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1. OZET

KUCUK HUCRELiI DISI AKCiGER KANSERINDE REGULATOR B
HUCRELERININ TANIMLANMASI VE ANTI-TUMORAL HUCRESEL
CEVABA  ETKILERININ MOLEKULER  MEKANIZMALARININ
INCELENMESI

Kigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olgularinda tiimor infiltre B
lenfositlerinin  (TIL) PD-L1 ifadesinin regiilator &zelliklerinin arastirilmasi
amaglanmistir. TNM evrelendirilmesine bagli olarak Tlc veT4 arasinda degisen
KHDAK olgularinda Tiimér infiltre Lenfositlerin PD-L1 ekspresyonu akim
sitometrisiyle analiz edilmis olup, B hiicre reseptorii sinyalizasyonunun ve
downstream MEK-ERK yolaginin PD-L1 ifadesine etkisi arastirilmistir. Son olarak B
lenfositlerinin T hiicreleri lizerinde inhibitdr etkisi olup olmadigina bakilmistir. TIL-
B lenfositlerinin PD-L1 ifadesinin, diger dokulara kiyasla daha yiiksek oldugu ve PD-
L1 sinyalizasyonunun BCR-MEK-ERK yolagi tizerinden gegtigi bulunmustur. BCR
aktivasyonuyla B lenfositlerinin, T lenfosit proliferasyonunu baskiladigi

gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Iimmiinregiilasyon, Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri, PD-L1,

regiilator B lenfosit, Tlimor immiinolojisi.

Bu ¢cahsma, TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Proje No: 117S046.



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.



3. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, diinyada yillik 1,8 milyon yeni vaka ve 1,6 milyon 6liim vakasi ile
kanser istatistiklerinde ilk siralarda yer almaktadir (1). Ulkemizde de erkeklerde en sik
goriilen kanser olup, 6liim oranlarinda da erkeklerde ve kadinlarda ilk sirada yer
almaktadir (2). Akciger kanseri, kii¢iikk hiicreli (KHAK) ve kiigiik hiicreli disi
(KHDAK) olmak {iizere biyolojik 6zellikleri, klinik seyirleri ve tedavi yaklagimlar
acisindan birbirinden farkliliklar gosteren iki gruba ayrilmaktadir (2). Akciger
kanserlerinin yaklasik %85’ini olusturan KHDAK (Tiirkiye’de %80,3), bugiine kadar
gelistirilmis etkin bir tarama ve tani testinin olmayisindan dolay1 genel olarak ileri
evrelerde (evre IIIb/IV) tanis1 konulan ve dolayisiyla etkin bir sekilde tedavi
edilemeyen koétii prognozlu bir hastaliktir (2,3). Bu hastalar i¢in cerrahi, kemoterapi
ve radyoterapi dahil olmak iizere konvansiyonel tedavi segeneklerinin terapotik

etkileri sinirlt olmaktadir.

Kanserin ilerlemesiyle tiimoral yapida immiin yamiti baskilayan bir mikrogevre
olugsmaktadir. S6z konusu mikrogevrelerde bulunan faktorler (sitokinler, hipoksik
ortamda ¢ikan molekiiller, apoptotik hiicre artiklari, vs) immiinbaskilayici etkileri olan
regiilator T hiicrelerinin (Treg), immatiir dendritik hiicrelerinin, timdr-assosiye
makrofajlarin  (tumor-associated macrophages-TAM) ve miyeloid kaynakl
baskilayici hiicrelerinin (myeloid-derived suppressor cells-MDSC) farklilagsmasini ve
birikimini saglamaktadir (4). Benzer sekilde s6z konusu tiimor mikrogevresinin
etkisiyle B hiicrelerinin regiilator 6zellikler kazanabilecek sekilde etkilenebilecegini
ve bunun sonucunda kendilerinin de immiin baskilayici bir islevlerinin olabilecegi
diistiniilebilir. Immiin sistemin en énemli parcalarindan olan B hiicrelerinin gesitli
immiin kontrol noktasi ligand ve reseptdr molekiilleri iirettigi ve T lenfositlerini

etkiledikleri gosterilmistir (5,6).

Akciger kanserleri yeni immiin-temelli tedavilerin gelistirildigi 6nemli kanser
tirlerindendir (7-9). Akciger kanserlerinde bir¢ok immiinoterapi stratejisi klinik
calismalarda denenmektedir. Immiin kontrol noktas: (checkpoint) inhibitdrleri,

terapotik as1 ve spesifik olmayan immiin uyaranlar ornek olarak verilebilir (7-9).



Immiin kontrol noktast inhibitorleri olarak PD-1, PD-L1 ve CTLA4 molekiillerini
inhibe eden veya antagonist etki gosteren antikorlar (nivolumab, pembrolizumab,
atezolizumab, durvalumab, avelumab, tremelimumab ve ipilimumab) kullanima girmis
olup ve en ¢ok umut vadedenleridir (9). Bu tedavi stratejisinde amag anti-tiimoral
immiin yanitta “frenleri” kaldirip, immiin yanitin tiimdre karsi etkisini arttirmaktir.
S6z konusu tedaviler anti-timdral T hiicre aktivasyonunun artmasini saglamaktadir
(7-9). S6z konusu mevcut hedefli tedavilerin etkin kullanimi ve yeni terapotik
molekiillerin bulunmasi anti-tliméral immiin yanitin mekanizmalarinin iyi bilinmesini

gerekli kilmaktadir.

Bu dogrultuda yapilan ¢calismamizin amaci, tiimor mikrogevresine bagl olarak tiimor
infiltre B hiicrelerinin inhibitér yiizey molekiillerinden biri olan PD-L1 ifade ettigi ve

bu ifadenin immiinosupresif yonde olacagini gostermektir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Akciger Kanseri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ne baglh bir kurum olan International Agency for
Research on Cancer (IARC)’in son yayinladigi rapora gore 2012 yilinda morbiditesi
ve mortalitesi en yiiksek olan kanser tiirii akciger kanseridir (1). Erkekler ve kadinlar
igin veriler kombine edildiginde akciger kanseri hem yakalanma sikliginda hem de

kansere bagli 6liim sebeplerinde birinci siradadir.

Akciger kanseri tipik olarak geg evrelerde teshis edilir ve bu gecikme nedeniyle 5 yillik
sagkalim oraninin ¢ok diisiik oldugu tahmin edilmektedir. 5 yillik prevalans oranlarina
bakildiginda ise meme kanseri %19,2 oraniyla birinci siradayken akciger kanseri ise
%b5,8 hayatta kalan bireyi ile mortalite degerine kiyasla ¢ok diisiik bir prevalansa
sahiptir (1).

4.2 Epidemiyoloji ve Etiyoloji
4.2.1 Epidemiyoloji

Akciger kanseri, IARC’nin 2014 raporuna goére 1,8 milyondan fazla insidans (tim
kanser insidansinin %13’i) ve yaklasik 1,6 milyon 6liim oraniyla (kansere bagl tiim
Oliimlerin %20’si) diinyada birinci sirada yer almaktadir. 87 lilkede erkeklerde, 26
tilkede ise kadinlarda kanser Oliimiiniin onde gelen nedeni olan akciger kanseri
gelismis tlilkelerde 80 kata kadar daha fazla goriilmektedir. Kuzey Amerika, Avrupa
ve Dogu Asya; akciger kanseri insidansinin en yiliksek oldugu bolgeler arasinda
olmasma karsin, Afrika kitasinin biiyiik bir ¢ogunlugu nispeten diisiik olma

egilimindedir.

Ulkemizde ise akciger kanseri, en baskin kanser tiirlerinden biridir (erkekler icin
%52,5, kadinlar i¢in %8,7) (2). En sik goriilen 10 kanser tiiriine ait istatistikler Sekil
4.2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2.1 2014 yilinda Tiirkiye'de en sik goriilen ilk 6 kanser tiirii (T.C. Saglik Bakanligi, “Tiirkiye
Kanser Istatistikleri” raporundan adapte edilmistir) (2).

4.2.2 Etiyoloji

Sigara ve tiitlin kullanim1 Akciger kanserinin en sik goriilme sebepleri basinda
gelmekte iken radon, asbest, hava kirliligi gibi baz1 6zel sebepler ise iilkeden iilkeye

degismektedir.

4.2.2.1 Cevresel ve mesleki risk faktorleri

Sigara haricinde akciger kanserine sebep olabilecek ¢evresel etmenlerin baginda sigara
dumanindan pasif etkilenim (pasif i¢icilik) gelmektedir. Pasif i¢icilerin aldig1 duman,

dogrudan alinan dumana kiyasla 100 kat daha fazla karsinojen i¢ermektedir (10).

Mesleki risk faktorlerinden olan silika (6zellikle yeraltinda calisan isgilerde ve
seramik-cam endiistrisinde (11,12)), arsenik (pestisit {ireticileri, maden isletmecileri
gibi meslekler (11,12)), agir metaller (nikel, berilyum, kadmiyum gibi) de kansere
sebep olan etkenlerdendir. Cevre, 6zellikle hava kirliliginin ise akciger kanserine
sebep oldugu bildirilen bir diger etkendir (13). Asbest ve radon, en biiylik ¢evresel
etkenlerdendir (10,12).



Aile ya da ge¢mis Oykiisiinde akciger kanseri olan bireylerde akciger kanseri gelisme
riski olmayan bireylere gore 2 kat daha fazladir. Birinci derece akrabalarinda sigara

Oykiisii olan kisilerde bu oran 2.7 kata ¢ikmaktadir (12).

4.3 Smiflandirma

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2015 yilinda yaynladig1 “Akciger, plevra, timiis ve kalp
tiimorlerinin siniflandirilmasi” ¢aligmasina gore akciger tlimorleri; epitelyal timorler,
mezenkimal tiimorler, lenfohistiyositik tiimorler ve ektopik kokenli tiimorler olmak
tizere temel olarak 4 ana baslik altinda siniflandirilmastir (14). Tablo 4.1 epitelyal

akciger timorlerinin WHO smiflandirmasini gostermektedir.

Tablo 4.1 WHO akciger tiimorlerinin siniflandirilmast (epitelyal tiimorler) (14,15)

Adenokarsinom Skuamoz hiicreli karsinom
Lepidik adenokarsinom Keratinize skuamoz hiicreli karsinom
Asinar adenokarsinom Keratinize-olmayan skuaméz hiicreli
karsinom

Papiller adenokarsinom

) ) ) Bazaloid skuamdz hiicreli karsinom
Mikropapiller adenokarsinom

) ) Preinvazif lezyonlar
Solid adenokarsinom

Skuamoz hiicreli karsinoma in

Invazif miisin6z adenokarsinom situ

Karigik invazif miisinéz ve
miisin6z-olmayan

Noroendokrin tiimorler

adenokarsinom Kigiik hiicreli karsinom
Kolloid adenokarsinom Kombine kiigiik hiicreli
karsinom

Fetal adenokarsinom

] ] Biiytik hiicreli noroendokrin karsinom
Enterik adenokarsinom

Kombine biiyiik hiicreli

Minimal invazif adenokarsinom néroendokrin karsinom

Miisingz-olmayan Karsinoid timorler

Miisinéz Tipik karsinoid




Preinvazif lezyonlar
Atipik adenomatdz hiperplazi
Adenokarsinoma in situ
Miisin6z-olmayan
Miisindz
Biiyiik hiicreli karsinom
Adenoskuaméz karsinom
Pleomorfik karsinom
Igsi hiicreli (spindle cell) karsinom
Dev hiicreli karsinom
Karsinosarkom
Pulmoner blastom
Diger ve siniflandirilmamig karsinomlar
Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
NUT karsinom
Thikdirtik bezi tipi tiimorleri
Mukoepidermoid karsinom
Adenoid kistik karsinom
Epitelyal-miyoepitelyal karsinom

Pleomorfik adenom

Atipik karsinoid
Preinvazif lezyonlar

Yaygin idiyopatik pulmoner
noroendokrin hiicreli hiperplazi

Papillomalar
Skuamdz hiicreli papilloma
Ekzofitik
Ice donmiis (inverted)
Glandiiler papilloma

Karisik skuamoz hiicreli ve
glandiiler papilloma

Adenomlar
Sklerozan pnémositoma
Alveoler adenom
Papiller adenom
Miisinoz kistadenom

Mukoza bezi adenomu

En yaygin akciger kanseri tiirlerinden olan adenokarsinomlar ve skuamoz hiicreli

karsinomlar, genel olarak “Kiiciik Hiicrelh Dis1 Akciger Kanseri” olarak

smiflandirilmaktadir.

2015 oncesinde siniflandirmalar bolgesel ve cemiyetlerle sinirli iken Diinya Saglik
Orgiitii simiflandirmasi, yeni tanimlanan molekiiler profillere ve akciger kanserinde
hedeflenebilir genetik degisikliklere dayanarak biitiin siniflandirmalar kiiresel tek cati

altinda birlestirdi ve giincelledi. Ozellikle adenokarsinom i¢in 2011 yilinda yayinlanan



“International Association for the Study of Lung Cancer, American Thoracic Society,
and European Respiratory Society classification (16)” siniflandirmasi ¢ok fazla
degisiklik yapilmadan kabul edilmis olsa da; diger tiirlerde ihtiya¢ olan siiflandirma

karmasasi bu kilavuz ile giderilmistir (17).

4.4  Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanseri kendi icinde Adenokarsinom (LUAD), Skuamoz
hiicreli karsinom (LUSC) ve biiyiik hiicreli akciger kanseri olmak {izere alt gruplara

ayrilmaktadir (18).

Tiim akciger kanseri vakalar1 goz oniine alindiginda KHDAK, vakalarin yaklasik
%90’m1 olusturmaktadir (19). Bu oran, kendi i¢inde %50 adenokarsinom, %40
skuamoz hiicreli karsinom, geri kalan %10 ise pleiomorfik karsinom, biiyiik hiicreli
akciger kanseri veya nadir hiicreli (rare cell) akciger kanseri olarak dagilmaktadir (19).
KHAK ile karsilastirildiginda KHDAK, daha yavas ilerleyen ve daha az metastaz
yapan (20) fakat tedaviye daha az yanit veren (21) bir kanser tiiriidiir. Buna bagli olarak
KHDAK, erken evrede tespit edilmesi zor olan ve giinlimiizde hastalar i¢in cerrahi,
kemoterapi ve radyoterapi dahil olmak iizere konvansiyonel tedavi segeneklerinin

terapdtik etkilerinin sinirl oldugu bir kanser tirtidiir.

