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Fibrosarkom olgusunda (14-285) vimentin pozitifligi. Bar: 50
pm.

Fibrosarkom olgusunda (18-255) vimentin pozitifligi. Bar: 50
pm.

Liposarkom olgusunda vimentin pozitifligi. Bar: 50 um.
Rabdomyosarkom olgusunda vimentin pozitifligi. Bar: 50 pm.
Fibrosarkom olgusunda (13-261) S100 pozitifligi. Bar: 50 um.
Fibrosarkom olgusunda (14-285) S100 pozitifligi. Bar: 50 um.
Mikzoid farklilasmali fibrosarkom olgusunda (22-392) S100
pozitifligi. Bar: 50 um.

Liposarkom olgusunda S100 pozitifligi. Bar: 50 pm.
Fibrosarkom olgusunda (14-134) diffuz SMA pozitifligi. Bar:
100 pm.

Fibrosarkom olgusunda (17-828) diffuz SMA pozitifligi. Bar: 50
pm.

Fibrosarkom olgusunda (13-261) ¢evre dokuda yogun SMA
pozitif doku artis1 ve bu alanda yerlesim gosteren lenfoid folikiil.
Bar: 100 um.

Fibrosarkom olgusunda (19-221) tlimor ¢evresinde yogun SMA
pozitif mezenkimal hiicre proliferasyonu. Bar: 200 um.
Rabdomyosarkom olgusunda sarkomerik aktin pozitifligi. Bar:
50 um.

Fibrosarkom olgusunda (14-134) i¢ ice gecen demetler halinde
gozlenen ig sekilli mezenkimal hiicre proliferasyonlari. Bar: 100
um.

Fibrosarkom olgusunda (22-392) mikzoid farklilasma alani. Bar:
100 pum.

Indiferensiye sarkom olgusunda atipik pleomorfik hiicreler ve
dev hiicre olusumu (ok). Bar: 20 pm.

Fibrosarkom olgusunda (18-255) atipik pleomorfik hiicreler ile
cok cekirdekli dev hiicreleri (oklar). Bar: 50 um.

Fibrosarkom olgusunda (22-388) ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri.
Bar: 100 pm.

Fibrosarkom olgusunda (19-221) tiimor gevresinde lenfosit ve gri
sitoplazmali1 makrofaj birikimleri. Bar: 20 pm.

Liposarkom olgusunda (22-254) belirgin vakuoller i¢eren
neoplastik hiicreler. Bar: 50 um.

Rabdomiyosarkom olgusunda biiyiik ¢ekirdek ve belirgin
cekirdekgiklere sahip pleomorfik mezenkimal hiicre
proliferasyonlari. Bar: 50 um.

Fibrosarkom olgusunda (13-261) tlimér dokusu igerisinde yer
alan lenfosit infiltrasyonlar1 (oklar). Bar: 100 pm.

Fibrosarkom olgusunda (22-388) tlimor dokusu igerisine infiltre
olmus lenfositler. Bar: 50 um.

Rabdomyosarkom olgusunda tiimoér dokusu ¢evresinde gozlenen
lenfositler. Bar: 100 um.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AFGF Fibroblastik Biiytime Faktori
ALVAC Rekombinant Canarypox Virus
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PBS Phospate Buffered Saline

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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OZET

Kedilerin Enjeksiyon Yeri Sarkomlarinda PD-1 ve PD-L.1 Sunumlarimin

Immunohistokimyasal Olarak Arastirilmasi

Bu ¢alismada kedi enjeksiyon yeri sarkomlart (KEYS) i¢in immunoterapinin farkl bir
yonden ele alinmasini saglayabilecek olan programli hiicre 6limii 1 (PD-1) ve
programli hiicre 6ltimii 1 ligand1 (PD-L1) sunumlarinin immunohistokimyasal olarak
arastirilmasit amaglanmistir. PD-1/PD-L1 eksprese eden tiimoérlerde, bu yolagin
baskilanmasi temeline dayanan tedavi stratejilerinin uygulanmasi miimkiin
olabilmektedir. Bu amagla ¢alismamizda Oncelikle KEYS’lerin histolojik olarak
klasifikasyonlart yapilmis, ardindan sarkomlarin malignite derecesi ve lenfosit
infiltrasyon yogunlugu belirlenerek, PD-1, PD-L1 sunumlarinin farkli malignite
dereceleri ile karsilastirmali olarak degerlendirmesi yapilmistir. Timorler
histopatolojik gériiniimlerinin yaninda immunohistokimyasal olarak vimentin, S100,
diz kas aktini (SMA) ve sarkomerik aktin ile boyandi ve incelemeler sonrasinda §
olguya fibrosarkom, bir olguya indiferensiye sarkom, bir olguya liposarkom ve bir
olguya rabdomyosarkom tanisi konuldu. PD-1 sunumlarinin daha ¢ok lenfoid
infiltrasyonlarda ve makrofaj benzeri hiicrelerde, oldugu, PD-L1’in ise daha ¢ok
timoral hiicrelerde ve infiltre makrofaj benzeri hiicrelerde bulundugu goriildii.
Bulgularin Pearson korelasyon analizi ile karsilastirilmasinda, timér farklilasmasinin
PD-1 ile orta dereceli (p < 0,05), PD-LI ile ise yiiksek dereceli (p < 0,01) bir
korelasyonu bulundugu goriildii. Tiimor derecesinin de PD-1 ile diistik, PD-L1 ile orta
dereceli korelasyon gosterdigi belirlendi (p > 0,05). PD-1 ve PD-L1 arasinda ise orta
dereceli bir korelasyon tespit edildi (p < 0,05). Bu bilgiler 1s18inda PD-1 ve PD-L1’in
artan ekspresyonunun KEYS’lerde zayif timor farklilasmasi ve dolayisiyla koti
prognozla iligkili olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Immunohistokimya, Histopatoloji, Kedi enjeksiyon yeri
sarkomu, PD-1, PD-L1



ABSTRACT

Immunohistochemical Evaluation of PD-1 and PD-L1 Expression in Feline Injection

Site Sarcoma

The goal of this study is to investigate the immunohistochemical expression of
programmed cell death 1 (PD-1) and programmed cell death 1 ligand (PD-L1), which
could lead to a new approach to immunotherapy for feline injection site sarcomas
(FISS). In tumors expressing PD-1/PD-L1, treatment strategies based on pathway
suppression are possible. To that end, histological classifications of FISS were made
first, followed by grading of sarcomas and lymphocyte infiltration density, and finally
a comparative evaluation of PD-1, PD-L1 presentations with different grades. Tumors
were immunohistochemically stained with vimentin, S100, smooth muscle actin
(SMA), and sarcomeric actin in addition to their histopathological appearance, and 8
cases were diagnosed as fibrosarcoma, 1 case as an undifferentiated sarcoma, 1 case
as a liposarcoma, and 1 case as a rthabdomyosarcoma. PD-1 was found mostly in
lymphoid infiltrates and macrophage-like cells, whereas PD-L1 was mostly found in
tumoral cells and infiltrating macrophage-like cells. When the results were compared
using Pearson correlation analysis, it was found that tumor differentiation had a
moderate correlation with PD-1 (p <0.05) and a strong correlation with PD-L1 (p
<0.01). Tumor grade was found to have a low correlation with PD-1 and a moderate
correlation with PD-L1 (p > 0.05). Based on this data, it was concluded that increased
PD-1 and PD-L1 expression may be associated with poor tumor differentiation and
thus poor prognosis in FISS.

Keywords: Feline injection site sarcoma, Histopathology, Immunohistochemistry,
PD-1, PD-L1
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1. GIRIS

Kedilerin enjeksiyon yeri sarkomlar1 (KEYS) Hendrick ve Goldschmidt (1991)
tarafindan ilk kez tamimlandigindan bu yana neredeyse diinyanin her yerinden
bildirilmistir. latrojenik olan bu tiimérler nadir olup, kuduz ve kedi 16semi viriisiine
kars1 agilama olas1 en yaygin nedendir. Hastaligin kesin etiyopatogenezi bilinmemekle
birlikte, asilar veya diger enjeksiyonlar tarafindan indiiklenen yanginin tiimor
gelisiminde kritik bir rol oynadig1 yaygin olarak kabul edilmektedir (Hartmann ve ark.,
2015). Asillamalara ek olarak, diger bazi ilag uygulamalari sonrasinda da sekillenmesi
nedeniyle, as1 yeri sarkomu terimi yerine, enjeksiyon yeri sarkomu terimi tercih
edilmistir. KEYS’ler diisiik metastatik potansiyellerine ragmen, hizli biiyiime ve lokal
olarak malignant 6zellik sergileme karakteristiklerine sahiptirler (Martano ve ark.,
2011). KEYS i¢in cerrahi tedavi sonrast kemoterapi alan veya kemoterapi olmaksizin
radyoterapi alan kedilerde, hastaliksiz siire¢ araligi 398 ile 810 giin arasinda
degisirken, toplam hayatta kalma siiresinin 520 ile 1290 giin arasinda degistigi
bildirilmistir. Ayrica lokal rekiirrens orant %41-45 ve metastaz oran1 da %12-21
arasinda degismektedir (Cronin ve ark., 1998; Cohen ve ark., 2001; Kobayashi ve ark.,
2004; Eckstein ve ark., 2009). Cerrahi sonrasi giincel immunoterapi yontemlerinden
de faydalaniimaktadir (Jas ve ark., 2015). Erken tiimor teshisi ve hasta egitimi de

KEYS’in basarili tedavisinde hayati 6neme sahiptir (Saba, 2017).

Bu ¢alismada KEYS i¢in immunoterapinin farkli bir yonden ele alinmasini
saglayabilecek olan programli hiicre 6liimi 1 (PD-1) ve programli hiicre 6limi 1
ligandi (PD-L1) sunumlarinin immunohistokimyasal olarak arastirilmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enjeksiyon Yeri Sarkomlarmin Tarihcesi

Hendrick ve Goldschmidt (1991) kedilerde ilk kez enjeksiyon bolgelerinde
fibrosarkom olusma olasilig1 konusunda bir rapor yayinlamiglardir. Bu durumun,
Pennsylvania'da kedilerin kuduz asisin1 gerektiren bir eyalet yasasinin yiiriirlige
girmesiyle ilgili oldugunu 6ne stirmiisler ve yaygin agilama bolgelerinde (interskapuler
bolge) ortaya ¢ikan tiimorlerde, asilanma olmayan bolgelerde (6rnegin, kafa) ortaya
cikan tiimorlere karsi bir artis izlediklerini belirtmislerdir. Bu rapor fibrosarkomlarin,
gri-kahverengi yabanci bir madde igeren makrofajlar da dahil olmak tizere, belirgin bir

yangisal bilesene sahip tiimorler olarak ilk histopatolojik tanimlamasini yapmastir.

Ardindan Hendrick ve arkadaslar1 (1992) makrofajlarin elektron probu ile
mikroanalizi sonucu alliminyum varligini ortaya koymuslardir. Aliiminyum, asi
adjuvanlarinin bir bileseni olarak kullanildigindan, makrofajlar i¢indeki aliminyumun
tamimlanmasinin, arttk adjuvan ile tutarli olduguna inaniliyordu. Aliiminyum
adjuvanlarin insanlarda da graniilomatdz reaksiyonlara neden oldugu bildirilmistir

(Slater ve ark., 1982).

