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SIMGELER VE KISALTMALAR

PD-1 : Programlanmis hiicre 6liimii-1(Programmed cell death-1)

PDL-1 : Programlanmis hiicre 6liim ligandi-1(Programmed cell death-ligand-1)
LAG-3 : Lenfosit aktivasyon geni-3(Lymphocyte activation gene-3)

TiM-3 : T-Hiicre Immiinglobiilin ve Miisin domain-3(T-cell immunoglobulin and

mucin domain-3)

TIGIT : Ig ve ITIM alanlarina sahip T hiicresi immiinoreseptorii(T cell

immunoreceptor with Ig and ITIM domains )

CTLA-4 . Sitotoksik T lenfosit antijeni-4(Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4)
NK : Dogal katil hiicreler

ER : Ostrojen reseptdr

PR : Progesteron reseptorleri

HER-2 : Insan biiyiime faktdr reseptor-2

Ki-67 : Proliferasyon indeksi

TILs : Timor infiltre eden lenfositler

DC : Dendritik hiicreler

APCs : Antijen sunan hiicreler

Treg : Regiilator T Hiicreleri(Diizenleyici T hiicreleri)
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OZET

GIRIS

Tiimo6r ve immiin sistem biyolojisinin anlasilmasindaki son gelismeler, antitiimoral immiin
cevabl modiile eden immiin kontrol noktalarinin énemini ortaya koymustur. Bu ¢aligmadaki
amacimiz, neo-adjuvan kemoterapi alan lokal ileri meme kanserli hastalarda PD-1, CTLA-4,
TIGIT, LAG-3, TIM-3 gibi immiin kontrol noktalar1 reseptdrlerinin timdr infiltre eden
lenfositlerdeki ekspresyonunu arastirmaktir. Ayrica, bu bulgularin diger klinik ve prognostik
faktorlerle iligkisi ve immiin kontrol nokta inhibitorleri ile hedefe yonelik tedavilerin etkinligi

de degerlendirilecektir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Eyliil 2018 ile Kasim 2019 aras1 Istanbul Universitesi Istanbul Tip fakiiltesi Genel
Cerrahi Anabilim Dali Meme Unitesi’ne tam ve tedavi amaciyla basvuran 18 yas iistiinde,
lokal ileri meme kanseri tanisi ile neo-adjuvan kemoterapi alan ve tedaviye tam yanit
alinamayan 24 hasta dahil edildi. Ameliyat sirasinda ¢ikarilan tiimér dokusundan MACS
timor ayirim cihazi ve timor aymrim kiti kullanilarak tiimor infiltre eden lenfositler (TIL)
izole edildi. Flowsitometri cihaz1 kullanilarak, CD8" T Lenfositlerinde ve CD16", CD56" NK
hiicrelerinde eksprese edilen PD-1, LAG-3, TIM-3, TIGIT, CTLA-4 gibi immiin kontrol
mekanizmalarini regiile eden reseptdrlerin tiimor infiltre eden lenfositlerdeki ekspresyonlari

analiz edildi.
BULGULAR

Analizlerimiz sonucunda >50 yas olgularin CD8" T lefositlerindeki CTLA-4 dlgiimlerinin,
<50 yas olanlardan daha diisiikk oldugu saptandi(p=0,004). Post-menopozal hastalarin

CD56'NK  hiicrelerindeki TIGIT ekpresyonlari, premenopozal hastalardan daha



yiiksekti(p=0,014). Ayrica neco-adjuvan kemoterapi sonrasi patolojik timor capt (pT3-T4)
bliyiik olan hastalarin CDS8" T hiicrelerindeki PD-1, CTLA-4 ve CD56"NK hiicrelerindeki
LAG-3 ekpresyonu, patolojik tiimor c¢api kiigiik olan (pT1-T2) hastalara gore daha
fazlaydi(sirasiyla p=0,014, p=0,018, p=0,042). Ayrica patolojik lenf nodu pozitif olan
hastalarin CD56" NK hiicrelerinde PD-1 6lgiimleri, aksiller metastazi olmayan hastalara gore
daha azdi(p=0,022). Neoadjuvan tedavi sonras1 >%20 regresyon gériilen olgularn CD8" ve
CD56" T hiicrelerindeki TIGIT ekspresyon diizeyi, diger az cevapli veya cevapsiz hastalara
gore daha fazlaydi(sirasiyla p=0,014, p=0,030). Yaygn in situ komponenti olan vakalarda ise
CD16" NK hiicrelerinde TIGIT ve LAG-3 ve CD56" NK hiicrelerinde PD-1 ve CTLA-4
ekpresyonu negatif yaygin in situ komponenti olmayanlara goére ilging olarak daha
yiiksekti(sirastyla p=0,024; p=0,003; p=0,032; p=0,013). Neo-adjuvan kemoterapi sonrasi
HER-2" hastalarda negatif hastalara gére CD8" T hiicrelerindeki TIM-3 ekspresyonu diizeyi
daha yiiksekti(p=0,043). Spearman korelasyon analizlerinde, patolojik regresyon skoru sadece

CD16" CTLA-4" hiicre varhgi ile istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi (p=0,031).
SONUC

Sonuglarimiz, daha gen¢ (<50 yas) ve lokal ileri evre meme kanserli hastalarin, immiin
kontrol noktasi inhibitorleri kullanimi yoluyla immiinoterap6tik yaklasimlardan daha fazla
yararlanabilecegini gostermektedir. Ayrica, sistemik kemoterapinin immiinoterapi ile

kombinasyonu hastalardaki patolojik yanit oranini artirabilir.



ABSTRACT

Differential Expressions of Immune Check Point Receptorson Tumor Infiltrating
Lymphocytes after Neo-adjuvant Chemotherapy (NAC) in Patients with Locally

Advanced Breast Cancer (LABC)
Background

Recent advances in tumor biology and immune system have identified check points
modulating immune system to demonstrate the anti-tumoral immune response. This
prospective study aimed to determine immune checkpoint expressions patients with locally
advanced breast cancer to explore any associations between clinical and prognostic factors to

show effectiveness of targeted therapies for these molecules.
Materials and Methods

This prospective study was carried out between September 2018 and November 2019 in the
Department of General Surgery of Istanbul University Istanbul Faculty of Medicine Breast
Unit. Twenty-four patients with LABC with a partial response to neoadjuvant chemotherapy
(NAC) were included in the study. Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) were isolated from
the residual tumor burden separated from the surgical material with cell dissociation kit by
using MACS tumor separation device. Expressions of immune checkpoints receptors
including PD-1, LAG-3, TIM-3, TIGIT and CTLA-4 on CD8 T lymphocytes and Natural

Killer (NK) cell subsets obtained from TIL were analyzed by using flow cytometry.
Results

TILs of patients <50 years were more likely to express CTLA-4 on CD8'T lymphocytes in
compared to patients > 50 years (p= 0.004). In addition, patients with an initially advanced

clinical tumor stage pT3-T4 were more likely to have LAG 3 expression on CD56™ NK cells



and PD-1, CTLA-4 expression on CD8" T cells in regards to pT1-T2 (p = 0.014, p =0.018, p
= 0.042; respectively). Contrarly, PD-1 expression on cytokine secreting CD56°""NK cells
were found to be decreased in patients with pN+ than those patients with pN- (p= 0.022).
Interestingly, increased TIGIT, LAG-3, PD-1 and CTLA-4 expressions in CD16+ NK cells
were found in patients with extensive intra-ductal component (p=0,024, p=0,003, p=0,032,
p=0,013; respectively). However, HER2+ patients were more likely to have increased TIM-3
expressions on cytotoxic CD8- T cells compared to others (p = 0.043). Furthermore, TIGIT
expressions in CD8*TandCD56"9™ NK cells were significantly higher in patients with higher
response to NAC (p = 0.014, p = 0.030; respectively). Finally, there was a significant
correlation between pathological regression scores and CTLA-4 expressions of cytotoxic NK

cells in Pearson analyses (p = 0.03).
Conclusion

Our results suggest that patients with a younger age and advanced tumor burden are more
likely to benefit from immunotherapeutical approaches using immune checkpoint inhibitors.
Furthermore, combination of systemic chemotherapy with immunotherapy may increase the

pathologic response rate in breast cancer patients.



GIRIS VE AMAC

Meme kanseri diinyada ve Tirkiye’de kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olup,
tim kadin kanserlerinin yaklasik %25’ini olusturmaktadir. Istatistiklere gore gelismis
iilkelerde 70 yasina ulasan her 8 kadindan birinde meme kanseri goriilmektedir. Hastaligin
insidansi, mortalitesi ve sagkalim oranlari, niifus yapisi, yasam tarzi, genetik ve ¢evre gibi
birgok faktorden etkilenmekte ve diinyanin farkli bolgelerinde degisiklikler gostermektedir.
Meme kanseri gelismis iilkelerde daha sik goriilmesine ragmen, mortalite oran1 yaygin tarama
programlari, egitim, artan farkindalik ve etkili tedavi yontemleri nedeniyle bu iilkelerde daha
diisiiktiir (1). Tirkiye’de kadmnlar arasinda saptanan kanserler icinde meme kanseri
43.8/100.000 orani ile ilk sirada yer almakta olup, hastalarin yaklagik %20’si 40 yasin
altindadir (2). Giincel verilere gore Tiirkiye’de meme kanseri insidansinin dogu bolgelerinde
20/100.000, bat1 bolgelerde ise 40-50/100.000 oldugu 6ngoriilmektedir (3). Bu farkin bati
bolgelerindeki hayat tarzinin bati toplumlarina benzemesinden kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Ayrica meme kanseri kadinlarda kansere bagli Oliimler arasinda akciger

kanserinden sona ikinci sirada gelmektedir (4).

Farkli klinik seyirler gosterebilen bir hastalik olan meme kanserinin prognozu ve
uygulanacak tedavinin belirlenmesinde bazi faktorler 6nemli rol oynamaktadir. Giiniimiizde
lenf nodu tutulumu, tiimér boyutu, uzak metastaz durumu, tiimoriin hiicresel diferansiyasyon
derecesi, hastanin yasi, tiimoérdeki hormon reseptorlerinin durumu, HER2 ekspresyonu,
timoriin proliferasyon indeksi, lenfovaskiiler invazyon (LVI), timér histolojisi, neo-adjuvan
kemoterapi ve hormonoterapiye yanit durumu ve p53 mutasyonu gibi parametreler prognozun
tahmin edilmesi ve tedavilerin kisisellestirilmesinde kullanilmakta olsa da bu veriler her
hastada yeterli olmamaktadir. Bu nedenle yeni prognostik faktorler ve bunlarla iliskili farkli

tedavi modaliteleri lizerinde arastirmalar yapilmaktadir.



Meme kanserinde cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve endokrin tedavi gibi giinlimiizde
kullanilan tedavi yontemleri, lokal ileri veya metastatik meme kanserli hastalar i¢in yeterli
olmamaktadir. Yeni tedavi segeneklerinden biri olan immiinoterapi diger tedavi segeneklerine
gore daha 6zgiildiir ve daha diislik toksisiteye sahiptir. Bundan dolay1 son yillarda yapilan

caligmalar meme kanseri immiinolojisi lizerine yogunlagmistir.

Teksas Universitesi MD Anderson Kanser Merkezi’nden Prof. Dr. James P. Allison
CTLA-4 yiizey proteini ile olarak yaptig1 ve 30 yil siiren ¢alismalar1 sonucunda CTLA-4’tin T
hiicrelerinin aktivitesinde inhibitér etki yarattigini ortaya koydu. Bunun sonucu olarak,
CTLA-4’¢ spesifik olarak baglanan ve onu bloke edebilen bir antikor gelistirerek 2010 yilinda
malign melanoma hastalarinda T hiicrelerinin CTLA-4 araciyla inaktivasyonunu engelleyen
hedefe yonelik tedaviyi uyguladi. Kyoto Universitesi'nde ¢alisan Prof. Dr. Tasuku Honjo
1992 yilinda T hiicre yiizeyinde eksprese olan bagka bir protein olan PD-1’1 buldu. Yaptigi
hayvan deneylerinde PD-1’mn inhibisyonunun T hiicre aktivasyonunu ve anti-timéral
immiiniteyi artirdigini gosterdi. Her iki bilim insan1 2018’de kanser immiinoterapisi ile ilgili
yontemlerin gelistirilmesine yaptiklar1 katkilardan dolayr Nobel Fizyoloji ve Tip Odiiliinii

aldilar.

Akciger kanseri ve malign melanomda etkinligi arastirilan immiin kontrol noktalarini
inhibe eden hedefe yonelik tedavinin meme kanserindeki etkinligi hala bilinmemektedir.
Immiin kontrol noktalarindan olan programlanmis hiicre &liimii 1 (PD-1) / programlanmis
hiicre oliimi  ligandi 1 (PDL-1) yolu, kanser immiinoterapisinde ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir (5,6). PDL-1 epitel hiicreleri, vaskiiler endotel hiicreleri, dogal oldiiriicii
hiicreler, makrofajlar, miyeloid dendritik hiicreler ve B hiicreleri {izerinde eksprese edilen 40
kDa'lik bir transmembran proteindir (7). Son zamanlarda, PD-1 / PDL-1 yol sinyalleri immiin
yanit1 siiprese eden bir yolak olarak tanimlanmistir. PDL-1'in reseptdriine (PD-1) baglanmasi,

T-hiicresi aktivitesini diizenleyebilir ve kendi antijenlerine kars1 immiin tolerans gelistirebilir



(8,9). Benzer sekilde, kanser hiicresi de PDL-1'i eksprese ederek immiin sistemden kagabilir,
PDL-1'in ¢esitli kanser tiirlerinde yaygin olarak eksprese edildigi ve tiimor biliylimesini
artirdig1 kanmitlanmistir (10). Bu nedenle PDL-1 blokaji antitiimoéral etki saglayabilir. Meme
kanserindeki bazi klinikopatolojik faktorler ile PDL-1 ekspresyonu arasinda iliski gesitli
caligmalarda bildirilmistir. Bir meta-analiz, meme tiimorlerinde yiiksek PDL-1
ekspresyonunun, lenf nodu metastazi, diisiik niikleer grad ve negatif Ostrojen reseptorii

durumu ile iligkili olan kotii bir prognostik faktor oldugunu ortaya koymustur (11).