441 Tam

Akciger kanseri olgularinin ¢ogu metastaz yapmadan once belirti gostermemektedir,
fakat diisiik oranda bir popiilasyonda metastaz oncesi belirtiler de goriilebilmektedir.
Olgularin biiyiik kism1 yerel metastatik yayilim gosterdigi icin belirti ve semptomlar

da akciger ile ilgili beklenmektedir.

Klinik ve radyolojik tan1 yontemleri ise ne yazik ki akciger kanseri tanisinda tek basina
yeterli degildir. Konvansiyonel sputum sitolojisi ve akciger grafisi gibi teknikler
birincil yontemlerdir. Akcigerdeki ¢ogu kitle, posteroanterior ve lateral grafide beyaz-
gri kitle olarak goriinse de akciger grafisi, kanser ile diger durumlari birbirinden

ayiracak duyarlilikta degildir (11,22).



Ikincil ~goriintiileme teknigi olarak genellikle bilgisayarli tomografi (BT)
kullanilmaktadir. BT ile akciger grafisine gore ¢ok daha yiiksek ¢oziiniirliklii
goriintiiler elde edilir ve timor ¢api, tutulum yaptigi bolge (mediastinum, Kalp,
damarlar, gogiis duvart vb) agikga ayirt edilebilir. Tutulum yaptig1 bolgeye bagh
olarak cerrahi miidahale sans1 olup olmadig1 degerlendirilebilir (10,22,23).

BT ile kitle tespit edilmesi halinde PET/PET-BT goriintiilemesi ile metabolik aktif
timor hiicrelerinin yeri, hatta diger siipheli kitlelerin yeri (lenfadenopati, distal

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

Eger BT ile tiimor varligi santral bolgede tespit edilirse bronkoskopi; periferik bolgede
tespit edilirse Ince Igne Aspirasyon Biyopsisi (IIAB) gibi girisimsel yontemlerle tiimor
tanisi, operasyona uygunlugu, patolojik 6rnekleme gibi amagclarla biyopsi alinmasi
gerekebilir. Bu yontemlere alternatif olarak, tiimoriin yerine ve durumuna goére
mediastinoskopi, torakotomi, video-yardimli mediastinoskopik lenfadenektomi
(VAMLA) gibi girisimsel yontemler de kullanilmaktadir (11,23).

4.4.2 TNM Smiflandirmasi

Giliniimiizde; tan1 ve segilecek tedavi yaklasimi, kanseri temel olarak 4 farkli evreye
bolen TNM sistemine dayanir. TNM sistemine gore primer tiimor (T), bolgesel lenf
nodu (N) ve uzak metastaz (M) skorlarina gore temellendirilmektedir (24) (Tablo 4.2-
Tablo 4.4).

T degeri; timor lokasyonu, tiimdr biyilikliigl, etkilenen yapilar ya da tiimor
biiyiimesinin etkileri gibi kriterlerce degerlendirilerek kendi iginde 7 farkli kategoriye
ayrilmustir (Tx, TO, Tis, T1, T2, T3, T4). T1 ve T2 kategorileri ise kendi i¢lerinde Tla
ve T1b, T2a ve T2b olmak {izere alt gruplara ayrilmistir (14) (Tablo 4.2).

N degeri, etkilenen lenf nodu yokluguna veya varligina, var ise lokasyonuna gore 5
farkli kategoriye ayrilmistir (NX, NO, N1, N2, N3) (14) (Tablo 4.3). M degeri ise
metastaz yokluguna veya varligina gore iki alt kategoriye ayrilmistir (MO ve M1) (14)
(Tablo 4.4).
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TNM smiflandirmasi; kiiclik hiicreli akciger kanserine, kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanserine ve bronkopulmoner karsinoidlere uygulanabilmektedir ve benzer TNM
smiflari, aym1 evrede gruplandirilmaktadir (14). Bununla birlikte, bireysel sonuglar

oldukga degiskendir (19).

Son 20 yildaki ¢aligmalar, timor dokusunun histolojik kompozisyonunun, aynit TNM
evresi i¢in bile hastalar arasinda farklilik gosterdigini bildirmektedir (25,26). Bu
nedenle, bireysel tiimorlerin  immiinolojik karakterizasyonu, TNM evreleme
sisteminden ayr1 fakat tamamlayici bir yontem olarak Onerilmektedir (27). Bu
ilerlemenin bir sonucu olarak, anti-PD-1, anti-PD-L1 gibi immiin kontrol noktasi

tedavileri ortaya ¢ikmaktadir (28—30).

4.4.3 Evrelendirme

Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi (IASLC)’nin sekizinci ve giincel
versiyonu olan “Akciger Kanseri TNM simiflandirmas1” raporunda belirtilen kriterler,
evrelendirme i¢in diinya capinda kabul gormektedir. Yapilan giincellemeler
dogrultusunda, bir oOnceki versiyon kilavuzun lenf nodu metastaz (N)
yonlendirmelerinin giinimiizde de gecerli oldugu fakat primer tiimor (T) ve metastaz

(M) yonlendirmelerinin giincellenmesi gerektigi anlagilmistir (31,32).
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Tablo 4.2 Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi, akciger kanseri i¢in T degeri siniflandirma

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

T-Primer timor

Tx Primer timdr degerlendirilemiyor veya malign hiicrelerin balgam ya da
bronsiyal yikama sivisinda gosterildigi ancak tiimoriin bronkoskopi veya
goriintiileme yontemleri ile saptanamadig1 durumlar

TO Primer tiimor kanit1 yoktur

Tis Karsinoma in situ
Ana brons tutulumu olmadan akciger veya viseral plevra ile cevrili, en
genis ¢apt < 3 cm, bronkoskopik olarak lob bronsundan daha
proksimalde invazyon bulgusu olmayan tiimoér (6rn. ana bronsta

T1 olmayan)!

T1a (mi) | Minimal invaziv adenokarsinom?

Tla Tiimériin en genis ¢ap1 < 1 cm?

Tlb Tiimoriin en genis ¢apt >1 cm, <2 cm

Tlc Tilimoriin en genis ¢ap1 >2 cm, < 3 cm
T{imoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <5 cm veya asagidaki 6zelliklerden en az
birine sahip olan timdr
* Karinay1 invaze etmeden, karinaya uzakligina bakilmaksizin ana
bronsu tutan tiimor

T2 * Viseral plevra invazyonu
* Atelektazi veya obstriiktif pnomoni ile asosiye ve hiler bolgeye uzanan
timor (atelektazi/pndmoni akcigerin bir boliimiinii veya tlimiinii
kapsayabilir)

T2a Tlimoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <4 cm
T2b T{imoriin en genis ¢cap1 >4 cm, <5 cm
Tlimoriin en genis ¢ap1 >5 cm, <7 cm
ya da primer tiimérle ayni lobda nodiil(ler) ile asosiye

T3 ya da Gogiis duvart (parietal plevra ve superior sulkus tiimorleri dahil),
frenik sinir, parietal perikardin en az birinin dogrudan invazyonu
Tilimoriin en genis ¢cap1 >7 cm veya asagidaki yapilardan birine invazyon;
* Diyafram, mediastinum, kalp, biiyiik damarlar, trakea, rekiirren

T4 laringeal sinir, 6zefagus, vertebra govdesi, karina

* Primer tiimorle ayn1 akcigerde fakat ipsilateral lobda nodiil(ler)

! Ana brongun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara sinirli invazyon gosteren herhangi bir

biiyiikliikteki nadir yiizeyel tiimor yayimi da T1a olarak siniflandirilir.

2 Soliter adenokarsinom (3 c¢cm’den daha biiyiik boyutta olmayan), daha baskin olarak
lepidik paternli ve herhangi bir odakta 5 mm’den daha biiyiik boyutta invazyona sahip
olmayan
3 Bu ozellikleri ile T2 timér; eger < 4 cm veya bilyiikliigii belirlenemiyor ise T2a; eger >4
cm fakat <5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.
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Tablo 4.3 Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi, akciger kanseri igin N degeri siniflandirma
tablosu, 8. versiyon (14,31,33).

N- Bolgesel lenf bezi tutulumu

Nx | Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor

NO | Bolgesel lenf bezi metastaz1 yok

N1 | Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve
intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon
N2 | Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 | Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral
skalen veya supraklavikuler lenf bezlerine metastaz

Tablo 4.4 Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi, akciger kanseri i¢in M degeri simiflandirma
tablosu, 8. versiyon (14,31,33).

M- Uzak metastaz

MO | Uzak metastaz yok

Uzak metastaz var
Mla Kontralateral lobda metastatik nodiil(ler), plevral veya perikardiyal
M1 metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon®
M1b Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz®
Milc Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

% Akciger kanseriyle birlikte olan gogu plevral (perikardiyal) efiizyonlar
timore bagli gelisir. Bazi hastalarda multipl mikroskopik incelemelerde
plevral (perikardiyal) sivi tiimor acisindan negatiftir ve sivi hemorajik ve
eksudatif degildir. Bu bulgular varsa ve klinik degerlendirme eflizyonun
tiimdrle ilgili olmadig1 yoniindeyse, efiizyon evreleme belirleyicisi olmaktan
¢ikarilmalidir.

% Bu durum bélgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazini kapsar.

Radyolojik bulgularla baslayan evrelendirme siireci, histopatolojik olarak
kesinlestirilmelidir. Ik evreleme olan klinik evreleme ile tedavi planlamasi yapilirken
patolojik evrelendirme ile kesin tani konulup tedavi nihai halini alir. 4.3.2 Tani
kesitinde bahsedildigi lizere invazif yontemlerle biyopsi sonrast kesin tani

konulmaktadir. Evrelendirme ¢esitleri Tablo 4.5’te gosterilmektedir.
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Tablo 4.5 Evrelendirme cesitleri (10,34).

CTNM Klinik -diagnostik evrelendirme. Radyolojik bulgular 1s18inda yapilan
ilk evrelendirmedir. Tedavinin ilk planlamasi ve baslangici bu adimda
gerceklestirilir.

STNM Cerrahi evrelendirme. Operasyon sirasinda cerrah tarafindan yapilan
evrelendirmedir.

pTNM Patolojik-postcerrahi evrelendirme. Biyopsi ve/veya operasyon
sirasinda aliman parga sonrasi histopatolojik boyama/incelemeler
sonrasi yapilan nihai evrelendirmedir.

rTNM Yeniden tedavi evrelendirmesi. Ek ya da ikincil bir tedavi gerektigi
zaman yeniden yapilan cTNM evrelendirmesidir.

aTNM Otopsi evrelendirmesi. Postmortem yapilan evrelendirmedir.

Son olarak elde edilen bilgiler 1s18inda, nihai evrelendirme 2016 yilinda Uluslararasi

Akciger Kanseri Caligma Birligi (IASLC)’nin sekizinci ve giincel versiyonu olan

“Akciger Kanseri TNM siniflandirmasi” raporunda belirtilen kriterler esliginde

yapilir. Tablo 4.6’da TNM siiflandirmasina gore yapilacak olan evrelendirmeler

gosterilmistir.
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Tablo 4.6 Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Birligi (IASLC) sekizinci versiyonuna, TNM
siniflandirmasina gore akciger kanseri evrelendirmesi (31).

Evre gruplar

Evre T N M
Gizli (occult) karsinom Tx NO MO
Evre 0 Tis NO MO
Timi NO
1Al a NO MO
Evre | A2 T1b NO MO
IA3 Tlc NO MO
IB T2a NO MO
A T2b NO MO
Evre 1l a8 b
1B T1b N1 MO
Tlc N1
T2a N1
Evre Il 1B T2b N1 MO
T3 NO
Tla N2
Tib N2
Tlc N2
T2a N2
A T2h N2 MO
T3 N1
T4 NO
T4 NO
Evre 11 Tla N3
T1b N3
Tilc N3
"B T2a N3 MO
T2b N3
T3 N2
T4 N2
T3 N3
I"nc T2 N3 MO
VA Herhangi bir T Herhangi bir N M1la
Evre IV Herhangi bir T Herhangi bir N M1b
IVB Herhangi bir T Herhangi bir N M1lc
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4.4.4 Mevcut tedavi

Akciger kanseri, 6zellikle KHDAK erken tanisi ¢ok zor; buna bagli olarak tedavisi de
gii¢ olan bir kanser tiiriidiir. Gliniimiiz teknikleriyle kesin etkili tek tedavi yaklagimi
cerrahi rezeksiyondur. Cerrahi karar1 hem hasta hem de mevcut kaynaklarin kullanimi
acisindan ¢ok iyi yonetilmesi gereken bir problemi beraberinde getirmektedir ve buna
bagl olarak simirlari uluslararasi kilavuzlarla kesin bir sekilde c¢izilmistir ve bu

kilavuzlar belirli periyotlarda giincellenmektedir.

Evre 0 olgularda tiimér doku heniiz hava yollarinin yiizeyindedir ve derin dokulara
invaze olmamis durumdadir. Bu durumda ek bir tedavi uygulamadan cerrahi tedavi
uygulamak kiir i¢in yeterli olacaktir. Wedge rezeksiyon veya segmentektomi gibi
kiigiik capli yaklasimlar, lobektomi gibi gorece biiyiik operasyonlara kiyasla yeterli
olacaktir. Cerrahi tedaviye alternatif olarak fotodinamik terapi, lazer terapi ya da
brakiterapi tercih edilebilir fakat kemoterapi/radyoterapi/immiinoterapiye ihtiyag
yoktur (10,35).

Evre I-1l olgularda birincil yaklagim cerrahi lobektomidir. Son yillarda sublobar
(wedge rezeksiyon ya da segmentektomi gibi) rezeksiyonun da yiiksek oranda
sagkalim sansi oldugu gosterilmistir. TINO olgularda cerrahi sonras1t %80 civari

sagkalim oranlari elde edilmistir (10-12,35).

