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1. ÖZET 

 

KÜÇÜK HÜCRELİ DIŞI AKCİĞER KANSERİNDE REGÜLATÖR B 

HÜCRELERİNİN TANIMLANMASI VE ANTİ-TÜMÖRAL HÜCRESEL 

CEVABA ETKİLERİNİN MOLEKÜLER MEKANİZMALARININ 

İNCELENMESİ 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) olgularında tümör infiltre B 

lenfositlerinin (TIL) PD-L1 ifadesinin regülatör özelliklerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. TNM evrelendirilmesine bağlı olarak T1c veT4 arasında değişen 

KHDAK olgularında Tümör İnfiltre Lenfositlerin PD-L1 ekspresyonu akım 

sitometrisiyle analiz edilmiş olup, B hücre reseptörü sinyalizasyonunun ve 

downstream MEK-ERK yolağının PD-L1 ifadesine etkişi araştırılmıştır. Son olarak B 

lenfositlerinin T hücreleri üzerinde inhibitör etkisi olup olmadığına bakılmıştır. TIL-

B lenfositlerinin PD-L1 ifadesinin, diğer dokulara kıyasla daha yüksek olduğu ve PD-

L1 sinyalizasyonunun BCR-MEK-ERK yolağı üzerinden geçtiği bulunmuştur. BCR 

aktivasyonuyla B lenfositlerinin, T lenfosit proliferasyonunu baskıladığı 

gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

Anahtar kelimeler: İmmünregülasyon, Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri, PD-L1, 

regülatör B lenfosit, Tümör immünolojisi. 

 

Bu çalışma, TÜBİTAK tarafından desteklenmiştir. Proje No: 117S046. 
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2. ABSTRACT  

 

IDENTIFICATION OF REGULATORY B CELLS IN NON-SMALL CELL 

LUNG CANCER AND INVESTIGATION OF MOLECULAR MECHANISMS 

OF EFFECTS ON ANTI-TUMORAL CELLULAR RESPONSE 

To investigate the regulatory effect of PD-L1 expression in tumor infiltrated B 

lymphocytes in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). PD-L1 expression 

of tumor infiltrating lymphocytes (TIL) was analyzed by flow cytometry in patients 

with NSCLC ranging from T1c and T4 according to TNM staging, and the effect of B 

cell receptor (BCR) signaling and downstream MEK-ERK pathway on PD-L1 

expression was investigated. Finally, B lymphocytes were tested for inhibitory effects 

on T cells. PD-L1 expression of TIL B lymphocytes was higher than other tissues and 

PD-L1 signaling was transmitted from BCR-MEK-ERK pathway. B lymphocytes with 

BCR activation were shown to suppress the proliferation of activated T lymphocytes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Immunoregulation, non-small cell lung cancer, PD-L1, regulatory B 

lymphocyte, Tumor immunology. 

 

This Project was granted by TUBITAK. Project number: 117S046.  
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3. GİRİŞ VE AMAÇ  

 

Akciğer kanseri, dünyada yıllık 1,8 milyon yeni vaka ve 1,6 milyon ölüm vakası ile 

kanser istatistiklerinde ilk sıralarda yer almaktadır (1). Ülkemizde de erkeklerde en sık 

görülen kanser olup, ölüm oranlarında da erkeklerde ve kadınlarda ilk sırada yer 

almaktadır (2). Akciğer kanseri, küçük hücreli (KHAK) ve küçük hücreli dışı 

(KHDAK) olmak üzere biyolojik özellikleri, klinik seyirleri ve tedavi yaklaşımları 

açısından birbirinden farklılıklar gösteren iki gruba ayrılmaktadır (2). Akciğer 

kanserlerinin yaklaşık %85’ini oluşturan KHDAK (Türkiye’de %80,3), bugüne kadar 

geliştirilmiş etkin bir tarama ve tanı testinin olmayışından dolayı genel olarak ileri 

evrelerde (evre IIIb/IV) tanısı konulan ve dolayısıyla etkin bir şekilde tedavi 

edilemeyen kötü prognozlu bir hastalıktır (2,3). Bu hastalar için cerrahi, kemoterapi 

ve radyoterapi dahil olmak üzere konvansiyonel tedavi seçeneklerinin terapötik 

etkileri sınırlı olmaktadır. 

 

Kanserin ilerlemesiyle tümöral yapıda immün yanıtı baskılayan bir mikroçevre 

oluşmaktadır. Söz konusu mikroçevrelerde bulunan faktörler (sitokinler, hipoksik 

ortamda çıkan moleküller, apoptotik hücre artıkları, vs) immünbaskılayıcı etkileri olan 

regülatör T hücrelerinin (Treg), immatür dendritik hücrelerinin, tümör-assosiye 

makrofajların (tumor-associated macrophages–TAM) ve miyeloid kaynaklı 

baskılayıcı hücrelerinin (myeloid-derived suppressor cells-MDSC) farklılaşmasını ve 

birikimini sağlamaktadır (4). Benzer şekilde söz konusu tümör mikroçevresinin 

etkisiyle B hücrelerinin regülatör özellikler kazanabilecek şekilde etkilenebileceğini 

ve bunun sonucunda kendilerinin de immün baskılayıcı bir işlevlerinin olabileceği 

düşünülebilir. İmmün sistemin en önemli parçalarından olan B hücrelerinin çeşitli 

immün kontrol noktası ligand ve reseptör molekülleri ürettiği ve T lenfositlerini 

etkiledikleri gösterilmiştir (5,6).  

 

Akciğer kanserleri yeni immün-temelli tedavilerin geliştirildiği önemli kanser 

türlerindendir (7–9). Akciğer kanserlerinde birçok immünoterapi stratejisi klinik 

çalışmalarda denenmektedir. İmmün kontrol noktası (checkpoint) inhibitörleri, 

terapötik aşı ve spesifik olmayan immün uyaranlar örnek olarak verilebilir (7–9). 
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İmmün kontrol noktası inhibitörleri olarak PD-1, PD-L1 ve CTLA4 moleküllerini 

inhibe eden veya antagonist etki gösteren antikorlar (nivolumab, pembrolizumab, 

atezolizumab, durvalumab, avelumab, tremelimumab ve ipilimumab) kullanıma girmiş 

olup ve en çok umut vadedenleridir (9). Bu tedavi stratejisinde amaç anti-tümöral 

immün yanıtta “frenleri” kaldırıp, immün yanıtın tümöre karşı etkisini arttırmaktır. 

Söz konusu tedaviler anti-tümöral T hücre aktivasyonunun artmasını sağlamaktadır 

(7–9). Söz konusu mevcut hedefli tedavilerin etkin kullanımı ve yeni terapötik 

moleküllerin bulunması anti-tümöral immün yanıtın mekanizmalarının iyi bilinmesini 

gerekli kılmaktadır. 

 

Bu doğrultuda yapılan çalışmamızın amacı, tümör mikroçevresine bağlı olarak tümör 

infiltre B hücrelerinin inhibitör yüzey moleküllerinden biri olan PD-L1 ifade ettiği ve 

bu ifadenin immünosupresif yönde olacağını göstermektir.  
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1 Akciğer Kanseri 

 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’ne bağlı bir kurum olan International Agency for 

Research on Cancer (IARC)’in son yayınladığı rapora göre 2012 yılında morbiditesi 

ve mortalitesi en yüksek olan kanser türü akciğer kanseridir (1). Erkekler ve kadınlar 

için veriler kombine edildiğinde akciğer kanseri hem yakalanma sıklığında hem de 

kansere bağlı ölüm sebeplerinde birinci sıradadır.  

 

Akciğer kanseri tipik olarak geç evrelerde teşhis edilir ve bu gecikme nedeniyle 5 yıllık 

sağkalım oranının çok düşük olduğu tahmin edilmektedir. 5 yıllık prevalans oranlarına 

bakıldığında ise meme kanseri %19,2 oranıyla birinci sıradayken akciğer kanseri ise 

%5,8 hayatta kalan bireyi ile mortalite değerine kıyasla çok düşük bir prevalansa 

sahiptir (1). 

 

4.2 Epidemiyoloji ve Etiyoloji 

 

4.2.1 Epidemiyoloji 

 

Akciğer kanseri, IARC’nin 2014 raporuna göre 1,8 milyondan fazla insidans (tüm 

kanser insidansının %13’ü) ve yaklaşık 1,6 milyon ölüm oranıyla (kansere bağlı tüm 

ölümlerin %20’si) dünyada birinci sırada yer almaktadır. 87 ülkede erkeklerde, 26 

ülkede ise kadınlarda kanser ölümünün önde gelen nedeni olan akciğer kanseri 

gelişmiş ülkelerde 80 kata kadar daha fazla görülmektedir. Kuzey Amerika, Avrupa 

ve Doğu Asya; akciğer kanseri insidansının en yüksek olduğu bölgeler arasında 

olmasına karşın, Afrika kıtasının büyük bir çoğunluğu nispeten düşük olma 

eğilimindedir. 

 

Ülkemizde ise akciğer kanseri, en baskın kanser türlerinden biridir (erkekler için 

%52,5, kadınlar için %8,7) (2). En sık görülen 10 kanser türüne ait istatistikler Şekil 

4.2.1’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.2.1 2014 yılında Türkiye'de en sık görülen ilk 6 kanser türü (T.C. Sağlık Bakanlığı, “Türkiye 

Kanser İstatistikleri” raporundan adapte edilmiştir) (2). 

 

4.2.2 Etiyoloji 

 

Sigara ve tütün kullanımı Akciğer kanserinin en sık görülme sebepleri başında 

gelmekte iken radon, asbest, hava kirliliği gibi bazı özel sebepler ise ülkeden ülkeye 

değişmektedir.  

 

4.2.2.1 Çevresel ve mesleki risk faktörleri 

 

Sigara haricinde akciğer kanserine sebep olabilecek çevresel etmenlerin başında sigara 

dumanından pasif etkilenim (pasif içicilik) gelmektedir. Pasif içicilerin aldığı duman, 

doğrudan alınan dumana kıyasla 100 kat daha fazla karsinojen içermektedir (10).  

 

Mesleki risk faktörlerinden olan silika (özellikle yeraltında çalışan işçilerde ve 

seramik-cam endüstrisinde (11,12)), arsenik (pestisit üreticileri, maden işletmecileri 

gibi meslekler (11,12)), ağır metaller (nikel, berilyum, kadmiyum gibi) de kansere 

sebep olan etkenlerdendir. Çevre, özellikle hava kirliliğinin ise akciğer kanserine 

sebep olduğu bildirilen bir diğer etkendir (13). Asbest ve radon, en büyük çevresel 

etkenlerdendir (10,12).  

5
2

.5

2
2

.8

1
9

.3

1
4

.3

7
.2

6
.4

6
.2

5
.5

5
.2

0
.8

8
.7

1
3

.8

2
.8

6
.5

5 3
.3

0
.5

2
0

.7

4
.1

4
3

Yüzde (Erkek) Yüzde (Kadın)



7 

 

 

Aile ya da geçmiş öyküsünde akciğer kanseri olan bireylerde akciğer kanseri gelişme 

riski olmayan bireylere göre 2 kat daha fazladır. Birinci derece akrabalarında sigara 

öyküsü olan kişilerde bu oran 2.7 kata çıkmaktadır (12). 

 

4.3 Sınıflandırma 

 

Dünya Sağlık Örgütü’nün 2015 yılında yayınladığı “Akciğer, plevra, timüs ve kalp 

tümörlerinin sınıflandırılması” çalışmasına göre akciğer tümörleri; epitelyal tümörler, 

mezenkimal tümörler, lenfohistiyositik tümörler ve ektopik kökenli tümörler olmak 

üzere temel olarak 4 ana başlık altında sınıflandırılmıştır (14). Tablo 4.1 epitelyal 

akciğer tümörlerinin WHO sınıflandırmasını göstermektedir. 

 

Tablo 4.1 WHO akciğer tümörlerinin sınıflandırılması (epitelyal tümörler) (14,15) 

Adenokarsinom 

Lepidik adenokarsinom 

Asinar adenokarsinom 

Papiller adenokarsinom 

Mikropapiller adenokarsinom 

Solid adenokarsinom 

İnvazif müsinöz adenokarsinom 

Karışık invazif müsinöz ve 

müsinöz-olmayan 

adenokarsinom  

Kolloid adenokarsinom 

Fetal adenokarsinom 

Enterik adenokarsinom 

Minimal invazif adenokarsinom 

Müsinöz-olmayan 

Müsinöz 

Skuamöz hücreli karsinom 

Keratinize skuamöz hücreli karsinom 

Keratinize-olmayan skuamöz hücreli 

karsinom 

Bazaloid skuamöz hücreli karsinom 

Preinvazif lezyonlar 

Skuamöz hücreli karsinoma in 

situ 

Nöroendokrin tümörler 

Küçük hücreli karsinom 

Kombine küçük hücreli 

karsinom 

Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 

Kombine büyük hücreli 

nöroendokrin karsinom 

Karsinoid tümörler 

Tipik karsinoid 
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Preinvazif lezyonlar 

Atipik adenomatöz hiperplazi 

Adenokarsinoma in situ 

Müsinöz-olmayan 

Müsinöz 

Büyük hücreli karsinom 

Adenoskuamöz karsinom 

Pleomorfik karsinom 

İğsi hücreli (spindle cell) karsinom 

Dev hücreli karsinom 

Karsinosarkom 

Pulmoner blastom 

Diğer ve sınıflandırılmamış karsinomlar 

Lenfoepitelyoma benzeri karsinom 

NUT karsinom 

Tükürük bezi tipi tümörleri 

Mukoepidermoid karsinom 

Adenoid kistik karsinom 

Epitelyal-miyoepitelyal karsinom 

Pleomorfik adenom 

Atipik karsinoid 

Preinvazif lezyonlar 

Yaygın idiyopatik pulmoner 

nöroendokrin hücreli hiperplazi 

Papillomalar 

Skuamöz hücreli papilloma 

Ekzofitik 

İçe dönmüş (inverted) 

Glandüler papilloma 

Karışık skuamöz hücreli ve 

glandüler papilloma 

Adenomlar 

Sklerozan pnömositoma 

Alveoler adenom 

Papiller adenom 

Müsinöz kistadenom 

Mukoza bezi adenomu 

 

En yaygın akciğer kanseri türlerinden olan adenokarsinomlar ve skuamöz hücreli 

karsinomlar, genel olarak “Küçük Hücrelı Dışı Akciğer Kanseri” olarak 

sınıflandırılmaktadır. 

 

2015 öncesinde sınıflandırmalar bölgesel ve cemiyetlerle sınırlı iken Dünya Sağlık 

Örgütü sınıflandırması, yeni tanımlanan moleküler profillere ve akciğer kanserinde 

hedeflenebilir genetik değişikliklere dayanarak bütün sınıflandırmaları küresel tek çatı 

altında birleştirdi ve güncelledi. Özellikle adenokarsinom için 2011 yılında yayınlanan 
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“International Association for the Study of Lung Cancer, American Thoracic Society, 

and European Respiratory Society classification (16)” sınıflandırması çok fazla 

değişiklik yapılmadan kabul edilmiş olsa da; diğer türlerde ihtiyaç olan sınıflandırma 

karmaşası bu kılavuz ile giderilmiştir (17). 