Sarkom gelisimi ve asilama arasinda Onerilen iliskiyi daha fazla
degerlendirmek i¢in, Kass ve arkadaslar1 (1993), biiylik bir 6zel tan1 laboratuvarinda
sarkom teshisi konan kediler hakkindaki bilgileri kullanarak epidemiyolojik bir
calisma yiirtitmiistiir. Tipik olarak asilama i¢in kullanilan bolgelerden gelen sarkomlar,
diger bolgelerde (bas, parmak ve on ayak) gelisen sarkomlarla karsilastirilmistir.
Toplam 345 kedi (asilama bolgelerinde bulunan 185 sarkom, as1 yapilmayan
bolgelerde bulunan 160 sarkom) asilama durumu ile timor gelisimi arasindaki
iliskinin analizine dahil edildi. Bulgular, 6zellikle FeLV'ye karsi asilanmig kedilerde
ve ayni zamanda kuduz asisinin uygulanmasiyla sarkom gelisme riskinin arttigini
gostermistir. FeL'V ile asilamadan sonra bir asilama bolgesinde sarkom gelisme
olasilig1 oran1 %5.49 ve kuduz agilamasindan sonra olasilik orant %1.99 olarak ortaya
konulmustur. Interskapiiler bolgeden yapilan tek bir asilama, o bolgede asilanmamis
kedilere kiyasla %50 daha yiiksek bir sarkom gelisme riski, iki asilama ise %127

artmis risk ile sonug¢lanmis ve bu bolgede ayni anda verilen {i¢ veya dort asilamanin



yaklasik %175'lik bir risk artisina neden oldugu gézlenmistir. Fibrosarkom geligim

riski 100,000 kedide 20 olarak ortaya konulmustur.

Benzer bir retrospektif calisma Pennsylvania Universitesi ve Tufts
Universitesi'nde Dr. Mattie Hendrick yonetiminde gerceklestirilmistir (Hendrick ve
ark., 1994). Bu grup, asilama bolgelerinde (n = 181) ortaya ¢ikan sarkomlu kedileri
diger bolgelerde ortaya ¢ikanlarla (n = 58) karsilastirmistir. Asilama i¢in kullanilan
bolgelerdeki 181 tiimorden sadece 69 kedinin bu bolgelerde asi olma 6ykiisii oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alisma, dnceki asilama bolgelerinde sarkom ortaya ¢ikan kedilerin
anlamli derecede geng¢ oldugunu bulmustur ve tiimoérlerin 6nceki bir agilama ile iligkili
olmayan sarkomlu kedilerinkinden 6nemli Sl¢iide daha biiylik oldugu gozlenmistir.
Yazarlar ayrica, agilama bolgelerinde gelisen timdorlerin diger bolgelerdeki sarkomlara
gore daha hizli ve daha sik niiks ettigini ve asilamadan sarkom gelisimine kadar gecen

stirenin 3 ay ile 3 yi1l arasinda degistigini belirtmislerdir.

Baslangicta, sadece FeLV ve kuduz asilarinin, asilama bolgesinde sarkom
gelisme riskinin artmasina neden oldugu bilinmesine ragmen, Kanada'da yapilan ek
bir ¢alisma, panleukopeni ve solunum yolu viriisleri de dahil olmak {izere 6lii asilarin

sarkom gelisiminde bir rol oynadigini 6ne stirmiistiir (Lester ve ark., 1996).

2.2. Epidemiyoloji ve Karakterizasyon

Kedilerde enjeksiyon bolgelerinde gelisen tiimdr insidansinda artis kuduz ve
kedi 16semi virtisit (FeLV) asilarinin kullaniminin artmasina bagli olarak ilk kez
1991°de Amerika Birlesik Devletleri'nde bildirilmistir (Hendrick and Dunagan, 1991;
Hendrick and Goldschmidt, 1991). Sonug olarak bu tiimoérlere ilk basta kedi "as1 ile
iligkili sarkomlar" adi verilmistir. Daha sonra, as1 olmayan diger enjekte edilebilir
maddelerin de bu tiir tiimdrlere neden olmasi, bu neoplazmalarin 'kedi enjeksiyon yeri
sarkomlart' olarak yeniden siniflandirilmasina yol agmistir. Bu tiimérler kedilere 6zgii
gibi goriinse de (Eggers Carroll ve ark., 2002), benzer tiimorler gelinciklerde (Munday
ve ark., 2003) ve ¢ok nadiren kopeklerde de bildirilmistir (Vascellari ve ark., 2003).



KEYS'ler, interskapular bolge, skapula, toraks, kalcalar veya pelvik uzuvlar
tizerinde, kaudal dorsum ve ventral karin boyunca, lumbal bolge veya
semimembranosus ve semitendinosus kaslari gibi tipik olarak asilama ve enjeksiyonlar
icin kullanilan bolgelerde meydana gelmektedir. KEYS'ler genellikle deri altinda
olusurken, nadir olarak kas i¢inde sekillenebilirler (Dubielzig ve ark., 1993; Hendrick
ve Brooks, 1994; Shaw ve ark., 2009).

KEYS'ler enjeksiyondan sonra en erken 4 ay olmak tizere 3 yil gibi siirelerde
de goriilebilirler. Genellikle fasiyal hat boyunca deri alt1 bolgede yayilan invaziv lokal
biiytime ile karakterize edilmektedirler (Hirschberger ve Kessler, 2001). KEYS'lerin
cogu fibrosarkomlardir (Doddy ve ark., 1996) ancak osteosarkomlar (Esplin ve ark.,
1993), kondrosarkomlar, rabdomiyosarkomlar (Hendrick and Brooks, 1994), malign
fibroz histiyositomalar (Esplin ve ark., 1993; Hendrick ve Brooks, 1994) ve
miyofibroblastik sarkomlar (Dubielzig ve ark., 1993), sinir kilif tlimoéri, liposarkom,
mikzosarkom ve indiferensiye sarkom gibi bagka maligniteler de bildirilmistir (Esplin

ve ark., 1993; Hershey ve ark., 2000; Dillon ve ark., 2005).

Son 20 yilda, asilama ile KEY'S’in sonraki gelisimi arasinda epidemiyolojik bir
iliski gosterilmistir (Hendrick ve ark., 1992, 1994; Kass ve ark., 1993). KEYS
insidansinin ABD'de asilanan her 10.000 kedide 1-4 oldugu tahmin edilmektedir ve
enjeksiyon yeri sarkomlarinin enjeksiyon yeri olmayan sarkomlara orant 1989'da
0,5'ten 1994'te 4,3'e yiikselmistir (Doddy ve ark., 1996; Coyne ve ark., 1997; Gobar
and Kass, 2002). ABD'de yapilan bir ¢alisma ile, kedilerde 10.000 asilamada 0,3
KEYS ve 10.000 asilamada 11,8 asilama sonrast yangisal reaksiyon olustugu

bildirilmistir (Gobar ve Kass, 2002).

2.3. Etiyoloji ve Patogenez

Yapilan arastirmalara ragmen, KEYS’in patogenezine dair kesin bilgi
bulunmamaktadir. Genellikle enjeksiyon yerindeki kronik bir enflamatuvar
reaksiyonun, malign transformasyon i¢in bir tetikleyici olabilecegi dusiiniilmektedir.
Adjuvanlanmis asilarin, daha yogun lokal enflamasyona neden olabileceginden dolay1

KEYS gelisimi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Sarkomlarin histolojik veya



ultrastriiktiirel incelemelerinde adjuvanlarin goriilmesi bu goriisii desteklemektedir

(Hendrick ve ark., 1992; Madewell ve ark., 2001).

KEYS’ler ile en ¢ok asilar iliskilendirilmektedir ancak uzun etkili steroidler ve
antibiyotikler de dahil olmak tizere diger enjeksiyonlar ve implantlar (Kass ve ark.,
1993; Srivastav ve ark., 2012), emilemeyen dikis malzemeleri (Buracco ve ark., 2002;
Carminato ve ark., 2011) ve mikrogipler (Daly ve ark., 2008) “ast ile iligkili sarkom”
teriminin, “enjeksiyon yeri sarkomu” seklinde anilmasina yol agmistir. Asi uygulamasi
ile timor gelisimi arasindaki gecikme siireleri 2 ay ile 10 yil arasinda degismektedir

(McEntee ve Page, 2001; Séguin, 2002).

[1k basta sadece kuduz ve FeL'V asilari risk faktorleri olarak tanimlanirken daha
sonra kedi panleukopenia viriisii (FPV), kedi herpes viriisii-1 (FHV-1) ve kedi
caliciviriis (FCV) asilar1 da dahil olmak tizere diger asilarin bazi durumlarda KEY S'nin
gelisiminde rol oynadig1 belirlenmistir (Hendrick ve ark., 1994; Lester ve ark., 1996;
Burton ve Mason, 1997; Coyne ve ark., 1997; De Man ve Ducatelle, 2007). Asilara ek
olarak, steroid ya da non-steroid antiinflamatuar ilaglar (Kass ve ark., 1993; Munday
ve ark., 2003; Martano ve ark., 2011), lufenuron (Kass ve ark., 1993; Esplin ve ark.,
1999), sisplatin (Martano ve ark., 2012), antibiyotikler (Zabielska-Koczywas ve ark.,
2017) ve meloksikam (Munday ve ark., 2011) gibi enjeksiyonlar da sarkom olusumu
ile iliskilendirilmistir. Yapilan bir c¢alisma ile, uzun etkili glukokortikoid
enjeksiyonlarin (deksametazon, metil prednizolon ve triam kinolon) uygulama
sikliginin, KEYS'li kedilerde interskapular bolgede kontrol kedilerine gore onemli
6lctide daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Srivastav ve ark., 2012). Ayrica mikrogip
implantasyonu veya emilemez cerrahi materyallere reaksiyon olarak da timorler
sekillenebilir (Buracco ve ark., 2002; Daly ve ark., 2008; Carminato ve ark., 2011).
Bu durumlarda g6z oniine alindiginda, teorik olarak tiim yangisal reaksiyonlarin,
malign transformasyona neden olan fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin kontrolsiiz
cogalmasini tetikleyerek KEYS gelisimine neden oldugunu diistindiirmektedir

(Hartmann ve ark., 2015).

Cogu inaktif asida, bagisiklik tepkisini tetiklemek icin Olii bir ajan

kullanilirken, enjeksiyon bolgesindeki yangiyr arttirma amaciyla adjuvan eklenmesi



gerekmektedir. Yangi, potansiyel olarak malign transformasyona yol agabilmektedir.
KEYS'nin histolojik kesitlerinde, 6zellikle makrofajlar, ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler
icinde ve daha sonra transforme fibroblastta adjuvant izlerine rastlanmaktadir
(Hendrick ve ark., 1992). Yapilan bir ¢alismada 20 KEYS’den 5’inde hiicre igi kristal
partikiillii malzeme go6zlenirken, 5 vakadan 1’inin altiminyum bazli oldugu tespit
edilmistir (Madewell ve ark., 2001). Belirli bir as1 veya adjuvanin neden oldugu kesin
olarak belirlenmemistir (Kass ve ark., 1993). Fakat adjuvandan kaynaklanan lokal
iritasyonun, fibroblastlarda malignant transformayonu uyardigi diistiniilmektedir

(Hartmann ve ark., 2015).

KEYS’ler mezenkimal kokenlidir (Hendrick ve Brooks, 1994). Son derece
lokal invazivdirler ve asi ile iligkili olmayan ve daha az goriilen sarkomlara gére ¢ok
daha fazla gozlenirler (Hendrick ve ark., 1994). Bildirilen metastatik oran %10-25
olup, akcigerler ve bolgesel lenf diigimleri yaygin metastatik bolgelerdir (Lester ve
ark., 1996; Hershey ve ark., 2000; Hauck, 2003). Genel goriise gore, herhangi bir
potansiyel asilama veya enjeksiyon bolgesinin yakininda meydana gelen herhangi bir
sarkom KEYS olarak kabul edilmeli ve dikkatli sekilde tedavi edilmelidir (Shaw ve
ark., 2009).

Yangisal reaksiyonun tiimor olusumuna neden oldugu mekanizma tam olarak
aydinlatilamamistir. Biiytime faktorlerinin proliferasyonu tesvik edebildigi, malign
transformasyonu indiikleyebildigi ve ayrica anjiyogenezin diizenlenmesinde yer
alabildigi 6ngoriilmektedir. KEYS'li kedilerde biiytime faktorlerinin asir1 ekspresyonu
ve onkojen aktivasyonu belirlenmekte ve tiimor gelisiminde rol oynadig

dustinilmektedir (Hendrick, 1998; Nieto ve ark., 2003).