Evre 1A lokal-ileri olgularda immiinoterapi diisiiniilmeye baglanmalidir. Standart
tedavi plant tiimoriin lokasyonuna, metastaz yaptigi lenf noduna ve hastanin
operasyonu tolere etme kapasitesine gore tanimlanir. Eger genel saglik durumu iyi ise
kemoterapi ile tedaviye baslanir ve genellikle radyoterapiyle kombine edilir
(kemoradyoterapi). Kemoradyoterapi sonrasi eger rezidii siiphesi var ise cerrahi tedavi
uygulanabilir. Bir diger yaklagim ise dnce cerrahi olarak timdr doku uzaklastirilmasi
ve kalan tiimor dokunun eliminasyonu i¢in kemoradyoterapi uygulanmasidir. Saglik
durumu elvermeyen hastalar i¢in pembrolizumab (anti-PD-1) gibi immiinoterapi
distintilebilir (10,11,35)

Evre 11IB olgularda ise tiimor genel olarak kontralateral lobdaki lenf nodlarina veya

bu loba yakin lenf nodlarina, boyundaki lenf nodlarina ya da toraks igerisindeki diger
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onemli yapilara (plevra gibi) metastaz yapmis durumdadir. Eger lenf nodu metastazi
yoksa (NO) cerrahi rezeksiyon onerilmekte, aksi takdirde cerrahi yaklasim yerine
kemoradyoterapi tercih edilmektedir (10,11,35). Kemoradyoterapi uygun sinirlara
indirilen olgularda cerrahi olarak tiimor rezeke edilebilmektedir (11). Eger hastanin
genel saglig1 cerrahiyi veya kemoterapiyi/radyoterapiyi kaldiramayacak durumdaysa

immiinoterapi diistiniilmektedir (35).

Evre IV olgularda tiimér uzak metastaz yapmis durumdadir ve sistemik tedavi
yaklagimlart tercih edilmektedir. Tedavi se¢imi histolojik alt tipe gore, timor
mutasyon ylikiine gore, timdr sayisina gore, metastaz yapilan yere gore ve genel saglik
durumuna gore kisisellestirilir. Cerrahi miidahale sans1 genellikle yoktur, bu yiizden
uygulanacak tedavinin kiir amacl degil hastanin yasam kalitesini yiikseltmeye yonelik
oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Uygulanabilecek tedaviler arasinda hastanin
saglik durumuna gore kemoterapi, radyoterapi, hedefli terapiler (EGFR, VEGFR
inhibitorleri gibi) ve immiinoterapi bulunmaktadir. Nadir de olsa baz1 olgularda tiimor
doku rezektabl konumda oldugu igin cerrahi yaklagim da miimkiin olabilmektedir (10—
12,35).

Akciger kanserinin mevcut durumu goz oniinde bulunduruldugunda, erken asamada
tespit edilen olgularin kanser iliskili semptomlarinin iyilestirilmesi, yasam kalitesinin
artirtlmas1 ve sag kalim oranmin yiikseltilmesi i¢in yeni yontemler gelistirilmesi
gerektigi sonucuna varilmaktadir. Epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR)
inhibitorleri (36—-38), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) (39) ve reseptorii
(VEGFR) inhibitorleri (40), fosfatidil serin [41] [42]; ALK (43,44), ROS1 (45), BRAF
(46) gibi hedeflere kars1 kiiciik molekiil inhibitorleri gelistirilmis ve denenmistir .

Gelistirilen yontemlerden biri ise immiinoterapidir.

Immiin kontrol noktalar1, bagisiklik iizerindeki es uyaran (costimulatory) ve inhibitor
etkiler arasindaki dengeyi diizenleyen ligandlar ve reseptorleri igeren ¢esitli proteinler
grubudur. Immiinoterapide kullanilan immiin kontrol noktas1 inhibitérleri ise immiin
hiicrelerin apoptoz veya anerjiye gitmesine yol acgan sinyalleri ileten yiizey

reseptorlerinin bloklanmasini amaglayan hedefli bir tedavi ¢esididir (47,48).
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Immiin sistemin dnemli 6zelliklerinden biri olan kendinden olani ayirt etme (self-
recognition), immiin hiicrelerin yiizeyinde bulunan kontrol noktasi (checkpoint)
molekiilleri ile saglanmaktadir. Bu proteinler sadece self-toleransi saglayarak
otoimmiin reaksiyon gelisimini dnlemekle kalmaz, patojen enfeksiyonlari sirasinda
immiin hiicrelerin fizyolojik yanitlarim1 sinirlayarak doku hasart olusmasini da
engeller. Kanser hiicreleri de bazen bu molekiilleri kullanarak immiin sistem
tarafindan saldirtya ugramaktan kagmaktadir. immiinoterapi ile hastanin kendi immiin
sisteminin kamgilanmasi (boost) ve tiimor dokuya kars1 efektif bir sekilde savasmasi

amaclanmaktadir (49).

Programli hiicre 6liim proteini — 1 (PD-1), en ¢ok aktive T ve B lenfositlerinde, ek
olarak myeloid hiicrelerde ifadesi olan bir hiicre yiizey reseptoriidiir. PD-1
sinyalizasyonu, regiilator T (Treg) hiicre gelisimini uyarir ve sonucunda anti-
inflamatuvar yaniti tetikler. Programli 6lim ligandi — 1 (PD-L1), PD-1’¢ spesifik bir
liganddir. Yiiksek seviye PD-L1 ifadesi, T lenfosit infiltrasyonuyla ve IFN-y
senteziyle yakindan iliskilidir; ayrica edinsel immiin diren¢ mekanizmalarinda da rol
almaktadir. Antikor tabanli PD-L1 blokaji, Thl tipi hiicrelerin aktiflesmesini
saglamigtir,  bundan  hareketle = PD-1/PD-L1  sinyalizasyonunun  timor

mikrogevresindeki hem dogal hem edinsel immiinite iizerinde kritik inhibitdr rolii

oldugu distiniilmektedir (49).

Metastatik KHDAK vakalarinda immiinoterapi ¢alismalarinin biiyiik cogunlugu PD-1
ve birincil ligand1 PD-L1 sinyal yolagini bloklamaya yogunlasmis durumda (48,50)
olsa da CTLA-4 (51-53), TIM-3 (54-56), LAG-3 (57,58) gibi molekiiller de immiin

kontrol noktasi arastirmalarinin hedeflerindendir.

4.5 immiin sistem ve edinsel immiinite

Immiin sistem, temel olarak dogal (innate) ve edinsel (adaptive) olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Edinsel immiinitenin temel elemanlar1 olan lenfositler, karsilasilan
antijene Ozgli, kuvvetli ve anamnestik yanit verebilen &6zel hiicrelerdir (59-62).

Lenfositler sadece enfeksiyon durumunda viicudu istila eden patojenlere kars1 degil,
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kisinin kendi viicudundan koken alan kanser gibi anomalilere karst da yanit

olusturmaktadir (50,59).

Edinsel immiinitenin baglica elemanlar1 olan lenfositler, gerceklestirdikleri efektor
fonksiyonlara gore temel olarak iki gruba ayrilir. Timiiste olgunlasip sitotoksik aktivite
gosteren hiicreler ve bu hiicrelerin homeostazina yardimer (helper) hiicreler T
lenfositleri, kemik iliginde olgunlasip antikor sentezi gérevini tistlenen hiicreler isec B

lenfositleri olarak adlandirilirlar.

Antijen spesifik reseptorler vasitasiyla T ve B lenfositleri, iki asamada efektor
yamtlarm gergeklestirir. Oncelikle T veya B lenfositinin antijen spesifik reseptériiyle,
sunulan antijeni tanimasina bagli olarak priming denilen olay gergeklesir; hiicre
aktiflesir ve farklilasmaya baslar. Bu olaylar genellikle 6zel mikro-gevrelerde
gergeklesir (lenfoid organlar gibi). Ikincil olarak aktive olan naive hiicre, lenfoid
organdan ¢ikarak efektor fonksiyonlarini gergeklestirir. T lenfositleri igin bu efektor
fonksiyon, lenfoid organdan ayrilip enfeksiyon bolgesine go¢ etmek iken B lenfositleri

icin lenfoid organdan ayrilip kana ve doku sivilarina antikor sentezlemektir (59).

4.6 B lenfositleri ve akciger kanserindeki rolii

Ortak lenfoid progenitdr hiicreden koken alan B ve T lenfositleri, birbirlerinden
farklilasarak hematopoezi tamamlarlar. T ve B lenfositleri morfolojik olarak
birbirlerine ¢ok benzedikleri i¢in bu ayrim yiizey belirtegleri ile yapilmaktadir (63).
Sekil 4.6.1°de bu ayrim kabaca gdsterilmistir.
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multipotent progenitor, CMP: Common myeloid progenitor, MEP: Megakaryosit/eritrosit progenitor,
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Myeloid potansiyelin tamamen kaybedilmesini takiben, B/T/NK ve DC hiicrelerine
farklilasabilen ortak lenfoid progenitor (CLP) hiicreler ortaya c¢ikmaktadir. Bu
hiicrelerden, farkli genlerin aktiflesmesiyle farkli hiicreler koken almaktadir. B ve T
lenfositlerine farklilagsan CLP alt grubu i¢in Rag geninin yiliksek oldugu gosterilmistir
(64,65). Yiiksek seviye Rag aktivasyonu ise Ly6D ekspresyonuna sebep olmakta ve
bu durum, CLP hiicrelerin sadece B lenfositlerine farklilagmasini saglamaktadir (65).
B lenfositine farklilagmaya kilitlenen CLP hiicrelerde, T ve B lenfositlerine
karakteristik olan bir dizi genetik rekombinasyon gerceklesir. Farkli kromozomlarda
bulunan variable (V), diversity (D), joining (J) ve constant (C) segmentleri
niikleazlarla kirpilip aktif olan RAG1/2 proteinleri ile yeniden aranje edilir
(rearrangement). Bu yontemle her bir B lenfositine 6zel bir hiicre reseptorii (BCR)
tanimlanir (59,66-69). Biitiin bu farklilasma ve genetik rekombinasyon Sekil 4.6.2 ve
Sekil 4.6.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.6.2 B lenfosit gelisimine odaklanilmis hematopoietik siireg. Sekil iizerinde, stabil B lenfosit
adanmigligina yonlendiren soy kisitlama olaylar1 (lineage restriction events) ve tamimlanan B hiicre
progenitorlerini belirlemek i¢in kullanilan yiizey belirtegleri goriilmektedir. Gri olarak evrelendirilen
bolge aktif primingi, kirmizi evre aktif 6zellesmeyi, yesil evre ise geri doniisii olmayan farklilagmay1
gostermektedir. LSK, lineage negatif Scaltio" cKitH'o"; HSC, hematopoietik kok hiicre; MPP,
multipotent progenitor; LMPP, lenfoid primed multipotent progenitor; CLP, ortak lenfoid progenitor;
PreMegE, megakaryosit/eritroid progenitor; GMP, graniilosit/monosit progenitor; TSC, timiis besleyici
hiicre; ETP, erken timik progenitor; NK, natural killer; T, T lenfosit; B, B lenfosit. (70).

V. (150 D, {0) JHHZI
Igh T - Sl kb —
. | 1 3'RR
cermine TGO RE-/ oA :D ‘
L S . IRecambmatan
- . centre
Assembled —ff—i'_"| H P‘_:"I_ﬂmfnﬂ_o_m:_{‘ o 3‘
J L . I
VD

Sekil 4.6.3 Germline tizerinde Immunoglobulin H lokusu (Igh) ve birlestirilmis konfigiirasyonu (71).
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BCR gelisimini bagariyla tamamlayan hiicreler kemik iliginden ayrilarak dalaga goc
ederler (72). Burada antijeniyle karsilagsmay1 bekleyen naive B lenfositler, uygun
antijenle karsilastiklarinda 2 farkl1 yolla aktive olabilirler. Ik yol olan T lenfositlerine
bagli olmayan yolda, BCR ile taninan antijenler vasitasiyla hiicre aktive olur, B
lenfositini dogrudan IgM iireten plazma hiicresine farklilagmaya yonlendirir. Bu
aktivasyonu saglayan “tip 1” antijenler genellikle ¢ok sayida tekrarlayan epitopa sahip
antijenlerdir (karbonhidratlar gibi), fakat bunun yaninda bitkisel lektinler, tekrarli
epitoplara sahip bazi proteinler ve makromolekiiller; LPS, CpG, dsRNA gibi patojen
iligkili molekiiller; hasarli hiicrelerden dagilan molekiiller gibi TLR aktivatori
antijenler de sayilabilir (59,73). Germinal merkez olusumuna yol agmadigi i¢in affinite
maturasyonu (somatik hipermutasyon) ger¢eklesmez, buna bagl olarak da sadece IgM
tipi antikor iireten plazma hiicreleri elde edilir (class-switching olay1 da gériilmez). T
lenfositten bagimsiz yolla aktive olan B lenfositleri igin denilebilir ki, [gM-sinirli, ¢ok

spesifik olmayan ve kisa 6miirlii bir yanittir (59,60,73).

T lenfositine bagimli yolda ise antijeniyle karsilasan B lenfositi, BCR araciligiyla
uygun antijenini tanir, internalize eder, isler ve MHC-II {izerinde germinal merkez T
lenfositlerine sunar. T lenfositine sunulan antijen eger hi¢bir T lenfosit tarafindan
taninmazsa B lenfosit apoptoza yonelir, T lenfosit tarafindan taninirsa tamiyan T
lenfositini aktive eder. Ayni antijenle birlikte aktive olma islemine cognate ya da
linked etkilesim ismi verilir. Cognate Trn hiicreler tarafindan sentezlenen CD40L, IL-
4, 1L-21, IFN-y gibi sitokinler yardimiyla B lenfositi de aktive olur (59,60,73,74).

