatidilinozitol-4,5-

bisfosfat 3-kinaz katalitik alt birimi alfa), PTEN (fosfataz ve tensin homoloğu), 

PIK3R1 (fosfoinozitid-3-kinaz düzenleyici alt birimi 1) ve AKT1 (serin/treonin kinaz 

1) genlerinde bulunan mutasyonlar, köpek meme kanserlerinde insan meme 

kanserlerine benzer sıklıklarda tanımlanmış olup, bu değişikliklerin türler arasında 

korunmuş olabileceğini göstermektedir (Kim ve ark., 2020). Köpek PIK3CA geni, 

sırasıyla benign ve malign meme tümörlerinin %55 ve %38'inde mutasyona 

uğramıştır ve insan karşılığıyla %99 benzerlik gösteren 1068 amino asitlik bir 

proteini kodlamaktadır. Bu nedenle, PIK3CA'nın yatkınlık oluşturan fonksiyonel bir 

mutasyonunun insanlar ve köpekler arasında benzer olduğu oldukça muhtemeldir 

(Kim, 2020). PIK3CA'daki mutasyonlar bu sinyal yolunu aşırı aktive edebilir ve 

tümör oluşumunu teşvik edebilir (Miller, 2012). 

Farklı histolojik tiplerde (hem benign hem de malign) köpek meme 

tümörlerinde PTEN ve PIK3R1 mutasyonları tanımlanmıştır, AKT1 mutasyonları ise 

yalnızca kompleks karsinomlarda gözlemlenmiş olup, bunların dokuya özgü 

olduğunu önermektedir (Kim ve ark., 2020). Köpek meme tümörlerinde fosforile 

AKT ekspresyonu daha agresif alt tipler, lenfatik invazyon ve daha kötü hayatta 

kalma ile korelasyon göstermektedir (Asproni ve ark., 2021). PTEN ekspresyonu 

köpeklerde daha az agresif tümörlerle ilişkilidir (Asproni ve ark., 2021), ancak 

köpeklerdeki malign meme tümörlerinde PTEN kaybı daha kısa hayatta kalma süresi 

ile ilişkilidir (Ressel ve ark., 2009). Köpek meme tümörü hücrelerinde PTEN'in aşırı 

ekspresyonu hücre proliferasyonunu inhibe eder, kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax'ın yukarı 

regülasyonu yoluyla apoptozu indükler ve fosforile AKT'yi aşağı regüle eder (Tong 

ve ark., 2016). 
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BRCA1 ve BRCA2, hem insanlar hem de köpeklerde meme tümörü 

gelişiminde önemli oyunculardır. Bunlar, hücre döngüsü düzenlemesi ve DNA 

hasarına yanıt vermede rol oynayan nükleer bir fosfoproteini kodlayan tümör 

baskılayıcı genlerdir (Welcsh ve King, 2001). BCRA1 ekspresyonunun kaybı, tümör 

baskılayıcı genlerin inaktivasyonu ve onkogenlerin aktivasyonu gibi diğer 

değişikliklere yol açan genetik kararsızlığa neden olur ve tümör oluşumunu teşvik 

eder (Deng ve Scott, 2000; Montalban ve ark., 2021). BRCA1 ve BRCA2 gen 

mutasyonları kalıtsaldır ve erken yetişkinlikten itibaren meme tümörü geliştirme 

olasılığını artırır. 80 yaşına kadar, BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlarına sahip 

kadınların meme kanseri geliştirme kümülatif riski sırasıyla %72 ve %69'dur 

(Kuchenbaecker ve ark., 2017). Köpeklerde, bu genlerdeki mutasyonlar da belirli 

ırkların meme tümörü geliştirme eğilimini artırabilir ve BRCA1 köpeklerde malign 

vakalarla daha güçlü bir şekilde ilişkilidir (Rivera ve ark., 2009). Ayrıca, BRCA1 

protein ekspresyonunun sadece nükleer olmaktan çıkarak hem nükleer hem de 

sitoplazmik hale gelmesi, özellikle malign türlerde, köpek meme tümörlerinin 

karakteristik bir özelliğidir (Nieto ve ark., 2003). BRCA2 ekspresyonu, köpek meme 

tümörlerinde etkilenmemiş meme dokularına göre daha düşüktür ve bu nedenle 

tümör oluşumuna yol açabilecek başka bir olası mekanizma olabilir. 
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1.2.3. KLASİFİKASYON 

  1.2.3.1. Histolojik Klasifikasyon 

Meme tümörleri kısırlaştırılmamış dişi köpeklerde en sık teşhis edilen 

neoplazidir ve yaklaşık %50'si maligndir (Vazquez ve ark., 2023). Kötü huylu meme 

tümörleri bölgesel lenf düğümlerine ve akciğer gibi uzak organlara metastaz yapma 

kapasitesine sahiptir; bazı durumlarda kan damarları yoluyla karaciğer, dalak ve 

böbrek gibi karın organlarına metastaz yapabilirler (Karayannopoulou ve Lafioniatis, 

2016). Yıllar geçtikçe köpek meme tümörlerinin histolojik sınıflandırmasına yönelik 

çeşitli sistemler kurulmuştur. İlk sınıflandırma 1974'te (Hampe ve ark., 1974), 

ikincisi 1999'da yayınlanmış ve daha sonra 2011'de şu anda kullanılana göre bir 

değişiklik yapılmıştır (Goldschmidt ve ark., 2011).  

Köpek meme tümörleri morfolojileri açısından oldukça değişkendir ve 

genellikle kombinasyon halinde veya tek başına lümen epitel hücreleri, miyoepitelyal 

hücreler ve mezenkimal hücreler dahil olmak üzere birden fazla hücre tipinden 

oluşur (Vazquez ve ark., 2023). Epitelyal kökenli (basit adenom veya basit karsinom) 

veya mezenkimal (fibroadenom, fibrosarkom, osteosarkom ve diğer sarkomlar) 

olabilirler; ancak bazıları epitel ve miyoepitelyal dokunun bir kombinasyonunu 

şeklindedir (iyi huylu karışık tümörler veya karsinosarkom). Kadınlarda neredeyse 

hiç teşhis edilmeyen mezenkimal tümörler ile miyoepitel hücre proliferasyonu olan 

tümörler köpeklerde sık görülür (Gray ve ark., 2020; Kim ve ark., 2020; Peña ve 

ark., 2014). Tümör tipi, nükleer ve hücresel pleomorfizm, mitotik indeks, nekrotik 

alanların varlığı, lenfatik ve peritümöral invazyon ve bölgesel lenf düğümü 

metastazı, malign meme tümörlerinin tanısında kullanılan bazı kriterlerdir 

(Goldschmidt ve ark., 2011). 
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Tablo 1.1. Köpek meme karsinomlarında malignitenin histolojik 

derecelendirilmesinde kullanılan kriterler (Vazquez ve ark., 2023) 

Tubül Oluşumu Nükleer Pleomorfizm Mitoz 

Tubül oluşumu >%75: 1 

puan 

Tekdüze veya düzenli küçük 

çekirdek ve ara sıra 

çekirdekçikler: 1 puan 

0–9: 1 puan 

Katı tümör alanlarıyla 

karışmış orta derecede 

tubüler düzenleme (%10-75) 

oluşumu: 2 puan 

Nükleer boyut ve şekilde orta 

dereceli değişiklik, 

hiperkromatik çekirdek 

(bazıları belirgin olabilir): 2 

puan 

10–19: 2 puan 

Minimal veya hiç tubül 

oluşumu yok (<%10): 3 puan 

Çoğunlukla bir veya daha 

fazla belirgin çekirdekçik ile 

çekirdek boyutunda ve 

hiperkromazide belirgin 

varyasyon: 3 puan 

>20: 3 puan 

Toplam Skor Malignite Derecesi 

3-5 I (düşük) iyi farklılaşmış 

6-7 II (orta) orta derecede farklılaşmış 

8-9 III (yüksek) az farklılaşmış 

 

2011 yılında Goldschmidt ve arkadaşları, KMTKMT'lerin 23 malign ve 7 

benign alt tipe ayrıldığı yeni bir tam sınıflandırma şeması oluşturdular (Goldschmidt 

ve ark., 2011). Bu sınıflandırma sistemi daha sonra 2019 yılında DSÖ ve Davis-

Thompson DVM Vakfı tarafından güncellenmiştir (Nosalova ve ark., 2024; 

Papparella ve ark., 2022). Malign KMT'ler çoğunlukla adenokarsinom, 

karsinosarkom, solid karsinom, papiller karsinom veya kompleks karsinomdur. 

KMT'lerin en sık görülen benign formları duktal papillomlar, fibroadenomlar, basit 

adenomlar ve benign mikst tümörlerdir (Kumar ve ark., 2009; Salas ve ark., 2015). 

KMT'lerin yaklaşık %50'sinden fazlası histolojik olarak maligndir (Kaszak ve ark., 

2018). 
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Tablo 1.2. Malign tümörlerin histolojik sınıflandırması (Goldschmidt ve ark., 2011). 

Histolojik sınıflandırma 

A. Malign Epitelyal Neoplaziler 

   1. İn situ karsinom 

   2. Basit karsinom 

       a. Tubuler 

       b. Tubulopapiller 

       c. Kistik-papiller 

       d. Kribriform 

    3. İnvaziv mikropapiller karsinom 

    4. Solid karsinom 

    5. Komedokarsinom 

    6. Anaplastik karsinom 

    7. Kompleks karsinom 

        +Epitel bileşeni kötü huyludur ve miyoepitel iyi huyludur. 

    8. Malign miyoepitelyal karsinom 

        +Epitel ve miyoepitelyal bileşenler maligndir. 

    9. Miks karsinom 

        +Epitel bileşeni kötü huyludur; miyoepitelyal mezenkimal bileşen iyi 

huyludur ve mezenkimal bileşen kıkırdak veya kemiktir. 

  10. Duktal karsinom 

  11. İntraduktal papiller karsinom 

B. Malign Epiteliyal Neoplaziler- Özel tipler 

    1. Yassı hücreli karsinom 

    2. Adenoskuamöz karsinom 

    3. Müsinöz karsinom 

    4. Lipit-zengin karsinom 

    5. İğ hücreli karsinom 

        a. Malign myoepitelioma 

        b. Yassı hücreli karsinom–mekik hücreli varyant 

        c. Karsinoma–mekik hücreli varyant 

C. Yangısal karsinom 

D. Malign Mezenkimal Neoplaziler-Sarkomlar 

    1. Osteosarkom 

    2. Kondrosarkom 

    3. Fibrosarkom 

    4. Hemangiosarkom 

    5. Diğer sarkomlar 

E. Karsinosarkom- Malign Miks Meme Tümörü 

Her ne kadar bazı klinik belirtiler (hızlı büyüme, tümör boyutu, ülserasyon ile 

deriye ve altta yatan dokulara fiksasyon) malignitenin göstergesi olabilse de, 

köpeklerde klinik olarak iyi huylu ve kötü huylu meme tümörlerini birbirinden 

ayırmak çoğu zaman imkansızdır. Benign ve malign köpek meme tümörleri 
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arasındaki sitolojik ayrım zordur; sitolojik farklılaşmanın doğruluğu yaklaşık 

%20'dir. Bu nedenle histopatoloji, tümör tipi, iyi huylu ve kötü huylu, derece ve 

prognoz dahil olmak üzere tanıyı belirlemek için en iyi yöntemdir. H&E ile 

boyanmış bölümlere dayanarak iyi huylu meme tümörlerini kötü huylu meme 

tümörlerinden ayırmaya yönelik en önemli kriterler aşağıda açıklanmaktadır 

(Goldschmidt ve ark., 2016). 

Tablo 1.3. İyi huylu ve kötü huylu meme tümörlerin ayrımı (Goldscmidt ve ark., 

2016). 

BENİGN MALİGN 

İyi sınırlı Kötü sınırlı 

Periferde düzgün kenarlar Periferde düzensiz kenarlar 

Periferde kompakt fibröz bağ dokusu 
Periferde olgunlaşmamış fibröz bağ 

dokusu 

Nekroz merkezidir ve vasküler beslenme 

kaybıyla ilişkilidir 

Nekroz multifokaldir ve hızlı neoplastik 

hücre çoğalması ile ilişkilidir 

 

Çekirdekler monomorfiktir Çekirdekler pleomorfiktir 

Lenfatik veya vasküler invazyon yok Olası lenfatik veya vasküler invazyon 

Lenf nodu metastazı yok Olası lenf nodu metastazı 

 

1.2.3.2. Moleküler Klasifikasyon 

Histopatolojik ve morfolojik veriler insandaki meme kanserlerinin 

sınıflandırılmasına yardımcı olsa da immunohistokimya yoluyla elde edilen 

moleküler bilgilerin eklenmesi daha doğru teşhis ve prognostik bilgiler sağlar (Kwon 

ve ark., 2023).  

Moleküler alt tiplerin kadın meme kanseri için ilk olarak Perou ve ekibinin, 

meme kanserinin fenotipik çeşitliliğini belirli bir gen ifadesine haritalayarak 

tanımladıkları belirtilmiştir (Perou ve ark., 2000). Diğer çalışmalar, farklı alt tipler 

arasında prognoz ve kemoterapi yanıtı farklılıklarını bildirmiştir (Sørlie ve ark., 

2001). 
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Meme kanserleri östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve insan 

epidermal büyüme faktörü 2 reseptörü (HER-2 veya EGFR-2) dahil olmak üzere 

immunohistokimyasal belirteçlerin ekspresyonuna göre dört alt tipte sınıflandırılır: I. 

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. Üçlü negatif (ER−, PR− 

ve HER-2−) (Provenzano ve ark., 2018; Varallo ve ark., 2019) . Luminal A, luminal 

B ve HER-2'nin aşırı eksprese edildiği tiplere sahip hastalar olumlu sonuçlar 

gösterirken, üçlü negatif tiplere sahip olanların prognozu kötüdür (Hennigs ve ark., 

2016; Inwald ve ark., 2015).  

İnsanlarda HER-2, floresan in situ hibridizasyon (FISH) yöntemiyle gen 

amplifikasyonuna ve immun histokimya kullanılarak protein ekspresyonuna 

dayanarak tespit edilir. İnsan meme kanserinde HER-2 durumunun değerlendirilmesi, 

Amerikan Klinik Onkoloji Derneği ve Amerikan Patologlar Koleji (ASCO/CAP) 

uzmanları tarafından revize edilmiştir (Wolff ve ark., 2018). Veteriner hekimlikte 

KMT'lerde HER-2 aşırı ekspresyonunun biyolojik anlamı açık değildir. HER-2'nin 

amplifikasyon durumu daha önce KMT'de kromojenik in situ hibridizasyon yoluyla 

araştırılmış ancak HER-2 amplifikasyonu tespit edilmemiştir (Martín De Las Mulas 

ve ark., 2003). Muscatello ve ark., tek ve çift problu floresan yerinde hibridizasyon 

gerçekleştirerek kromozomal anormallikleri, translokasyonları, ortak amplifikasyonu 

veya polisomiyi değerlendirmişlerdir. Çalışmalarında HER-2 aşırı ekspresyonu ile 

HER2 gen kopyalarının artan sayısı arasında anlamlı bir korelasyon olduğu 

gösterilmiş ancak ASCO/CAP değerlendirme sistemi tarafından belirlenen 

amplifikasyon durumu ile herhangi bir korelasyon bulunamamıştır (Muscatello ve 

ark., 2022). Bu, insan meme kanserine yönelik değerlendirme sisteminin KMT'ye 

uyarlanamayacağını ve HER-2'nin köpeklerdeki klinik rolünü açıklığa kavuşturmak 

için gelecekteki çalışmalara ihtiyaç olduğunu göstermiştir (Nosalova ve ark., 2024). 