FeLV'ye kars1 asilama, daha yiiksek bir KEYS riski ile iligkili oldugundan,
FeLV ve onun mutant kedi sarkom viriistiniin (FeSV) KEYS gelisiminde olas1 bir
roliiniin incelendigi bir ¢alismada, tiimdrlerde FeLV veya FeSV tespit edilememistir
(Ellis ve ark., 1996). Ayrica, tiimor dokularinda kedi immiin yetmezlik viriisii, kedi
koptiklii viriis, poliomaviriisler veya papilloma viriisler dahil olmak {izere baska hi¢bir
virtis tespit edilmedigi bildirilmistir (Kidney ve ark., 2000, 2002; Kidney ve ark.,
2001a; Kidney ve ark., 2001b). KEYS olusumunda endojen retroviriislerin



replikasyonuna veya ekspresyonuna dair higbir kanitin elde edilemedigi belirtilmistir

(Kidney ve ark., 2001c).

Asilamadan sonra tiim kedilerde KEYS olusmamasi, genetik bir yatkinlik
olabilecegini diisiindiirmektedir. KEYS’li kedilerin kardeslerinde daha yiikksek KEY'S
insidanst oldugu ve bazi kedilerin birden fazla KEYS gelistirme egiliminde oldugu
one striilmistir. KEYS’li kedilerin ekstra kromozomlarinda ve monozomik
kromozomlarinda hiperploidi (Kalat ve ark., 1991), translokasyonlar (Mayr ve ark.,
1996), onkogen ve tiimor baskilayict lokuslarin triploidisi (Mayr ve ark., 1991) gibi
iligki diizeyi bilinmeyen degisiklikler belirlenmistir. KEYS’li kedilerin sarkom
dokusunda, kanserin baslamasi ve ilerlemesinde rol oynayan tiimér baskilayict p53
geninde mutasyonlar tanimlanmistir (Mayr ve ark., 1995, 1998; Nambiar ve ark., 2000,
2001; Banerji ve Kanjilal, 2006). Kedi p53 geninin genomik sekansindaki
polimorfizmler ile FiSS'ye yatkinlik arasindaki olasi bir iligkiyi aragtiran bir vaka
kontrol ¢alismasi, FiSS ile iki polimorfik bolgede spesifik niikleotidlerin varlig:
arasinda gii¢lii bir iligki oldugu bildirilmistir (Banerji ve ark., 2007). Baska bir ¢alisma
ise agiklanan polimorfizmlerle higbir iliski gézlemlenmedigini ileri stirmiistiir (Mucha

ve ark., 2014).

2.4. Histopatoloji

KEYS'lerin, diger bolgelerde goriilen fibrosarkomlardan farkli histolojik
Ozelliklere sahip oldugu belirtilmistir. Histopatolojik olarak timor ¢evresinde
perivaskiiler lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu, merkezi bir nekroz alani, yangi ve
tiimor hiicrelerinin lokal infiltrasyonu kedi enjeksiyon yeri sarkomlari igin tipiktir
(Doddy ve ark., 1996; Madewell ve ark., 2001). KEYS'lerin diger bolgelerdeki
sarkomlardan daha agresif oldugu diisiiniilmektedir (Hendrick ve ark., 1994). Metastaz
orani %10-28 arasinda degismektedir (Couto ve Macy, 1998; Hershey ve ark., 2000).
Akciger en yaygin metastaz bolgesidir ve bunu bolgesel lenf diigtimleri, bobrek, dalak,
bagirsak ve karaciger gibi karin organlar takip etmektedir (Sandler ve ark., 1997;

Kobayashi ve ark., 2002).



Doddy ve arkadaslari’nin (1996) 6 adet KEYS’li kedileri 6 yillik bir stire
boyunca gozledikleri bir calismada, 165 tiimoriin 104 yaygin asilama bolgelerinde,
61'1 ise diger bolgelerde ortaya g¢ikmistir. Asilama bolgelerinde ortaya ¢ikan
sarkomlarin  histopatolojisi, diger bolgelerdeki sarkomlarinkinden deri alt1
lokalizasyonlar1 bakimindan farkli olarak gozlenmis, ayrica yangisal infiltrasyon,
artmig mitotik indeks, pleomorfizm ve hiicre dis1 matriksin degisken yogunlugu ve
nekrozun daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Yangisal infiltrasyonun agirlikli olarak
lenfositlerden olustugu, ancak makrofajlarin da bulundugu gézlenmistir. Bu ¢alismada
geng kedilerin de as1 ile iligkili sarkom gelistirme olasiliginin daha yiiksek oldugu
bulunmugtur. Bu bulgular, Hendrick ve arkadaslar1 (1992) tarafindan bildirilen as1
bolgesi sarkomlarinin histopatolojik goriintimii ile tutarlidir. Bu raporda ve
digerlerinde, asilama bolgelerindeki sarkomlar, lenfositler ve makrofajlardan olusan
yangisal bir yanit tarafindan "gevrelenmis ve kismen infiltre edilmis" olarak
tanimlanmistir (Hendrick ve Brooks, 1994). Makrofajlarin bazen altiminyum oldugu
gosterilen gri-kahverengi bir malzeme icerdigi gézlenmistir. Ek olarak, bu yabanci
madde kedi ve kopeklerde asi sonrasi graniilomatdz reaksiyonlarda da tanimlanmistir
(Hendrick ve Dunagan, 1991). Asilanmamis bolgelerdeki sarkomlarin %15'inde yangi
goriiliirken, as1 bolgesi sarkomlarinin %51'inde yangisal bilesenler goézlenmistir.
Immiinohistokimyasal boyamalarda ise, ¢ogu tiiméoriin vimentin pozitif oldugu ve yine
kas belirtegleri ile de pozitif reaksiyon alindigi goriilmiistiir. Bu boyamalarla
KEYS’lerin fibroblast/myofibroblast koékenli oldugu dustintilmiistiir.(Hendrick ve
Brooks, 1994).

Bu timérleri daha da karakterize etmek igin, transmisyon elektron mikroskobu
ile ultrastriiktiirel degerlendirme yapilmistir (Madewell ve ark., 2001). Bu ¢alismalar,
timorler icinde miyofibroblastlarin, dev hiicrelerin, fibroblastoid hiicrelerin ve
histiyosit benzeri hiicrelerin yani sira dispersif X-1sin1 spektroskopisi ile aliiminyum

bazli oldugu dogrulanan hiicre i¢i partikiil materyalin varligin1 dogrulamistir.

Ozellikle ilgi ¢ekici olan, KEYS ile travma sonrasi okiiler sarkomlarin
histopatolojik benzerlikleridir. Dubielzig ve arkadaslari (1990) 13 okiiler sarkom
vakasi tanimlamiglar ve bu kedilerin 11'inde tiimor gelisiminden dnce okiiler hastalik

Oykust bildirilmistir. Tanilar arasinda fibrosarkom (8 olgu), osteosarkom (2 olgu) ve



anaplastik sarkom (3 olgu) yer almigtir. Tmor tanisinin gizli siiresi genellikle birkag
yil olarak bildirilmistir. Bu tiimérlerin anaplastik oldugu, degisken derecelerde
farklilasma ile graniilasyon dokusu ve metaplazi bolgelerine sahip olduklar

gozlenmistir. Bu iki fenomen i¢in de benzer bir patogenez dnerilmistir.

Schultze ve arkadaslar1 (1997), kedilerde ti¢ standart kedi asisini
degerlendirdikleri bir ¢alismada, kediler dort bolgede salin, FVRCP, FeLL'V (6lii) ve
kuduz virtisti (6li) ile asilamiglardir. As1 bolgeleri haftalik olarak aspire edilmis ve
yayma preparatlar sitolojik olarak degerlendirilmistir. Salin enjeksiyonunun yerinden
alinan aspiratta az sayida hiicre veya kan gézlenmistir. Asilama bolgelerinden gelen
yaymalarin ise daha hiicresel oldugu, bu hiicrelerin lenfositler, nétrofiller ve
makrofajlardan olustugu goriilmiistiir ve bu bulgular ilk haftada tiim bolgelerde benzer
olarak rapor edilmistir. Ikinci haftaya gelindiginde, kuduz ve FeLV asilarinin
bolgelerindeki hiicreselligin ve lenfositlerin, FVRCP agilama bolgesinden daha yiiksek
oldugu, makrofajlarin ise kuduz as1 bolgesinde daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Ucgtincii haftaya gelindiginde, FeLV ve FVRCP asilarinin bolgelerindeki yangilanma
¢coziilmiis ancak kuduz asilama bolgesinde 16kosit sayisi artmaya devam etmistir.
Benzer bir model doérdiincii haftada da goriilmiis, degerlendirme déneminde saptanan
en sik hiicre tipi lenfosit olmustur. Tiim kedilerde kuduz asis1 bolgesinde elle tutulur
nodiiller gelisirken, sadece bir baska ag1 bolgesi FVRCP asilama yerinde reaksiyon
kaydedilmistir.

Ratlarda deri altina lufenuron enjeksiyonu yapilan bir ¢alismada, enjeksiyon
bolgeleri 21 giin sonra histolojik olarak degerlendirilmis ve tiim ratlarda (n = 6)
enjeksiyon yeri reaksiyonlar1 gelismistir. Bu reaktif infiltrasyonlarin agirlikli olarak

makrofajlardan olustugu bildirilmistir (Esplin ve ark., 1999).

2.5. Tam1 Yontemleri

Dikkat edilmesi gereken noktalar arasinda kedinin asilama ge¢misi, kitlenin
yeri, ilk fark edildiginde, boyuttaki herhangi bir degisiklik ve kitlenin mevcut
boyutudur. Biyopsi endikasyonlar1 3-2-1 kuralina dayanmaktadir (Starr, 1998;

Morrison ve Starr, 2001). Yani 3 aydan fazla devam eden, 2 cm’den biiyiik olan ve /



veya o bolgeye enjeksiyon yapildigindan bu yana 1 ay boyunca biiyliyen herhangi bir
kitle i¢in insizyonel biyopsi tavsiye edilir. Sitoloji ile ince igne aspirasyonu, insizyonel
biyopsinin en az invaziv ve en ucuz seklidir. Her zaman kesin bir KEYS tanisi vermese
de, sitoloji apse gibi diger ayirici tanilari diglamada yardimei olabilir. KEYS’ler
heterojen kitleler oldugundan, sitoloji teknikleri kullanildiginda kesin tan1 koymak i¢in
farkli alanlardan ¢oklu ornekler toplanmalidir. KEYS’den stipheleniliyorsa, tanisal
amaglar icin eksizyonel biyopsi siddetle tavsiye edilmez, ¢linkii tiimdrler marjinal
olarak eksize edildiginde hizli ve sik tekrarlar, bu da gelecekteki tedavi girisimlerini
zorlagtirir (Starr, 1998; Morrison ve Starr, 2001; McEntee ve Page, 2001; Séguin,
2002). KEYS dogrulandiktan sonra, pulmoner metastazlar yoOniinden torasik
radyografiler onerilir. Ek olarak, radyasyon ve / veya cerrahi planlama igin ileri
goritintiileme 6nerilir (McEntee ve Page, 2001; Séguin, 2002). Tam kan sayimi, serum
biyokimya profili, idrar tahlili, T4 ve FeLV / FIV testleri yapilmalidir. Bununla
birlikte, genellikle bu testler normaldir veya KEYS ile ilgisi olmayan hastaliklarin
gostergesidir (McEntee ve Page, 2001). FeLV veya FIV enfeksiyonu ile KEYS
gelisimi arasinda bir baglant1 kurulmamistir (Kidney ve ark., 2000; McEntee ve Page,

2001).