Sekil 1. Tiimor immiinoterapisinde immiin kontrol noktalarina karsi gelistirilen
inhibitorlerin rolii.
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Sekil 2. Tiimor immiinoterapisinde immiin kontrol noktalarina karsi gelistirilen
inhibitorlerin rolii.
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Yapilan en son arastirmalara gore diger immiin kontrol noktalarindan olan TIGIT NK
ve T hiicrelerinde, Lenfosit aktivasyon geni 3 ( LAG-3) ise lenfositlerde eksprese olmaktadir.
T-hiicre yiizey molekiili TIGIT, T-hiicresi yanitlarini inhibe eden bir bagisiklik kontrol
noktas1 molekiiliidiir; ancak kanserdeki rolii ¢ok fazla bilinmemektedir. CD28 ailesine ait olan
TIGIT, CD226 ve CD155¢ baglanir (12). CD155'in TIGIT'e baglanmasi, T-hiicresi
aktivasyonunu baskilar, oysa CD226'ya baglanma T hiicresi aktivasyonunu artirir (13,14).
Elashi ve arkadaslarmin yaptigi c¢alismada, meme kanserli hastalarda periferik kanda
mononiikleer hiicrelerde TIGIT ekspresyonlarinin saglikli insanlardakine kiyasla anlamli

derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (15).

LAG-3 Treg hiicrelerinde ve anerjik T hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese olan ve

yakin zamanda tanimlanan bir inhibitor reseptordiir (16). MHC simif II, bazi epitelyal



kanserlerde ekspresyonu artan LAG-3 i¢in bilinen tek liganddir ve LAG-3 / MHC sif 1l
etkilesimi T hiicre yanitlarin1 baskilar. LAG-3/MHC Smif II'nin etkilesiminin monoklonal
antikorlarla engellenmesi, kanser hastalarinda bir dizi klinik ¢alismada degerlendirilmis ve

timor spesifik CD8* T hiicre biiylimesinin ve sitokin liretiminin arttigi gorilmiistiir.

TIM-3 Th1 hiicrelerinde eksprese olan transmembran bir proteindir (17,18,19). Meme
kanseri prognozu ile LAG-3 ekspresyonu arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
intra-timoral LAG-3* TIL, tiimoérlerin % 11'inde tespit edilmis ve geng yas, timor biiytkligi,
yiiksek proliferasyon hizi, HER-2 pozitiflik gibi klinikopatolojik parametrelerle anlamli
olarak iliskili bulunmustur (20). TIM3'iin 6zellikle interferon-y tireten CD4* Thl hiicreleri ve
CD8+* sitotoksik T hiicrelerinin yant sira Th17 hiicreleri, DC'ler (dendritik hiicreler),
monositler, diizenleyici T hiicreleri (Tregs), mast hiicreleri, NK hiicreleri ve timér infiltre
lenfositlerin  iizerinde eksprese oldugu bulunmustur (21,22). Meme kanserinde TIM-3 ile
ilgili olarak yapilan aragtirmalarda ise, TIM-3"lin tiimor hiicrelerindeki yiiksek ekspresyonu,
cinsiyet, yas, lenf nodu metastazi ve TNM evresi gibi klinikopatolojik 6zelliklerle anlaml

olarak iligkili bulunmustur (sirasiyla p=0,015; 0,001 ve 0,027) (23).

Bu ¢alismadaki amacimiz, kemoterapiye iyi cevap vermemis lokal ileri meme kanserli
hastalarda farkli immiin kontrol mekanizmalarmi regiile eden reseptorlerin (PD-1, TIGIT,
TIM-3, LAG-3, CTLA-4) tiimor infiltre eden lenfositlerdeki ekspresyonlarini akan hiicre
Olgerle (flow cytometry) degerlendirerek meme kanserinde immiinitenin yerini daha ayrintili

bir bicimde ortaya koymaktir.
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GENEL BiLGILER

MEME KANSERI

Meme kanseri gelismis ve gelismekte olan iilkelerdeki kadinlar arasinda en yaygin
goriilen kanser tiiridiir ve goriilme siklig1 giin gectikge artmaktadir. Meme kanseri tarama
yapilabilen ve belirti vermeden tan1 konabilen bir ka¢ kanserden biridir. Meme kanserinin
teshis ve tedavisi multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Meme kanseri otuz yasindan once
nadir goriiliir ve bu yastan sonra reprodiiktif yillarda hizli bir yiikselis gosterir. Bu yiikselis
menopozda yavas egim ile artmaya devam etmektedir (24). Karmasik heterojen bir karaktere
sahip olan meme kanserinin 30'dan fazla histopatolojik alt tipi vardir. Meme kanserinin
siiflandirilmasi geleneksel olarak histopatolojik goriiniimiine gore yapilmakla birlikte,
teknolojinin 1ilerleyisi ile molekiiler 6zelliklerine gore kategorize edilmistir. “Molekiiler
Siniflama” terminolojisi, ilk kez 2000 yilinda Perou ve Sorlie tarafindan yiiriitilen gen
ekspresyon farkliliklarin1 gosteren kapsamli bir ¢alisma ile dnerilmistir (25). Bu calismada
Ostrojen reseptorii (ER) ekspresyon durumuna gore meme kanserlerinin alt tiplerini
tanimlanuglardir. Giiniimiizde de halen vyiiriirliikte olan bu simiflamaya gore: ER" tiimérler
meme bezlerinin limene bakan (luminal) hiicrelerine benzer gen ekspresyonu ve diger
luminal hiicrelerle iligkili reseptorlere sahiptirler. HER-2 pozitif (ERBB2/HER-2
amplifikasyonu) olarak da bilinen diger bir grupta ise ER negatif tiimorlerin bir kismi
immiinohistokimyasal olarak (IHK) HER-2 reseptoriine sahiptirler ya da HER-2 gen
amplifikasyonu olusturabilirler. Bundan baska HER-2 negatif olanlar ve memenin normal
bazal/myoepitelial hiicreleri tarafindan eksprese edilen gen ekspresyonu gosteren grup ise
non-luminal tiimorler olarak adlandirilmistir. Bu timorlerde gogunlukla ER ve PR negatif
bulundugundan dolaytr bu grup basal-like ya da tgli negatif meme kanseri olarak

tanimlanmustir (26-29).
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Cok sayida arastirmaya gore meme kanseri hiicrelerinin yaklasik %75’inde ER
veya PR pozitif olup, bu yiizden biiyiik kisminin luminal grupta oldugu goriilmektedir (30).
Meme kanserinin molekiiler siniflamasinda, ER, PR ve HER-2 den baska bir proliferasyon
belirteci olarak Ki-67 kullanilmaktadir. Gliniimiizde Ki-67 degeri ile ilgili net bir konsensus
olusturulmamistir. Farkli davranis bicimlerinden dolayr luminal gruptaki tiimorler kendi
iclerinde luminal A ve B olarak iki gruba boliinmektedir. Luminal tiimorlerin siiflandirilmasi
genellikle Ki-67 skoruna, histolojik grad (HG) derecesine, progesteron reseptorii pozitiflik
diizeyine (< veya >%20) ve HER-2 ekspresyonuna gore yapilmaktadir. Ki-67 skoru degerini
belirlemek i¢in yapilan immiinhistokimyasal kombine gen ekspresyon profilleme
caligmasinda simir deger %13,25 olarak saptanmistir (31). Meme tiimorleri iginde luminal A
grubu yiiksek bir prevalansa sahiptir. Bu grup mitoz orani, proliferatif aktivitesi ve histolojik
derecesi diisiik, HER-2 negatif tiimorleri igerir, prognozlart iyi olup, genelde metastazlari
kemiklerle sinirli kalmaktadir. Luminal B tiimérler daha yiiksek bir proliferasyon hizina sahip
olduklari i¢in daha kotii seyrederler.

Tablo 1. Meme kanserinin molekiiler alt tipleri (St. Gallen Meme Kanseri Konsensus
Toplantis1 2011 )

Molekuller alt tipler ER PR HER-2 Ki-67
Liminal A + + _ <20
Liiminal B(HER-2 negatif) + + - >20
Liiminal B(HER-2 pozitif) + + + +/-
HER-2 pozitif(Non-luminal) - - + +/-
Uclii negatif _ _ _ +/-
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MEME KANSERININ EVRELENDIRILMESI

Evrelendirme, meme kanserli hastalarda sadece hastaya hangi tedavinin uygulanacagi
ve prognozun nasil olacagi hakkinda bilgi vermekle kalmaz, eszamanl olarak farkli tedavi
cesitlerini karsilagtirmaya da olanak saglar. Fizik muayene, ¢esitli laboratuvar testleri ve
goriintiileme yontemlerine gore ayrilmis klinik evreleme sistemi prognoz hakkinda her zaman
en dogru bilgiyi saglamaz. Bununla birlikte, cerrahiyle eksize edilen materyali inceleyerek
yapilan patolojik evreleme prognozun belirlenmesinde daha onemlidir. T primer timorin
capimi, N bolgesel lenf nodu metastazini, M uzak metastazi gosterir. AJCC (American Joint
Cancer Committee) tarafindan 1959 yilinda tanimlanan meme kanseri i¢in TNM evrelendirme
sistemi, yeni tant konmus meme kanserli hastalarda prognozunu degerlendirmek i¢in standart
bir siiflama olarak tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir. 2017 yilinda, TNM sistemi
8.kez revize edilerek yayimlandi. Geleneksel anatomik prognostik evre tablolarina ek olarak,
timoriin molekiiler 6zellikleri ve genetik profilini igeren klinik ve patolojik evre tablolar

dahil edildi.
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Tablo 2. Primer Tiimériin Simiflamasi (T) - Klinik ve Patolojik

T Primer timor

TX Primer tiimdr boyutu degerlendirilemiyor

To Primer timdr ile ilgili kanit yok

Tis Karsinoma in situ

Tis (DCIS) Duktal karsinom in situ

Tis (Paget) Tiimor kitlesi olmayan meme basinin Paget hastaligi

T1 Tlimoriin en genis ¢apt 20 mm veya altinda

T1lmic En genis ¢ap1 1 mm veya daha az olan mikroinvazyona sahip tiimor

Tla En genis ¢ap1 <1 mm ama<5 mm olmayan timor

Tib En genis ¢ap1 > 5 mm ama < 10 mm olmayan timor

Tlc En genis ¢ap1 > 10 mm ama < 20 mm olmayan tiimor

T2 En genis ¢ap1 > 20 mm ama < 50 mm olmayan tumor

T3 En genis ¢ap1 >50 mm timor

T4 Boyutu ne olursa olsun:
a) Toraks duvari invazyonu: kotlar, interkostal kaslar, serratus kasi. b) Cilt
tutulumu.

T4a Pektoralis major kas1 dahil toraks duvari invazyonu

T4b Meme cildinde 6dem, portagal kabugu goriiniimii, iilserasyon, satellit deri
nodiilleri

T4c T4a ve T4b

T4d Inflamatuar meme kanseri

Not: Lobiiler karsinoma in situ (LCIS) selim bir hastalik kabul edilerek AJCC Cancer Staging Manual,

8. Baski'da TNM evrelemesinden ¢ikarilmistir.
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Tablo 3. Bolgesel Lenf Nodlarimin Siniflamasi (N)- Klinik

cNX Bolgesel LN’lar1 degerlendirilemiyor (6rnegin daha dnce alinmis)

cNO Bolgesel LN metastazi yok

cN1 Ayni tarafta mobil aksiller level I-II lenf nodlarina metastaz

N2 Birbirlerine veya ¢evre yapilara sabitlenmis ayni taraftaki aksiller LN veya ayni
taraf internal mammaryan LN metastazi varligi

cN2a | Birbirlerine veya ¢evre yapilara sabitlenmis ayni tarafta level I-1I lenf nodlar
metazstazi

CN2b | Aksilla metastazt olmadan ipsilateral internal mammarian lenf nodlarinda
goriintlileme yontemleriyle tespit edilmis metastaz (lenfosintigrafi haric)

cN3 Aynui taraftaki infraklavikiiler LN’lar1 metastaz veya hem aym taraftaki internal
mammaryal LN’larina hem de aksiller LN’larina metastaz ya da ayni taraftaki
supraklavikiiler LN’larina metastaz varligi

cN3a | Ayni tarafl1 infraklavikiiler LN’larina metastaz varligi

cN3b | Hem aymi taraftaki internal mammaryal LN’larmma hem de aksiller LN’larina
metastaz varligi

cN3c | Aymi taraftaki supraklavikiiler LN’larina metastaz varligi

Tablo 4. Uzak Metastazin Siniflamasi (M)

Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor

cMO Klinik ve radyolojik olarak uzak metastaz kanit1 yok

cMO Klinik ve radyolojik olarak uzak metastaz kanit1 yok ancak kemik iliginde,

(i+) kanda veya diger bolgesel olmayan lenf nodlarinda, hastada metastaz belirtileri
veya bulgular1 olmadan 0.2 mm'den biiyik olmayan molekiiler veya
mikroskobik olarak tespit edilen tiimor hiicrelerinin olmasi

cM1 Klinik ve radyografik olarak saptanan ve /veya histolojik olarak 0.2 mm'den
biiylik oldugu kanitlanan uzak metastaz saptanmasi

pM1 Uzak organlarda histolojik olarak kanitlanmis herhangi bir metastaz veya
bolgesel olmayan lenf nodlarinda 0.2 mm'den biiylik metastazlar
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Tablo 5. Bolgesel Lenf Nodlarinin Siniflamasi (pN)- Patolojik

PNX Bolgesel LN’lar1 degerlendirilemiyor (6rnegin daha dnce alinmis yada
patolojik degerlendirme i¢in doku alinmamas)

pNO Histolojik olarak degerlendirilen bolgesel LN u metastazi yok

PNO (i-) Boélgesel LN’u metastazi yok, immiinohistokimyasal (=IHK) (-)

pNO (i+) Bolgesel LN’larinda malign hiicreler 0.2 mm'den biiyiik olmamalidir (H&E
veya IHK ydntemiyle saptanmustir).

pNO (mol-) | Bolgesel LN’u metastaz1 yok, negatif molekiiler bulgular: RT-PCR (reverse
transcriptase polymerase chain reaction)(-)

pNO (mol+) Pozitif molekiiler bulgular: RT-PCR (+)

pN1

pN1mic Mikrometastaz (yaklagik 200 hiicre, 0,2 mm’den biiylik fakat 2,0 mm’ den
kii¢iik)

pN1la 1-3 aksiller LN’u metastazi, 2 mm'den biiyiik en az bir metastaz

pN1b Sentinel LN’u biyopsisi ile tespit edilen ancak klinik veya goriintiilleme
bulgusu olmayan mikrometastaz veya makrometastazli internal mammarian
LN’larina metastaz

pN1lc Sentinel LN’u biyopsisi ile saptanan 1-3 aksiller LN’u metastazi ve internal
mammarian LN’inda mikro veya makrometastaz (klinik / radyolojik olarak
bulgu yok).

pN2

pN2a 4-9 aksiller LN’u metastazi (en az bir tiimor birikimi >2.0 mm)

pN2b Aksiller LN’u metastazi yoklugunda klinik/radyolojik olarak tespit edilen
internal meme LN’u metastazi (lenfosintigrafi harig)

pN3

pN3a 10 veya daha fazla aksiller LN’u metastazi (en az bir timér boyutu> 2.0 mm)

veya infraklavikiiler LN’larina metastaz (level 3)
pN3b Ayni taraftaki internal mammarian LN’larina + en az bir aksiller LN’una

klinik / radyolojik olarak tespit edilen (lenfosintigrafi hari¢) metastaz veya
Sentinel LN’u biyopsisi ile saptanan 3’ten fazla aksiller LN u metastazi ve
internal mammarian LN’larina mikro veya makrometastaz (klinik / radyolojik

olarak bulgu yok)

pN3c

Ayni taraftaki supraklavikiiler LN’larina metastaz
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Tablo 6. Meme Kanserinin Anatomik Evrelemesi

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1A T1 NO MO
Evre IB TO-T1 N1mic MO
Evre lla T0 N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Evre lIb T2 N1 MO
T3 NO MO

Evre lI1IA TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

Evre 111B T4 NO MO
T4 N1 MO

T4 N2 MO

Evre l1IC Herhangi bir T N3 MO
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1

Klinik ve Patolojik TNM-Prognostik Evrelendirme

Klinik ve patolojik TNM-prognostik evrelendirme, klinik smiflandirma ve
evrelendirme i¢in meme kanseri olan tiim hastalara uygulanir. Fizik muayene, yapilan
herhangi bir goriintiileme (klinik evreleme i¢in gerekli degildir) ve ilgili biyopsilere gore
klinik timor (T), lenf nodu (N) ve metastaz (M) bilgilerini kullanir. Genomik profil bilgileri
klinik prognostik evreye dahil edilmemistir, ¢linkii bu tetkikleri kullanarak prognozu

belirlemek i¢in ameliyattan patolojik bilgi alinmasi gerekir.

Bu smiflamada ek olarak ER, PR, HER-2, Grade, Oncotype DX testi gibi hastanin
niiks riskini belirleyen genomik testler géz oniline alinmistir. Ancak bu siniflamaya heniiz
hastalarin patolojik incelemelerindeki tiimorii infiltre eden lenfositlerin varligi bir prognostik

veya prediktif faktor olarak eklenmemistir.




Tablo 7. Klinik Prognostik Evre Tablolar

TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
Tis NOMO Herhangi bir | Herhangi bir | Herhangi bir | Herhangi bir 0
TINOMO HG1 Pozitif Pozitif Positif IA
Negatif 1A
TONmMikMO Negatif Positif 1A
Negatif 1A
TINmikMO Negatif Pozitif Positif IA
Negatif 1A
Negatif Positif 1A
Negatif IB
G2 Positif Pozitif Positif 1A
Negatif 1A
Negatif Positif 1A
Negatif 1A
Negatif Pozitif Positif 1A
Negatif 1A
Negatif Positif 1A
Negatif IB
G3 Pozitif Pozitif Pozitif IA
Negatif 1A
Negatif Pozitif 1A
Negatif 1A
Negatif Pozitif Pozitif IA
Negatif IB
Negatif Pozitif B
Negatif IB




TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
TON1MO Gl Pozitif Pozitif Pozitif IB
Negatif A
TINIMO Negatif Pozitif A
Negatif A
T2NOMO Negatif Pozitif Pozitif IB
Negatif A
Negatif Pozitif A
Negatif A
G2 Pozitif Pozitif Pozitif IB
Negatif A
Negatif Pozitif A
Negatif IB
Negatif Pozitif Pozitif A
Negatif A
Negatif Pozitif 1B
Negatif IB
G3 Pozitif Pozitif Pozitif A
Negatif A
Negatif Pozitif A
Negatif A
Negatif Pozitif Pozitif IA
Negatif 1B
Negatif Pozitif 1B
Negatif 1B




TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
T2N1MO Gl Pozitif Pozitif Pozitif IB
Negatif A
T3NOMO Negatif Pozitif A
Negatif 11B
Negatif Pozitif Pozitif A
Negatif 1B
Negatif Pozitif 1B
Negatif 1B
G2 Pozitif Pozitif Pozitif IB
Negatif A
Negatif Pozitif A
Negatif 1B
Negatif Pozitif Pozitif A
Negatif 11B
Negatif Pozitif 1B
Negatif B
G3 Pozitif Pozitif Pozitif IB
Negatif 1B
Negatif Pozitif 1B
Negatif 11B
Negatif Pozitif Pozitif ]3]
Negatif A
Negatif Pozitif A
Negatif "B
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TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
TON2MO Gl Positif Positif Positif A
Negatif A
TIN2MO Negatif Positif A
Negatif A
T2N2MO Negatif Positif Positif A
Negatif A
T3NIMO Negatif Positif A
Negatif B
T3N2MO G2 Positif Positif Positif A
Negatif A
Negatif Positif A
Negatif 1A
Negatif Positif Positif A
Negatif 1A
Negatif Positif A
Negatif B
G3 Positif Positif Positif ]3]
Negatif A
Negatif Positif A
Negatif A
Negatif Positif Positif A
Negatif "B
Negatif Positif "B
Negatif nc
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Herhangi bir N
M1

TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
T4ANOMO Gl Positif Positif Positif A
Negatif 1B
T4AN1IMO Negatif Positif 1B
Negatif 1B
TAN2MO Negatif Positif Positif B
Negatif 1B
Herhangi bir T Negatif Positif B
N3MO Negatif HiC
G2 Positif Positif Positif A
Negatif 1B
Negatif Positif 1B
Negatif 1B
Negatif Positif Positif 1B
Negatif 1B
Negatif Positif 1B
Negatif nc
G3 Positif Positif Positif 1B
Negatif 1B
Negatif Positif 1B
Negatif 1B
Negatif Positif Positif 1B
Negatif nc
Negatif Positif nc
Negatif lnic
TNM Histolojik HER-2 ER PR Klinik Evre
Grad (HG)
Herhangi bir T Herhangi bir | Herhangi bir | Herhangi bir | Herhangi bir v
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Lokal ileri Meme Kanseri

Meme kanseri farkli prognostik 6zellikleri sebebiyle; erken, lokal ileri ve metastatik
olmak iizere 3 gruba ayrilmustir. Lokal Ileri Meme Kanseri terimi genel olarak evre 11B ve
evre III meme kanserlerini belirtir ve gelismis iilkelerde yeni tan1 almis meme kanserlerinin
%S5-15"ini olusturmaktadir (32,33). Diisiik-orta gelirli iilkelerde bu oran %50’nin tizerindedir
(32). Egitim diizeyinin diistikliigii, farkindaligin olmamasi, etkin tani ve tedavi yontemlerine
ulasgamama ve tarama programlarinin olmamasi oranlarin bu kadar yiiksek olmasinin ana
nedenleridir (32). Taninin ileri evrede konulmasi ve etkin tedavinin yapilamamasi nedeniyle

meme kanserine bagli 6liim oran1 da bu iilkelerde daha yiiksektir.

Evre 0 Tis NO Mo

" Ewrel T NO MO

Erken Evre lIA T0 N1 Mo
evre < T N1 Mo
5 T2 NO Mo

/~ EvrellB T2 N1 MO

K] NO Mo

Evre llIA TO N2 Mo

™ N2 Mo

Lokal ileri < ™ N2 MO
S k! N1 M0

3 N2 Mo

Evre llIB T4 N(herhangi) MO

\_ EvrelllC T(herhangi) N3 Mo

Metastatik Evre IV T(herhangi)  N(herhangi) M1

Singletary SE et al. “Revision of the American Joint Committee on Cancer Staging System

for Breast Cancer”. J Clin Oncol 2002; 20:3628-36

Lokal Ileri Meme Kanseriniklinik evre olarak tanimlamak icin; tiimor ¢apinin >5 cm

olmasi (T3) ve aym tarafta aksillada mobil lenf nodlarin1 palpe edilmesi, tiimoriin ¢apindan
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iliskisiz olarak gogiis duvarina invazyon veya cilt tutulumu (T4a ve T4b), ipsilateral aksillada
birbirlerine veya ¢evre dokulara yapisik konglomere aksiller lenf nodlarinin bulunmasi (N2a),
ipsilateral internal mamariyan lenf bezlerinde aksiller tutulum yapmadan metastaz (N2b),
ipsilateral aksilla ve internal mamariyan lenf nodlarina yayilim (N3b) , ipsilateral infra veya
supraklavikiiler lenf nodlarma yayilim (N3a ve N3c), inflamatuvar meme kanseri (IMK)
varligi (meme cildinin 1/3’nden fazlasina yayilan eritem, 6dem, portakal kabugu goriinimii
(T4d)) veya bunlardan herhangi birinin varhigi yeterli olmaktadir (32-34). Son zamanlarda
memeye oranla timor capi biiylik olan ve mastektomi yapilmasi gereken evre II meme
kanseri ve evre 1B meme kanseri de LIMK grubu igine dahil edilmektedir. Operabl LIMK
Evre 1IB ve evre T3NIMO-IIIA hastalardan, inoperabl LIMK ise evre TO-3N2MO-IIIA ve

evre I1IB ve evre ITIC hastalardan olusmaktadir (32,33).

Tiim6r immunolojisi

Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve endokrin tedavisi gibi geleneksel tedaviler, lokal
ileri veya metastatik meme kanserli hastalar igin etkili stratejiler olsa da, tedavi siirecinde
direng gelisen hastalarda yeni tedavi modalitelerine ihtiyag bulunmaktadir. immiinoterapinin
bu siirecte direnci daha yiiksek Ozgiillik ve daha disiik toksisite ile antitiimoral etki
gostermesi  beklenmektedir. Bununla birlikte immiinoterapilerin klinik etkinligi klinik
uygulamalar i¢in heniiz tatmin edici degildir. Timorler ve bagisiklik sistemi arasindaki
dinamik etkilesimin agikliga kavusturulmasi, yeni bir kanser immiinoterapisinin
gelistirilmesinde kilit bir konudur. Immiin sistem tarafindan taninan tiimér hiicrelerinin biiyiik
kism1 yok edilirken, immiin sistemden kagan tiimdr hiicreleri canli kalmakta ve mikrogevreye

uyum saglayarak immiin sistem hiicrelerine kars1 direncli hale gelirler.

Timori infiltre edenlen fositler (TIL'ler), tiimoriin mikrogevresindeki bagisiklik
hiicreleridir. TIL'lerin yiiksek diizeyde infiltrasyonu, {i¢lii negatif ve HER-2 pozitif meme

kanserinde iyi prognoz ve kemoterapiye iyi yanit ile iliskilidir (35). TIL'ler tiimor
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mikrogevresinde Onceden var olan anti-timoéral bagisikligi temsil eder. Timorler,
immiinolojik ag¢idan yeterli bireylerde bile, immiin sistemden kagmayi basardiklarinda
progrese olmakta ve immiin sistemin fonksiyonlarini tiimor kaynakli faktorler araciligiyla
inhibe etmektedirler (36). Timore karsi gelisen bagisiklik yanitinin yetersiz kalmasinin

nedenlerini 3 baslik altinda inceleyebiliriz.

