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OZET

Amini F, Tukrik bezi adenoid Kkistik karsinomlarinda PD-L1 ekspresyonu,
molekiiler alterasyonlarin arastirilmasi ve histopatolojik korelasyonu, Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi, Ankara, 2021. Adenoid Kistik
karsinomlar (AKK) tukrik bezi tumorlerinin biyolojik olarak en destruktif ve
ongorilemeyen timaorlerinden biridir. GUnimuzde bu timorlerde MYB/MYBL1-NFIB
translokasyonlar1 tanimlanmistir. Bu alterasyonlar prognoz ve tan1 asamasinda yardimci
olmakla birlikte, hedefe yonelik tedavi asamasinda da hedef molekiil olarak karsimiza
¢ikabilmektedir. Ote yandan son zamanlarda birgok tiimor grubunda (malign melanom,
kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomu ve renal hiicreli karsinomlar gibi) “Programmed
death-ligand 1 (PD-L1) ekspresyonunun kétii prognoz ile iliskisi gosterilmis olup bu
timorlerde “programmed death-1” (PD-1)'i hedefleyen imminoterapiler tedavi
asamasinda dikkate deger bir basar1 gostermistir. Tikrik bezi tlimorlerinde PD-L1
ekspresyonu hakkinda ¢ok az ¢alisma mevcuttur ve klinikopatolojik davranisina yonelik
arastirmalar devam etmektedir. Bu ¢alisma ile arsivimizdeki MYB/MYBL1-NFIB gen
translokasyonu igeren AKK’larin saptanmasi, bu tiimorlerin morfolojik ve klinik
oOzelliklerinin degerlendirilmesi ve PD-L1’nin immiinohistokimyasal olarak AKK ’lardaki
prognostik degerinin sorgulanmasi amaglanmistir. Bu c¢alismada 2000-2020 yillart
arasinda tan1 almus tlkrik bezi kdkenli 56 primer AKK vakasi, 10 uzak metastaz ve 6 lenf
nodu metastazi odaklar1 degerlendirmeye alindi. Primer ve metastaz odaklarinin formalin
fikse parafine gomilu bloklarina PD-L1 IHK calismalar1 uygulandi. Prognostik 6neme
sahip olan farkli morfolojik paternler farkli gen fiizyonlari ile baglantili olabileceginden,
bunu aydinlatmay1 hedefleyerek, calismamizda primer tmorlerin farkli paternleri ayri
ayri molekiiler ¢alismaya dahil edildi ve MYB/MYBL1-NFIB gen fiizyonu bakildi.
Ayrica metastatik odaklara da molekiiler ¢calismalar uygulandi. Sonug olarak 56 AKK
olgunun 12’si MYB/MYBLI-NFIB translokasyonu sergilemekteydi. Fuzyon pozitif
hastalarda, primer ve uzak metastaz odaklar: arasinda uyumluluk izlendi. Ayni hastada
farklt morfolojik paternlerin molekiiler profillerinin birbirlerinden farkli olabilecegi
izlendi. MYB flizyon pozitif AKK olgulari anlamli olarak daha yasli idi. AKK olgularinda
PD-L1 ekspresyonu diisiiktii Ve pozitifligi yash hastalarda anlamli olarak daha sikti.

Anahtar Kelimeler: Adenoid Kistik karsinom, MYB/MYBL1, PD-L1



ABSTRACT

Amini F, PD-L1 expression, molecular alterations and histopathological
correlation in salivary gland adenoid cystic carcinomas, Hacettepe University
Faculty of Medicine, Pathology Thesis, Ankara, 2021. Adenoid cystic carcinomas
(ACC) are one of the most destructive and unpredictable salivary gland tumors.
MYB/MYBL1-NFIB translocations have been identified in these tumors. As a
powerful diagnostic and prognostic tools, they also show promise as targets of
therapy.

Recent studies have reported that PD-L1 expression is associated with poor prognosis
in many different malignancies, such as melanoma, non-small-cell lung carcinoma
and renal-cell carcinoma. In these tumors, programmed death-1 (PD-1) targeted
immunotherapies have shown significant clinical responses. There are few studies on
PD-L1 expression in salivary gland tumors and research on clinicopathological
behavior is ongoing.

We thus aimed to investigate MYB/MYBL1-NFIB translocation and
immunhistochemical PD-L1 expression status in salivary gland ACC from our archive
and describe their clinical and histopathologic features.

Fifty-six primary salivary gland ACC cases, 10 distant metastases and 6 lymph node
metastasis foci which were diagnosed between 2000-2020 were included in this study.
Sections obtained from formalin fixed paraffin embedded blocks have been used and
immunohistochemical study for PD-L1 was performed. Since the different
morphological features are likely to be associated with different fusion gene partners,
different patterns of primary tumors were included in the molecular study separately
and MYB/MYBL1-NFIB gene fusion was examined. In addition, molecular studies
were applied to metastatic foci.

As a result, twelve patients had MYB/MYBL1-NFIB translocations. Compatibility
was observed between primary and distant metastasis foci in fusion-positive patients.
It was observed that in the same patient, the molecular profiles of different
morphological patterns may differ from each other. MYB fusion positive ACC cases
were significantly older. PD-L1 expression generally was low and its positivity was
significantly more frequent in elderly patients.

Keywords: Adenoid cystic carcinoma, MYB/MYBL1, PD-L1
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1. GIRIS

Tukrik bezi tumorleri, histolojik olarak heterojen bir tumor grubudur. Bu grup
timorler; tamamen iyi huylu tumérlerden yuksek dereceli malignitelere kadar ¢ok
cesitli biyolojik davramiglara sahiptir. Bir¢ogu ortak morfolojik 0Ozellikler
gosterdikleri i¢in histopatolojik incelemede ayirici tanida zorluk yaratmaktadir.
Immiinohistokimya (IHK) ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) gibi yardimci
testler tiikriik bezi tiimorlerinde spesifik taniyr koymak veya ayirici tam
spektrumunu daraltmak i¢in kullanilmaktadir. Glnlmuzde tikrik bezi timdrlerinde
spesifik molekiiler alterasyonlar tanimlanmistir. Bu tiimorlerde taniyr
kolaylastirabilecek, hatta kiiciik biyopsi ve aspirasyon materyalinde tant koymay1
saglayacak yardimci molekiiler teknikler ve biyobelirtegler ortaya ¢ikmistir (1).

Adenoid kistik karsinomlar bas ve boyun timdrlerinin biyolojik olarak en
destriktif ve ongorulemeyen timdrlerinden biridir. Ginimuzde bu tumoérlerde
MYB/MYBL1-NFIB translokasyonlari tanimlanmistir. MYB/MYBI1 asiri
ekspresyonu AKK olgularinin yaklasik %80’inde izlenmistir. Bu alterasyonlar tani
asamasinda yardimci olmakla birlikte hedefe yonelik tedavi asamasinda da hedef
molekil olarak karsimiza ¢ikabilmektedir (2, 3). Bu molekiiler degisikliklerin
karsinogenezisteki rolli heniiz tam olarak anlasilamamis, bunun Klinik sonuglar

uzerindeki etkileri hentiz belirlenememistir (4).

Ote yandan son zamanlarda birgok tiimér grubunda (malign melanom, kiigiik
hiicreli dis1 akciger karsinomu ve renal hiicreli karsinomlar gibi) “Programmed
death-ligand 1* (PD-L1) ekspresyonunun ké&tii prognoz ile iligkisi gosterilmis olup
bu tiimorlerde “programmed death-1” (PD-1)'t hedefleyen “pembrolizumab ve
atezolizumab” gibi immiinoterapiler tedavi asamasinda dikkate deger bir basari
gostermistir. Tiikriik bezi tiimoOrlerinde PD-L1 ekspresyonu hakkinda ¢ok az ¢alisma

mevcuttur ve klinikopatolojik davranisina yonelik arastirmalar devam etmektedir
(5).