CD40-CD40L etkilesimini saglayan B lenfositlerinin bir kismi lenfoid organi terk
ederek kisa omiirlii plasmablast hiicrelere farklilagir ve IgM sentezine baslar fakat
folikiiler bolgede (germinal merkez) kalan B lenfositleri Bcl6 ifadesinin artmasiyla
class-switching denilen olay1 gergeklestirir (73). Germinal merkezde kalan B
lenfositleri ayn1 zamanda somatik hipermutasyon adi verilen bir asamadan da geger.
Aktive olan hiicreler, prolifere oldukca hiicre reseptorlerinin VJ bolgesinde DNA
mutasyonu gegirerek her bir yavru hiicrede yeni bir BCR olusturur. Atasal hiicre ile
aradaki fark birka¢ baz olsa da BCR-antijen baglanma affinitesini etkiler. Olgunlagsma

stirecinde IgM olarak iiretilen BCR, class-switching ile IgG, IgA, IgE gibi diger
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antikor tiirlerine doniisiir fakat antijen baglanma bdlgesi (agir zincir igin V(D)J
bolgesi, hafif zincir igin VJ bolgesi) degismez. Tamamen olgunlasan B
lenfositlerinden bir kismi hafiza B hiicresi olarak hayatina devam eder. (60,74). B

lenfositinin gecirdigi biitiin siire¢ Sekil 4.6.4 ve Sekil 4.6.5 ile gosterilmistir.
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Sekil 4.6.5 Kok hiicreden plazma hiicrelerine B lenfosit gelisim yolu (59)
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B lenfositleri gelisimsel siirecte gosterdikleri ekspresyon profiline ve efektor
profillerine gore bazi alt gruplara ayrilmaktadir. Immatiir B hiicreleri olan bu hiicreler
T lenfositine bagimli olmayan yolla uyarilir ve tip 1 antijenlere yanit veren IgM*
sentezleyen kisa omiirlii plazma hiicrelerine farklilasir. Barsak-iliskili lenfoid doku
(GALT) disinda bulunan biitiin olgun B hiicreleri ise T lenfositine bagimli, MHC-II
siirli yolak ile aktive olur. Bu hiicreler sekonder lenfoid organlarda ve ozellikle

dalakta uygun antijenleriyle karsilasmayi bekler (74,75).

Gelisimsel agamalarina gore immatiir B hiicreleri transitional 1 (T1) ve transitional 2
(T2) olarak gruplandirilir. Kemik iliginden dalaga go¢ eden olgun transitional
hiicreler, BCR spesifisitesine ve uygun survival sinyaline gore folikiiler B lenfosit
(FO) veya marjinal bolge (MZ) B lenfosite farklilasirlar (72,75,76). MZ lenfositler
germinal bolgeye giris yapmaz ve somatik hipermutasyon gegirmeden dogrudan IgM
sentezleyen kisa omiirlii plazma hiicrelerine farklilagir. FO lenfositler ise germinal
bolgeye girer. Class-switching ve affinite matiirasyonunu tamamlayan hiicreler
germinal bolgeden ayrilarak uzun 6miirlii plazma hiicrelerine veya hafiza hiicrelerine

farklilasir (72).

Farelerde B lenfositleri CD5 ifadesine gore keskin sinirlarla ayrilmig durumdadir.
CD5" B lenfositleri B1 hiicreler olarak adlandirilir ve polispesifik IgM iiretirler. Daha
¢ok fetal donemde iiretilen bu hiicreler somatik hipermutasyon gegirmez ve dogal
bagisiklik hiicrelerine benzeyen hiicrelerdir (60,75,77). Bl hiicreleri daha ¢ok
peritoneal ve plevral kavitelerde bulunur ve evrimsel olarak secilmis bazi BCR
molekiillerini tagirlar ve buna bagli olarak tanmidiklari antijenler sinirhidir. Heniiz
immiin yanitin yeterince gelismedigi fetal donemde bu hiicrelerden fiiretilen dogal
antikorlar, ilk savunma hattin1 olusturur, apoptotik hiicrelerin temizligine ve okside
olmus molekiillerin ortadan kaldirilmasma yardimer olur (78). Insanda bu hiicre
grubunun tam karsilig1 heniiz tanimlanamamustir fakat benzer 6zelliklere sahip CD5"
B lenfositlerinin varlig1 gosterilmistir (60). B2 lenfositler ise yabanci antijenlere karsi

spesifik antikor yanitinin gelismesinden sorumlu MZ ve FO hiicreleridir (78).
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Yakin zamanda B lenfositlerinin sadece antikor sentezinden sorumlu olmadigi; bunun
yaninda T lenfositlerine antijen sunumu, es-uyarim ve sitokin sentezi gibi gérevlerinin

de oldugu gosterilmeye baslanmustir (73).

B lenfositleri, gelisimsel efektdr oOzelliklerinden bagimsiz olarak sentezledikleri
sitokin gruplarma gore de iki alt gruba ayrilmaktadir. Aktive Tyl lenfositlerle ya da
bu tip yanit1 uyaran antijenlerle aktiflesen B lenfositleri; 1L12, TNFa, IFNy gibi
sitokinler sentezleyen B efektor 1 (Bel) hiicrelere farklilasirken, Tw2 tipi lenfositlerle
aktiflesen B lenfositler 1L2, 1L4, IL6, IL13, TNFa sentezleyen B efektor 2 (Be2)
hiicrelere farklilasir (79-83). Bunun yaninda, BCR/Antijen yolagindan bagimsiz
olarak CDA40 sinyaliyle aktive olan B lenfositlerinde ise proinflamatuvar sitokinlerin

aksine yiiksek miktarda IL10 sentezi goriilmektedir (84).

Son yillarda CD8" T lenfositlerin tiimor dokuyu infiltre etmesiyle prognoz arasinda
dogru orant1 oldugunu gosteren ¢aligmalar ortaya koyulmaktadir (83,85). CD8" T
lenfositlerle birlikte infiltrasyon saglayan B lenfositleri; ti¢iinciil lenfoid yapilarin
(TLS) kurulmasi, tiimor reaktif antikor sentezi, stimiilator sitokin ve kemokin sentezi,
lokal APC (antijen sunan hiicre) olarak rol alma gibi degisik konularda T hiicrelerini

asiste etmektedir (83) (Sekil 4.6.6).

CD20+ TIL-B "= Effector molecules [ Potential mechanisms

« target protein inhibition

tumor-reactive * opsonization
autoantibodies * complement
+ ADCC

*» Th1/Th2 polarization

+ CD8+ T-cell proliferation
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Sekil 4.6.6 TIL-B lenfositlerin timor immunitesine potansiyel katkisi. Solda, insan over kanserindeki anti-CD20+
TIL-B boyamasi (kahverengi); ortada, TIL-B lenfositler tarafindan iiretilen efektér molekiiller; sagda, potansiyel
TIL-B mekanizmasi (83).
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Timor-infiltre B lenfositlerin (TIL-B) T lenfosit aktivasyonunu sagladigi, B lenfosit
yoklugunda otoreaktif CD4" T lenfositlerin aktive olamadigi (86), buna bagli olarak
TIL-B lenfositlerin anti-timor yamitta T lenfositlerinin tizerinde diizenleyici bir rolii
oldugu bilinmektedir. Tiimor ¢evresinde olusturulan TLS i¢inde de TIL-B lenfositlerin
klonal ekspansiyon, class-switching, affinite matiirasyonu gibi siireglerden gegip anti-
tiimoral antikor sentezinde gorev aldigi bildirilmistir (87,88). Tiimorii destekleyici
(tumor-promoting) rolii olabilecegi gibi anti-timoral antikorlarin  tiimor
temizlenmesinde etkili olabilecegi de gbz oniinde bulundurulmalidir (89-91).

B lenfositlerin indirekt etkilerinden biri ise proinflamatuvar sitokin sentezi ile TLS ve
ikincil lenfoid dokulara, efektor bolgelere ve bulunduklart dokuya diger immiin
hiicrelerin go¢ etmesini saglamalaridir (92—94). Bu durum, gé¢ eden immiin hiicrelerin
sadece antikor-antijen immiin komplekslerini degil, aktive olan kompleman
proteinlerini ve komplekslerini de temizlemesini saglar (95).

B lenfositler akciger kanseri olgularinda, distal dokuya kiyasla timor ve tiimor
cevresini daha fazla infiltre etmektedir. B lenfosit infiltrasyonunun fazla olmasi
hayatta kalim siiresini uzattigin1 gosteren calismalar da vardir (96,97). TLS
infiltrasyonunun da sagkalim ve prognoz ile dogru orantili oldugunu gosteren

caligmalar yaymlanmistir (98,99).

4.7 Regiilator B lenfositler ve akciger kanserindeki rolii

Regiilator B lenfositler, T lenfosit mevkidaslari (Treg) gibi immiin yaniti modiile eden
hiicrelerdir. Kanser, otoimmiin hastaliklar, kronik enfeksiyonlar, solid organ
transplantasyonu gibi immiiniteyle iligskili durumlarda immiin homeostazin
saglanmasinda 6nemli rolii olan hiicre gruplarindan biri olan Breg hiicreler (100),
genel olarak IL10 tizerinden islevlerini gergeklestirirler (101)(102). Bahsedilen
durumlarda immiin kontrol ger¢eklesmez ise proinflamatuvar mediatorlerin ortamda
birikmesi ile geri doniisii olmayan doku hasarlarina ve romatoid artrit (RA) ve sistemik
lupus eritematozus (SLE) gibi inflamatuvar otoimmiin hastaliklara sebep olabilirler
(102). Regiilator hiicrelerin yoklugunda ise hastalik prognozunun kétiilestigi daha

onceden deneysel ¢alismalarla gésterilmistir (103,104).
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Regiilator B lenfositler, ilk kez fare ¢alismalarinda kronik barsak iltihabi (105) ve
deneysel otoimmiin ensefalit (EAE) (106) c¢alismalariyla tanimlanan hiicrelerdir.
Yapilan c¢alismalar, inflamatuvar mikrogevrenin IL10 sentezleyen ve immiin

baskilayici 6zelligi olan B lenfositlerinin ortaya ¢iktigini géstermistir (105,106).

Breg hiicrelerin aktivasyon mekanizmasi i¢in simdiye kadar iki farkli 6neri sunulmusg
durumdadir. Ilk yol olan inflamasyon bagimli1 yolda, inflamasyonun oldugu dokudaki
T hiicrelerinin yardimiyla Breg hiicreler aktiflesir. Antikor sentezi i¢in gereken Ag-
BCR sinyal yolaginin bu aktivasyon mekanizmasi i¢in de 6nemli bir rol aldig
diistiniilmektedir. Antijenle kontakt sonrasi internalize edilip islenen antijen, MHC-II
tizerinde T lenfositlere sunulur ve bu sirada IL21 sinyali ile birlikte CD40-CD40L ve
CD28-CD80/CDS6 etkilesimi gergeklesir ve Breg hiicresi aktive olur (106-108) (Sekil
4.7.1).

Ikinci 6nerilen yol ise TLR yaniti iizerinden, dogal bagisiklik benzeri bir sinyal
mekanizmas: ile aktivasyondur (109). Ornegin, bakteriyel CpG DNA ve apoptotik
hiicrelerden salinan DNA molekiillerinin TLR9 yanitin1 uyararak Breg hiicrelerde
IL10 sentezini tetikledigi gosterilmistir (110,111) (Sekil 4.7.2).

Ilging olarak inhibitér bir sitokin olmasma ragmen IL35’in Breg hiicrelerini aktive
ettigi ve IL35 sentezini artirdigy, IL10 sentezleyen Breg hiicrelerin ise IL10’a ek olarak
IL35 esifadesini (coexpression) indiikledigi gosterilmistir. Yapilan daha ileri
aragtirmalarda ise IL35 sinyalinin IL12RB2 ve IL27Ro {izerinden iletildigi
gosterilmistir (112).
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Sekil 4.7.1 Breg hiicrelerin BCR {iizerinden aktivasyon yolagi. B lenfositi BCR ile antijene baglanir; cognate CD4+
T lenfositine sunar; CD40-CD40L, CD80/86-CD28, IL21 sinyalizasyonuyla aktiflesir ve Breg hiicresine farklilagir.
(100).
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Sekil 4.7.2 Breg hiicrelerin BCR disindaki aktivasyon yolaklari. LPS ve CpG gibi TLR sinyalleri Breg hiicreleri
MyD88 sinyal yolagi iizerinden uyarir. IL1B, IL2, IL6, IFNa gibi proinflamatuvar sitokinlere ek olarak anti
inflamatuvar IL35 de Breg aktivasyonunu uyarir (100).

Breg hiicreler, immiin sistemin “kapatma diigmesi” olarak gorev almaktadir ve immiin
homeostazin siirekliligi i¢in 6nemli bir rol istlenmektedir. Cognate T hiicre
inhibisyonu, kontakt-aracili hiicre inhibisyonu, bystander inhibisyon ve indirekt
inhibisyon gibi farkli yollarla bu inhibisyonu gergeklestiren Breg hiicrelerin efektor
mekanizmasi, IL10-bagimli ve IL10-bagimsiz olarak ikiye ayrilmaktadir (113) (Sekil
4.7.3 ve Sekil 4.7.4).

Farelerde yapilan deneylerde 1L10* B lenfositlerin yoklugunda tiimér dokunun reddi
(104) ve kontakt hipersensitivitenin ilerlemesi (114) gibi durumlar gézlemlenmekte,
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IL10" Breg hiicrelerin efektér immiin hiicreler {izerinde etkisi oldugunu isaret

etmektedir.

IL10-bagimsiz yolda ise birden fazla mekanizma etkilidir. ilk olarak 1L35’in immiin
baskilayici bir sitokin oldugu ve Breg hiicreler tarafindan kullanildigi, bunun yaninda
pozitif feedback ile daha fazla IL35 sentezini indiikledigi de bilinmektedir (112,115—
117).

