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OZET

MEME KARSINOMUNDA PD-L1 EKSPRESYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

Yasin B. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Temel Onkoloji
ve Kanser Biyolojisi Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Kanser ve immiin sistem arasindaki temel etkilesimlerden biri de PD-L1’in ( Programmed cell
Death Ligand ), PD-1’e (Programmed cell Death ) baglanma sinyalini igermektedir. Normalde
immiin sistem isleyisinin bir pargast olan PD-1 / PD-L1 interaksiyonunu kanser hiicreleri
immiin sistemden kagmak i¢in kullanir. Bdylece PD-1’in PD-L1 ve PD-L2 ye baglanmasi, T
hiicre aktivasyonunu engellemektedir.

Degisik calismalarda farkli bir¢ok tiimoriin PD-L1 eksprese ettigi bildirilmistir. Meme
kanserinde ise PD-L1 ekspresyonu, biiyiik timdr boyutu, yiiksek histolojik ve niikleer derece,
yiiksek proliferasyon indeksi, Ostrojen reseptdriiniin negatifligi ve HER2’nin pozitifligi ile
iliskilendirilmistir. Yiiksek proliferasyon indeksine sahip meme kanseri alt tiplerinde (triple-
negatif meme kanseri, HER2+ gibi) daha giiclii immiin cevap olusumu tanimlanmustir.

Bu ¢alisma kapsaminda meme karsinomu tiimor doku orneklerinden elde edilen PD-L1
ekspresyon profillerinin, doku mikroarray’i kullanilarak immiinohistokimyasal yontemle
degerlendirilmesi  amacglanmistir.  Parafine  gomiilii  dokulardan  kesit  alinarak
immiinhistokimyasal boyamaya ge¢ilmistir. Immiinhistokimyasal boyama igin Ventana i-
View DAB kiti, VENTANA “PD-L1 (SP263) Rabbit Monoclonal Primary” antikoru
kullanilmig ve PD-L1 Ventana Benchmark XD DPHK otomatik boyama makinesi ile
boyanmustir.

Bu ¢alismanin sonucunda meme karsinomu doku orneklerinde PD-L1 ekspresyonu % 8,4
oraninda gortilmistiir. Daha agresif tip olarak bilinen HER2+ ile PD-L1 arasinda istatistiksel
korelasyon saptanmigtir (p=0,333). Bununla baglantili olarak Liiminal grubun tek bir ¢ati
altinda toplanmasi ile olusan liiminal dis1 grup ile PD-L1 ekspresyonu arasinda literatiir
bilgilerini destekler nitelikte anlamli bir korelasyon bulunmustur (p=0,029).

Bu sonuglar PD-1 / PD-L1 molekiillerinin daha immiinojenik olan HER2+ ve triple-negatif

subtiplerde yeni bir terapotik hedef olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kontrol noktas1 blokaji, PD-1, PD-L1, Immiinoterapi, Meme kanseri
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ABSTRACT

EVALUATION OF PD-L1 EXPRESSION IN BREAST CARCINOMA

Yasin B. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Basic Oncology
and Biology of Cancer Master Thesis, Aydin, 2018.

One of the key interactions between cancer and the immune system is the connection of PD-
L1 (Programmed cell Death Ligand) and PD-1 (Programmed cell Death). The PD-1 / PD-L1
intervention, normally part of the immunological system process, is used by cancer cells to
escape from the immune system. Thus, binding of PD-1 to PD-L1 and PD-L2 inhibits T cell
activation.

Various studies have reported that many different tumors express PD-L1. In breast cancer,
PD-L1 expression has been associated with large tumor size, high histological and nuclear
grade, high proliferation index, negative estrogen receptor, and HER2 positivity. A stronger
immune response pattern has been described in breast cancer subtypes with high proliferation
index (such as triple-negative breast cancer, HER2 +).

In this study, it was aimed to evaluate PD-L1 expression profiles obtained from breast
carcinoma tumor tissue samples by immunohistochemical method using tissue microarray.
Ventana i-View DAB kit was used for immunohistochemical staining with VENTANA PD-
L1 (SP263) Rabbit Monoclonal Primary antibody and stained with PD-L1 Ventana
Benchmark XD DHK automatic staining machine.

As a result of this study, PD-L1 expression in breast carcinoma tissue specimens was 8.4%.
As a more aggressive type, statistical correlation was found between HER2 + and PD-L1 (p =
0.333). There was also a significant correlation between PD-L1 expression and the non-
luminal group (p = 0.029).

These results demonstrate that PD-1 / PD-L1 molecules may be a new therapeutic target for

more immunogenic subtypes.

Keywords: Check point inhibitor, PD-1, PD-L1, Immunotherapy, Breast cancer



1. GIRIS

Kanser hiicreleri, immiin sistemden kagabilme yetenegi ile normal hiicrelerden daha
bagimsiz ve kontrolsiiz bir yasam siirmektedir. Kanser hiicrelerinin, bu sekilde immiin
sistemden kagabilmesi ¢ok ¢esitli ve olduk¢a karmasik mekanizmalarla miimkiin olmaktadir.
Bunlar arasinda yabanci tiimor antijenlerinin down regiilasyon ile immiin sistem tarafindan
fark edilmemesi, anti-enflamatuar sitokinleri sekrete ederek immiin supressif bir mikrogevre
olusturmasi, ve kanserle savasan immiin hiicreleri etkin sekilde sessizlestiren immiin sistemin
negatif diizenleyicilerini eksprese etmesi gibi mekanizmalar sayilmaktadir. Kanser ve immin
sistem arasindaki temel etkilesimlerden biri de PD-L1’in ( Programmed cell Death Ligand ),
PD-1’e ( Programmed cell Death ) baglanma sinyalini i¢ermektedir. PD-L1, timor
hiicrelerinin yiizeyinde bulunurken PD-1 aktive B lenfositlerinin ve aktive T lenfositlerinin
yiizeyinde bulunmaktadir (Dong ve ark., 2002; Freeman ve ark., 2000). Degisik ¢alismalarda
farkli bir¢ok tiimoriin PD-L1 eksprese ettigi bildirilmistir (Dong ve ark., 2002; Freeman ve
ark., 2000; Liu ve ark., 2007; Thompson ve ark., 2004). Buna dayanarak, son zamanlarda,
PD-1 ve PD-L1’in etkilesimini inhibe eden ajanlarin gelistirilmesi, kanser hastalarmin
tedavisinde umut verici olmustur. Hem minimal toksisite hem de artmis sagkalim ile potent
bir etki sagladig1 gosterilmistir (Dong ve ark., 2002; Freeman ve ark., 2000; Joseph ve ark.,
2013; Liu ve ark., 2007; Shin ve Ribas, 2015; Sunshine ve Taube, 2015; Swaika ve ark.,
2015; Thompson ve ark., 2004).

Meme kanserinde, PD-L1 ekspresyonu, biiyiik timor boyutu, yiiksek histolojik ve niikleer
derece, yiiksek proliferasyon indeksi, Ostrojen reseptoriinin negatifligi ve HER2’nin
pozitifligi ile iliskilendirilmistir (Muenst ve ark., 2014). Ayrica, PD-L1 ekspresyonunun
azalmig sagkalim ile iligkili oldugu da bildirilmistir (Emens ve ark., 2014; Muenst ve ark.,
2014). Benzer sekilde over kanserinde de PD-L1 ekspresyonunun azalmig sagkalim ile korele
oldugu saptanmigtir (Hamanishi ve ark., 2007; Matsuzaki ve ark., 2010).

Bir¢ok solid tlimorde, tiimore karst immiin cevabin goriildiigii bilinmektedir, ancak bu immiin
cevabin immiin supresif faktorlerle dengelenmis oldugu da gosterilmistir (Schiitz ve ark.,
2017). Buna ek olarak, invivo sartlarda PD-L1 ekspresyonunun karsinogenezde rol aldigi ve
invazyonu arttirdi§i, bunun yani sira timdr  hiicreleri tarafindan artmig PD-L1
ekspresyonunun spesifik CD8 + T hiicrelerini daha az islevsel hale getirdigi gosterilmistir

(Iwai ve ark., 2002). Bu veriler 1s1¢inda kanser hiicrelerinde, spesifik antikorlar kullanilarak
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PD-1 / PD-L1 yolunun bloke edilmesinin, hiicresel immiinoterapilerde daha gii¢lii bir timor

regresyonuna yol a¢tig1 invivo ortamda gosterilmistir (Kodumudi ve ark., 2016).

Immiin modiilasyon solid tiimérlerde umut verici bir strateji gibi gdziikmektedir. Immiin
kontrol noktalari, immiin sistemden kacisin ana mekanizmalarindan biridir. Timor
hiicrelerinde PD-L1'in ekspresyonu, daha diisiik aktivite gosteren spesifik CD8+ T
hiicrelerinin gelisimini yol a¢maktadir (lwai ve ark., 2002). PD-1 veya PD-Ll1'e karsi
antikorlarin etkinligi, ¢esitli klinik calismalarla arastirilmaktadir ve giinlimiizde akciger
(Konishi ve ark., 2004), bobrek (Strome ve ark., 2003) ve ileri evre malin melanom (Taube

ve ark., 2014) hastalarinda etkinligi ispatlanmis, rutin kullanima girmistir.