Bu ¢aligmada tiikriik bezinin adenoid kistik karsinomlarinda PD-L1 ekspresyon

diizeyi ve bu vaka grubunda tanimlanmis molekiiler alterasyonlarin arastirilmasi ve



elde edilen sonuglarin histopatolojik ve klinikopatolojik ozellikleri ile

iliskilendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Adenoid Kistik Karsinom (AKK)

Tiikriik bezi tlimorleri, bas ve boyun kanserlerinin %3- 5'ini olusturan nadir
goriinen bir neoplazi grubudur. DSO 2017 siniflamasina gére tiikriik bezi timarlerinin
30'dan fazla histolojik alt tipi vardir ve bunlarin 24'ii malign olarak tanimlanmistir (6)
. Malign tiikkriik bezi neoplazmlart tiim malignitelerin < %0,5 olusturmaktadir (7).
Tukrik bezi timorlerinin tim diinyadaki yillik insidans1 yaklasik 100,000°de 0,3-4
arasindadir (8, 9).

Adenoid Kistik karsinom (AKK) tiibiiler, kribriform ve solid formlar olusturan
epitelyal ve myoepitelyal neoplastik hiicre komponentleri igeren, yavas biiyiiyen bir
tikrik bezi malignitesidir. Tiim bas-boyun kanserlerinin yaklagik % 1'ini ve tiikriik
bezi tiimorlerinin yaklasik % 10'unu olusturur (10).

Tiikriik bezi karsinomlar1 arasindaki AKK orani, primer tiimoriin bulundugu
bolgeye gore degismektedir. Danimarka niifusuna dayal bir arastirmada AKK parotis
bezinin en sik timor tipi olarak gosterilmistir (11). AKK mindr tikrik bezlerinde,
orant %35 ile %58 arasinda degisen, en yaygmn kanser tiirlidiir. Mindr tiikriik
bezlerinde en sik damakta bulunur. Ayrica major tiikriikk bezlerinin (parotis,
submandibuler ve sublingual) en sik goriilen kanserlerinden biridir (10, 12).

Etnik bir egilimi yoktur. Kadin erkek orani 1,5/1° dir. Timoér tim yas
gruplarinda izlenmekle birlikte orta yash ve yasl hastalarda (5. ve 6. dekatlar) daha
yuksektir (13, 14).

AKK bas ve boyun timorlerinin biyolojik olarak en destriktif ve
ongorilemeyen timorlerinden biridir. Yavas buyiume, perinoral invazyon, lokal niks
ve diisiik bolgesel lenf nodu tutulumu ile bilinen bir tumoérdur (10, 15). Bunun tersine,
hematojen metastaz, 6zellikle akciger, karaciger ve kemikte yaygindir (16, 17).

En sik goriilen semptom, yavas biiyliyen bir kitle ve ardindan perindral
invazyon nedeniyle olusan agridir. AKK'nin semptomlari, hastaligin bulundugu
bolgeye gore degismektedir. Damakta agrisiz fikse kitle olusturur (18). Parotiste

bulundugu zaman fasyal sinir felci ortaya ¢ikabilir (19).



AKK genelde sert, grimsi-beyaz renkli, kapsiilsiiz ve degisik boyutlarda
infiltratif kitle seklinde goriiniir. Nadir bir bulgu olarak izlenen nekroz ve/veya
hemoraji varlig1 yiksek dereceli bir tumérin gostergesidir (2).

AKK, duktal ve myoepitelyal hiicrelerden olusan bifazik bir tiimordiir. Bu
hicreler genellikle bir mukoid ve / veya hyalinize matriksi cevrelemekte olup
kribriform, tibuler ve solid olarak adlandirilan 3 ayri biiyiime paternini farkli oranlarda
sergilemektedir (20). AKK'nin en 6nemli ve klasik 6zelligi kribriform paternidir. Bu
paternde ¢ok sayida bosluklar (psodokist) iceren hiicre gruplar1 "elek " benzeri veya
"Isvicre peyniri" benzeri goriiniim olusmaktadir. Bosluklar icinde bazofilik mukoid
materyal veya hyalinize fibroz doku bulunmaktadir. Bu paternde myoepitelyal
hiicreler baskin olup, tUmor hicreleri koseli hiperkromatik ¢ekirdekli ve dar
sitoplazmali bazaloid hucrelerdir. Tubuler patern, gercek liimenli iki katmanl
tibdllerden olusur. Eozinofilik sitoplazmali kiiboidal sekilli duktal hticreler ig,
myoepitelyal hiicreler dis tabakada bulunur. Solid buyime paterni limen formasyonu
icermeyen, kiiciik ve biiylik nestler olusturan, daha fazla mitoz ve nekroz bulunduran,
epitelyal veya myoepitelyal hiicre tabakalari ile karekterizedir (2, 21, 22). Bu hiicreler
niikleositoplazmik (N/C) oraninda artis gosteren koyu kromatinli ve iri gekirdekli
bazofilik hucreler veya N/C orani diistik, sitoplazmik vakuolizasyon igeren seffaf
hlcreler olabilir. Ayrica AKK’da trabekler patern (tubtlerden solide gecis gosteren
birlesmis tiibiiller), retikiler patern (dallanan, birbiri ile iligkili dar trabekiiller),
memenin invaziv lobdler karsinomuna benzeyen patern (ILC-like) veya ‘Indian-file’
patern (tumor cevresinde ve infiltre alanlarda) de raporlanmistir (23).

Immiinohistokimyasal ¢alismalar, AKK tanis1 i¢in yardimct olabilir.

Genelde c-KIT (CD117) epitelyal hiicrelere sinirli olup myoepitelyal hicreler SMA,
S100 ve p63 gibi belirtecler ile pozitiftir (2).

AKK igin iki farkli histopatolojik derecelendirme sistemi kullanilmaktadir.
Bunlar Perzin ve arkadaslar1 (22), Szanto ve arkadaslari (24) ve Spiro ve arkadaslar
(15) tarafindan tanimlanmistir. Perzin / Szanto sisteminde, timoriin %30'undan fazlasi
solid bir bilesenden olusuyorsa, yiiksek dereceli olarak kabul edilirken, Spiro
sisteminde bu oran %50°dir (Tablo 1). Baz1 yazarlar tarafindan, AKK'da herhangi bir
miktarda solid bilesenin varligi negatif bir prognostik faktor olarak kabul edilmistir



(25, 26). Yuksek dereceli transformasyon (YDT) AKK'da nadir durumlarda
bildirilmistir (27, 28)

Derece | Perzin ve Szanto Derece | Spiro
1 Belirgin tlbdler patern, solid 1 Cogunlukla tubtler veya
komponent yok kribriform, nadiren solid
2 Belirgin kribriform patern, solid | 2 >50% solid
komponent <30%
3 Solid komponent>%30 3 Sadece solid

Tablo 1: Adenoid kistik karsinomlarda derecelendirme sistemleri

AKK’da 10 yillik sagkalim %50-70’tir ve lokal rekiirrens degiskendir. Lenf
nodu tutulumu sik goriilmez, ancak solid varyantta daha siktir. Uzak metastaz
olgularin %50’sinden fazlasinda bildirilmistir; en sik akcigerler sonra kemik, karaciger
ve beyin tutulumu goriliir. Sagkalimi etkileyen faktorler arasinda tiimdr evresi, lenf
nodu durumu, hasta yasi, tiimor bolgesi, sinir invazyonu ve cerrahi sinirlar
bulunmaktadir. Genellikle tiibiiler ve kribriform biiylime paternleri olan timorler,
tiimorlerin tigte birini olusturan solid bilesene sahip olanlardan daha az agresif klinik
seyir gosterir (2).