 

4.4 Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri 

 

Küçük hücreli dışı akciğer kanseri kendi içinde Adenokarsinom (LUAD),  Skuamöz 

hücreli karsinom (LUSC) ve büyük hücreli akciğer kanseri olmak üzere alt gruplara 

ayrılmaktadır (18).  

 

Tüm akciğer kanseri vakaları göz önüne alındığında KHDAK, vakaların yaklaşık 

%90’ını oluşturmaktadır (19). Bu oran, kendi içinde %50 adenokarsinom, %40 

skuamöz hücreli karsinom, geri kalan %10 ise pleiomorfik karsinom, büyük hücreli 

akciğer kanseri veya nadir hücreli (rare cell) akciğer kanseri olarak dağılmaktadır (19). 

KHAK ile karşılaştırıldığında KHDAK, daha yavaş ilerleyen ve daha az metastaz 

yapan (20) fakat tedaviye daha az yanıt veren (21) bir kanser türüdür. Buna bağlı olarak 

KHDAK, erken evrede tespit edilmesi zor olan ve günümüzde hastalar için cerrahi, 

kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak üzere konvansiyonel tedavi seçeneklerinin 

terapötik etkilerinin sınırlı olduğu bir kanser türüdür. 

 

4.4.1 Tanı 

 

Akciğer kanseri olgularının çoğu metastaz yapmadan önce belirti göstermemektedir, 

fakat düşük oranda bir popülasyonda metastaz öncesi belirtiler de görülebilmektedir. 

Olguların büyük kısmı yerel metastatik yayılım gösterdiği için belirti ve semptomlar 

da akciğer ile ilgili beklenmektedir.  

 

Klinik ve radyolojik tanı yöntemleri ise ne yazık ki akciğer kanseri tanısında tek başına 

yeterli değildir. Konvansiyonel sputum sitolojisi ve akciğer grafisi gibi teknikler 

birincil yöntemlerdir. Akciğerdeki çoğu kitle, posteroanterior ve lateral grafide beyaz-

gri kitle olarak görünse de akciğer grafisi, kanser ile diğer durumları birbirinden 

ayıracak duyarlılıkta değildir (11,22).  
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İkincil görüntüleme tekniği olarak genellikle bilgisayarlı tomografi (BT) 

kullanılmaktadır. BT ile akciğer grafisine göre çok daha yüksek çözünürlüklü 

görüntüler elde edilir ve tümör çapı, tutulum yaptığı bölge (mediastinum, kalp, 

damarlar, göğüs duvarı vb) açıkça ayırt edilebilir. Tutulum yaptığı bölgeye bağlı 

olarak cerrahi müdahale şansı olup olmadığı değerlendirilebilir (10,22,23).  

 

BT ile kitle tespit edilmesi halinde PET/PET-BT görüntülemesi ile metabolik aktif 

tümör hücrelerinin yeri, hatta diğer şüpheli kitlelerin yeri (lenfadenopati, distal 

metastazlar vb.) kesin olarak belirlenebilir (10,22). 

 

Eğer BT ile tümör varlığı santral bölgede tespit edilirse bronkoskopi; periferik bölgede 

tespit edilirse İnce İğne Aspirasyon Biyopsisi (İİAB) gibi girişimsel yöntemlerle tümör 

tanısı, operasyona uygunluğu, patolojik örnekleme gibi amaçlarla biyopsi alınması 

gerekebilir. Bu yöntemlere alternatif olarak, tümörün yerine ve durumuna göre 

mediastinoskopi, torakotomi, video-yardımlı mediastinoskopik lenfadenektomi 

(VAMLA) gibi girişimsel yöntemler de kullanılmaktadır (11,23). 

 

4.4.2 TNM Sınıflandırması 

 

Günümüzde; tanı ve seçilecek tedavi yaklaşımı, kanseri temel olarak 4 farklı evreye 

bölen TNM sistemine dayanır. TNM sistemine göre primer tümör (T), bölgesel lenf 

nodu (N) ve uzak metastaz (M) skorlarına göre temellendirilmektedir (24) (Tablo 4.2-

Tablo 4.4).  

 

T değeri; tümör lokasyonu, tümör büyüklüğü, etkilenen yapılar ya da tümör 

büyümesinin etkileri gibi kriterlerce değerlendirilerek kendi içinde 7 farklı kategoriye 

ayrılmıştır (Tx, T0, Tis, T1, T2, T3, T4). T1 ve T2 kategorileri ise kendi içlerinde T1a 

ve T1b, T2a ve T2b olmak üzere alt gruplara ayrılmıştır (14) (Tablo 4.2). 

 

N değeri, etkilenen lenf nodu yokluğuna veya varlığına, var ise lokasyonuna göre 5 

farklı kategoriye ayrılmıştır (NX, N0, N1, N2, N3) (14) (Tablo 4.3). M değeri ise 

metastaz yokluğuna veya varlığına göre iki alt kategoriye ayrılmıştır (M0 ve M1) (14) 

(Tablo 4.4). 
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TNM sınıflandırması; küçük hücreli akciğer kanserine, küçük hücreli dışı akciğer 

kanserine ve bronkopulmoner karsinoidlere uygulanabilmektedir ve benzer TNM 

sınıfları, aynı evrede gruplandırılmaktadır (14). Bununla birlikte, bireysel sonuçlar 

oldukça değişkendir (19). 

 

Son 20 yıldaki çalışmalar, tümör dokusunun histolojik kompozisyonunun, aynı TNM 

evresi için bile hastalar arasında farklılık gösterdiğini bildirmektedir (25,26). Bu 

nedenle, bireysel tümörlerin immünolojik karakterizasyonu, TNM evreleme 

sisteminden ayrı fakat tamamlayıcı bir yöntem olarak önerilmektedir (27). Bu 

ilerlemenin bir sonucu olarak, anti-PD-1, anti-PD-L1 gibi immün kontrol noktası 

tedavileri ortaya çıkmaktadır (28–30). 

 

4.4.3 Evrelendirme 

 

Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Birliği (IASLC)’nin sekizinci ve güncel 

versiyonu olan “Akciğer Kanseri TNM sınıflandırması” raporunda belirtilen kriterler, 

evrelendirme için dünya çapında kabul görmektedir. Yapılan güncellemeler 

doğrultusunda, bir önceki versiyon kılavuzun lenf nodu metastaz (N) 

yönlendirmelerinin günümüzde de  geçerli olduğu fakat primer tümör (T) ve metastaz 

(M) yönlendirmelerinin güncellenmesi gerektiği anlaşılmıştır (31,32). 
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Tablo 4.2 Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Birliği, akciğer kanseri için T değeri sınıflandırma 

tablosu, 8. versiyon (14,15,31,33). 

T-Primer tümör 

Tx  Primer tümör değerlendirilemiyor veya malign hücrelerin balgam ya da 

bronşiyal yıkama sıvısında gösterildiği ancak tümörün bronkoskopi veya 

görüntüleme yöntemleri ile saptanamadığı durumlar 

T0  Primer tümör kanıtı yoktur 

Tis  Karsinoma in situ 

 

 

 

T1 

 Ana bronş tutulumu olmadan akciğer veya viseral plevra ile çevrili, en 

geniş çapı ≤ 3 cm, bronkoskopik olarak lob bronşundan daha 

proksimalde invazyon bulgusu olmayan tümör (örn. ana bronşta 

olmayan)1 

T1a (mi) Minimal invaziv adenokarsinom2 

T1a Tümörün en geniş çapı ≤ 1 cm2 

T1b Tümörün en geniş çapı >1 cm, ≤ 2 cm 

T1c Tümörün en geniş çapı >2 cm, ≤ 3 cm 

 

 

 

 

T2 

 Tümörün en geniş çapı >3 cm, ≤5 cm veya aşağıdaki özelliklerden en az 

birine sahip olan tümör 

* Karinayı invaze etmeden, karinaya uzaklığına bakılmaksızın ana 

bronşu tutan tümör  

* Viseral plevra invazyonu 

* Atelektazi veya obstrüktif pnömoni ile asosiye ve hiler bölgeye uzanan 

tümör (atelektazi/pnömoni akciğerin bir bölümünü veya tümünü 

kapsayabilir) 

T2a Tümörün en geniş çapı >3 cm, ≤ 4 cm 

T2b Tümörün en geniş çapı >4 cm, ≤ 5 cm 

 

 

T3 

 Tümörün en geniş çapı >5 cm, ≤ 7 cm  

ya da primer tümörle aynı lobda nodül(ler) ile asosiye 

ya da Göğüs duvarı (parietal plevra ve superior sulkus tümörleri dahil), 

frenik sinir, parietal perikardın en az birinin doğrudan invazyonu 

 

 

T4 

 Tümörün en geniş çapı >7 cm veya aşağıdaki yapılardan birine invazyon; 

* Diyafram, mediastinum, kalp, büyük damarlar, trakea, rekürren 

laringeal sinir, özefagus, vertebra gövdesi, karina 

* Primer tümörle aynı akciğerde fakat ipsilateral lobda nodül(ler) 
1 Ana bronşun proksimaline uzanan, bronşiyal duvara sınırlı invazyon gösteren herhangi bir 

büyüklükteki nadir yüzeyel tümör yayımı da T1a olarak sınıflandırılır.  
2 Soliter adenokarsinom (3 cm’den daha büyük boyutta olmayan), daha baskın olarak 

lepidik paternli ve herhangi bir odakta 5 mm’den daha büyük boyutta invazyona sahip 

olmayan 
3 Bu özellikleri ile T2 tümör; eğer ≤ 4 cm veya büyüklüğü belirlenemiyor ise T2a; eğer >4 

cm fakat ≤ 5 cm ise T2b olarak sınıflandırılır. 
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Tablo 4.3 Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Birliği, akciğer kanseri için N değeri sınıflandırma 

tablosu, 8. versiyon (14,31,33). 

N- Bölgesel lenf bezi tutulumu 

Nx Bölgesel lenf bezleri değerlendirilemiyor 

N0 Bölgesel lenf bezi metastazı yok 

N1 İpsilateral peribronşiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve 

intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon 

N2 İpsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz 

N3 Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral 

skalen veya supraklavikuler lenf bezlerine metastaz 

 

 

Tablo 4.4 Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Birliği, akciğer kanseri için M değeri sınıflandırma 

tablosu, 8. versiyon (14,31,33). 

M- Uzak metastaz 

M0 Uzak metastaz yok 

 

M1 

 Uzak metastaz var 

M1a Kontralateral lobda metastatik nodül(ler), plevral veya perikardiyal 

metastatik nodüller veya malign plevral veya perikardiyal efüzyon5 

M1b Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz6 

M1c Bir veya birden çok organda multipl ekstratorasik metastaz 

 5 Akciğer kanseriyle birlikte olan çoğu plevral (perikardiyal) efüzyonlar 

tümöre bağlı gelişir.  Bazı hastalarda multipl mikroskopik incelemelerde 

plevral (perikardiyal) sıvı tümör açısından negatiftir ve sıvı hemorajik ve 

eksudatif değildir.  Bu bulgular varsa ve klinik değerlendirme efüzyonun 

tümörle ilgili olmadığı yönündeyse, efüzyon evreleme belirleyicisi olmaktan 

çıkarılmalıdır. 
6 Bu durum bölgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazını kapsar. 

 

Radyolojik bulgularla başlayan evrelendirme süreci, histopatolojik olarak 

kesinleştirilmelidir. İlk evreleme olan klinik evreleme ile tedavi planlaması yapılırken 

patolojik evrelendirme ile kesin tanı konulup tedavi nihai halini alır. 4.3.2 Tanı 

kesitinde bahsedildiği üzere invazif yöntemlerle biyopsi sonrası kesin tanı 

konulmaktadır. Evrelendirme çeşitleri Tablo 4.5’te gösterilmektedir. 
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Tablo 4.5 Evrelendirme çeşitleri (10,34). 

cTNM Klinik -diagnostik evrelendirme. Radyolojik bulgular ışığında yapılan 

ilk evrelendirmedir. Tedavinin ilk planlaması ve başlangıcı bu adımda 

gerçekleştirilir. 

sTNM Cerrahi evrelendirme. Operasyon sırasında cerrah tarafından yapılan 

evrelendirmedir. 

pTNM Patolojik-postcerrahi evrelendirme. Biyopsi ve/veya operasyon 

sırasında alınan parça sonrası histopatolojik boyama/incelemeler 

sonrası yapılan nihai evrelendirmedir. 

rTNM Yeniden tedavi evrelendirmesi. Ek ya da ikincil bir tedavi gerektiği 

zaman yeniden yapılan cTNM evrelendirmesidir. 

aTNM Otopsi evrelendirmesi. Postmortem yapılan evrelendirmedir. 

 

Son olarak elde edilen bilgiler ışığında, nihai evrelendirme 2016 yılında Uluslararası 

Akciğer Kanseri Çalışma Birliği (IASLC)’nin sekizinci ve güncel versiyonu olan 

“Akciğer Kanseri TNM sınıflandırması” raporunda belirtilen kriterler eşliğinde 

yapılır. Tablo 4.6’da TNM sınıflandırmasına göre yapılacak olan evrelendirmeler 

gösterilmiştir. 
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Tablo 4.6 Uluslararası Akciğer Kanseri Çalışma Birliği (IASLC) sekizinci versiyonuna, TNM 

sınıflandırmasına göre akciğer kanseri evrelendirmesi (31). 

Evre grupları 

Evre T N M 

Gizli (occult) karsinom Tx N0 M0 

Evre 0 
Tis N0 M0 

Evre I 

IA1 
T1mi N0 

M0 
T1a N0 

IA2 T1b N0 M0 

IA3 T1c N0 M0 

IB T2a N0 M0 

Evre II 

IIA T2b N0 M0 

IIB 

T1a N1 

M0 T1b N1 

T1c N1 

Evre II IIB 

T2a N1 

M0 T2b N1 

T3 N0 

Evre III 

IIIA 

T1a N2 

M0 

T1b N2 

T1c N2 

T2a N2 

T2b N2 

T3 N1 

T4 N0 

T4 N0 

IIIB 

T1a N3 

M0 

T1b N3 

T1c N3 

T2a N3 

T2b N3 

T3 N2 

T4 N2 

IIIC 
T3 N3 

M0 
T4 N3 

Evre IV 
IVA 

Herhangi bir T Herhangi bir N M1a 

Herhangi bir T Herhangi bir N M1b 

IVB Herhangi bir T Herhangi bir N M1c 
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4.4.4 Mevcut tedavi 

 

Akciğer kanseri, özellikle KHDAK erken tanısı çok zor; buna bağlı olarak tedavisi de 

güç olan bir kanser türüdür. Günümüz teknikleriyle kesin etkili tek tedavi yaklaşımı 

cerrahi rezeksiyondur. Cerrahi kararı hem hasta hem de mevcut kaynakların kullanımı 

açısından çok iyi yönetilmesi gereken bir problemi beraberinde getirmektedir ve buna 

bağlı olarak sınırları uluslararası kılavuzlarla kesin bir şekilde çizilmiştir ve bu 

kılavuzlar belirli periyotlarda güncellenmektedir.  