2.6. Tedavi

Tlimorlerin uzaklastirilmalarini takiben %14-69 oraninda niiks gozlenmesi
nedeniyle, KEYS’lerin tedavisi olduk¢a problemlidir (Martano ve ark., 2005;
Romanelli ve ark., 2008; Giudice ve ark., 2010; Phelps ve ark., 2011). Genis veya
radikal cerrahi eksizyon (timoriin etrafindaki her yonde 3-5 cm normal doku ve onun
derinliginde bir ila iki fasyal diizlem olarak tanimlanir) KEYS'i ortadan kaldirmak i¢in
tedavinin temelini olusturmaktadir (Davidson ve ark., 1997; Séguin, 2002; Phelps ve
ark., 2011). Tiimorler 6zellikle de tek basina cerrahi ile tedavi edildiginde lokal olarak
tekrarlar ve 2 ay ila 16 ay arasinda degisen niiksler bildirilmistir (Davidson ve ark.,
1997; Hershey ve ark., 2000). Niiksler siklikla cerrahi skar boyunca birden fazla
bolgede goriiliir. Amputasyon veya hemipelvektomi, uzuvlarinda veya kuyruklarinda
yeterince distalde yerlesmis tlimorleri olan kedilerde tek basina cerrahi ile basarili bir
tedavi i¢in potansiyel adaylardir (Hershey ve ark., 2000; Hendricks ve ark., 2014).

Cerrahi eksizyon yapildiginda, numune kenar bosluklari miirekkeplenmeli veya
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dikigle tanimlanmalidir. Tiim O6rnek formalin iginde yeterince sabitlenmeli ve
histopatolojik inceleme i¢in bir veteriner patoloji laboratuvarina génderilmelidir.
Lokal timor niiksiinii 6nlemek veya en azindan hastaliksiz araligi (DFI) uzatmak
amaciyla, cerrahi ve kesin radyasyon tedavisi de dahil olmak iizere ¢oklu tedavi

secenekleri siklikla onerilmektedir (Saba, 2017).

Cronin ve arkadaglari (Cronin ve ark., 1998), kesin radyasyon tedavisi ve
ardindan cerrahi ile tedavi edilen kedilerde %79'luk bir lokal tedavi basarisizligi
bildirmistir. Bununla birlikte, genel olarak, ortalama DFI'lar tek basina ameliyatla
karsilastirildiginda uzar ve 398 giin ila >1.000 giin arasinda degisir (Cronin ve ark.,
1998; Cohen ve ark., 2001; Hahn ve ark., 2007; Eckstein ve ark., 2009). Kemoterapinin
KEYS tedavisindeki rolii hakkinda daha az sey bilinmektedir. KEYS, agresif
radyasyon tedavisi ve cerrahi protokoller karsisinda bile goriilen niikslerle son derece
lokal invaziv oldugundan, bazi onkologlar DFI'y1 daha da uzatmak amaciyla
kemoterapiyi de tedaviye dahil ederler. Karboplatin, doksorubisin, lipozomal
doksorubisin, siklofosfamid, ifosfamid ve lomustin, KEYS tedavisinde bildirilen
kemoterapotikler arasindadir ve yanit oranlart %0 ile %>50 arasinda degismektedir

(Kobayashi ve ark., 2002; Rassnick ve ark., 2006; Eckstein ve ark., 2009).

Tedavide cerrahi yaklasimlarla birlikte, adjuvant radyoterapi, kemoterapi ve
immunoterapi gibi yontemler giincel olarak calisilmaktadir (Zabielska-Koczywas ve
ark., 2017). Jourdier ve arkadaslar1 (2003) fibrosarkomlu kedilerde insan interlokin-
2'yi (NYVAC insan IL-2) eksprese eden genetik olarak zayiflatilmis bir vaccinia viriis
vektoriinii ve kedi interlokin-2'yi (ALVAC kedi IL-2) eksprese eden rekombinant bir
kanarypox virlisii vektoriinii arastirmistir. Bu yaklasimla, vektoér virtisit kedinin
hiicrelerine enjeksiyon yakininda girer; bu hiicreler daha sonra lokal bir antitimor
immiin yanit1 tetikleyen IL-2 tiretir. IL-2'nin lokal olarak verilmesi, hastanin sistemik
IL-2 uygulamasi ile goriilen sistemik toksisite riskini azaltir. 2014 yilinda, ALVAC
kedi IL-2 immiinoterapisi, fibrosarkomlu kedilerde lokal tiimér niiks riskini azaltmak
icin cerrahiye adjuvan bir tedavi olarak Avrupa'da piyasaya siiriildii (Merial SAS,
Lyon, Fransa). ALVAC kedi IL-2 daha sonra 2015 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
Tarim Bakanlig1 (USDA) tarafindan sartli olarak lisanslanmistir (Merial Inc., Duluth,

GA, ABD). Tedavi endikasyonlari, nodal veya uzak metastaz kaniti olmayan
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fibrosarkomlu (2-5 cm ¢apinda) kedileri igerir. ALVAC IL-2'nin giivenligi ve etkinligi
ile ilgili ek arastirmalar devam etmistir (Jas ve ark., 2015). KEYS tedavisinde giincel
bir yaklasim olan ve bir immunoterapi yontemi olan interl6kin-2 (IL-2) eksprese eden
rekombinant canarypox virus (ALVAC) kullanimi1 cerrahi sonrasinda yardimci olarak

ve brahiterapi seklinde uygulanmaktadir (Jas ve ark., 2015).
2.7. Prognoz

Tanimlanan prognostik faktorlerin ¢ogu lokal tiimor niiksi ile iligkilidir.
Primer ttimor biiylidiikge ve iistteki cildi germeye ve altta yatan dokulari istila etmeye
basladikea, cilt tilserasyonu, agri, kalic1 kanama, enfeksiyon ve nekroz, kedinin yasam
kalitesini olumsuz yonde etkiler. Lokal niikstin yaygin bir belirleyicisi, cerrahi
eksizyonun (yani temiz sinirlarin) biitiinligudiir. Bu 6zellikle tek basina cerrahi ile
tedavi edilen kediler i¢in gegerli olsa da, ¢oklu tedaviyi takiben (Davidson ve ark.,
1997; Hershey ve ark.,, 2000) temiz olmayan sinirlar da daha kisa DFI ile
iligkilendirilmistir (Cronin ve ark., 1998; Cohen ve ark., 2001; Kobayashi ve ark.,
2002). Onceki ameliyatlarin sayis1 da zamanla lokal niiks ile ters orantilidir; cerrahi
girisimlerin sayist arttik¢a, lokal DFI tipik olarak azalir (Davidson ve ark., 1997,
Cohen ve ark., 2001). Bu bulgu, tiimor ¢ikarilmasinda ilk girisimin en basarili oldugu
ilkesiyle uyumludur. ilk eksizyondan 6nce, cevredeki anatomi hala nispeten normaldir
ve sonraki her timor niiksetmesi ve ¢ikarilmasi girisimiyle, kapatma i¢in doku miktari
azalir ve temiz kenarlar ile eksizyon imkansiz hale getirir (Farese ve Withrow, 2013).
Ayrica bu bulgu dogrultusunda, Hershey ve arkadaslarinin (2000) ¢alismasinda elde
edilen sonuglar, 6nceden eksize edilen tiimorleri olan kedilerle kiyaslandiginda ilk kez
eksizyonu yapilan kediler i¢in ortalama ilk niiks siiresinin (TFR) anlamli derecede
daha uzun oldugu gosterilmistir (ortalama TFR 274 giine kars1 66 giindiir). Bu ¢alisma
ile (Hershey ve ark., 2000) Phelps ve arkadaslarinin (2011) ¢alismasinda oldugu gibi,
radikal bir ilk eksizyonun niikste daha uzun siireler elde etmek i¢in gerekli oldugu

sonucuna varilmistir.

Bir ¢alismada, histolojik tipin genel sagkalim ile anlamli derecede iliskili
oldugu sonucuna varmistir. Fibrosarkom veya sinir kilifi timorii olan kedilerin, malign

fibroz histiyositomlu kedilerle karsilastirildiginda énemli 6lgiide daha uzun hayatta
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kalma siirelerine sahip olduklar1 gosterilmistir. Bildirilen ortalama sagkalim stireleri
sirasiyla 640 ve 645 giine karst 290 gtindiir (Dillon ve ark., 2005). Mitotik indeks,
nekroz yiizdesi ve pleomorfizm derecesi ile belirlenen histolojik derece, yumusak
doku sarkomlu kdpeklerde uzak metastaz olasiligi ile iliskilendirilmektedir (Kuntz ve
ark., 1997) ve kedilerde de benzer bir egilim kaydedilmistir. Daha yiiksek dereceli
KEYS’li kedilerin metastaz gelistirme olasilig1 daha yiiksektir ve bir ¢aligma ayrica
metastazi olan kedilerin genel hayatta kalma siirelerinin daha kisa oldugunu
gostermistir (Romanelli ve ark., 2008). Kuskusuz, KEYS mitotik olarak daha aktif
olma egilimindedir ve artan nekroz yiizdesine ve daha biiylik bir pleomorfizm
derecesine sahiptir (Doddy ve ark., 1996). Bununla beraber histolojik derecenin KEY'S
yonetimindeki roliinii tamamen aydinlatmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerektigi belirtilmistir (Couto ve ark., 2002).

2.8. Programh Hiicre Oliim Proteini 1 ve Ligand

Edinsel immun yanitlara inhibitor olarak etki eden mekanizmalar; ligandlar ya
da reseptorler olarak tanimlanabilir. Yabanci antijenler veya tiimor antijenleri bir
yaniti uyardiktan sonra, yangisal immun yanitin siirekli olarak sekillenmesini
engellemek icin “checkpointler” adi verilen ve “reseptdr sistemi” olarak da
adlandirilabilen bir yontem kullanilir. Bu checkpointler c¢ogunlukla timor
mikrogevresindeki hiicreler tizerindeki ligandlara baglanan T hiicresi reseptorii
tarafindan taninir, daha sonra T hiicresinin fonksiyonlarini1 diizenleyen immiinolojik
sinapslar olustururarak bu hiicrelerin baskilanmasiyla sonuglanir (Speil ve Rzepka,

2011).

Son yillarda en ¢ok dikkat ¢eken iki inhibitor reseptor/ligand ¢ifti, B7 ligandi
ile sitotoksik T lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-4) reseptorii ve PD1-L1 ligand ile
programlanmis hiicre Sliimii proteini 1 (PD1) reseptoriidiir (Brunet ve ark., 1987;
Oiseth ve Aziz, 2017). PD-1 1992'de klonlanmistir ve B7 ligand ailesinin {iyeleri olan
PD-L1 ve PD-L2 ligandlar1 daha sonra karakterize edilmistir. Programli hiicre 6liimii
1 (PD-1) proteini aktive T ve B lenfositler, makrofajlar, monositler ve dendritik
hiicrelerde eksprese ve upregiile edilen, ko-sinyal molekiillerinin immunglobulin

superailesine ait bir proteindir (Ishida ve ark., 1992). PD-1, reseptérlerine (PD-L1 ve
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PD-L2) baglanarak dogal ve edinsel immun yanitin baskilanmasinda rol alir (Yao ve
ark., 2013). PD-1"in bu inhibit6r 6zelliginin PD-L2’den ziyade PD-L1’e baglanarak
olustugu gosterilmistir (Tsushima ve ark., 2007). PD-L1 ayni1 zamanda tiimor hiicreleri
tarafindan da eksprese edilerek T hiicre aktivitesini diizenler ve tiimoériin immun
sistemden kagisina olanak saglayan immun supresyonu uyarir (Gatalica ve ark., 2014;

Baptista ve ark., 2016; Kim ve ark., 2017).