2009 yilinda AKK’nin molekiler patogenezinde o6nemli gelismeler elde
edilmis olup, bu bulgular sayesinde AKK’ya 6zgii MYB onkogeni ve NFIB
transkripsiyon faktor geni igeren t(6;9)(q22-23;p23-24) kromozomal translokasyonu
tamimlanmustir (29). MYB geni c-Myb (MYB) transkripsiyon faktérini kodlayan
gendir; hucrelerde diferansiyasyon, proliferasyon ve apoptoz kontrolunda énemli bir
role sahiptir. Bu gende C-terminal alani negatif regiilasyonu saglar. MYB/NFIB
fuzyon sonucunda C-terminal alanlarin delesyonu nedeni ile c-Myb varyantlarinin
asirt ekspresyonu ortaya cikar (sekil 1) (29, 30). Bu kromozomal translokasyon,
AKK'larin % 29-% 86'sinda tanimlanmistir (29-31).
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Sekil 1: t(6;9) ile ortaya ¢gikan MYB-NFIB flizyonu (29) no’lu referanstan
aynen alinmuistir.

A-Myb (MYBLI1) proteini, kromozom 8q iizerindeki MYBLI1 geni

kodlanir ve ¢c-Myb ile ayni DNA baglanma alanina sahiptir (32). Son zamanlarda
AKK’da MYBL1 ve NFIB genleri arasinda da kromozomal translokasyon varligi
ortaya ¢ikmistir (30, 33). MYB — NFIB fuzyon negatif olan ancak MY B proteini asir1
ifade eden AKK’larda bu translokasyon varligi ortaya konulmustur (sekil 2) (33-35).
Buna ek olarak bazi ¢alismalarda C-terminal delesyonu gdstermeyen yiiksek MYB
ekspresyonu ile iliskili AKK’lar da bildirilmistir (33, 36). Gen fiizyonu veya farkli
mekanizmalar sayesinde AKK’larin >%80’inde , MYB/MYBL1 aktivasyonu

izlenmektedir (2, 37).
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Sekil 2: Adenoid Kistik karsinomlarda MYB-NFIB ve MYBL1-NFIB fiizyonu

(30) no’lu referanstan aynen alinmustir.

Bazi caligmalarda yiiksek MYB ekspresyonunun daha koétii prognoz ile iligkili
oldugu gosterilmistir (30, 31). Bir ¢alismada 58 AKK hastasinin klinikopatolojik
analizi, MYB-NFIB fiizyonu ile artan yas (> 50 yas) arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmustur, ancak fiizyon durumu ile klinik sonug arasindaki iligki

tam olarak gosterilmemistir (35).

2.2 Programmed Death-Ligand PD-L1

Normal sartlar altinda, bagisiklik sistemi, immin kontrol noktalar1 olarak
tanimlanan bir dizi koinhibitdr ve kostimilator reseptér ve ligandlart kullanarak
konagi otoimmiin, alerji ve infeksiyon hastaliklarina karsi korur ve self toleransta
6nemli bir rol oynar (38).

Vicuda tehlikeli olan timoral sureclerde eliminasyon ve kagis gibi kavramlar
ortaya ¢ikar. Eliminasyon sireci, yeni olusturulan kanser hiicrelerinin bagigiklik
sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasidir. TUmorQ infiltre eden lenfositler (TIL) bu
asamada roli olan unsurlardan biridir (39). Kagis sireci tiimor hiicrelerin bagisiklik
sisteminden nasil kurtulduguyla ilgili bir mekanizmadir. TUmor hicreleri koinhibitér
mekanizmalari, konagin bagisiklik sisteminden kagmak ve nihayetinde ilerlemek,
yayilmak ve metastaz yapmak igin kullanir (38, 39). Bu yollar arasinda, PD-1 ve
ligandi1 PD-L1 tlimor progresyonunda 6nemli bir role sahiptir (40).
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Sekil 3: Tiimor hiicrelerin bagisiklik sisteminden kacis mekanizmalari
(39) no’lu referanstan aynen alinmustir.

PD-1 (CD279), 2. kromozomda yer alan PDCDI geni tarafindan kodlanan,
immiinolojik aktivasyonu sinirlandiran ve inhibe eden immdainoglobulin super ailesine
ait protein yapisinda bir transmembran reseptoriidiir. PD-1, agirlikli olarak periferik
dokularda antijen sunan T hicrelerinde ve daha az B hiicreleri, aktive edilmis
monositler, dendritik hiicreler ve NK hiicrelerinde eksprese olur (38, 41).

PD-L1 (CD274), 9. kromozomda yer alan CD274 geni tarafindan kodlanan, tip
| transmembran protein reseptorleri, B7 ailesinin bir Gyesidir. Aktive T ve B
hlcrelerinde, monositlerde, antijen sunan hiicreleri ile endotel hiicreleri gibi bircok
nonhematolojik normal dokularda da ekspresyonu gosterilmistir. PD-L1 ekspresyonu,
IFNy ve IL4 gibi gesitli pro-inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenir (42). PD-L1
ligand1 olan tiimor hiicreleri, aktive T hiicrelerdeki PD-1’e baglanarak timor
mikrogevresindeki immn sistemi (TIM) inhibe eder (43, 44).

Son caligsmalarda, TIM’in timar gerilemesi veya ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (45, 46). Bas ve boyun kanserlerinde TIM'de daha yiiksek TIL
yogunlugunun olumlu bir prognostik gosterge oldugu bilinmektedir (45).



PD-L1 ekspresyonunun akcigerin kiguk hucreli dist karsinomu (47) ve malign
melanom (48) gibi baz1 tiimorlerde daha iyi prognoz ile iliskili oldugunu gosteren bazi
calismalar vardir. Ancak Urotelyal karsinom, renal hicreli karsinom, mide, 6zefagus
ve pankreas karsinomlar1 gibi ¢ogu tiimoérde PD-L1 ekspresyonu koétl prognoz ve
agresif klinikopatolojik o6zellikler ile korelasyon gostermektedir (49-54). Bazi
calismalarda basg-boyun skuaméz hucreli  karsinomlarinda  disik PD-L1
ekspresyonunun olumlu bir prognostik faktor oldugu bildirilmektedir (55, 56) ancak
farkli arastirmalarda ise, yuksek PD-L1 ekspresyonunun olumlu bir prognoz ile korele
oldugu gosterilmistir (57, 58). Ayrica, bir meta-analiz ¢alismada, PD-L1 ekspresyon
seviyeleri ile klinik sonuglar arasinda anlamli bir iliski olmadigi bulunmustur (59).

TUmor tedavisinde immiin kontrol noktalarimi bloke etmek, anti tUmor
immdaniteyi harekete gegirmek i¢in en umut verici yaklasimlardan birisidir (60, 61).
Giiniimiizde ¢esitli kanserlerde PD-1 ve PDL-1 ile ilgili kapsamli calismalar
yapilmistir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrleri, nivolumab veya pembrolizumab,
bas ve boyundaki skuamoz hiicreli karsinom tedavisinde biiyiik bir devrim yaratmistir
(62-64). Buna ragmen, tiikriik bezi tiimorlerinde bu belirtegler hakkinda bilgi yeterli
degildir. ilk olarak 2016 yilinda Mukaigawa ve arkadaslar tarafindan 219 primer
tiikriik bezi karsinomundan olusan bir seride yiksek dereceli tikriik bezi timorleri ile
PD-L1 ekspresyonu arasinda anlamli iligki gosterilmistir. Bu galismada timor
hlcrelerinde ve timorQ infiltre eden monondkleer hiicrelerde PD-L1 ekspresyonunun
kotii prognoz ile iliskili oldugu goriilmistir. Ayni ¢alismada PD-L1 pozitif tukrik bezi
timorlerinin - PD-L1 negatif timorlere gore daha kot prognozlu oldugu
bildirilmistir.(65). Yapilan son ¢alismalarda, Harada ve arkadaslar1 malign tiikriik bezi
timorleri olan hastalarda tumor hiicrelerinde PD-L1 pozitifligi ile ileri evre, niiks,
metastaz ve kisa sagkalim arasinda anlamli iliski oldugunu géstermistir (66).