 

Evre 0 olgularda tümör doku henüz hava yollarının yüzeyindedir ve derin dokulara 

invaze olmamış durumdadır. Bu durumda ek bir tedavi uygulamadan cerrahi tedavi 

uygulamak kür için yeterli olacaktır. Wedge rezeksiyon veya segmentektomi gibi 

küçük çaplı yaklaşımlar, lobektomi gibi görece büyük operasyonlara kıyasla yeterli 

olacaktır. Cerrahi tedaviye alternatif olarak fotodinamik terapi, lazer terapi ya da 

brakiterapi tercih edilebilir fakat kemoterapi/radyoterapi/immünoterapiye ihtiyaç 

yoktur (10,35). 

 

Evre I-II olgularda birincil yaklaşım cerrahi lobektomidir. Son yıllarda sublobar 

(wedge rezeksiyon ya da segmentektomi gibi) rezeksiyonun da yüksek oranda 

sağkalım şansı olduğu gösterilmiştir. T1N0 olgularda cerrahi sonrası %80 civarı 

sağkalım oranları elde edilmiştir (10–12,35).  

 

Evre IIIA lokal-ileri olgularda immünoterapi düşünülmeye başlanmalıdır. Standart 

tedavi planı tümörün lokasyonuna, metastaz yaptığı lenf noduna ve hastanın 

operasyonu tolere etme kapasitesine göre tanımlanır. Eğer genel sağlık durumu iyi ise 

kemoterapi ile tedaviye başlanır ve genellikle radyoterapiyle kombine edilir 

(kemoradyoterapi). Kemoradyoterapi sonrası eğer rezidü şüphesi var ise cerrahi tedavi 

uygulanabilir. Bir diğer yaklaşım ise önce cerrahi olarak tümör doku uzaklaştırılması 

ve kalan tümör dokunun eliminasyonu için kemoradyoterapi uygulanmasıdır.  Sağlık 

durumu elvermeyen hastalar için pembrolizumab (anti-PD-1) gibi immünoterapi 

düşünülebilir (10,11,35) 

Evre IIIB olgularda ise tümör genel olarak kontralateral lobdaki lenf nodlarına veya 

bu loba yakın lenf nodlarına, boyundaki lenf nodlarına ya da toraks içerisindeki diğer 
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önemli yapılara (plevra gibi) metastaz yapmış durumdadır. Eğer lenf nodu metastazı 

yoksa (N0) cerrahi rezeksiyon önerilmekte, aksi takdirde cerrahi yaklaşım yerine 

kemoradyoterapi tercih edilmektedir (10,11,35). Kemoradyoterapi uygun sınırlara 

indirilen olgularda cerrahi olarak tümör rezeke edilebilmektedir (11). Eğer hastanın 

genel sağlığı cerrahiyi veya kemoterapiyi/radyoterapiyi kaldıramayacak durumdaysa 

immünoterapi düşünülmektedir (35). 

 

Evre IV olgularda tümör uzak metastaz yapmış durumdadır ve sistemik tedavi 

yaklaşımları tercih edilmektedir. Tedavi seçimi histolojik alt tipe göre, tümör 

mutasyon yüküne göre, tümör sayısına göre, metastaz yapılan yere göre ve genel sağlık 

durumuna göre kişiselleştirilir. Cerrahi müdahale şansı genellikle yoktur, bu yüzden 

uygulanacak tedavinin kür amaçlı değil hastanın yaşam kalitesini yükseltmeye yönelik 

olduğu genel olarak kabul edilmektedir. Uygulanabilecek tedaviler arasında hastanın 

sağlık durumuna göre kemoterapi, radyoterapi, hedefli terapiler (EGFR, VEGFR 

inhibitörleri gibi) ve immünoterapi bulunmaktadır. Nadir de olsa bazı olgularda tümör 

doku rezektabl konumda olduğu için cerrahi yaklaşım da mümkün olabilmektedir (10–

12,35). 

 

Akciğer kanserinin mevcut durumu göz önünde bulundurulduğunda, erken aşamada 

tespit edilen olguların kanser ilişkili semptomlarının iyileştirilmesi, yaşam kalitesinin 

artırılması ve sağ kalım oranının yükseltilmesi için yeni yöntemler geliştirilmesi 

gerektiği sonucuna varılmaktadır. Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) 

inhibitörleri (36–38), vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) (39) ve reseptörü 

(VEGFR) inhibitörleri (40), fosfatidil serin [41] [42]; ALK (43,44), ROS1 (45), BRAF 

(46) gibi hedeflere karşı küçük molekül inhibitörleri geliştirilmiş ve denenmiştir . 

Geliştirilen yöntemlerden biri ise immünoterapidir.  

 

İmmün kontrol noktaları, bağışıklık üzerindeki eş uyaran (costimulatory) ve inhibitör 

etkiler arasındaki dengeyi düzenleyen ligandlar ve reseptörleri içeren çeşitli proteinler 

grubudur. İmmünoterapide kullanılan immün kontrol noktası inhibitörleri ise immün 

hücrelerin apoptoz veya anerjiye gitmesine yol açan sinyalleri ileten yüzey 

reseptörlerinin bloklanmasını amaçlayan hedefli bir tedavi çeşididir (47,48).  
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İmmün sistemin önemli özelliklerinden biri olan kendinden olanı ayırt etme (self-

recognition), immün hücrelerin yüzeyinde bulunan kontrol noktası (checkpoint) 

molekülleri ile sağlanmaktadır. Bu proteinler sadece self-toleransı sağlayarak 

otoimmün reaksiyon gelişimini önlemekle kalmaz, patojen enfeksiyonları sırasında 

immün hücrelerin fizyolojik yanıtlarını sınırlayarak doku hasarı oluşmasını da 

engeller. Kanser hücreleri de bazen bu molekülleri kullanarak immün sistem 

tarafından saldırıya uğramaktan kaçmaktadır. İmmünoterapi ile hastanın kendi immün 

sisteminin kamçılanması (boost) ve tümör dokuya karşı efektif bir şekilde savaşması 

amaçlanmaktadır (49).  

 

Programlı hücre ölüm proteini – 1 (PD-1), en çok aktive T ve B lenfositlerinde, ek 

olarak myeloid hücrelerde ifadesi olan bir hücre yüzey reseptörüdür. PD-1 

sinyalizasyonu, regülatör T (Treg) hücre gelişimini uyarır ve sonucunda anti-

inflamatuvar yanıtı tetikler. Programlı ölüm ligandı – 1 (PD-L1), PD-1’e spesifik bir 

liganddır. Yüksek seviye PD-L1 ifadesi, T lenfosit infiltrasyonuyla ve IFN-γ 

senteziyle yakından ilişkilidir; ayrıca edinsel immün direnç mekanizmalarında da rol 

almaktadır. Antikor tabanlı PD-L1 blokajı, Th1 tipi hücrelerin aktifleşmesini 

sağlamıştır, bundan hareketle PD-1/PD-L1 sinyalizasyonunun tümör 

mikroçevresindeki hem doğal hem edinsel immünite üzerinde kritik inhibitör rolü 

olduğu düşünülmektedir (49). 

 

Metastatik KHDAK vakalarında immünoterapi çalışmalarının büyük çoğunluğu PD-1 

ve birincil ligandı PD-L1 sinyal yolağını bloklamaya yoğunlaşmış durumda (48,50) 

olsa da CTLA-4 (51–53), TIM-3 (54–56), LAG-3 (57,58) gibi moleküller de  immün 

kontrol noktası araştırmalarının hedeflerindendir.  

 

4.5 İmmün sistem ve edinsel immünite 

 

İmmün sistem, temel olarak doğal (innate) ve edinsel (adaptive) olmak üzere ikiye 

ayrılmaktadır. Edinsel immünitenin temel elemanları olan lenfositler, karşılaşılan 

antijene özgü, kuvvetli ve anamnestik yanıt verebilen özel hücrelerdir (59–62). 

Lenfositler sadece enfeksiyon durumunda vücudu istila eden patojenlere karşı değil, 
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kişinin kendi vücudundan köken alan kanser gibi anomalilere karşı da yanıt 

oluşturmaktadır (50,59).  

 

Edinsel immünitenin başlıca elemanları olan lenfositler, gerçekleştirdikleri efektör 

fonksiyonlara göre temel olarak iki gruba ayrılır. Timüste olgunlaşıp sitotoksik aktivite 

gösteren hücreler ve bu hücrelerin homeostazına yardımcı (helper) hücreler T 

lenfositleri, kemik iliğinde olgunlaşıp antikor sentezi görevini üstlenen hücreler ise B 

lenfositleri olarak adlandırılırlar.  

 

Antijen spesifik reseptörler vasıtasıyla T ve B lenfositleri, iki aşamada efektör 

yanıtlarını gerçekleştirir. Öncelikle T veya B lenfositinin antijen spesifik reseptörüyle, 

sunulan antijeni tanımasına bağlı olarak priming denilen olay gerçekleşir; hücre 

aktifleşir ve farklılaşmaya başlar. Bu olaylar genellikle özel mikro-çevrelerde 

gerçekleşir (lenfoid organlar gibi). İkincil olarak aktive olan naïve hücre, lenfoid 

organdan çıkarak efektör fonksiyonlarını gerçekleştirir. T lenfositleri için bu efektör 

fonksiyon, lenfoid organdan ayrılıp enfeksiyon bölgesine göç etmek iken B lenfositleri 

için lenfoid organdan ayrılıp kana ve doku sıvılarına antikor sentezlemektir (59).  

 

4.6 B lenfositleri ve akciğer kanserindeki rolü 

 

Ortak lenfoid progenitör hücreden köken alan B ve T lenfositleri, birbirlerinden 

farklılaşarak hematopoezi tamamlarlar. T ve B lenfositleri morfolojik olarak 

birbirlerine çok benzedikleri için bu ayrım yüzey belirteçleri ile yapılmaktadır (63). 

Şekil 4.6.1’de bu ayrım kabaca gösterilmiştir.  
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Şekil 4.6.1 Hematopoietik hücre farklılaşmasının hiyerarşik modellemesi. HSC: Hematopoietik kök 

hücre, ST-HSC: Kısa dönemli hematopoietik kök hücre, MPP: Multipotent progenitor, LMPP: Lenfoid 

multipotent progenitor, CMP: Common myeloid progenitor, MEP: Megakaryosit/eritrosit progenitor, 

GMP: Granülosit/Monosit progenitor (63). 

 

Myeloid potansiyelin tamamen kaybedilmesini takiben, B/T/NK ve DC hücrelerine 

farklılaşabilen ortak lenfoid progenitor (CLP) hücreler ortaya çıkmaktadır. Bu 

hücrelerden, farklı genlerin aktifleşmesiyle farklı hücreler köken almaktadır. B ve T 

lenfositlerine farklılaşan CLP alt grubu için Rag geninin yüksek olduğu gösterilmiştir 

(64,65). Yüksek seviye Rag aktivasyonu ise Ly6D ekspresyonuna sebep olmakta ve 

bu durum, CLP hücrelerin sadece B lenfositlerine farklılaşmasını sağlamaktadır (65).  

B lenfositine farklılaşmaya kilitlenen CLP hücrelerde, T ve B lenfositlerine 

karakteristik olan bir dizi genetik rekombinasyon gerçekleşir. Farklı kromozomlarda 

bulunan variable (V), diversity (D), joining (J) ve constant (C) segmentleri 

nükleazlarla kırpılıp aktif olan RAG1/2 proteinleri ile yeniden aranje edilir 

(rearrangement). Bu yöntemle her bir B lenfositine özel bir hücre reseptörü (BCR) 

tanımlanır (59,66–69). Bütün bu farklılaşma ve genetik rekombinasyon Şekil 4.6.2 ve 

Şekil 4.6.3’te gösterilmiştir. 



21 

 

 

 

Şekil 4.6.2 B lenfosit gelişimine odaklanılmış hematopoietik süreç. Şekil üzerinde, stabil B lenfosit 

adanmışlığına yönlendiren soy kısıtlama olayları (lineage restriction events) ve tanımlanan B hücre 

progenitorlerini belirlemek için kullanılan yüzey belirteçleri görülmektedir. Gri olarak evrelendirilen 

bölge aktif primingi, kırmızı evre aktif özelleşmeyi, yeşil evre ise geri dönüşü olmayan farklılaşmayı 

göstermektedir. LSK, lineage negatif Sca1High cKitHigh; HSC, hematopoietik kök hücre; MPP, 

multipotent progenitor; LMPP, lenfoid primed multipotent progenitor; CLP, ortak lenfoid progenitor; 

PreMegE, megakaryosit/eritroid progenitor; GMP, granülosit/monosit progenitor; TSC, timüs besleyici 

hücre; ETP, erken timik progenitor; NK, natural killer; T, T lenfosit; B, B lenfosit. (70). 

 

 

 

Şekil 4.6.3 Germline üzerinde Immunoglobulin H lokusu (Igh) ve birleştirilmiş konfigürasyonu (71). 
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BCR gelişimini başarıyla tamamlayan hücreler kemik iliğinden ayrılarak dalağa göç 

ederler  (72). Burada antijeniyle karşılaşmayı bekleyen naïve B lenfositler, uygun 

antijenle karşılaştıklarında 2 farklı yolla aktive olabilirler. İlk yol olan T lenfositlerine 

bağlı olmayan yolda, BCR ile tanınan antijenler vasıtasıyla hücre aktive olur, B 

lenfositini doğrudan IgM üreten plazma hücresine farklılaşmaya yönlendirir. Bu 

aktivasyonu sağlayan “tip 1” antijenler genellikle çok sayıda tekrarlayan epitopa sahip 

antijenlerdir (karbonhidratlar gibi), fakat bunun yanında bitkisel lektinler, tekrarlı 

epitoplara sahip bazı proteinler ve makromoleküller; LPS, CpG, dsRNA gibi patojen 

ilişkili moleküller; hasarlı hücrelerden dağılan moleküller gibi TLR aktivatörü 

antijenler de sayılabilir (59,73). Germinal merkez oluşumuna yol açmadığı için affinite 

maturasyonu (somatik hipermutasyon) gerçekleşmez, buna bağlı olarak da sadece IgM 

tipi antikor üreten plazma hücreleri elde edilir (class-switching olayı da görülmez). T 

lenfositten bağımsız yolla aktive olan B lenfositleri için denilebilir ki, IgM-sınırlı, çok 

spesifik olmayan ve kısa ömürlü bir yanıttır (59,60,73). 