İnsandaki meme kanserlerinin aksine, KMT'lerin moleküler alt tipleri henüz 

tam olarak belirlenmemiştir. Bununla birlikte, KMT'lerin sınıflandırılmasında insan 

meme kanserinin mevcut moleküler sınıflandırmasının uygulanması için çaba sarf 
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edilmiştir. Örneğin Gama ve ark. (Gama ve ark., 2008), KMT'lerini insan meme 

kanseri moleküler sınıflandırma yöntemine göre sınıflandırılmıştır; Luminal A tipi 

tümörlü köpeklerde (%44,8) düşük histolojik derece ve düşük proliferasyon oranları 

bulunurken, bazal tip tümörlü köpeklerde (%29,2, üçlü negatif tümörlerin bir alt tipi) 

çoğunlukla yüksek histolojik derece ve yüksek proliferasyon oranları bildirilmiştir. 

Ayrıca, bazal alt tip, insanlarda gözlemlenene benzer şekilde, luminal A tipiyle 

karşılaştırıldığında daha kısa hastalıksız aralıklar ve genel hayatta kalma oranlarıyla 

ilişkilendirilmiştir. 

Abadie ve ark. (Abadie ve ark., 2018), insan moleküler sınıflandırma 

yöntemini kullanarak 350 KMT'yi sınıflandırmış ve KMT'lerin %14,3'ünün luminal 

A tipi, %9,4'ünün luminal B tipi, %0'ının HER-2 aşırı eksprese eden tip ve 

%76,3'ünün üçlü negatif tip olduğunu bulmuşlardır. Luminal A tümörlü köpekler, 

luminal B veya üçlü negatif tümörlü köpeklerle karşılaştırıldığında önemli ölçüde 

daha uzun hayatta kalma süreleri göstermiştir.  

110 KMT'yi kapsayan başka bir çalışma, tümör histolojisini luminal A tipi 

(%38,1), luminal B tipi (%15,4), HER-2 aşırı eksprese eden tip (%9) ve üçlü negatif 

tip (%15,4) olarak sınıflandırmıştır (Varallo ve ark., 2019).  

Luminal A ve B fenotipleri daha iyi prognoz ile ilişkilendirilirken, HER-2'yi 

aşırı eksprese eden ve üçlü negatif tümörler daha agresif ve metastaz oluşumu ile 

önemli ölçüde daha kısa hayatta kalma süresi açısından anlamlı bir ilişki 

sergilemiştir. Bireysel çalışmaların sonuçları bir miktar değişkenlik gösterse de 

meme tümörlü köpeklerde bildirilen bu bulgular, insan meme kanserlerinde 

gözlemlenenlerle karşılaştırılabilir. Bu sonuçlar, insan meme tümörleri için Elston ve 

Ellis kriterlerine göre sınıflandırılan KMT'lerin moleküler alt tiplerinin, insanlarda 

gözlemlenene benzer şekilde köpeklerde de prognostik bir ilişkiye sahip olduğunu 

göstermektedir (Kwon ve ark., 2023).  

Özetle, KMT'ler ile insan meme kanserleri arasındaki önemli derecede 

histolojik ve moleküler benzerlik, KMT'lerin insan meme kanseri araştırmaları için 

karşılaştırmalı modeller olarak kullanışlılığını daha da kanıtlamaktadır (Kwon ve 



15 
 

ark., 2023). 

Östrojen ve progesteron, büyüme ve normal meme dokusu gelişimi için 

gereklidir; ancak aynı zamanda tümör büyümesini de etkilerler. Bazı çalışmalar 

östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) veya her ikisinin 

ekspresyonunun benign tümörlerde daha sık olduğunu ve genellikle olumlu prognoz 

ile ilişkili olduğunu göstermiştir (Nieto ve ark., 2000; Millanta ve ark., 2005; 

Mainenti ve ark., 2014). Başka bir çalışma, östrojen reseptörü negatif (ER-) ve 

progesteron reseptörü pozitif (PR+) tümörlerin, östrojen ve progesteron pozitif (ER+ 

ve PR+) ile karşılaştırıldığında kötü bir sonuçla ilişkili olduğunu, ER- ve PR- 

tümörlerinin ise en kötü prognoza sahip olduğunu göstermiştir (Kim ve ark., 2014). 

Yapılan bir çalışmada Luminal A ve B olan her iki kanser türünde de, Ki67 

ekspresyonu, sonuç tahmini için güçlü bir prognostik faktör olduğunu bildirmiştir 

(Abadie ve ark., 2018). Ki67 nükleer bir proteindir; bu nedenle yalnızca hücre 

döngüsünün geç G1, S ve G2 evreleri sırasında hücre çekirdeğinde ve mitoz sırasında 

kromozomların yüzeyinde tespit edilebilir. Köpeklerde en çok çalışılan proliferasyon 

ve apoptoz biyobelirteçleri arasındadır ve çeşitli tümör tiplerinde mevcuttur. Ki67 

düzeyleri iyi huylu tümörlerde kötü huylu tümörlere göre önemli ölçüde daha 

düşüktür ve artan düzeyler metastaz, kötü prognoz ve daha kısa sağkalım ile pozitif 

olarak ilişkilidir (Kaszak ve ark., 2018; Peña ve ark., 1998). Normalde epitel 

hücrelerinde eksprese edilen bir adezyon membran proteini ve tümör baskılayıcı gen 

olan E-kaderin de önemli bir immunohistokimyasal prognostik faktördür. Kadınlarda 

ve dişi köpeklerde meme kanserinde E-kaderin kaybı meydana gelebilir ve tümör 

boyutunun artması, histolojik derece, hastalığın evresi ve genel olarak daha kötü 

prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Li ve ark., 2017). Köpeklerde E-kaderinin düşük 

ekspresyonu veya yokluğu, üçlü negatif ve HER-2 pozitif tümörler dahil olmak üzere 

daha agresif ve metastatik kanserlerle ilişkilidir (Varallo ve ark., 2019). Bu proteinin 

düşük ekspresyonu aynı zamanda tümör epitel hücrelerinde mezenkimal özelliklerin 

edinilmesini, invazyonu ve hücre yayılımını teşvik eden epitelyal mezenkimal 

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

Aktin mikrofilamentleri, ara filamentler ve mikrotubüller, memeli 
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hücrelerinde hücre iskeletinin oluşumunda rol oynar. Sitokeratinler (CK'ler), hücre 

farklılaşması, doku büyümesi ve epitel hücre tipini yansıtan intermediate filamentlere 

aittir (Abd El-Rehim ve ark., 2004). Normal insan ve köpek meme bezlerinde lümen 

epitel hücreleri CK7, CK8, CK18 ve CK19 ekspresyonu sergiler. Öte yandan CK5, 

CK14, CK15 ve CK17 bazal/miyoepitelyal hücrelerde eksprese edilir (Böcker ve 

ark., 2002; Rasotto ve ark., 2014). Malign KMT'de luminal CK19'un aşağı 

regülasyonu, agresif bir fenotip ve daha yüksek tümör ilerlemesi riski ile 

ilişkilendirilmiştir (Gama ve ark., 2010). Fhaikrue ve ark. (2020), kompleks 

karsinom ve iyi huylu karışık tümör hücrelerinde CK5 ekspresyonunu 

göstermişlerdir. Ayrıca basit karsinom hücrelerinde CK18 bulunmuştur (Fhaikrue ve 

ark., 2020). Solid karsinomda da yüksek düzeyde CK18 ekspresyonu tespit edilmiştir 

(Borghesi ve ark., 2021). CK'lerin immunohistokimyasal ekspresyonu, meme 

kanserinin histolojik incelemesinde umut verici bir yaklaşımı temsil edebilir (Taneja 

ve ark., 2010).  

1.3. İmmun kontrol noktaları Nedir? 

İmmun kontrol noktaları, immun yanıtları hassas şekilde ayarlamak için ortak 

uyarıcı yolakları fizyolojik olarak dengeleyen inhibitör yolaklardır. Başka bir deyişle, 

bir immun yanıtı durdurabilen normal immun sinyalleridir (Türkoğlu ve  Kahveci, 

2019; Gibney ve ark., 2016). Bir immun kontrol noktasının iki bileşeni ile ilgili 

olarak, immun hücreler üzerinde eksprese edilen moleküller genellikle immun 

kontrol noktası reseptörleri olarak adlandırılırken, antijen sunan hücrelerde, tümör 

hücrelerinde veya diğer hücre tiplerinde immun kontrol noktası ligandları olarak 

isimlendirilir (Foy ve ark. 2016). 

İmmun kontrol noktaları, fizyolojik koşullarda bağışıklık homeostazını 

koruyan düzenleyici moleküllerdir. Alıcılar aracılığıyla T hücrelerine ko-stimülatör 

veya ko-inhibitör sinyaller göndererek, immun kontrol noktaları hem sağlıklı 

dokuları adaptif immun yanıtlardan korur hem de lenfositleri patojenleri etkili bir 

şekilde uzaklaştırmak için aktive eder. Ancak, baskılayıcı immun kontrol noktaları 

işlevlerinden dolayı kanser hücreleri için istenmeyen bir koruma sağlayabilir. İmmun 

sistemin işlevini yeniden kazandırmak ve hastanın bağışıklık hücrelerinin tümörleri 



17 
 

tanıyıp yok etmesini sağlamak ve baskılayıcı immun kontrol noktalarını engellemek 

veya pozitif immun kontrol noktalarını uyarmak için kanser immunoterapisinde 

monoklonal antikorlar geniş çapta kullanılır (Marhelava ve ark. 2019). 

İnhibitör veya uyarıcı immun kontrol noktası molekülleri, farklı tümör 

tiplerinde tümör hücrelerinin oldukça büyük bir kısmı üzerinde eksprese edilir. Son 

yıllarda, tümör hücrelerinde immun kontrol noktası moleküllerinin ekspresyonunun, 

tümör hücrelerinin biyolojisi üzerinde önemli sonuçları olduğu ortaya konulmuştur 

(Foy ve ark. 2016). Kanser gelişiminde kritik olan bu immun kontrol noktası 

inhibitörlerinin keşfi yeni tedavi stratejilerinin geliştirilmesi için yeni fırsatlar 

sunmuştur. Bu tedavi stratejileri, İnhibitör İmmun Konrol Noktası Blokajı (İKB) 

olarak adlandırılmaktadır (Walker ve  Sansom 2015; Lo ve  Abdel-Motal 2017; 

Nallasamy ve ark. 2018). İmmun kontrol noktası moleküllerinin tümör hücreleri 

tarafından aşırı ekspresyonu, kanser mikroçevresinde tümöre özgü T-hücresi 

bağışıklığını etkiler. Bu kontrol noktalarını kullanan tümör immun kaçış 

mekanizmalarının çoğu efektör hücre fonksiyonlarını bloke ettiğinden, anti-tümör 

immunitesi, inhibitör reseptör-ligand etkileşimini bloke eden ve böylece immun 

kontrol noktalarını inaktive eden antikorlar ile onarılabilir (Carosella ve ark. 2015). 

Bahsedilen denetim noktaları için en önemli hedef hücre grubu T 

lenfositlerdir. T lenfositler temel olarak CD4+ ve CD8+ T lenfositler olarak iki gruba 

ayrılırlar. Naive CD8+ T hücresinin aktive olabilmesi için T hücre reseptör 

kompleksinin (TCR) majör doku-uygunluk kompleksi (MHC) üzerinden sunulan bir 

peptit ile birleşmesi ve sonrasında ko-stimülatör uyarının oluşması gereklidir. 

Kendimize ait olan veya olmayan antijenler dendritik hücreler gibi antijen sunan 

hücreler (APC) ile T hücrelerine sunulurlar. TCR, MHC üzerinden kendisine sunulan 

antijeni tanır ve böylece ilk sinyal oluşmuş olur. Ancak T hücresinin aktivasyonunu 

tamamlayabilmesi için ko-stimulatör sinyale ihtiyacı vardır. Naive CD8+ T 

hücrelerinin en önemli ko-stimülatör uyarı sinyali T lenfosit yüzeyindeki CD28’in, 

APC üzerindeki CD80/CD86 ile etkileşimidir. T hücre yüzeyinde yer alan CD28 ile 

APC üzerinde yer alan CD 80/86’nın etkileşmesi ile ko-stimulatör sinyal oluşur. 

Böylece T hücresi naive formdan aktive forma geçiş gösterir. Ko-stimülatör uyarının 

olmaması halinde, T hücresi yanıt veremez ve antijene periferik tolerans durumu yani 
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anerji gelişir (Baş Aksu ve Şengül 2020; Pardoll, 2012). Bununla birlikte aktive edici 

sinyallerin yanında uygunsuz T hücre aktivasyonunu önlemek için PD-1, CTLA-4, 

LAG-3 ve VISTA gibi T hücre bağışıklığının negatif düzenleyicilerine ihtiyaç vardır. 

Bu proteinler sayesinde immun sistem, normal hücrelere karşı atak göstermez ve 

normal hücreler neoplastik büyüme geçirmeye başladığında T hücreleri bunları 

algılayarak karşı atak yaparlar. Ancak tümör hücreleri de bu immun kontrol noktası 

moleküllerini membranlarında eksprese ederek immun sistem hücrelerinin 

saldırısından korunmayı başarırlar. Pankreas kanserinin ileri evrelerinde CTLA-4, 

LAG-3, PD-1, VISTA gibi immun kontrol noktası genlerinin yüksek seviyede 

ekspresyon gösterdiği ve bunun da sağkalım ile ters orantılı olduğu bilinmektedir. 

Negatif düzenleyici inhibitörlerin blokesi veya aktivatörlerin arttırılması ile tümöre 

karşı yanıt güçlendirilebilir (Brunet ve ark. 1988; Erbakan ve ark., 2021;  Gelao ve 

ark. 2014; Blando ve ark. 2019). 

1.3.1. CTLA-4 

En erken tanımlanan immun kontrol noktası CTLA-4'tür. Fare CTLA-4 geni 

1987'de keşfedilmiş ve insan geni takip eden yıl klonlanmıştır (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'ün T hücresi aktivasyonunu negatif olarak düzenlediği 

1990'ların ortalarına kadar gösterilememiştir (Waterhouse ve ark., 1995; Krummel ve  

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

İmmunoglobulin süper ailesine ait olan CTLA-4 (sitotoksik T lenfosit ilişkili 

antijen-4) 223 amino asitlik protein kodlayan bir dizidir. Esas olarak efektör T 

lenfositlerinde, naif T hücrelerinde ve Treg yüzeyinde az miktarda eksprese edilir 

(Erbakan ve ark., 2021; Brunet ve ark., 1987; Goodall ve ark. 2014; Gelao ve ark., 

2014). Normal şartlar altında B7 molekülü ile CD28 reseptörü bağlanırken, CTLA-4 

B7’ye bağlanmak için CD28 ile rekabet haline girer ve 20 kat fazla afiniteyle B7’ye 

bağlanır. Bunun sonucunda ikinci sinyalleşme olan B7/CD28 gerçekleşmediği için T 

hücrelerinde anerjiye sebep olunur. B7 eş uyaranlar ile bağlantı sonrasında TCR 

sinyallerinin doğrudan inhibisyonu meydana gelir ve azalan IL-2 ekspresyonu ile T 
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hücreleri için immunsupressive etki yaratır (Gelao ve ark., 2014; Linsley ve  

Ledbetter, 1993). 