Bazi arastirmacilar ise, tukrik bezi timorlerinde PD-L1 ekspresyonunun diisiik
oldugunu ve TIL sayisinin az oldugunu ispat etmislerdir (67).

Bu proteinlerin prognostik degeri ve immiinoterapdtik potansiyeli goz oniine
alindiginda, bunlarin ekspresyonu yani sira, anti timdor yanitinda rol alan immin
hicrelerin profilini karakterize etmek ileri evre tlkriik bezi karsinomlar i¢in biytk bir

ihtiyagtir (68) .
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgularin Secimi

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan onay alindiktan sonra (Proje No: GO 20/444, Karar N0:2020/10-30)
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan TTU-2020-18818 numarali bilimsel arastirma projesi olarak
desteklenmistir.

2000 ve 2020 yillart arasinda bolimimiizde AKK tanisi almis, parafin
bloklarina ulasilabilen ve parafin bloklarinda yeterli doku bulunan toplam 56 AKK
vakasi degerlendirmeye alinmigtir. Olgulara ait timér iceren tiim H&E boyali lamlar
iki gbzlemci tarafindan tekrar degerlendirilerek, tiimdrlerin histolojik tipleri ve gelisim
paterni, mitoz sayisi, vaskler veya perinoral invazyon varligi yeniden kaydedilmistir.
Hastalara ait klinik bilgilere Hacettepe Universitesi bilgisayar ag1 veri giris sistemi
kullanilarak ulasilmistir. Hastalarin yas, cinsiyet, biyopsi ve dosya numaralari, timor
lokalizasyonu, rekirrens ve sagkalim bilgileri, varsa uzak organ metastazi ve 6lim
tarihleri yanisira raporda yer alan timor derecesi, lenf nodu metastazi ve cerrahi sinir
durumu kaydedilmistir. Ayrica yapilan operasyonun eksizyon veya biyopsi olmasi
durumu klinik dosyalardan elde edilmistir.

Elli alti olgunun 11’inde uzak metastaz ve 6’sinda lenf nodu metastazi
saptanmigtir. Uzak metastaz olgularinin birinde yeterli doku izlenmediginden
calismadan ¢ikarilmigtir. Toplam olarak 56 primer timér, 10 uzak metastaz ve 6 lenf

nodu metastazi odagi ¢alismaya dahil edilmistir.
3.2. Histopatolojik Kriterlerin Tamimlanmasi
Elli altt olgunun patoloji raporlarinin ve mikroskopik olarak kesitlerinin

yeniden gozden gegirilmesinde alttaki 6zellikler arastirilmis ve kaydedilmistir:

Solid bilesen oranina gore olgular derecelendirilmistir (tablo 3).



Histolojik patern (%o)

Solid
Kribriform
Tubuler
Trabekiler
Retikiler
ILC

YDT

Perinoral invazyon

Var /Yok

Lenfovaskiler invazyon

Var /Yok

Uzak metastaz

Var /Yok

Lenf nodu metastazi

Var Yok

TIL (%)

<%5
%5-%20
%21-%50
%51-100

skor 1
skor 2
skor 3
skor 4

Tablo 2: AKK igin arastirilan histopatolojik 6zellikler

Solid % Histolojik derece

<30%

30%< - <%50

50%<

Tablo 3: Olgularda histolojik derecelendirme
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Resim 2: Kribriform Paternde Mukoid Stroma
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Resim 4: Tlbiler Patern
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Solid Patern

Resim 5

Retikiiler Patern

Resim 6



Resim 8: YDT

15



¥
=

S

Resim 10: TiL



Resim 12: Bobrek Metastazi
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3.3. PD-L1 Immiinohistokimyasal incelemesi

Secilen bloklardan alinan kesitlere PD-L1 ¢alismasi yapilmistir. Kesitler Leica
Bond-Max immiinohistokimya cihazi (Leica Microsystems, Wetzlar, Almanya)
kullanilarak PD-L1 (klon 73-10, Leica, predilisyon) primer antikoru ile
immiinohistokimyasal yontemle boyanmistir. Kesitler 75°C’de Bond Dewax ¢ozeltisi
(Leica Microsystems, Kat. No: AR9222) ile deparafinize edilmistir. %96’lik alkol
serisi ile muamelenin ardindan EDTA (Leica Biosystems, Newcastle Ltd., Newcastle
Upon Tyne; Ingiltere; kat. no: AR9640) i¢cinde 100°C’de 10 dakika siireyle antijen
aciga cikarma iglemi gergeklestirilmistir. Akabinde doku kesitleri oda sicakliginda
primer antikor ile 25 dakika inkiibe edilmistir. Adimlar arasinda yikama igin Tris
tamponlu salin (Leica Microsystems, Kat. No: AR9590) kullanilmistir. Ardindan
proteinlerin gosterilmesi i¢in “Bond Polymer Refine Detection” kiti (Leica 39
Microsystems, Newcastle Ltd. Newcastle Upon Tyne; Ingiltere; Kat. No: DS9800)
uygulanmistir. Kit, sirasiyla endojen peroksidaz aktivitesini blokaj icin %3-4’liik
hidrojen peroksit (oda sicakliginda 13 dakika), kullanima hazir sekonder antikor (oda
sicakliginda 9 dakika), horse radish peroksidaz-IgG polimeri (oda sicakliginda 9
dakika), 3'-3-diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB) kromojen (oda sicakliginda 7
dakika) ve karsit boyama i¢in hematoksilen (oda sicakliginda 3 dakika) icermektedir.
PD-L1 ile tiimor hiicrelerinde ve stromada izlenen TIL hiicrelerinde boyanmalar ayri
ayrt degerlendirilmis olup boyanan hucrelerin yizdesi kaydedilmistir. Membran6z
boyanmalar dikkate alinmistir, pozitif kontroliinde tonsil dokusu kullanilmistir. PD-
L1 boyanmalar1 ylizde olarak kaydedilmis ve > %1 boyanma orani pozitif kabul
edilmistir. Timor hiicrelerindeki boyanma skoru degerlendirilirken; %1-5 boyanma
varsa skor 1, %5-50’si boyanmigsa: skor 2, %50 ve lizeri boyanma skor 3 olarak

degerlendirilmistir (Tablo 4).

Tumor hicrelerinde boyanma % PD-L1 skoru

1<-<5 1
5%< - <%50 2
50%< 3

Tablo 4: Timor hicrelerinde PD-L1 skoru
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Resim 13: Yiksek dereceli transformasyon gosteren timorde ve lenf nodu
metastaz odaginda PD-L1 ekspresyonu
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Resim 14: Tiimér hiicrelerinde ve TiL’de PD-L1 ekspresyonu

3.4. Molekiiler Calismalar

Caligmaya dahil edilen olgularin parafin bloklarindan 20 pm’lik 4’er kesit
alimmis ve RNA izolasyonu icin kullanilmistir. Izolasyon RNeasy FFPE Kit
(QIAGEN) ile gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda spektrofotometrik (NanoDrop
cthaz1 kullanilarak) analizler ile elde edilen RNAmin saflifi ve konsantrasyonu
belirlenmistir. Bilinen fiizyonlarin saptanmasi i¢in kantitatif Real Time Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) analizine bagvurulmustur. Ilk olarak literatiir bilgisi g6z
Online almarak olas1 flizyon bdlgelerine yonelik primer tasarlanmistir. Hedef
amplikonun 200 baz ¢iftinden kisa olmas1 ve primerlerin etkinliklerinin hesaplanmasi
bu agamada kritik 6neme sahiptir. RT-PCR islemi i¢in Applied Biosystem-Step One
Plus cihazi kullanilmistir. Reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde her bir kuyucukta
gerceklesen reaksiyon, 2 ul Primer-Prob MiX (Forward Primer, Reverse Primer ve
Tagman Probe), 4 ul PCR Buffer, 7,5 ul RNase Free Water, 1,5 ul Genmark Enzyme
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Mix ve 5 ul RNA icermektedir. Cihazin Termal cycling kosullart su sekilde
ayarlanmigtir. Pre-run: 50°C’de 20 dakika, 95°C’de 2 dakika’dan olusur. Bir dongii
95°C’de 5 saniye ve 60°C’de 20 saniye’den olusmak tizere 45 dongii yapilmistir. Delta
Ct (ACt) yontemini kullanarak analiz edilmisir.