 

T lenfositine bağımlı yolda ise antijeniyle karşılaşan B lenfositi, BCR aracılığıyla 

uygun antijenini tanır, internalize eder, işler ve MHC-II üzerinde germinal merkez T 

lenfositlerine sunar. T lenfositine sunulan antijen eğer hiçbir T lenfosit tarafından 

tanınmazsa B lenfosit apoptoza yönelir, T lenfosit tarafından tanınırsa tanıyan T 

lenfositini aktive eder. Aynı antijenle birlikte aktive olma işlemine cognate ya da 

linked etkileşim ismi verilir. Cognate TFH hücreler tarafından sentezlenen CD40L, IL-

4, IL-21, IFN-γ gibi sitokinler yardımıyla B lenfositi de aktive olur (59,60,73,74).  

 

CD40-CD40L etkileşimini sağlayan B lenfositlerinin bir kısmı lenfoid organı terk 

ederek kısa ömürlü plasmablast hücrelere farklılaşır ve IgM sentezine başlar fakat 

foliküler bölgede (germinal merkez) kalan B lenfositleri Bcl6 ifadesinin artmasıyla 

class-switching denilen olayı gerçekleştirir (73). Germinal merkezde kalan B 

lenfositleri aynı zamanda somatik hipermutasyon adı verilen bir aşamadan da geçer. 

Aktive olan hücreler, prolifere oldukça hücre reseptörlerinin VJ bölgesinde DNA 

mutasyonu geçirerek her bir yavru hücrede yeni bir BCR oluşturur. Atasal hücre ile 

aradaki fark birkaç baz olsa da BCR-antijen bağlanma affinitesini etkiler. Olgunlaşma 

sürecinde IgM olarak üretilen BCR, class-switching ile IgG, IgA, IgE gibi diğer 
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antikor türlerine dönüşür fakat antijen bağlanma bölgesi (ağır zincir için V(D)J 

bölgesi, hafif zincir için VJ bölgesi) değişmez. Tamamen olgunlaşan B 

lenfositlerinden bir kısmı hafıza B hücresi olarak hayatına devam eder. (60,74). B 

lenfositinin geçirdiği bütün süreç Şekil 4.6.4 ve Şekil 4.6.5 ile gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.6.4 B hücre gelişimi, özet (59). 

 

 

Şekil 4.6.5 Kök hücreden plazma hücrelerine B lenfosit gelişim yolu (59) 
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B lenfositleri gelişimsel süreçte gösterdikleri ekspresyon profiline ve efektör 

profillerine göre bazı alt gruplara ayrılmaktadır. İmmatür B hücreleri olan bu hücreler 

T lenfositine bağımlı olmayan yolla uyarılır ve tip 1 antijenlere yanıt veren IgM+ 

sentezleyen kısa ömürlü plazma hücrelerine farklılaşır. Barsak-ilişkili lenfoid doku 

(GALT) dışında bulunan bütün olgun B hücreleri ise T lenfositine bağımlı, MHC-II 

sınırlı yolak ile aktive olur. Bu hücreler sekonder lenfoid organlarda ve özellikle 

dalakta uygun antijenleriyle karşılaşmayı bekler (74,75). 

 

Gelişimsel aşamalarına göre immatür B hücreleri transitional 1 (T1) ve transitional 2 

(T2) olarak gruplandırılır. Kemik iliğinden dalağa göç eden olgun transitional 

hücreler, BCR spesifisitesine ve uygun survival sinyaline göre foliküler B lenfosit 

(FO) veya marjinal bölge (MZ) B lenfosite farklılaşırlar (72,75,76). MZ lenfositler 

germinal bölgeye giriş yapmaz ve somatik hipermutasyon geçirmeden doğrudan IgM 

sentezleyen kısa ömürlü plazma hücrelerine farklılaşır. FO lenfositler ise germinal 

bölgeye girer. Class-switching ve affinite matürasyonunu tamamlayan hücreler 

germinal bölgeden ayrılarak uzun ömürlü plazma hücrelerine veya hafıza hücrelerine 

farklılaşır (72).  

 

Farelerde B lenfositleri CD5 ifadesine göre keskin sınırlarla ayrılmış durumdadır. 

CD5+ B lenfositleri B1 hücreler olarak adlandırılır ve polispesifik IgM üretirler. Daha 

çok fetal dönemde üretilen bu hücreler somatik hipermutasyon geçirmez ve doğal 

bağışıklık hücrelerine benzeyen hücrelerdir (60,75,77). B1 hücreleri daha çok 

peritoneal ve plevral kavitelerde bulunur ve evrimsel olarak seçilmiş bazı BCR 

moleküllerini taşırlar ve buna bağlı olarak tanıdıkları antijenler sınırlıdır. Henüz 

immün yanıtın yeterince gelişmediği fetal dönemde bu hücrelerden üretilen doğal 

antikorlar, ilk savunma hattını oluşturur, apoptotik hücrelerin temizliğine ve okside 

olmuş moleküllerin ortadan kaldırılmasına yardımcı olur (78).  İnsanda bu hücre 

grubunun tam karşılığı henüz tanımlanamamıştır fakat benzer özelliklere sahip CD5+ 

B lenfositlerinin varlığı gösterilmiştir (60). B2 lenfositler ise yabancı antijenlere karşı 

spesifik antikor yanıtının gelişmesinden sorumlu MZ ve FO hücreleridir (78). 
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Yakın zamanda B lenfositlerinin sadece antikor sentezinden sorumlu olmadığı; bunun 

yanında T lenfositlerine antijen sunumu, eş-uyarım ve sitokin sentezi gibi görevlerinin 

de olduğu gösterilmeye başlanmıştır (73).  

 

B lenfositleri, gelişimsel efektör özelliklerinden bağımsız olarak sentezledikleri 

sitokin gruplarına göre de iki alt gruba ayrılmaktadır. Aktive TH1 lenfositlerle ya da 

bu tip yanıtı uyaran antijenlerle aktifleşen B lenfositleri; IL12, TNFα, IFNγ gibi 

sitokinler sentezleyen B efektör 1 (Be1) hücrelere farklılaşırken, TH2 tipi lenfositlerle 

aktifleşen B lenfositler IL2, IL4, IL6, IL13, TNFα sentezleyen B efektör 2 (Be2) 

hücrelere farklılaşır (79–83). Bunun yanında, BCR/Antijen yolağından bağımsız 

olarak CD40 sinyaliyle aktive olan B lenfositlerinde ise proinflamatuvar sitokinlerin 

aksine yüksek miktarda IL10 sentezi görülmektedir (84). 

 

Son yıllarda CD8+ T lenfositlerin tümör dokuyu infiltre etmesiyle prognoz arasında 

doğru orantı olduğunu gösteren çalışmalar ortaya koyulmaktadır (83,85). CD8+ T 

lenfositlerle birlikte infiltrasyon sağlayan B lenfositleri; üçüncül lenfoid yapıların 

(TLS) kurulması, tümör reaktif antikor sentezi, stimülatör sitokin ve kemokin sentezi, 

lokal APC (antijen sunan hücre) olarak rol alma gibi değişik konularda T hücrelerini 

asiste etmektedir (83) (Şekil 4.6.6).  

 

 

Şekil 4.6.6 TIL-B lenfositlerin tümör immunitesine potansiyel katkısı. Solda, insan over kanserindeki anti-CD20+ 

TIL-B boyaması (kahverengi); ortada, TIL-B lenfositler tarafından üretilen efektör moleküller; sağda, potansiyel 

TIL-B mekanizması (83). 
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Tümör-infiltre B lenfositlerin (TIL-B) T lenfosit aktivasyonunu sağladığı, B lenfosit 

yokluğunda otoreaktif CD4+ T lenfositlerin aktive olamadığı (86), buna bağlı olarak 

TIL-B lenfositlerin anti-tümör yanıtta T lenfositlerinin üzerinde düzenleyici bir rolü 

olduğu bilinmektedir. Tümör çevresinde oluşturulan TLS içinde de TIL-B lenfositlerin 

klonal ekspansiyon, class-switching, affinite matürasyonu gibi süreçlerden geçip anti-

tümöral antikor sentezinde görev aldığı bildirilmiştir (87,88). Tümörü destekleyici 

(tumor-promoting) rolü olabileceği gibi anti-tümöral antikorların tümör 

temizlenmesinde etkili olabileceği de göz önünde bulundurulmalıdır (89–91).  

B lenfositlerin indirekt etkilerinden biri ise proinflamatuvar sitokin sentezi ile TLS ve 

ikincil lenfoid dokulara, efektör bölgelere ve bulundukları dokuya diğer immün 

hücrelerin göç etmesini sağlamalarıdır (92–94). Bu durum, göç eden immün hücrelerin 

sadece antikor-antijen immün komplekslerini değil, aktive olan kompleman 

proteinlerini ve komplekslerini de temizlemesini sağlar (95). 

B lenfositler akciğer kanseri olgularında, distal dokuya kıyasla tümör ve tümör 

çevresini daha fazla infiltre etmektedir. B lenfosit infiltrasyonunun fazla olması 

hayatta kalım süresini uzattığını gösteren çalışmalar da vardır (96,97). TLS 

infiltrasyonunun da sağkalım ve prognoz ile doğru orantılı olduğunu gösteren 

çalışmalar yayınlanmıştır (98,99).  

 

4.7 Regülatör B lenfositler ve akciğer kanserindeki rolü 

 

Regülatör B lenfositler, T lenfosit mevkidaşları (Treg) gibi immün yanıtı modüle eden 

hücrelerdir. Kanser, otoimmün hastalıklar, kronik enfeksiyonlar, solid organ 

transplantasyonu gibi immüniteyle ilişkili durumlarda immün homeostazın 

sağlanmasında önemli rolü olan hücre gruplarından biri olan Breg hücreler (100), 

genel olarak IL10 üzerinden işlevlerini gerçekleştirirler (101)(102). Bahsedilen 

durumlarda immün kontrol gerçekleşmez ise proinflamatuvar mediatörlerin ortamda 

birikmesi ile geri dönüşü olmayan doku hasarlarına ve romatoid artrit (RA) ve sistemik 

lupus eritematozus (SLE) gibi inflamatuvar otoimmün hastalıklara sebep olabilirler 

(102). Regülatör hücrelerin yokluğunda ise hastalık prognozunun kötüleştiği daha 

önceden deneysel çalışmalarla gösterilmiştir (103,104).  
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Regülatör B lenfositler, ilk kez fare çalışmalarında kronik barsak iltihabı (105) ve 

deneysel otoimmün ensefalit (EAE) (106) çalışmalarıyla tanımlanan hücrelerdir. 

Yapılan çalışmalar, inflamatuvar mikroçevrenin IL10 sentezleyen ve immün 

baskılayıcı özelliği olan B lenfositlerinin ortaya çıktığını göstermiştir (105,106).  

 

Breg hücrelerin aktivasyon mekanizması için şimdiye kadar iki farklı öneri sunulmuş 

durumdadır. İlk yol olan inflamasyon bağımlı yolda, inflamasyonun olduğu dokudaki 

T hücrelerinin yardımıyla Breg hücreler aktifleşir. Antikor sentezi için gereken Ag-

BCR sinyal yolağının bu aktivasyon mekanizması için de önemli bir rol aldığı 

düşünülmektedir. Antijenle kontakt sonrası internalize edilip işlenen antijen, MHC-II 

üzerinde T lenfositlere sunulur ve bu sırada IL21 sinyali ile birlikte CD40-CD40L ve 

CD28-CD80/CD86 etkileşimi gerçekleşir ve Breg hücresi aktive olur (106–108) (Şekil 

4.7.1). 

 

İkinci önerilen yol ise TLR yanıtı üzerinden, doğal bağışıklık benzeri bir sinyal 

mekanizması ile aktivasyondur (109). Örneğin, bakteriyel CpG DNA ve apoptotik 

hücrelerden salınan DNA moleküllerinin TLR9 yanıtını uyararak Breg hücrelerde 

IL10 sentezini tetiklediği gösterilmiştir (110,111) (Şekil 4.7.2).  

 

İlginç olarak inhibitör bir sitokin olmasına rağmen IL35’in Breg hücrelerini aktive 

ettiği ve IL35 sentezini artırdığı, IL10 sentezleyen Breg hücrelerin ise IL10’a ek olarak 

IL35 eşifadesini (coexpression) indüklediği gösterilmiştir. Yapılan daha ileri 

araştırmalarda ise IL35 sinyalinin IL12Rβ2 ve IL27Rα üzerinden iletildiği 

gösterilmiştir (112). 
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Şekil 4.7.1 Breg hücrelerin BCR üzerinden aktivasyon yolağı. B lenfositi BCR ile antijene bağlanır; cognate CD4+ 

T lenfositine sunar; CD40-CD40L, CD80/86-CD28, IL21 sinyalizasyonuyla aktifleşir ve Breg hücresine farklılaşır. 

(100). 

 

 

Şekil 4.7.2 Breg hücrelerin BCR dışındaki aktivasyon yolakları. LPS ve CpG gibi TLR sinyalleri Breg hücreleri 

MyD88 sinyal yolağı üzerinden uyarır. IL1β, IL2, IL6, IFNα gibi proinflamatuvar sitokinlere ek olarak anti 

inflamatuvar IL35 de Breg aktivasyonunu uyarır (100). 

 

Breg hücreler, immün sistemin “kapatma düğmesi” olarak görev almaktadır ve immün 

homeostazın sürekliliği için önemli bir rol üstlenmektedir. Cognate T hücre 

inhibisyonu, kontakt-aracılı hücre inhibisyonu, bystander inhibisyon ve indirekt 

inhibisyon gibi farklı yollarla bu inhibisyonu gerçekleştiren Breg hücrelerin efektör 

mekanizması, IL10-bağımlı ve IL10-bağımsız olarak ikiye ayrılmaktadır (113) (Şekil 

4.7.3 ve Şekil 4.7.4). 

 

Farelerde yapılan deneylerde IL10+ B lenfositlerin yokluğunda tümör dokunun reddi 

(104) ve kontakt hipersensitivitenin ilerlemesi (114) gibi durumlar gözlemlenmekte, 
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IL10+ Breg hücrelerin efektör immün hücreler üzerinde etkisi olduğunu işaret 

etmektedir. 

 

IL10-bağımsız yolda ise birden fazla mekanizma etkilidir. İlk olarak IL35’in immün 

baskılayıcı bir sitokin olduğu ve Breg hücreler tarafından kullanıldığı, bunun yanında 

pozitif feedback ile daha fazla IL35 sentezini indüklediği de bilinmektedir (112,115–

117). 

 

TGF-β mekanizması ise Breg hücreler tarafından kullanılan bir diğer mekanizmadır. 