İmmun sistemin hassas dengesinde baskılayıcı tarafta yer alan T-reg hücreleri 

tümör mikro-çevresinde de yoğun olarak bulunur ve tümöre karşı gelişen immun 

yanıtı inhibe ederler. Böylece tümörün immun sistemden korunmasına yardımcı 

olurlar. T-reg’lerin yüzeyinde CTLA-4 gibi immun kontrol noktaları yer almaktadır. 

CTLA-4 inhibitörleri T-reg’lerin fonksiyonunu inhibe ederek, tümör mikro-

çevresindeki immun süpresif etkiyi ortadan kaldırır. Bu nedenle, CTLA-4 blokajının 

anti-tümoral etkinliği hem efektör CD4/CD8+ T hücre aktivitesinin arttırılması hem 

de T-Reg hücrelere bağlı immunosüpresyonun inhibisyonu üzerinden ortaya 

çıkmaktadır (Baş Aksu ve  Şengül, 2020; Peggs ve ark., 2009). 

NCR ifadesi, anti-tümör konak yanıtının gelişiminin birçok aşamasında 

düzenlenir. Bu yanıtın gelişiminde hem konstitütif onkogenik sinyalleşme hem de 

adaptif bağışıklık direnci tarafından yönlendirilir. CTLA-4 için bağlayıcı ortaklar 

CD80 ve CD86'dır. APC'lerde ifade edilirler ve sonuç olarak CTLA-4, T hücre 

aktivasyonunun gerçekleştiği ikincil lenfoid organlarda işlev görmesi nedeniyle 

öncelikle bu organlarda işlev görür (Nowak ve ark., 2017; Topalian ve ark., 2015). 

Naive veya bellek hücrelerinde ifade edilmez, bu nedenle CD28'in CD80/86 ile 

etkileşime girmesi ve ko-stimülasyonun baskın olmasına olanak sağlar. Ancak, TCR 

sinyalizasyonu sonrasında CTLA-4 mRNA'sı stabilize edilir, protein mobilize edilir 

ve ardından yüzeyde ifade edilir. CD28'i geride bırakarak CD80/CD86 ile bağlanan 

CTLA-4, T hücre yanıtlarını hem hücre-otonom hem de hücre-dışı yollarla inhibe 

edebilir (Wolchok ve  Saenger, 2008). 

TMÇ'deki diğer bağışıklık düzenleyici mekanizmalarla birlikte sürekli 

antijene maruz kalmanın, yüksek seviyelerde ko-inhibitör reseptörleri (CTLA-4, PD-

1, TIM-3, LAG-3, BTLA vb.) ifade edilmesine ve sitotoksisite ve efektör sitokinlerin 

üretimi (IFN-y, IL-2, TNF-a) gibi proliferasyon ve efektör fonksiyon kaybı ile 

tükenmiş-T hücrelerine yol açtığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, T hücresi 

tükenmesi, geri döndürülemez değildir ve tükenmiş T hücreleri tarafından ifade 

edilen ortak inhibitör yolaklar modüle edilerek, mevcut immun kontrol noktası inhibe 
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edici tedavilerin temelini oluşturan T hücrelerinin işlevsel olmayan hali tersine 

çevrilebilir (Agrawal, 2019). 

CTLA-4’e özgü bir insan monoklonal antikoru olan Ipilimumab (Yervoy), bu 

yeni kanser immunoterapisi sınıfından ilk FDA onaylı ilaçtır. Metastatik melanomalı 

hastalarda, ipilimumab tedavisi genel sağkalımı 3.6 ay arttırarak, hastaların % 10-

20'sinde kalıcı tümör regresyonu ile tam bir yanıt oluşturmuştur (Foy ve ark., 2016). 

Ipilimumab ve tremelimumab, CTLA-4'ü hedef alırlar (Ott ve ark., 2013). 

Tümör yanıtlarını kontrol noktası blokajına engelleyebilecek mekanizmaların 

çokluğu göz önüne alındığında, monoterapi olarak CTLA-4 blokajının uzun yıllar 

sürebilen kısmi ve tam tümör yanıtları oluşturması oldukça dikkat çekicidir (Ott ve 

ark., 2013). Ipilimumab'a cevabın dayanıklılığı, tedavinin başlamasından 3 yıl sonra 

%20 hayatta kalma platosuna işaret eden 1861 hastanın faz II ve faz III klinik 

çalışmalarının uzun süreli analizleri ile gösterilmesi çok önemlidir (van Hooren ve 

ark., 2017). 

1.3.2. PD-1/PDL-1 

Efektör T hücresi, B hücresi ve miyeloid hücrelerinde eksprese edilen 

programlanmış ölüm reseptörü-1 (PD-1), neredeyse tüm insan hücrelerinin yüzey 

membranında bulunan B7 gen ailesinin bir üyesi olan PD-L1 (programlanmış ölüm 

ligandı-1) ile etkileşim gösterir. T hücrelerinin aktive edilmesi ve inhibe edilmesi için 

oldukça önemli olan PD-1/PD-L1 yolu periferik T-lenfosit toleransının 

korunmasında ve inflamasyonun düzenlenmesinde görev alır. PD-1/PD-L1 etkileşimi 

sonucunda TCR aracılı T hücre proliferasyonu zayıflar, IL-2 ekspresyonu azalır, T 

hücrelerinde sitokin salınımı inhibe olur. Bu sinyal yolağı PD-1 hücre ölümünü 

doğrudan indüklemez, ancak hücre büyüme faktörlerini ve sağkalım sinyallerini 

azaltır. Yapılan çalışmalarda PD-1 eksik farelerde graft-versus-host hastalığı (GvHD) 

adı verilen otoimmun reaksiyonlar gerçekleşmiştir (Freeman ve ark., 2000; Latchman 

ve ark., 2001; Schütz ve ark., 2017). Kanser hücreleri ise hücre yüzeylerinde PD-L1 

ekspresyonunu arttırarak bağışıklık sistemini inhibe etmeyi başarır. İn-vivo olarak 
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PD-L1 tümör oluşumunu ve invazivliği arttırarak tümör hücrelerini spesifik CD8 + T 

hücrelerine daha  duyarsız hale getirdiği gösterilmiştir (Schütz ve ark., 2017). 

CTLA-4’ün aksine PD-1 naive T hücrelerinde eksprese edilmez. PD-1, T 

hücre aktivasyonundan sonraki 24 saat içerisinde eksprese edilmeye başlanır. T hücre 

ve APC arasındaki etkileşimin süresi de çok değişkendir. T hücresinin aktive olup 

sitokin salınımı yapabilmesi için öncelikle APC ile stabil bağlantılar oluşturması 

gerekir. Stabil bağlantı oluşturamayan T hücreleri anerjik hale gelirler. Yapılan 

çalışmalarda PD1/PD-L1 blokajının T hücre-dendritik hücre arasında stabil 

bağlantının oluşmasını sağladığı ve anerji gelişmesini önlediği gösterilmiştir (Baş 

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

PD-1, CTLA-4’e göre daha geniş alanlarda eksprese edilir. Çalışmalar 

özellikle T lenfositler üzerine yoğunlaşmış olsa da NK hücreler ve B lenfositlerde de 

PD-1 ekspresyonu olduğu, bu hücrelerin litik aktivitelerini kısıtladığı ile ilgili veriler 

vardır. Dolayısıyla PD-1 blokajı doku ve tümör mikroçevresinde efektör T 

lenfositlerin ve NK hücrelerinin aktivitesini artırır ve B lenfositlerden antikor 

salınımında artışa neden olur (Pardoll, 2012). 

PD-1’in PD-L1 ve PD-L2 olmak üzere iki adet ligandı vardır. PD-1’in T 

lenfosit fonksiyonlarını inhibe etmesi için mutlaka PD-L1 ve PD-L2 ligandlarıyla 

birleşmesi gerekmektedir. Tümör hücrelerinde çoğunlukla bulunan ligand PD-L1’dir. 

Tümörün mikro-çevresinde eksprese edilen PD-L1, tümöre kaşı gelişen immun yanıtı 

baskılar. Fare modellerinde tümör hücresi yüzeyinde PD-L1’in artmış ekspresyonun, 

tümör mikro-çevresinde tümöre karşı gelişen immun yanıtı inhibe ettiği ve böylece 

tümör hücrelerinin immun sistemden kaçarak çoğalabildiği gösterilmiştir (Dong ve 

ark., 2002). 

PD-L1 melanom, over kanseri, ve akciğer kanseri tümör hücrelerinde yüksek 

seviyede ifade edilirken, PD-L2 B hücreli lenfomalarda (primer mediastinal B 

hücreli lenfoma, foliküler lenfoma, Hodgkin hastalığı gibi) ifade edilir (G. Wang ve 

ark., 2020; Pardoll, 2012; Baumeister ve ark., 2016) . 
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İmmun denetim noktaları, ko-stimülatör uyarıyı engelleyerek T hücrelerinin 

tümör hücrelerine karşı verdiği yanıtı baskılar ve tümör hücreleri için immun 

sistemden kaçış mekanizması olarak görev alırlar. Bu immun baskılamayı ortadan 

kaldırmak için primer hedefleri PD-1, PD-L1 ve CTLA-4 olan antikorlar bugün 

klinikte kullanılan tedavi seçenekleri haline gelmiştir. Bu yolla immun sistemi 

güçlendirerek tümör hücrelerine karşı yanıtı artıran, immun düzenleyici monoklonal 

antikorların klinik kullanımları ile ilerlemiş malignitesi olan hastalarda prognoz 

önemli ölçüde iyileştirilmiştir (Garon ve ark., 2015; Ansell ve ark., 2015; Bellmunt 

ve ark., 2017) . 

CTLA-4 blokajı yapan ipilimumab malign melanomda kullanılırken PD-1 

blokajı yapan cemiplimab kutanöz yassı hücreli karsinomada, pembrolizumab ve 

nivolumab küçük hücre dışı akciğer kanseri, malign melanom, renal hücreli kanser, 

Hodgkin lenfoma, baş boyun yassı hücreli kanserleri, kolorektal kanser ve üretelyal 

karsinom gibi birçok malignitede kullanılmaktadır. Atezolizumab, durvalumab ve 

avelumabın ise PD-L1 üzerinden etki göstererek üretelyal karsinomda kullanımları 

onaylanmıştır (Markham ve  Duggan, 2018; Hargadon ve ark., 2018; Emens ve ark., 

2017). 

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

LAG-3, 1990 yılında keşfedilmiş ve aktive T hücrelerinde, Tregs, DC'ler, NK 

hücrelerinde ifade edildiği saptanmıştır (Triebel ve ark., 1990) . LAG-3, CD4 ile 

yüksek homolojiye sahip olup MHC-II molekülleri için daha yüksek bir afinitesi 

bulunmakla birlikte, T hücre fonksiyonunu negatif olarak düzenler (Huard ve ark. 

1995). LSECtin ve fibrinojen-benzeri protein 1 (FGL1) ligandlarına bağlanması 

yoluyla tümör immunoterapisinde bir hedef olarak umut vaat etmektedir (Jun Wang 

ve ark., 2019; F. Xu ve ark., 2014). 

Tümör mikroçevresinde bulunan T hücrelerinde özellikle CD8+ T 

hücrelerinde yüksek seviyede LAG-3 ekspresyonuyla immunosupresif etki 

gözlenmektedir. PD-L1’i yüksek seviyede eksprese eden tümörlü dokularda LAG-
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3’ün ekspresyonu ile beraber tümörün daha agresif olduğu tespit edilmiştir (Keane ve 

ark., 2020) 

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

TIM-3, 2002 yılında keşfedilmiş ve CD4+ T yardımcı hücrelerinde, CD8+ 

sitotoksik T hücrelerinde, Treg'lerde ve belirli doğal bağışıklık hücrelerinde (DC'ler, 

NK hücreleri, monosit/makrofajlar) ifade edildiği bulunmuştur (Anderson ve ark., 

2016). Hayvan modelleri ve hastalarda yapılan çalışmalar, TIM-3'ün anti-PD-1 

antikorlarına dirençli bireylerin T hücrelerinde yukarı regüle edildiğini göstermiştir. 

Anti-TIM-3 antikorunun anti-PD-1 antikoru ile birleştirilmesi, bu anti-PD-1 

direncinin üstesinden gelerek TIM-3'ün de antitümör yolda oynadığını gösterir 

(Koyama ve ark., 2016). 

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

BTLA, 2003 yılında genetik tarama yoluyla keşfedilmiştir. T hücreleri, B 

hücreleri, DC'ler ve miyeloid hücrelerde (Gavrieli ve ark., 2003; Murphy ve ark., 

2006) ve herpes virüs giriş aracısı (HVEM) için 2005 yılında BTLA'nın ligandı 

olarak kabul edilmiştir (Sedy ve ark., 2005). BTLA, SHP1'i etkinleştirerek TCR 

sinyalini inhibe edebilir, böylece B hücrelerine bağlı CD40 L'nin mobilizasyonunu 

ve T hücrelerinin B hücreleri üzerindeki yardımcı etkisini sınırlayabilir (Sedy ve ark., 

2005). Bu nedenle, BTLA-HVEM ekseni bloke eden antikorlar, TCR aracılığıyla T 

hücre sinyalleşmesinin doğrudan artmasına ve dolaylı olarak B hücre aracılığıyla 

bağışıklık yanıtının artmasına neden olabilir. 

1.3.6.  T cell Immunoglobulin and ITIM Domain (TIGIT) 

TIGIT, 2009 yılında keşfedilmiş bir immunoglobulin ailesi üyesidir. Aktive 

olan T hücreleri, NK hücreleri, bellek T hücreleri, Tregs ve Tfh hücrelerinde ifade 

edilir (Yu ve ark., 2009). Ligandları arasında, APC'lerde, T hücrelerinde, non-

hematopoetik hücrelerde ve tümör hücrelerinde ifade edilen CD155, CD112 ve 

CD113 yer alır. CTLA-4 ve CD28'in B7 bağlanması için rekabet ettiği gibi, TIGIT de 
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kostimülatör reseptör CD226 ile rekabet eder (Manieri ve ark., 2017). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalar, tümöre infiltrasyon yapan NK hücrelerinin TIGIT'i 

aşırı ifade ettiğini ve buna bağlı olarak NK fonksiyonunun azaldığını göstermiştir. 

TIGIT'i hedefleyen monoklonal antikor tedavisi, NK hücrelerinin fonksiyonel 

tükenmesini tersine çevirerek farelerde tümör büyümesini etkili bir şekilde inhibe 

edebileceği bildirilmiştir (Zhang ve ark., 2018). 

1.4. VİSTA 

Sitoplazmik T lenfositleri ile ilişkili protein 4 (CTLA4), programlanmış hücre 

ölümü-1 (PD-1) ve/veya ligandı PD-L1 hedefleyen bağışıklık kontrol noktası 

inhibitörlerinin, melanom ve akciğer kanseri gibi immunogenik kanserlerin yanı sıra 

çeşitli solid tümörlü hastalara fayda sağladığı gösterilmiştir (Zong, Mo, ve ark., 

2020; Z. Li ve ark., 2018). Ancak, potansiyel olarak immunogenik kansere sahip 

hastalar arasında bile, sadece nispeten küçük bir oran bağışıklık kontrol noktası 

inhibitörlerinden fayda sağlar. Bu tedavilere direnç gösteren hastaların açıklaması, T 

hücre yanıtlarını baskılayan ve ciddi T hücresi tükenmesine katkıda bulunan 

alternatif bağışıklık kontrol noktalarının aktivasyonudur. V-domain Ig supresörü 

(VISTA) gibi ek bağışıklık kontrol noktalarının modülasyonu, daha iyi klinik 

sonuçlar elde etmek için kullanılabilir; bu nedenle, bu moleküller şu anda aktif olarak 

araştırılmaktadır (Deng ve ark., 2016). 