Her olguda farkli morfolojik paternlerin molekiiler profilini degerlendirmek

adma, birden fazla patern varliginda, alanlari isaretleyerek ayri ayrt molekuler

caligmaya alinmistir (sekil 4).

HUTF Patoloji AD =

Resim 15: izlenen farkl1 histolojik patenlerin isaretlenmesi
3.5. Istatistik

Arastirma kapsamindaki hastalarin demografik, klinik ve timor o6zelliklerinin
tanimlayict istatistiklerinde frekans, yilizde, ortalama ve standart sapma olarak ifade
edilmistir. Grup karsilastirmalarindan dnce parametrik test varsayimi olan gruplarda
normal dagilim Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmistir. Gruplarda normal dagilim
varsayiminin kargilanmamasi tizerine, ikili grup karsilagtirmalarinda Mann-Whitney
U testi kullanilmistir. Ayrica kategorik degiskenlerin karsilagtirmalarinda ise Kesin Ki
Kare testi kullanilmistir. Analiz bulgularinin  goésteriminde grafiklerden de
faydalanilmistir. Istatistiksel analizler igin SPSS 26 istatistik yazilimi kullanilmustir.

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Olgularin 19°u erkek (%33,9); 37’si kadindir (%66,1). Ilk tan1 aninda olgularin
ortalama yas1 53,73’tlr. En geng hasta 7 yasinda, en yash hasta ise 81 yasindadir.
Olgularin yas ve cinsiyet dagilimlar tablo 5°te gosterilmistir.

Hastalarin yas ve cinsiyet dagilimm n %

Yas (7-81 yil aras1)  7-40 yas aras1 8 14,3
53,73 (£54,50)

41-60 yas arasi 29 51,8
61 ve Ustli yas 19 33,9
Cinsiyet Kadin 37 66,1
Erkek 19 33,9
Toplam 56 100,0

Tablo 5: Hastalarin yas-cinsiyet dagilimi

Olgularimizdan 12’sinin klinik takibine ulasilamamistir. Klinik takibi olan 44
hastanin 36’s1 (%81,8) hayattadir, 8’i (%18,2) hastaliga bagl olarak yasamini
kaybetmistir.

Uzak metastazi olan hasta sayis1 10’dur (%17,9), 46 hastada (%82,1) metastaz
izlenmemistir.

Olgularin 19’una (%33,9) eksizyonel biyopsi, 19’una (%33,9) rezeksiyon,
10’una (%17,9) insizyonel biyopsi yapilmis olup 8 olguda cerrahi tipi bildirilmemistir;
ayrica, 21’ine (%37,5) boyun diseksiyonu uygulanmistir. Boyun diseksiyonu
uygulanan hastalarin 6’sinda (%28,6) lenf nodu metastaz1 izlenmis olup 15 hastada
lenf nodu tutulumu saptanmamisgtir (%71,4).

Olgularin 41’1 (%73,3) minor tukrik bezlerinde, 15’1 (%26,7) major tikrik
bezinde yer almistir (Tablo 6).
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Klinik bulgular n %
Major 15 26,7
TUmOr yerlesim yeri Minor 41 73,3
Biyopsi 10 17,9
Cerrahi tipi Eksizy(?n ™ 239
Rezeksiyon 19 33,9
Bilinmiyor 8 14,3
Yok 46 82,1
Uzak metastaz Var 10 17,9
Yastyor 36 81,8
Yasam durumu Eksitus 8 18,2
Yok 15 71,4
LN metastazi Var 6 28,6

Tablo 6: Hastalarin Klinik Bulgular

4.2. Histomorfolojik Bulgular

Tidmor blylme paterni kribriform, tibiler ve solid olarak (¢ ana paternden
olusmakla birlikte retikiiler ve ILC paterni de izlendi. Olgularin 48’inde (%85,7)
kribriform, 44’Unde (%78,6) tlbller ve 24’tinde (%42,9) solid patern goralda.
Retikiiler patern olgularin 6’sinda (%10,7) ve ILC olgularin 3’iinde (%5,4) mevcuttur.
Yuksek dereceli transformasyon 2 olguda (%3,6) izlendi (Tablo 7).

n %
Kribriform 48 85,7
Tubuler 44 78.6
Morfoloji paterni Solid 24 42,9
Retrikuler 6 10,7
ILC 3 54
YDT 2 3,6

Tablo 7: Olgularda morfolojik patern goriilme sikliklar1

Olgularin 4’tinde (%7) lenfovaskiiler invazyon saptanmistir; bu 4 olgunun

3’linde sadece kribriform ve tiibiiler bileseni, diger 1’inde %10 solid, %90 kribriform
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ve tiibiiler bilesen mevcuttur. PNI 38 olguda (%67,9) izlenmistir. Olgularin 21’inde
boyun lenf nodu diseksiyonu yapilmistir. Bunlarin 6’sinda metastaz saptanmigtir
(Tablo 8).

Histomorfolojik bulgular n %
Lenfovakdiler invazyon Yok 52 92,9
Var 4 7,1
Perindral invazyon Yok 18 32,1
Var 38 67,9
LN metastazi Yok 15 71,4
Var 6 28,6

Tablo 8: Olgularda histomorfolojik bulgular

Olgularin 35’1 derece 1, 6’s1 derece 2 ve 15’1 derece 3 olarak
degerlendirilmistir. Ylksek dereceli transformasyonu iceren 2 olgu derece 3 olarak
kabul edilmistir (Tablo 9).

Histolojik derece n %

1 35 62,5
2 6 10,7
3 15 26,8

Tablo 9: Olgularda histolojik derecelerinin goriilme siklig

Olgularin 47’sinde TiL skoru diisiik olarak izlenmistir (%84); skor 3 olgularn
7’sinde (%12,5) ve skor 4 sadece 2 olguda goriilmiistiir (%3,6). Morfolojik paternler
aras1 TIL skoru degerlendirildiginde, segici bir dagilim dikkati ¢ekmemistir (Tablo
10).
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Morfoloji paterni

TIL |
TUmor .
Skoru Solid |Retikiiler| Kribriform | Tobaler | ILC | YDT

N©) | n®%) | n(%) ne | N | n(%)
1 | 31(554)  15(625) | 4(66,7) | 27(75,5) | 26 (59,1) | 2(66,7) | 1 (50,0)

2 | 16(28,6) 4(16,7) | 2(333) | 14(16,3) | 13(29,5) | 0(0,0) | 0(0,0)
3 | 7(125) | 3(125) | 0(00) | 582 | 4(91) | 1(33,3)  1(50,0)

4 2(36) | 2(83) | 0(00) | 242 | 1(23) | 0(,0 | 0(0,0)

Toplam | 56 (100,0) | 24 (100,0) |6 (100,0) | 48 (100,0) | 44 (100,0) | 3 (100,0) | 2 (100,0)

Tablo 10: Olgularda TIL skoru ve morfolojik paternler aras1 dagilim

4.3. Immiinhistokimyasal Bulgular
4.3.1. Tumor hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu

Tumor hicrelerinde %1 ve tizerindeki boyanma oranlart pozitif olarak kabul
edildiginde, olgularin 10’unda (%17,9) tumor hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu
saptanmistir. PD-L1 skorlama sistemine gore degerlendirildiginde, 10 olgunun 4’
skor 1, 5’i skor 2 ve 1’i skor 3 olarak kabul edilmistir. Skor 4 higbir olguda
gorulmemistir.