1.Immiin Gézetim (Immunosurveillance)

Edinsel immiin sisteminin temel fonksiyonlar1 arasinda transforme olmus hiicrelerin
biiylimesini engellemek veya bunlar1 yok etmek vardir. Bu siire¢ “kanserin immiin gézetimi
(cancer immunosurveillance)” olarak adlandirilir. 1909 yilinda Paul Ehrlich “bagisiklik
sisteminin potansiyel olarak biiyiikk oranda bir tiimér yiikiinii baskilayabilecegini” 6ngdrmiis
ve bunun tiimdr immiinosiirveyans hipotezinde anahtar rol oynadigini géstermistir. Yirminci
yiizyilin ortalarinda yapilan ¢alismalar bagisiklik sisteminin tiimor hiicrelerini yok ettigini
gostermistir (37). Thomas Lewis 1959 yilinda hiicresel immiinitenin asil gorevinin allograft
reddi degil, konagi tiimorden koruyarak organizmanin homeostazini saglamak oldugunu ifade
etmistir. Ayn1 donemde Burnett isimli arastirmaci immiingézetimin temel mekanizmalarini
belirtmis ve tiimor hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan tanindig fikrini 6ne stirmiistiir
(37). Ancak 1990’11 yillarda yapilan deneylerde bagisiklik sisteminin tiimorlere karsi zayif ve
yetersiz kalabildig1 goriilmiistiir (38). Immiin gdzetimle ilgili giincel teoriler ise; konagmn
immiin sistemin kanser hiicrelerini saptama ve yok etme becerisine sahip oldugu iizerinde
durur. Bundan bagka, kanser hiicrelerinin immiin sistem i¢in pasif hedefler olmadigi; kagma
ve konagin bagisiklik sistemini etkisiz birakabilme becerisine de sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Tiimoriin immiin gozetimine ragmen, islevsel immiin sistemin varliginda
bile tiimdrler ortaya cikabilmektedir. Bu nedenle, immiin sistemin tiimor gelisimindeki
rolliniin daha iy1 agiklayan tiimor immiin diizenlenmesi teorisi Onerilmistir (39). Bu teoriye

gore, timor hiicresi ile immiin system hiicreleri ya da bunlarin diriinlerinin birbirleri ile
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etkilesimleri sonucunda sadece tiimor hiicrelerinin degil, immiin sistem hiicrelerinin de yok

oldugu diisiiniilmektedir.

2. immiin Diizenleme (Cancer Immunoediting)

Son yillarda hayvanlar {lizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda, bagisiklik sisteminin
timore  karst konagi koruyucu etkisinin yanisira kanser olusumunu kolaylastirici
fonksiyonlarmin da oldugu bildirilmistir. Bunun sonucu olarak da “immunosurveillance”
tanimiyla kastedilen fonksiyonlarin bagisiklik sistemin tiimoérle alakali fonksiyonlarini tam
olarak tamimlamadigi ve eksik kaldigi disiiniilmektedir. Onun yerine “kanser
immiindiizenlenmesi (cancer immunoediting)” terimi kullanilmasi Onerilmistir. Kanser
immiindiizenlenmesi terimi; bagisiklik sisteminin hem tiimor olusumunu onleyici hem de
neoplastik hastalig1 bicimlendiren ikili fonksiyonlarin1 kapsamaktadir. Bagisiklik sistemi, bazi
timorlerin - olusumunu tamamen Onlerken, bazi tiimorlerde savunmasiz kalmakta,

immiinolojik anerji veya tolerans olusumuna neden olmaktadir (40).

Timoériin immiin diizenlenmesi, kontrolu ve fonksiyonu, kanserin ii¢ E'si olarak
adlandirilan 3 asamadan olusan bir siirectir ve bunlar; eliminasyon (elimination), denge

(equilibrium) ve kagis (escape) olarak tanimlanir.
¢ Eliminasyon(elimination)
Genel olarak immiin gézetim kavramini temsil eder tiimorler bu asamada basarili bir
sekilde yok edilirse, daha fazla fazla ilerlemeden immiin sistem regiile edilir.
e Denge(equilibrium)

Denge fazi, ii¢ fazin en uzunudur, eliminasyon agamasinda tiimorlerin immiin sistem
hiicreleri tarafindan tam olarak ortadan kaldirilamamasi yani latent periyodu anlamia gelir

(41).
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e Kacis(escape)

Kacis faz1 ise denge fazimin immiinolojik sinirlamalarina ragmen immiinolojik
bariyerleri gecebilen tiimorlerin biyiiyiip ¢ogaldigr evredir (39). Kanser immiin diizenlenmesi
stirekli bir islemdir ve antijenik olarak farkli neoplastik hiicreler ortaya ¢iktigi her seferde
tekrarlanmaktadir. Dolayistyla, bagisiklik sisteminin zayifladig1 yash bireylerde kanser daha

yaygin goriilmektedir.
Immiin Kontrol Noktalar

Immiin kontrol noktalari, immiin sistemin diizenleyicileridir. Bu yollar bagisiklik
sisteminin rastgele hiicrelere saldirmasini dnleyen kendi kendine tolerans i¢in ¢ok onemlidir.
Bundan dolayr immiin cevap siki bir sekilde diizenlenir ve kendi proteinlerine otoimmiin
reaksiyonlar1 dnlemek i¢in bircok mekanizma uygulanir. Bu mekanizmalar, immiin kontrol
noktalar1 molekiilleri tarafindan gergeklestirilir. Sonug¢ olarak immiin kontrol noktalari
sitotoksik hiicrelerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu diizenlemekle birlikte otoimmiin
hastaliklarin da gelismesine engel olmaktadir. Immiin kontrol noktasi molekiilleri PDL-1, PD-

1, CTLA-4’lin yanisira yeni nesil LAG-3, TIM-3, ve TIGIT’i igermektedir.

PD-1 (Programh Hiicre Oliimii-1 )

PD-1(CD279) reseptorii, timik gelisim sirasinda CD4 ve CD8 timositlerinde T
hiicrelerinin hiicre ylizeyinde ve T hiicresi reseptorii (TCR) sinyalizasyonu ve Ssitokin
stimiilasyonunu takiben cesitli hematopoetik hiicrelerde, periferal CD4" ve CD8" T
hiicrelerinde, B hiicrelerinde, monositlerde, dogal oldiiriicii (NK) T hiicrelerinde ve bazi
dendritik hiicrelerde eksprese edilir (42,43). PD-1 inhibitor yolag: timoére karsi T hiicre
yanitinin gelismesini baskilar ve tiimor mikrogevresinde T hiicre fonksiyonlarini

dogrudan inhibe eder (60). PD-1’in, PDL-1 (B7-H1, CD274) ve PDL-2 (B7-DC,
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CD273) adli iki farkli ligandi mevcuttur ve PDL-1 regulasyonunda en dominant
olanidir. PD-1’in ligandina baglanmasi, TCR/CD3 sinyalizasyonu ve CD28
defosforilizasyonunu baskilayarak T hiicre aktivasyonunu engeller (44,45). PDL-1,
hiicreye 0zgii stimiilasyonun ardindan hem hematopoetik hiicrelerde hem de non-
hematopoetik hiicrelerde indiiklenebilir sekilde eksprese edilir. IFN-y ve TNF-a. gibi
sitokinler, PDL-1'in T, B endotel ve epitel hiicrelerinde ekspresyonunu yiikseltir ve
periferik toleransin korunmasindaki roliinii arttirir (46). Son veriler, PDL-1'in PD-1
haricinde B7-1'e (CD80) de baglandigim1 gosterir (47). PDL-1 ekspresyonu hem
hematopoetik hem de nonhematopoetik hiicrelerin genis bir dizisinde ekprese olurken,
PDL-2 ekspresyonu, IL-4'e ve IFN-y’ya yanit olarak DC’lerde, makrofajlarda, mast
hiicrelerinde ve bazi B hiicrelerinde eksprese edilir. PDL-2'nin PD-1 ig¢in afinitesi,
PDL-I'inkinden ii¢ kat daha biiyiiktiir. Sonu¢ olarak PD-1 T hiicre aracili yanit1 azaltir
ve NK hiicreleri iizerinde inhibitor etki yapar, B hiicrelerinin antikor {iretimini azaltir

(48).

TIGIT (Ig ve ITIM alanlarina sahip T hiicresi immiinoreseptorii)

TIGIT, polioviriis reseptorii (PVR) / nektin ailesine ait T hiicresi fonksiyonlarim
negatif olarak diizenledigi bilinen bir bagska immiin kontrol noktasi reseptoriidiir. TIGIT
(WUCAM, Vstm3, VSIG9 olarak da bilinir), bir hiicre dist immiinoglobulin, degisken set
(IgV) alan, bir tip 1 transmembran alan, bir immiinreseptor tirozin tabanli inhibitér motifi
(ITIM) ve bir immiinoglobiilin tirozin kuyrugu (ITT) motifine sahip bir hiicre i¢i bolgeden
olusur (49). ilk defa Yu ve arkadaslar tarafindan tanimlanmustir (50,51). TIGIT, ézellikle NK
hiicreleri olmakla birlikte, lenfositler, CD4", CD8" ve regulator T hiicrelerinde (Treg)
eksprese olurlar (52). CTLA-4 / CD28'in ligandlar ile antagonistik iliskisine benzer sekilde,

TIGIT bir uyarict reseptor CD226 (DNAM-1 olarak da bilinir) ile rekabet etmektedir.
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DNAM-1 ve TIGIT CD155 ve CD112'1 ligandindan birine baglanabilir, ancak TIGIT daha
yiiksek bir afiniteye sahiptir (53). TIGIT'in ayrica CD112'e oranla CD155'e daha fazla
baglandig1 gosterilmistir (52). Gligsiiz T hiicrelerinde TIGIT ekspresyonu genellikle diisiiktiir,
bununla birlikte aktivasyon sonrasinda ve Ozellikle tiimor mikrogevresinde tiikkenmislik
fenotipine sahip T hiicrelerinde artis goriilmektedir (54). TIGIT'in CD155'¢ baglandiginda T
hiicre proliferasyonunu ve aktivasyonunu engelledigi gosterilmistir. TIGIT/CD155 birlesmesi,
T hiicre cevabimi direkt olarak T hiicresi reseptoriinii (TCR) sinyal iletimini inhibe
edebilmektedir (55). Diger immiin kontrol noktasi ligandlarmma benzer sekilde, TIGIT
ligandlar1 kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edilmektedir. Ayrica, sitotoksik T hiicrelerinde
yiiksek TIGIT ekspresyonu, mide kanseri ve refrakter hematolojik kanser ve bunlarin niiksii
gibi gesitli malignitelerde yiiksek bulunmustur (56,57). Bu nedenle, TIGIT immiinoterapotik

miidahale i¢in ¢ekici bir hedef ajandir.

LAG-3 (Lenfosit Aktivasyon Geni-3)

LAG-3 reseptorii, CD4've CD8" T hiicrelerinde, dogal 6ldiiriicii(NK) hiicrelerde
ekprese edilmektedir (58). LAG-3, temel olarak antijen sunan hiicrelerin ve timor
hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen ana doku uyumluluk kompleksi sinif II (MHC-II)
molekiilleri ile etkilesime girer (59). LAG-3 Treg'lere baglandiginda olgunlagmalarini bloke
ederek APC (DC) fonksiyonlarini da inhibe edebilir (60). CD8+ T ve NK hiicrelerinde LAG-
3 ekspresyonu fonksiyonsuz bir profili sembolize eder ¢iinkii bu yolu bloke etmek NK
sitotoksisitesini degistirmez bundan dolayr NK hiicreleri iizerindeki etkisinin daha fazla
arastirtlmasi gereklidir (61,62). PD-1 ve LAG-3'iin tglii negatif meme kanseri hastalarinin
yaklasik % 15'inde eszamanli olarak eksprese edildigi ve baska bir ¢aligmada TIL varligr ile
pozitif korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur (63). Alternatif olarak, yakin zamanda
yapilan bir caligmaya gore, yiiksek LAG-3 ekspresyonu ile karakterize edilen ve 6zellikle PD-

L1 ekspresyonu ile iliskili olan ve neo-adjuvan kemoterapi sonrasi rezidiiel hastalig1 olan



29

hastalar kotii prognozluydu (63). Genel olarak bu caligmalar, meme kanserlerindeki LAG-3
ekspresyonunun, genis bir immiin infiltrasyon ve diger immiin kontrol noktas1 molekiilleriyle

(6zellikle PD-1/ PDL-1) iligkili oldugunu géstermistir.

TIM-3(T-Hiicre Immiinglobiilin ve Mucin domain-3)

TIM-3, TIM-1, TIM-3 ve TIM-4'ii igeren proteinleri kodlayan TIM gen ailesinin bir
liyesidir (64). TIM-3, Tip 1 T yardimci (Thl) hiicreler, Th17 ve CD8" T hiicreler, TIL, Treg ve
NK hiicreleri gibi bir¢ok immiin hiicrede eksprese edilir. TIM-3 ekspresyonu kronik
enfeksiyonlar sirasinda CD8" T hiicrelerinde, kanser varliginda ise TIL’lerde artmaktadir
(65). CD4™ T hiicrelerinde TIM-3 asir1 ekspresyonu ilerlemis hastalik belirteci olabilmekte,
benzer sekilde, kanser hiicrelerinde goriilen artmis ekspresyonun agresif bir klinik seyir ve
zayif sagkalim ile iligkilendirilmektedir (66). TIM-3 ligandi olan galektin-9'a baglandiginda,
TIM-3 eksprese eden T hiicrelerinde hiicre dliimiinii tetikleyerek hiicre aracili immiin yaniti
inhibe etmektedir (67). Buna ek olarak, TIM-3’iin bloke edilmesi, tiimdr antijenine spesifik T
hiicrelerinin gogalmasint ve pro-enflamatuvar sitokin tiretimini artirabilir (67-69). Timor
gelisiminin erken evrelerinde, cogu TIL’ler PD-1 ve TIM-3"i eksprese etmemesine ragmen
daha ileri agsamalarda her iki protein de siklikla eksprese edilebilmektedir (70). Yapilan
calismalar PD-1 veya TIM-3’ilin bloke edilmesinin bu hiicrelerde bagisiklik fonksiyonunun
geri kazanilmasia imkan vererek, her iki hedefe yonelik tedavinin timdr bilylimesini en iyi

sekilde kontrol ettigini gostermektedir (66).