VISTA (gen Vsir, RIKEN cDNA 4632428N05, takma adları Gi24, Dies-1, 

PD-1H ve DD1α), T hücre aktivasyonunu baskılayan V alanı 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 çiftinden oluşur ve 309 amino asit (aa) 

içeren tip I transmembran proteinine çevrilir. Fare VISTA'nın ekstraselüler bölgesi, 

tek bir Ig-V domaini içerir ve bu domain 136 aa uzunluğundadır. Bu domain, 23 

aa'lık bir sap bölgesi, 21 amino asitlik bir transmembran segmenti ve ITAM, ITIM 

veya ITSM motifleri içermeyen 97 aa'lık bir sitoplazmik bölüme bağlanır. Potansiyel 

protein kinaz C bağlanma bölgeleri ve sitoplazmik kuyrukta prolin açısından zengin 

bölgeler tanımlanmıştır, ancak bunların işlevsel rolü henüz karakterize edilmemiştir 

(Flies ve ark., 2011). 
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Hematopoietik hücre serileri içinde, VISTA proteini granülositler, monositler, 

makrofajlar ve miyeloid dendritik hücreler (DC'ler) dahil olmak üzere CD11bHi 

miyeloid hücrelerde yüksek düzeyde ifade edilir (Li Wang ve ark. 2011). CD11bInt 

miyeloid DC'lerde orta düzeyde ifade edilir. VISTA ayrıca NK hücrelerinde, TCRγδ 

T hücrelerinde, naif CD4+ ve CD8+ TCRαβ T hücrelerinde ve Foxp3+ CD4+ 

düzenleyici T hücrelerinde (Tregs) ifade edilir. Durağan durumda dalak B 

hücrelerinde yüzey ifadesi tespit edilmez. T hücrelerinde, VISTA ifadesi CD8+ T 

hücrelerindeki naif CD4+ T hücrelerine göre daha yüksektir. Aktivasyonun ardından, 

T hücrelerinde VISTA ifadesi geçici olarak yükseltilir, ancak in vitro 24 saat veya in 

vivo birkaç gün sonra düşürülür (Li Wang ve ark., 2011; Flies ve ark., 2011). 

Diğer immun-kontrol noktası düzenleyicileri CTLA4 ve PD-L1 / PD-1 T 

hücresi aktivasyonunu SHP1 / 2'yi seferber ederek kontrol ederken (W. Xu ve ark., 

2019; Hui ve ark., 2017; Teft ve ark., 2006), VISTA, hem miyeloid hücre aracılı hem 

de T hücre aracılı immun yanıtları düzenlemede daha geniş bir rol oynar (W. Xu ve 

ark., 2018). Önceki çalışmalarda, bir fare psoriasiform enflamasyon modelinde, 

VISTA'nın miyeloid DC'lerde TLR7 tarafından indüklenen IL-23 üretimini inhibe 

ettiği ve TCRγδ T hücrelerinde IL-17 üretimini azalttığı gösterilmiştir (N. Li ve ark., 

2017). Miyeloid antijen sunan hücrelerde ifade edilen VISTA, CD4 + ve CD8 + T 

hücrelerinde tanımlanmamış bir inhibisyon reseptörüne bağlanarak, T hücrelerinin 

proliferasyonunu ve sitokin üretimlerini baskılar (Li Wang ve ark., 2011). CD4 + T 

hücrelerinde ifade edilen VISTA, T hücresi-özgül bir şekilde T hücre aktivasyonunu 

sınırlar (Flies ve ark., 2014). 

APC’lerde eksprese olan VISTA, CD4+ ve CD8+ T hücre proliferasyonunu 

ve sitokin üretimini doğrudan baskılayarak immunsupresör görevi görmektedir. T 

hücrelerinin hayatta kalması, büyümesi için son derece önemli olan IL-2 sitokininin 

ekspresyonunu azalttığı da tespit edilmiştir. VISTA ekspresyonunu korumak veya 

düzenlemek için lenfoid dokularda mikroçevrenin rolü büyüktür. Yapılan bir 

çalışmayla birlikte VISTA’nın tümör hücreleri üzerindeki ekspresyonunun MMP 

yolunu tetikleyerek tümör büyümesine katkı sağladığı görülmüştür (G. Wang ve ark., 

2020; Nowak ve ark., 2017; Gabrilovich, 2017; Ceeraz ve ark., 2013). 
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VISTA asidik tümörlü ve inflamasyonlu bölgelerde immunsupresif etkisini 

gösterebilmek için pH seçiciliğini kullanarak PSGL-1 ile etkileşim kurmaktadır ve T 

hücrelerinin sitokin salınımını engelleyerek T hücre aktivasyonunu baskılamaktadır. 

Yapılan çalışmalarda PSGL-1 geninin silinmesi T hücrelerine VISTA bağlanmasını 

önemli ölçüde azaltmıştır (Johnston ve ark., 2019)  

VISTA, bağışıklık yanıtlarını düzenlerken hem bir ligand (asitik koşullarda 

ko-engelleyici reseptör P-selektin glikoprotein ligand-1'e bağlanarak) hem de bir 

reseptör (ligand V-set ve immunglobulin alanı içeren protein 3'e bağlanarak) olarak 

hareket edebileceği için PD-1 ve CTLA4'ten farklıdır (Johnston ve ark., 2019; 

Jinghua Wang ve ark., 2019). 

VISTA, CD4+ hücrelerinde ko-inhibitör reseptörü olarak işlev görürken, T 

hücreleri için ko-inhibitör ligandı olarak işlev görür. Bu, in vitro deneylerde VISTA-

immunoglobulin füzyon proteininin anti-CD3 aktivasyonu sırasında T hücrelerinin 

aktivasyonunu, proliferasyonunu ve sitokin üretimini inhibe ettiği şeklinde 

gösterilmiştir (Le Mercier ve ark., 2014). Bu gözlem, VISTA−/− CD4+ T 

hücrelerinin, vahşi tip olanlara kıyasla daha güçlü antijen-spesifik proliferasyon ve 

sitokin üretimi sergilediği kanıtıyla güçlendirilmiştir. Bu nedenle, bir paradigma 

olarak, APC'lerde (miyeloid hücreler) ifade edildiğinde de ligand olarak işlev görür 

ve dışsal olarak T hücrelerine inhibitör sinyaller taşır (W. Xu ve ark., 2018).  

VISTA'nın otoimmun hastalıkların çeşitli türlerinde immun fonksiyonu 

olumsuz yönde düzenlediği ve T hücreleri, DC'ler, makrofajlar ve TCRγδT hücreleri 

üzerinde inhibisyon etkilerinin olduğu gösterilmiştir. Ayrıca VISTA'nın 

inflamasyonun ve otoimmun hastalıkların çeşitli modellerindeki işlevi hakkında 

etkileri olduğu bildirilmektedir. Multiple sklerozun fare modelinde, VISTA bloke 

edici bir antikorun (13F3) uygulanması hastalık ilerlemesini önemli ölçüde 

hızlandırmış ve hastalık şiddetini kötüleştirmiştir (Li Wang ve ark., 2011) VISTA’nın 

CD4 + T hücrelerinin aktivasyonuna bağlı inflamasyonu bastırılması yoluyla, hepatit 

modelinde inflamasyonu azalttığı bildirilmiştir (Flies ve ark. 2014b). Kulak iltihabı 

modelinde de VISTA’nın, immunsupresif etkilerini CD4 + T hücreleri aracılığıyla 

gösteediği bildirilmiştir (Ohno ve ark., 2017) . 
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VISTA-eksik farelerin deneysel otoimmun ensefalomiyelitise (EAE) karşı 

daha duyarlı oldukları gösterilmiştir. Bu farelerde merkezi sinir sisteminde daha fazla 

IFN-γ+ ve IL-17A+ üreten CD4+ T hücreleri tespit edilmiştir. Bu sistem kullanılarak 

yapılan diğer deneyler, otoimmuniteyi kontrol etmede T hücreleri veya miyeloid 

hücrelerde VISTA'nın rolünü göstermiştir (Li Wang ve ark., 2014). 

P-selektin glikoprotein ligandı-1 (PSGL-1) T hücreleri ve daha birçok 

hematopoietik hücre tarafından eksprese olan adezyon molekülüdür. Naive T 

hücreleri, bellek T hücreleri ve efektör T hücrelerinin inflamasyonlu dokuya 

göçünde, endotell hücrelere ve trombositlere tutunmasında P-selektin gibi moleküller 

oldukça önemlidir (Tinoco ve ark., 2017; Johnston ve ark., 2019). 

Antijen stimülasyonu sırasında PSGL-1 ekspresyonu sonucu hücrelere 

bağlanmasıyla, T hücresi reseptör sinyallerini azaltarak hücre sağlığı ve 

fonksiyonunu bozmaktadır. Ayrıca hücre yüzeyinde VISTA gibi inhibitör reseptör 

ekspresyonunu da arttırmaktadır. Güncel çalışmalarla beraber PSGL-1 eksikliğinde 

aktif T hücrelerinde efektör sitokin üretiminin arttığı tespit edilmiştir. Viral 

enfeksiyon ve melonoma tümör modellerinde de PSGL-1 molekülünün T 

hücrelerinin tükenmesini desteklediği gözlemlenmiştir (Tinoco ve ark., 2017). 

VISTA'nın histidin kalıntıları, asidik pH koşullarında PSGL-1'e bağlanma 

yeteneğine sahiptir. PSGL-1, immun hücrelerin yüzeyinde bulunan bir 

glikoproteindir ve immun yanıtın düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. Bu nedenle, 

VISTA'nın PSGL-1'e bağlanma yeteneği, immun hücrelerin davranışını etkileyebilir 

(Johnston ve ark., 2019). 

Hem VISTA hem de PSGL-1, granülositler, makrofajlar ve endotel 

hücrelerinde yüksek düzeyde ifade edilir ve biyolojilerinde önemli fonksiyonlar 

yerine getirirler (Mohamed A. ElTanbouly ve ark. 2019; Carlow ve ark. 2009). 

Bağışıklık hücresi fonksiyonu açısından, VISTA ve PSGL-1 arasında bağışıklık 

tepkilerinin sonucu açısından ilginç paralellikler bulunmaktadır. Örneğin, VISTA 

eksikliği veya hedeflenmesi ve PSGL-1-Ig fare artritis modelini iyileştirebilir 

(Ceeraz ve ark. 2017; Sumariwalla, Malfait, ve  Feldmann 2004). VISTA veya PSG-
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L1 hedeflenen antikorlar ayrıca T hücre ölümüne neden olarak GVHD 

indüksiyonunu da inhibe edebilir (Flies ve ark., 2011; Mohamed A. ElTanbouly ve 

ark., 2020; C. C. Huang ve ark., 2005). 

VSIG3, VISTA'nın bağlayıcı ortağı olarak tanımlanmıştır. VSIG3, hücre 

adezyonunda yer alan bir ligand olarak görev yapar. VSIG3-VISTA etkileşiminin 

immun yanıtı nasıl düzenlediği hala tam olarak anlaşılamamıştır. Ancak, VSIG3-

VISTA etkileşimi, immunoterapide kullanılabilecek bir hedef olarak görülmektedir 

(M. A. ElTanbouly ve ark., 2020). 

Son zamanlarda VISTA’nın ligandı olduğu düşünülen B7 ailesinden VSIG-3 

molekülü kolerektal kanser, hepatoselüler karsinom ve mide kanserinde yüksek 

seviyede eksprese olmaktadır. VISTA/VSIG-3 etkileşimi aktive olmuş T hücrelerinde 

ko-inhibitör fonksiyon gösterir. VSIG-3 T hücrelerinde ve periferal kan mononüklear 

hücrelerinde (PBMC) sitokin ve kemokin salınımını baskılayarak, proliferasyonu 

engeller. VISTA/VSIG-3 blokasyonu ile yeni bir kanser immunoterapi stratejisi 

geliştirilmiştir. Ancak yine de VSIG-3’ün tam olarak biyolojik fonksiyonu 

bilinmemektedir (Jinghua Wang ve ark., 2019). 

Çoklu fare modellerinde, TME'de VISTA ifadesi artmakta ve anti-tümör 

bağışıklığı şekillendirmede kritik bir rol oynamaktadır (Deng ve ark., 2016; Le 

Mercier ve ark., 2014). PD-L1'den farklı olarak, VISTA ifadesi tümör infiltrasyonu 

yapan lökositlere özgüdür ve tümör hücrelerinde tespit edilmemiştir. Özellikle, 

VISTA ifadesi tümör infiltrasyonu yapan miyeloid hücrelerde, miyeloid DC'lerde ve 

MDSC'lerde ve periferdeki Tregs'lerle karşılaştırıldığında tümör infiltrasyonlu 

Tregs'lerde özellikle artmaktadır (Le Mercier ve ark., 2014). 

MDSC'lerde, VISTA, periferik lenf nodunda bulunanlara kıyasla tümör 

infiltrasyonlu lökositlerde neredeyse 10 kat artmıştır (Le Mercier ve ark., 2014). Bu 

önemlidir çünkü infiltrasyonlu immun hücreleri ve özellikle MDSC'leri olan 

tümörlerin, tedaviye yönelik olarak kullanılabilecek bol miktarda VISTA'ya sahip 

olabileceğini göstermektedir. 
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Çoklu hücreler ve moleküller, immunoterapinin tam potansiyelini bozan 

birçok faktör olmasına rağmen, MDSC'lerin hedeflenmesi, antitümör T hücre 

fonksiyonunun genel olarak artmasına yol açacak bir kombinasyon tedavisinde 

benzersiz avantaj sunabilir. Kanser ortamında dislejik miyelopoiezin ve 

olgunlaşmamış öncüllerin genişlemesi ilk kez 1980'lerde gözlemlenmiştir (Talmadge 

ve  Gabrilovich, 2013). Şimdi, MDSC'ler birçok fare modelinde (Youn ve ark., 2012, 

2008) ve kolon, meme, melanom ve pankreas gibi insan kanserlerinde büyük ölçüde 

genişlemiş olarak belgelenmiştir (Haymaker ve ark., 2012; Derré ve ark., 2010). Bu 

hücreler, besin tükenmesi, TCR sinyal iletiminin bozulması, T hücre göçünün 

engellenmesi ve T hücrelerin baskılanmasına bir mekanizma olarak PD-L1-PD-1 

yolunu kullanarak T hücre aktivitesini birden fazla farklı mekanizma aracılığıyla 

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 özgül blokaj antikoru (13F3), TME'deki inhibisyon dengesini 

değiştirerek birkaç tür tümörü (B16/BL6 melanom, B16/OVA melanom, 

PTEN/BRAF oluşturulan melanom ve MB49 mesane kanseri dahil) hafifletebilir. 

CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin sayısını artırarak, IFN-γ, TNF-α ve IL-12p40 gibi 

inflamatuar faktörlerin salgısını artırarak ve MDSC ve Foxp3+CD4+ Treg'lerin 

sayısını azaltarak bunu yapar. Ayrıca, TIL'lerdeki MDSC'ler ve miyeloid DC'lerdeki 

yüksek VISTA ifadesi ve VISTA blokajı yoluyla TIL'lerin artan proliferasyonu, 

VISTA'nın monoklonal blokaj antikor terapisinin temelidir (Le Mercier ve ark., 

2014). 