PD-1, kostimulasyon olusumuna miidahale etmekesizin T-hiicresindeki
anahtar sinyallesmede rol alan ara maddelerin fosforilasyonunu onleyen ve
aktivasyonlarini azaltan sinyaller {iretir. B7 ligandlar1 antijen sunan hiicreler tarafindan
eksprese edilirken (dendritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicreleri igerir), PD-LI,
aktive edilmis T hiicreleri tarafindan immiin yanitta iiretilen interferon gammaya
maruz kaldiktan sonra; T hiicreleri, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve timor
hiicreleri dahil bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilebilir. PD-L2 6ncelikle dendritik
hiicreler ve monositlerde eksprese edilir, ancak ¢ok cesitli diger immiin hiicrelerde ve

immiin olmayan hiicrelerde de indiiklenebilir (Ishida ve ark., 1992).

2.9. immun Checkpoint Inhibitorleri

Hangi tlimorlerin bir anti-PD-L1 antikoru ile en iyi sekilde tedavi edilecegini
belirlemek i¢in immunohistokimya ile PD-L1 protein ekspresyonlar1 arastirilabilir,
fakat bu yontemin standardizasyonunun olmamasi ve bazen PD-L1-pozitif timor
hiicrelerinin tlim6r mikrogevresindeki diger PD-L1-pozitif hiicrelerden ayirt edilmesi
zor oldugu i¢in ¢ok kullanish olmayabilir. Ayrica, immunohistokimya, PD-L1 mRNA
ekspresyonunu 6lgen ¢alismalara kiyasla daha diisiik bir duyarliliga sahiptir (Mino-

Kenudson, 2016).

Tamami malign melanom tedavisi i¢in kullanilmakta olan ipilimumab,
nivolumab ve pembrolizumab olarak adlandirilan ii¢ bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorii pazarlanmaktadir: 2011 yilinda monoklonal CTLA4'e 6zgii antikor
ipilimumab metastatik malign melanom igin, 2014 yilinda PD1'e 6zgii bir monoklonal
antikor Nivolumab, malign melanom, metastatik melanom, kii¢iik hiicreli olmayan

akciger kanseri, bag ve boyun skuaméz hiicreli karsinomu, renal hiicreli karsinom ve
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glioblastoma multiforme i¢in, ve yine 2014 yili sonlarinda anti-PD1 antikoru
pembrolizumab, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun skuaméz
hiicreli karsinomu, tirotelyal mesane kanseri i¢in kullanilmaya baslanmistir (Suzman

ve ark., 2018).

Bu calismada KEYS i¢in immunoterapinin farkli bir yonden ele alinmasin
saglayabilecek olan programli hiicre 6liimi 1 (PD-1) ve programli hiicre 6limii 1
ligandi (PD-L1) sunumlarinin  immunohistokimyasal olarak arastirilmasi
amaglanmistir. Daha 6nce KEYS’lerde PD-1 ve PD-L1 sunumlarinin arastirildigi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle bu tez ¢alismast PD-1 ve PD-L1 immun
checkpoint molekiil inhibitorleriyle KEYS tedavisinin miimkiin olup olmadig:

yoniinde yapilmis bir 6n ¢alisma niteligi tasimaktadir.

15



3. GEREC ve YONTEM

Calismada ge¢mis yillarda anabilim dalimiza gelen 11 adet kedi enjeksiyon
yeri sarkomunun arsivdeki bloklar1 kullanildi. Bu bloklardan histopatolojik ve
immunohistokimyasal analizler i¢in normal ve poli-l-lizinli lamlara kesitler alindi.
Histopatolojik analizler i¢in rutin hematoksilen-eozin boyamasi yapildi. Tiimorlerin
immunofenotipik 6zelliklerini ortaya koymak i¢in ayrica vimentin, S100, SMA ve
sarkomerik aktin antikorlar1 ile immunohistokimyasal boyamalar gerceklestirildi.

Olgulara ait bilgiler Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan olgulara ait bilgiler ve tanilar

Vakano Tiir Irk Cinsiyet  Yas Altinan yer Tam

18-255 Kedi Melez Erkek 10 yas  Sirt bolgesi Fibrosarkom

13-261 Kedi  Tekir Disi 12 yag  Sirt bolgesi Fibrosarkom

19-221 Kedi  Tekir Erkek 10 yag  Sirt bolgesi Fibrosarkom

14-285 Kedi Melez Erkek 8 yas Son kosta hizasinda ~ Fibrosarkom

22-388 Kedi  Smokin Disi 8 yas Sol aksillar bolge Fibrosarkom

17-828 Kedi - - 11yas  Aksillar bolge Fibrosarkom

14-134 Kedi - Disi 11yas  Sol pektoral bolge Fibrosarkom

22-392 Kedi  Blue point  Disi 6 yas Skapula iizeri Fibrosarkom (mikzoid)
15-400 Kedi - Erkek 11yas  Sol skapula tizeri Indiferensiye sarkom
22-254 Kedi  Tekir Erkek 4 yag Arka ekstremite Liposarkom

21-525 Kedi Van Disi 5 yas Skapula tizeri Rabdomyosarkom

3.1. Histopatolojik analizler

Oncelikle KEYS’lerin klasifikasyonu yapildi (Hendrick ve ark., 1998).
Histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgulara goére tiimorler fibrosarkom,

indiferensiye sarkom, liposarkom ve rabdomyosarkom seklinde siniflandirildi.

Bu temel smiflandirma sonrasinda tiimorlerin derecelendirmesi (grade)
amaciyla tiimor diferensiyasyonu (farklilagsma), mitotik indeks ve nekroz agisindan
degerlendirme yapildi (Couto ve ark., 2002). Buna gore tiimorler farklilasma
derecelerine gore 1-3 arasinda skorlandi (1; tiimor hiicreleri olgun farklilasma
gosteriyor, 2; tiimorler tanimlanan histolojik fenotipe sahip, 3; az farklilagma gosteren
tomorler). Mitotik indekse gore de yine 1-3 arasinda skorlama yapildi (1; 10 adet 400x
biiylitme alaninda 1-9 mitotik figiir, 2; 10 adet 400x biiyiitme alaninda 10-19 mitotik
figtir, 3; 10 adet 400x biiyiitme alaninda 20 veya daha fazla mitotik figiir). Nekroz

varligi agisindan da 1-3 arasinda (1; nekroz yok, 2; oOrnekteki toplam alanin
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%50’sinden az nekroz, 3; 6rnekteki toplam alanin %50’sinden fazla nekroz) skorlama
yapildi. Bunun ardindan elde edilen toplam skorlara gore de tiimoriin derecesi (grade)
belirlendi. Toplam skoru 3 veya 4 olan timérler grade I, 5 veya 6 olanlar grade II, 7,

8 veya 9 olanlar ise grade III olarak derecelendirildi.

Bunlarin disinda tiim6r dokusu igerisindeki lenfosit infiltrasyonlar: a¢isindan
da diistik biiytitmede (40x) degerlendirmeler yapildi ve skorlandi. Buna gore tiim
peritimoral alanlarda lenfosit infiltrasyonlarimin varligi skor 3, lenfoid hiicreler
peritimoral alanlarin %50°sinden az oranda diffuz olarak bulunuyor ve kii¢iik
folikiiller olusturuyorsa skor 2, az sayida lenfositin goriildiigii ve bunlarin ¢ok az
folikiil olusturdugu ya da folikiil gozlenmedigi durumlar ise skor 1 ve son olarak

yanginin bulunmadigi tiimorler ise skor 0 olarak belirlendi (Couto ve ark., 2002).

3.2. Immunohistokimyasal analizler

Immunohistokimyasal boyamalar i¢in kullanilan yontem asagidaki sekildedir;
Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM 2125) yardimi ile 4-5 pm kalinligindaki
kesitler poli-l-lizinli lamlar (Menzel Polysine Slides: J2800AMNZ) iizerine alindi,
kesitler ksilollerde (Xylene - Merck Millipore:108661) deparafinize, alkol serilerinde
de dehidre edildikten sonra antigen retrieval islemine gecildi. Antigen retrieval icin
tris-edta buffer solisyonunda mikrodalga firinda 20 dakika inkiibasyon
gercgeklestirildi. Bu islemden sonra kesitler 20-30 dakika sogumaya birakildi. PBS
(Phosphate buffered saline Sigma: P4417) soliisyonunda 15 dakika yikandiktan sonra
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi i¢in karanlik ortamda %3 hidrojen
peroksit (Hydrogen peroxide 30% Merck: 108597) soliisyonunda 20 dakika
inkubasyon yapildi. Inkubasyon bitince kesitler tekrar PBS soliisyonuyla 15 dakika
yikamaya alindi. Bu asamadan sonra nonspesifik antikor baglanmasini 6nlemek i¢in
dokularin tizerine Ultra V Blok (UltraVision™ Large Volume Detection System anti-
Polyvalent, HRP (Ready-To-Use) Thermo Scientific: TP-060-HL) soliisyonu
damlatilip 10 dakika beklenilerek akabinde yikama yapilmadan sulandirilmig (Large
Volume UltrAb Diluent Plus Thermo Scientific: TA-125-UDX) PD-1 (Cellmarque,
klon nat105, 1:100 diliisyon) ve kullanima hazir PD-L1 (Leica marka, klon 73-10,

kullanima hazir) primer antikorlar: ile +4°C’de bir gece inkubasyon yapildi. Pozitif
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kontrol olarak PD-1 i¢in insan tonsili PD-L1 i¢in ise insan plasentas: kullanildi.
Negatif kontrol i¢in protein bloklama isleminden sonra primer antikor yerine PBS
kullanilip dokular bir gece bu soliisyon ile inkube edildi. Primer antikor
inkubasyonundan sonra PBS ile 15 dakika yikanan kesitler reaksiyonun gosterilmesi
icin DAB kromojeni ile mikroskop altinda kontrolli sekilde boyandi. Mayer’s
hematoksilenle zit boyama yapilan kesitler entellan ile kapatilip mikroskop altinda

incelendi.

Vimentin, SMA ve sarkomerik aktin boyamalari i¢in hazir sekonder kit
(ImmPRESS® Excel Amplified Polymer Staining Kit, Anti-Mouse IgG, Peroxidase
MP-7602) kullanildi. S100 boyamasi i¢in ise benzer kitten (ImmPRESS® Excel
Amplified Polymer Staining Kit, Anti-Rabbit IgG, Peroxidase MP-7601) yararlanildi.