CTLA-4 (Sitotoksik T Lenfosit Antijeni-4)

CD28 ailesinin iiyesi olan CTLA-4 ekspresyonu ve fonksiyonu, T hiicresi aktivasyonu
ile baglantilidir. Tipik bir kanser immiin dongiisiinde, onkogenez siireci sirasindaki kanser
antijenleri, dendritik hiicre gibi antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki MHC reseptorleri

vasitasiyla sunulur. Antijen sunumunda MHC reseptérleri T hiicrelerinin yiizeyindeki T
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hiicresi reseptorii ile etkilesime girerek T hiicresi aktivasyonunda birincil sinyalini baslatir
(71,72). T hiicrelerinin aktivasyonu ayrica T hiicreleri tizerinde eksprese edilen bir ana T
hiicresi ortak uyaricisi (ko-stimulator) olan CD28 ve antijen sunan hiicrelerde eksprese edilen
CD80 (B7.1) veya CD 86 (B7.2) etkilesimi ile kolaylastirilan ikincil (ko-stimulator) bir sinyal
gerektirir (73). CTLA-4 yiiksek bir duyarliliga sahip oldugu B7 ligandlar1 B7-1 (CD80) ve
B7-2 (CD86) i¢in CD28 molekiilii ile rekabet ederek TCR sinyalini azaltir (74). Ciinkii hem
B7-1 hem de B7-2, CD28 yoluyla pozitif ko-stimulator sinyaller sagladigindan, T lenfosit
aktivasyonunu etkin bir sekilde azaltmak i¢in her iki molekiilin CTLA-4 ile rekabetci
inhibisyonu gereklidir. Sonug¢ olarak CTLA-4 ile etkilesim T hiicre aktivitesini inhibe

etmektedir.

Kanser immiinoterapisi

Kanser immiinoterapisi, kanserle savasmak i¢in immiin sisteminin potansiyelini
kullanmay1 hedefleyen tedavi modalitesidir. Timor ve immiin sistemin biyolojisi lizerine son
gelismeler, immiin sistemin giiglii bir antitiimoral cevabi gostermesini modiile eden kontrol
noktalarin1 belirlemistir. Giiniimiizde kanserin tedavisinde tiimorsiiz normal dokularda da
hasarlara yol acan kemoterapi ve radyoterapiye basvurulmaktadir. immiin yanitin son derece
0zgiil olmasi nedeniyle, tlimore 6zgiil bagisiklik, hastaya zarar vermeden segici olarak tiimorii
hiicrelerini yok eder. Sonug olarak, bu immiin kontrol noktalari, kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi gibi mevcut yaklasimlara ek olarak kanserle savasmak i¢in ¢ekici alternatif hedefler
olarak kabul edilir. Kontrol noktasi blokaj tedavileri, potansiyel olarak dogrudan timor
hiicrelerine saldirmadiklari, aksine, bagisiklik sistemi inhibisyonunu hafifleterek tlimore
spesifik immiin yanit1 olusturdugu igin diger tedavi yaklasimlarindan farklidirlar. Boyle bir
yaklagim, aktive edilmis T hiicrelerinde eksprese edilen immiin modiilatérler olan CTLA-4,

PDL-1, LAG-3, TIM-3, TIGIT’i hedeflemektir.
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Meme Kanserinde Immiinoterapi

Immiinoterapi giincel meme kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadhr.
Meme kanserinde 6nemli bir prognostik parametre olarak kullanilan HER-2 reseptoriine
kars1 gelistirilen monoklonal antikorlar, bu reseptori tasiyan tim hastalara
verilmektedir. Yapilan calismalar bu tedavi seceneginin hastalarin prognozuna ve
stirvisine pozitif katkisi oldugunu gostermektedir. Giincel literatiirde meme kanseri i¢in
yeni prognostik parametreler arayis1 devam etmektedir. Bu noktada en fazla iimit veren
alanlardan biri de immin kontrol noktasi reseptorleridir. Calismamizda da analizini
yaptigimiz PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, TIGIT bunlardan baslicalaridir. Literatiirde bu
hedeflere yonelik monoklonal antikorlar ile ilgili pek cok klinik ¢alismanin oldugu
gorulmektedir. Gelecekte yapilacak daha genis ¢apli randomize kontrollii ¢alismalar
sonucunda bu ilaglarin prognoza ve siirviye olan katkilar1 daha iyi ortaya

konulabilecektir. Hedefe yonelik tedavide kullanilan ilaglarin baslicalar: sunlardir:

PD-1 HEDEF ALAN ILACLAR

> Pembrolizumab
> Nivolumab

Meme kanseri dahil bir ¢ok kanserde PD-1’1 hedef alan ilaglarin faydali oldugu
goriilmiistiir. Tleri evre ii¢lii negatif meme kanseri veya metastatik meme kanseri hastalarinda
pembrolizumab’in birinci basamak tedavi olarak kullanildigi KEYNOTE-086 isimli Faz Il
klinik ¢alismanin ilk verilerine gére 52 hastanin %4’tinde tam cevap, %19’unda kismi cevap
alinirken,%17’sinde ise tedaviye cevap alinamamustir (75).

CTLA-4'U HEDEF ALAN iLACLAR
» Ipilimumab

> Tremelimumab

Anti TIM-3, anti LAG-3, anti TIGIT monoklonal antikorlar1 ile yapilan klinik ¢aligmalar

devam etmektedir.
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GEREC VE YONTEM

1. Hasta Grubu

Lokal ileri meme kanseri tanisi ile neo-adjuvan kemoterapi sonrasi makroskopik
rezidiiel tiimdrii olan ve 18 yas iizeri hastalar bu calismaya alinmistir. Calisma igin Istanbul
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 alinmis, ¢alismaya katilimi1 kabul eden hastalara onam formu
imzalatilmistir. Istanbul Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Meme Hastaliklari
Unite’sinde ameliyatlar1 gerceklestirilen hastalara ait timdr materyali Fakiiltemiz Patoloji
Anabilim Dali’nda incelenmistir. Patolojik incelemede; tiimoriin histolojik tipi, histolojik
gradi, tiimdr ¢evresi lenfosit infiltrasyonu orani, lenf nodu metastazi varligi, ER, PR, HER-2
ve Ki-67 gibi prognostik parametreler ve molekiiler alt tipleri belirlenmistir. Taze tiimor
materyalinden gerekli olan miktardaki fikse edilmemis tiimor dokusu Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’'nde asagida belirtilen akan hiicre dlger (flow cytometry) yontemiyle PD-1, TIGIT,

LAG-3, TIM-3 ekspresyon varlig1 acisindan degerlendirilmistir.

2. TUMOR DOKUSUNDAN TUMOR INFILTRE EDEN LENFOSITLERIN

(TIL) iIZOLASYONU

Post-operatif tiimor dokusundan yaklasik 1 cm capli bir tiimor pargasi eksize edilerek
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) i¢ine alinmis ve immiinoloji laboratuvarinda isleme
aliincaya kadar buz igerisinde korunmustur. MACS tiimor ayirim cihazi ve timor ayirim kiti

kullanilarak TIL izolasyon asamalar1 asagidaki gibi 6zetlenmistir

1. C tiipii i¢cinde enzim mix hazirlandi (4,7 ml RPMI+200 pl Sol 1+100 pl Sol2+ 25 pl
Sol 3).

2. Doku nekrotik alanlardan temizlenerek 2-4 mm ¢apinda pargalara ayrildi ve enzim

mix i¢ine konuldu.
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3. C tiipii cihaza bas asag1 yerlestirilip oturtuldu ve program baslatildi.

4. Program bitiminde C tiipii cihazdan ¢ikarilip MACSmix tiip rotatdriinde 37 C de 30

dk siirekli rotasyona maruz birakildi.

5. Siire bitiminde C tiipti tekrar MACS dissociator cihazina yerlestirildi ve program
calistirildi (2.tur).

6. Program bitiminde C tiipii cihazdan ¢ikarilip MACSmix tiip rotatoriinde tekrar 37 C
de 30 dk siirekli rotasyona konuldu.

7. Daha sonra C tip tekrar MACS dissociator cihazina yerlestirildi ve program
calistirtldi (3.tur).

8. Elde edilen doku siispansiyonu cell strainer dan gegcirilip, PBS(Phosphate-Buffered
Saline ) ile yikandu.

9. Elde edilen hiicreler Ficoll+%75 Ficoll karisimi hazirlanmis tiipe alinarak santrifiij
edildi. Boylece Ficoll gradient yontemiyle iki adet bant olusumu gerc¢eklestirildi. TIL bandi
toplanarak hiicre sayimi yapildi ve bu hiicreler kiiltiir asamalarinda kullanild.

3. TUMOR INFILTRE EDEN LENFOSITLERDE (TIL) PD-1, TiGIT, LAG-3,
CTLA-4 ve TiM-3 EKSPRESYONUNUN AKAN HUCRE OLCERLE (FLOW

CYTOMETRY) BELIRLENMESI

Timor dokularindan izole edilen TIL hiicre siispansiyonunda arastirilacak olan
antikorlar : anti-human CD223 (LAG-3)-FITC, anti-human CD366 (TIM-3)-PerCP/Cy5.5,
anti-human CD279 (PD-1)-APC/Cy7, anti-human CD16-AlexaFlour700,anti-human CD56-
PE/Cy7, anti-human TIGIT-PE, anti-human CD3Pacific blue, anti-human CD152 (CTLA-4)-
APC, anti-human CD8aPE/Dazzle™ 30 dakika oda sicakligindakaranlikta inkiibe edildi.
Otofloresan tiip, izotipik kontrol tiip olarak kullanilmustir. Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin
yikama agamalarinda PBS tampon ¢ozeltisi kullanilmistir. Tiipler 5 dk 2000 rpm’de 1 kez

santrifiij edilerek iizerlerine %2 paraformaldehit iceren PBS ilave edilmistir. Ornek analizi
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FACSAriall cihazinda (Becton Dickinson San Jose, CA) yapilmistir. Bu analiz sonrasinda
TILtotal NK hiicre alt gruplar1 ve CD8"sitotoksik T hiicrelerinde PD-1, TIGIT, LAG-3, TIM-
3 ve CTLA-4 oranlar tayin edilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin dosya kayitlarindan

demografik, klinik ve patolojik 6zellikleri kaydedilmistir.

KEMOTERAPIYE YANITIN DEGERLENDIRILMESI

Kemoterapi yanitin1 dlgmede 2 degisik analizden faydalamlmustir. Ik ydntemde
patolojik olarak rezidiiel tiimdriin regresyon ylizdesinin %20’den az olmasi kemoterapi az
cevapli ve >%20’den fazla olmasi kemoterapiye cevapli olarak degerlendirilmistir. Ayrica ek
olarak kemoterapiye yanit1 degerlendirmede “MD Anderson Kanser Merkezi Rezidiiel Kanser
Yiikii Indeksi” kullanilmistir. “MD Anderson Kanser Merkezi Rezidiiel Kanser Indeksi” ile
degerlendirme yapabilmek i¢in asagidaki degiskenlerden faydalanilmistir:

o rezidiiel timor yataginin en biyiik iki boyutu (multisentrik olanlarda en biiyiik timor
yatagi hesaplamaya dabhil edilir),

e invaziv tiimor dokusu alaninin yiizdesi,

e in-situ timor dokusunun ytizdesi

e metastatik lenf nodu sayis1

e en biiylik lenf nodu metastazinin ¢ap1

Bu degiskenler MD Anderson Rezidiiel Kanser Yiikii Hesaplayicisi'na girilerek
(www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3)  “rezidiiel kanser
skoru” elde edilmistir. Bu skor dogrultusunda rezidiiel kanser siniflandirmasit yapilmistir. Bu

simiflamada O=patolojik tam cevap ve 3= kemoterapiye direngli olarak degerlendirilmektedir.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizlerde SPSS 17 (Statistical Package for Social Sciences; SPSS, Inc,
Chicago, IL) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilmesinde tanimlayici
istatistiksel metodlar (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran, minimum,
maksimum) kullanildi. Normal dagilim gostermeyen stirekli degisken verilerin iki grup
karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi ve birbirleriyle korelasyonunda ise Spearman

korelasyon testi kullanildi. p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Hastalarin Demografik, Klinik ve Patoloji Ozellikleri

Calismaya Eyliil 2018 ile Kasim 2019 aras1 Istanbul Universitesi Istanbul T1p fakiiltesi
Genel Cerrahi Anabilim Dali Meme Unitesi’ne tani1 ve tedavi amaciyla basvuran 18 yas
istiindeki neo-adjuvan tedaviye iyi yanit alinamayan ve lokal ileri meme kanserli 24 hasta
dahil edildi. Hastalarin demografik ve klinikopatolojik 6zellikleri Tablo 8’de gosterilmistir.

Olgularin medyan yas1 49 (29-69) olup, %54,2’si (n=13) 50 yasin altinda, %45,8’i
(n=11) 50 yas ve tizerindedir. Calismaya alinan vakalarin %54,2’si (n=13) pre-menopozal,
%45,8’1 (n=11) post-menopozaldi. Olgularin %45,8’inde kismi regresyon (<%?20),
%54,2’sinde belirgin regresyon (>%20) vardi. T ve N evrelerine bakildiginda, %751 T1-T2,
%25’i T3-T4 evrelerinde, %29,2’si (n=7) pNO, %70,8’i (n=17) pN1- N2- N3 evrelerindedir.
Yaygin in situ komponent oran1 %50, LVI oran1 ise %45,8dir.