TGF-β sentezleyen Breg hücrelerin Treg hücreleri aktive ettiği ve bu aktivasyonun 

IL10 sinyalizasyonundan bağımsız olduğu gösterilmiştir. Ayrıca hücre-hücre 

etkileşimiyle Treg hücrelerde FoxP3 ve CTLA-4 sentezini indüklediği de bildirilmiştir 

(100,118). 

 

 

Şekil 4.7.3 Breg hücrelerin T lenfosit regülasyonu. Hücre-hücre etkileşimi ve anti-inflamatuvar sitokinler 

vasıtasıyla Breg hücreler; CD4+ T hücre proliferasyonunu ve TH1/TH17 farklılaşmasını baskılar. FoxP3+ Treg Tr1 

hücreleri indükler, CD8+ efektör T lenfositleri baskılar (100). 
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Şekil 4.7.4 Breg hücrelerin hücre-hücre etkileşimi ve apoptoz uyarımı. PD-L1 ve FasL ekspresyonu olan Breg 

hücreler, hedef T lenfositiyle etkileşime girdiklerinde hedef hücreyi apoptoza indükler (100). 

 

IL10, IL35, TGFβ gibi inhibitör sitokinler aracılığıyla inhibisyondan farklı olarak Breg 

hücrelerinin kontakt aracılı inhibisyon gerçekleştirdiği de bilinmektedir (6) (Şekil 

4.7.5 ve Şekil 4.7.6). İleri evre (evre III ve evre IV) KHDAK vakalarında PD-1+ Tfh 

hücrelerinin B lenfositlerini Breg farklılaşmasına indüklediği gösterilmiştir (119). 

Buna ek olarak tümör mutasyon yükü (TMB) ve inflamatuvar belirteçlerin yüksek 

olduğu tümörlerde PD-1 ve TIM-3 gibi inhibitör yüzey reseptörlerinin ifadesinin 

yüksek olduğu, CD8+ T lenfositlerinin infiltrasyonunun arttığı, ancak bu profilin bir 

süre sonra (örneğin anti-PD-1 tedavisi sonrası) FoxP3+ Treg hücreler tarafından infiltre 

edildiği ve tümör ve immün hücrelerin PD-L1 ifadesinin arttığı gösterilmiştir (120). 

CD80/CD86-CTLA-4 ve CD40-CD40L etkileşimlerine ek olarak PD-L1–PD-1 

etkileşiminin de  Breg hücrelerinin kullandığı bir inhibitör yolak olduğu bilinmektedir 

(121–123). B hücrelerinde PD-L1 ekspresyonu Tfh hücrelerinin foliküllere 

çekilmesinde ve yerleşmelerinde etkin olmaktadır (124). Tümörlerde, gözlemlenen 

üçüncül lenfoid yapıların (tertiary lymphoid structures) orginazyonunda ve anti-

tümoral immün yanıtta B lenfositlerinin belirleyici rol oynadığı gösterilmiştir (125). 

Dolayısıyla anti-tümoral immün yanıtta PD-L1+ B hücrelerinin müspet veya menfi 

etkilerinin olabileceği düşünülebilinir. 
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Şekil 4.7.5 Fonksiyonel Breg efektör hücre farklılaşması ve regülatör mekanizması (101). 

 

 

 

 

Şekil 4.7.6 Kontakt aracılı hücre inhibisyonu (101).  
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5. MATERYAL METOD 

 

5.1 Deney Dizaynı 

 

1. İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Göğüs Cerrahisi ABD’da ameliyat 

olan KHDAK hastalarından elde edilen tümöral dokulardan (ayrıca mediastinal lenf 

düğümlerinden ve periferik kandan) B lenfositlerinin saflaştırılması (kontrol olarak 

kanser dışı akciğer dokudan ve periferik venöz kandan elde edilecek hücreler ile 

sağlıklı bireylerden elde edilen periferik kan mononükleer hücreleri (PBMC) 

kullanılmıştır. 

 

2. Tümör infiltre B lenfositlerinin yüzey inhibitör molekül ekspresyonu için Floresanla 

Aktifleştirilmiş Hücre Ayrıştırılması (FACS) deneyleri kullanılmıştır. 

 

3. B lenfositlerinin T hücre yanıtına etkilerinin belirlenmesi (B hücrelerinin T hücre 

işlevlerine etkisi ve etkilerde tespit edilen moleküllerin katkısının incelenmesi) için 

hücre kültürü deneyleri yapılmıştır. 

 

5.2 Materyal 

 

Tez kapsamında kullanılan materyal ve cihazlar Tablo 5.1’de verilmiştir. 

 
Tablo 5.1 Kullanılan kimyasal ve biyolojik materyaller ve cihazlar. 

Materyal/Cihaz Marka Katalog No. 

70 µm Cell Strainer Falcon 352350 

12x75mm 5 mL, snap cap, Round-Bottom 

Polypropylene Tüp 

Falcon 352063 

5 mL Serolojik Pipet  Sarstedt 86.1253001-500 

10 mL Serolojik Pipet  Sarstedt 86.1254001-500 

25 mL Serolojik Pipet  Sarstedt 86.1685001-200 

Stericup-GP 500mL Express Plus PES 

.22um 

Millipore S2GPU05RE 

F(ab')2-Goat anti-Human IgG, IgM (H+L) 

Secondary Antibody, Functional Grade 

Invitrogen 16-5099-85 
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Animal-Free Recombinant Human sCD40 

Ligand 

Peprotech AF-310-02 

U0126   

Tumor Dissociation Kit, human Miltenyi Biotec 130-095-929 

MidiMACS Starting Kit (LS) Miltenyi Biotec 130-042-301 

APC anti-human CD19 Antibody BioLegend 302212 

APC/Cyanine7 anti-human CD3                             BioLegend 300426 

PE anti-human CD274 (B7-H1, PD-L1) 

Antibody 

BioLegend 393608 

PE Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl (FC) 

Antibody 

BioLegend 400114 

FITC anti-human CD28 Antibody BioLegend 302906 

FITC Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl Antibody BioLegend 400108 

PE/Cy7 anti-human CD279 (PD-1) 

Antibody 

BioLegend 329918 

PE/Cy7 Mouse IgG1, κ Isotype Ctrl 

Antibody 

BioLegend 400126 

CD45 MicroBeads, human Miltenyi Biotec 130-045-801 

LS Column Miltenyi Biotec 130-042-401 

gentleMACS C Tubes 25 tubes Miltenyi Biotec 130-093-237 

CFSE Cell Division Tracker Kit BioLegend 423801 

Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 BioLegend 300438 

Bistüri ucu, No:10 Beybi U2500 

BluCapp centrifuge tubes 15ml, pre-sterile CAPP 5100015C 

BluCapp 50ml, pre-sterile CAPP 5100050C 

TC Plate 24 Well, Standard, Flat Sarstedt 83.3922-50 

TC Plate 96 Well, Standard, Flat Sarstedt 83.3924-50 
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TC Dish 100x20mm Sarstedt 83.3902-300 

25cm² Rectangular Canted Neck Cell 

Culture Flask with Vent Cap 

Corning 3289 

Enjektör 3 parça 2 CC, yeşil Set Medikal TIP-0132Y     

Plastik kan tüpü, K2EDTA püskürtülmüş BD 366643 

Fetal Bovine Serum, heat inactivated, E.U.-

approved, South America Origin 

Gibco 10500-064 

RPMI 1640 Medium. HEPES. Gibco 22400-089 

PBS Tablet BioShop PBS404.100 

UltraPure DNaz/RNaz-free Distile Su Gibco 10977035 

Trypan Blue Solution, 0.4% Gibco 15250061 

gentleMACS Dissociator Miltenyi Biotec 130-093-235 

inFlux Cell Sorter BD  

Class II Airstream ESCO  

Forma Steri-Cult CO2 İnkübatör Thermo-Scientific  

Heraus Labofuge 400 R Thermo-Scientific  

 

5.3 Dokulardan Hücre İzolasyonu 

 

Tümör ve sağlıklı doku için Tumor dissociation kit, human (Miltenyi Biotec) 

talimatlarına uyarak ayrı ayrı enzim karışımı hazırlandı (4.7mL RPMI-1640, 200μL 

Enzim H, 100μL Enzim R, 25μL Enzim A). Tümör, lenf nodu ve akciğer dokuları, 

kendi isimlerini taşıyan boş steril petrilere alınarak tartıldı. 

 

5.3.1 Tümör ve Sağlıklı Dokudan Hücre İzolasyonu 

 

Tümör dokusunun bulunduğu petrideki tümör dokunun üzerine hazırlanan enzim 

karışımından 500 μL eklendi. 5 dakika boyunca 2 adet steril bistüri ile kesildi. P1000 

pipet ucunun uç kısmı, makasla kesilerek daha büyük bir hale getirildi. Bu uç 

kullanılarak kesilen doku parçaları toplandı ve “T” işaretli, mor kapaklı gentleMACS 
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C tüp içine transfer edildi. Bistüriler, enzim içeren tüpe daldırılıp iyice yıkanarak 

bistüri üzerindeki hücrelerin geri kazanımı sağlandı. Bıçaklar atıldıktan sonra bistüri 

sapları önce 70% EtOH, sonra dH2O tüpüne daldırılıp kurulandı. 

 

Pipet ucu değiştirilmeden, 15 mL konik tüpte hazırlanan enzim karışımı, her defasında 

500 μL alınarak petri yıkaması için kullanıldı ve doku kalıntıları toplanmaya çalışıldı. 

Konik tüpteki bütün enzim bitene kadar petri yıkanmaya devam edildi. Yıkama için 

kullanılan bütün enzim ve kesilen dokunun kendisi, mor kapaklı gentleMACS C tüp 

içine transfer edilmiş oldu (toplam 5 mL enzim + doku). 

 

Akciğer dokusunun bulunduğu petrideki akciğer dokunun üzerine hazırlanan enzim 

karışımından 500 μL eklendi. Bistüri uçları yenileriyle değiştirilerek 5 dakika boyunca 

2 adet steril bistüri ile doku kesildi. P1000 pipet ucunun uç kısmı, makasla kesilerek 

daha büyük bir hale getirildi. Bu uç kullanılarak kesilen doku parçaları toplandı ve “L” 

işaretli, mor kapaklı gentleMACS C tüp içine transfer edildi. Bistüriler, enzim içeren 

tüpe daldırılıp iyice yıkanarak bistüri üzerindeki hücrelerin geri kazanımı sağlandı. 

Bıçaklar atıldıktan sonra bistüri sapları önce 70% EtOH, sonra dH2O tüpüne daldırılıp 

kurulandı. 

 

Pipet ucu değiştirilmeden, 15 mL konik tüpte hazırlanan enzim karışımı, her defasında 

500 μL alınarak petri yıkaması için kullanıldı ve doku kalıntıları toplanmaya çalışıldı. 

Konik tüpteki bütün enzim bitene kadar petri yıkanmaya devam edildi. Yıkama için 

kullanılan bütün enzim ve kesilen dokunun kendisi, mor kapaklı gentleMACS C tüp 

içine transfer edilmiş oldu (toplam 5 mL enzim + doku). 

 

Dokuların toplanması ve petrilerin enzim karışımı ile yıkanması bittikten sonra 

gentleMACS C tüpleri, gentleMACS Dissociator cihazına yerleştirildi ve 

h_tumor_01.01 programı çalıştırıldı. Program sonunda tüpler, 37 oC’a ayarlı inkübatör 

içinde bulunan çalkalayıcı (tilt-shaker) üzerine yerleştirildi ve 30 dakika boyunca 

enzim karışımı içinde ilk inkübasyon gerçekleştirildi. 
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30 dakika sonunda C tüpler inkübatörden alınıp tekrar gentleMACS Dissociator 

cihazına yerleştirildi ve h_tumor_01.01 programı çalıştırıldı. Program sonunda tüpler, 

37 oC’a ayarlı inkübatör içinde bulunan çalkalayıcı (tilt-shaker) üzerine yerleştirildi ve 

30 dakika boyunca enzim karışımı içinde ikinci inkübasyon gerçekleştirildi. 

 

İkinci inkübasyon sonrası C tüpler inkübatörden alınıp tekrar gentleMACS Dissociator 

cihazına yerleştirildi ve h_tumor_01.01 programı çalıştırıldı. Program sonunda C 

tüpler 70% EtOH ile silindikten sonra laminar akımlı kabine alınarak kapakları açıldı.  

Her bir C tüp için ayrı ayrı 50 mL konik tüp ve 70 μm süzgeç (strainer) açıldı. Konik 

tüpler “TÜMÖR” ve “AKCİĞER” olarak isimlendirildi. Süzgeçlere temas etmeden 

konik tüplerin üzerine oturtuldu. 

 

21G iğneli şırıngaya TÜMÖR etiketli C tüpten alınan örnek, TÜMÖR etiketli 50 mL 

konik tüpe süzgeçten geçirilerek transfer edildi. TÜMÖR etiketli C tüpteki bütün 

materyal bitince, süzgeçin alt kısmında asılı kalan damlacıklar P1000 pipetle toplanıp 

konik tüpün içine bırakıldı. 

 

21G iğneli 2 mL şırıngaya AKCİĞER etiketli C tüpten alınan örnek, AKCİĞER 

etiketli 50 mL konik tüpe süzgeçten geçirilerek transfer edildi. AKCİĞER etiketli C 

tüpteki bütün materyal bitince, süzgeçin alt kısmında asılı kalan damlacıklar P1000 

pipetle toplanıp konik tüpün içine bırakıldı. 

 

C tüplere 5 mL 1X PBS eklenip 1 kez h_tumor_01.01 programı uygulanarak tüpte ve 

kapakta kalan hücreler temizlenmiş oldu. AKCİĞER etiketli C tüpteki tampon çözelti 

kendi şırıngasıyla, TÜMÖR etiketli C tüpteki tampon çözelti kendi şırıngasıyla alınıp, 

süzgeçten geçirilerek ilgili 50 mL konik tüplerde toplanan dokuların üzerine eklendi.  

1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta her iki konik tüp santrifüj edildi ve santrifüj sonunda 

sıvı fazlar atılarak akciğer örneği 10 mL 1X PBS ile çözüldü ve 20 μL örnek alınıp 5 

μL tripan mavisi ile karıştırılarak hücre sayımı yapıldı. Tümör örneğine ise eritrosit 

lizis protokolü uygulandı.  
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5.3.1.1 Tümör Dokusu Eritrosit Lizisi 

 

TÜMÖR tüpüne eritrositlerden kurtulmak amacıyla, sıvı faz uzaklaştırıldıktan sonra 

50 mL eritrosit lizis tamponu uygulandı (Eritrosit lizis tamponu: 0,15M NH4Cl, 10mM 

KHCO3, 0.1mM Na2EDTA. pH 7.2). Tüp 20 dakika karanlıkta ve oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası sıvı faz uzaklaştırıldı ve hücre pelleti 10 mL 1X PBS ile 

süspanse edildi. Süspanse edilen pelletten 20 μL örnek alınıp 5 μL tripan mavisi ile 

karıştırılarak hücre sayımı yapıldı. Sayım sırasında konik tüp 1600 rpm, 10 dakika 20 

oC’ta santrifüj edildi. 