PD-L1 ekspresyonu ile patern arasindaki iliski istatiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p>0.05), ancak skor 3 olan tek olguda, sadece yiksek dereceli
transformasyon alaninda ekspresyon varligi dikkati ¢ekmistir.

Retikiiler ve ILC paternlerde tiimor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu

izlenmemistir (Tablo 11).



Olgu Morfolojik patern %

1 %20 solid, %60 kribriform, %20 tubuler
2 %30 kribriform, %50 tiibiiler, %20 ILK
3 %20 YDT, %40 tibuler, %40 kribriform
4 %90 solid, %10 kribriform

5 %2100 solid

6 %40 solid, %60 tibuler

7 %50 tubdler, %50 kribriform

8 %40 YDT, %30 tubtler, %30 kribriform
9 %60 solid, %20 tibdler, %20 kribriform

10 %50 tibiler, %50 kribriform

Tablo 11: PD-L1 pozitif olgularda patern dagilimi

PD-L1 pozitif
patern

Kribriform
Kribriform+tibuler
YDT

Solid

Solid

Solid

Kribriform

YDT

Kribriform

Kribriform+tibiler

PD-L1
skoru

PD-L1 pozitif 10 olgunun I’inde (%10); PD-L1 negatif 47 olgunun 10’unda

(%21,7) uzak metastaz saptanmustir. Bulgular istatiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte (p=0,670), PD-L1 negatif olgularda uzak metastaz yaklasik iki kat daha sik

izlenmistir (Tablo 12).

Tiim olgularin uzak metastaz odaklarina yapilan PD-L1 ¢alismasindan negatif

sonug alinmistir.
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Uzak Metastaz

- 2
PD-L1 Yok Var X P
Negatif 37 (80,4) 9 (90)
Pozitif 9 (19,6) 1(10) 0.512 0.670
Toplam 46 (100,0) 10 (100,0)

X?: Kesin Ki-Kare Testi

Tablo 12: Tumor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu ve uzak metastaz durumu

Lenf nodu metastaz1 10 PD-L1 pozitif olgunun 1’inde (%10) izlenmistir (skor
3); metastaz odagina uygulanan PD-L1 ¢alismasindan pozitif sonug alinmstir.

PD-L1 negatif 46 olgunun 5’inde lenf nodu metastazi saptanmistir, metastaz
odaklarin timi PD-L1 negatiftir.

Tumor hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu ve lenf nodu metastazi arasinda
degerlendirilme istatistiksel olarak yapilamamuistir.

PD-L1 pozitif hastalarin yas ortalamasi 62,10 (£17,49), PD-L1 negatif
hastalarin yas ortalamasina gore 51,91 (+15,50) anlamli olarak ytiksek bulunmustur
(U:126,00, p=0,026) (Sekil 5).

62.1

Yas

PD-L1
™ Negatif ®Pozitif

Sekil 4: TUmor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu ve yas dagilimi

Tumor hicrelerindeki PD-L1 ekspresyonu ile cinsiyet, timor lokalizasyonu,
lenfovaskdiler invazyon, PNI ve histolojik derece arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark saptanmamustir (p>0.05).
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4.3.2. Tumora infiltre eden lenfositlerde PD-L1 ekspresyonu

TIL’de, %1 ve iizerindeki boyanma oranlar1 pozitif olarak kabul edildiginde,
PD-L1 8 olguda (%15,4) pozitif, 44 olguda (%84,6) negatiftir.

Paterne gore degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte (p>0.05), retikiiler paternde TiL’de ekspresyon izlenmemstir.

TiL’de PD-L1 ekspresyonu ile cinsiyet, yas, tiimdr lokalizasyonu,
lenfovaskdiler invazyon, PNI ve histolojik derece arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmamistir (p>0.05).

4.4. Molekdler bulgular

Molekiiler ¢alismada 56 olgunun 12°si (%21,4) fiizyon pozitif, 44’1 (%78,6)
flizyon negatif olarak degerlendirilmistir (sekil 6). Flizyon pozitif 12 olgunun 7’sinde
MYB-NFIB ve 6’sinda MYBL1-NFIB filizyonu saptanmistir. Bir olguda MYB ve
MYBL1 birlikteligi izlenmistir; bu olguda solid paternde MYB fiizyonu, kribriform
ve tlbuler paternde ise MYBLL1 fuzyonu saptanmistir (Tablo 13).

Molekiiler bulgular ile patern arasindaki iligki istatiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte (p>0.05) yiiksek dereceli transformasyon ve ILC paterninde
fiizyon izlenmemistir (Tablo 13).

MYB pozitif olgularin yas ortalamasi 56,83 (+12,60), MYB negatif olgularin
yas ortalamasi 53,36 (+15,19)’na gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(U:75,50, p=0,015). Ancak olgularm MYBL-1 gosterge sonuglar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (U:132,50, p=0,651).

Flzyon pozitif 12 olgunun 4’iinde uzak metastaz izlenmistir. Metastatik
odaklarin birinde yeterli doku olmadigindan ¢alismaya dahil edilmemistir; diger 3
metastatik odaga yapilan molekiler ¢alismadan pozitif sonug elde edilmistir.

Fiizyon negatif 44 olgunun 7’sinde uzak metastaz saptanmigtir. Metastatik
odaklarma yapilan molekiiler ¢alismada 7 olgunun 1’i flizyon pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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Fiizyon pozitif ve negatif olgular arasinda uzak metastaz agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05) ancak flizyon pozitif hastalarda,
primer ve metastaz odaklar arasinda uyumluluk dikkati cekmistir.

Metastaz odaklar1 akciger, meme, bobrek, karaciger ve kemik iliginde
gozlenmistir.

Lenf nodu metastazi fiizyon pozitif 12 olgunun 3’linde ve fiizyon negatif 44
olgunun 3’linde saptanmis olup metastatik odaklarima uygulanan molekiiler
calismadan negatif sonu¢ alinmistir. Fiizyon pozitif ve negatif olgular arasinda lenf

nodu metastaz agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p>0.05).
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Sekil 5: Molekdler ¢alismalar; A) Fiizyon negatif olgu, B) Flizyon pozitif olgu



tibuler, %10 kribriform

Olgu | Morfolojik patern % MYB pozitif MYBL1
patern pozitif
patern
1 %5 retikuler, %95 Kribriform
kribriform
2 %50 tiibiler, %50 Kribriform+tibuler
kribriform
3 %50 tiibiler, %50 Kribriform+ttbuler
kribriform
4 %50 tibdiler, %50 Kribriform+tibaler
kribriform
5 %70 solid, %10 retikdler, Retikler
%10 tibiler, %10
kribriform
6 %060 solid, %10 tubdler, solid Kribriform+
%030 kribriform tubuler
7 %50 tibdiler, %50 Kribriform+
kribriform tibuler
8 %100 kribriform Kribriform
9 %080 solid, %10 tubdler, Solid+tubtler
%10 kribriform +kribriform
10 %60 solid, %40 tubuler Solid
11 %50 tubdler, %50 Kribriform+
kribriform tubuler
12 %10 retikiler, %80 Tubuler

Tablo 13: Molekiiler pozitif olgularda paternler arasi dagilim
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Tiimor hiicrelerindeki fiizyon varligi ile cinsiyet, tiimor lokalizasyonu,

lenfovaskiiler invazyon, PNI ve histolojik derece arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark saptanmamustir (p>0.05).
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5. TARTISMA

AKK bas ve boyun tumorlerinin biyolojik olarak en destriktif ve
ongorulemeyen timorlerinden biridir. Yavas biiyiime, perinoral invazyon, lokal niiks
ve diisiik bolgesel lenf nodu tutulumu ile bilinen bir timordiir (10, 15). Bunun tersine,
uzak metastaz yaygindir (16, 17).