Hastalarin %58,3’iinde ER pozitif, %54,2’sinde PR pozitif ve %20,8’inde HER-2
pozitif olup, ortalama Ki-67 degeri %39,29+28,20°dir. Olgularin %50’si luminal, %37,5’i

ticlii negatif molekiiler alt tipe sahiptir.
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Tablo 8. Hastalarin demografik, klinik ve patolojik ozellikleri

n (%o)
Yas (yil) medyan (min-mak) 49 (29-69)
<50 yas 13 (54,2)
> 50 yas 11 (45,8)
Menopozal durum Premenopoz 13 (54,2)
Postmenopoz 11 (45,8)
Regresyon diizeyi Kismi regresyon (< %20) 11 (45,8)
Belirgin regresyon (> %20) 13 (54,2)
T evresi T1-T2 18 (75,0)
T3-T4 6 (25,0)
N evresi NO 7 (29,2)
N1- N2- N3 17 (70,8)
NO- N1 18 (75,0)
N2- N3 6 (25,0)
Yaygm in situ Yok 12 (50,0)
komponent Var 12 (50,0)
LVI Yok 13 (54,2)
Var 11 (45,8)
Menopozal durum Premenopoz 13 (54,2)
Postmenopoz 11 (45,8)
ER Negatif 10 (41,7)
Pozitif 14 (58,3)
PR Negatif 11 (45,8)
Pozitif 13 (54,2)
Ki-67 Medyan 50 (2-80)
> %20 9 (37,5)
< %20 15 (62,5)
HER-2 Negatif 19 (79,2)
Pozitif 5 (20,8)
Luminal/ non- Luminal 12 (50,0)
luminal Nonluminal 12 (50,0)
Uclii negatif / Diger 15 (62,5)
diger Uclii negatif 9 (37,5)

Hastalarin Lenfosit Alt Gruplarinin Analizi
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Calismaya alinan hastalarin CD8* sitotoksik T lenfositleri, CD16" ve CD56" sitotoksik
NK hiicreleri 6l¢iimleri ve bu alt gruplarda eksprese edilen immiin kontrol nokta reseptor
ekspresyon dlgiimleri Tablo 9°da belirtilmistir. CD8* sitotoksik T lenfositleri, CD16" ve
CD56" sitotoksik NK hiicreleri alt gruplarindaki PD1, CTLA-4, TIGIT, TIM-3 ve LAG3
ekspresyonlarinin hastalarin demografik ve klinikopatolojik 6zellikleriyle karsilastiran tiim
analizler ise Tablo 10-12°de gdsterilmistir. Istatistiksel olarak anlamli veya anlamliliga yakin

analizler ise her parameter i¢in ayri tablolarda 6zetlenmistir.

Tablo 9. CD8+, CD16" ve CD56" tiimér infiltre eden lenfositlerin dagilimi

Medyan (Min-Mak)  Ort+Ss

CD8 STTLENFOSIT 13,5 (0,6-36) 14,51+11,12
PD-1 3,2 (0,2-46) 8,61+11,41
CTLA-4 6 (1-27) 8,10+7,95
TIGIT 8,6(0-55) 15,8017,03
LAG-3 8,9 (0,6-50) 12,49+13,85
TiM-3 6,4(1-58) 15,02+17,75

CD16 STNK 4 (0,6-22) 5,05+4,34
PD-1 5,2 (0,3-52) 10,16+12,69
CTLA-4 12,5 (0-45) 13,86+10,99
TIGIT 6 (0-35) 9,56+9,95
LAG-3 6,5 (0-35) 11,11£11,72
TiM-3 13 (0,2-34) 14,62+11,00

CD56 STNK 2,6 (0,4-8) 2,97+1,92
PD-1 5,2 (0-21) 7,70+6,31
CTLA-4 10 (0-39) 11,85+10,85
TIGIT 10 (0-75) 16,74+18,81
LAG-3 10,3 (0-70) 13,68+14,47
TiM-3 19,5 (0,2-70) 25,95+23,14
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Tablo 10. CD8" T Lenfositlerinin Demografik, Klinik ve Patolojik Ozelliklere Gore

Degerlendirmesi
CD8' PD1 | CD8 CTLA4 | cD8 TIGIT | CcD8" LAG3 | cD8'TiM3
M [P M P M P M P M P
Yas <50(n=13) 142 | 020 | 163 | 0.004 | 119 | 066 | 131 | 064 | 11.8 | 0.62
> 50(n:11) 105 8.0 132 118 133
Menopoz | Pre(n:13) 135 | 047 | 151 0.05 105 | 0.12 | 129 | 079 | 11.0 | 0.25
Post(n:11) 11.4 9.5 14.9 12.1 14.3
Reg <20(n:11) 107 | 024 | 123 | 088 | 864 | 0.01 | 104 | 0.18 | 955 | 0.06
>20(n:13) 14.0 127 158 143 15.0
Tevresi | T1-2 (n:18) 105 | 001 | 105 | 002 | 128 | 069 | 120 | 048 | 124 | 0.89
T3-4 (n:6) 18.6 184 115 142 1238
N evresi NO(n:7) 14.1 0.48 14.4 0.39 14.29 0.43 16.1 0.11 15.0 0.27
N1-2-3 (n:17) | 118 117 118 11.0 115
Nevresi | NO-1(n=8) 137 | 016 | 132 | 037 | 131 | 050 | 139 | 0.09 | 142 | 0.04
N2-3 (n:6) 9.0 102 108 8.33 7.42
in situ -(n:12) 12.4 0.93 12.1 0.79 10.8 0.25 115 0.47 11.5 0.47
+ (n:12) 12.6 12.9 14.2 13.5 13.5
+(n:13) 12.7 0.86 12.4 0.95 14.1 0.21 13.8 0.31 14.1 0.22
Lvi
-(n:11) 122 126 106 10.9 10.6
-(n:10) 109 | 035 | 129 | 081 | 128 | 086 | 133 | 062 | 123 | 0.91
ER
+(n:14) 136 122 123 119 126
PR SZO(n:ll) 10.7 0.26 12.7 0.88 12.2 0.84 12.2 0.86 12.0 0.77
>20(n:13) 14.0 12.3 12.8 12.7 12.9
Ki-67 <20(n:9) 126 | 098 | 122 | 0.86 149 | 012 | 106 | 031 | 114 [057
>20(n:15) 12.5 12.7 11.1 13.6 13.1
HER-2 -(n:19) 12. | 089 | 125 | 097 | 122 | 069 | 11.2 | 0.07 | 11.0 | 0.04
4
+(n:5) 129 126 136 175 182
-(n:15) 123 | 086 | 119 | 059 | 123 | 088 | 127 | 083 | 136 | 0.31
Uclii
Negatif +(n:9) 12.8 13.5 12.8 12.1 10.6
{(n'12) 125 | 1.00 | 140 | 028 | 122 | 082 | 134 | 054 | 11.9 | 0.66
Luminal
+(n:12) 125 10.9 12.8 11.6 13.1
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Tablo 11. CD16" NK Hiicrelerinin Demografik, Klinik ve Patolojik Ozelliklere Gore

Degerlendirmeler
CD16' PD1 | CD16" CD16" CD16" CD16 TiM3
CTLA4 TIGIT LAG3
M P M P M P M P M P
Yas <50(n:13) 130 | 071 | 146 | 012 | 124 | 095 | 129 | 075 | 126 | 0.95
> 50(n:11) 11.9 10.0 126 12.0 12.4
Menopoz | Pre(n:13) 125 | 098 | 142 | 0.19 | 109 | 023 | 115 0.47 111 | 031
Post(n:11) 12.4 10.4 14.4 13.6 14.1
Reg <20(n:11) 119 | 073 | 144 [ 023 | 105 | 021 | 122 | 084 | 9.86 | 0.09
>20(n:13) 13.0 10.9 14.1 12.8 14.7
Tevresi | T1-2 (n:18) 117 | 032 | 116 | 030 | 123 | 081 | 114 | 019 | 122 | 071
T3-4 (n:6) 15.0 15.1 13.1 15.7 13.4
N evresi | NO(n:7) 131 | 077 | 114 | 063 | 130 | 082 | 131 | 077 | 161 | 0.11
N1-2-3 (n:17) 122 12.9 12.3 12.2 11.0
N evresi | NO-1(n:18) 129 | 059 | 11.8 | 039 | 130 | 055 | 128 | 069 | 137 | 0.14
N2-3 (n:6) 11.2 14.7 11.0 115 8.8
in situ -(n:12) 10.7 | 020 | 10.0 [ 0.09 | 92 | 0.02 | 83 | 0.003 | 10.1 | 0.09
+(n:12) 143 15.0 15.7 16.7 14.9
+(n:13) 128 | 082 | 123 | 091 | 106 | 0.16 | 114 | 040 | 138 | 0.32
LVi
-(n:11) 12.1 12.7 14.7 138 10.9
-(n:10) 117 | 066 | 109 | 035 | 115 | 056 | 115 | 056 | 121 | 0.81
ER
+(n:14) 13.0 13.6 13.2 13.2 12.8
PR <20(n:11) 109 | 032 | 116 | 058 | 106 | 024 | 109 | 031 | 113 | 043
>20(n:13) 13.8 13.2 14.1 13.8 13.5
Ki-67 <20(n:9) 124 | 098 | 138 | 047 | 160 | 006 | 137 | 053 | 137 | 051
>20(n:15) 125 11.7 10.4 11.8 11.8
HER-2 | -(n:19) 126 | 091 | 133 | 025 | 124 | 086 | 129 | 062 | 125 | 097
+(n:5) 122 9.3 13.0 11.1 12.4
-(n:15) 125 | 098 | 116 | 040 | 140 | 019 | 123 | 086 | 130 | 0.63
Uclii
Negatif | +(n:9) 12.4 14.1 10.1 128 11.6
-(n:12) 123 | 091 | 128 | 0.84 | 108 | 025 | 125 | 1.00 | 119 | 0.69
Luminal
+(n:12) 12.7 12.2 14.2 125 13.1
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Tablo 12. CD56" NK Hiicrelerinin Demografik , Klinik ve Patolojik Ozelliklere Gore

Degerlendirmeler
CD56*PD1 | CD56* CD56* TIGIT | CD56*LAG3 | CD5*TiM3
CTLA4
M |P M P M P M P M [P
Yas <50(n:13) 140 | 027 | 1312|064 | 105 |0.12 | 128 [082 [ 112|032
> 50(n:11) 10.8 11.77 14.9 121 14.0
Menopoz | Pre(n:13) 136 | 040 | 11.65 | 0.52 | 9.2 0.01 | 113 [038 | 101 | 0.08
Post(n:11) 11.2 13.50 16.4 139 15.3
Reg <20(n:11) 11.7 | 0.62 12.82 | 0.84 | 9.1 0.003 | 121 | 0.79 | 10.4 | 0.17
>20(n:13) 13.1 12.23 15.4 12.8 14.3
Tevresi | T1-2 (n:18) 109 | 0.057 | 11.75 [ 037 | 127 | 084 | 108 | 0.04 | 11.7 | 037
T3-4 (n:6) 17.2 14.75 12.0 17.6 14.7
Nevresi | NO(n:7) 176 | 0.02 | 1450|037 [ 160 |0.12 | 162 | 0.10 | 14.6 | 034
N1-2-3 (n:17) | 104 11.68 11.1 11.0 11.6
Nevresi | NO-1(n:18) 129 [ 059 [ 1292 [ 062 | 136 |020 [ 135 |0.22 |13.6 | 0.17
N2-3 (n:6) 11.2 11.25 9.3 9.4 9.1
insitu | -(n:12) 94 [0.03 |892 [0.01|102 [011 [99 [0.07 [ 106|019
+(n:12) 15.6 16.08 14.8 15.1 144
+(n:13) 114 [ 040 | 1269 (088 | 128 |084 [ 122 |084 | 147 | 0.10
LVi
-(n:11) 13.8 12.27 12.2 12.8 9.9
-(n:10) 10.7 [ 030 | 1260 [ 095 [ 111 [041 [ 129 |081 |92 | 0.06
ER
+(n:14) 13.7 12.43 13.5 12.2 14.8
PR <20(n:11) 104 | 0.18 | 1277 [ 086 | 11.28 | 043 | 126 | 095 | 104 | 0.18
>20(n:13) 14.3 12.27 13.5 124 14.3
Ki-67 <20(n:9) 13.2 | 0.72 1350 [ 059 | 145 [ o028 |[11.1 |044 | 121081
>20(n:15) 121 11.90 11.3 134 12.8
HER-2 | -(n:19) 13.1 [ 039 | 13.08 | 043 | 123 | 0.83 125 [ 094 | 126 | 091
+(n:5) 10.1 10.30 13.1 12.3 12.2
-(n:15) 117 | 049 | 1147 | 035 | 127 | 0.83 108 | 0.12 | 11.6 | 0.40
Uclii
Negatif | +(n:9) 13.8 14.22 12.1 15.4 14.1
-(n:12) 12.6 | 0.95 13.75 | 039 | 11.6 | 0.52 145 | 0.16 | 124 | 093
Luminal
+(n:12) 124 11.25 134 10.5 12.6
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Hastalarin Yas ve Menopoz durumuna gore Degerlendirmeler:

CD8*T lenfositlerinde CTLA-4 o6l¢iimleri >50 yastaki hastalarda daha geng olanlara
kiyasla daha diisiik olarak saptanmistir (p=0,004; Tablo 10-13). Olgularin menopozal
durumlarma gore karsilastirilmasinda postmenopozal olgularn CD56° NK hiicrelerindeki

TIGIT ol¢iimleri premenopozal hastalara kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p=0,014; Tablo

10-12 ve Tablo 14).