 

5.3.2 Lenf Nodu (LN) Hücre İzolasyonu 

 

Lenf nodu, tartım yapıldığı steril petriye alınmadan önce steril RPMI-1640 besiyeri 

ortamı ile yıkandı. Petriye 1 adet 70 μm süzgeç yerleştirilip içerisine lenf nodu dokusu 

yerleştirildi. 2 mL şırınga pistonunun ters tarafıyla (lastiksiz ve tırtıklı taraf) lenf doku, 

strainer içinde iyice ezildi. Ezme işlemi 5 dakika boyunca devam ettirildi. Strainer, LN 

etiketli konik tüpün üzerine yerleştirilip petrideki sıvı kısım P1000 pipet yardımıyla 

toplandı ve süzgeçten geçirilerek konik tüpte toplandı. Süzgeçte kalan hücrelerin geri 

kazanımı için 10 mL 1X PBS ile süzgeç yıkandı. Toplanan hücre süspansiyonundan 

20 μL örnek alınıp 5 μL tripan mavisi ile karıştırılarak hücre sayımı yapıldı. 

 

5.3.3 Periferik Kan Mononükleer Hücre İzolasyonu 

 

EDTA’lı tüp içine alınan kan, 50 mL konik tüp içine toplandı. EDTA’lı tüpler eritrosit 

lizis tamponu ile yıkanarak 50 mL tüp üzerine eklendi. Konik tüp kan hacminin 10 katı 

kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanıp 15 dakika, oda sıcaklığında ve karanlıkta 

inkübasyona bırakıldı.  

 

İnkübasyon sonrası 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj yapıldı. Santrifüjden sonra 

sıvı faz uzaklaştırılıp hücreler 10mL 1X PBS ile çözüldü. Hücre süspansiyonundan 20 

μL örnek alınarak 5 μL tripan mavisi ile karıştırılıp sayım yapıldı. Bu sırada hücrelerin 

bulunduğu tüp ise 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj edildi.  
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5.4 Manyetikle Aktifleştirilmiş Hücre Ayrıştırılması (MACS) 

 

Tümör dokusu eritrosit lizisi sonrası santrifüj edilen tümör tüpünün santrifüj 

sonrasında sıvı fazı tamamen uzaklaştırılıp, pellet 160 μL buzda soğutulmuş MACS 

tamponu içinde çözüldü. (MACS tamponu: 0.5% BSA, 2mM EDTA içeren de-gassed 

steril Ca++/Mg++ içermeyen 1X PBS. pH 7.2). 

 

Üreticinin talimatlarına göre her bir 10.106 hücre için 20 μL buzda soğutulmuş CD45 

MicroBead eklenip iyice karıştırıldı. 15 dakika buzdolabında inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda her bir 10.106 hücre için 2 mL MACS tamponu eklenip 1300 rpm, 

10 dakika +4 oC’ta santrifüj edildi. Santrifüj sonunda sıvı faz pipetle sonuna kadar 

uzaklaştırıldı. Pellet 500 μL buzda soğutulmuş MACS tamponu içinde çözüldü. 

 

Manyetik stand, kolon ve kolondan geçenlerin toplanacağı “CD45-” etiketli 15 mL 

konik tüp, kolonun altına yerleştirilerek sistem hazırlandı. Bütün işlem kabinde, steril 

koşullarda devam etti. 

 

Kolona 3 mL buzda soğutulmuş MACS tamponu eklendi. Tampon, hava kabarcığı 

oluşmasını engellemek için, kolonun duvarına serolojik pipetin ucu yaslanarak 

bırakıldı. Manyetik ayırıcı kısım (sünger benzeri kısım) üzerindeki geniş toplama 

bölgesinde bulunan tampon tamamen sünger kısıma geçene kadar beklenildi. (10,126). 

 

MACS tamponu koyulan haznedeki tampon tamamen manyetik ayrım kısmına (sünger 

benzeri kısım) geçtiği an hücreler kolon duvarından bırakılarak kolon üzerine eklendi. 

Bütün hücre solüsyonu manyetik ayrıştırıcı kısma (sünger benzeri kısım) geçtiği an 3 

mL MACS tamponu kolon duvarına yaslanan serolojik pipet ile kolona eklendi. 

 

3 mL MACS tamponu yıkaması bitince 2. kez 3 mL MACS tamponu aynı şekilde 

kolona eklendi. 2. kolon yıkaması bitince 3. kez 3 mL MACS tamponu aynı şekilde 

kolona eklendi. 

 

Kolon haznesindeki tampon tamamen manyetik ayrıştırıcı kısma geçtiği zaman, kolon 

manyetik stand üzerinden alınıp, buz içerisinde bekleyen “CD45+” etiketli 15 mL 
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konik tüpün ağzına oturtuldu. Üzerine 5 mL MACS tamponu eklenip piston kolona 

yerleştirildi ve güçlüce ittirildi. Kolonda takılan CD45 manyetik antikorlar ile 

işaretlenen hücreler 5 mL MACS tamponu içinde saflaştırıldı. 

 

Hem CD45- hem de CD45+ hücreler için 20 μL hücre solüsyonu alınıp 5 μL tripan 

mavisi ile karıştırılarak sayım yapıldı.  

 

5.5 Floresanla Aktifleştirilmiş Hücre Ayrıştırılması (FACS) 

 

Hücrelerin fenotipik analizleri ile saflaştırmalar BD Influx Cell Sorting cihazında 

gerçekleştirildi. Bütün örneklerden eşit sayıda hücre olacak şekilde 15x75mm 

yuvarlak tabanlı polipropilen tüplere (FACS tüpü) hücreler paylaştırıldı ve 1600 rpm, 

5 dakika 20 oC’ta santrifüj edildi. Santrifüj sonrası sıvı fazlar uzaklaştırıldı. Örnekler, 

tüplerin dibinde kalan hacimde çözülerek süspanse hale getirildi ve Tablo 5.2’de 

belirtilen immünofloresan boyalarla boyandı. Her bir immünofloresan boyadan 3 μL 

eklendi. 15 dakika boyunca oda sıcaklığında ve karanlıkta inkübe edildi. 

 

İnkübasyon sonunda her bir tüpe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 oC’ta 

santrifüj edildi. Sıvı fazlar uzaklaştırıldı ve 500 μL FACS tamponu içinde çözülen 

örneklerin üzerine tüp başına 10 μL DAPI eklendi. Buz içerisinde taşınan örneklerden 

BD Influx Cell Sorting cihazı ile CD19+ hücreler ve CD3+ hücreler, içerisinde 1 mL 

100% FBS bulunan 50 mL konik tüpler içine ayrıştırıldı. 

 

Tablo 5.2 Akan hücre ölçer için hazırlanan örnekler ve kullanılan immünofloresan boyalar. 

Sıra 

No. 

Örnek Antikor 

1 Tümör – Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI 

2 Tümör – İzotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI 

3 Lenf Nodu – Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI 

4 Lenf Nodu – İzotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI 

5 Akciğer – Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI 
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6 Akciğer – İzotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI 

7 PBMC – Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI 

8 PBMC – İzotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI 

9 PBMC – İzotip karışımı isoCD3, isoCD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, 

DAPI 

10 PBMC – Boyanmamış DAPI 

 

5.6 Hücre kültürü 

 

B lenfosit aktivasyonu ve MEK1/2 inhibitörü için hücre kültürü deneyleri 

gerçekleştirildi.  

 

5.6.1 B lenfosit aktivasyon deneyleri 

 

Şekil 5.6.1’de gösterildiği üzere 24-kuyucuklu plakalar deney öncesinde organize 

edildi. αCD3 işaretli kuyucuklar, deneye başlamadan önce kaplama için hazırlandı.  

 

Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 antikordan 25μL, 2475μL 1X PBS içinde 

çözülerek 2.5mL 1X PBS – αCD3 Ab coating solution hazırlanmış oldu. 

 

24-kuyucuklu plate için her bir kuyucuğa 500µL Ab coating solüsyonu eklendi. 1 saat 

boyunca 37oC’de inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda antikor solüsyonu tekrar 

kullanılmak üzere falkonuna toplanıp, kuyucuklar 3 kez, 2 mL 1X PBS ile yıkandı.  

 

Sağlıklı donörden EDTA’lı tüp içine alınan kan, 50 mL konik tüp içine toplandı. 

EDTA’lı tüpler eritrosit lizis tamponu ile yıkanarak 50mL tüp üzerine eklendi. Konik 

tüp kan hacminin 10 katı kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanıp 15 dakika, oda 

sıcaklığında ve karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  

 

İnkübasyon sonrası 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj yapıldı. Santrifüjden sonra 

sıvı faz uzaklaştırılıp hücreler 10mL 1X PBS ile çözüldü. Hücre süspansiyonundan 20 
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μL örnek alınarak 5 μL tripan mavisi ile karıştırılıp sayım yapıldı. Bu sırada hücrelerin 

bulunduğu tüp ise 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj edildi. Elde edilen hücre 

miktarına göre hücreler complete RPMI-1640 besiyeri içinde çözülüp kuyucuklara 

homojen olarak pay edildi. Ø işaretli kuyucuklar uyarılmamış PBMC kontrol olarak 

kullanılırken BCR işaretli kuyucuklara 10µg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR), 

BCR/sCD40L işaretli kuyucuklara 10µg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR)’a 

ek olarak 1µg/mL sCD40L eklendi. 

 

12, 24, 48 ve 72 saatler sonunda ilgili kuyucuklardaki hücreler homojenize edilerek 

toplandı ve 10 mL 1X PBS ile 1600 rpm, 5dk 22oC’de santrifüj edilerek yıkandı. 

Hücreler daha sonra 200 µL 1X PBS ile çözülerek eşit miktarda iki ayrı FACS tüpüne 

pay edildi. Tablo 5.2’de belirtilen antikorlar ile tüplerden biri izotip boyama için 

kullanılırken diğeri antikor boyama için kullanıldı. BD Influx Cell Sorting cihazıyla 

analizler gerçekleştirildi. 

 

 

Şekil 5.6.1 B lenfosit aktivasyon deneyleri için 24-kuyucuklu plaka organizasyonu.  
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5.6.2 Selektif MEK1/2 inhibitör deneyleri 

 

Sağlıklı donörden EDTA’lı tüp içine alınan kan, 50 mL konik tüp içine toplandı. 

EDTA’lı tüpler eritrosit lizis tamponu ile yıkanarak 50mL tüp üzerine eklendi. Konik 

tüp kan hacminin 10 katı kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanıp 15 dakika, oda 

sıcaklığında ve karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  

 

İnkübasyon sonrası 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj yapıldı. Santrifüjden sonra 

sıvı faz uzaklaştırılıp hücreler 10mL 1X PBS ile çözüldü. Hücre süspansiyonundan 20 

μL örnek alınarak 5 μL tripan mavisi ile karıştırılıp sayım yapıldı. Bu sırada hücrelerin 

bulunduğu tüp ise 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj edildi. Elde edilen hücre 

miktarına göre hücreler uygun miktarda anti-CD3-APC/Cy7 ve anti-CD19-APC 

antikorlarıyla 15 dakika, karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilerek boyandı.  

 

İnkübasyon sonunda her bir tüpe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 oC’ta 

santrifüj edildi. Sıvı fazlar uzaklaştırıldı ve 500 μL FACS tamponu içinde çözülen 

örneklerin üzerine tüp başına 10 μL DAPI eklendi. Buz içerisinde taşınan örneklerden 

BD Influx Cell Sorting cihazı ile CD19+ hücreler ve CD3+ hücreler, içerisinde 1 mL 

100% FBS bulunan 50 mL konik tüpler içine ayrıştırıldı. 

 

Hücre ayrıştırması sonucunda elde edilen saf CD19+ B lenfositleri 1600 rpm, 5dk 

22oC’de santrifüj edildikten sonra complete RPMI-1640 besiyeri ile süspanse edildi ve 

Şekil 5.6.2 ile gösterilen düzende 24-kuyucuklu plakalara ekim yapıldı. Ø işaretli 

kuyucuklar uyarılmamış kontrol olarak kullanılırken BCR+sCD40L işaretli 

kuyucuklara 10µg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR)’a ek olarak 1µg/mL 

sCD40L eklendi, BCR+sCD40L+U0126 işaretli kuyucuklara 10µg/mL anti-Human 

[IgG + IgM] (anti-BCR)’a ek olarak 1µg/mL sCD40L ve son konsantrasyonu 10µM 

olacak şekilde U0126 selektif MEK1/2 inhibitörü eklendi. 
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Şekil 5.6.2 MEK-ERK inhibisyon deneyleri için 24-kuyucuklu plaka organizasyonu. 

 

24 saat sonunda ilgili kuyucuklardaki hücreler homojenize edilerek toplandı ve 10 mL 

1X PBS ile seyreltilerek 1600 rpm, 5dk 22oC’de santrifüj edilerek yıkandı. Hücreler 

daha sonra 200 µL 1X PBS ile çözülerek eşit miktarda iki ayrı FACS tüpüne pay edildi. 

Tablo 5.2’de belirtilen antikorlar ile tüplerden biri izotip boyama için kullanılırken 

diğeri antikor boyama için kullanıldı. BD Influx Cell Sorting cihazıyla analizler 

gerçekleştirildi. 

 

5.6.3 Eşkültür deneyleri 

 

Sağlıklı donörden EDTA’lı tüp içine alınan kan, 50 mL konik tüp içine toplandı. 

EDTA’lı tüpler eritrosit lizis tamponu ile yıkanarak 50mL tüp üzerine eklendi. Konik 
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tüp kan hacminin 10 katı kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanıp 15 dakika, oda 

sıcaklığında ve karanlıkta inkübasyona bırakıldı.  

 

İnkübasyon sonrası 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj yapıldı. Santrifüjden sonra 

sıvı faz uzaklaştırılıp hücreler 10mL 1X PBS ile çözüldü. Hücre süspansiyonundan 20 

μL örnek alınarak 5 μL tripan mavisi ile karıştırılıp sayım yapıldı. Bu sırada hücrelerin 

bulunduğu tüp ise 1600 rpm, 10 dakika 22 oC’ta santrifüj edildi. Elde edilen hücre 

miktarına göre hücreler uygun miktarda anti-CD3-APC/Cy7 ve anti-CD19-APC 

antikorlarıyla 15 dakika, karanlıkta ve oda sıcaklığında inkübe edilerek boyandı.  

 

İnkübasyon sonunda her bir tüpe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 oC’ta 

santrifüj edildi. Sıvı fazlar uzaklaştırıldı ve 500 μL FACS tamponu içinde çözülen 

örneklerin üzerine tüp başına 10 μL DAPI eklendi. Buz içerisinde taşınan örneklerden 

BD Influx Cell Sorting cihazı ile CD19+ hücreler ve CD3+ hücreler, içerisinde 1 mL 

100% FBS bulunan 50 mL konik tüpler içine ayrıştırıldı. 