Yiiksek proliferasyon indeksine sahip meme kanseri alt tiplerinde (triple-negatif ve HER2+
gibi) de gii¢lii immiin cevap olusumu tanimlanmistir. Bu baglamda triple-negatif meme
kanserlerinin %20' sinde PD-L1’in artmis ekspresyonu bildirilmistir (Mittendorf ve ark.,
2014).

Bu calisma kapsaminda meme karsinomu tiimér doku 6rneklerinden elde edilen PD-L1
ekspresyon profillerinin, doku mikroarray’i kullanilarak immiinohistokimyasal yontemle

degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve kadinlarda kansere bagli dliimlerin
onde gelen nedenidir (Torre ve ark., 2015). Uluslararas1 Kanser Ajansinin 2012 verilerine
gore Meme Kanseri diinyada en c¢ok tani konulan kanserler arasinda ikinci sirada yer
almaktadir (%11.9). Tiim kanser hastalarinin % 25" ini ve kadin kanser 6liimlerinin % 15 ini
olusturur. Bu verilere gore diinyada kanser tanist alan her 4 kadindan birinde kanser tipi,
meme Kkanseridir. Bununla birlikte, son yillarda o&zellikle kadinlarda meme kanseri
insidansinin ve meme kanserinden Oliimlerin arttigi bilinmektedir. Bu nedenle meme
kanserinin erken teshisi i¢in tarama yontemlerinin yani sira tedavisine yonelik bilimsel

caligsmalar her gecen giin artmaktadir.

Meme kanserinde, yakin bir zamana kadar histolojik goriiniimiine gore siniflama
yapilmaktayken, giinlimiizde pratik uygulamalara yon veren molekiiler siniflama ilk kez 2000
yilinda Perou ve ark. (Ignatiadis ve ark., 2000) tarafindan tanimlanmistir. Bu siniflamay1 gen
ekspresyon c¢aligmalar1 1s181inda Ostrojen reseptorii (ER) varligina gore yapmiglardir. Meme
kanserinde heterojenitenin anlasilmasindan sonra molekiiler 6zelliklerine gore baz1 alt tipler
tammmlanmistir (Foulkes, 2008; Ignatiadis ve ark., 2000; Yersal ve Barutca, 2014). Bu
smiflama ile temelde Liminal A, Liminal B, HER2, bazal benzeri (triple-negatif) ve

smiflandirilmayan normal meme kanseri olarak bes gruba ayrilmistir (Sekil 1).

ER pozitif olan Liminal A ve Liiminal B timérler, meme bezlerinin liimene bakan (liiminal)
hiicrelerine benzer gen ekspresyonu, sitokeratin profili ve diger liiminal hiicrelerle iligkili
belirtegleri bulundurmaktadir. ER negatif tiimorlerin bir kismi -yaklasik % 15-20’si- HER2
gen amplifikasyonu ya da bu genin protein iriiniin asir1 ekspresyonunu gosterebilirler. Bu
grup HER2+ tiimorler olarak bilinmektedir. Liiminal grup disi tiimorlerin HER2 negatif
olanlar1 ise meme bezlerinin normal bazal hiicrelerine benzer gen ekpresyonu ve immiin
aktivite gostermektedir. Bunlarda genellikle ER ve PgR de negatif bulundugundan bu grup
bazal-benzeri (basal-like) ya da triple (ii¢lii)-negatif meme kanseri olarak adlandirilmaktadir
(Eliyatkin ve ark., 2015; Fu ve ark., 2014; Ignatiadis ve ark., 2000, 2014; Tran ve Bedard,
2011)



Yapilan g¢aligmalar sonucu meme tiimorlerinin %75’inde Ostrojen reseptorii (ER) ve/veya
progesteron reseptorii (PgR) bulundugu ve ¢ogu tiimdriin liiminal grupta oldugu belirtilmistir

(Yersal ve Barutca, 2014).

Meme Kanserinde Molekiiler

Smiflandirma

PgR+

HER2-

Ki67 diisiik

Sekil 1: Meme Kanserinde Molekiiler Siniflandirma

Meme kanseri, tedavisinde belirgin sekilde ilerlemeler olmasina ragmen hala 6nemli bir
mortalite ve morbidite nedenidir. Meme kanserinde baslica prognostik belirtegler; lenf nodu
tutulumu, timor boyutu, metastaz durumu, p53 mutasyonu, tiimériin diferansiyasyon derecesi,
hastanin yasi, hormon reseptorlerinin durumu, HER2 ekspresyon seviyesi, Ki67 proliferasyon
indeksi, invazyon, tiimoriin histolojisi, neoadjuvan kemoterapi ve hormon terapiye yanit
durumudur (Anderson ve ark., 2014; Kesse-Adu ve Shousha., 2004; Tsutsui ve ark., 2003).
Bu belirtegler meme kanserinde tani, tedavi ve hastanin yonetimi agisindan oldukga
faydalidir. Ancak yine de primer ve sekonder direng durumu, konvansiyonel antineoplastik
ilaglarin yan etkileri gibi nedenlerle yeni tedavi stratejilerine ihtiyag duyulmaktadir.
Bunlardan biri de son zamanlarda c¢ok popiiler olan kontrol noktasi inhibitdrlerinin

kullanilmasidir.



2.2. Kontrol Noktasi inhibitorleri

Immiin kontrol noktalari, immiin sistemin normal isleyisini dengede tutan kendi hiicrelerine
kars1 toleransin korunmasi ve doku hasarini en aza indirmek i¢in bagisiklik yanitlarinin

diizenlenmesinde biiyiik 6neme sahiptir.

Meme kanseri de dahil tiimorlerin bir gogu ko-inhibitor molekiilleri eksprese edebilirler. Ko-

inhibitdr molekiiller T hiicre aracili immiin kontrolden kagmay1 dnleyen 6nemli yapilardir

(Bedognetti ve ark., 2016).

T hiicreleri, hem adaptif hem de dogustan gelen efektér mekanizmalarini entegre ederek
cesitli immiin tepkileri kontrol edebilir. T hiicrelerinin dogru aktivasyonu saglamasi i¢in , T
hiicresi sagkalimini, proliferasyonunu ve / veya antijenlere tepkisini diizenleyen 2 sinyal
gerekmektedir. Ilk sinyal antijen tanima yoluyla T hiicresi reseptorii (TCR) tarafindan
baslatilmaktadir. Ikincisi ise, ozellikle B7 ailesi iiyelerini iceren immiin kontrol noktalari
olarak da bilinen ko-stimiilator ve / veya ko-inhibitor sinyallerin reseptorleri ve ligandlari
arasindaki etkilesime aracilik etmektedir (Ceeraz ve ark., 2013; Chen ve Flies, 2013) (Sekil
2).

PD-1 ™ \
&’( T Hiicresi
= R---pt&ru
* PD-L1 (-
(')k =
~-Hiicre
Y \\ eseptdrd
/,‘ \.\ MHC CTL
£

N\ / PD-L1
A B7.1/ 87.3(2
7 \ \ 5 MHC
3 X

%

Sekil 2: Ko-Inhibitor / Ko-Stimiilatr Reseptér Ve Ligandlari



Fizyolojik kosullar altinda, self tolerans1 ve immiin homeostazini siirdiirmek i¢in ¢ok 6nemli
olan ko-inhibitér ve ko-stimiilator sinyaller arasinda bir denge vardir, béylece immiin sistem
patojeni etkin bir sekilde temizlediginde dokulari gereksiz hasarlardan korumaktadir (Jung ve
Choi, 2013).

Bu nedenle, Kko-stimiilator reseptorlerin agonistleri veya Kko-inhibitdr reseptorlerin

antagonistleri antijen spesifik T hiicre yanitinin amplifikasyonuna yol agmaktadir (Maj ve

ark., 2013; Sanmamed ve ark., 2015).

Inhibitdr reseptodrlerin ligandlari ile etkilesimi, 6zel molekiiller tarafindan bloke edilebilir. Bu
6zel molekiillerden sitotoksik T lenfositle iligkili antijen-4 (CTLA-4) ’e ve yeni bir yaklagim
olan programlanmis hiicre 6liim proteini (PD-1) > ne karst monoklonal antikorlar (mAbs),
melanoma (anti-CTLA-4 ve anti- PD-1 mAbs) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(anti-PD-1 mADbs) tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Ayrica son yapilan ¢aligmalar
meme kanserinde PD-1 sinyalinin engellenmesinin miimkiin olabilecegini gostermistir

(Brahmer ve ark., 2012; Schalper ve ark., 2014)

Gelisen teknoloji sayesinde, bilimsel ¢aligmalarda faydalanilabilecek yiiksek verimli analizler
kullanilarak, T hiicre aracili kanser eliminasyonundan sorumlu molekiiler mekanizmalar
acikliga kavusturulmustur (Galon ve ark., 2013; Schumacher ve Schreiber., 2015; Wang ve
ark., 2013).

Timorlerde, PD-L1 gibi immiin inhibitor molekiiller, asirt immiin reaksiyonlarin ve immiin
direncinin zayiflatilmasiyla sonuglanan onkojenik transformasyonun ardindan eksprese

edilmektedir (Bedognetti veark., 2016).