13F3'e benzer şekilde, VISTA bloke eden monoklonal antikor MIH-63'ün de 

T hücre proliferasyonunu ve TNF-α ve IFN-γ gibi inflamatuar faktörleri artırarak 

kanser (örneğin over ve endometriyal (Mulati ve ark., 2019)  ve skuamöz hücreli 

karsinomda (Kondo ve ark., 2016) hafiflettiği gösterilmiştir. Ek olarak, bu deneyde 

özellikle ilginç olan bir nokta, tümör hücrelerinde VISTA tespit edilemezken VISTA 

blokajının etkili olmasıdır (Le Mercier ve ark., 2014). 
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Anti-VISTA B16OVA ve PTEN/BRAF’ın melanom modellerinde tümör-

infiltrasyonunu azalttığı gösterimiştir (Le Mercier ve ark., 2014). Birçok tümörün 

karakteristik özellikleri olan anormal miyelopoezis ve MDSC birikimi göz önüne 

alındığında (Gabrilovich ve ark., 2012), miyeloid bileşenin normalleştirilmesi, diğer 

NCR blokaj formlarından farklı bir mekanizma olan anti-VISTA ile 

immunomodülasyon için yeni bir fırsat sunmaktadır. Anti-insan VISTA antikoru şu 

anda non-küçük hücreli akciğer kanseri gibi diğer kanserlerdeki hastaların 

değerlendirilmesi için Faz I klinik çalışmada bulunmaktadır. İnsan VISTA knock-in 

fare surrogatı, insan VISTA knock-in farelerinde miyelomonositik ve T hücre 

bileşenlerinin modülasyonu yoluyla tümör büyümesini inhibe ettiği gösterilmiştir 

(Jiang ve ark., 2016). 

İnsan pankreas kanserindeki tümör mikroçevresinin stromal bölgesine M2 

makrofajlar, MDSC’ler, Treg hücreler de dahil olmak üzere birçok immun hücre 

infiltre olmaktadır. Kanserle ilişkili VISTA’nın, pankreas kanserinde M2 

makrofajlarından olan CD68+ makrofajlarında da yüksek seviyede eksprese olduğu 

tespit edilmiştir. TME’de stromal bölgede bulunan CD68+ makrofajları anjiogenez, 

tümör büyümesi ve metastazı tetikleyerek sağkalımı azaltıcı bir etki yapmaktadır 

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

VISTA molekülünün immunosupresör etkisini ortadan kaldırarak, kanserin 

gelişimini ve invazyonu engellemek amacıyla anti-VISTA antikor terapisi üzerine 

birçok çalışma yapılmaktadır. 2014 yılında LeMercier ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmaya göre VISTA monoklonal antikorlar kullanılarak tümör mikroçevresi 

değiştirilmiştir. Bunun sonucunda tümör içine sızan CD8+ T hücresinin efektör 

fonksiyonu ve proliferasyonu artmıştır. IFN-γ ve granzim B gibi efektör molekül 

üretimi de artarak tümör gelişimi engellenmiş ve sağkalım da artmıştır. Ayrıca 2019 

yılında Mulati ve arkadaşlarının yumurtalık ve endometriyal kanser türlerinde yaptığı 

çalışmalar ile de VISTA’nın shRNA ile hedeflenmesi sonucunda IFN-γ’nın up regüle 

olduğu ve T hücre yanıtının arttığı tespit edilmiştir (Mulati ve ark., 2019; Le Mercier 

ve ark., 2014). 
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PD-L1 yerine VISTA'nın bloke edilmesi, tümöre infiltre olan lenfositlerin 

sitokin üretimini inhibe etmektedir. Bu nedenle, PD-L1 ve VISTA, pankreas 

kanserinde antitümör T hücresi yanıtlarını baskılayabilen inhibitör yollarını 

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

1.4.1. Vista’nın Ligandları 

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

PSGL-1, T-hücreleri, miyeloid hücreler ve trombositlerde yüksek düzeyde 

ifade edilir. PSGL-1, TME'nin asidik koşullarında (Mahoney ve  Freeman 2020; 

Johnston ve ark. 2019) VISTA'ya bağlanarak T hücre göçünü homeostaz ve 

inflamatuar durumlarda (Tinoco ve ark. 2017)  düzenler. Ayrıca, PSGL-1, 

inflamasyonlu kolonik alanlarda CD8 + T hücrelerine bağlanarak transmembran 

reseptör olarak immun hücre toplama işlemini düzenler (Tinoco ve ark., 2017; 

Asaduzzaman ve ark., 2009).  

PSGL-1'in immunsupresif bir molekül olarak CD8 + T hücreleri ve CD43-

defektif T hücreleri proliferasyonunu etkilediği gösterilmiştir (Veerman ve ark., 

2012; Matsumoto ve ark., 2009). Ayrıca, Roberto ve ark., tükenmiş CD8 + T 

hücrelerinin PSGL-1'e bağlanarak TCR ve IL-2 sinyallemesini inhibe ettiğini 

belirtmiştir (Tinoco ve ark. 2016). Önemli bir şekilde, VISTA, TME'nin asidik pH 

koşullarında ve PSGL-1'e bağlanarak çoklu histidin kalıntılarını seçici olarak 

baskılar (Johnston ve ark., 2019). Tüm bunlar bir araya getirildiğinde, PSGL-1, 

VISTA'nın bir ligandı olarak hareket eder (Im ve ark., 2022). 

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

VSIG-3, immunglobulin süper ailesinin bir üyesi olan (Harada ve ark., 2005) 

ve ayrıca BT-IgSF veya IGSF11 olarak da bilinen, VISTA'nın bir ligandı olan bir 

immunglobulin alanı içeren bir protein olarak bulunmuştur (Jinghua Wang ve ark., 

2019). VSIG-3, kalsiyum bağımsız bir şekilde hemofilik etkileşim yoluyla hücre 

adezyon molekülü olarak işlev görür ve birçok kanserde yaygın olarak eksprese edilir 
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(Harada ve ark., 2005; Jang ve ark., 2016). Benzer şekilde, IGSF11 ekspresyonunun 

kolorektal kanserlerde, hepatoselüler karsinomlarda ve mide kanserinde arttığı 

bildirilmiştir (Watanabe ve ark., 2005). Ancak, VSIG-8 ve VISTA arasında hiçbir 

etkileşim olmadığı belirtilmiştir. Ayrıca, VSIG-3, IFN-γ, IL-2, IL-17, CCL5 / 

RANTES, CCL3 / MIP-1α ve CSCL11 / I-TAC inhibitörü olarak T hücresi 

proliferasyonunu baskılamakmaktadır (Jinghua Wang ve ark., 2019). Anti-VISTA 

nötralizasyon mAb ön işlemesi ile VISG-3 tarafından indüklenen IL-7'in inhibe 

edildiği gösterilmiştir, bu da VSIG-3'ün bir VISTA ligandı olduğunu ima etmektedir 

(Jinghua Wang ve ark., 2019). 

1.4.1.3. FOXD3 

FOXD3'ün melanomda VISTA'nın ekspresyon ve transkript seviyelerini 

seçici olarak düşürdüğü gösterilmiştir (Rosenbaum ve ark., 2020). Ayrıca, BRAF 

inhibisyonu FOXD3'ü yükseltir ve VISTA'nın ekspresyonunu baskılar. Bununla 

birlikte, Abel ve ark., FOXD3'ün melanomda BRAF inhibitörlerine adaptif direnç 

sağlamak için yükseltildiğini bildirmiştir (Abel ve ark., 2013). FOXD3, VISTA'nın 

bir ligandı gibi görünse de, FOXD3 ve VISTA arasındaki protein-protein etkileşimi 

hakkında gelecekte daha fazla çalışma gerekmektedir (Im ve ark., 2022). 

1.4.1.4 Galectin-9 

Galectin-9'un tümör hücrelerinde hücre birleşimi ve yapışması, anti-

proliferasyon ve apoptoz ile ilişkili olduğu iyi belgelenmiştir (Fujihara ve ark., 

2013). TIM-3 ligandlarından biri olan Galectin-9, CLEC7A, CD137, CD40 gibi 

diğer proteinlerle etkileşim kurar ve AMPK'yı aktive eder (Jia ve ark., 2019). Dahası, 

T hücrelerinde ifade edilen VISTA, AML hücrelerinde salgılanan galectin-9'u ligandı 

olarak tanır ve AML hücrelerinde salınan çözünür VISTA, ligand-reseptör 

etkileşimleri yoluyla galectin-9'un etkisini arttırır (Yasinska ve ark., 2020). 

Bu çalışmanın amacı ….  
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2. MATERYAL VE METOT 

 Tezde Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Veteriner Fakültesi Patoloji 

Anabilim Dalı arşivinde bulunan, daha önce anabilim dalına gönderilmiş ve meme 

tümörü tanısı konulmuş 27 adet köpek türüne ait vaka çalışma dokusu olarak 

kullanıldı. Kullanılan vakaların bilgileri Tablo 2.1.’da verilmiştir. 

Tablo 2.1. Çalışmada kullanılan vakalara ait bilgiler 

Olgu No Tür Yaş Irk Tanı 

1 Köpek 7 Kangal Solid karsinom 

2 Köpek 12 Terrier 
Karsinom ve malignant 

miyoepitelyoma 

3 Köpek 9 Golden Retriever Kistik papiller karsinom 

4 Köpek Bilinmiyor Bilinmiyor Komedokarsinom 

5 Köpek 13 Bilinmiyor Fibrosarkom 

6 Köpek 14 Terrier Komedokarsinom 

7 Köpek 7 Bilinmiyor Kompleks karsinom 

8 Köpek 6 Golden Retriever Tubulopapiller karsinom 

9 Köpek 13 Bilinmiyor Adenoskuamöz karsinom 

10 Köpek 5 Melez Malignant miks tümör 

11 Köpek 9 Terrier Lipid-rich karsinoma 

12 Köpek 12 Terrier Lipid-rich karsinoma 

13 Köpek 12 Golden Retriever Komedokarsinom 

14 Köpek 10 Belgian Malinois Malignant miks tümör 

15 Köpek 14 Golden Retriever Kompleks Karsinom 

16 Köpek 11 Terrier Malignant miks tümör 

17 Köpek 9 Bilinmiyor Malignant miks tümör 

18 Köpek 13 Terrier Solid karsinom 

19 Köpek 10 Cooker Anaplastik Karsinom 

20 Köpek 4 Bilinmiyor Kompleks karsinom 

21 Köpek 4 Cooker Karsinoma in-situ 

22 Köpek 10 Rus finosu Kistik papiller karsinom 
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Tablo 2.1. Çalışmada kullanılan vakalara ait bilgiler (devamı) 

23 Köpek 9 
Golden 

Retriever 
Kistik papiller karsinom 

24 Köpek 16 Bilinmiyor Mikropapiller karsinom 

25 Köpek Bilinmiyor Bilinmiyor Kompleks karsinom 

26 Köpek Bilinmiyor Jack Russel Tubulopapiller Karsinom 

27 Köpek 9 Golden Retriever 
Karsinom ve malignant 

miyoepitelyoma 

 Vakalardan histopatolojik ve immunohistokimyasal metotların uygulanması 

için tezde kullanılan bloklar Leica 2155 rotary mikrotomunda 4-5 µm kalınlığında 

kesildi ve kesitler normal ve polilizinli lamlara alındı. Hematoksilen & Eozin 

yöntemi için standart Harris Hematoksilen prosedürü kullanıldı (Presnell ve 

Schreibman, 1997). Doku kesitleri, 30’ar dakikalık 3 adet ksilol serisiyle 

deparafinize ve sonrasında %100, %96, %80, %70’lik alkol serilerinden geçirilerek 

rehidre edildi. Suyunu geri kazanan doku kesitleri 5 dakika Harris Hematoksilen’de 

boyanıp amonyaklı sudan geçirildi ve 1,5 dakika Eozinle boyandıktan sonra distile 

suda yıkandı. Sonrasında %70, %80, %96 ve %100’lük alkol serilerinden geçirilerek 

dehidre edilen doku kesitleri ksilolde parlatıldı, kurutulduktan sonra entellan 

damlatılarak lamelle kapatıldı. 

 İmmunohistokimyasal metodun uygulanması için polilizinli lamlara alınan 

doku kesitleri aynı şekilde 30’ar dakikalık 3 adet ksilol serisiyle deparafinize ve 

sonrasında %100, %96, %80, %70’lik alkol serilerinde rehidre edilerek distile suya 

alındı. Dokularda östrojen α (Erα) ve progesteron (PR) ekspresyonlarının 

gösterilmesi için anti-Erα (1:100, Santa Cruz sc-71064, Dallas, Texas, USA) ve anti-

PR (1:100, Santa Cruz sc-166170, Dallas, Texas, USA) mouse monoklonal primer 

antikorları ve bunlarla uyumlu anti-mouse sekonder kit (Vectorlabs MP-7602, 

Newark California, USA), HER2 ve VISTA ekspresyonlarının gösterilmesi için anti-

CERBB2 (1:1, VENTANA anti-HER2/neu, 4B5, Roche Diagnostics, Netherlands) ve 

anti-VISTA D5L5T (1:300, Cell Signaling #54979, Danvers, Massachusetts, USA) 

rabbit monoklonal primer antikorları ve bunlarla uyumlu anti-rabbit sekonder kit 
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(Vectorlabs MP-7601, Newark, California, USA)  kullanıldı.  Antijenlerin açığa 

çıkarılması için tüm kesitler pH 6.0 hazırlanmış sitrat tampona alınarak 120°C’de 15 

dakika otoklavla kaynatıldı. Kaynatma işlemi biten kesitlerin oda sıcaklığına gelmesi 

beklendikten sonra anti-mouse ve anti-rabbit kiti prosedürleri tatbik edildi. Tüm 

kesitler +4°C’de 1 gece boyunca inkübasyona bırakıldı. Prosedür sonunda kesitlere 

Mayer Hematoksilenle karşı boyama yapıldı, entellan kullanılarak lamelle kapatıldı. 

 Yapılan histopatolojik incelemede tümörler malign ve benign olarak 

sınıflandırılarak ayrıca histolojik alt tiplendirmeleri yapıldı. Malign tümörler; tubul 

formasyonu, nükleer pleomorfizm ve mitotik indeks kriterlerine göre değerlendirildi. 

Tubul formasyonu; %75 ve üzeri 1, %10-75 arası 2 (solid oluşumlar ile beraber orta 

dereceli tubul dizilimler), %10 ve altı 3 (tubul formasyonu minimal ya da yok) 

şeklinde semikantitatif olarak skorlandı. Nükleer pleomorfizm; uniform veya düzenli 

küçük çekirdek ve yer yer çekirdekçik bulunması 1, orta dereceli çekirdek boyut ve 

şekil farklılığı, hiperkromatik çekirdek ve çekirdekçiklerin varlığı 2, belirgin dereceli 

çekirdek boyut farklılığı hiperkromatik çekirdek, sıklıkla bir veya daha fazla belirgin 

çekirdekçik bulunması 3 olarak skorlandı. Mitotik indeks için her vaka başına 10 

adet yüksek büyütme alanında sayılan 0-9 mitoz 1, 10-19 mitoz 2, 20’nin üzerinde 

mitoz skor 3 olarak değerlendirildi. Malign tümörlerin derecelendirilmesi Pena ve 

arkadaşlarının daha önceden yaptıkları değerlendirme baz alınarak her vakada elde 

edilen toplam skora göre; 3-5 arası birinci (düşük) derece, 6-7 arası ikinci (orta) 

derece ve 8-9 arası üçüncü (yüksek) derece olarak değerlendirildi (Pena ve ark., 

2013). 