Tablo 13. Yasa Gore Degerlendirmeler(*p<0.05).

Yas (y1l)
<50 yas >

Test

Degeri

p

Sn:132 50xa§$n:11!

CD16'STNK  medyan (min-mak) 5(1-22) 3,1(0,6-11) -1,342 0,180
CD8" CTLA-4 medyan (min- \ o
mak) 102-27)  220-10) 2873 0,004
CD16'CTLA-4 medyan (min-mak) 16(0,1-45)  11(0-20) 1,565 0,118
CD56'TIGIT  medyan (min-mak) 5(0-63) 18(1,3-75)  -1,538 0,124

Sekil 3. Yasa gore CD8" CTLA-4

olciimleri

30,00

25,00

20,00

15,00

CD8 CTLA4

10,00

T
<50yas

Yag (yil)

T
>=50yas
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Tablo 14. Hastalarin Menopozal Durumlarina Gore Degerlendirmeler(*p<0.05).

Menopozal durum

Test
Premenopoz Postmenopoz
Degeri
(n=13) (n=11) p
CD8" CTLA-4 medyan (min-mak) 9(1,9-27) 2,4(1-20) -1,944 0,052
CD8' TIGIT medyan (min-mak) 2(0-54) 20(0,4-55) -1,539 0,124
CD56" TIGIT medyan (min-mak) 5(0-63) 20(1,3-75) -2,466  0,014*
CD56" TIM-3 medyan (min-mak) 14(0,2-70) 40(1-65) -1,770 0,077

80,00+

0,00

40,00

CD&6 TIGIT

Sekil 4. Menopozal durumlarina gore
CD56" TIGIT él¢iimleri

20,00

Menopozal durum
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Hastalarin T ve N evrelerine gore degerlendirmeler:

T evrelerine gore analiz yapildiginda CD8* T lenfosit oranlar1 T1-T2 olgularda T3-T4

olanlara gore artmis olarak bulunmustur (p=0,028; Tablo 12 ve Tablo 20-22). Aksine CD8*

lenfositlerdeki PD-1 ekspresyonlari, T3-T4 olgularda T1-2 olgulara gore daha fazladir

(p=0,014; Tablo 10-12 ve Tablo 15). Benzer sekilde T3-T4 evresindeki olgularin CD8*

CTLA-4 ve CD56* NK hiicrelerindeki LAG-3 ekspresyonlari, T1-T2 evresinde olanlardan

daha yiiksektir (sirasiyla p=0,018, p=0,042; Tablo 10-12 ve Tablo 15).

Olgularin patolojik N evrelerine(pN) gore degerlendirmede ise, N1-N2-N3 evresinde

olan olgularin CD56* PD-1 ol¢timleri, NO evresinde olanlardan daha diistiktiir (p=0,022;

Tablo 10-12 ve Tablo 16). Benzer olarak N2-N3 evresinde olan olgularin CD8* TIM-3

Olctimleri, NO- N1 evresinde olanlara gore daha fazla azalmistir (p=0,042; Tablo 10-12 ve

Tablo 17).

Tablo 15. Tablo 15. T Evrelerine Gore Degerlendirmeler (*p<0.05).

T evresi Test

T1-T2 T3- T4(n=6) Degeri p

(n=18)
EE;F%TSITT medyan (min-mak) 4650436 5(06-16)  -2.201 0,028
CDS8" PD-1 medyan (min-mak) 2,2(0,2-18)  15,5(1,9-46) -2,446  0,014*
CD8" CTLA-4 medyan (min-mak)  2,7(1-24) 14,5(6-27)  -2,371  0,018*
CD16°LAG-3 medyan (min-mak) 5,2(0-30) 17(0-35) -1,302 0,193
CD56" PD-1 medyan (min-mak)  4,5(0-21) 13(4-15) -1,904 0,057
CD56" LAG-3 medyan (min-mak)  8(0-26) 17(6,4-70)  -2,036  0,042*
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40,00

30,00

CD8 ST T Lenfosit
"
B

10,00

CD8 PD1

T
-T2

T
T3-T4

T evresi

60,00

40,00

CD56 LAG3

20,00

T

1

1

Tablo 16. N Evrelerine (NO/ N1-N2-N3) Gore Degerlendirmeler (*p<0,05).

T
-T2

T
T3-T4

50,00
40,00
30,00

20,00

°
8

10,00

T
-T2

T evresi

T
T3-T4

nnnnnn

CD8 CTLA4

T
rrrrr

Sekil 5. T evrelerine gore CD8" ST T Lenfosit, CD8" PD-1,
CD8* CTLA-4, CD56" LAG-3 dl¢iimleri

N evresi Test

NO N1- N2- N3  Degeri

(n=7) (n=17) p
CD8" LAG-3  medyan (min-mak) 11,2(4-45) 5(0,6-50) -1,589 0,112
CD16" TIM-3 medyan (min-mak) 22(10-30) 10(0,2-34)  -1,59 0,112
CD56" PD-1 medyan (min-mak) 15(0-21) 4(0-14) -2,291  0,022*
CD56" TIGIT medyan (min-mak) 18(5-63) 6(0-75) -1,558 0,119
CD56" LAG-3 medyan (min-mak) 16(5-26) 7(0-70) -1,653 0,098
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25,00

20,00

15,00

CD56 PD1

Sekil 6. N evrelerine gore CD56" PD-1 T
ol¢iimleri

1T

T T
NO N1- N2- N3

Tablo 17. N Evrelerine (NO-N1/ N2-N3) Gore Degerlendirmeler(*p<0,05).

N evresi Test

NO- N1 N2- N3 i,

(n=18) (n=6) £
CD16'ST NK medyan (min-mak) 4,5(0,6-22) 3,2(1-5) 1577 0,115

CD8" LAG-3  medyan (min-mak) 10(0,6-50)  3,3(1-10) -1,668 0,095

CD8" TIM-3  medyan (min-mak) 9,5(1-58)  3,1(15-10,5) -2,036 0,042*

60,00~

50,00

40,00+

30,00

CD8 TIM-3

Sekil 7. N evrelerine gore CD8" TIM-3
olciimleri

20,00+

10,00

T T
NO- N1 H2- N3
N evresi
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Hastalarin reseptor durumuna gore degerlendirmeler:

Olgularin ER ve PR durumuna gore yapilan analizinde, CD56" TIM-3 ekpresyonu ER
pozitif hastalarda daha yliksek olarak saptanmis ancak bu yiiksek istatistiksel anlamlilik
smirmin altinda kalmistir (p=0,057, Tablo 10-12 ve Tablo 18). Ancak HER-2 pozitif olan
olgularin CD8" TIM-3 &l¢iimleri, HER-2 negatif olanlardan daha vyiiksektir (p=0,043;
p<0,05,Tablo 10-12 ve Tablo 19). Ki-67 diizeylerinegore yapilan karsilastirmada ise, Ki-67
skoru %20’nin {istiinde olanlarda CD16" TIGIT diizeyi daha yiiksek goriilmiis, fakat

istatistiksel anlamlilik kazanmamistir (p<0,05,Tablo 10-12 ve Tablo 20).

Tablo 18. Ostrojen Reseptorii (ER) Sonuclarina Gére Degerlendirmeler(*p<0,05).

ER Test
Negatif Pozitif Dederi
(n=10) (n=14) 8¢ p
CD56" TIM-3 medyan (min-mak)  7,4(0,2-55)  33(2-70) -1,906 0,057
Tablo 19. HER-2 Sonugclarina Gore Degerlendirmeler(*p<0,05).
HER-2 Test

Negatif (n=19) Pozitif (n=5)  Degeri

p
cDs' LAG-3 medyan (min-mak)) 5(0,6-45) 11(5-50) -1,779 0,075
i - *
cps8’ TiM-3 medyan (min-mak) 4(1-50) 24(5,2-58) 2,028 0,043

CD8TIM3
] ]

Sekil 8. HER-2 sonug¢larina gore CD8" TiM-3
olciimleri

1000

CerbB2
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Tablo 19. Ki-67 Diizeylerine Gore Degerlendirmeler(*p<0,05)

Ki-67 Test
>0620(n=13)  <%20 (n=11) Degeri p

CcD16" TIGIT medyan (min-mak) 11,6(1-35) 3(0-23) -1,883 0,060

Hastalarin lenfovaskiiler invazyon (LVI), yaygin intra-duktal

komponent ve tiimor regresyon diizeylerine gore degerlendirilmeleri:
Hastalarin LVI durumuna gore yapilan karsilastirmada CD56" TIM-3 6l¢iimleri LVIi
gostermeyen hastalarda daha yiiksekti (p=0,098, Tablo 10-12 ve Tablo 21). Yaygimn intra-
duktal komponent goriilen vakalarmn CD16" TIGIT, CD16" LAG-3, CD56" PD-1 ve CD56"
CTLA-4 olgtimleri, in situ komponent goriilmeyenlerden anlamli olarak daha yiiksekti
(sirastyla p=0,024; p=0,003; p=0,032; p=0,013, Tablo 10-12 ve Tablo 22).
Belirgin regresyon goriilen hastalarm CD8" ve CD56 TIGIT ekpresyonu, kismi regresyon
goriilenlerden daha fazla bulundu (sirasiyla p=0,014, p=0,030; Tablo 10-12 ve Tablo 23).
Spearman korelasyon testi kullanilarak yapilan analizlerde, patolojik regresyon skoru ile
sadece CD16" CTLA-4 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gdstermistir

(p=0,031).

Tablo 20. Lenfovaskiiler Invazyona (LVI) Gére Degerlendirmeler(*p<0.05).

LVI Test
Yok (n=13) Var (n=11) Degeri

——————————————————————————————

35(4-65) 14(0,2-70) 1654 0,098

CD56Jr TIM-3 medyan (min-mak)
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Tablo 21. Yaygin In Situ Komponent Varhgina Gore Degerlendirmeler(*p<0.05)

In situ komponent

Yok (n=12)

Test

Var (n=12) Degeri

—————————————————————————— s

CD16' CTLA-4 medyan (min-mak)  7(0-31) 15,3(2-45) -1,704 0,088
CD16" TIGIT medyan (min-mak)  2(0-35) 10,8(1-29) 2,258  0,024*
CD16" LAG-3 medyan (min-mak) 1 7(0-29) 14,5(0-35) -2,920 0,003**
CD16" TIM-3 medyan (min-mak)  10(0,2-26) 17,5(1,5-34)  -1,677 0,094
CD56" PD-1 medyan (min-mak) 3 4(0-20) 8,9(2-21) -2,141 0,032*
CD56' CTLA-4 medyan (min-mak)  5(0-26) 14,5(1,9-39) -2,484 0,013*
CD56" TIGIT medyan (min-mak) 6 5(0-30) 19(3-75) -1,590 0,112
CD56' LAG-3 medyan (min-mak)  g(0-26) 16,4(2,4-70) -1,821 0,069

CD 16 TIGIT

CD56 PD1

40,00

30,00

20,00

10,00

CD16 LAG-3

in.situ.komponent

25,00

20,00 o

15,00

10,00

CD56 CTLA

T
Yok

In situ komponent

40,00

30,004

20,00

10,00

00

Yok Var

In situ komponent

40,00

30,00

20,00

10,00

In situ komponent

Sekil 9. In situ komponent varhgma gore CD16" TIGIT, CD16" LAG-3, CD56" PD-
1, CD56+ CTLA-4 dlgiimleri
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Tablo 22. Tiimor Regresyon Diizeylerine Gore Degerlendirmeler (*p<0.05).

Regresyon diizeyi

Kismi Belirgin Test

regresyon (< regresyon (> Degeri p

%20) (n=11) %20) (n=13

+ medyan (min-mak
CD8* ST T lyan (i ) 1826 0,068
LENFOSIT 16(0,6-36) 7(1-27)
CD8* TIGIT medyan (min-mak) 1,7(0-42) 20(2-55) -2,469  0,014*
CD8* LAG-3 medyan (min-mak) 3,4(0,6-50) 10(1,6-45) -1,334 0,182
CD8* TiM-3 medyan (min-mak) — 4(1,5.54) 17(1-58) -1,885 0,059
CD16* TIM-3 medyan (min-mak) 7(0,2-34) 15(1,7-30) -1,683 0,092
CD56* TIGIT " (min-mak) 4,8(1,3-22)  18(0-75) -2,176  0,030*
CD56* TIM-3 [redyar 14(0,2-70) 35(2-65) -1,364 0,173
10,007 ™ T
= il

T
=< 20 (kismi)

T
= %20 (helrgin)

Regresyon Dizeyleri

Regresyon Diizeyleri

T
= %20 (belirgin)

Sekil 10. Tiimér Regresyon diizeylerine gore CD8" TIGIT, CD56" TIGIT

ol¢ciimleri
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TARTISMA

Calismamizda neo-adjuvan sistemik tedavi sonrasi hastalarin demografik, klinik ve
patolojik bulgular1 ile tiimérii infiltre eden lenfositlerdeki (TIL) immiin kontrol noktas
reseptorlerinin  ekspresyonu arasindaki iliski degerlendirilmistir. Meme kanserinde bazi
Klinikopatolojik faktorler ile PDL-1 ekspresyonu arasindaki iliski pek ¢ok c¢alismada
incelenmistir (11,76,77). Bir meta-analizde, meme tiimorlerinde PDL-1 ekspresyonunun, lenf
nodu metastazi, diislik niikleer grad ve negatif Ostrojen reseptdrii durumu ile iliskili oldugu
icin kot bir prognostik faktér oldugu ortaya konulmustur (11). Bizim g¢alismamizda da
benzer olarak kemoterapi sonrasi T3-T4 evresinde olan olgularin sitotoksik T lenfositlerinden
PD-1 ekpresyonunun, T1-T2 evresinde olanlardan daha yiiksek oldugu saptanmistir Ancak
lenf nodu metastazi olan olgularin CD56* NK hiicrelerinin PD-1 &lgiimlerinin lenf nodu

metastazi olmayanlardan daha diislik olmas1 ilging bir sonug olarak ortaya ¢cikmistir.