Kontrol noktasi blokaji kanser tedavisinde yeni bir hedefe yonelik tedavinin Oniinii agmistir.
Normalde immiin sistem igleyisinin bir pargast olan PD-1/ PD-L1 interaksiyonunu kanser
hiicreleri immiin sistemden ka¢mak i¢in kullanir. Boylece PD-1’in PD-L1 ve PD-L2 ye
baglanmasi, T hiicre aktivasyonunu engellemektedir (Pardoll, 2012). Ko-stimiilatér molekiil
olan PD-1 in ligand1 PD-L1 ile etkilesiminin hem Try hem de Thl7 hiicrelerinin
diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir. Bu etkilesim efektér immiin yaniti daha ¢ok
bastiran Treg hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir. PD-1/ PD-L1’in bloke edilmesi ile Teq
etkinligi azalmaktadir. Ve Th17 enflamatuar hiicrelerinin azalmasi ger¢eklesmektedir (Fife ve
ark., 2009; Francisco ve ark., 2009).



Son yillarda,kanser immiinoterapisi alaninda immiin kontrol noktalari inhibitorleri olan,
sitotoksik T-lenfosit iligkili antijen 4 (CTLA-4)ve daha yakin zamanda Programlanmis Hiicre
Oliimii inhibitdrleri yaygin olarak galisilmaktadir (Bertucci ve ark., 2016).

Monoklonal antikorlar (mAbs) kullanarak immiin kontrol noktalarinin bloke edilmesinin,
sadece melanom ve renal hiicreli karsinom gibi klasik 'immiinojenik’ tiimor tiplerinde degil,
ayn1 zamanda akciger (Rizvi ve ark., 2015), kolorektal (Le ve ark., 2015), over (Dong ve ark.,
2002), o6zofagus (Shah, 2015), mesane (Bracarda ve ark., 2015) ve daha yakin zamanlarda
meme kanseri (Emens ve ark., 2014; Nanda ve ark., 2014) dahil olmak iizere bir¢ok solid
timorde etkili anti-timor tepkilerini tetikledigi de gosterilmistir (Bracarda ve ark., 2015; Hodi
ve ark., 2010; Robert ve ark., 2014)

221 CTLA-4

CTLA-4, T hiicresinin ko-stimiilatér reseptorii ve CD28'e karsi koyan ilk immiin kontrol
noktas1 reseptorii olarak tamimlanmistir (Walunas ve ark., 1994). Antijen taninmasindan
sonra, CD28 ve ligandlar1 CD80 ve CD86 ile etkilesimi, T hiicrelerini aktive etmek i¢in TCR
(T-Hiicre Reseptoril) sinyalini giliglendirmektedir ve bunu bir CTLA-4 upregiilasyonu
izlemektedir (Krummel ve Allison, 1996). CTLA-4, CD80 ve CD86 i¢in daha yiiksek bir
afiniteye sahiptir, boylece T hiicresi aktivasyonunu ve CD28'i baskilamaktadir (Egen ve
Allison, 2002). CTLA-4, aktive edilmis CD8+ efektor T hiicreleri tarafindan eksprese
edilmesine ragmen, T yardime1 hiicre aktivitesini modiile ettigi ve diizenleyici T hiicre (Treg)
aracili immiin baskilamay1 gelistirdigi icin CD4+ T hiicreleri agisindan daha énemli oldugu
bildirilmistir (Pardoll, 2012; Takahashi ve ark., 2000). CTLA-4 kanser hiicreleri tarafindan da
eksprese edilmektedir. Meme kanserinde yeni yapilan bir ¢aligmada, sitoplazmik CTLA-4
noktalarinin varliginin kisa sagkalim ile iliskili oldugu bildirilmistir (Yu ve ark., 2015). Bu
ekspresyonun degerlendirilmesinden baska, fare modellerinde yapilan ¢alismalar, CTLA-4 iin

T hiicreleri tizerinde diizenleyici bir etki gosterdigini desteklemistir (Ward ve ark., 2013).

Anti-CTLA-4 mAb Ipilimumab, metastatik melanomanin tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanmugtir. Ipilimumab'in etki mekanizmasi, CTLA-4 sinyallerinin inhibisyonu yoluyla T
hiicresi yanitiin gelistirilmesine dayanmaktadir. Bununla birlikte, ipilimumab’m, CTLA-4
pozitif melanoma hiicre hattinda antikora bagimli sitotoksisiteye neden oldugu da

gosterilmistir (Laurent ve ark., 2013).



Akciger kanserinde de, Ipilimumab’in kemoterapi ile birlikte test edildigi faz II calismalari

yapilmustir, faz I1I ¢alismalar1 ise devam etmektedir (Lynch ve ark., 2012).

2.2.2PD-1/PD-L1

Kanser hiicreleri, immiin sistemden kacabilme yetenegi ile normal hiicrelerden daha bagimsiz
ve kontrolsiiz bir yasam siirmektedir. Kanser hiicrelerinin, bu sekilde immiin sistemden
kacabilmesi ¢ok ¢esitli ve olduk¢a karmasik mekanizmalarla miimkiin olmaktadir. Bunlar
arasinda yabanci tiimor antijenlerinin down regiilasyon ile immiin sistem tarafindan fark
edilmemesi, anti-enflamatuar sitokinleri sekrete ederek immiin supressif bir mikrogevre
olusturmasi, ve kanserle savasan immiin hiicreleri etkin sekilde sessizlestiren immiin sistemin
negatif diizenleyicilerini eksprese etmesi gibi mekanizmalar sayilabilir. Kanser ve immiin
sistem arasindaki temel etkilesimlerden biri PD-L1’in (Programmed cell Death Ligand), PD-
1’e (Programmed cell Death) baglanma sinyalini icermektedir (Fife ve ark., 2009; Francisco
ve ark., 2009; Latchman ve ark., 2001).

TCR ( T-Hiicre Reseptérii)

ANTIIEN ‘ /
\

ﬁ’a sif
\ T Hl'.,'u:re-si/

PD-L1

Sekil 3: Tiimor Hiicrelerinin T Lenfosit inhibisyonu

T hiicreleri dahil cesitli bagisiklik hiicreleri tarafindan eksprese edilen bir hiicre ylizey

membran proteini olan PD-1, dendritik hiicreler, makrofajlar veya B hiicreleri gibi antijen



onleyici hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir. Ve ligandlar1 olan PDL-1 ve PDL-2 ile
aktive edilir (Pardoll, 2012; Sponaas ve ark., 2015). PD-1 ligandlari ile interaksiyonu sonucu,
lenfosit aktivasyonunu zayiflatmaktadir ve diizenleyici T (Treg) hiicre gelisimini ve
fonksiyonunu desteklenmektedir ve bagisiklik tepkisinin inhibisyonunu saglanmaktadir (Sekil
3) (Bertucci ve ark., 2016).

Timoér hiicrelerinin - farkli bolgelerinde PD-L1 eksprese edildigi bilinmektedir. Bu
mekanizmay1 kanser hiicreleri immiin sistemden kacarak yasamaya devam etmek ve daha

agresif hiicreler olusturmak i¢in kullanmaktadir.

PD-1/ PD-L1 inhibitérlerinin klinik denemelerinden, 6zellikle melanoma, akciger ve mesane
karsinomlarinda, kalic1 yanitlarla umut verici sonuglar elde edilmistir (S. L. Topalian ve ark.,
2012). Bu kapsamda immiin kontrol noktasi diizenleyicileri olan PD-1 / PD-L1' in
inhibisyonu, ileri evre malin melanom ve kiigiik hiicreli olmayan dis1 akciger kanseri gibi kotii
prognozlu malignitelerde son zamanlarda klinik ¢alismalarda kullanilmis ve iyi sonuglar elde
edilmistir. Ileri evre malin melanom (2014°’te) ve kiiciik hiicreli olmayan dis1 akciger
kanserinde (2015°te) FDA onay1 alinmistir. Bunun yaninda timor ve/veya bagisiklik hiicreleri
tizerindeki PD-L1 ekspresyonu ile objektif cevap arasindaki korelasyon rapor edilmistir (S. L.

Topalian ve ark., 2012)

PD-1 genellikle immiin diizenlemede rol alir ve “kontrol noktas1 molekiilii” olarak adlandirilir
ve sistemin kendi hiicrelerine kars1 var olan toleransi korumaya yardimei olur. PD-1, bir¢ok
timor infiltre edici CD8+ T hiicresinin yani sira CD4+ T hiicreleri, dogal o6ldirticii (NK) T
hiicreleri, B hiicreleri, aktive edilmis monositler ve dendritik hiicreler iizerinde eksprese
edilmektedir (Dong ve ark., 2002; Freeman ve ark., 2000; Keir ve ark., 2006). Ayrica T hiicre
diizenlenmesinde yer alan PD-1, ligandlar1 (PD-L1 veya PD-L2) ile bir kompleks
olusturmaktadir (Pardoll, 2012). Bu kompleksin inhibe edici sinyalleri ileterek ve
aktiflestirilmis CD8+ T hiicrelerinin proliferasyonunu azaltarak, bagisiklik sisteminin negatif

diizenleyicisi olarak islev gordiigii bilinmektedir (Flies ve ark., 2011).

PD-L1 ise, enflamasyona yanit olarak hematopoietik, endotelyal ve epitelyal hiicreler
tizerinde eksprese edilmektedir (S. Topalian ve ark., 2012) ve timor mikrogevrede immiin

supresyonda énemli bir rol oynar.