Tiikriik bezi karsinomlar1 arasindaki AKK yerlesim yeri sikligi ¢calismadan
caligmaya degismektedir. Bjgrndal. K ve arkadaslarinin yaptigi bir aragtirmada 240
AKK olgusunda parotis bezi en sik yerlesim yeri olarak bulunmustur (11).
Cordesmeyer. R ve arkadaslarinin yaptigi 61 AKK’dan olusan bir seride ¢ogu vaka
mindr tiikriik bezlerinde (% 75.4) yer almaktadir (69). Zhang ve arkadaslarinin 218
AKK olgusundan olusan bir ¢alismada olgularin %66.5’i mindr tiikriikk bezinde
gorulmiistiir (70).

Serimizdeki primer tiimor lokalizasyonuna baktigimizda literatiirle uyumlu
olarak mindr tukrik bezi en sik yerlesim yeri olarak izlenmistir.

Cordesmeyer.R ve arkadaslarinin c¢alismasinda medyan yas 56.4, olgularin
%44.3’u erkek ve %55.7’si kadindir (69). Bjerndal, K ve arkadaslarinin serisinde
medyan yas 59, olgularin %45°i erkek ve %55.7’si kadindir (11). Ko, Y. H. ve
arkadaslarinin 42 hastadan olusan AKK serisinde medyan yas 53, olgularin %57’si
kadin ve %43’u erkektir (71).

Literatiirde oldugu gibi bizim ¢alisjmamizda da kadin baskinligi mevcuttur
(%66,1); yas ortalamas1 53,73’tur.

Huang, M. ve arkadaslar1 91 AAK olgusunun %76,4’(inde PNI bildirilmistir
(72). Ko. Y. H ve arkadaslarinin 42 olgudan olusan AKK serisinde %78.1 oraninda
PNI goriilmiistiir (71). Zhang ve arkadaslarmin calismalarinda 218 AKK’nin %
81.6’sinda PNI varlig1 izlenmistir (70).

Serimizdeki 56 olgunun 38’inde (%67,9) PNI saptanmistir.

Zhang ve arkadaslarinin 218 AKK’dan olusan serisinde olgularin %15.7’sinde
lenf nodu metastazi izlenmistir (70). Min, R. ve arkadaslarina ait 616 AKK olgusundan
olusan bir seride hastalarin %10 unda servikal lenf nodu metastazi gosterilmistir (73).

Bizim ¢alismamizda ise literatlirle uyumlu olarak olgularin %10,7’sinde lenf

nodu metastazi goriilmiistiir.



31

Molekiiler calismalardaki gelismeler, diger timorlerde oldugu gibi AKK’larda
da genetik kokenin aydinlatilmasini, giincel tedavi segeneklerinin gelistirilmesini ve
daha iyi prognostik verilere ulasilmasini saglamistir (74).

Ilk calisma bu baglamda 2009 yilinda Persson ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu calismada FISH ve PCR yontemiyle, meme ve bas-boyun
yerlesimli toplam olarak 11 AKK olgusunun tiimiinde MYB ve NFIB gen flizyonu
iceren 1(6;9)(q22-23;p23-24) kromozomal translokasyonu tanimlanmistir. S0z
konusu flizyon AKK’nin bir ayirt edici 6zelligi ve patogenezinde onkojenik bir anahtar
olarak belirlenmistir (29).

Mitani.Y ve arkadaglart 2010 yilinda 123 vakalik bir seride primer ve
metastatik AKK ve AKK olmayan tukrik bezi timdorlerinde Persson’nun yapmis
oldugu calismayi tekrarlamiglardir. Bu ¢alismada MYB-NFIB flizyonu % 28 primer
ve % 35 metastatik AKK’larda saptanmistir; ancak AKK olmayan timorlerin
hicbirinde flizyon izlenmemistir (35).

2011 yilinda Mitani.Y ve arkadaslar1 bir 6nceki c¢alismalarindan 72 primer
tiikriik bezi AKK vakasi yani sira flizyonu bilinmeyen 30 yeni AKK vakasindan olusan
bir seride PCR ve FISH yontemiyle MYB-NFIB flizyonu ve MYB mRNA ekspresyon
seviyesini degerlendirmistir. Bu ¢alismada MYB asir1 ekspresyonu (MYB-NFIB
fuzyonu veya alternatif mekanizmalar sonucunda) ile kotii sagkalim arasinda iligki
oldugu gosterilmistir (31).

2018 yilinda Togashi.Y ve arkadaslar1 27 AKK olgusundan olusan seride, RT-
PCR caligmalar1 sonucunda, vakalarin %33’tinde MYB-NFIB fiizyonu ve %22’sinde
MYBL1-NFIB fuzyonu saptamistir. MYB alterasyonu iceren olgularda, genelde
histolojik grade yiiksek olarak izlenmistir. Diger belirtegler arasinda korelasyon
bulunmamustir (75). Bizim olgularda histolojik derece ile molekiiler sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir.

Serimizdeki 56 olgunun 12’sinde (%21.4) flizyon varligi kaydedilmistir.
Literatlirde oldugu gibi translokasyon varligi yiiksek dereceli vakalarda daha sik
bulunmaktadir; bizim serimizde ise olgularin %60’1 diisiik dereceli olarak
saptanmistir. Bu bulgu fluzyon oranmin literatiirde belirlenen orandan daha diisiik

olmasinin bir nedeni olabilir.
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Calismamizda olgularin biiyiik bir kisminda takip siiresi tamamlanmadigindan,
sagkalim hakkinda yeterli bilgi elde edilememistir.

Rettig, E ve arkadaslar1 2015 yilinda 91 AKK olgusunu FISH calismasi
yaparak degerlendirmistir. Olgularin 59'unda (%65) MYB-NFIB flizyonu varligini
kanitlamigtir. MYB-NFIB-pozitif tumorlerin, MYB-NFIB-negatif tumorlere gore
mindr tiikriik bezlerinden kaynaklanma olasiligini daha yiiksek bulmustur (76). Bizim
olgularimizda fuzyon pozitif ve negatif gruplar arasinda lokalizasyon agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Mitani.Y ve arkadaslarinin ¢alismasinda fiizyon varliginin, 50 yasin tizerindeki
hastalarla 6nemli dl¢tide iligkili oldugu gortilmistiir (p = 0.03). Diger klinikopatolojik
belirtegler ve sagkalim ile korelasyon bulunmamustir (35). Bizim serimizde de uyumlu
olarak MYB flizyon pozitifligi daha yaslh hastalarda izlenmistir (p=0.015).

2016 yilinda es zamanl Mitani, Y ve Brayer, K tarafindan yayinlanan iki farkli
caligmada, RNA dizilimi yontemiyle daha 6nceden bilinmeyen MYBL1 ve NFIB
genleri arasinda kromozomal translokasyon varligi ortaya konulmustur (30, 33).

Brayer, K ve arkadaslarinin ¢alismasinda MYB ve MYBL1 birlikteligi Evre IV
hastalarda Evre | — 11 hastalara gore anlamli olarak daha yiiksek yorumlanmustir (30).

Bizim ¢alismamizda her olguda farkli morfolojik paternlerin molekiiler profili
ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her olguda tek bir molekiiler alterasyon izlenirken ileri
evre bir olguda MYB ve MYBL1 birlikteligi saptanmistir. Bu olguda MYB fiizyonu
solid paternde izlenmis olup kribriform ve tiibller paternde ise MYBL1 translokasyon
varlhigi dikkati cekmistir.