Atsuko Kitano ve arkadaglarinin immiinohistokimyasal yontem ile 1999 ve 2007 yillar1
arasinda evre Il — Ill invaziv meme karsinomu nedeniyle neo-adjuvan kemoterapi alan ve
daha sonra ameliyat edilen 180 hasta iizerinde yapmis olduklart ¢aligmada yiiksek gradli
timorlerde PDL-1 ekspresyonu yiiksek bulunmustur (p<0.0001)(76). Ayrica bu g¢alismada,
PD-1 ve PDL-1 ekspresyon seviyeleri, yiiksek TIL orani (p <0.0001), timér molekiiler alt tipi

ve liclli negatif timorler ile iligkili bulunmustur (p<0.0001).

Laurence Buisseretve arkadaglarinin 125 neo-adjuvan kemoterapi almamis primer
meme kanserli ve 56 meme kiigiiltme ameliyati gegiren hastayi karsilastiran ¢alismasinda;
akan hiicre 6lcer ve immiinohistokimyasal degerlendirmeile TIL yogunlugu, PD-1, PDL-1
diizeyleri incelenmistir (77). Bu g¢alismada yiiksek PD-1/PDL-1 ekspresyonu, yiiksek TIL
yogunlugu ve artmig CD4+* T ve B hiicresi infiltrasyonu, daha agresif tiimor karakteristigi (Ki-

67 yiksekligi, hormon reseptér negatifligi) ile iliskili olarak bulunmustur. Literatiirdeki
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benzer caligsmalar, kotli prognostik parametrelerle immiin kontrol noktasi reseptdrlerinin
korele oldugunu, yiiksek seviyelerde ekspresyon olan hastalarda prognozun kotii olabilecegini
on gormektedir. Changjun Wang ve arkadaslarinin yaptiklar1 meta-analizde, meme kanseri
hastalarin %25.8'inde PDL-1 asir1 ekspresyonu bulunmustur (78). Ayrica PDL-1 pozitifligi,
inazivduktal kanser (p=0.037), yiiksek tiimor derecesi (p=0.000), ER negatifligi (p=0.000),
PR negatifligi (p=0.000), HER-2 pozitifligi (p=0.001), ve agresif molekiiler alt tipler (HER-2
pozitif ve bazal benzeri (p=0.000)) gibi yiiksek riskli prognostik faktorlerle iliskilidir. Bu
konunun agikliga kavusabilmesi i¢in farkli hasta gruplarinin uzun siireli takipli sagkalim

bilgileri ile yapilmis klinik ve deneysel calismalara ihtiya¢ vardir

Cinzia Solinasve arkadaslariin meme kanserli hastalarda gen ekspresyonu,
immiinohistokimya ve akan hiicre dl¢er kullanilarak yapmis olduklar1 ¢calismanin sonuglarina
gore, LAG-3 bazal tip meme kanserlerinde diger alt tiplere oranla, HER-2 pozitif meme
kanserli hastalarda liiminal alt gruplara oranlave son olarak liiminal B hastalarda liiminal A’ya
oranla daha fazla eksprese edilmektedir (79). Ayni ¢alismada LAG-3 CD4+* ve CD8* TIL'de
diisiik oranda tespit edilmis olup, CD4+ veya CD8* TIL'deki LAG-3 pozitiflik oranlari, Ki-67,
stromal TIL, global TIL, CD4+, CD8* ve CD20* yiizdesi ile pozitif korelasyon
gostermektedir. Bizim ¢aligmamizda yaptigimiz akan hiicre Olger analizlerinde ise
CD16*lenfositlerde LAG-3 ekpresyonu patolojik degerlendirmede timdriin in situ
komponenti pozitif olan olgularda, in situ komponenti negative olanlardan daha fazla

saptandi.

Huan Zhang ve arkadaslarmin 150 meme kanserli hasta tiimorlerinde
immiinohistokimyasal olarak yaptiklar1 calismada ise, baska yeni bir immiin kontrol nokta
reseptorii olan TIM-3'iin ekspresyonu 45 yas iistii, lenf nodu tutulumu olan ve TNM evresi

yiiksek olan hastalarda daha fazla bulunmustur (sirasiyla p=0,015, 0,001 ve 0,027) (23). Bu
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calismada, tiimér infiltre eden CD8* T hiicre orani lenf nodu metastazi olan, TNM evresi ve
Ki-67 diizeyi yiiksek olan grupta daha yiiksektir (23). Bizim ¢alismamizda ise bahsedilen
calismadan farkli olarak N2-N3 evresinde olan olgularin sitotoksik T lenfositlerindeki TIM-3
diizeyleri, NO-N1 evresinde olanlardan daha diisiik saptandi. Ayrica HER-2 pozitif olan

hastalarin TIM-3 ekpresyonu, HER-2 negatif olanlardan daha yiiksekti.

Asma A. Elashi ve arkadaglariin periferik kanda mononiikleer hiicrelerde PD-1,
CTLA-4, TIM-3, LAG-3, TIGIT ve PDL-1 diizeylerini inceledikleri caligmada, meme
kanserli hastalarin (n=31) periferik kan mononiikleer hiicrelerinde TIM-3, TIGIT ve PDL-1
ekspresyonlart saglikli insanlara (n=32) kiyasla anlamli derecede yiiksek ve LAG-3 ise aksine
anlamli derecede diisiik olarak bulunmustur (15). Ayrica Varun Sasidharan Nair ve
arkadaslarinin gerceklestirdigi genetik calismada meme tiimorli dokularla normal meme
dokusunun karsilastirinca PD-1, CTLA-4, TIM-3 ve LAG-3'iin meme kanserli hastalarda

daha yiiksek oldugunu gosterilmistir (80).

Immiin kontrol noktas reseptdrleri immiinoterapi igin énemli bir hedef oldugundan
meme kanseri disinda pek cok malignite i¢in bu konuda c¢aligmalar yapilmaktadir. Bu
caligmalarda da kanser immiinolojisi hakkinda literatiire yon verebilecek ve hangi noktalara
odaklanilmasmin yarar getirecegini aydinlatabilecek veriler ortaya konmaktadir. Ornegin
Xian G Guo Duan ve arkadaslart 77 hepato-seliiler kanserli (HCC) hastanin tiimor dokusu ile
komsu saglam doku orneklerini incelemis, sonug¢ olarak TIGIT ve CD155'in kanserli

dokudaki ekspresyonu belirgin bir sekilde yiiksek bulmustur (81).

Literatiirde neo-adjuvan tedavi ve tedaviye yanitin 6n goriilmesinde immiin kontrol
noktasi reseptorlerinin herhangi bir sekilde etkili olup olmadigi konusunda yapilmis ¢aligma
sayisi ¢ok azdir. Calismamizda neo-adjuvan tedavi sonrasi belirgin regresyon (>%20) goriilen

olgularn CD8* ve CD56* hiicrelerinde TIGIT ekpresyonu, kismi regresyon (<%20)



60

goriilenlerden daha yiiksek saptandi (sirasiyla p=0,014, p=0,03). Bu agidan bakildiginda
TIGIT diizeyi yliksek olan tiimorlerde neo-adjuvan tedaviye yanitin daha iyi olabilecegi
yorumu yapilabilir. Diger bir agidan neo-adjuvan tedavi kendi basina tiimor mikrogevresinde
degisikliklere yol a¢ip immiin yanit1 da etkilediginden kemoterapiye daha duyarl tiimorlerde
TIGIT reseptorii tasiyan timdor infiltre eden hiicrelerin oraninin artabilecegi ve bu dogrultuda
bu reseptorlere kars1 gelistirilen hedefe yonelik tedavilerin kemoterapi ile kombine edilerek
neo-adjuvan tedaviye tam yanit oranlarini artirabilecegi de diisiiniilebilir. Bu konuyu
netlestirmek ve soru isaretlerini gidermek i¢in daha fazla hasta sayisi ile yapilmis prospektif

klinik calismalara ihtiyag¢ vardir.

Patolojik incelemede ilging olarak yaygin in situ komponenti bulunan hastalarimizda
CD16* NK hiicrelerinde CTLA-4, TIGIT, LAG-3, TIM-3ve CD56" NK hiicrelerinde ise PD-
1, CTLA4, TIGIT ve LAG-3 olgtimleri in situ komponent goriilmeyenlerden daha yiiksek
tespit edildi. Bu bulguya paralel olarak Carlos R. Gil Del Alcazar ve arkadaslari meme
kanserinde in situ duktal karsinomdan invaziv duktal karsinoma doéniisiim siirecinde immiin
kacis mekanizmasmin etkisini degerlendirmislerdir. Bu calismada TIGIT ekspresyonunun
ticlii negatif in situ olgularda invaziv duktal kanser grubuna oranla bizim bulgularimiza
benzer olarak daha yiiksek oldugunu gostermislerdir (82). TIGIT’in aksine PDL-1
ekspresyonu invaziv duktal karsinomda in situ kansere gore belirgin olarak yiiksek
saptanmistir. Bu sonuglar invaziv timor gelisiminde énemli bir basamak olan immiin kagisin
degisik immiin kontrol noktasi reseptorleri ile dogrudan baglantili  oldugunu

diistindiirmektedir (82).

Hastalarimizin menopozal durumuna goére yapilan karsilastirmalarda CD56* T
lenfositlerde TIGIT o6l¢timleri postmenopozal olgularda daha yiiksek bulundu. Ayrica yiiksek
Ki-67 skorlu hastalarda CD16+ TIGIT diizeyleri istatstiksel anlamliliga yakin daha yiiksek

degerdedir.
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Feng Xu ve arkadaslarinin hiicre kiiltiirinde yaptigi c¢alismada, meme kanserli
hastalarda CD112R ve TIGIT blokajinin trastuzumabla kombine edildiginde NK hiicre
aktivitelerini arttirdigi  gosterilmistir  (83). lleride bu tip hedefe yonelik tedavi
kombinasyonlarimin siklasacagi tahmin edilmektedir. Calismamizda da CD56+ ve CD16+ NK
hiicrelerinin immiin kontrol noktas1 reseptorii ekspresyonlar1 detayli olarak incelenmistir. Bu
noktada hangi hastalarin bu tip kombine tedavilerden yarar gérebilecegi sorusunun cevabi
aranmistir.  Ji-Yeon Kim ve arkadaslar1 tarafindan Samsung Medikal Merkezi’nde
kemoterapiye tam yanithh evre IV ve niikks meme kanseri tanili hasta {izerinde yapilan
prospektif gen analizi ¢alismasinda: HER-2 yiiksek ekspresyonu ve daha 6nce taksan tedavisi
Oykiisii olan hastalarda, PDCD1 (PD-1), CD274 (PDL-1), CD276 (B7-H3), CTLA-4, IDO1,
LAG-3, VTCN1, HAVCR2 ve TNFRSF4 (OX40) CD274(PDL*1), CTLA-4, IDO1, LAG-3

ve HAVCR?2 gibi immiin kontrol noktasi gen ekspresyonlari yiiksek olarak saptanmustir.

Hormon reseptdr durumunun ve meme kanseri molekiiler alt tiplerinin immiin kontrol
noktasi reseptorlerinin ekspresyonunu etkilemedigi goriildii (84). Bu sonuca gore taksan
tedavisinin kanser immiin ¢evresini modifiye edebilecegi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda HER-2
ekspresyon diizeyinin metastatik meme kanserli hastalarda immiin kontrol noktasi
reseptorlerinin diizeyi ile pozitif korele oldugu saptanmistir (84). Caligmalar yeni nesil
immiin kontrol noktasi reseptorlerinin PDL-1 ve CTLA-4 gibi uzun yillardir bilinen ve
monoklonal antikorlarinin tedavide kullanildigr immiin kontrol noktasi reseptorleri ile korele
oldugunu gostermektedir (84). Bu sonug anti-PDL-1 ve anti CTLA-4 tedavileri ile beraber
kullanilacak yeni nesil immiin kontrol noktasi reseptorlerine yonelik monoklonal antikorlarin

tedavi yanitlarini artirabilecegi umudunu dogurmaktadir.
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SONUCLAR

Bu prospektif klinik ¢alismamizda ileri evre ve geng (<50 yas) meme kanserli
hastalarin yanisira kemoterapiye daha iyi cevapli ve yaygm in situ komponentli olgularda
immiin kontrol nokta ekspresyonlari daha yiiksek diizeyde bulundugundan, immiin kontrol
noktas1 inhibitorleri kullanimi yoluyla immiinoterapdtik yaklasimlardan daha fazla

yararlanabilecegi goriilmektedir.

Ayrica neo-adjuvan kemoterapi, tedaviye alinan yanitla iligkili olarak tiimor infiltre
eden lenfositleri indiiklemektedir. Bu mekanizma nedeniyle kemoterapiyle kombine
immiinoterapi modalitelerinin tek bagina kemoterapiye kiyasla sistemik tedavi cevabini

artirarak daha etkin bir terapotik etki yarattigi diisiiniilmektedir.
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