Over (Hamanishi ve ark., 2007) , akciger (Konishi ve ark., 2004) ve renal hiicre karsinomlari

(Thompson ve ark., 2004) gibi bir ¢ok tiimorde eksprese edilmektedir. Ozellikle, tiimor
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hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyonunun T hiicresi aktivasyonunu baskiladigi ve T hiicrelerinin
apoptozunu indiikledigi gosterilmistir (Blank ve ark., 2005). Buna dayanarak, son zamanlarda,
PD-1 ve PD-L1’in etkilesimini inhibe eden ajanlarin gelistirilmesi, kanser hastalarinin
tedavisinde umut verici olmustur. Hem minimal toksisite hem de artmis sagkalim ile potent
bir etki sagladig bildirilmistir (Muenst ve ark., 2014). iste bu yiizden PD-1 ve PD-L1’i inhibe

eden antikorlarla bu yolagi hedeflemek 6nem tagimaktadir.

Son calismalar, PD-1 / PD-L1 yolaginin aktivasyonunun tiimérlerin konakg¢iya ait immiin
sistemden kagmasina izin veren bir mekanizma oldugunu goéstermektedir (Muenst ve ark.,
2014). Bu yolagin kanser hiicreleri tarafindan kullanilmasi kanser asilarinin kansere 6zgii T
hiicrelerini  indiiklemesine ragmen timor biiyiimesinin neden kontrol edilmedigi ile

yorumlanmugtir (Muenst ve ark., 2014).

Anti-CTLA4'e ek olarak, PD-1 ve PD-L1'e karsi yonlendirilen mAb'ler, kanser hastalarinin
tedavisinde onemli terapétik araglar olarak ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4). Bu ilaglar, daha iyi

bir giivenlik profili ve daha belirgin anti-tiimor aktivitesi ile karakterizedir.

ANTIUEN TCR (T-Milcre Reseptari)
e \
’ Akt
| \
1 Hiicresi |
/]
\ |
PD-1
PD-11

Sekil 4: Immiinoterapi ile T Hiicre Aktivasyonu

Anti-CTLA-4 ve anti-PD-1 / anti-PD-L1 gibi immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin amaci
negatif yolaklarin1 bloke ederek "frenleri serbest birakmak" ve T hiicresi aktivasyonunu

arttirmaktir (Schiitz ve ark., 2017).

Kanser hiicrelerinin immiin sistemden kag¢is mekanizmasini kullandigi diistiniildiigiinde, PD-1

/ PD-L1 etkilesim yolagmin engellenmesinin, CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated
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Protein 4) blokajina kiyasla daha fazla anti-tiimor aktivite ve daha az yan etki gosterecegi
Oongoriilmiistiir. Bu baglamda PD-L1’1 bloke eden antikor calismalari arttirilmistir. Giincel
olarak ileri evre malign melanom (2014) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (2015)
tedavisi i¢in kullanilan anti-PD-L1 benzeri anti-tiimor aktivite gosteren, anti PD-1 antikoru
Pembrolizumab ve Nivolumab FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmistir (Adachi ve Tamada, 2015; Anagnostou ve Brahmer, 2015; Melero ve ark.,

2013). Anti PD-1/ PD-L1 antikorlar1 diger malignitelerde arastiriimaya devam etmektedir.

2.3. Kanserde Immiinoterapi

Birg¢ok solid tiimorde, timore karst immiin cevabin goriildiigi bilinmektedir, ancak bu immiin
cevabin immiin supresif faktorlerle dengelenmis oldugu da gosterilmistir (Schiitz ve ark.,
2017). Buna ek olarak, invivo sartlarda PD-L1 ekspresyonunun karsinogenezde rol aldigi ve
invazyonu arttirdi§i, bunun yanit sira timdr hiicreleri tarafindan artmus PD-L1
ekspresyonunun spesifik CD8+ T hiicrelerini daha az islevsel hale getirdigi ve spesifik
antikorlar kullanilarak PD-1 / PD-L1 yolunun bloke edilmesinin, hiicresel immiinoterapilerde
daha gii¢lii bir timor regresyonuna yol actigi invivo ortamda gosterilmistir (Iwai ve ark.,
2002).

Immiin modiilasyon solid tiimdrlerde umut verici bir strateji gibi gdziikmektedir. Immiin
kontrol noktalari, immiin sistemden kacisin ana mekanizmalarindan biridir. Timor
hiicrelerinde PD-L1'in ekspresyonu, daha diisiik aktivitite gosteren spesifik CD8+ T
hiicrelerinin gelisimini yol agmaktadir (Sekil 5) (lwai ve ark., 2002). PD-1 veya PD-L1'e

kars1 antikorlarin etkinligi, ¢esitli klinik ¢alismalarla arastirilmaktadir.
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Sekil 5: IFNy Aracili T Hiicre Inhibisyonu

Melanom ve kii¢iik hiicreli olmayan dis1 akciger kanserinde PD-1 / PD-L1 inhibitorleri ile
yapilan ¢alismalarda PD-L1 ekspresyonunun daha yiiksek yanit orami ile iligkili oldugunu
ileri stiriilmiistiir (Taube ve ark., 2014; Teng ve ark., 2015) ve melanom , kiigiik hiicreli
olmayan dis1 akciger kanseri ve renal hiicreli karsinomda PD-1 / PD-LI1 antikorlari
kullanilarak yapilan klinik ¢aligmalarda, giivenli ve dayanikli timor regresyonu
gosterilmistir (Brahmer ve ark., 2012; Herbst ve ark., 2014; Taube ve ark., 2012; Teng ve

ark., 2015).

2.3.1. Meme Kanserinde immiinoterapi

Meme kanseri zayif immiinojenik olarak kabul edilmistir ve interlokin 2 veya interferonlar ile
immiinoterapi tedavisinden iyi sonuglar elde edilemedigi kaydedilmistir (Bertucci ve ark.,
2016). Aslinda, meme kanseri, ¢esitli molekiiler alt tipler igeren heterojen bir kanser tiirtidiir
ve bu alt tiplerin bazilarinda, bagisiklik sisteminin rolii son zamanlarda ortaya ¢ikmustir.
Triple-negatif (ER / PgR / ERBB2-negatif) ve HER2+ alt tiplerde, tiimor infiltre edici lenfosit
(TIL)’ lerin (Loi ve ark., 2014) veya immiin yanit belirteglerinin (Sabatier ve ark., 2011)

olmas1 immiinoterapi i¢in uygulanabilecegi ile iliskilendirilmistir.
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PD-L1 ekspresyonu bobrek, akciger, pankreas, 6zofagus, yumurtalik, kolorektal kanserler,
bas-boyun kanserleri, skuaméz hiicreli karsinom, melanom ve glioma gibi farkli kanser
tirlerinde gosterilmistir. Meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunun yaygmligi ilk defa 2006
yilinda Ghebeh ve ark. tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alismada immiinohistokimya (IHK) ile
tiimor hiicreleri veya TIL'ler lizerinde PD-L1 ekspresyonu analiz edilmistir. Degerlendirilen
primer meme kanseri Orneklerinin 22 / 44'tinde (% 50) PD-L1 ekspresyonunun mevcut
oldugu bildirilmistir (Ghebeh ve ark., 2006).

Meme kanserinde mamografik tarama, hormon tedavisi ve insan epidermal biiyiime faktorii
reseptor 2 (HER2)’ ye kars1 hedefe yonelik tedavilerin kullanimi, son yirmi yil i¢inde 5 yillik
sagkalim oranlar1 ile tedavi sonuglarinda belirgin iyilesmeler saglamistir ve bu oran simdi
birgok tilkede % 90'a yaklagmistir (AIHW, 2014). Bununla birlikte, hormon negatif ve HER2
protein ekspresyonu / HER2 gen amplifikasyonu bulunmayan, triple-negatif hasta grubu igin,
prognoz kotiidiir ve tedavi segeneginin oldukga sinirli oldugu bilinmektedir (Beckers ve ark.,
2016). Bu nedenle triple-negatif meme kanseri hastalarinda yeni tedavi stratejileri belirlemek
onem tasimaktadir. Meme kanserinde anti-PD-1 anti-PD-L1 c¢alismalari, bir¢ok tiimorde PD-1

blokaj1 ¢aligmalari ile elde edilen iyi sonuglardan dolayi son birkag¢ yilda yogunlagmustir.

Meme kanserinde, PD-L1 ekspresyonunun, biiyiik tiimor boyutu, yiiksek histolojik ve niikleer
derece, yiiksek proliferasyon indeksi, Ostrojen reseptOriiniin negatifligi ve HER2’nin
pozitifligi ile iliskili oldugu ifade edilmistir (Muenst ve ark., 2014) Ayn1 ¢calismada hasta yas1
kiictildikce PD-L1 ekspresyon orani artmis ve prognoz kotllesmistir. Ayrica, PD-L1
ekspresyonunun azalmis sagkalim ile iligkili oldugu da bildirilmistir (Emens ve ark., 2014;
Muenst ve ark., 2013) Benzer sekilde over kanserinde de PD-L1 ekspresyonunun azalmis

sagkalim ile iligkili oldugu saptanmistir (Hamanishi ve ark., 2007; Matsuzaki ve ark., 2010).

Yiiksek proliferasyon indeksine sahip meme kanseri alt tiplerinde (triple-negatif meme
kanseri, HER2+ gibi) de gii¢lii immiin cevap olusumu tanimlanmustir. Triple-negatif meme
kanserlerinin %20'sinde PD-L1’in artmus ekspresyonu bildirilmistir (Mittendorf ve ark.,
2014).