 

Hücre ayrıştırması sonucunda elde edilen saf CD19+ B lenfositleri 1600 rpm, 5dk 

22oC’de santrifüj edildikten sonra complete RPMI-1640 besiyeri ile süspanse edildi ve 

96-kuyucuklu plakalara ekildi. Bir grup hücre uyarılmazken diğer grup için 

kuyucuklara 10µg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR) eklenerek gece boyunca 

37oC inkübatörde aktivasyona bırakıldı.  

 

CD3+ T lenfositleri ise 1600 rpm, 5dk 22oC’de santrifüj edildikten sonra complete 

RPMI-1640 besiyeri ile süspanse edildi ve T25 flask içinde gece boyu 37oC 

inkübatörde kültür edildi. 

 

Takip eden günün sabahında ayrı bir 96-kuyucuklu plate kuyucukları, daha önce 

açıklandığı şekilde Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 antikoruyla kaplandı (96-

kuyucuklu plate için kuyucuk başına 200µL solüsyon kullanıldı).  
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Gece boyu hücre kültüründe bulunan T lenfositleri 1600 rpm, 5 dakika 20 oC’ta 

santrifüj edildi. Sıvı faz uzaklaştırıldı ve her 10.106 Ȼ hücre için 1 mL 5 µM CFSE 

solüsyonu hazırlandı (1 μL CFSE, 999 μL H2O ile karıştırılıp dilüe edildi). 

 

Hücre pelleti 20 dk oda sıcaklığında ve karanlıkta 1 mL CFSE-H2O ile boyanıp 

inkübasyon sonunda 5mL complete RPMI ile seyreltildi (başlangıçta kullanılan CFSE 

hacminin 5 katı complete medium). 

 

1600 rpm, 10 dk oda sıcaklığında santrifüj edildi. Santrifüj sonrası supernatant 

dökülüp önceden ısıtılmış 10 mL complete RPMI-1640 içinde pellet çözüldü. Asetat 

hidrolizi için en az 10 dk oda sıcaklığında beklettikten sonra deneye devam edildi. 

 

CD3+ T lenfositleri Şekil 5.6.3’te gösterildiği gibi her kuyucuğa sabit miktarda 

ekilirken CD19+ B lenfositleri değişen miktarlarda T lenfositleriyle aynı kuyucuğa 

ekilerek 7 günlük eşkültür deneyi başlatıldı. 7 gün sonunda hücreler kuyucuklardan 

toplanarak 2 mL 1X PBS ile seyreltildi ve 1600 rpm, 5dk 22oC’ta santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası supernatant uzaklaştırıldı ve örnek başına 3µL CD3-APC/Cy7 ve 3µL 

CD19-APC immünfloresan boyaları eklenerek 15dk, karanlıkta ve oda sıcaklığında 

inkübe edildi. İnkübasyon sonunda tüplere 2mL 1X PBS eklenerek seyreltildi ve 1600 

rpm, 5dk 22oC’ta santrifüj edildi. Santrifüj sonunda hücre pelletleri 500µL 1X PBS ile 

çözüldü ve BD Influx Cell Sorting cihazıyla analizler gerçekleştirildi. 

 



46 

 

 

Şekil 5.6.3 Eşkültür deneyleri için 96-kuyucuklu plaka organizasyonu.  
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6. BULGULAR 

 

6.1 Tümör infiltre B lenfositlerinde PD-L1 ifadesi diğer dokulara kıyasla daha 

yüksek bulunmaktadır 

 

Tümör infiltre B lenfositlerinin PD-L1 ve PD-1 aracılığıyla regülatör özellik 

gösterdiğini düşünmekteyiz. Bu nedenle tümör doku, sağlıklı distal akciğer doku, lenf 

nodu ve periferik kan kaynaklı B lenfositleri PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadeleri 

bakımından incelendi. Dokulardan elde edilen hücreler anti-CD3-APC/Cy7, anti-

CD19-APC, anti-CD28-FITC, anti-PD-1-PE/Cy7, anti-PD-L1-PE ve DAPI 

boyalarıyla boyandı (Bkz. Metodlar Floresanla Aktifleştirilmiş Hücre Ayrıştırılması 

(FACS)) ve akan hücre ölçer cihazında analiz edildiler. 

 

Akan hücre ölçer sonrası elde edilen verilerde izlenen kapılama stratejisi Şekil 6.1.1’de 

gösterilmiştir. Analizde hücreler SSC/FSC kriterlerine göre debrilerden ayrıştırılarak 

kapılandılar. Belirlenen grup FSC Area/FSC Width parametreleriyle tekrar analize tabi 

tutularak “singlet” hücreler belirlendi. Sonuçların sağlıklı analiz edilebilmesi ve yanlış 

pozitiflik olasılığını azaltmak için belirlenen “singlet” hücrelerde DAPI boyamasıyla 

ölü/canlı hücre ayırımı yapılıp, DAPI negatif hücreler kapılandı. En son olarak DAPI 

negatif canlı hücreler üzerinde fenotipik analizler gerçekleştirildi. Bu yöntem tüm 

dokulardan elde edilen hücrelerde gerçekleştirildi. 



48 

 

 

Şekil 6.1.1 Akan hücre ölçer verileri kapılama stratejisi. 

 

Şekil 6.1.1 de görüldüğü üzere hücreler CD19+ ve CD3+ olarak tespit edildi. Dört 

farklı dokudan elde edilen hücrelerde CD19+ B lenfositleri kapılanarak PD-1, PD-L1 

ve CD28 analizleri gerçekleştirildi. B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yönünden 

incelenmesiyle ilgili sonuçlar; Tümör infiltre (Şekil 6.1.2), distal akciğer doku (Şekil 

6.1.3), lenf nodu (Şekil 6.1.4) ve periferal kan (Şekil 6.1.5) ile birer örnek olarak 

sunulmuştur. 
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Şekil 6.1.2 Tümör infiltre B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yönünden incelenmesi. Solda izotip kontrol 

boyamaları; sağda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamaları. 
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Şekil 6.1.3 Distal akciğer doku B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yönünden incelenmesi. Solda izotip kontrol 

boyamaları; sağda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamaları. 
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Şekil 6.1.4 Lenf nodu B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yönünden incelenmesi. Solda izotip kontrol 

boyamaları; sağda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamaları. 
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Şekil 6.1.5 Periferal kan B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yönünden incelenmesi. Solda izotip kontrol 

boyamaları; sağda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamaları. 



53 

 

Sonuçlar B lenfositlerinde, her dört dokuda da PD-L1’in PD-1 ve CD28’e göre daha 

baskın bir ekspresyonu olduğunu göstermektedir (Şekil 6.1.6). Tümör infiltre B 

lenfositlerinin yaklaşık %22,1’i PD-L1 pozitif bulunurken, PD-1 %2,6 ve CD28 %2,3 

tespit edilmiştir (Şekil 6.1.6). Diğer dokularda (sağlıklı akciğer, lenf nodu ve periferal 

kan) B lenfositlerinde anlamlı bir PD-1 ve CD28 ekspresyonu gözlenememiştir. Hasta 

verilerinin analizleri sonucunda PD-L1 ifadesinin tümör infiltre B lenfositlerde; lenf 

nodu, distal sağlıklı akciğer doku ve PBMC kaynaklı B lenfositlerine göre daha fazla 

olduğu bulunmuştur (sırasıyla %22,1, %3,1, %5,4 ve %8,4; Şekil 6.1.6). Her üç 

molekülün ekspresyon düzeyleri hastalar arasında büyük bir varyasyon 

göstermektedir. Sağlıklı sonuçlar için daha fazla sayıda hasta analiz edilmelidir. 

Dokulara göre CD3+ T ve CD19+ B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadeleri 

karşılaştırılmıştır (Şekil 6.1.7 – Şekil 6.1.9). Tümör infiltre B ve T lenfositlerinde 

benzer düzeyde PD-L1 ekspresyonu bulunmuştur (sırasıyla %22,1 ile %21,5; Şekil 

6.1.7). Distal sağlıklı akciğer dokusu ile lenf nodunda T lenfositlerinde (%7,7 ve 

%20,1) PD-L1 ekspresyonu B lenfositlerinden (%3,1 ve %5,4) yüksek gözlendi (Şekil 

6.1.7). PD-1 ekspresyonu T lenfositlerinde tümör infiltre hücrelerde (%48,2) yüksek 

tespit edildi (Şekil 6.1.8). Diğer her üç dokuda, tümöre nispetle daha az olmakla, PD-

1+ T lenfositleri gözlenmiştir (distal sağlıklı akciğer doku %12,5, lenf nodu %9,4 ve 

periferal kan %5; Şekil 6.1.8). CD28 ekspresyonu her dört dokuda da B lenfositlerinde 

tespit edilememesine karşın, T lenfositlerinde yüksek oranda bulunmuştur (tümör 

%50,8, distal sağlıklı akciğer dokusu %37,5, lenf nodu %80,2 ve periferal kanda 

%57,8; Şekil 6.1.9). Sonuç olarak B lenfositleri her dört dokuda, PD-1 ve CD28 

moleküllerine kıyasla, baskın olarak PD-L1 eksprese etmektedirler. Bu ekspresyon 

özellikle tümör infiltre B hücrelerinde yüksek oranda bulunmaktadır. 
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 Şekil 6.1.6 CD19 kapısı altında bulunan hücrelerin koreseptör yüzdesi. Tm: Tümör, HT: Sağlıklı distal akciğer 

doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan. 

 

Şekil 6.1.7 CD19+ B lenfositleri ve CD3+ T lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin karşılaştırılması. Tm: Tümör, HT: 

Sağlıklı distal akciğer doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan. 
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Şekil 6.1.8 CD19+ B lenfositleri ve CD3+ T lenfositlerinde PD-1 ifadesinin karşılaştırılması. Tm: Tümör, HT: 

Sağlıklı distal akciğer doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan. 

 

 

 

Şekil 6.1.9 CD19+ B lenfositleri ve CD3+ T lenfositlerinde CD28 ifadesinin karşılaştırılması. Tm: Tümör, HT: 

Sağlıklı distal akciğer doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan. 
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6.2 PD-L1 ifadesi BCR/sCD40L uyarımı ile artmaktadır 

 

B lenfositlerinde, özellikle tümör infiltre hücrelerde, yüksek PD-L1 ekspresyonu tespit 

edilmesi üzerine bu ekspresyonu hangi uyarıların tetiklediği incelenmiştir. T 

lenfositlerinde T hücre reseptör uyarımı PD-L1 ekspresyonunu indüklediği için B 

hücrelerinde de benzer bir uyarımın (B hücre reseptörü -BCR) etkisi incelenmiştir. 

Sağlıklı donörlerden elde edilen periferik lökositler ile yapılan in vitro hücre kültürü 

deneylerinde, hücreler yalnızca anti-CD3, yalnızca anti-Human [IgG + IgM] (anti-

BCR) veya anti-BCR+sCD40L ile kombine uyarıldı. Negatif kontrol olarak 

uyarılmamış hücreler kullanıldı. Hücreler 72 saat boyunca kültüre edildiler.  

 

Aktive PBMC’lerde aktive edilmeyen PBMC’lere göre B lenfositlerinde (CD19+ 

kapı) PD-L1 ve PD-1 ifadelerinde artış gözlendi (Şekil 6.2.1.A ve B). Uyarılmış 

PBMC-B hücrelerinde CD28 ifadesinde anlamlı bir artış tespit edilemedi (Şekil 6.2.1. 

C). PBMC’lerin BCR ve BCR/sCD40L uyarımları sonucu ilk 12 saatten itibaren PD-

L1 ekspresyonu, B lenfositlerinde bazal seviyeye göre sırasıyla 12,3 ve 21,4 kat 

artmıştır (Şekil 6.2.1.A). PD-L1 ekspresyon artışları 24 saatten itibaren bir platoya 

ulaşmakta ve 72. saate doğru azalma göstermektedir (Şekil 6.2.1.A). BCR/sCD40L 

kombinasyonu tek başına BCR uyarımından daha güçlü bir ekspresyonu 

indüklemektedir (Şekil 6.2.1.A). İlginç olarak PBMC’lerin anti-CD3 ile uyarımı 

sonucu B lenfositlerinde PD-L1 ekspresyon artışı meydana geldiği gözlenmiştir (bazal 

seviyeye göre maksimal 9,7 kat -24 saat; Şekil 6.2.1A). Bu sonuç anti-CD3 uyarımı 

sonucu ortamda bulunan T lenfositlerinin B hücrelerinde sitokin veya yüzey 

molekülleri aracılığıyla PD-L1 ekspresyonunu indüklediğini düşündürtmektedir. BCR 

ve BCR/sCD40L uyarımları B hücrelerinde ilk 12 saatten itibaren, PD-L1’e göre 

nispeten daha az olmakla beraber, PD-1 ekspresyonunu arttırmaktadır (bazal seviyeye 

göre sırasıyla 8,8 ve 7,5 kat artış, Şekil 6.2.1.B). Bu artış 72 saat boyunca bir plato 

oluşturmaktadır (Şekil 6.2.1.B). Anti-CD3 uyarımı B hücrelerinde PD-1 

ekspresyonuna etki etmemektedir (Şekil 6.2.1.B). B hücrelerinin BCR ve 

BCR/sCD40L uyarımları CD28 ekspresyonuna anlamlı bir etkisi gözlenmemiştir, 

sadece ilk 12 saatte ufak bir artış tespit edilmiştir (sırasıyla 2,3 ve 4,0 kat, Şekil 

6.2.1.C). 
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T lenfositlerinde (CD3+ kapı) anti-CD3 uyarımı sonucu PD-L1 ifadesinde 12 saatten 

itibaren sürekli artan bir ekspresyon gözlendi (Şekil 6.2.2.A). Uyarılmış PBMC-T 

lenfositlerinde PD-1 ekspresyonunda 72. saatte bir artış tespit edildi (Şekil 6.2.2.B). 