TGF-B mekanizmasi ise Breg hiicreler tarafindan kullanilan bir diger mekanizmadir.
TGF-pB sentezleyen Breg hiicrelerin Treg hiicreleri aktive ettigi ve bu aktivasyonun
IL10 sinyalizasyonundan bagimsiz oldugu gdosterilmistir. Ayrica hiicre-hiicre
etkilesimiyle Treg hiicrelerde FOXP3 ve CTLA-4 sentezini indiikledigi de bildirilmistir
(100,118).
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Sekil 4.7.3 Breg hiicrelerin T lenfosit regiilasyonu. Hiicre-hiicre etkilesimi ve anti-inflamatuvar sitokinler
vasitasiyla Breg hiicreler; CD4* T hiicre proliferasyonunu ve Tul/Tul7 farklilasmasini baskilar. FoxP3* Treg Trl
hiicreleri indiikler, CD8" efektor T lenfositleri baskilar (100).
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Sekil 4.7.4 Breg hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimi ve apoptoz uyarimi. PD-L1 ve FasL ekspresyonu olan Breg
hiicreler, hedef T lenfositiyle etkilesime girdiklerinde hedef hiicreyi apoptoza indiikler (100).

IL10, IL35, TGFp gibi inhibitdr sitokinler araciligtyla inhibisyondan farkli olarak Breg
hiicrelerinin kontakt aracili inhibisyon gerceklestirdigi de bilinmektedir (6) (Sekil
4.7.5 ve Sekil 4.7.6). Ileri evre (evre III ve evre IV) KHDAK vakalarinda PD-1* Tfh
hiicrelerinin B lenfositlerini Breg farklilasmasina indiikledigi gosterilmistir (119).
Buna ek olarak timoér mutasyon yiikii (TMB) ve inflamatuvar belirteclerin yiiksek
oldugu tiimorlerde PD-1 ve TIM-3 gibi inhibitdr yiizey reseptorlerinin ifadesinin
yiiksek oldugu, CD8" T lenfositlerinin infiltrasyonunun arttigi, ancak bu profilin bir
siire sonra (6rnegin anti-PD-1 tedavisi sonras1) FOXP3* Treg hiicreler tarafindan infiltre
edildigi ve tiim6r ve immiin hiicrelerin PD-L1 ifadesinin arttigi gosterilmistir (120).
CD80/CD86-CTLA-4 ve CD40-CD40L etkilesimlerine ek olarak PD-L1-PD-1
etkilesiminin de Breg hiicrelerinin kullandig: bir inhibitér yolak oldugu bilinmektedir
(121-123). B hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu Tfh hiicrelerinin folikiillere
¢ekilmesinde ve yerlesmelerinde etkin olmaktadir (124). Tiimorlerde, gézlemlenen
ticiinciil lenfoid yapilarin (tertiary lymphoid structures) orginazyonunda ve anti-
tiimoral immiin yanitta B lenfositlerinin belirleyici rol oynadigi gosterilmistir (125).
Dolayisiyla anti-tlimoral immiin yanitta PD-L1+ B hiicrelerinin miispet veya menfi

etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilinir.
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Sekil 4.7.5 Fonksiyonel Breg efektor hiicre farklilasmasi ve regiilator mekanizmasi (101).

I Other suppressive mechanisms J

Sekil 4.7.6 Kontakt aracilt hiicre inhibisyonu (101).
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5. MATERYAL METOD

5.1 Deney Dizayni

1. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi ABD’da ameliyat
olan KHDAK hastalarindan elde edilen timdral dokulardan (ayrica mediastinal lenf
diiglimlerinden ve periferik kandan) B lenfositlerinin saflagtirilmasi (kontrol olarak
kanser dis1 akciger dokudan ve periferik venéz kandan elde edilecek hiicreler ile
saglikli bireylerden elde edilen periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC)

kullanilmistir.

2. Timor infiltre B lenfositlerinin yiizey inhibitdr molekiil ekspresyonu i¢in Floresanla
Aktiflestirilmis Hiicre Ayristirilmasi (FACS) deneyleri kullanilmistir.

3. B lenfositlerinin T hiicre yanitina etkilerinin belirlenmesi (B hiicrelerinin T hiicre

islevlerine etkisi ve etkilerde tespit edilen molekiillerin katkisinin incelenmesi) igin

hiicre kiiltiirii deneyleri yapilmistir.

5.2 Materyal

Tez kapsaminda kullanilan materyal ve cihazlar Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1 Kullanilan kimyasal ve biyolojik materyaller ve cihazlar.

Secondary Antibody, Functional Grade

Materyal/Cihaz Marka Katalog No.
70 pm Cell Strainer Falcon 352350
12x75mm 5 mL, snap cap, Round-Bottom | Falcon 352063
Polypropylene Tiip
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 | Millipore S2GPUOSRE
.22um
F(ab")2-Goat anti-Human IgG, IgM (H+L) | Invitrogen 16-5099-85
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Animal-Free Recombinant Human sCD40 | Peprotech AF-310-02
Ligand

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 BiolLegend 300426

PE anti-human CD274 (B7-H1, PD-L1) | BiolLegend 393608
Antibody

PE Mouse IgGl, « Isotype Ctrl (FC) | BioLegend 400114
Antibody

FITC anti-human CD28 Antibody BioLegend 302906
FITC Mouse IgG1, k Isotype Ctrl Antibody | BioLegend 400108
PE/Cy7 anti-human CD279 (PD-1) | BioLegend 329918
Antibody

PE/Cy7 Mouse IgGl, « Isotype Ctrl | BioLegend 400126
Antibody

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 BiolLegend 423801
Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 BioLegend 300438
Bistiiri 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
25cm? Rectangular Canted Neck Cell | Corning 3289
Culture Flask with Vent Cap

Enjektor 3 parga 2 CC, yesil Set Medikal TIP-0132Y
Plastik kan tiipii, K2ZEDTA piiskiirtiilmiis BD 366643

Fetal Bovine Serum, heat inactivated, E.U.- | Gibco 10500-064
approved, South America Origin

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 Il Airstream ESCO

Forma Steri-Cult CO2 Inkiibator Thermo-Scientific

Heraus Labofuge 400 R Thermo-Scientific

5.3 Dokulardan Hiicre izolasyonu

Timor ve saghkli doku ig¢in Tumor dissociation kit, human (Miltenyi Biotec)
talimatlarina uyarak ayri ayr enzim karisimi hazirlandi (4.7mL RPMI-1640, 200uL
Enzim H, 100uL Enzim R, 25uL Enzim A). Timér, lenf nodu ve akciger dokulart,

kendi isimlerini tagiyan bos steril petrilere alinarak tartildi.

5.3.1 Tiimér ve Saghkh Dokudan Hiicre izolasyonu

Timo6r dokusunun bulundugu petrideki tiimér dokunun {izerine hazirlanan enzim
karistmindan 500 pL eklendi. 5 dakika boyunca 2 adet steril bistiiri ile kesildi. P1000
pipet ucunun u¢ kismi, makasla kesilerek daha biiyiik bir hale getirildi. Bu ug
kullanilarak kesilen doku parcalar1 toplandi ve “T” isaretli, mor kapakli gentleMACS
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C tiip i¢ine transfer edildi. Bistiiriler, enzim iceren tiipe daldirilip iyice yikanarak
bistiiri iizerindeki hiicrelerin geri kazanimi saglandi. Bigaklar atildiktan sonra bistiiri

saplar1 6nce 70% EtOH, sonra dH2O tiipiine daldirilip kurulanda.

Pipet ucu degistirilmeden, 15 mL konik tiipte hazirlanan enzim karisimi, her defasinda
500 pL alinarak petri yikamasi i¢in kullanildi ve doku kalintilar1 toplanmaya c¢aligildi.
Konik tiipteki biitiin enzim bitene kadar petri yikanmaya devam edildi. Yikama i¢in
kullanilan biitiin enzim ve kesilen dokunun kendisi, mor kapakli gentleMACS C tiip

igine transfer edilmis oldu (toplam 5 mL enzim + doku).

Akciger dokusunun bulundugu petrideki akciger dokunun iizerine hazirlanan enzim
karisimindan 500 pL eklendi. Bistiiri uglar1 yenileriyle degistirilerek 5 dakika boyunca
2 adet steril bistiiri ile doku kesildi. P1000 pipet ucunun ug kismi, makasla kesilerek
daha biiyiik bir hale getirildi. Bu ug kullanilarak kesilen doku pargalari toplandi ve “L”
isaretli, mor kapakli gentleMACS C tiip icine transfer edildi. Bistiiriler, enzim igeren
tiipe daldirilip iyice yikanarak bistiiri tizerindeki hiicrelerin geri kazanimi saglandi.
Bigaklar atildiktan sonra bistiiri saplari 6nce 70% EtOH, sonra dH2O tiipiine daldirilip

kurulandi.

Pipet ucu degistirilmeden, 15 mL konik tiipte hazirlanan enzim karigimi, her defasinda
500 pL almarak petri yikamasi i¢in kullanildi ve doku kalintilar1 toplanmaya ¢alisildi.
Konik tiipteki biitiin enzim bitene kadar petri yikanmaya devam edildi. Yikama i¢in
kullanilan biitiin enzim ve kesilen dokunun kendisi, mor kapakli gentleMACS C tiip

igine transfer edilmis oldu (toplam 5 mL enzim + doku).

Dokularin toplanmasi ve petrilerin enzim karigimi ile yikanmasi bittikten sonra
gentleMACS C tiipleri, gentleMACS Dissociator cihazina yerlestirildi  ve
h_tumor 01.01 programi ¢alistirildi. Program sonunda tiipler, 37 °C’a ayarl: inkiibator
iginde bulunan galkalayici (tilt-shaker) iizerine yerlestirildi ve 30 dakika boyunca

enzim karisimi i¢inde ilk inkiibasyon gerceklestirildi.
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30 dakika sonunda C tiipler inkiibatorden alinip tekrar gentleMACS Dissociator
cihazina yerlestirildi ve h_tumor 01.01 programi ¢alistirildi. Program sonunda tiipler,
37 °C’a ayarh inkiibator iginde bulunan galkalayici (tilt-shaker) iizerine yerlestirildi ve

30 dakika boyunca enzim karigimi i¢inde ikinci inkiibasyon gercgeklestirildi.

Ikinci inkiibasyon sonrasi C tiipler inkiibatérden alinip tekrar gentleMACS Dissociator
cihazina yerlestirildi ve h_tumor 01.01 programi c¢alistirildi. Program sonunda C
tiipler 70% EtOH ile silindikten sonra laminar akimli kabine alinarak kapaklar1 agildi.
Her bir C tiip i¢in ayr1 ayr1 50 mL konik tiip ve 70 um siizgec (strainer) acildi. Konik
tiipler “TUMOR” ve “AKCIGER” olarak isimlendirildi. Siizgeglere temas etmeden

konik tiiplerin iizerine oturtuldu.

21G igneli sirigaya TUMOR etiketli C tiipten alian 6rnek, TUMOR etiketli 50 mL
konik tiipe Siizgecten gegirilerek transfer edildi. TUMOR etiketli C tiipteki biitiin
materyal bitince, stizge¢in alt kisminda asili kalan damlaciklar P1000 pipetle toplanip

konik tiipiin i¢ine birakildu.

21G igneli 2 mL siringaya AKCIGER etiketli C tiipten alinan 6rnek, AKCIGER
etiketli 50 mL konik tiipe siizgegten gegirilerek transfer edildi. AKCIGER etiketli C
tiipteki biitiin materyal bitince, siizgecin alt kisminda asili kalan damlaciklar P1000

pipetle toplanip konik tiipiin i¢ine birakildi.

C tiiplere 5 mL 1X PBS eklenip 1 kez h_tumor 01.01 program1 uygulanarak tiipte ve
kapakta kalan hiicreler temizlenmis oldu. AKCIGER etiketli C tiipteki tampon ¢ozelti
kendi siringasiyla, TUMOR etiketli C tiipteki tampon ¢ozelti kendi siringasiyla almip,
stizgecten gecirilerek ilgili 50 mL konik tiiplerde toplanan dokularin tizerine eklendi.

1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta her iki konik tiip santrifiij edildi ve santrifiij sonunda
stv1 fazlar atilarak akciger 6rnegi 10 mL 1X PBS ile ¢oziildii ve 20 pL 6rnek alinip 5
pL tripan mavisi ile karistirilarak hiicre sayimi yapildi. Timor drnegine ise eritrosit

lizis protokolii uygulandi.
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5.3.1.1 Tumor Dokusu Eritrosit Lizisi

TUMBOR tiipiine eritrositlerden kurtulmak amaciyla, s1vi1 faz uzaklastirildiktan sonra
50 mL eritrosit lizis tamponu uyguland: (Eritrosit lizis tamponu: 0,15M NH4CI, 10mM
KHCO3, 0.1mM Na;EDTA. pH 7.2). Tiip 20 dakika karanlikta ve oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 sivi faz uzaklastirildi ve hiicre pelleti 10 mL 1X PBS ile
stispanse edildi. Siispanse edilen pelletten 20 uL 6rnek alinip 5 uL tripan mavisi ile
karigtirlarak hiicre sayimi yapildi. Sayim sirasinda konik tiip 1600 rpm, 10 dakika 20
°C’ta santrifiij edildi.

5.3.2 Lenf Nodu (LN) Hiicre izolasyonu

Lenf nodu, tartim yapildigi steril petriye alinmadan 6nce steril RPMI-1640 besiyeri
ortami ile yikandi. Petriye 1 adet 70 pum siizgeg yerlestirilip igerisine lenf nodu dokusu
yerlestirildi. 2 mL siringa pistonunun ters tarafiyla (lastiksiz ve tirtikli taraf) lenf doku,
strainer i¢inde iyice ezildi. Ezme islemi 5 dakika boyunca devam ettirildi. Strainer, LN
etiketli konik tiiplin {izerine yerlestirilip petrideki sivi kisstm P1000 pipet yardimiyla
topland1 ve siizgecten gegirilerek konik tiipte toplandi. Siizgecte kalan hiicrelerin geri
kazanimi i¢in 10 mL 1X PBS ile siizge¢ yikandi. Toplanan hiicre slispansiyonundan

20 puL 6rnek alinip 5 pL tripan mavisi ile karistirilarak hiicre sayimi yapildi.