2019 yilinda Xu, L. H ve arkadaslar1 50 AKK olgusunda MY B ekspresyonunu,
akciger metastazi yapan olgularda ve klinik evresi I11-1V olan olgularda anlamli olarak
yiiksek bulmuslardir (77). Bizim serimizde ise 12 fiizyon pozitif olgunun 4’tinde uzak
metastaz saptanmistir. Metastatik odaklar akciger, meme, karaciger ve kemik iligi
olarak, farkli organlarda gozlenmistir.

Son zamanlarda immiin kontrol nokta inhibitorleri birgok malign timorun
tedavisinde kullanilmaktadir.

Tiikriik bezi tiimorlerinde bu kapsamda yapilan ilk caligmalar 2016 yilinda
Mukaigawa, T ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu calismada AKK (%24),
karsinoma eks pleomorfik adenom (%20), MEK (%16), tikrik bezi duktal karsinomu
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(%14), asinik htcreli karsinom (%8), adenokarsinom, NOS (%5), buyuk htcreli
karsinom (%3), skuamoéz hicreli karsinom (%2), epitelyal-miyoepitelyal karsinom
(%2), polimorfik diisiik dereceli adenokarsinom (%1), bazal hiicreli adenokarsinom
(%1), kistadenokarsinom (%1), berrak hiicreli karsinom, NOS (%0.5), miyoepitelyal
karsinom (%0.5) ve onkositik karsinomdan (%0.5) olusan 219 olguluk bir seride doku
mikroarray yontemi ile tiimér ve TIL hiicrelerinde PD-L1 (tavsan monoklonal antikor
E1L3N Kklonu, 1/400 deliisyon) ekspresyonu degerlendirilmistir. PD-L1 membrandz
ve > %1 hucrede pozitif olarak kabul edilmistir. Olgularinin %22.8’inde timor
hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu bulmustur. PD-L1 ekspresyonu buyuk htcreli
karsinom olgularinin % 71’inde, tlkriik bezi duktal karsinomu olgularinin % 48’inde,
karsinoma eks pleomorfik adenom olgularmin %41’inde, adenokarsinom NOS
olgularinin % 36’sinda, MEK olgularin %9’unda ve AKK olgularin %2’sinde PD-L1
ekspresyonu saptanmistir. Bu c¢alismanin sonunda PD-L1 ekspresyonu ile kot
prognoz ve diisiik sagkalim arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (65).

Es zamanli Sridharan, V ve arkadaslar1 tarafindan yayinlanan bir calismada 21
primer ve metastatik akciger AKK olgularina PD-L1 (klon:405.9A11) ¢alismasi
uygulanmustir; timaor hicrelerinde ekspresyon saptanmamuistir (78).

2017 yilinda Chang, H ve arkadaslarinin ¢alismasinda 70 olgudan olusan bir
seride malign tukrik bezi timorleri doku mikroarray yontemi ile degerlendirilmistir.
AKK, olgularin %21.4inti olusturmaktadir. TUmor hicrelerinde PD-L1 (tavsan
monoklonal antikor, Abcam) pozitifligi AKK’larin %26.7'sinde izlenmistir. Bu
caligmada tiikriik bezi malign tiimorleri arasinda PD-L1 i¢in en ¢ok negatiflik gosteren
timor tipleri AKK, MEK ve tukriik bezi duktal karsinomu olarak saptanmistir (67).

2018 yilinda Harada, K ve arkadaslar1 25 AKK, 9 MEK, 11 adenokarsinom ve
2 miisindz adenokarsinomdan olusan 47 olgudan % 51.1’inde PD-L1 (tavsan
poliklonal antikor, Abcam, Cambridge, Ingiltere) ekspresyonunu gdstermisler;
AKK’larin %44’tinde pozitiflik izlenmistir. Bu ¢alismada tumor hicrelerinde PD-L1
>5% pozitif olarak kabul edilmistir; TIL ve timor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyon ile
timor evresi, metastaz, cerrahi sonrasi rekiirrens ve kotu klinik sonug (kotu klinik

gidis?) ile iliski oldugu ortaya konulmustur (66).
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Vital, D ve arkadaglarinin ¢aligmasinda 36 AKK olgusu igeren 167 malign
tikruk bezi timorunde, PD-L1 pozitif sinir degerini >1% tutarak, olgularin toplam
%17’sinde ve AKK’larin %8’inde timor hiicrelerinde PD-L1 (tavsan, monoklonal
antikor, SP142, Spring Bioscience, CA, USA) pozitifligi izlenmistir. Bu oran TiL’de
toplam olarak %20 ve AKK olgularinda %3 izlenmistir. Sonug olarak TiL ve timér
hicrelerinde PD-L1 ekspresyonu ile ylksek derece arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur (5).

Mosconi, C ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 36 AKK olgusunda ¢ogu
olgularda anlamli olarak TIL skor 1 ve CD8+ TIL diisiik olarak izlenmistir. PD-L1
olgularin tiimiinde negatif olarak raporlanmustir (79).

Bizim ¢aligmamizda, tumor hiicrelerinde %1 ve tizerindeki boyanma oranlari
pozitif olarak kabul edildiginde, literatlirle uyumlu olarak PD-L1 ekspresyon orant
diisik  olarak izlenmistir (%17.9). PD-L1 skorlama sistemine gore
degerlendirildiginde, 10 olgunun 1’i skor 3 olarak kabul edilmistir; skor 4 higbir
olguda goriilmemistir. Bizim serimizde PD-L1 ekspresyonu daha yaslhi hastalarda
izlenmistir; bunun hakkinda literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte PD-L1 negatif olgularda uzak metastaz oran1 daha
yiiksek bulunmustur.

Literatiire benzer sekilde, olgularmm 47’sinde TIL skoru diisiik olarak
izlenmistir (%84). TIL’de, %1 ve iizerindeki boyanma oranlar1 pozitif olarak kabul
edildiginde, PD-L1 ekspresyonu %15,4 olguda gozlenmistir.

PD-L1’in degerlendirilmesinde ¢caligmalar aras1 yontem farkliliklart mevcuttur.
Literatirde esik degerlerini <%]1, %5, %10 ve %50 kullanarak skorlama, H skorlamasi
(H skoru= boyanma yiizdesi x boyanma siddeti skoru), TPS ve CPS gibi yontemler
bulunmaktadir. Ote yandan doku mikroarray yontemi, tam kesite uygulama sistemi,
frozen dokusu veya parafin blok kesitine uygulanan farkli antikorlar, tikrik bezi

timorlerinde PD-L1 ekspresyon degerlendirilmesini zorlastirmustir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

*  Olgularin biiylik oran1 mindr tiikriik bezinde yerlesimlidir.

* Medyan yas 53,73 olup kadinlarda daha siktir.

* Olgularin %21°1 fiizyon pozitiftir.

* MYB fuzyonu pozitif hastalar, fizyon negatif hastalardan anlamli olarak daha
yashdir (p=0,015).

* Ayni hastada farkli morfolojik paternlerin molekiiler profili farkli olabilir.

» Her olguda tek bir molekiler alterasyon izlenirken ileri evre bir olguda MYB
ve MYBL1 birlikteligi saptanmustir.

» Flzyon pozitif hastalarda, primer ve metastaz odaklar arasinda uyumluluk
izlenmektedir.

 TIL yiizdesi genel olarak diisiiktiir.

+ PD-L1 ekspresyonu timér hiicreleri ve TiL’de diisiiktiir.

* PD-L1 pozitif hastalar, PD-L1 negatif hastalardan anlamli olarak daha yashdir
(p=0,026).

» Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, PD-L1 negatif olgularin uzak
metastaz orani yaklasik %20 iken, PD-L1 pozitif olgularin %10’unda uzak
metastaz saptanmistir.

* MYB/MYBL1-NFIB fiizyonlarinda ¢ok sayida kirllma noktalar
belirlenmistir. Bu yonde daha genis ¢apli c¢alismalarin yapilmasi faydal

olacaktir.
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