İmmunohistokimyasal boyanmaların değerlendirilmesi semikantitatif olarak 

yapıldı (Kamarlis ve ark., 2018). Bu amaçla hem boyanma yoğunluğu hem de 

boyanan hücre yüzdesi belirlendi ve ardından total skor elde edildi. Boyanma 

yoğunluğu 1 (boyanma yok), 2 (zayıf boyanma), 3 (orta dereceli boyanma) ve 4 

(güçlü boyanma) şeklinde skorlandı. Ardından pozitif boyanan hücrelerin toplam 

tümör hücrelerine oranlanması ile elde edilen yüzdelik dilime göre 1 (< %20), 2 (≥ 

%20-50), 3 (> %50-80) ve 4 (> %80) şeklinde skorlama yapıldı. Elde edilen 

skorların çarpılmasıyla 1-16 arasında skor elde edildi ve daha sonra 

immunoreaktivite skoru düşük (≤5), orta (≥6-10) ve yüksek (≥11-16) şeklinde 
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belirlendi.  

ER'ler ve PR'ler için Allred ve ark. (1998) immunoreaktivite indeksi 

uygulandı. Nihai puan, boyanan hücrelerin yüzdesine ve boyanmanın yoğunluğuna 

göre hesaplandı. Puanlar 0 ile 8 arasında değişmektedir. 0-1 puan alan örnekler 

negatif, 2-8 puan alan örnekler ise pozitif olarak değerlendirilmiştir. Boyanan 

hücrelerin yüzdesini ölçmek için kullanılan puanlar ve kriterler şöyleydi: i) 0, 

boyanma yok; ii) 1, hücrelerin <%1'inde boyanma; iii) 2, %1-10; 3, %11-33; iv) 4, 

%34-66; ve 5, %67-100. İmmun boyamanın yoğunluğunu belirlemek için kullanılan 

kriterler ve puanlar ise şöyleydi: i) Yok, 0; ii) zayıf, 1; iii) orta, 2; ve iv) güçlü, 3. 

Boyama yoğunluğu semi-kantatif olarak belirlendi. Her örnek için bu kriterlerin 

toplamı nihai puanı belirlendi. 

HER2 pozitifliği, 2018 ASCO/CAP yönergelerine göre değerlendirilmiştir 

(Wolff ve ark, 2018). Bu yönergelere göre, 3+ pozitif skor, %10'dan fazla tümör 

hücresinde tam ve yoğun membran boyanması ile belirlenir, 2+ eşdeğer skor, 

%10'dan fazla tümör hücresinde zayıf ila orta derecede tam membran boyanması ile 

belirlenir ve 1+ negatif, %10'dan fazla tümör hücresinde zar zor algılanabilen eksik 

membran boyanması ile belirlenir. Hiç boyanma gözlenmediğinde veya %10'dan az 

tümör hücresinde eksik ve soluk bir membran boyanması olduğunda tümör 0 negatif 

olarak kabul edilir. 

2.1. İstatistiksel Metot 

İstatistiksel analizler için Minitab 16 programı kullanıldı. Gruplar arası 

karşılaştırma için One Way ANOVA testi kullanıldı. Ayrıca elde edilen skorlar 

arasındaki korelasyonun ortaya konulması için Pearson korelasyon analizi 

gerçekleştirildi. Pearson analiz sonuçlarına göre r değeri 0-0.3 arası önemsiz, 0.3-0.5 

arası düşük, 0.5-0.7 arası orta, 0.7-0.9 arası yüksek ve 0.9 üzeri çok yüksek 

korelasyon olarak değerlendirildi.   
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3. BULGULAR 

3.1. Histopatolojik Bulgular 

Çalışmada kullanılan olgulara ait tanılar adenoskuamöz 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 tümör 

(n=4), mikropapiller karsinom (n=1), solid karsinom (n=2), tubulopapiller karsinom 

(n=2) olarak belirlendi.  

Adenoskuamöz karsinom olgusunda (20-043), tubuler karsinom ile birlikte 

belirgin şekilde malign yassı hücre farklılaşması gösteren neoplastik alanlar gözlendi 

(Şekil 1A). Olguda zayıf tubul formasyonu, orta dereceli nükleer pleomorfizm ve 

düşük mitoz oranı gözlendi ve tümör derecesi 2 olarak belirlendi.  

Anaplastik karsinom olgusunda (21-496) tümöral hücrelerin çoğunlukta 

tubulopapiller yapı sergilediği fakat bazı alanlarda belirgin anaplastik solid alanların 

varlığı dikkati çekti. Bu alanlarda neoplastik hücrelerin şiddetli pleomorfizm ve 

anaplazi sergiledikleri görüldü. Bu olguda orta dereceli tubul formasyonu ile yüksek 

dereceli mitotik indeks ve nükleer pleomorfizm gözlendi ve tümör derecesi 3 olarak 

belirlendi.  

Fibrosarkom olgusunda (14-195), iç içe geçmiş, mekik şekilli, belirgin 

malignite bulguları sergileyen ve belirgin hücreler arası eozinofilik matriks yapısına 

sahip solid alanlar gözlendi (Şekil 1B). Bu olguda tubul formasyonunun zayıf, 

nükleer pleomorfizm ve mitoz oranının ise orta dereceli olduğu ve tümör derecesinin 

2 olduğu belirlendi.  

Karsinom ile malign myoepitelyoma olgularında, solid proliferasyonlar 

şeklinde gözlenen malign epitelyal bileşenlerle birlikte, daha mekik şekilli ve 

malignite bulguları sergileyen myoepitelyal üremelere rastlandı (Şekil 1C). Bir 

olguda (12-319) tubul formasyonunun zayıf, nükleer pleomorfizm ve mitoz oranının 

ise yüksek olduğu ve tümör derecesinin 3 olduğu gözlendi. Diğer olgunun (19-797) 
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ise tubul formasyonunun zayıf fakat mitotik indeks ve nükleer pleomorfizm 

derecesinin düşük olduğu görüldü ve tümör derecesinin 1 olduğu görüldü.  

Karsinoma in situ olgusunda (22-025), kistik genişleme gösteren iki adet 

tubul içerisinde malignite bulguları sergileyen epitelyal ve mezenkimal özellikte 

fakat bazal membranı aşmadığı dikkati çeken sınırlı nodüler oluşumlar dikkati çekti 

(Şekil 1D). Bu olguda orta dereceli tubul formasyonu ile düşük dereceli mitoz ve 

nükleer plemorfizm görüldü ve tümör derecesinin 1 olduğu gözlendi.  

Kistik papiller karsinom olgularında (14-138, 14-269, 20-351), genel olarak 

kistik genişleme gösteren tubuller ile lümenlerine doğru papiller uzantılar veren 

neoplastik epitel hücreleri dikkati çekti (Şekil 1E). Neoplastik hücrelerin yüksek 

oranda tubul yapısı sergilediği, düşük mitoz oranına sahip olduğu ve hafif-orta 

dereceli nükleer pleomorfizm sergilediği dikkati çekti. Olguların üçünde de tümör 

derecesi 1 olarak belirlendi.  

Komedokarsinom olgularında, neoplastik hücrelerin orta kısımlarında 

nekrotik alanlar gözlendi. Bu alanlarda nekrotik doku debrisi ve yangı hücrelerinin 

varlığı dikkati çekti (Şekil 1F). Bir olguda (20-351) tubul formasyonunu ve nükleer 

pleomorfizm orta dereceli iken, mitoz oranı yüksek bulundu ve tümör derecesi 2 

olarak belirlendi. Diğer bir olguda (14-138) zayıf tubul formasyonu ile orta dereceli 

mitoz ve nükleer pleomorfizm dikkati çekti ve tümör derecesi 1 olarak belirlendi. 

Son olguda (14-269) ise tubul formasyonu zayıf, pleomorfizm orta dereceli ve mitoz 

indeksi yüksek olarak görüldü ve tümör derecesi 2 olarak belirlendi.  

Kompleks karsinom olgularında, malign epitelyal hücreler ile birlikte benign 

myoepitelyal bileşenler gözlendi (Şekil 1G). Bir olguda belirgin miksoid matriks 

birikimlerine rastlandı. İki olguda (21-547 ve 22-628) orta dereceli tubul 

formasyonu, hafif orta dereceli nükleer pleomorfizm ve düşük mitoz oranı görüldü. 

Tümör derecesi bu iki olgu için de 1 olarak belirlendi. Diğer olgulardan birinde (21-

290) orta dereceli tubul formasyonu ve mitoz oranı ile düşük dereceli pleomorfizm 

gözlendi ve tümör derecesi bu olguda da 1 olarak belirlendi. Son olguda (15-168) ise 
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orta dereceli tubul formasyonu, mitoz oranı ve nükleer pleomorfizm ile tümör 

derecesinin 2 olduğu görüldü.  

Lipit-zengin karsinom olgularında (20-114, 20-293), neoplastik hücrelerin 

sitoplazmalarında küçüklü büyüklü belirgin vakuollerin bulunduğu gözlendi (Şekil 

1H). Bazı alanlarda neoplastik üremelerin merkezi kısımlarının nekrotik olduğu 

görüldü. Bu olgularda düşük tubul formasyonu ile yüksek nükleer pleomorfizm ve 

orta dereceli mitoz oranı dikkati çekti ve tümör derecesi iki olgu için de 3 olarak 

belirlendi.  

Malign miks tümör tanılı olgularda, genel olarak tubulopapiller 

proliferasyonlar şeklinde gözlenen neoplastik epitelyal bileşenler ile kıkırdak doku 

varlığı dikkati çekti (Şekil 1I). Hem epitelyal hem de mezenkimal bileşenlerin 

malignite bulguları sergilediği görüldü. Neoplastik hücrelerin genellikle orta dereceli 

nükleer pleomorfizm sergilediği, orta dereceli tubul formasyonuna ve düşük mitoz 

oranına sahip olduğu gözlendi. Olgulardan üçünün (21-054, 21-316, 21-348) derecesi 

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

Mikropapiller karsinom olgusunda, intraduktal neoplastik hücre 

proliferasyonları ile birlikte fibrovasküler stroma ile desteklenmeyen küçük papiller 

proliferasyonlar gözlendi (Şekil 1J). Bu olguda tubul formasyonunun zayıf, nükleer 

pleomorfizm ve mitoz oranının ise orta dereceli olduğu, tümör derecesinin 2 olduğu 

belirlendi.  

Solid karsinom olgularında, neoplastik hücrelerin lümen olmaksızın diziler, 

kordonlar ve paketler şeklinde prolifere olduğu gözlendi (Şekil 1K). Bu tümörlerde 

tubul formasyonunun zayıf olduğu, nükleer pleomorfizmin belirgin ve mitoz oranının 

ise yüksek olduğu ve tümör derecesinin bir tümörde 2 (06-104), diğerinde (21-493) 

ise 3 olduğu gözlendi.  

Tubulopapiller karsinom olgularında (18-192, 19-627), neoplastik tubullerde 

sesil veya pedünküllü papiller proliferasyonlar gözlendi (Şekil 1L). Bu tümörlerde 

tubul formasyonunun düşük olduğu, nükleer pleomorfizm ve mitoz oranının ise 

yüksek olduğu görüldü. Her iki olgu için de tümör derecesi 3 olarak belirlendi.  
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Özetle tümör derecelendirmeleri sonucunda 12 adet tümör derece 1, 8 adet 

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

 

Şekil 3.1. A. Adenoskuamöz karsinom olgusunda adenokarsinom alanı (ok) skuamöz 

karsinom alanları (asterisk). B. Fibrosarkom olgusunda mekik şekilli malign 

fibroblast proliferasyonları. C. Karsinom ile malign myoepitelyoma olgusunda 

karsinom alanları (oklar) ile malign myoepitelyal proliferasyonlar (asterisk). D. 

Karsinoma in situ olgusunda tubul lümeninde gözlenen nodüler tümör alanı 

(asterisk). E. Kistik papiller karsinom olgusunda kist sıvısı (asterisk) ile papiller 

proliferasyonlar gösteren karsinom alanları. F. Komedo karsinom olgusunda, 

merkezi nekrotik (asterisk) epitelyal proliferasyonlar. G. Kompleks karsinom 

olgusunda malignant epitelyal proliferasyonlar (oklar). H. Lipid-zengin karsinom 

olgusunda tümör hücre sitoplazmalarında belirgin vakuoller (oklar). I. Malign miks 

tümör olgusunda karsinom alanları (ok) ve kıkırdak doku oluşumu (asterisk). J. 

Mikropapiller karsinom olgusunda lümene proliferasyonlar sergileyen karsinom 

alanları (ok). K. Solid karsinom olgusunda, yoğun şekilde proliferasyon gösteren 

neoplastik epitel hücreleri. L. Tubulopapiller karsinom olgusunda tubul lümenlerini 

dolduran papiller epitelyal proliferasyonlar (oklar). H&E.  
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3.2. İmmunohistokimyasal Bulgular 

3.2.1. Moleküler Alt Tiplendirme 

Çalışmamızda incelenen meme kanseri türlerine ait ER, PR ve HER2 

boyanma sonuçlarına göre belirlenen moleküler alt tipler aşağıdaki gibidir: 

Adenoskuamöz karsinom vakalarında ER ve PR negatif, HER2 pozitif olarak 

saptanmış ve bu tümörler HER 2 pozitif moleküler alt tipte teşhis edilmiştir. 

Anaplastik karsinom vakalarında ise ER ve PR negatif, HER2 pozitif bulunmuş ve 

yine HER 2 pozitif moleküler alt tip olarak değerlendirilmiştir. 

Fibrosarkom örneklerinde ER negatif, PR pozitif ve HER2 negatif olarak 

bulunmuş ve Luminal A moleküler alt tipte teşhis edilmiştir. Karsinom ile malign 

myoepitelyoma vakalarında ise ER pozitif, PR negatif ve HER2 negatif olup, 

Luminal a moleküler alt tip olarak belirlenmiştir. 

Karsinoma in situ vakalarında ER pozitif, PR pozitif ve HER2 negatif olarak 

tespit edilmiştir ve Luminal A moleküler alt tipte teşhis edilmiştir. Kistik papiller 

karsinom vakalarında da benzer şekilde ER ve PR pozitif, HER2 negatif olup 

Luminal A moleküler alt tip olarak değerlendirilmiştir. Ancak, bazı kistik papiller 

karsinom vakalarında ER pozitif, PR negatif ve HER2 pozitif bulunmuş ve bu 

vakalar Luminal b moleküler alt tip olarak sınıflandırılmıştır. 

Özetle moleküler alt tiplendirmede 14 sayıda olgunun Luminal A, 2 olgunun 

Lüminal B, 2 olgunun Her2 pozitif ve 9 olgunun üçlü-negatif olduğu gözlendi.  

ER, PR ve HER2 boyamalarına ait görüntüler Şekil 2-5’te sunulmuştur. 