5.3.3 Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

EDTA’11 tiip i¢ine alinan kan, 50 mL konik tiip i¢ine toplandi. EDTA’I1 tiipler eritrosit
lizis tamponu ile yikanarak 50 mL tiip lizerine eklendi. Konik tiip kan hacminin 10 kat1
kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanip 15 dakika, oda sicakliginda ve karanlikta

inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon sonras1 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra
s1v1 faz uzaklastirilip hiicreler 10mL 1X PBS ile ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonundan 20
pL 6rnek alinarak 5 pL tripan mavisi ile karigtirilip sayim yapildi. Bu sirada hiicrelerin

bulundugu tiip ise 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij edildi.
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5.4 Manyetikle Aktiflestirilmis Hiicre Ayristirilmasi1 (MACS)

Tiimdr dokusu eritrosit lizisi sonrasi santrifiij edilen timor tipliniin santrifiij
sonrasinda sivi fazi tamamen uzaklastirilip, pellet 160 pL buzda sogutulmus MACS
tamponu iginde ¢oziildii. (MACS tamponu: 0.5% BSA, 2mM EDTA igeren de-gassed
steril Ca™"/Mg*™ igermeyen 1X PBS. pH 7.2).

Ureticinin talimatlarma gore her bir 10.10° hiicre i¢in 20 pL buzda sogutulmus CD45
MicroBead eklenip iyice karistirildi. 15 dakika buzdolabinda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda her bir 10.10° hiicre i¢in 2 mL MACS tamponu eklenip 1300 rpm,
10 dakika +4 °C’ta santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siv1 faz pipetle sonuna kadar

uzaklastirildi. Pellet 500 pL buzda sogutulmus MACS tamponu iginde ¢6ziildii.

Manyetik stand, kolon ve kolondan gecenlerin toplanacagi “CD45-" etiketli 15 mL
konik tiip, kolonun altina yerlestirilerek sistem hazirland1. Biitiin islem kabinde, steril

kosullarda devam etti.

Kolona 3 mL buzda sogutulmus MACS tamponu eklendi. Tampon, hava kabarcigi
olusmasini engellemek i¢in, kolonun duvarina serolojik pipetin ucu Yyaslanarak
birakildi. Manyetik ayirict kisim (slinger benzeri kisim) iizerindeki genis toplama

bolgesinde bulunan tampon tamamen siinger kisima gegene kadar beklenildi. (10,126).

MACS tamponu koyulan haznedeki tampon tamamen manyetik ayrim kismina (siinger
benzeri kisim) gegtigi an hiicreler kolon duvarindan birakilarak kolon iizerine eklendi.
Biitiin hiicre soliisyonu manyetik ayrigtirici kisma (slinger benzeri kisim) gectigi an 3

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

3 mL MACS tamponu yikamasi bitince 2. kez 3 mL MACS tamponu ayn1 sekilde
kolona eklendi. 2. kolon yikamasi bitince 3. kez 3 mL MACS tamponu ayni1 sekilde

kolona eklendi.

Kolon haznesindeki tampon tamamen manyetik ayrigtirici kisma gegtigi zaman, kolon

manyetik stand iizerinden alinip, buz icerisinde bekleyen “CD45+” etiketli 15 mL

38



konik tiipiin agzina oturtuldu. Uzerine 5 mL MACS tamponu eklenip piston kolona
yerlestirildi ve giicliice ittirildi. Kolonda takilan CD45 manyetik antikorlar ile

isaretlenen hiicreler 5 mL MACS tamponu i¢inde saflagtirildi.

Hem CDA45- hem de CD45+ hiicreler i¢in 20 pL hiicre soliisyonu alinip 5 pL tripan

mavisi ile karistirilarak sayim yapildu.

5.5 Floresanla Aktiflestirilmis Hiicre Ayristirilmasi1 (FACS)

Hiicrelerin fenotipik analizleri ile saflagtirmalar BD Influx Cell Sorting cihazinda
gerceklestirildi. Biitiin orneklerden esit sayida hiicre olacak sekilde 15x75mm
yuvarlak tabanli polipropilen tiiplere (FACS tiipii) hiicreler paylastirildi ve 1600 rpm,
5 dakika 20 °C’ta santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 s1v1 fazlar uzaklastirildi. Ornekler,
tiplerin dibinde kalan hacimde ¢oziilerek siispanse hale getirildi ve Tablo 5.2°de
belirtilen immiinofloresan boyalarla boyandi. Her bir immiinofloresan boyadan 3 uL

eklendi. 15 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 °C’ta
santrifiij edildi. Siv1 fazlar uzaklastirildi ve 500 uL. FACS tamponu i¢inde ¢oziilen
orneklerin lizerine tiip basia 10 pL DAPI eklendi. Buz icerisinde tasinan drneklerden
BD Influx Cell Sorting cihazi ile CD19+ hiicreler ve CD3+ hiicreler, igerisinde 1 mL
100% FBS bulunan 50 mL konik tiipler i¢ine ayristirildi.

Tablo 5.2 Akan hiicre dlger igin hazirlanan 6rnekler ve kullanilan immiinofloresan boyalar.

Sira | Ornek Antikor

No.

1 Tumor — Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI

2 Tiimér — zotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI
3 Lenf Nodu — Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI

4 Lenf Nodu — Izotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI
5 Akciger — Antikor CD3, CD19, PD1, PDL1, CD28, DAPI
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6 Akciger — Izotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI

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

8 PBMC — Izotip CD3, CD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28, DAPI

9 PBMC — izotip karistm1 | isoCD3, isoCD19, isoPD1, isoPDL1, isoCD28,
DAPI

10 PBMC — Boyanmamis DAPI

5.6 Hiicre kiilturi

B lenfosit aktivasyonu ve MEKI1/2 inhibitorii igin hiicre kiiltlirii deneyleri

gerceklestirildi.

5.6.1 B lenfosit aktivasyon deneyleri

Sekil 5.6.1°de gosterildigi tizere 24-kuyucuklu plakalar deney oncesinde organize

edildi. aCD3 isaretli kuyucuklar, deneye baglamadan 6nce kaplama i¢in hazirlandi.

Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 antikordan 25uL, 2475uL 1X PBS iginde
coziilerek 2.5mL 1X PBS — aCD3 Ab coating solution hazirlanmis oldu.

24-kuyucuklu plate i¢in her bir kuyucuga 500uL Ab coating soliisyonu eklendi. 1 saat
boyunca 37°C’de inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonunda antikor soliisyonu tekrar

kullanilmak {izere falkonuna toplanip, kuyucuklar 3 kez, 2 mL 1X PBS ile yikandi.

Saglikli dondrden EDTA’I1 tiip i¢ine alinan kan, 50 mL konik tiip i¢ine toplandi.
EDTA’11 tiipler eritrosit lizis tamponu ile yikanarak 50mL tiip lizerine eklendi. Konik
tiip kan hacminin 10 kat1 kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanip 15 dakika, oda

sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra

stv1 faz uzaklastirilip hiicreler 10mL 1X PBS ile ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonundan 20
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pL 6rnek alinarak 5 pL tripan mavisi ile karistirilip sayim yapildi. Bu sirada hiicrelerin
bulundugu tiip ise 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij edildi. Elde edilen hiicre
miktarina gore hiicreler complete RPMI-1640 besiyeri i¢inde ¢oziiliip kuyucuklara
homojen olarak pay edildi. @ isaretli kuyucuklar uyariilmamigs PBMC kontrol olarak
kullanilirken BCR isaretli kuyucuklara 10pg/mL anti-Human [19G + IgM] (anti-BCR),
BCR/sCD40L isaretli kuyucuklara 10pg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR)’a
ek olarak 1pug/mL sCD40L eklendi.

12, 24, 48 ve 72 saatler sonunda ilgili kuyucuklardaki hiicreler homojenize edilerek
topland1 ve 10 mL 1X PBS ile 1600 rpm, 5dk 22°C’de santriftij edilerek yikandi.
Hiicreler daha sonra 200 pL 1X PBS ile ¢oziilerek esit miktarda iki ayr1 FACS tiipiine
pay edildi. Tablo 5.2°de belirtilen antikorlar ile tiiplerden biri izotip boyama igin
kullanilirken digeri antikor boyama i¢in kullanildi. BD Influx Cell Sorting cihaziyla

analizler gerceklestirildi.

12hr 24hr 48hr 72hr

oLblolole __
(= QO OO ;)
(@000 L
EOQ0O00

Sekil 5.6.1 B lenfosit aktivasyon deneyleri i¢in 24-kuyucuklu plaka organizasyonu.
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5.6.2 Selektif MEK1/2 inhibitor deneyleri

Saglikli donérden EDTA’I1 tiip icine alinan kan, 50 mL konik tiip i¢ine toplandu.
EDTA’l1 tiipler eritrosit lizis tamponu ile yikanarak SOmL tiip lizerine eklendi. Konik
tiip kan hacminin 10 kat1 kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanip 15 dakika, oda

sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonras1 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra
stv1 faz uzaklastirilip hiicreler 10mL 1X PBS ile ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonundan 20
pL 6rnek alinarak 5 pL tripan mavisi ile karistirilip sayim yapildi. Bu sirada hiicrelerin
bulundugu tiip ise 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij edildi. Elde edilen hiicre
miktarma gore hiicreler uygun miktarda anti-CD3-APC/Cy7 ve anti-CD19-APC
antikorlartyla 15 dakika, karanlikta ve oda sicakliinda inkiibe edilerek boyandi.

Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 °C’ta
santrifiij edildi. Siv1 fazlar uzaklastirildi ve 500 puL. FACS tamponu i¢inde ¢oziilen
orneklerin lizerine tiip basina 10 pL DAPI eklendi. Buz igerisinde taginan 6rneklerden
BD Influx Cell Sorting cihazi ile CD19+ hiicreler ve CD3+ hiicreler, igerisinde 1 mL
100% FBS bulunan 50 mL konik tiipler i¢ine ayristirildi.

Hiicre ayristirmasi sonucunda elde edilen saf CD19+ B lenfositleri 1600 rpm, 5dk
22°C’de santrifiij edildikten sonra complete RPMI-1640 besiyeri ile siispanse edildi ve
Sekil 5.6.2 ile gosterilen diizende 24-kuyucuklu plakalara ekim yapildi. O isaretli
kuyucuklar uyarilmamis kontrol olarak kullanilirken BCR+sCD40L isaretli
kuyucuklara 10pg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR)’a ek olarak 1pg/mL
sCD40L eklendi, BCR+sCD40L+U0126 isaretli kuyucuklara 10pg/mL anti-Human
[lgG + IgM] (anti-BCR)’a ek olarak 1ug/mL sCD40L ve son konsantrasyonu 10uM
olacak sekilde U0126 selektif MEK 1/2 inhibitorii eklendi.
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Sekil 5.6.2 MEK-ERK inhibisyon deneyleri i¢in 24-kuyucuklu plaka organizasyonu.

24 saat sonunda ilgili kuyucuklardaki hiicreler homojenize edilerek toplandi ve 10 mL
1X PBS ile seyreltilerek 1600 rpm, 5dk 22°C’de santrifiij edilerek yikandi. Hiicreler
dahasonra 200 pL 1X PBS ile ¢oziilerek esit miktarda iki ayrt FACS tiipiine pay edildi.
Tablo 5.2°de belirtilen antikorlar ile tiiplerden biri izotip boyama i¢in kullanilirken
digeri antikor boyama i¢in kullanildi. BD Influx Cell Sorting cihaziyla analizler

gerceklestirildi.

5.6.3 Eskiiltiir deneyleri

Saglikli dondrden EDTA’I1 tiip i¢ine alinan kan, 50 mL konik tiip i¢ine toplandu.

EDTA’I1 tiipler eritrosit lizis tamponu ile yikanarak 50mL tiip iizerine eklendi. Konik
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tiip kan hacminin 10 kat1 kadar eritrosit lizis tamponu ile tamamlanip 15 dakika, oda

sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonras1 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra
stv1 faz uzaklastirilip hiicreler 10mL 1X PBS ile ¢6ziildi. Hiicre siispansiyonundan 20
pL 6rnek alinarak 5 pL tripan mavisi ile karistirilip sayim yapildi. Bu sirada hiicrelerin
bulundugu tiip ise 1600 rpm, 10 dakika 22 °C’ta santrifiij edildi. Elde edilen hiicre
miktarma gore hiicreler uygun miktarda anti-CD3-APC/Cy7 ve anti-CD19-APC

antikorlartyla 15 dakika, karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edilerek boyandi.

Inkiibasyon sonunda her bir tiipe 2 mL 1X PBS eklenerek 1600 rpm, 5 dakika 20 °C’ta
santrifiij edildi. Siv1 fazlar uzaklastirildi ve 500 uL. FACS tamponu i¢inde ¢oziilen
orneklerin tlizerine tiip basina 10 pL DAPI eklendi. Buz igerisinde taginan drneklerden
BD Influx Cell Sorting cihazi ile CD19+ hiicreler ve CD3+ hiicreler, icerisinde 1 mL
100% FBS bulunan 50 mL konik tiipler i¢ine ayristirildi.

Hiicre ayristirmasi sonucunda elde edilen saf CD19+ B lenfositleri 1600 rpm, 5dk
22°C’de santrifiij edildikten sonra complete RPMI-1640 besiyeri ile siispanse edildi ve
96-kuyucuklu plakalara ekildi. Bir grup hiicre uyarilmazken diger grup igin
kuyucuklara 10pg/mL anti-Human [IgG + IgM] (anti-BCR) eklenerek gece boyunca
37°C inkiibatorde aktivasyona birakildi.

CD3+ T lenfositleri ise 1600 rpm, 5dk 22°C’de santrifiij edildikten sonra complete
RPMI-1640 besiyeri ile siispanse edildi ve T25 flask ig¢inde gece boyu 37°C
inkiibatorde kiiltiir edildi.