Meme kanserinde PD-L1 ekspresyonu ile ilgili bugiine kadar ¢ok sinirlt veri bulunmaktadir.
Son yillardaki ¢alismalar, meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunu hem kotii prognostik bir
faktor (Muenst ve ark., 2014) hem de koruyucu bir faktér (Schalper ve ark., 2014) olarak

tanimlamaktadir.
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Solid tiimorlerle yapilan ¢ok sayida ¢alisma, T helper 1 polarizasyonu sergileyen tiimorlerin
immiinoterapiye daha iyi yamit verdigini ve daha iyi bir prognozla iligkili oldugunu
gostermistir (Brahmer ve ark., 2012; Ribas ve ark., 2014; Robert ve ark., 2014; Shin ve Ribas,
2015; S. L. Topalian ve ark., 2014). Bu tiimérlerin ICR (Immunologic constant of rejection)
olarak adlandirilan bazi spesifik yolaklarin aktivasyonu ile karakterize olduklar1 bilinmektedir
(Bedognetti ve ark., 2010; Galon ve ark., 2013; Murtas ve ark., 2013). Bu yolaklar IFN ile
uyarilan gen yolagin1 (IRF1 ve STATI ortak noktasinda), CXCR3 ve CCRS5 ligand yollarini
(6rn., CXCL9-11 ve CCL3-5) ve immiinefektor fonksiyon genlerini (6rn., Perforin,
graniilisin) igermektedir (Galon ve ark., 2013; Murtas ve ark., 2013). Meme kanserinde de
cesitli prognostik ve prediktif immiin iliskili belirtegler ICR yolaginda toplanir (Bedognetti ve
ark., 2015).

Meme kanserinde PD-L1 ekspresyonunun diizenlenmesi son derece karmasiktir. PD-L1, bir
interferon (IFN) stimiile edici gendir ve modiilasyonunun, IFNy tarafindan siki bir sekilde
diizenlendigi bilinmektedir (Bedognetti ve ark., 2016). Bu durum, PD-L1 seviyesi ile
aktivasyonu sonrast IFNy salgilayan tiimor infiltre edici lenfositlerin (TILs) yogunlugu
arasindaki giiclii korelasyonla iligkilendirilmistir (Taube ve ark., 2014). Tiimor hiicrelerinin
intrinsik  genetik programi, farkli hastaliklarda degisik oranlarda da olsa PD-L1'in
modiilasyonunda da rol oynamaktadir. Ornegin Hodgkin olmayan lenfomada, kromozom
9p24'tin amplifikasyonu, yiiksek ekspresyon seviyeleri olan PD-L1 ve PD-L2' nin eslik ettigi
tekrarlayan bir genomik degisikligi temsil ettigi agiklanmistir (Ansell ve ark., 2015). Meme
kanserinde, benzer kromozomal amplifikasyonun PD-1 ligandlarinin daha yiiksek
ekspresyonuyla iliskili oldugu, 41 triple-negatif meme kanseri olgularmin 12' sinde
gozlenmistir, ancak ER+ veya HER2+ meme karsinomu dokularinda goriilmemistir (Barrett
ve ark., 2015). Baska bir ¢alisma, diger alt tiplere kiyasla triple-negatif tiimorlerde daha
yiiksek bir PD-L1 amplifikasyonu bildirmistir (Sabatier ve ark., 2015). Genel olarak, meme
kanserinde, PD-L1 transkriptlerinin, kopya sayisi degisikligi ile anlamli derecede iliskili
olmadigi bildirilmistir (Ali ve ark., 2015). Aslinda, PD-L1'in yoklugu, bir tiimoriin T hiicresi
invazyonuna daha fazla izin vermesini saglayacagi ve ardindan, aktive edilmis lenfositler
(veya dogal oldiiriicii hiicreler) tarafindan salgilanan IFNy, PD-L1' i eksprese etmek i¢in
tiimdr hiicrelerini indiikleyecegi boylece PD-L1 yapisal aktivasyonu ve exvivo ekspresyon
arasinda bir uyumsuzluga neden olacagi bilinmektedir. Ve tam tersine PDL-1 in ekspresyonu
(ilgili genin amplifikasyonunu takiben) T hiicre infiltrasyonuna, bunun sonucunda da IFNy

salimiminin azalmasina ve PD-L1 ekspresyonunun devamli olarak artmasinin engellenmesine
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neden olacagi bildirilmistir (Bedognetti ve ark., 2016). Bu nedenle, kopya sayisi
varyasyonlart PD-L1 ekspresyonunu etkilese de, PD-L1 ekspresyonu ile Klinik veriler

arasinda korelasyonun anlamli olmadig1 belirtilmistir (Bedognetti ve ark., 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu ¢alisma laboratuvar materyali ile yapilan tanimlayici deneysel bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri Ve Zaman

Bu calisma Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Patoloji Laboratuvarinda, Ocak 2015-Ocak 2017 yillar1 arasinda meme karsinom tanisi
alan hastalara ait doku orneklerinde yapilmistir. Calismada, doku mikroarray
kullanilarak PD-L1 IHK (Immiinhistokimyasal) boyama islemi gergeklestirilmistir.

Olgularin tedavi sonrasi izlemleri i¢in ilgili klinik doktorundan bilgi alinmustir.

3.3. Materyal Toplanmas1 Ve Orneklerin Hazirlanmasi

Bu c¢alisma oOrneklemi igin, Ocak 2015-Ocak 2017 yillar1 arasinda Saglik Bilimleri
Universitesi Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Laboratuvarinda, meme
karsinomu doku tanist alan ve klinik bilgisi bulunan 107 6rnek segilerek elektronik ortamda
kay1t edildi. Hastalara ait tiim preparatlar, preparat arsivinden ¢ikarilarak dikkatlice incelendi.
Nekroz icermeyen canli tiimor dokusundan olusan doku igeren bloklar ¢alismaya dahil edildi.
Hastalarin demografik bilgileri laboratuvar elektronik arsivinden ve klinik doktorlarindan elde
edildi. Isitk mikroskobik degerlendirmeyle saptanan tiim histopatolojik parametreler
kaydedildi.

Ayrica hasta yasi, tiimor boyutu, metastatik lenf diigiimii sayis1, lokal niiks ve metastaza kadar
gecen siire, tam sagkalim siiresi ve izlem siiresi de dl¢lim verileri ile dlgeklendirildi. Vaskiiler
ve lenfatik invazyon, perinodal tutulum, timor boyutu, timor derecesi, lokal niiks, metastaz,

organ metaztazi sayisal verilerle degerlendirildi.
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3.4. Arastirmanin Simirhihiklar

Bu c¢aligmada primer amag, meme kanseri hastalarin doku mikroarray kullanarak
[HK’sal yéntem ile tiimdér mikrogevresinde PD-L1 etkisini arastirmaktir. Ancak doku
ornekleri tim tiimor dokusunu temsil etmemektedir. Bu durum tiimor heterojenitesi agisindan
pozitif olgularin yanlis negatif olarak degerlendirilmesine neden olmus olabilir. Ayrica 6rnek
sayisinin kisith olmasi ve gruplar i¢inde dagilim gosteren alt tiplerde olgu sayisinin ¢ok az

olmasi istatistiksel analizde anlamli sonuglari kisitlamis olabilecegi diisiiniildii.

3.5. Etik Kurul Onay1

Bu arastirma ADU Bilimsel Arastirma Daire Baskanligi tarafindan “TPF-17070”
numarali proje olarak desteklenmistir ve 24.08.2017 tarihinde 2017/1210 no ile etik kurul
onay1 alimmistir (Ekler: 8.1).
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3.6. Yontem

3.6.1. Coklu blok-doku mikroarray hazirlanmasi:

Calismaya dahil edilen hastalara ait primer tiimor dokusuna ait tanitici tiimor alanlarin
iceren H&E preparatlar 6rnekleme icin secildi. Bu segilen preparatlara ait arsiv parafin
bloklarinda, tiimdr alanina uyan alandan, 2 mm-¢apinda doku korlar1 bloklara yerlestirildi.
Aliman oOrnekler haritalandirilarak parafin bloklar icerisine gomiildii. Yeni ¢oklu parafin
bloklar elde edildi; Ventana SP263 antikoru ile Ventana Benchmark XT cihazinda boyandi.
Olgular, boyanma siddetinden bagimsiz olarak boyanma oranina gore degerlendirildi. Bu
olgularin tiimdr igeren parafin bloklarina eslik eden lamlar1 yeniden mikroskopik incelenerek
uygun alanlar se¢ildi. Bu tiimoérlii bloklardan 2mm lik punch kullanilarak doku microarray
bloklar1 (TMA) hazirland1 (Sekil 6). TMA bloklarindan alinan 4 mikronluk kesitler ticari
kitler kullanilarak; anti-PD-L1; anti-CD8 ve anti-CDX2 i¢in immunhistokimyasal olarak
boyandi. Degerlendirme 151k mikroskobunda, timér ve timor ¢evresindeki immun
hiicrelerdeki boyanma yogunlugu ve ylizdesi dikkate alinarak yapildi. PDL-1 i¢in %1’ in tizeri
pozitif kabul edildi.