CD28 ifadesinde anlamlı bir artış tespit edilemedi (Şekil 6.2.2.C). Ancak PD-L1 ve 

PD-1’in tersine bazal seviyede bile CD3+ T lenfositlerinin yaklaşık %80 ila 90 

arasında bir yüzdesi CD28 ekspresyonu bulunmaktaydı (gösterilmeyen data). Bu 

nedenle CD28 ekspresyonu açısından anti-CD3 uyarımı ile bazal seviye arasında bir 

fark görülmedi. PBMC’lerin BCR ve BCR/sCD40L ile uyarımları T hücrelerinde 

anlamlı bir PD-L1 ve PD-1 ekspresyon artışına neden olmadı (Şekil 6.2.2.A ve B).  
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Şekil 6.2.1 Uyarılmış PBMC’lerde CD19+ B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadesi. Sonuçlar bazal seviyeye 

göre fold increase olarak gösterilmiştir. 
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Şekil 6.2.2 Uyarılmış PBMC’lerde CD3+ T lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadesi. Sonuçlar bazal seviyeye 

göre fold increase olarak gösterilmiştir 
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6.3 PD-L1 ifadesi BCR-MEK1/2 yolağı üzerinden gerçekleştirilir 

 

Deneysel sonuçlarımız PD-L1 ekspresyonunun B hücrelerinin B hücre reseptörü 

(BCR) ile uyarımı sonucu meydana geldiğini, CD40L’ın bu uyarımı arttırdığını 

göstermiştir. B hücre reseptörünün PD-L1 artışına hangi sinyalizasyon yolağını 

kullandığını arıştırmak için sağlıklı bireylerden elde edilen PBMC’lerden B hücreleri 

Influx BD cell sorting yöntemiyle saflaştırıldı. Literatürde T hücrelerinde 

gerçekleştirilen deneysel çalışmalarda MEK1/2 yolağının PD-L1 ekspresyonunda 

etkili olduğu gösterilmiştir. MEK1/2 yolağı aynı zamanda BCR sinyal iletiminde de 

görev almaktadır.  

 

BCR uyarımı sonrası B lenfositlerindeki PD-L1 ifadesinin artışından sonra hücre içi 

sinyal yolağının tespit edilmesi için BCR-MEK1/2-ERK yolağı incelendi (127). 

Sağlıklı donörlerden elde edilen CD19+ B lenfositlerinden bir grup hücre 

BCR+sCD40L ile aktive edilirken diğer grup hücre aktivasyon öncesi selektif 

MEK1/2 inhibitörü U0126 ile muamele edilerek in vitro hücre kültürü yapıldı. 

 

24 saatlik hücre kültürü sonunda hücreler anti-PD-1-PE/Cy7, anti-PD-L1-PE, anti-

CD28-FITC ve anti-CD19-APC boyalarıyla boyanarak akım sitometri deneyleri 

yapıldı. İnhibitör varlığında ve yokluğunda PD-1, PD-L1 ve CD28 koreseptör ifadesi 

değişimleri Şekil 6.3.1 – Şekil 6.3.3 ile gösterilmiştir. 
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Şekil 6.3.1 Uyarılmamış CD19+ B lenfositlerde PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadesi. 

 

Şekil 6.3.2 MEK1/2 inhibitörü yokluğunda BCR+sCD40L ile uyarılmış CD19+ B lenfositlerde PD-1, PD-L1 ve 

CD28 ifadesi. 



62 

 

 

Şekil 6.3.3 MEK1/2 inhibitörü varlığında BCR+sCD40L ile uyarılmış CD19+ B lenfositlerde PD-1, PD-L1 ve 

CD28 ifadesi. 

 

Yapılan analiz sonucu MEK1/2 inhibitörünün PD-L1 ifadesini 2 kat azalttığı 

bulunmuştur (Şekil 6.3.4 ve Şekil 6.3.5).  

 

Şekil 6.3.4 MEK1/2 inhibitörünün BCR+sCD40L ile uyarılmış CD19+ B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve CD28 

ifadesine etkisi. 
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Şekil 6.3.5 MEK1/2 inhibitörü varlığında BCR+sCD40L ile uyarılmış CD19+ B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve 

CD28 ifadesinin birbirlerine oransal değişimi. 

 

6.4 Aktive B lenfositler, T lenfosit proliferasyonunu baskılamaktadır 

 

Aktive olan B lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin arttığı bulunduktan sonra B 

hücrelerinin düzenleyici etkilerinin anlaşılması için uyarılmış B hücrelerinin T hücre 

proliferasyonuna olan etkileri incelendi. Sağlıklı bireylerin periferal kanlarından cell 

sorting ile B ve T hücreleri saflaştırıldı. Proliferasyonun ölçümü için T hücreleri CFSE 

ile işaretlendiler. Saflaştırılan B hücreleri gece boyunca [IgG + IgM] ile uyarıldılar. 

Bu uyarımın akabinde aktive olmuş B hücreleri CFSE işaretli ve anti-CD3+IL-2 ile 

uyarılmış T hücreleriyle farklı oranlarda (4B:1T; 2B:1T; 1B:1T; 1B:2T) eşkültüre 

alındılar. Eşkültürün başlamasından bir hafta sonra ortamda B lenfositi olmadan aktive 

edilmiş (pozitif kontrol) ve edilmemiş (negatif kontrol) T hücrelerinde ki CFSE 

değişimi ölçüldü (Şekil 6.4.1.A). Şekil 6.4.1.A’da tek başına uyarılmış ve uyarılmamış 

T hücrelerinin CFSE değişimleri gösterilmiştir. Hücre bölünmesi arttıkça sitoplazmayı 

boyayan CFSE dilüe olmaktadır (Şekil 6.4.1). Tek başına uyarılmış T hücreleri CFSE 

boyanmasını kaybetmiş olup (Şekil 6.4.1.A), fold decrease analizleri için temel birim 

olarak kabul edilmiştir (Şekil 6.4.2). Buna mukabil şekil 6.4.1.A’da görüldüğü üzere 

uyarılmamış T hücreleri (negatif kontrol) CFSE pozitif kalmıştır. Farklı eşkültür 

deneylerinden örnek olabilecek bir çalışmanın sonuçları şekil 6.4.1.B’de histogram 

olarak gösterilmiştir. Aktive olmamış B hücrelerinin uyarılmış T hücreleriyle (4B:1T 

oranında) eş-kültürü sonucunda, T hücrelerinin proliferasyonu pozitif kontrole göre 
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yaklaşık 2 kat azaldığı gözlenmiştir (Şekil 6.4.2). Aynı B:T hücre oranına sahip 

(4B:1T) uyarılmış B hücreleriyle gerçekleştirilen deneylerde ise T hücre 

proliferasyonu yaklaşık 5 kat azalmıştır (Şekil 6.4.2). Eşkültürdeki uyarılmış B hücre 

oranı azaldıkça aktive olmuş T hücrelerindeki proliferasyon doğru orantılı olarak 

artmaktadır (Şekil 6.4.2). Sonuçlar proliferasyon inhibisyonunun ortamdaki mutlak 

hücre sayısından bağımsız olduğunu, ancak B hücrelerinin aktivasyon durumlarına 

bağlı olduğunu göstermektedir. Çünkü benzer oranda (4B:1T) uyarılmamış ile 

uyarılmış B hücrelerinin eşkültürleri karşılaştırıldığında uyarılmış B hücreleri T hücre 

proliferasyonunu inhibe etmektedir. Ortamda aktive olmuş B hücre oranı T hücrelerine 

kıyasla azalmasıyla proliferasyon inhibisyonu anlamlı olarak azalmaktadır (Şekil 

6.4.2). Uyarılmış B hücrelerinin inhibitör etkisinde PD-L1/PD-1 ilişkisinin rolünü 

anlamak için eşkültür deneyleri nötralizan/inhibitör anti-PD-L1 antikorları veya 

siRNA tekniğiyle tekrarlanması planlanmaktadır. Ayrıca söz konusu proliferasyon 

inhibisyonu hücre-hücre kontağı haricinde (veya her ikisi birlikte) çözünmüş 

moleküller (IL-10, IL-35) aracılığıyla mı gerçekleştirildiğini anlamak için B ve T 

hücreleri yarı geçirgen bir membran ile ayrılmış olarak eşkültür deneyleri 

gerçekleştirilecektir. 

 

 

Şekil 6.4.1 Aktive B lenfositlerinin aktive T lenfositleri üzerine popülasyon bağımlı inhibitör etkisi. 
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Şekil 6.4.2 Aktive B lenfositlerinin T lenfositler üzerindeki inhibitör etkisinin oransal değişimi 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

B lenfositlerin antikor sentezi dışında sitokin üretimi (73,79–83) ve regülatör 

özelliklerinin (6,101) olduğu son zamanlarda yapılan çalışmalarda keşfedilmiştir. 

Kronik inflamasyon sonucu artan inflamatuvar yanıtın durdurulması için ortaya çıkan 

Breg hücrelerin sadece otoimmün (115) ve persistan enfeksiyon (105) tablolarında 

değil kanserde (128) de etkili olduğuna dair yapılan yayınlar bulunmaktadır. PD-1/PD-

L1 yolağının keşfi (129) ve bu konuda yapılan analitik çalışmalar (49) sonrası 

immünoterapi çalışmaları gündemde kendine önemli bir yer bulmuştur. 

Pembrolizumab (130) ve atezolizumab (131) gibi immün kontrol noktası 

inhibitörlerinin yüksek başarı göstermesi ve FDA tarafından onaylanması ise bu 

konuda yapılan çalışmaları daha da teşvik edici hale getirmiştir.   

 

PD-L1 ifadesi %50 ve üzerinde olan tümörlerde, pembrolizumab tedavisinin platin 

tabanlı kemoterapiye kıyasla çok daha yüksek sağkalım sağladığı bulunmuştur (130). 

PD-L1 blokajının kanıtlanmış etkisinden hareketle çalışmamızda, tümör hücrelerinden 

ziyade tümör infiltre B lenfositlerindeki PD-L1 ifadesinin immün baskılayıcı rolünün 

olup olmadığı araştırıldı ve TIL CD19+ B lenfositlerde PD-L1 ifadesinin yüksek 

olduğu gösterildi (Şekil 6.1.6 ve Şekil 6.1.7).  

 

Literatürde PD-L1 ifadesinin yüksek olması tümör lehine bir durum olarak kabul 

edilmektedir (132). PD-1 reseptörünün, ligandı olan PD-L1 ile etkileşmesi sonucu 

efektör CD8+ T lenfositleri exhaustion denilen bir evreye girer; buna bağlı olarak 

sitotoksik yetenekleri azalır, inhibitör yüzey moleküllerinin sentezleri yavaşlar ve 

proliferatif yeteneklerini kaybetmeye başlarlar (133). Tümör mikroçevresinde CD8+ 

T lenfositlerinin kronik olarak cognate antijenlerine maruz kalmasının PD-1 ifadesini 

artırdığı bilinmektedir (133). PD-L1+ lenfositlerin ortama göç etmesiyle CD8+ 

lenfositlerin efektör yetenekleri baskılanmaktadır. Bir diğer yandan ise tümör infiltre 

CD8+ T lenfositlerinde zamana bağlı PD-1 artışı göz önüne alındığında, işlev 

görmeyen/anerjik hücrelerin ortadan kaldırılması adına PD-L1+ B hücrelerinin ortama 

göçü tetikleniyor olabilir.  
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Fizyolojik açıdan TLS organizasyonunun kanser üzerine etkisine bakıldığında bu 

etkilerin, genel olarak prognostik açıdan iyi olarak yorumlanmaktadır (98,99,125,134) 

fakat T2-MZP gibi Breg fenotipi gösteren hücrelerin drene lenf nodunda birikmesi 

(135) gibi bazı durumlarda tam tersi olarak da bildirilmektedir (134). Diğer yandan 

Tfh hücrelerinin PD-1+ oldukları ve naïve B hücrelerini aktive ederek Breg 

farklılaşmasına indükleri bilinmektedir (119). Bununla birlikte, PD-L1 ifadesi yüksek 

olan tümörlerde PD-1+ cTfh infiltrasyonunun yüksek olduğu bulunmuştur (119). 

Bütün bu bilgiler ışığında TLS yapısının anti tümöral yapıdan protümörijenik yapıya 

evrilmesinde PD-L1+ B lenfositlerinin varlığı rol oynuyor olabilir. PD-L1+ B 

lenfositlerinin IFN sinyaline bağlı bir inhibitör etkisi de olabilir. IFN 

sinyalizasyonunun PD-L1 sentezini uyardığı (127) ve uzun süreli IFN sinyali sonrası 

Tfh fonksiyon kaybı yaşadığı bilinmektedir (47). PD-L1+ B lenfositlerinin IFN 

sinyaline bağlı olarak kronik enfeksiyonlarda ortaya çıkması, Tfh supresyonunun 

sebebi olabilir. 

 

Örnek havuzunun geniş olmaması ve biyopsi miktarının küçük olması gibi sorunlardan 

dolayı sonuçlarımızda standart sapma ve varyasyon yüksek çıkmakta fakat çalışmanın 

devamında daha yüksek hasta sayısı ve daha büyük biyopsi örneğiyle standart sapma 

ve değişkenliğin önüne geçilmesi hedeflenmektedir. 

 

TIL CD19+ B lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin yüksek olduğunu bulduktan sonra PD-

L1 ifadesinin BCR uyarımıyla bağlantısı araştırıldı. BCR ve koreseptör CD40 

eşuyarımının B hücrelerinde PD-L1 ifadesini artırdığı gösterildi (Şekil 6.2.1) (136). T 

lenfositlerinde gerçekleştirilen çalışmalarda MEK1/2 moleküllerinin PD-L1 

ekspresyonunda rol oynadığı gösterilmiştir. Literatürde MEK1/2 sinyalizasyon 

moleküllerinin B hücre reseptör sinyalizasyon yolağında da etkili oldukları 

gösterilmiştir. Bu nedenle BCR uyarımıyla meydana gelen PD-L1 ekspresyon 

artışında hücre içi sinyal yolağının belirlenmesi için MEK1/2 inhibisyonu ile PD-L1 

ifadesi arasındaki ilişki araştırıldı. İnhibitör varlığında BCR-aracılı PD-L1 ifade 

artışının azaldığı bulundu (Şekil 6.3.4 ve Şekil 6.3.5). Literatüre bakıldığında PD-L1 

sinyalizasyonun STAT1, PI3K/AKT/mTOR veya MyD88/TRAF6 üzerinden de 

gerçekleştiğine dair bulgular yayınlanmıştır (127,137). Elde ettiğimiz bulgularda PD-
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L1 ifadesinin tamamen inhibe edilememesinin sebebi, sinyal iletiminde görevli tek 

yolağın MEK-ERK yolağı olmaması olabilir. 

 

BCR ile aktive edilen B hücrelerinin PD-L1 ifadesinin yükseldiği kanıtlandıktan sonra 

PD-L1+ B hücrelerinin T lenfositler üzerine immün baskılayıcı etkilerinin olup 

olmadığı araştırıldı. αCD3 ve IL2 ile kombine uyarılan T lenfositler, değişen sayıda 

olmak üzere aktive B lenfositleriyle eşkültüre edildi. B lenfosit sayısıyla doğru orantılı 

olarak T lenfositlerin inhibe edildiği görüldü. Gerçekleştirilen deneyler T 

proliferasyon inhibisyonun PD-1/PD-L1 etkileşiminden mi yoksa IL10 ya da IL35 gibi 

inhibitör bir sitokin yüzünden mi olduğunu göstermemektedir. Gelecek 

çalışmalarımızda bu inhibitör etkinin sitokinler üzerinden mi, hücre-hücre etkileşimi 

üzerinden mi yoksa kombine bir şekilde mi olduğu araştırılacaktır.  
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