Takip eden giiniin sabahinda ayr1 bir 96-kuyucuklu plate kuyucuklari, daha once

aciklandigr sekilde Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 antikoruyla kapland1 (96-
kuyucuklu plate i¢in kuyucuk bagina 200puL soliisyon kullanildi).
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Gece boyu hiicre kiiltiiriinde bulunan T lenfositleri 1600 rpm, 5 dakika 20 °C’ta
santrifiij edildi. S1v1 faz uzaklastirild1 ve her 10.10° ¢ hiicre i¢in 1 mL 5 pM CFSE
soliisyonu hazirlandi (1 uL CFSE, 999 pL H0 ile karistirilip diliie edildi).

Hiicre pelleti 20 dk oda sicakliginda ve karanlikta 1 mL CFSE-H2O ile boyanip
inkiibasyon sonunda SmL complete RPMI ile seyreltildi (baslangicta kullanilan CFSE

hacminin 5 kati complete medium).

1600 rpm, 10 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatant
dokiiliip 6nceden 1sitilmig 10 mL complete RPMI-1640 iginde pellet ¢oziildii. Asetat

hidrolizi igin en az 10 dk oda sicakliginda beklettikten sonra deneye devam edildi.

CD3+ T lenfositleri Sekil 5.6.3’te gosterildigi gibi her kuyucuga sabit miktarda
ekilirken CD19+ B lenfositleri degisen miktarlarda T lenfositleriyle ayn1 kuyucuga
ekilerek 7 giinliik eskiiltiir deneyi baslatildi. 7 giin sonunda hiicreler kuyucuklardan
toplanarak 2 mL 1X PBS ile seyreltildi ve 1600 rpm, 5dk 22°C’ta santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirildi ve 6rnek basina 3uL. CD3-APC/Cy7 ve 3uL
CD19-APC immiinfloresan boyalar1 eklenerek 15dk, karanlikta ve oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 2mL 1X PBS eklenerek seyreltildi ve 1600
rpm, 5dk 22°C’ta santrifiij edildi. Santrifiij sonunda hiicre pelletleri 500uL 1X PBS ile
¢oziildi ve BD Influx Cell Sorting cihaziyla analizler gergeklestirildi.
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6. BULGULAR

6.1 Tiimor infiltre B lenfositlerinde PD-L1 ifadesi diger dokulara kiyasla daha
yiiksek bulunmaktadir

Timor infiltre B lenfositlerinin PD-L1 ve PD-1 araciligiyla regiilator ozellik
gosterdigini diisiinmekteyiz. Bu nedenle tiimor doku, saglikli distal akciger doku, lenf
nodu ve periferik kan kaynakli B lenfositleri PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadeleri
bakimindan incelendi. Dokulardan elde edilen hiicreler anti-CD3-APC/Cy7, anti-
CD19-APC, anti-CD28-FITC, anti-PD-1-PE/Cy7, anti-PD-L1-PE ve DAPI
boyalariyla boyandi (Bkz. Metodlar Floresanla Aktiflestirilmis Hiicre Ayristirilmasi

(FACYS)) ve akan hiicre 6lger cihazinda analiz edildiler.

Akan hiicre 6l¢er sonrasi elde edilen verilerde izlenen kapilama stratejisi Sekil 6.1.1°de
gosterilmistir. Analizde hiicreler SSC/FSC kriterlerine gore debrilerden ayristirilarak
kapilandilar. Belirlenen grup FSC Area/FSC Width parametreleriyle tekrar analize tabi
tutularak “singlet” hiicreler belirlendi. Sonuglarin saglikli analiz edilebilmesi ve yanlis
pozitiflik olasiligini azaltmak i¢in belirlenen “singlet” hiicrelerde DAPI boyamasiyla
6lii/canl1 hiicre ayirimi yapilip, DAPI negatif hiicreler kapilandi. En son olarak DAPI
negatif canli hiicreler lizerinde fenotipik analizler gerceklestirildi. Bu yontem tiim

dokulardan elde edilen hiicrelerde gerceklestirildi.
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Sekil 6.1.1 Akan hiicre 6lger verileri kapilama stratejisi.

Sekil 6.1.1 de goriildiigii tizere hiicreler CD19+ ve CD3+ olarak tespit edildi. Dort
farkli dokudan elde edilen hiicrelerde CD19" B lenfositleri kapilanarak PD-1, PD-L1
ve CD28 analizleri gergeklestirildi. B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yo6niinden

incelenmesiyle ilgili sonuglar; Tiimér infiltre (Sekil 6.1.2), distal akciger doku (Sekil
6.1.3), lenf nodu (Sekil 6.1.4) ve periferal kan (Sekil 6.1.5) ile birer 6rnek olarak

sunulmustur.
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Sekil 6.1.2 Tiimor infiltre B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yoniinden incelenmesi. Solda izotip kontrol

boyamalari; sagda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamalari.
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Sekil 6.1.3 Distal akciger doku B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yoniinden incelenmesi. Solda izotip kontrol
boyamalari; sagda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamalari.
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Sekil 6.1.4 Lenf nodu B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yoniinden incelenmesi. Solda izotip kontrol
boyamalari; sagda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamalari.
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Sekil 6.1.5 Periferal kan B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 yoniinden incelenmesi. Solda izotip kontrol
boyamalari; sagda anti-PD-1, anti-PD-L1 ve anti-CD28 boyamalari.
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Sonuglar B lenfositlerinde, her dért dokuda da PD-L1’in PD-1 ve CD28’e gore daha
baskin bir ekspresyonu oldugunu gostermektedir (Sekil 6.1.6). Tiimor infiltre B
lenfositlerinin yaklasik %22,1°i PD-L1 pozitif bulunurken, PD-1 %2,6 ve CD28 %2,3
tespit edilmistir (Sekil 6.1.6). Diger dokularda (saglikli akciger, lenf nodu ve periferal
kan) B lenfositlerinde anlamli bir PD-1 ve CD28 ekspresyonu gézlenememistir. Hasta
verilerinin analizleri sonucunda PD-L1 ifadesinin timor infiltre B lenfositlerde; lenf
nodu, distal saglikli akciger doku ve PBMC kaynakli B lenfositlerine gore daha fazla
oldugu bulunmustur (sirasiyla %22,1, %3,1, %5,4 ve %8,4; Sekil 6.1.6). Her ii¢
molekiiliin  ekspresyon diizeyleri hastalar arasinda biiylik bir varyasyon
gostermektedir. Saglikli sonuglar i¢in daha fazla sayida hasta analiz edilmelidir.
Dokulara gore CD3* T ve CD19" B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadeleri
karsilastirilmistir (Sekil 6.1.7 — Sekil 6.1.9). Timor infiltre B ve T lenfositlerinde
benzer diizeyde PD-L1 ekspresyonu bulunmustur (sirastyla %22,1 ile %21,5; Sekil
6.1.7). Distal saglikli akciger dokusu ile lenf nodunda T lenfositlerinde (%7,7 ve
%20,1) PD-L1 ekspresyonu B lenfositlerinden (%3,1 ve %5,4) yiiksek gozlendi (Sekil
6.1.7). PD-1 ekspresyonu T lenfositlerinde tiimor infiltre hiicrelerde (%48,2) yiiksek
tespit edildi (Sekil 6.1.8). Diger her ii¢ dokuda, tiimore nispetle daha az olmakla, PD-
1+ T lenfositleri gézlenmistir (distal saglikli akciger doku %12,5, lenf nodu %9,4 ve
periferal kan %5; Sekil 6.1.8). CD28 ekspresyonu her dort dokuda da B lenfositlerinde
tespit edilememesine karsin, T lenfositlerinde yliksek oranda bulunmustur (tiimor
%50,8, distal saglikli akciger dokusu %37,5, lenf nodu %80,2 ve periferal kanda
%57,8; Sekil 6.1.9). Sonug olarak B lenfositleri her dort dokuda, PD-1 ve CD28
molekiillerine kiyasla, baskin olarak PD-L1 eksprese etmektedirler. Bu ekspresyon

ozellikle tiimor infiltre B hiicrelerinde yliksek oranda bulunmaktadir.
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Sekil 6.1.6 CD19 kapisi altinda bulunan hiicrelerin koreseptor yiizdesi. Tm: Tiimor, HT: Saglikli distal akciger

doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan.
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Sekil 6.1.7 CD19* B lenfositleri ve CD3* T lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin karsilastirilmasi. Tm: Timor, HT:

Saglikl distal akciger doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan.
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Sekil 6.1.8 CD19" B lenfositleri ve CD3* T lenfositlerinde PD-1 ifadesinin karsilastirilmasi. Tm: Timor, HT:
Saglikl distal akciger doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan.
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Sekil 6.1.9 CD19* B lenfositleri ve CD3* T lenfositlerinde CD28 ifadesinin karsilastirilmasi. Tm: Timor, HT:
Saglikl distal akciger doku, LN: Lenf Nodu, PB: Periferal kan.
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6.2 PD-L1 ifadesi BCR/sCD40L uyarimi ile artmaktadir

B lenfositlerinde, 6zellikle tiimor infiltre hiicrelerde, yliksek PD-L1 ekspresyonu tespit
edilmesi iizerine bu ekspresyonu hangi uyarilarin tetikledigi incelenmistir. T
lenfositlerinde T hiicre reseptor uyarimi PD-L1 ekspresyonunu indiikledigi i¢in B
hiicrelerinde de benzer bir uyarimin (B hiicre reseptorii -BCR) etkisi incelenmistir.
Saglikli donorlerden elde edilen periferik 16kositler ile yapilan in vitro hiicre kiiltiirii
deneylerinde, hiicreler yalnizca anti-CD3, yalnizca anti-Human [IgG + IgM] (anti-
BCR) veya anti-BCR+sCD40L ile kombine uyarildi. Negatif kontrol olarak

uyarilmamis hiicreler kullanildi. Hiicreler 72 saat boyunca kiiltiire edildiler.

Aktive PBMC’lerde aktive edilmeyen PBMC’lere gore B lenfositlerinde (CD19+
kap1) PD-L1 ve PD-1 ifadelerinde artis gozlendi (Sekil 6.2.1.A ve B). Uyarilmis
PBMC-B hiicrelerinde CD28 ifadesinde anlaml1 bir artis tespit edilemedi (Sekil 6.2.1.
C). PBMC’lerin BCR ve BCR/sCD40L uyarimlari sonucu ilk 12 saatten itibaren PD-
L1 ekspresyonu, B lenfositlerinde bazal seviyeye gore sirasiyla 12,3 ve 21,4 kat
artmistir (Sekil 6.2.1.A). PD-L1 ekspresyon artiglar1 24 saatten itibaren bir platoya
ulagmakta ve 72. saate dogru azalma gostermektedir (Sekil 6.2.1.A). BCR/sCD40L
kombinasyonu tek basina BCR uyarimindan daha giiglii bir ekspresyonu
indiiklemektedir (Sekil 6.2.1.A). Ilging olarak PBMC’lerin anti-CD3 ile uyarimi
sonucu B lenfositlerinde PD-L1 ekspresyon artis1 meydana geldigi gozlenmistir (bazal
seviyeye gore maksimal 9,7 kat -24 saat; Sekil 6.2.1A). Bu sonug anti-CD3 uyarimi
sonucu ortamda bulunan T lenfositlerinin B hiicrelerinde sitokin veya ylizey
molekiilleri araciligiyla PD-L1 ekspresyonunu indiikledigini diistindiirtmektedir. BCR
ve BCR/sCD40L uyarimlar1 B hiicrelerinde ilk 12 saatten itibaren, PD-L1’e gore
nispeten daha az olmakla beraber, PD-1 ekspresyonunu arttirmaktadir (bazal seviyeye
gore sirasiyla 8,8 ve 7,5 kat artig, Sekil 6.2.1.B). Bu artis 72 saat boyunca bir plato
olusturmaktadir (Sekil 6.2.1.B). Anti-CD3 uyarimi B hiicrelerinde PD-1
ekspresyonuna etki etmemektedir (Sekil 6.2.1.B). B hiicrelerinin BCR ve
BCR/sCD40L uyarimlar1 CD28 ekspresyonuna anlamli bir etkisi gézlenmemistir,
sadece ilk 12 saatte ufak bir artig tespit edilmistir (sirasiyla 2,3 ve 4,0 kat, Sekil
6.2.1.C).
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T lenfositlerinde (CD3+ kap1) anti-CD3 uyarimi sonucu PD-L1 ifadesinde 12 saatten
itibaren siirekli artan bir ekspresyon gozlendi (Sekil 6.2.2.A). Uyarilmis PBMC-T
lenfositlerinde PD-1 ekspresyonunda 72. saatte bir artis tespit edildi (Sekil 6.2.2.B).
CD28 ifadesinde anlamli bir artis tespit edilemedi (Sekil 6.2.2.C). Ancak PD-L1 ve
PD-1’in tersine bazal seviyede bile CD3+ T lenfositlerinin yaklagik %80 ila 90
arasinda bir yilizdesi CD28 ekspresyonu bulunmaktaydi (gosterilmeyen data). Bu
nedenle CD28 ekspresyonu ag¢isindan anti-CD3 uyarimu ile bazal seviye arasinda bir
fark goriilmedi. PBMC’lerin BCR ve BCR/sCD40L ile uyarimlart T hiicrelerinde
anlamli bir PD-L1 ve PD-1 ekspresyon artisina neden olmad (Sekil 6.2.2.A ve B).
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Sekil 6.2.1 Uyarilmis PBMC’lerde CD19* B lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadesi. Sonuglar bazal seviyeye

gore fold increase olarak gosterilmistir.
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Sekil 6.2.2 Uyarilmig PBMC’lerde CD3* T lenfositlerinin PD-1, PD-L1 ve CD28 ifadesi. Sonuglar bazal seviyeye
gore fold increase olarak gosterilmistir
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6.3 PD-L1 ifadesi BCR-MEK1/2 yolagi iizerinden gerceklestirilir

Deneysel sonuclarimiz PD-L1 ekspresyonunun B hiicrelerinin B hiicre reseptorii
(BCR) ile uyarimi sonucu meydana geldigini, CD40L’in bu uyarimi arttirdigini
gostermistir. B hiicre reseptoriiniin PD-L1 artisina hangi sinyalizasyon yolagini
kullandigin1 arigtirmak i¢in saglikli bireylerden elde edilen PBMC’lerden B hiicreleri
Influx BD cell sorting yontemiyle saflagtirildi. Literatiirde T hiicrelerinde
gerceklestirilen deneysel ¢alismalarda MEK1/2 yolagmin PD-L1 ekspresyonunda
etkili oldugu gosterilmistir. MEK1/2 yolagi ayn1 zamanda BCR sinyal iletiminde de

gorev almaktadir.