Sekil 6: Doku Mikroarray (TMA) Hazirlanmasi
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3.6.2. IHK uygulama prensibi:

Immiinhistokimyasal testler; hiicre veya doku antijenlerinin, uygulanan antikor ile
tepkimeye girme esasina dayali testlerden biridir. Bu test ile hiicre veya dokuda bulunan
antijenler, ve bu antijenlere yonelik olarak gelistirilmis, farkli ara elemanlarla etiketlenmis
antikorlarla karsilagtirilir. Boylece hiicre ya da dokuda var olan antijen, antikor ile reaksiyona
girer ve mikroskobik degerlendirmede goriiniir hale gelir. Bu IgG monoklonal antikorlar
deney hayvanlarindan elde edilir. Daha sonra baska bir deney hayvaninda, bu antijene karsi
gelistirilmis olan antikorlara karsi, yine bir deney hayvaninda sekonder antikorlar yaptirilir.
Sekonder antikorlar bir enzimle isaretlenir. Bu enzim de mikroskobik degerlendirmede
goriiniir hale gelmeyi saglayan kromojeni aktive eder. Avidin-biotin kompleks (ABC) sistemi
ise indirekt olarak tanimlanan bir testtir. Bu testte sekonder antikor enzimle isaretlenmez.
ABC yontemi ile uygulama, yumurta akinda bulunan avidin adli bir glikoproteinin biyotin
olarak bilinen vitaminle arasindaki affiniteye gore gelistirilmistir. Avidin glikoproteinine
benzer bir molekiil olan streptavidin, bir bakteriden elde edilir. Streptavidin, nétral yapida bir
molekiil oldugu i¢in ve karbonhidrat komponenti tasimadigi i¢in bu molekiiliin kullaniminda
nispeten boya artefakti daha az olarak goriiliir. Biotinin, degisik enzim ve antikorlar ile bag
kurmasi daha kolaydir. Primer antikorla avidin-biotin kompleksi arasindaki iliskinin
saglanmasi sekonder antikorlar araciligi ile olur. Bu mekanizma tim enzim kompleksi
testlerindeki gibidir. Dokuda antijen mevcut degilse, antikor baglanacak antikor bulamaz ve
yikamalar esnasinda antikorla baglanmayan tiim antijenler atilir ve boyanma olmaz. Primer

antikorlar digindaki tiim ara reaktifler, tiniversal sekilde ticari forma sahiptir.
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Bu calismada immiinohistokimyasal boyama yoOntemi olarak biyotinsiz, hidrojen peroksit
substrat ve 3, 3’ diaminabenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni i¢eren hazir kit (Ventana
ultraViewTM Universal DAB Kit) ve tam otomatik immunohistokimyasal boyama cihazi
(Ventana BenchMark XT, Ventana Medical Systems) kullanildi. Doku kesitleri elektrostatik
yuklii lamlara (ISOTERM, ca.75x25mm/ 3x1 inch, positive charged) alinip, 60°C’de en az iki
saat tutuldu. Deparafinizasyon ve antijen agiga c¢ikarma islemleri de dahil olmak iizere tiim
immunohistokimyasal boyama siireci BenchMark XT (Ventana Medical Systems,) tam
otomatik immunohistokimyasal boyama cihazinda gerceklestirildi. Cihazda zit boyamasi
hematoksilen ve mavilestirici sollisyon ile tamamlanan kesitlerin dehidratasyonu ve ksilen ile
seffaflandirilmasi elle; lamel kapatilmasi asamasi ise otomatik olarak (Dako CoverStainer)
yapilarak islem sonlandirildi. BenchMark XT (Ventana Medical Systems) markali
immunohistokimya/ in situ hibridizasyon cihazinda otomatik olarak boyanan PD-L1
(VENTANA PD-L1 (SP263) Rabbit Monoclonal Primary Antibody) IHK antikoru kullanilds.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi:

[HK ’sal degerlendirme yiizde olarak belirlendi. Yiizde 1 boyanma bile olsa pozitif kabul
edildi.

3.7.1. istatistiksel Yontem:

Tiim hastalara ait histopatolojik parametreler kaydedildi. Yapilan IHK analizler sonucu ortaya
cikan veriler ile birlikte SPSS programi kullanilarak sonuglar degerlendirildi. Gruplar
arasindaki farklarin anlamli olup olmadig: tek-yonlii Ki-kare testi ve dort gdzden birinde 5’in

altinda deger varsa Fisher’s exact testi kullanilarak belirlendi. Anlamlilik sinir1 P<0.05 olarak

kabul edildi.

Olgular degerlendirilirken HER2+ bir grup ve diger molekiiler alttipler diger grup olarak
ayrilarak degerlendirildi. Benzer sekilde Liiminal A ve Liiminal B tek grupta toplanarak daha
agresif olan HER2+ ve triple-negatif grup ile karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Olgularimin Bulgularina Genel Bakis:

Meme kanseri tanis1 alan 107 hasta degerlendirmeye alindi. Tiim hastalar kadindi. Hastalarin
hi¢birinde tani sirasinda metastaz bulgusu yoktu. Hastalarin ortalama yas1 56,13+11,75 yil
(28-82 yil) olarak hesaplandi. Tanidan sonra uygun tedavi protokolleri ile tedavileri yapilan
hastalarda son vizit tarihi 30.03.2018 olarak belirlendi. Bu tarihe kadar 6 olgu hari¢ tiimii sag
ve saglikli idi. Ortalama tiimor boyutu 3,04+2,29 cm (0,3-15 cm) idi. Altmusiki olguda
(%57,9) timdr sag meme, 40 olguda (%37.,4) timor sol meme lokalizasyonluydu. Ayrica 5
olguda her iki memede de karsinom bulgulari saptandi. Olgularin 85’1 (%79,4) invaziv duktal
karsinom, 5’1 (%#4,7) invaziv lobiiler karsinom, 17’si (%15,9) diger histolojik subtip (miisindz
karsinom, invaziv kribri form karsinom, mikropapiller karsinom, kombine meme karsinomu

gibi) morfolojisindeydi.

Olgular histolojik dereceye gore sirasiyla; 9 olgu (%8,6) histolojik derece I, 66 olgu (%62,9)
histolojik derece 11, 30 olgu (%28,6) histolojik derece III olarak dagilim gosterdi. Iki olguda
histolojik derece (konsiiltasyon veya tiimoriin ¢ok sinirli olmasi nedeniyle) belirlenemedi.
DKIS 34 olguda (%33) izlenirken, 69 olguda (%67) izlenmedi. Lenfovaskiiler invazyon 48
olguda (%44,9), perinoral invazyon 36 olguda (%33,6) mevcuttu. Yiizbir olguda lenf nodu
(sentinal lenf nodu 6rneklemesi yada aksiler diseksiyon) disseke edildi. Disseke edilen lenf
diigiimii sayisinin ortalamasi 8,23+6,82 (1-48) idi. Lenf nodu metastazi 44 ( % 43,6) hastada
saptandi. Metastatik lenf diiglimii sayisinin ortalamasi 4,18+3,35 (1-12) olarak bulundu.

ER reseptorii 85 olguda (%81) pozitifken, PgR reseptorii 79 olguda (%75,2) pozitifti. Tim
olgularda cerbB2 protein ekspresyonu immunohistokimyasal yontemle degerlendirildi.
Skorlama ASCO/CAP 2013 kilavuzuna gore yapildi. cerbB2 22 olguda (%20,6) skor 0, 4
olguda (%3,7) skor 1 (+), 16 olguda (%15) skor 2 (++), 65 olguda (%60,7) skor 3 (+++)
olarak degerlendirildi. Skor 2 olan olgularda HER2 gen amplifikasyonu, FISH yéntemi ile
belirlendi. Ki-67 proliferasyon indeksi, 101 olguda degerlendirildi ve 60 olguda (%59,4)

%14’lin lizerindeydi.

Molekiiler subtipleme hormon reseptor durumu, HER2 durumu ve Ki-67 proliferasyon
indeksine gore yapildi. Sirasiyla 48 olgu (%45,3) Liiminal A; 29 olgu (%27,4) Liiminal B; 20
olgu (%18,9) HER2+ tip; 9 olgu (%8,5) triple negatif olarak bulundu (Sekil 7)

21



@ Liminal A

@ Liminal B

HER2+

£ Triple-negatif

Sekil 7: Molekiiler Subtiplere Gore Olgu Sayisi

Otuzbir olguda (%29) evre I tiimér, 57 olguda (%53,3) evre I tiimor, 19 olguda (%17,8) evre

IIT tlimor saptandi.

Olgularin 6zellikleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1: Calisma Olgularinin Ozellikleri

OZELLIKLER n (%)
Yas (Ortalama y1l) 56,13+11,75
Tiimo6r Boyutu (Ortalama cm) 3,04+2,29
Lokalizasyon

Sag meme 62 (57,9)
Sol meme 40 (37,4)
Bilateral 5(4,7)
Histolojik Subtip

Invaziv duktal karsinom 85 (79,4)
Invaziv lobiiler karsinom 5(@4,7)
Diger subtipler 17 (15,9)
Histolojik Derece

Derece | 9 (8,6)
Derece Il 66 (62,9)
Derece Il1 30 (28,6)
Lenfovaskiiler Invazyon

Var 48 (44,9)
Yok 59 (55,1)
Perinéral Invazyon

Var 36 (33,6)
Yok 71 (66,4)
Molekiiler Subtip

Liiminal A 48 (45,3)
Liiminal B 29 (27,4
HER?2 pozitif 20 (18,9)
Triple Negatif 9 (8,5)
Evre

Evre | 31 (29)
Evre Il 57 (53,3)
Evre |11 19 (17,8)
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Immunohistokimyasal yéntemle tiim olgularda doku mikroarray yapilarak PD-L1 protein

ekspresyonu degerlendirildi (Sekil 8).