Kullanilan antikorlar ile prosediir bilgileri Tablo 2°de sunulmustur.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikor Marka Tiir Klon Diliisyon Siire
Vimentin Dako Fare Vim 3B4 1:200 O.N.*
S100 Dako Tavsan poliklonal 1:400 O.N.*
SMA Dako Fare 1A4 1:100 O.N.*
Sarkomerik aktin Dako Fare Alpha-Sr-1 1:100 O.N.*
PD-1 Cellmarque Fare nat105 1:100 O.N.*
PD-L1 Leica Fare 73-10 Hazir O.N.*

*(.N.: Bir gece boyunca

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

<5,2;>6—-10ve 3;> 11 — 16 seklinde belirlendi.
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Calisma sonunda KEYS’ler sergiledikleri malignite derecelerine, lenfosit
yogunluguna ve immunohistokimyasal skorlarima gore karsilagtirmali olarak
istatistiksel analizler ile degerlendirildi ve PD-1/PD-L1 pozitifliklerinin tiimor
malignite dereceleri ve lenfosit infiltrasyonlar1 arasindaki iliski ortaya konuldu.
[statistiksel analizler i¢in Minitab® 16.1.1 programi kullanildi. Elde edilen skorlarin
iligkisini aragtirmak amaciyla Pearson korelasyon testi uygulandi. Elde edilen

[IP%4)
r

sonuclara gére korelasyon degeri 0-0,3 aras1 onemsiz korelasyon, 0,3-0,5 arasi
dusiik korelasyon, 0,5-0,7 arasi orta dereceli korelasyon, 0,7-0,9 arasi yiiksek
korelasyon ve 0,9-1 arasi ¢ok yiiksek korelasyon olarak kabul edildi (Hinkle ve ark.,

2003; Mulaka, 2012).
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4. BULGULAR
4.1. Tiimor Smiflandirmasi

Ttumdorler histopatolojik 6zelliklerine ve immunohistokimyasal fenotiplerine
gore alt tiplendirmeleri yapildi. Vimentin ve S100°tin tiim olgularda degisen
siddetlerde pozitif oldugu, sarkomerik aktinin ise yalnizca bir olguda pozitif oldugu
goriildi (Sekil 1-8). Fibrosarkom tanili olgularin ikisinde SMA’nin diffuz sekilde
tiimor dokusunun biiylik cogunlugunda pozitif oldugu (Sekil 9-10), iki fibrosarkom
olgusunda ise timor dokusunun gevresini saran mezenkimal dokuda belirgin bir
pozitiflik gozlendi (Sekil 11, 12). Ister tiimor i¢inde, ister disinda olsun, SMA pozitif
olgularin tiimiine myofibroblast farklilagsmasi ig¢eren fibrosarkom tanisi konuldu.
Sarkomerik aktin ve SMA pozitif olan olguda ise tani histopatolojik bulgular da goz
oniine alinarak rabdomyosarkom olarak teshis edildi (Sekil 13). Incelemeler
sonrasinda 8 olguya fibrosarkom, bir olguya indiferensiye sarkom, bir olguya
liposarkom ve bir olguya rabdomyosarkom tanist konuldu. Calismada kullanilan

olgulara ait immunohistokimyasal boyanma 6zellikleri Tablo 3’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Olgularin immunohistokimyasal boyanma 6zellikleri

Vaka no Tam Vimentin SMA S100 Sarkomerik Aktin
13-261 Fibrosarkom + + +

14-134 Fibrosarkom + + +

14-285 Fibrosarkom + - +

17-828 Fibrosarkom + + +

18-255 Fibrosarkom + - +

19-221 Fibrosarkom + + +

22-388 Fibrosarkom + +

22-392 Fibrosarkom (mikzoid) + +

15-400 indiferensiye sarkom + +

22-254 Liposarkom + - + -
21-525 Rabdomiyosarkom + + + +
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Sekil 4.2. Fibrosarkom olgusunda (18-255) vimentin pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar:
50 pm.
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Sekil 4.4. Rabdomyosarkom olgusunda vimentin pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar: 50
pm.
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Sekil 4.6. Fibrosarkom olgusunda (14-285) S100 pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar: 50
pm.
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Sekil 4.7. Mikzoid farklilasmali fibrosarkom olgusunda (22-392) S100 pozitifligi.
Strepto-Avidin. Bar: 50 um.

Sekil 4.8. Liposarkom olgusunda S100 pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.9. Fibrosarkom olgusunda (14-134) diffuz SMA pozitifligi. Strepto-Avidin.
Bar: 100 pm.

Sekil 4.10. Fibrosarkom olgusunda (17-828) diffuz SMA pozitifligi. Strepto-Avidin.
Bar: 50 um.
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Sekil 4.11. Fibrosarkom olgusunda (13-261) ¢evre dokuda yogun SMA pozitif doku
artig1 ve bu alanda yerlesim gosteren lenfoid folikiil. Strepto-Avidin. Bar: 100 pm.

Sekil 4.12. Fibrosarkom olgusunda (19-221) tiimor ¢evresinde yogun SMA pozitif
mezenkimal hiicre proliferasyonu. Strepto-Avidin. Bar: 200 pum.

26



Sekil 4.13. Rabdomyosarkom olgusunda sarkomerik aktin pozitifligi. Strepto-Avidin.
Bar: 50 pm.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Fibrosarkom olgularinda belirgin malignite bulgular1 sergileyen, mekik sekilli
ve farkli yonlere uzantilar gosteren, yer yer de i¢ ige gegmis goOriiniimde hiicre
demetleri olusturan mezenkimal hiicre proliferasyonlar1 gozlendi (Sekil 14). Mikzoid
farklilasma gosteren fibrosarkom olgusunda belirgin malignite bulgular1t ve
sitoplazmik mikzomatéz oOzellikler sergileyen neoplastik mezenkimal hiicre
proliferasyonlarina rastlandi (Sekil 15). Indiferensiye sarkom tanili olguda bir timér
tipine ait belirgin tipik bir histolojik morfoloji sergilemeyen, anaplastik 6zellikler
sergileyen mezenkimal tiiméor goriintiisii dikkati ¢ekti (Sekil 16). Indiferensiye sarkom,
rabdomyosarkom ve iki fibrosarkom olgusunda ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerinin varligi
dikkati g¢ekti (Sekil 17, 18). Gri renkli sitoplazmaya sahip ve belirgin sekilde
birikimleri gézlenen makrofajlara ise yalnizca bir fibrosarkom olgusunda rastlandi
(Sekil 19). Liposarkom olgusunda, genellikle tek ve oldukea biiyiik ¢ekirdekgikler
iceren, belirgin anizokaryozis sergileyen biiyiik ¢ekirdeklere sahip, oval sekilli ve
sitoplazmalarinda ¢ok sayida farkli boyutlarda vakuollerin bulundugu neoplastik
proliferasyonlar dikkati ¢ekti (Sekil 20). Rabdomyosarkom olgusunda ig sekilli i¢ ice

gecmis hiicre demetleri halinde gdzlenen neoplastik proliferasyonlara rastlandi. Timor
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hiicreleri ovalden uzuna degisen, poligonal sekilli, hiperkromatik ve genellikle

merkezi yerlesime sahip bir ¢ekirdege sahipti (Sekil 21).

Sekil 4.14. Fibrosarkom olgusunda (14-134) i¢ ice gecen demetler halinde gozlenen
ig sekilli mezenkimal hiicre proliferasyonlari. H&E. Bar: 100 um.

Sekil 4.15. Fibrosarkom olgusunda (22-392) mikzoid farklilagsma alani. H&E. Bar:
100 pum.
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Sekil 4.16. indiferensiye sarkom olgusunda atipik pleomorfik hiicreler ve dev hiicre
olusumu. H&E. Bar: 20 um.

Sekil 4.17. Fibrosarkom olgusunda (18-255) atipik pleomorfik hiicreler ile ¢ok
cekirdekli dev hiicreleri. H&E. Bar: 50 um.
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Sekil 4.18. Fibrosarkom olgusunda (22-388) ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreleri. H&E. Bar:
100 pum.

Sekil 4.19. Fibrosarkom olgusunda (19-221) tiimoér g¢evresinde lenfosit ve gri
sitoplazmal1 makrofaj birikimleri. H&E. Bar: 20 um.
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Sekil 4.20. Liposarkom olgusunda (22-254) belirgin vakuoller igeren neoplastik
hiicreler. H&E. Bar: 50 um.

Sekil 4.21. Rabdomiyosarkom olgusunda biiyiik ¢ekirdek ve belirgin ¢ekirdekgiklere
sahip pleomorfik mezenkimal hiicre proliferasyonlari. H&E. Bar: 50 pm.

Timorlerin  histolojik  derecelendirmesi amaciyla tiimor hiicrelerinde
farklilasma, mitotik indeks ve nekroz varlig1 degerlendirildi. Her bir parametre igin 1-
3 arasinda skorlamalar yapildi. Ardindan bu skorlarin toplanmasiyla nihai timor

derecesi belirlendi. Buna gore tiimor derecesi dort fibrosarkom olgusunda skor 3; diger
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ti¢ fibrosarkom ile indiferensiye sarkom, liposarkom ve rabdomyosarkom olgusunda

skor 2; bir fibrosarkom olgusunda ise skor 1 olarak belirlendi.

Tiimorlerde gozlenen lenfoid infiltrasyonlara gore yapilan degerlendirmede
(Sekil 22-25), dort fibrosarkom, indiferensiye sarkom ve rabdomyosarkom olgusunda

skor 3; ti¢ fibrosarkom ve liposarkom olgusunda skor 2; bir fibrosarkom olgusunda ise

skor 1 olarak belirlendi.

Sekil 4.22. Fibrosarkom olgusunda (13-261) tiimor dokusu igerisinde yer alan lenfosit
infiltrasyonlari. H&E. Bar: 100 pm.
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Sekil 4.23. Fibrosarkom olgusunda (22-388) tiimoér dokusu igerisine infiltre olmus
lenfositler. H&E. Bar: 50 um.

Sekil 4.24. Rabdomyosarkom olgusunda tiimér dokusu cevresinde gozlenen
lenfositler. H&E. Bar: 100 pm.
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Sekil 4.25. Fibrosarkom olgusunda (17-828) tiimor dokusu cevresinde goriilen
lenfositler. H&E. Bar: 200 um.

4.3. PD-1/PD-L1 immunohistokimyasal Boyamalar

PD-1 agisindan yapilan degerlendirmede bir fibrosarkom, liposarkom ve
rabdomyosarkom olgusunda skor 3; iki fibrosarkom olgusunda skor 2; bes
fibrosarkom ve indiferensiye sarkom olgusunda skor 1 olarak belirlendi. PD-1
pozititligi baslica lenfoid hiicreler olmak {izere tiiméorlerin daha ¢ok periferinde ve yer
yer igerisinde gézlenen makrofaj benzeri hiicrelerde gozlenmistir (Sekil 26-28). PD-
L1 agisindan yapilan degerlendirmede ise ti¢ fibrosarkom ve rabdomyosarkom
olgusunda skor 2; diger bes fibrosarkom, indiferensiye sarkom ve liposarkom
olgusunda ise skor 1 olarak belirlendi. PD-L1 pozitifliine ¢ogunlukla timor
hiicrelerinde (Sekil 29) ve timdr igerisinde gézlenen genis sitoplazmali, makrofaj
benzeri hiicrelerde (Sekil 30) rastlandi. Bunun yaninda diisiik oranda lenfoid folikiiller
icerisindeki baz1 hiicrelerde de pozitiflikler bulundugu gorildii (Sekil 30).
Histopatolojik skorlar ile PD-1 ve PD-L1 skorlarmma ait bilgiler Tablo 4’te

sunulmustur.
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Tablo 4.2. Histopatolojik bulgular ile PD-1 ve PD-L1 skorlar1

Vaka no Yeni Tam Lenfosit Farkhilasma Mitotik  Nekroz  Tiimor PD-1 PD-L1
indeks derecesi
13-261 Fibrosarkom 3 2 3 1 2 1 1
14-134 Fibrosarkom 2 2 2 1 2 1 1
14-285 Fibrosarkom 3 2 1 3 2 1 1
17-828 Fibrosarkom 2 1 1 1 1 1 1
18-255 Fibrosarkom 1 3 3 3 3 2 2
19-221 Fibrosarkom 3 2 3 2 3 2 2
22-388 Fibrosarkom 3 3 3 2 3 3 2
22-392 Fibrosarkom (mikzoid) 2 2 3 2 3 1 1
15-400 Indiferensiye sarkom 3 2 1 2 2 1 1
22-254 Liposarkom 2 2 2 2 2 3 1
21-525 Rabdomyosarkom 3 3 2 1 2 3 2

Sekil 4.26. Fibrosarkom olgusunda (22-388) tiimor gevresi lenfosit infiltrasyonlarinda
PD-1 pozitiflikleri. Strepto-Avidin. Bar: 100 um.
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Sekil 4.27. Rabdomiyosarkom olgusunda tiimor cevresi lenfoid dokuda PD-1
pozitiflikleri. Strepto-Avidin. Bar: 50 um.

Sekil 4.28. Fibrosarkom olgusunda (19-221) tiimor igerisine infiltre olmus genis
sitoplazmali makrofaj benzeri hiicrelerde PD-1 pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar: 50 pm.
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.