BCR uyarimi1 sonras1 B lenfositlerindeki PD-L1 ifadesinin artisindan sonra hiicre i¢i
sinyal yolaginin tespit edilmesi i¢in BCR-MEK1/2-ERK yolag: incelendi (127).
Saglikli dondrlerden elde edilen CD19+ B lenfositlerinden bir grup hiicre
BCR+sCD40L ile aktive edilirken diger grup hiicre aktivasyon oncesi selektif
MEK1/2 inhibitorii U0126 ile muamele edilerek in vitro hiicre kiiltiirii yapild.

24 saatlik hiicre kiiltiirii sonunda hiicreler anti-PD-1-PE/Cy7, anti-PD-L1-PE, anti-
CD28-FITC ve anti-CD19-APC boyalariyla boyanarak akim sitometri deneyleri
yapildi. Inhibitdr varliginda ve yoklugunda PD-1, PD-L1 ve CD28 koreseptdr ifadesi
degisimleri Sekil 6.3.1 — Sekil 6.3.3 ile gosterilmistir.
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Sekil 6.3.3 MEK1/2 inhibitorii varhginda BCR+sCD40L ile uyarilmig CD19+ B lenfositlerde PD-1, PD-L1 ve

CD28 ifadesi.

Yapilan analiz sonucu MEK1/2 inhibitoriiniin PD-L1 ifadesini 2 kat azalttig
bulunmustur (Sekil 6.3.4 ve Sekil 6.3.5).
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Sekil 6.3.4 MEK1/2 inhibit6riiniin BCR+sCD40L ile uyarilmis CD19+ B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve CD28

ifadesine etkisi.
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Sekil 6.3.5 MEK1/2 inhibitorii varliginda BCR+sCD40L ile uyarilmig CD19+ B lenfositlerinde PD-1, PD-L1 ve
CD28 ifadesinin birbirlerine oransal degisimi.

6.4 Aktive B lenfositler, T lenfosit proliferasyonunu baskilamaktadir

Aktive olan B lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin arttigi bulunduktan sonra B
hiicrelerinin diizenleyici etkilerinin anlasilmasi i¢in uyarilmis B hiicrelerinin T hiicre
proliferasyonuna olan etkileri incelendi. Saglikli bireylerin periferal kanlarindan cell
sorting ile B ve T hiicreleri saflagtirildi. Proliferasyonun 6l¢iimii i¢in T hiicreleri CFSE
ile isaretlendiler. Saflastirilan B hiicreleri gece boyunca [IgG + IgM] ile uyarildilar.
Bu uyarimin akabinde aktive olmus B hiicreleri CFSE isaretli ve anti-CD3+IL-2 ile
uyarilmis T hiicreleriyle farkli oranlarda (4B:1T; 2B:1T; 1B:1T; 1B:2T) eskiiltiire
alindilar. Eskiiltiiriin baglamasindan bir hafta sonra ortamda B lenfositi olmadan aktive
edilmis (pozitif kontrol) ve edilmemis (negatif kontrol) T hiicrelerinde ki CFSE
degisimi olciildii (Sekil 6.4.1.A). Sekil 6.4.1.A’da tek basina uyarilmis ve uyarilmamais
T hiicrelerinin CFSE degisimleri gosterilmistir. Hiicre boliinmesi arttikga sitoplazmayi
boyayan CFSE diliie olmaktadir (Sekil 6.4.1). Tek basina uyarilmis T hiicreleri CFSE
boyanmasini kaybetmis olup (Sekil 6.4.1.A), fold decrease analizleri i¢in temel birim
olarak kabul edilmistir (Sekil 6.4.2). Buna mukabil sekil 6.4.1.A’da goriildiigi lizere
uyaritlmamig T hiicreleri (negatif kontrol) CFSE pozitif kalmistir. Farkl eskiiltiir
deneylerinden 6rnek olabilecek bir calismanin sonuglar sekil 6.4.1.B’de histogram
olarak gosterilmistir. Aktive olmamis B hiicrelerinin uyarilmis T hiicreleriyle (4B:1T

oraninda) es-kiiltiirii sonucunda, T hiicrelerinin proliferasyonu pozitif kontrole gore
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yaklagik 2 kat azaldig1r gozlenmistir (Sekil 6.4.2). Ayn1 B:T hiicre oranina sahip
(4B:1T) wuyarilmigs B hiicreleriyle gerceklestirilen deneylerde ise T hiicre
proliferasyonu yaklasik 5 kat azalmistir (Sekil 6.4.2). Eskiiltiirdeki uyarilmis B hiicre
orani azaldik¢a aktive olmus T hiicrelerindeki proliferasyon dogru orantili olarak
artmaktadir (Sekil 6.4.2). Sonuglar proliferasyon inhibisyonunun ortamdaki mutlak
hiicre sayisindan bagimsiz oldugunu, ancak B hiicrelerinin aktivasyon durumlarina
bagli oldugunu gostermektedir. Cilinkii benzer oranda (4B:1T) uyarilmamis ile
uyarilmig B hiicrelerinin eskiiltiirleri karsilastirildiginda uyarilmig B hiicreleri T hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir. Ortamda aktive olmus B hiicre oran1 T hiicrelerine
kiyasla azalmasiyla proliferasyon inhibisyonu anlamli olarak azalmaktadir (Sekil
6.4.2). Uyarilmig B hiicrelerinin inhibitor etkisinde PD-L1/PD-1 iliskisinin roliinii
anlamak ic¢in eskiiltiir deneyleri noétralizan/inhibitoér anti-PD-L1 antikorlar1 veya
siRNA teknigiyle tekrarlanmasi planlanmaktadir. Ayrica s6z konusu proliferasyon
inhibisyonu hiicre-hiicre kontagi haricinde (veya her ikisi birlikte) ¢Ozlinmiis
molekiiller (IL-10, IL-35) araciligiyla m1 gergeklestirildigini anlamak i¢in B ve T
hiicreleri yar1 gegirgen bir membran ile ayrilmig olarak eskiiltiir deneyleri

gergeklestirilecektir.
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Sekil 6.4.1 Aktive B lenfositlerinin aktive T lenfositleri lizerine popiilasyon bagimli inhibitdr etkisi.
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Sekil 6.4.2 Aktive B lenfositlerinin T lenfositler iizerindeki inhibitdr etkisinin oransal degisimi
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7. TARTISMA ve SONUC

B lenfositlerin antikor sentezi diginda sitokin {iretimi (73,79-83) ve regiilator
Ozelliklerinin (6,101) oldugu son zamanlarda yapilan g¢alismalarda kesfedilmistir.
Kronik inflamasyon sonucu artan inflamatuvar yanitin durdurulmasi igin ortaya ¢ikan
Breg hiicrelerin sadece otoimmiin (115) ve persistan enfeksiyon (105) tablolarinda
degil kanserde (128) de etkili olduguna dair yapilan yayinlar bulunmaktadir. PD-1/PD-
L1 yolaginin kesfi (129) ve bu konuda yapilan analitik ¢alismalar (49) sonrasi
immiinoterapi ¢alismalar1 giindemde kendine Onemli bir yer bulmustur.
Pembrolizumab (130) ve atezolizumab (131) gibi immiin kontrol noktasi
inhibitdrlerinin yliksek basar1 gostermesi ve FDA tarafindan onaylanmasi ise bu

konuda yapilan caligmalar1 daha da tesvik edici hale getirmistir.

PD-L1 ifadesi %50 ve iizerinde olan tiimdrlerde, pembrolizumab tedavisinin platin
tabanli kemoterapiye kiyasla ¢ok daha yiiksek sagkalim sagladigi bulunmustur (130).
PD-L1 blokajinin kanitlanmis etkisinden hareketle galismamizda, tiimér hiicrelerinden
ziyade timor infiltre B lenfositlerindeki PD-L1 ifadesinin immiin baskilayict roliiniin
olup olmadig: arastirildi ve TIL CD19* B lenfositlerde PD-L1 ifadesinin yiiksek
oldugu gosterildi (Sekil 6.1.6 ve Sekil 6.1.7).

Literatirde PD-L1 ifadesinin yiiksek olmast tiimér lehine bir durum olarak kabul
edilmektedir (132). PD-1 reseptoriiniin, ligandi olan PD-L1 ile etkilesmesi sonucu
efektor CD8+ T lenfositleri exhaustion denilen bir evreye girer; buna bagh olarak
sitotoksik yetenekleri azalir, inhibitor yiizey molekiillerinin sentezleri yavaslar ve
proliferatif yeteneklerini kaybetmeye baslarlar (133). Tiimor mikrogevresinde CD8+
T lenfositlerinin kronik olarak cognate antijenlerine maruz kalmasinin PD-1 ifadesini
artirdigi bilinmektedir (133). PD-L1+ lenfositlerin ortama gog¢ etmesiyle CD8+
lenfositlerin efektor yetenekleri baskilanmaktadir. Bir diger yandan ise tiimor infiltre
CD8+ T lenfositlerinde zamana bagli PD-1 artis1i goz Online alindiginda, islev
gérmeyen/anerjik hiicrelerin ortadan kaldirilmasi adina PD-L1" B hiicrelerinin ortama

gocii tetikleniyor olabilir.
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Fizyolojik acidan TLS organizasyonunun kanser iizerine etkisine bakildiginda bu
etkilerin, genel olarak prognostik agidan iyi olarak yorumlanmaktadir (98,99,125,134)
fakat T2-MZP gibi Breg fenotipi gosteren hiicrelerin drene lenf nodunda birikmesi
(135) gibi bazi durumlarda tam tersi olarak da bildirilmektedir (134). Diger yandan
Tth hiicrelerinin PD-1+ olduklari ve naive B hiicrelerini aktive ederek Breg
farklilagsmasina indiikleri bilinmektedir (119). Bununla birlikte, PD-L1 ifadesi yliksek
olan tiimorlerde PD-1+ cTfh infiltrasyonunun yiiksek oldugu bulunmustur (119).
Biitiin bu bilgiler 15181nda TLS yapisinin anti tiimoral yapidan protiimorijenik yapiya
evrilmesinde PD-L1+ B lenfositlerinin varligi rol oynuyor olabilir. PD-L1+ B
lenfositlerinin IFN sinyaline bagli bir inhibitér etkisi de olabilir. IFN
sinyalizasyonunun PD-L1 sentezini uyardigi (127) ve uzun siireli IFN sinyali sonrasi
Tfh fonksiyon kaybi yasadigi bilinmektedir (47). PD-L1+ B lenfositlerinin IFN
sinyaline bagli olarak kronik enfeksiyonlarda ortaya ¢ikmasi, Tth supresyonunun
sebebi olabilir.

Ornek havuzunun genis olmamasi Ve biyopsi miktarinin kiigiik olmasi gibi sorunlardan
dolay1 sonuglarimizda standart sapma ve varyasyon yiiksek ¢ikmakta fakat ¢alismanin
devaminda daha ytiksek hasta sayis1 ve daha biiyiik biyopsi 0rnegiyle standart sapma

ve degiskenligin oniine gegilmesi hedeflenmektedir.

TIL CD19+ B lenfositlerinde PD-L1 ifadesinin yiiksek oldugunu bulduktan sonra PD-
L1 ifadesinin BCR uyarimiyla baglantisi arastirildi. BCR ve koreseptor CD40
esuyariminin B hiicrelerinde PD-L1 ifadesini artirdig1 gosterildi (Sekil 6.2.1) (136). T
lenfositlerinde gergeklestirilen ¢alismalarda MEKI1/2 molekiillerinin PD-L1
ekspresyonunda rol oynadigi gosterilmistir. Literatirde MEKI1/2 sinyalizasyon
molekiillerinin B hiicre reseptér sinyalizasyon yolaginda da etkili olduklari
gosterilmistir. Bu nedenle BCR uyarimiyla meydana gelen PD-L1 ekspresyon
artiginda hiicre i¢i sinyal yolaginin belirlenmesi i¢in MEK1/2 inhibisyonu ile PD-L1
ifadesi arasindaki iliski arastirildi. Inhibitdr varhginda BCR-aracili PD-L1 ifade
artiginin azaldigi bulundu (Sekil 6.3.4 ve Sekil 6.3.5). Literatiire bakildiginda PD-L1
sinyalizasyonun STAT1, PI3K/AKT/mTOR veya MyD88/TRAF6 iizerinden de
gerceklestigine dair bulgular yaymlanmistir (127,137). Elde ettigimiz bulgularda PD-
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L1 ifadesinin tamamen inhibe edilememesinin sebebi, sinyal iletiminde gorevli tek

yolagin MEK-ERK yolagi olmamas: olabilir.

BCR ile aktive edilen B hiicrelerinin PD-L1 ifadesinin yiikseldigi kanitlandiktan sonra
PD-L1+ B hiicrelerinin T lenfositler iizerine immiin baskilayici etkilerinin olup
olmadigi arastirildi. aCD3 ve IL2 ile kombine uyarilan T lenfositler, degisen sayida
olmak iizere aktive B lenfositleriyle eskiiltiire edildi. B lenfosit sayisiyla dogru orantili
olarak T lenfositlerin inhibe edildigi gorildii. Gergeklestirilen deneyler T
proliferasyon inhibisyonun PD-1/PD-L1 etkilesiminden mi yoksa IL10 ya da IL35 gibi
inhibitér bir sitokin yilizinden mi oldugunu gostermemektedir. Gelecek
¢alismalarimizda bu inhibitor etkinin sitokinler iizerinden mi, hiicre-hiicre etkilesimi

tizerinden mi yoksa kombine bir sekilde mi oldugu arastirilacaktir.
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