10190 . (PDL1 sonucu
{Caligma olgulan) degerlendiri e

Sekil 8: Tiim Olgulara Genel Bakis

PD-L1 8 olguda (% 8,4) pozitif, 87 olguda (%91,6) negatifti (Sekil 9).

' PD-L1 Pozitif

@ PD-L1 Negatif

Sekil 9: Immunohistokimyasal Yéntemle PD-L1 Durumu.

PD-L1 pozitif olgularin histopatolojik 6zellikleri tabloda verilmistir.

23



Tablo 2: Pozitif Olgularin Genel Ozellikleri

Olgular PD-L1 Tm Tm tipi Histolojik Ki67 Molekiiler Lenf
pozitiflik boyutu derece tip diigimii
yiizdesi metastazi
Olgul 1 1.2 Invaziv duktal derece3 %14 iistii Liiminal A Yok
karsinom
Olgu2 2 4.0 (Invaziv duktal + derece3 %14 istii HER2+ Yok
invaziv lobiiler)
Olgu3 2 2.8 Invaziv duktal derece2 %14 alt1 HER2+ Var (2)
karsinom
Olgu4 5 4.5 Invaziv duktal derece3 %14 iistii HER2+ Var (5)
karsinom
Olgus 30 3.0 Invaziv lobiiler derece2 %14 alti Liiminal B Yok
karsinom
Olgu6 50 25 Metaplastik derece3 %14 Usti Triple- Yok
karsinom negatif
Olgu7 60 3.0 Invaziv duktal derece3 %14 st Liiminal A Var (7)
karsinom
Olgu8 70 3.2 Invaziv duktal derece3 %14 iistii HER2+ Yok
karsinom

PD-L1 boyanan olgularda boyanma yiizdesi en ¢ok %70 oraninda idi. Bu olgunun tiimér ¢api
3.2 mm, Ki67 degeri %14 iizeri ve molekiiler tipi Her2+ idi. PD-L1 pozitif olgularin 3
tanesinde sayica en fazla 7, en az 2 adet olan lenf nodu tutulumu gozlendi. PD-L1 pozitif
olgular incelendiginde 4 olguda Ki67 degerinin %14 iizerinde oldugu belirlendi. Timor

boyutu en yiiksek 4,5 mm capinda, derece 3, HER2+ 6zellikli olgudayda.

4.2. istatistiksel bulgular:

PD-L1 pozitif olan ve negatif olan olgular arasinda lenfovaskiiler invazyon (p=0,454),
perindral invazyon (p=0,482), dermal lenfatik tutulumu (p=0,464), meme basi tutulumu
(p=0,377), cerrahi sinirda timér varligr (p=0,666), lenf nodu metastazi (p=0,559), lenf nodu
perikapsiiler invazyonu (p=0,391), ER pozitifigi (p=0,205), PgR pozitifligi (p=0,132) ile

iligki istatistiksel olarak anlamli degildi.

PD-L1 pozitif olan 8 olgunun 6’sinda Ki-67 proliferasyon indeksi %14’{in iizerinde idi.
Ancak aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki (p=0,296) yoktu. Triple negatif olgular
icinde de PD-L1 pozitifligi agisindan anlamli bir sonu¢ yoktu (p=0,485), bu gruptaki
hastalarin yalnizca 1’inde PD-L1 pozitifti. HER2 + subtip ile PD-L1 pozitifligi arasindaki
iligki istatistiksel olarak anlamliyd: (p=0,033). Toplam 20 olgu HER2 + subtipte olmasina
ragmen 17°sinde PD-L1 degerlendirebildik. Ayrica gruplari, tim liiminal gruplari (liiminal A
ve liminal B) bir araya getirerek tekrar liiminal grup olarak bir alt grup yaparak

degerlendirdigimizde liiminal olmayan grupta (hormon resptorii negatif) PD-L1 pozitifligi
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istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p=0,029). Ancak liiminal A ve liiminal B
seklinde gruplama yaptigimizda diger gruplarla PD-L1 pozitifligi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir iligki yoktu (Liiminal A i¢in p=0,197) (Liiminal B i¢in p=0,293) (Sekil 10).

- FDL1durumu
M negatif
B pozitif

40

30

20

10

D.—

Ldiminal & Liminal B HERZ+ Triple-MNegatif

Sekil 10: Molekiiler Alttiplere Gére PD-L1 Durumu
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5. TARTISMA

PD-L1 meme dahil bir¢ok tiimérde eksprese edilen immiin modiilatordiir. Anti- PD-L1
ajanlart ileri evre kotii prognozlu cesitli kanserlerde kullanilmaktadir. HER2+ ve triple-negatif
meme kanseri gibi kotii prognozlu molekiiler subtiplerde g¢alismalar siirmektedir. Kotii
prognozlu oldugu bilinen bu iki grup meme kanserlerinden HER2+ i¢in gilinlimiizde
transtuzumab denilen hedefe yonelik ajanla etkin bir tedavi miimkiindiir. Ancak bu tedaviye
cevap veren bazi hastalarda zamanla progresyon gelistigi de bilinmektedir. Progresyon gelisen
bu hastalar icin yeni tedavi seceneklerine ihtiyag¢ vardir. Benzer sekilde kotii prognozla iliskili
triple-negatif meme kanseri hastalarinda da tedavi segenegi ¢ok kisith oldugu igin yeni

stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu caligma kapsaminda yeni bir tedavi segenegi olabilecek ve bugiin cesitli kanserlerde
calisilan yukarida ayrintili anlatilan PD-L1 ekspresyon durumu ve Kklinikopatolojik

parametreler arasinda iligski olup olmadig1 degerlendirildi.

Meme kanserinde PD-L1 protein ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugunu gésteren
ilk ¢alismada primer meme kanseri 6rneklerinin (152/650) %23,4’tinde PD-L1 ekspresyonu
bulunmustur (Muenst ve ark., 2014). Bu ¢alismada yas, timor boyutu, tiimoriin histolojik
derecesi, lenf nodu tutulumu, timér evresi ile PD-L1 ekspresyonu arasinda belirgin bir iligki
bulunmus. Yine ayni ¢alismada, Ki67+ ligi (P=0.0043), HER2+ ligi (P=0.0237), ER- ligi
(p=0.0020) ile PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmustir.
Ancak, PgR ile anlamli bir iliski kurulamamistir. Molekiiler subtipler arasinda PD-L1
ekspresyonu agisindan 6nemli farkliliklar saptanmistir (Muenst ve ark., 2014). Pozitif lenf
nodu varhigr ve agresif seyir ile de PD-L1 in iliskili oldugu ortaya konmustur. Boylece PD-1 /
PD-L1 yolagmin aktivasyonu bu tip tiimorlerde anti timor immiin yanitin cevapsiz
kalabilecegini ve daha hizli bir sekilde prolifere olarak yayilabilecegini gostermistir (Muenst
ve ark., 2014). Bu c¢alismalarla karsilastirildiginda, bizim ¢alismamizda agresif timor tipi
olarak bilinen triple-negatif meme kanserinde PD-L1 ekspresyon seviyesi anlamli
bulunmazken (p=0,485), HER2+ meme kanseri ile PD-L1 arasinda korelasyon saptandi
(p=0.033). Literatiirdeki bir¢ok ¢alismada, triple-negatif meme kanserinde PD-L1 ekspresyon
seviyesinin anlamli sekilde yiliksek bulundugu bildirilmistir (Muenst ve ark., 2014; Sabatier
ve ark., 2015; Soliman ve ark., 2014). Bu ¢alismalar incelendiginde olgu sayilarinin sirasiyla
127/650, 1205/5454, 61/61 oldugu goriilmektedir. Bizim ¢aligma olgularimiz iginde ise
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yalmizca 9’u triple-negatif gruptaydi. Bu sayinin istatistiksel degerlendirmede yeterli
olmayabilecegi i¢in anlamli bir iliski bulunamamis olabilir diye diisiinliyoruz. HER2+ meme
kanseri ile PD-L1 protein ekspresyonu arasindaki iligskiyi degerlendiren calismalarla benzer
sekilde (Muenst ve ark., 2014) (p=0,0131) bizim ¢alismamizda da HER2+ meme kanseri ile
PD-L1 protein ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki vard1 (p=0.033).

Ayrica gruplari, tiim liiminal gruplari (liminal A ve liiminal B) bir araya getirerek tekrar
liminal grup olarak bir alt grup yaparak degerlendirdigimizde liiminal olmayan grupta
(hormon reseptorii negatif) PD-L1 pozitifligi istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti
(p=0,029). Ancak liiminal A ve liminal B seklinde gruplama yaptigimizda PD-L1 pozitifligi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligski yoktu (Liiminal A i¢in p=0,197) (Liiminal B
i¢in p=0,293).