Sekil 4.29. Fibrosarkom olgusunda (18-255) neoplastik hiicrelerde PD-L1 pozitifligi.
Strepto-Avidin. Bar: 100 pm.

.

Sekil 4.30. Rabdyomiyosarkom olgusunda tiimér hiicrelerinde PD-L1 pozitifligi.
Strepto-Avidin. Bar: 50 um.



Sekil 4.31. Fibrosarkom olgusunda (19-221) tiimor ¢evresi lenfoid doku igerisinde
gozlenen genis sitoplazmali makrofaj benzeri hiicrelerde PD-L1 pozitifligi. Strepto-
Avidin. Bar: 50 um.

Sekil 4.32. Rabdomyosarkom olgusunda tiimér ¢evresi lenfoid dokuda hafif dereceli
PD-L1 pozitifligi. Strepto-Avidin. Bar: 50 pm.

4.4. Pearson Korelasyon Analiz Sonuclari

Histopatolojik olarak goézlenen tiimor farklilagmasi, mitotik indeks, nekroz,

timor derecesi, lenfosit infiltrasyonlari, PD-1 ve PD-L1 arasinda Pearson korelasyon
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analizi gergeklestirildi. Buna gore; tliimor derecesi ile tiimor farklilagsmasi ve mitotik
indeks arasinda sirasiyla orta (1=0,629) ve yiiksek dereceli (r=0,788) bir korelasyon
tespit edildi. Tuimor derecesi ile nekroz arasinda da orta dereceli (r=0,524) bir
korelasyon gozlenmekle birlikte anlamli bir iligki olmadigi goriildi (p<0,05). Timor
farklilagmasinin PD-1 ile orta dereceli (r=0,650), PD-L1 ile ise yliksek dereceli bir
korelasyonu (r=0,747) tespit edilirken, PD-1 ve PD-L.1 arasinda da orta dereceli bir
korelasyon (r=677) belirlendi. Mitotik indeks ile PD-1 arasinda diisiik korelasyon
(r=0,322), PD-L1 arasinda ise orta dereceli korelasyon (r=515) belirlendi fakat bu
iligkiler anlamli bulunmadi (p<0,05). Benzer sekilde tiimor derecesi ile PD-1 arasinda
dusiik (r=0,311), PD-L1 arasinda ise orta dereceli korelasyon (0,585) belirlendi ve yine
sonuclar anlamli degildi (p<0,05). Lenfositler ile PD-1 ve PD-L1 arasinda ise
korelasyonun 6nemsiz diizeyde oldugu goriildii. Pearson korelasyon sonuglar1 Tablo

5’te sunulmustur.

Tablo 4.3. Pearson korelasyon test sonuglari

Farkhilasma Mitotik Nekroz Tiimor Lenfosit PD-1
indeks Derecesi
Mitotik Pearson 0,500
indeks correlation 0,117
Sig. (2-tailed)
Nekroz Pearson 0,301 0,055
correlation 0,368 0,871
Sig. (2-tailed)
Tiimoér Pearson 0,629 0,788 0,524
Derecesi correlation 0,038* 0,004** 0,098
Sig. (2-tailed)
Lenfosit Pearson 0,022 -0,151 -0,211 -0,082
correlation 0,949 0,657 0,533 0,811
Sig. (2-tailed)
PD-1 Pearson 0,650 0,322 0,067 0,311 0,058
correlation 0,030%* 0,334 0,845 0,352 0,864
Sig. (2-tailed)
PD-L1 Pearson 0,747 0,515 0,192 0,585 0,052 0,677
correlation 0,008* 0,105 0,572 0,059 0,878 0,022*

Sig. (2-tailed)

*Correlation significant at the 0.05 level (2-tailed), **correlation significant at the 0.01 level (2-tailed)
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5. TARTISMA

KEYS’ler mezensimal orijinli, lokal invaziv ve metastatik 6zellikler gosteren
bir tiimor grubudur (Hendrick ve Brooks, 1994; Hendrick ve ark., 1994; Lester ve ark.,
1996). KEYS’lere en ¢ok fibrosarkom tanisi konulmakla birlikte, malignant fibroz
histiyositom, rabdomyosarkom, mikzosarkom, liposarkom, sinir kilif timori,
indiferensiye sarkoma, osteosarkoma ve kondrosarkoma tanilar1 da rapor edilmistir
(Esplin ve ark., 1993; Hendrick ve Brooks, 1994; Hershey ve ark., 2000; Dillon ve
ark., 2005). Calismamizda KEYS’lere fibrosarkom, indiferensiye sarkom, liposarkom
ve rabdomyosarkom tanilar1 konulmustur. Bu tanilar1 koyarken tlimorlerin
histopatolojik ve immunohistokimyasal boyanma ozelliklerinden yararlanilmistir.
Yumusak doku sarkomlarinin ayirici tanisinda immunohistokimyasal boyama paneli
siklikla gerekli olmaktadir (Dobromylskyj, 2022). Bu amagla ve aym1 zamanda
KEYS’lerin immun karakterizasyonunu ortaya koymak amaciyla calismamizda
vimentin, SMA, S100 ve sarkomerik aktin belirtecleri ile boyamalar

gerceklestirilmistir.

Vimentin mezenkimal kokenli timorlerde eksprese olan bir belirtegtir (Gaitero
ve ark., 2008) ve calismamizda tiim KEYS’lerin vimentin pozitif oldugu goriilmiistiir.
S100 de tiim olgularda pozitif oldugu gézlenmistir. Carnerio ve arkadaslarinin (2019)
21 KEYS olgusunda yaptiklar1 immunohistokimyasal ¢alismada da S100’iin olgularin
20’sinde (%95.2) pozitif oldugu goriilmiistiir. S100’tGn periferal sinir sistemi,
melanositler, kondrositler ve adipositler tarafindan eksprese edildigi bilinmekle
birlikte (Gongalves ve ark., 2010) bag doku tiimoérleri ile perivaskiiler duvar
timorlerinde de pozitif olduguna dair raporlar mevcuttur (Hendrick ve ark., 1998;
Chijiwa ve ark., 2004; Ipek ve ark., 2021). Calismamizda yer alan tiimorlerde sinir
kokenini gosteren Antoni A tipi goriiniimlere rastlanmamistir. KEYS’lerde S100
pozitifliginin bildirilmesi de géz oniine alindiginda, yalnizca S100 boyanmalarinin
sinir kokenini dogrulama da yetersiz oldugu, daha ileri sinir belirtecleriyle
boyamalarin gerekliligi ortaya ¢ikmis, fakat daha ileri belirtecler ile maalesef heniiz
bir inceleme yapilamamistir. Calismamizda rapor edilen diger olgulardan birisi de
rabdomyosarkomdur ve vimentin ile birlikte SMA, S100 ve sarkomerik aktin

yoniinden pozitiflik gézlenmistir. Bu olguda histopatolojik 6zelliklerin yaninda
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sarkomerik aktin yoniinden pozitiflik gozlenmesi teshiste yardimci olmustur. Nitekim
sarkomerik aktin iskelet kas hiicreleri ve kardiyomiyositlerin I bandlarin isaretler ve
rabdomyosarkomlarda pozitiflik bildirilmistir (Skalli ve ark., 1988; Schiirch ve ark.,
1996; Kobayashi ve ark., 2004). S100 pozitifligi ise daha 6nceki bir ¢alismamizda
kopek rabdomyomunda da bildirilmistir (Ipek ve ark., 2021). Insanlarda 60
rabdomyosarkom {izerinde yapilan bir calismada da 7 olgunun S100 pozitifligi

gosterdigi bildirilmistir (Coindre ve ark., 1988).

SMA kan damarlar1 duvarlari ile leyomiyoma ve leyomiyosarkom gibi diiz kas
timorlerinde pozitiflik sergiler (Rizeq ve ark., 1994; Brennan ve ark., 2000).
KEYS’lerde SMA pozitifliginin yogun sekilde gozlendigi bildirilmekte ve bu
pozitifliklerin ~ timorlerdeki  myofibroblast  farklilasmasina  isaret  ettigi
distiniilmektedir (Madewell ve ark., 2001). SMA pozitif myofibroblast benzeri
hiicrelerin KEYS’lerde hem tiimor dokusunda veya tiimor ¢evresinde bulundugu ve
tiimor c¢evresinde yer alanlarin neoplastikten ¢ok reaktif bir yanit olabilecegi ifade
edilmistir (Couto ve ark., 2002). Calismamizda SMA pozitif myofibroblast benzeri
hiicreler li¢ olguda tiimoral dokuda, iki olguda ise tiimor ¢evresi dokuda gdzlenmistir.
Couto ve arkadaslarinin (2002) ifade ettigi gibi tiimor ¢evresi sekillenen bu pozitifligin
reaktif olabilecegi diistiniilmustiir. Bununla beraber tiimor igerisinde yogun
pozitifliklerin bulundugu iki olguda histolojik olarak perivaskiiler duvar tlimori
benzeri geyik boynuzu damar yapisi gorintimiiniin bulunmasi, bu goriintimlerin
myofibroblast farklilasmasindan ziyade, bu hiicrelerin perivaskiiler duvar kokenli
olabilecegi olasiligini da akla getirmistir. Fakat bu teoriyi desteklemek i¢in daha fazla

sayida belirteg ile kokenin dogrulanmasina ihtiyag¢ vardir.

Chijiwa ve arkadaslar1 (2004), alfa-SMAnin hemangioperisitomlar: periferal
sinir kilif timdrlerinden ayirt etmede faydali olabilecegini belirmiglerdir. Fakat tiim
hemangioperisitomlarda SMA pozitifligi de gézlenmesi gereken bir durum degildir
(Fujii ve ark., 2013). Perivaskiiler duvar tiimor tanisinda hem histopatolojik hem de
immunohistokimyasal o6zelliklerin karakterizasyonu olduk¢a ©Onemli bir yer
tutmaktadir. Avallone ve arkadaslar1 (2007) kdpek perivaskiiler duvar tiimorlerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada girdap/helezon yapilari ile geyik boynuzu damar yapisinin

cogu perivaskiiler duvar tiimoriinde tanida oldukg¢a yardimci olabilecegini
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belirtmiglerdir. Bu histolojik &zelliklerin yaninda detayli immunohistokimyasal
boyanma karakteristikleri de ¢alismayla ortaya konulmus ve insanlardakine benzer
sekilde perivaskiiler duvar tiimorlerinin detayli alt tiplendirmesi i¢in bir Oneride
bulunulmustur. Calismamizda 6nerilen bu belirteg¢lerden yalnizca birkaginin kullanimi
nedeniyle spesifik bir ayrima gidilememistir. Fakat dikkate deger sekilde SMA
pozitifliginin gozlendigi olgularda histolojik olarak geyik boynuzu damar paterni
dikkati ¢ekmektedir. Fakat KEYS’lerin pleomorfik yapilarindan dolayi, simdilik
histolojik ve immun karakteristiklerine bakilmaksizin basit¢e sarkom olarak ifade
edilmeleri gerektigi ifade edilmektedir (Couto ve ark.,, 2002) ve daha sonraki
calismalar da bu goriisii benimseyen bir yaklagim sergilemektedir (Carneiro ve ark.,
2019). Calismamizdaki belirteglerin sinirliligt ve KEYS’in histolojik pleomorfik
Ozelliklerden dolayr bu goriis benimsenerek bu tiimérlerde bir alt tiplendirmeye

gidilmemis ve SMA pozitiflikleri myofibroblast farklilasmasi olarak diigtiniilmiistiir.