3.2.2. VISTA İmmun Boyama Sonuçları 

Çalışmamızda, çeşitli meme kanseri türlerinde VISTA immun kontrol noktası 

boyanma yoğunluğu ve yüzdesi incelenmiştir. Bu incelemeler hem tümör hücreleri 

hem de yangı hücreleri için gerçekleştirilmiş olup, boyanma yoğunluğu skoru (TB) 
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ve boyanma yüzdesi skoru (TY) ile yangı hücrelerinin boyanma yoğunluğu skoru 

(YB) ve boyanma yüzdesi skoru (YY) değerlendirilmiştir. Boyanma yoğunluk skoru 

1 olan vakalar negatif olarak kabul edilmiştir. Elde edilen sonuçlar, nihai skor olarak 

tümör hücreleri için T skoru ve yangı hücreleri için Y skoru şeklinde 

sınıflandırılmıştır. Bu skorlar düşük, orta ve yüksek kategorilere ayrılmıştır. Ayrıca, 

yangı hücrelerinde boyanma gösteren hücre türleri de belirtilmiştir. 

Adenoskuamöz karsinom vakalarında tümör hücrelerinin boyanma yoğunluğu 

ve yüzdesi orta düzeyde (T: 2) ve yangı hücrelerinde yüksek düzeyde (Y: 3) boyanma 

gözlenmiştir. Yangı hücreleri nötrofil ağırlıklıdır. Anaplastik karsinom vakalarında 

ise tümör hücrelerinde orta düzeyde (T: 2) ve yangı hücrelerinde düşük düzeyde (Y: 

1) boyanma tespit edilmiştir; bu vakalarda makrofaj boyanması görülmüştür. 

Fibrosarkom vakalarında tümör hücrelerinde düşük düzeyde (T: 1) ve yangı 

hücrelerinde yüksek düzeyde (Y: 3) boyanma gözlenmiş olup, nötrofil ağırlıklı yangı 

hücreleri bulunmuştur. Karsinom ile malignant myoepitelyoma vakalarının bir 

kısmında tümör ve yangı hücrelerinde boyanma yoğunluğu düşük düzeyde (T: 1, Y: 

1), diğer kısmında ise düşük (T: 1) ve makrofaj boyanması ile birlikte düşük (Y: 1) 

düzeyde boyanma tespit edilmiştir. Karsinoma in situ vakalarında tümör ve yangı 

hücrelerinde boyanma yoğunluğu düşük düzeyde (T: 1, Y: 1) bulunmuştur. 

Kistik papiller karsinom vakalarının birinde tümör hücrelerinde düşük (T: 1) 

ve yangı hücrelerinde orta düzeyde (Y: 2) boyanma bulunmuş olup, makrofaj orta 

dereceli ve nötrofil zayıf boyanma gözlenmiştir. Diğer iki vakada ise, biri yüksek (Y: 

3) ve lenfosit ağırlıklı makrofaj boyanması ile diğeri yüksek (Y: 4) ve lenfosit 

ağırlıklı makrofaj soluk boyanma ile düşük (T: 2) boyanma düzeyleri gözlenmiştir. 

Komedo karsinom vakalarının çoğunda tümör ve yangı hücrelerinde boyanma 

yoğunluğu düşük (T: 1) olup, bir vakada ise lenfosit ve makrofajlarda pozitiflik ile 

birlikte orta düzeyde (Y: 2) boyanma tespit edilmiştir. Kompleks karsinom 

vakalarında tümör hücrelerinde düşük (T: 2) ve yangı hücrelerinde yüksek (Y: 3) 

düzeyde boyanma gözlenmiş olup, nötrofillerde çok fazla boyanma ve makrofajlarda 
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az boyanma gözlenmiştir. Bir vakada ise, düşük düzeyde (T: 1) tümör ve orta 

düzeyde (Y: 2) nötrofil boyanması gözlenmiştir. 

Lipid-zengin karsinoma vakasından birinde, tümör hücrelerinde yüksek 

düzeyde (T: 3) ve yangı hücrelerinde düşük (Y: 1) düzeyde boyanma gözlenmiş olup, 

yangı hücreleri belirtilmemiştir. Diğer vakada ise, tümör ve yangı hücrelerinde orta 

düzeyde (T: 3, Y: 3) boyanma tespit edilmiş ve nötrofil pozitif boyanma gözlenmiştir. 

Malign miks tümör vakalarında, bazı örneklerde düşük (T: 1) tümör 

boyanması ve yüksek (Y: 3) yangı hücrelerinde makrofaj pozitif boyanma 

gözlenmiştir. Diğer örneklerde ise, orta düzeyde (T: 2) tümör ve orta düzeyde (Y: 2) 

nötrofil ağırlıklı boyanma tespit edilmiştir. Bir örnekte ise düşük düzeyde (T: 1) 

tümör ve düşük (Y: 1) lenfosit pozitif boyanma gözlenmiştir. 

Mikropapiller karsinom vakasında, yüksek düzeyde (T: 3) tümör ve yüksek 

düzeyde (Y: 3) nötrofil ağırlıklı boyanma bulunmuş olup, lenfositler düşük düzeyde 

boyanmıştır. Solid karsinom vakalarında, bazı örneklerde düşük düzeyde (T: 1) 

tümör ve yüksek düzeyde (Y: 3) nötrofil ağırlıklı boyanma gözlenirken, diğer 

örneklerde yüksek düzeyde (T: 3) tümör ve yüksek (Y: 3) nötrofil ve lenfosit ağırlıklı 

boyanma tespit edilmiştir. 

Tubulopapiller karsinom vakalarında ise, orta düzeyde (T: 2) tümör ve düşük 

(Y: 1) nötrofil pozitif boyanma gözlenmiştir. Diğer vakada ise yüksek (T: 3) tümör ve 

yüksek (Y: 3) lenfosit ağırlıklı boyanma bulunmuştur. 

Özetle, VISTA açısından yapılan değerlendirmede çalışmamızda 15 vakada 

tümör hücrelerinde düşük skor, 6 vakada orta skor ve 2 vakada yüksek skor 

gözlenmiştir. Yangı hücrelerinde ise 8 vakada düşük skor, 7 vakada orta skor ve 8 

vakada yüksek skor tespit edilmiştir. 

Çalışmamızda, çeşitli meme kanseri türlerinde VISTA immun kontrol noktası 

boyanma yoğunluğu ve yüzdesi incelenmiş olup, tümör ve yangı hücreleri için nihai 

skorlar düşük, orta ve yüksek kategorilere ayrılmıştır. Yangı hücrelerinin boyanma 
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yoğunlukları ve türleri de detaylı bir şekilde değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, 

çalışmamızda elde edilen veriler ve VISTA'nın hangi yangı hücrelerinde ağırlıklı 

olduğu aşağıdaki gibi özetlenebilir: 

Düşük nihai yangı skoru olan vakalarda VISTA boyanmasının ağırlıklı olarak 

makrofajlar ve lenfositlerde olduğu tespit edilmiştir. Orta nihai yangı skoru olan 

vakalarda VISTA boyanmasının ağırlıklı olarak nötrofiller ve lenfositlerde olduğu 

belirlenmiştir. Yüksek nihai yangı skoru olan vakalarda ise VISTA boyanmasının 

nötrofillerde baskın olduğu gözlenmiştir. Bu veriler, VISTA'nın yangı hücrelerinde 

özellikle nötrofillerde daha yüksek düzeyde boyandığını ve meme kanseri türlerine 

göre değişiklik gösterdiğini ortaya koymaktadır.  

VISTA boyamalarına ait görüntüler Şekil 2-5’te gösterilmiştir.  
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Şekil 3.2. Adenoskuamöz karsinom, fibrosarkom ve karsinom ile malign 

myoepitelyom olgularında ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuçları. 
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Şekil 3.3. Kistik papiller karsinom, komedo karsinom ve kompleks karsinom 

olgularında ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuçları.  
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Şekil 3.4. Kompleks karsinom, lipid-zengin karsinom ve malign miks tümör 

olgularında ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuçları.  
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Şekil 3.5. Mikropapiller karsinom, solid karsinom ve tubulopapiller karsinom 

olgularında ER, PR, Her2 ve VISTA boyama sonuçları.  
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Tablo 3.1. Olgulara ait tanılar ve skorlar 

Tanı ER PR HER2 Moleküler Tip 
Tümör 

Derecesi 

VISTA 

TB 

VISTA 

TY 

VISTA 

YB 

VISTA 

YY 

VISTA 

T Skor 

VISTA 

Y Skor 

Adenoskuamöz 

Karsinom 
+ - - Luminal A 2 2 4 3 4 2 3 

Anaplastik Karsinom - - + Her 2 Pozitif 3 2 3 2 1 2 1 

Fibrosarkom - + - Luminal A 2 1 1 3 4 1 3 

Karsinom ile Malign 

Myoepitelyoma 
+ - - Luminal A 3 1 1 1 1 1 1 

Karsinom ile 

MalignMyoepitelyom

a 

+ - - Luminal A 1 1 1 2 1 1 1 

Karsinoma İn Situ + + - Luminal A 1 1 1 1 1 1 1 

Kistik Papiller 

Karsinom 
+ - - Luminal A 1 1 1 3 2 1 2 

Kistik Papiller 

Karsinom 
+ + - Luminal A 1 1 1 4 3 1 3 

Kistik Papiller 

Karsinom 
+ - + Luminal B 1 2 1 4 4 1 3 

Komedo Karsinom - - - Üçlü Negatif 1 1 1 1 1 1 1 

Komedo Karsinom + - - Luminal A 2 2 1 1 1 1 1 

Komedo Karsinom - - - Üçlü Negatif 2 2 1 3 2 1 2 

Kompleks Karsinom - - - Üçlü Negatif 1 2 1 4 4 1 3 

Kompleks Karsinom - - - Üçlü 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 
- - - Üçlü Negatif 3 2 4 1 1 2 1 
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Tablo 3.1. (Devam) Olgulara ait tanılar ve skorlar 

Lipid-Zengin 

Karsinom 
- - - Üçlü Negatif 3 3 2 3 3 2 2 

Malign Miks Tümör + - - Luminal A 2 1 1 3 4 1 3 

Malign Miks Tümör + - - Luminal A 1 2 3 3 3 2 2 

Malign Miks Tümör + + + Luminal B 1 1 1 3 2 1 2 

Malign Miks Tümör - - + Her 2 Pozitif 1 2 1 3 1 1 1 

Mikropapiller 

Karsinom 
+ - - Luminal A 2 3 3 4 3 2 3 

Solid Karsinom - - - Üçlü Negatif 2 1 1 4 4 1 3 

Solid Karsinom + + - Luminal A 3 4 3 4 3 3 3 

Tubulopapiller 

Karsinom 
- - - Üçlü Negatif 3 3 2 3 1 2 1 

Tubulopapiller 

Karsinom 
- - - Üçlü Negatif 3 4 1 4 4 1 3 
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3.3. İstatistiksel Bulgular 

Elde edilen veriler ışığında tanımlayıcı istatistiksel analizler yapılarak, 

frekans dağılımları ve ortalama ve standart saplamalar hesaplanmıştır. ER, PR, HER2 

ve moleküler tipler (Luminal A, Luminal B, HER2 pozitif, Üçlü negatif) için frekans 

ve yüzde dağılımları ile tümör derecesi, VISTA TB, VISTA TY, VISTA YB, VISTA 

YY, VISTA T Skor ve VISTA Y Skor için ortalama, medyan ve standart sapmalar 

hesaplanmıştır.  

3.3.1.Temel İstatistiksel Bulgular 

Çalışmamızda yer alan meme kanseri türleri için yapılan VISTA immun 

kontrol noktası boyanma yoğunluğu ve yüzdesi ile ilgili tanımlayıcı istatistikler 

aşağıda verilmiştir: 

Tablo 3.2. VISTA boyanma yoğunluğu ve tümör derecesine ait tanımlayıcı istatistik 

verileri. 

 Tümör 

Derecesi 

VISTA TB VISTA TY VISTA YB VISTA YY 

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. Moleküler tip dağılım verileri. 

Moleküler Tip Frekans 

Luminal A 14 

Üçlü negatif 9 

HER2 pozitif 2 

Luminal B 2 

Tablo 3.4. ER, PR ve HER2 Pozitiflik Durumları. 

 ER 

Negatif 

ER 

Pozitif 

PR 

Negatif 

PR 

Pozitif 

HER2 

Negatif 

HER2 

Pozitif 

Frekans 13 14 21 6 23 4 
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Elde edilen veriler ışığında tümör derecesi ortalama 1.81 olup, örneklerin 

çoğunluğu düşük ile orta arasında derecelendirilmiştir. Tümör derecesi 1 ile 3 

arasında değişmektedir. VISTA TB ve TY skorlarının ortalamaları sırasıyla 1.81 ve 

1.67 olup, genellikle düşük ile orta arasında yoğunlukta boyanma göstermektedir. 

VISTA YB ve YY skorlarının ortalamaları sırasıyla 2.85 ve 2.37 olup, yangı 

hücrelerinin boyanma yoğunluğunun biraz daha yüksek olduğunu göstermektedir. 

VISTA T skoru ortalama 1.37, VISTA Y skoru ise 2.04'dür. Bu da tümör hücrelerinin 

boyanma skorlarının genellikle düşük, yangı hücrelerinin boyanma skorlarının ise 

biraz daha yüksek olduğunu göstermektedir.  

Örneklerin çoğunluğu Luminal A (14) olarak sınıflandırılmış olup, Üçlü 

negatif tip (9) ikinci sırada yer almaktadır. ER pozitif vakaların (14) sayısı negatif 

olanlardan (13) biraz daha fazladır. PR negatif vakalar (21) pozitif olanlardan (6) 

daha fazladır. HER2 negatif vakalar (23) pozitif olanlardan (4) daha fazladır. 

Bu sonuçlar, VISTA immun kontrol noktası boyanma yoğunluğu ve 

yüzdesinin meme kanseri türlerinde farklı dağılımlar gösterdiğini ve moleküler 

tiplere göre değişiklikler olduğunu ortaya koymaktadır. 

3.3.2. Korelasyon Analiz Sonuçları 

Aşağıda, VISTA boyanma skorları ve tümör derecesi, ER, PR, HER2 durumu 

ile moleküler tipler arasındaki Pearson korelasyon katsayıları ve p-değerleri 

verilmiştir: 

Tablo 3.5. Moleküler tipler ile VISTA boyanma skorları ve tümör derecesi, ER, PR, 

HER2 durumu 

Değişken 1 Değişken 2 Korelasyon 

Değeri 

P-değeri 

Tümör Derecesi VISTA TB 0.554 0.00269 

Tümör Derecesi VISTA TY 0.370 0.05716 

Tümör Derecesi VISTA YB -0.157 0.43416 

Tümör Derecesi VISTA YY -0.042 0.83312 

Tümör Derecesi VISTA T Skor 0.477 0.01169 

Tümör Derecesi VISTA Y Skor -0.093 0.64368 

VISTA TB VISTA TY 0.455 0.01685 
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VISTA TB VISTA YB 0.351 0.07205 

Tablo 3.5. Moleküler tipler ile VISTA boyanma skorları ve tümör derecesi, ER, PR, 

HER2 durumu (devamı) 

VISTA TB VISTA YY 0.229 0.24900 

VISTA TB VISTA T Skor 0.654 0.00021 

VISTA TB VISTA Y Skor 0.241 0.22582 

VISTA TY VISTA YB 0.022 0.91137 

VISTA TY VISTA YY 0.069 0.73063 

VISTA TY VISTA T Skor 0.874 0.00000 

VISTA TY VISTA Y Skor 0.096 0.63273 

VISTA YB VISTA YY 0.744 0.00000 

VISTA YB VISTA T Skor 0.153 0.44393 

VISTA YB VISTA Y Skor 0.824 0.00000 

VISTA YY VISTA T Skor 0.070 0.72528 

VISTA YY VISTA Y Skor 0.950 0.00000 

VISTA T Skor VISTA Y Skor 0.123 0.53916 

Pearson korelasyon analiz sonuçlarına göre, tümör derecesinin VISTA tümör 

boyanma yoğunluğu (TB) ile orta dereceli (r=0.554) ve anlamlı (P<0.01) bir 

korelasyon gösterdiği, VISTA T skoru ile ise düşük dereceli (r=0.477) ve anlamlı 

(P<0.05) bir korelasyon gösterdiği tespit edildi. Ayrıca VISTA TB ile VISTA tümör 

yüzdesi (TY) arasında da anlamlı (P<0.05) düşük dereceli bir korelasyon (r=0.455) 

belirlendi. Yine VISTA yangı hücresi boyanma yoğunluğu (YB) ile VISTA yangı 

hücresi boyanma yüzdesi (YY) arasında yüksek dereceli (r=0.744) bir korelasyon 

görüldü. Beklendiği gibi boyanma yoğunlukları ve boyanma yüzdeleri ile nihai 

skorlar arasında da pozitif orta ve yüksek dereceli korelasyonlara rastlandı.  