Son on yilda, kanserde PD-L1 ekspresyonu temel olarak THK kullanilarak protein ekspresyon
durumunun degerlendirilmesi seviyesinde caligilmistir, ancak 6zellikle prognostik degeri ile
ilgili farkli kaynaklarda farkli sonuglar bildirilmistir (Gadiot ve ark., 2011; Rimm ve ark.,
2014; Velcheti ve ark., 2014). Bu farkli sonuglar PD-L1 calismalarinda IHK' nin
standardizasyonunun olmamasi ile iligskilendirilmistir (Gadiot ve ark., 2011; Rimm ve ark.,
2014; Schalper ve ark., 2014). mRNA analizi gibi alternatif analitik yontemler gelistirilmistir
(Sabatier et al., 2015) Benzer sekilde IHK kullanilarak dlgiilen PD-L1 protein ekspresyonu,
zay1f sagkalim ile iliskili bulunmustur (p<0,01) (Muenst et al., 2014). Bizim ¢alismamizda ise
[HK ile yapilan degerlendirme sonucunda PD-L1 ekspresyonu ile sagkalim arasinda

korelasyon bulunmadi (p=0,419).

Literatiirde meme karsinom olgularinda PD-L1 protein ekspresyon oranlari degiskendir.
Ghebeh ve ark. (2006) 44 hastadan alinan dokuyu analiz eden calismalarinda meme
kanserinin % 34 tinde PD-L1 ekspresyonu oldugunu bildirmislerdir. Muenst ve ark. (2014) ise
bu oran1 %23,4 olarak bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda bu oran % 8,4 olup oldukga kiiciik
bir degerdir. Calismamiz doku mikroarray calismasi oldugundan tiimor icermeyen alanlarin
calisiimast ve THK’sal eksiklikler nedeniyle bu oranin elde edildigi diisiiniildii. Bu nedenle

calismanin molekiiler yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir.

Schalper ve ark. (2014) yaptiklari meme kanser c¢alismasinda PD-L1 mRNA ekspresyon
degerini %58 oraninda saptamiglardir. Bu kadar yiiksek bir PD-L1 mRNA ekspresyon oranin,

[HK’sal degerlendirme ile her zaman paralellik gdstermeyebilecegi belirtilmistir. Bugiinkii
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bilgilerimize goére, bu durum, tiim niikleer mRNA ekpresyonunun ger¢ek protein

ekspresyonuna doniismemesi ile agiklanabilir.

Ghebeh ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada ayrica PD-L1 ekspresyonu ile yiiksek timor
derecesi, HER2 ekspresyonu ve ER negatifligi arasinda iliski oldugunu bildirmis ancak lenf
nodu durumu ve hasta yasi ile anlamli korelasyon bulunmamustir. Ghebeh ve ark. (2006)’ nin
calismasina benzer sekilde, bizim ¢alismamizda da, PD-L1 pozitif ve negatif olgular arasinda
yas (p=0,851) ve tiimor boyutu (p=0,427) ile anlaml iliski bulunmadi. Disseke edilen lenf
nodu sayisiyla fark yoktu (p=0,512)

Meme kanserinde molekiiler alt tiplerin tanimlanmasindan beri bu alt tiplerde hedef tedavi
secenekleri olusturabilecek biyolojik belirteclerin belirlenmesi i¢in ¢ok yogun calismalar
yapilmaktadir. Immunoterapi ise tiim kanser tiplerinde etkinligi yeni arastirilan etkin hedefler
arasindadir. 2015 yilinda Sabatier ve ark. tarafindan ilk kez, PD-L1 protein ekspresyonunun
meme kanseri molekiiler alt tiplerinde farkliliklar gosterdigi bildirilmistir. PD-L1 proteininin
artmig ekspresyonunun, hormon reseptorii negatifligi, HER2+ ligi, artmig Ki67 proliferasyon
indeksi, bazal subtipler ile iligkili oldugu saptamiglardir. Bizim ¢alismamizda da molekiiler
subtipler arasinda Liminal A (p=0,196), Liminal B (p=0,293), Triple-negatif meme
kanserleri (p=0,485) ile HER2 pozitifler (p=0,333) arasinda PD-L1 pozitifligi agisindan fark
vardi. Ayrica literatiir bilgilerini destekler nitelikte Liiminal grubun tek bir cati1 altinda
toplanmasi ile olusan liiminal dis1 grup (Hormon reseptorii negatif) ile PD-L1 ekspresyonu

arasinda anlamli bir iliski vardi (p=0,029).

Bagka bir ¢alismada artmus PD-L1 protein ekspresyonu ile Ki67 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski belirtilmistir (p=0,0043) (Muenst et al., 2014). Bizim ¢alismamizda ise Ki67
indeksi ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p=0,296).

Immiinoterapi, 6zellikle de PD-1 / PD-L1 yolagmin blokaji énemli bir tedavi yaklagimidur.
Son galismalara gore meme kanserinde de anti-PD-1, anti-PD-L1 igin Faz 1 ve Faz 2
calismalarindan %S5 ile %42 oraninda yanit elde edildigi rapor edilmistir (Wein ve ark., 2018).
Ayrica immiinoterapinin HER2+ meme kanseri hastalarinda da yararli olabilecegi fikri de 6ne

stirilmiisttr (Wein ve ark., 2018).

Meme kanserinde anti-PD-L1 hedef tedavisi igin en yaygin olarak Pembrolizumab (anti-PD-
1) ve Atezoluzimab kullanilmistir. PANACEA, ileri evre, transtuzumab direngli, HER2+
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meme kanserlerinde Pembrolizumab’in 1b/2 ¢alismasidir. Transtuzumab direnci olan

olgularda kombine edilerek (trastuzumab+pembrolizumab) kullanilmistir.

ER+ meme kanserinde immiinoterapi etkinligine dair ¢ok az veri bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada ER+ / HER2- 25 meme kanseri hastas: degerlendirilmis ve %19 PD-L1 pozitif
timor hiicresi  saptanmistir.  Bu durum, bu olgularda diisiik immiinojenite ile

iligskilendirilmistir (Rugo ve ark., 2015).

Bu ¢alismalar gosteriyor ki PD-L1’in artmig ekspresyonu ile tiimor hiicre proliferasyonunda
artis arasindaki korelasyon daha agresif tiimdr tiplerinde daha fazladir. Bunun nedeni yiiksek
immiinojeniteden sorumlu olan yiiksek proliferatif aktivite gosteren timor hiicrelerinin daha
yiiksek oranda mutasyon olma ihtimali ile agiklanmistir (Sabatier ve ark., 2015; Wein ve ark.,
2018). Boylece HER2+ ve triple-negatif gibi daha immiinojenik kabul edilen alttiplerde

caligsmalar yogunlagmustir.

PD-1 / PD-L1 inhibisyonu kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik tedavi ve diger kontrol

noktasi inhibitorleriyle kombine edilerek klinikte yanit orani arttirilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

e Bu calisma kapsaminda yeni bir tedavi segenegi olabilecek ve bugiin ¢esitli
kanserlerde calisilan PD-L1 ekspresyon durumu ve klinikopatolojik parametreler arasinda
iliski olup olmadig1 degerlendirilmistir. Meme kanseri tanis1 alan 107 olguda doku mikroarray
ile degerlendirilen PD-L1 protein ekspresyonu yalnizca 8 olguda saptanmistir. Bu oranin ¢ok
diisiik olmas1 doku mikroarrayinin tim tiimor alaninda degil yalnizca tiimoér alanmin bir
kisminda degerlendirme yapan bir yontem olmasiin etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Ayrica tiimdr heterojenitesi de bir bagka etken olabilir. Bu nedenle IHK’ nin yetersiz kaldig1
durumlarda ve doku ile ilgili tanimlama yapilamadiginda mRNA analizi i¢in RT-PCR
yapilmasi uygun olabilir.

e PD-L1 ekspresyon durumunun, olgu sayisi kiiciik de olsa molekiiler subtipler arasinda
farklilik gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alisma ile literatlirdeki bilgileri destekler nitelikte Her2+
ve triple-negatif meme kanserinde PD-L1 ekspresyonun diger gruplara oranla anlamli oldugu
saptanmistir. Bu nedenle HER2+ ve triple-negatif meme kanseri tanisi1 alan hastalarin tedavi
ve prognozlarinin 1yi takip edilmesi i¢in PD-L1 gen ekspresyonu bakilmalidir.

e Yalmizca HER2+ ve triple-negatif oldugu bilinen gruplarda immiinhistokimya,
molekiiler teknikler ve biyoinformatik analizler kullanilarak ¢alisma genisletilmelidir.

e PD-L1 normal immiin sistem eleman1 olmasina ragmen kanser hiicreleri tarafindan bu
yolak daha agresif olabilmek i¢in kullanilmaktadir. Son zamanlarda meme kanseri anti-PD-1
anti-PDL-1 ajani olan Ipilimumab, Pembrolizumab, Atezoluzimab hem kombine hem de tek
basina kullanilmakta ve etkin sonuglar alinmaktadir.

e Bu calismadaki tiim olgulara ait PD-L1 protein ekspresyonu degerlendirmesinin doku
mikroarray &rneklerinde yapilmasi bir kisithliktir. Bu nedenle IHK’ sal boyamanmn, ayni
hastay1 ilgilendiren birden fazla doku 6rneginde calisilmasi gerekmektedir.

e Olgu sayist artirilarak ¢alisilmast durumunda daha anlamli istatistiksel sonuglar elde

edebilecegini diisiiniiyoruz.
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