KEYS’lerin yaygin olarak tiimor i¢i neoplastik dev hiicreleri icerebilecegi
bildirilmektedir (Doddy ve ark., 1996; Couto ve ark., 2002). Bu dev hiicrelerinin
insanlarda yumusak doku sarkomlarinda oldugu gibi (Rosai, 1990; J6sten ve Rudolph,
1997) zayif bir prognozu isaret edibilecegi bildirilmektedir (Couto ve ark., 2002).
Calismamizda olgularin dort tanesinde tiimor i¢i dev hiicreleri dikkati ¢ekmistir. Bir
fibrosarkom olgusunda ise dev hiicrelerinin ¢ok fazla ¢ekirdek icerdigi ve sayica da
cok yogun olduklar1 goriilmiistiir. Bu tiimorde derece 3 olarak belirlenmistir. Cok
cekirdekli dev hiicreleri igermesi ile baslangicta bu tiimoriin malignant fibroz
histiyositoma olabilecegi diistiniilmiistiir. Nitekim kedilerde bu tiir dev hiicrelerinin
gozlendigi enjeksiyon ile iliskili (Doddy ve ark., 1996) veya iliskili olmayan tiimorler
(Ozyigit ve ark., 2010) baz1 arastirmacilar tarafindan malignant fibr6z histiyositoma
olarak siniflandirilmistir. Doddy ve arkadaslar1 (1996) malignant fibr6z histiyositoma
tanisinda histiyosit benzeri hiicrelerin varligiyla iliskilendirmislerdir fakat Madewell
ve arkadaglarinin (2001) yaptig1 c¢alismada fibrosarkom tanili KEYS’lerde
ultrastriiktiirel olarak yiiksek oranda (14/20) histiyosit benzeri hiicre ozellikleri
bildirimistir. Bunun yaninda bazi arastirmacilar KEYS’lerde goézlenen bu dev
hiicrelerini tiim6r derecesiyle iliskilendirmis ve bu tiimorleri yiiksek dereceli

fibrosarkom olarak teshis etmislerdir (Hendrick ve Brooks, 1994; Couto ve ark., 2002).
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Calismamizda belirgin ¢ok sayida dev hiicre varligr ile karakterize edilen olguda
gozlenen dev hiicrelerinin yalnizca belirli bolgelerde yogunlagmasi ve tiimér genelinin
fibrosarkom g6rtiiniimii sergilemesi nedeniyle, timore yiiksek dereceli fibrosarkom
tanist konulmustur. Bununla beraber KEYS’lerde, dev hiicrelerini igeren yiiksek
dereceli fibrosarkomlar ile malignant fibr6z histiyositomun daha ileri
immunohistokimyasal paneller kullanilarak ayiric tanilarinin aydinlatilmasina ihtiyag

vardir.

KEYS’lerin énemli histolojik 6zelliklerinden birisi de tlimor ¢evresinde ve
icerisinde gozlenen yogun lenfosit ve makrofaj infiltrasyonlar: ile bazen karsilasilan
makrofajlar igerisindeki mavi-gri renkli materyallerdir (Hendrick ve Brooks, 1994;
Madewell ve ark., 2001; Couto ve ark., 2002; Carneiro ve ark., 2019). Calismamizda
lenfosit infiltrasyonlar1 tiim olgularda ve genellikle periferal olarak gézlenmistir. Bu
hiicrelerin daha ¢ok tiimor g¢evresinde goriilmelerinin, tiimoér ¢evresindeki yogun
myofibroblastlardan kaynaklanabilecegi ve lenfositlerin tiimor dokusuna giriginin bu
sekilde engellenebilecegi ifade edilmistir (Couto ve ark., 2002). Calismamizda SMA
negatif baz1 olgularda lenfositlerin tiimor igerisine yayilma egilimi gosterdigi fakat
SMA pozitif myofibroblast benzeri hiicrelerin artis1 ile karakterize tiimorlerin
hepsinde lenfositlerin yalnizca periferal dokuda ve SMA pozitif mezenkimal doku
icerisine hapsolmus sekilde bulunduklar: dikkati ¢ekmistir. Bu yoniiyle bulgularimiz,
artan SMA pozitifligi ile lenfosit infiltrasyonlarinin engellenmesi arasinda bir iligkinin
olabilecegi teorisini desteklemektedir. KEYS’lerde mavi-gri sitoplazmali makrofajlar
diger gozlenebilecek bir dzelliktir ve bu goriiniimiin makrofajlar igerisindeki yabanci
materyal (olasilikla adjuvant) oldugu diistiniilmektedir (Hendrick ve Brooks, 1994;
Madewell ve ark., 2001; Couto ve ark., 2002). Fakat bu materyallere tiim olgularda
rastlanilmamaktadir ve Couto ve arkadaslarinin (2002) ¢alismasinda 44 KEYS’ten 10
tanesinde rastlanilmistir. Calismamizda da yalnizca bir fibrosarkom olgusunda

belirgin sekilde bu tiir makrofaj infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir.

PD-1 baslica lenfositlerde eksprese olan fakat ayni zamanda NK hiicreleri,
monositler ve myeloid kokenli dendritik hiicrelerde de ekspresyonu uyarilabilen bir
immun kontrol noktasi proteinidir (Sharpe ve Pauken, 2018). PD-L1 ise tiimor

hiicreleri, aktive olmus immun hiicreler ve tiimor iliskili makrofajlar gibi antijen sunan
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hiicrelerde eksprese edilen PD-1 ligantidir (Mittendorf ve ark., 2014; Nascimento ve
ark.,, 2020a). Calismamizda PD-1’in ¢ogunlukla tiimor infiltre eden lenfoid
folikiillerde eksprese oldugu gozlenmistir. Fakat bunun yaninda bazi tiimorlerde
periferal yerlesimli makrofaj benzeri hiicrelerde de pozitiflik dikkati ¢ekmistir. PD-
L1’in de cogunlukla timdr dokusunda ve makrofaj benzeri hiicrelerde pozitifligi
gozlenmekle birlikte, diisiik oranda lenfoid folikiillerde de pozitifligine rastlanmistir.
Bu pozitifliklerin aktive olmus B hiicreleri veya NK hiicreleri olabilecegi
distinilmistiir. Yine de bu hiicrelerinin kdkeninin ¢ift immun boyamalar ile

dogrulanmasina ihtiyag vardir.

Insanlarda kemik ve yumusak doku sarkomlarinda PD-1 ve PD-L1
ekspresyonlarinin varligi gosterilmistir (Torabi ve ark., 2017). Veteriner hekimliginde
de, kedilerde meme karsinomlarinda serum PD-1/PD-L1 diizeylerinin HER2 pozitif
ve lg¢lii negatif (Ostrojen reseptdr, progesteron reseptdér ve HER?2) tiplerinde artis
gosterdigi ve bu hayvanlarda sistemik bir immunsupresyonun bulundugu gosterilmis
ve bundan yola ¢ikilarak anti PD-L1 antikorlar1 kullanilarak uygulanabilecek bir
immunoterapinin bu alt tip kedi meme karsinomlarinda etkili olabilecegi goriisii 6ne
stirtilmustiir (Nascimento ve ark., 2020b). Nitekim T hiicrelerindeki PD-1 reseptoriine
baglanarak PD-L1 blokasyonu saglayan bir monoklonal antikor olan atezolizumab
FDA tarafindan PD-1/PD-L1’in eksprese edildigi bazi tiimoérlerde kullanim onayi
almistir (Mavratzas ve ark., 2019; Akinboro ve ark., 2022). Calismamizda
indiferensiye sarkom disinda tiim tlimorlerde PD-1 pozitifligi gézlendi. Pozitifliklerin
siddeti ve boyanan hiicre yiizdeleri birlikte degerlendirildiginde nihai skorun dort
fibrosarkom ve mikzosarkom da 1, iki fibrosarkom olgusunda 2, diger bir fibrosarkom,
liposarkom ve rabdomyosarkom olgusunda ise 3 oldugu belirlendi. PD-L1’in ise bir
fibrosarkom, indiferensiye sarkom ve mikzosarkom olgusu disinda tiim tiimdorlerde
pozitifliginin bulundugu, nihai skorun ise iki fibrosarkom ve liposarkom olgusunda 1,
ti¢ fibrosarkom olgusu ile rabdomyosarkom olgusunda 2 oldugu goriildii. Sonug olarak
PD-I’in tiimoérlerin % 90,9°unda, PD-L1’in ise % 72.,7’sinde degisen derecelerde
pozitiflik sergiledigi goriildii. Bu bilgiler 1s18inda PD-1/PD-L1 yolaginin KEYS
immunoterapisinde yeni bir hedef olabilecegi diistiniilmektedir. Bu ¢alisma ile elde

edilen bilgiler 1s181inda bu tiimorlere yonelik mevcut tedavilere ek olarak PD-1/PD-L1
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yolaginin baskilanmasi stratejilerine dayanan tedavi secenekleri de disiiniilebilir.
Bununla beraber tiimorlerin genelinde PD-1 ve PD-L1’in orta ve yliksek diizeyde
ekspresyonunun yalnizca diisiik bir oranda bulundugu goriilmustiir (sirastyla % 45,5
ve % 36.4). Bu nedenle daha ¢ok sayida KEYS olgusu ile bu immun kontrol

noktalarinin varligina yonelik daha ileri ¢aligmalar yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tipta ¢ogu malignitelerde, timdr hiicrelerinin PD-L1 ekspresyonunun zayif
prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (Nomi ve ark., 2007; Mcdermott ve Atkins,
2013). Kedilerde PD-1 ve ligandi ile ilgili ¢calismalar olduk¢a sinirlidir. Kedi meme
kanserinde artan PD-1 ve PD-L1 diizeylerinin zayif prognozla iliskili oldugu ve bu
yonilyle insan Her2 pozitif metastatik meme kanseri dahil ¢esitli kanser tiirlerinde
korunmus bir role sahip olabilecegi bildirilmistir (Nascimento ve ark., 2020a).
Calismamizda PD-1 ve PD-L1’in birbirleriyle pozitif korelasyon gosterdigi belirlendi
(p < 0,05). Ttimor infiltre eden lenfositlerin ise ne PD-1 ne de PD-L1 ile arasinda bir
iligki belirlenemedi. Tiimor derecesinin ise PD-1 ile diisiik, PD-L1 ile ise orta dereceli
bir pozitif korelasyonunun bulundugu goriildii fakat bu iligki istatiksel olarak anlaml1
degildi (p > 0,05). Bununla beraber azalan tiimér farklilagsmasi ile PD-1"in orta dereceli
(p<0,05), PD-L1’in ise yiiksek dereceli (p <0,01) bir pozitif korelasyona sahip oldugu
dikkati c¢ekti. Bu bilgiler 1s1ginda PD-1 ve PD-L1’in artan ekspresyonunun
KEYS’lerde zayif tiimor farklilasmasi ve dolayisiyla ko6tii prognozla iliskili olabilecegi
sonucuna varildi. Yine de daha yiiksek oranda tiimor dokusu ve sag kalim oranlarinin
birlikte degerlendilecegi ileri ¢alismalarla KEYS’lerde PD-1 ve PD-L1

ekspresyonlarinin prognostik 6neminin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

PD-1/PD-L1 eksprese eden tiimorlerde, bu immun checkpoint’lerin
baskilanmasi temeline dayanan tedavilerin uygulanmasi miimkiin olabilmektedir.
KEYS’lerde giincel olarak etkili bir tedavi yontemi heniiz bulunmamaktadir ve daha
once bu timorlerde PD-1 ve PD-L1’in arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Calisgmamiz sonucunda PD-1 ve PD-L1’in artan ekspresyonunun KEYS’lerde zayif
timor farklilagmast ve dolayisiyla kotii prognozla iliskili olabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu ¢alisma, KEYS’lerde PD-1/PD-L1 inhibisyonuna dayali yapilabilecek
calismalara Onciilik etme potansiyelindedir. Boylece, ileride daha ¢ok sayida olgu
iceren ve bu yolagin baskilanmasina yonelik tedavi stratejilerinin etkinliginin

arastirilacagi calismalarin yapilmasit miimkiin olabilecektir.
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