3.3.3. Gruplar Arası Karşılaştırma Analizleri 

3.3.3.1. Tümör Dereceleri ve VISTA Skorları Arasında 

Tümör derecesine göre olgular üç gruba ayrılıp gruplar arası karşılaştırma 

yapıldığında, korelasyon analizlerine benzer şekilde VISTA TB’nin düşük ve yüksek 

tümör dereceleri arasında (P<0.01) ve yine orta ve yüksek tümör dereceleri arasında 

(P<0.05) anlamlı farklılık gösterdiği belirlendi. Yine VISTA T skorunun da düşük ve 
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yüksek dereceli tümör grupları arasında anlamlı farklılık gösterdiği tespit edildi 

(P<0.05).  

Tablo 3.6. Tümör derecelerine göre VISTA boyanmalarının istatistiksel tablosu. 

Tümör 

Derecesi 

VISTA 

TB  

VISTA 

TY  

VISTA 

YB  

VISTA 

YY  

VISTA 

T Skor  

VISTA 

Y Skor  

Düşük 1.42 ± 

0.15a 

1.33 ± 

0.22 

3.00 ± 

0.33 

2.25 ± 

0.33 

1.17 ± 

0.11a 

2.00 ± 

0.25 

Orta 1.63 ± 

0.26ab 

1.63 ± 

0.42 

2.88 ± 

0.35 

2.88 ± 

0.48 

1.25 ± 

0.16ab  

2.38 ± 

0.32 

Yüksek 2.71 ± 

0.42c 

2.29 ± 

0.42 

2.57 ± 

0.48 

2.00 ± 

0.49 

1.86 ± 

0.26b 

1.71 ± 

0.36 

3.3.3.2. Moleküler Alt Tipler ile Tümör Derecesi ve VISTA Skorları Arasındaki 

İlişki  

Tümörlere ait moleküler alt tipler ile tümör derecesi ve VISTA skorlarını 

incelemek için yalnızca yeterli örneklem büyüklüğüne sahip olan alt tipler (Luminal 

A ve Üçlü negatif) karşılaştırmaya dahil edildi. Bu amaçla yapılan ANOVA (vasyans 

analizi) testi sonuçlarına göre moleküler alt tipler ile VISTA skorları ve tümör 

derecesi arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (P > 0.05).  
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4. TARTIŞMA 

Malign meme tümörleri dünya çapında kadınlarda görülen en yaygın kanser 

türüdür ve kanser nedenli ölümlerin en başında gelir (ghoncheh ve ark. 2016). 

Veteriner hekimlikte de meme tümörleri köpek ve kediler için başlıca neoplazi olarak 

kabul edilir. Köpek ve kedi meme tümörlerinin insan meme tümörlerine hem 

moleküler hem de hücresel olarak benzerlik göstermesi ise bu hayvanlardaki meme 

neoplazilerinin insanlar için model oluşturabileceği yapılan birçok araştırmada 

belirtilmektedir (Owen 1979; De Maria ve ark., 2005; Queiroga 2011; Madej ve ark., 

2013; Wiese ve ark., 2013). Bu tezde kullanılan vakalara yapılan histopatolojik ve 

immunohistokimyasal değerlendirmeler ışığında köpek meme tümörlerinin gerçekten 

de moleküler ve hücresel olarak diğer türler ve özellikle insandaki meme tümörlerine 

benzerlik gösterdiği kaydedildi.  

Köpek meme tümörlerinin etiyolojisinde hormonlar, yaş, ovariohisterektomi 

yaşı, gebelik sayısı, genetik gibi faktörler önemli rol oynar ve yapılan araştırmalarda 

ve literatür bilgilerinde >8 yaşlı köpeklerde daha sık görüldüğü bildirilir (Egenvall ve 

ark., 2005; Vascellari ve ark., 2016). Tez çalışmasına dahil edilen köpeklerin yaş 

aralığının 4-14 aralığında olduğunu ve 27 vakada 6 köpeğin 8 yaşından küçük olduğu 

gözlendi. Vakaların %22,2’sinin literatürde belirtilen yaş aralığından küçük olması bu 

bilgileri doğrular niteliktedir. 

Köpek meme karsinomunda sağ kalım ile tümör derecelendirmesi arasında 

pozitif korelasyon vardır. Üçüncü derece meme karsinomlu köpeklerin sağ kalımları 

2. ve 1. derece meme karsinomlu köpeklere göre daha kısa olduğu bildirilmektedir 

(Karayannopoulou ve ark., 2005). Yapılan bir çalışmada 32 köpek meme 

karsinomunda %37,5'i (n = 12) derece I, %46,9'u (n = 15) derece II ve %15,6'sı (n = 

5) yüksek mitotik indeksli derece III olduğu gözlenmiştir (Tavasoly ve ark., 2013). 

Bu tez çalışmasında malign köpek meme tümörlerin derecelendirmesi 12 (%44,4) 

adet tümörde derece 1, 8 (%29,6) adet tümörde derece 2 ve 7 (%25,9) adet tümörde 

derece 3 olarak bulundu. Bu nedenle derece 3 olarak değerlendirilen karsinomlu 

köpeklerin sağ kalımlarının 1. ve 2. derece karsinomlu köpeklere göre daha kısa 

olacağı düşünüldü. 
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Kadınlarda olduğu gibi dişi köpeklerde de seks steroidleri fizyolojik olarak 

meme dokusu büyümesini uyarır. Epitel üzerine olan proliferatif etkileri neoplastik 

proliferasyona neden olabilir (Genuth, 1998; Sorenmo ve ark., 2000; Queiroga ve 

ark., 2005; Thomas, 1984). Yani köpeklerde oluşan meme neoplazileri insanlarda 

olduğu gibi hormonal olarak kontrol edilmektedir ve hormon bağımlılığı açısından 

bu iki tür arasında benzerlik bulunmaktadır (Thuroczy ve ark., 2007). Dişi 

köpeklerde seks steroidlerinin etkisi meme dokusunda eksprese edilen ilgili 

hormonun reseptörleri sayesinde oluşmaktadır. Progesteron ve östrojen reseptörleri 

(sırasıyla 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 tümörlerde ER 

varlığı malign olanlara göre anlamlı derecede yüksektir (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 şekilde, PR 

ekspresyonunun, hiperplastik/displastikten, benign tümörlerden malign olanlara 

doğru giderek azaldığı görülmektedir (Geraldes ve ark., 2000; Millanta ve ark., 2005; 

Chang ve ark., 2009). Hormonal reseptörlerin haricinde HER-2 de önemli bir tümör 

belirteci olarak kabul edilir ve köpek meme tümörlerinin %30-35'inde eksprese edilir 

(Kaszak ve ark., 2018; Gray ve ark., 2020). Bu literatür bilgilerine dayanarak tez 

çalışmasında kullanılan tümörlerdeki ER, PR ve HER2 ekspresyonları 

değerlendirildi; 27 vakanın 14 tanesinin ER pozitif, 6 tanesinin PR pozitif, 4 

tanesinin ise HER2 pozitif immunreaksiyon verdiği görüldü. Üç immunreaksiyonu 

da negatif olan 9 vaka vardı. Sonuçlar değerlendirildiğinde yukarıda verilen literatür 

bilgisinden farklı bir şekilde bu reseptörleri bulundurmayan tümörlerin de var 

olabileceği ve bununla birlikte tezde kullanılan örneklem boyutunun sayısal olarak 

çok büyük olmaması da dikkate alınarak HER2 ekspresyonu bulunan vaka sayısının 

%14,8 olması literatür bilgileriyle çelişmektedir. Bunun yanı sıra; moleküler 

klasifikasyon düşünüldüğünde tez çalışmasında elde edilen ekspresyonların şaşırtıcı 

olmadığı, moleküler klasifikasyonda tiplere göre bazı reseptörlerin tümörlerde 

olmayabileceği de yazarlar tarafından bilinmektedir.  

Önceden de belirtildiği gibi histolojik ve morfolojik sınıflandırmanın yanında, 

doğru teşhis, prognoz ve tedavi protokolü oluşturulması için immunohistokimyasal 
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olarak ortaya konan moleküler klasifikasyonun da yapılması gereklidir (Kwon ve 

ark., 2023). Bunun için ER, PR, HER2 ekspresyonlarının bakılması gerekmektedir 

(Wolff ve ark., 2018). Ayrıca bazı kaynaklarda luminal A ve B ayrımı için Ki-67, 

BLBC ve TNBC ayrımı için ise temel sitokeratin ekspresyonlarının bakılması 

gerektiği bildirilmiştir (Zong ve ark., 2020). Ancak tez çalışması sırasında yapılan 

literatür taramalarında zaman zaman Ki-67 ekspresyonunun değerlendirilmesinde, 

zaman zaman ise HER-2 immunreaksiyonlarının değerlendirilmesinde kaynaklar 

arasında farklılıklar olduğu görüldü (Zheng ve ark., 2022; Zong ve ark., 2020). Tez 

çalışmasında Amerikan Klinik Onkoloji Derneği ve Amerikan Patologlar Koleji 

(ASCO/CAP) uzmanları tarafından revize edilen moleküler değerlendirme 

sistematiği göz önünde bulundurularak sınıflandırma yapılmıştır.  Sonuç olarak 

%51,85 ile luminal A tiplendirmesi en çok görülürken üçlü-negatif vakalar ise 

%33,33 bulunarak en çok gözlenen ikinci tiplendirme oldu. Bu iki tiplendirmeyi 

takiben Luminal B ve HER2 pozitif vakaları %7,4 ile en az görülen tiplendirmeler 

oldu. 

VISTA, T hücre aktivasyonunu baskılayan bir immun kontrol noktası 

molekülüdür. Le Mercier ve arkadaşlarının 2014’te yaptığı bir çalışmada VISTA 

ekspresyonunun tümör infiltre edici nötrofillere özgü olduğunu, tümör hücrelerinde 

ise VISTA ekspresyonunun bulunmadığını ifade etmişlerdir. Yapılan bir çalışmada 

tümör hücrelerinde VISTA ekspresyonunun MMP yolağını tetiklediği bulunmuştur. 

MMP yolağı tümör büyümesi ve tümörün metastazına katkı sağlar. Tez çalışmasında 

tümör hücrelerinde VISTA TB ve TY skorlarının sırasıyla 1,81 ve 1,67 olduğu, bu 

sonuç da VISTA’nın meme tümörü hücrelerinde düşük orta seviyede eksprese 

edildiğini gösterdi. Bu bulgular ışığında tezde kullanılan meme tümörü vakalarında 

VISTA nedeniyle gelişen bir tümör büyümesi ve/veya tümör metastazı gerçekleşme 

olasılığının zayıf olduğunu düşündürmektedir. Ayrıca VISTA ekspresyonunun düşük 

orta seviye bile olsa tümör hücrelerinde bulunması, Le Mercier ve arkadaşlarının 

yaptıkları çalışmayla uyuşmamaktadır.  

VISTA sitotoksik T hücrelerinde bulunduğu gibi antijen sunan hücreler veya 

tümör hücrelerinde de bulunmaktadır (Li Wang ve ark., 2011). Yapılan tez 

çalışmasında tümör derecelerine göre sınıflandırılmış meme kanseri dokularının 

VISTA boyanma dereceleri değerlendirildiğinde; tümör derecesiyle VISTA 
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ekspresyonu arasında pozitif bir korelasyon olduğu görüldü. Bu da tümörün 

malignitesi veya agresifliği arttıkça VISTA ekspresyonunun arttığı sonucunu 

düşündürmüştür. Bununla birlikte VISTA ekspresyonu ile tümör prognozu arasında 

negatif bir korelasyon olduğu söylenebilir. 

Çalışmadaki tümör hücreleri ve tümör mikroçevresinin VISTA 

immunreaksiyonları değerlendirildiğinde; tümör derecesine göre tümör 

mikroçevresinin VISTA reaksiyonlarında anlamlı bir fark olmamasına karşın, tümör 

derecesine göre tümör hücrelerinde VISTA ekspresyonlarında anlamlı bir fark 

olduğu, bunun sonucunda tümörün malignitesi değişse de mikroçevredeki VISTA 

ekspresyonunun değişmediği anlamı çıkarılabilir.  

Yapılan tez çalışmasında moleküler alt tiplendirmeye göre sınıflandırılan 

vakaların 14 tanesinin Luminal A, 9 tanesinin TNBC ve ikişer tanesinin ise Luminal 

B ve HER2 pozitif olduğu tespit edildi. Moleküler alt tiplendirmeyle alakalı 

istatistiksel değerlendirme yapılırken örneklem boyutunun Luminal B ve HER2 

pozitif vakalar açısından yeterli büyüklükte olmaması nedeniyle bu alt tipler 

değerlendirme dışı bırakıldı. Ancak tüm moleküler alt tiplerin VISTA boyanması 

kontrol edildiğinde; çalışma VISTA immun kontrol noktası boyanma yoğunluğu ve 

yüzdesinin meme kanseri türlerinde farklı dağılımlar gösterdiğini ve moleküler 

tiplere göre değişiklikler olduğunu ortaya koymaktadır. Luminal A ve TNBC grupları 

istatistiksel olarak değerlendirildiğinde, VISTA immunreaksiyonları açısından 

anlamlı bir fark bulunmadığı dikkati çekti. 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Yapılan bu çalışmada 27 adet köpek meme tümörü vakası, histopatolojik 

olarak derecelendirildi ve moleküler olarak alt tiplere ayrıldı. Bu vakaların 

maligniteleri ve moleküler alt tipleri ile VISTA immun kontrol noktası arasındaki 

ilişki değerlendirildi. Sonuç olarak tümörün agresifliği ile VISTA arasında pozitif bir 

korelasyon olduğu, moleküler alt tiplerin VISTA immun kontrol noktası miktarına 

herhangi bir etkide bulunmadığı sonucuna varıldı. Ancak çalışmada kullanılan 

vakaların moleküler alt tip çeşitlerinin tamamını karşılamadığı, Luminal B ve HER2 

pozitif alt tiplerinde vaka sayısının azlığı nedeniyle, moleküler alt tiplerine göre 

VISTA korelasyonunun gösterilmesi için fazla sayıda vakaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

Çalışma sonuçlarına göre köpek meme tümörlerinde VISTA varlığı hem tümör hem 

de yangı hücrelerinde gösterilmiştir.  Böylece ileriye yönelik VISTA inhibisyonuna 

dayalı tedavi stratejilerinin önünü açma potansiyeline sahiptir.  
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