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OZET

Akay, H.K. Akciger Kanserli Hastalarda Mukoza iliskili invariant T (MAIT) Hiicreleri.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul. 2023

Akciger kanseri Tiirkiye’de ve diinyada mortalitesi yliksek malinitelerden biridir. Yapilan
smiflandirma ve evrelendirme, tedavinin gidisatinda olduk¢a 6nemlidir. Klasik tedavi
yontemleriyle uzun siireli sagkalim saglanamamaktadir. Son yillarda, kansere karsi
immiin yanitlarda 6nemli rol oynayan sitotoksik invaryant T hiicrelerinin
immiinoterapide kullanimi iizerine ¢aligmalar artmistir. Mukozayla iligkili invaryant T
(MAIT) hiicreleri de sahip olduklar1 semi-invaryant reseptérlerle ve rol aldiklar1 immiin
yamtlarla dikkati gekmektedir. Ozellikle mukozal bdlgelerde ve karacigerde baskin olan
bu hiicre grubu gelisimleri i¢in mikrobiyotaya ihtiya¢ duymaktadir. Bakteriyel ve viral
enfeksiyonlarda etkin rol almakla birlikte kanser hiicrelerini de o6ldiirebilmektedir.
Calismamiz insanda akciger kanserli hastalarda dokularda ve periferik kanda MAIT
hiicrelerinin oranlarmi ve etkinliklerini belirlemek icin yapildi. Bu c¢alismaya kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanserli hastalardan 15 periferik kan (erken ve geg evre), 5 tiimor, 5
timore komsu akciger dokusu ve 6 lenf nodu o6rnegi, saglikli kontrollerden ise 10
periferik kan 6rnegi dahil edildi. Tek hiicre siispansiyonu haline getirilen 6rnekler akan
hiicre &lger ile analiz edildi. Sonugta periferik kanda MAIT hiicre yiizdesi total hasta
grubunda sagliklilarinkine kiyasla anlamli derecede daha az tespit edildi (p=0,036).
Hastalik evreleri arasinda ise yiizde oran olarak anlamli farklilik goriilmedi. Hasta
periferik kan &rneklerinde diger doku drneklerine kiyasla MAIT hiicre yiizdesi daha fazla
bulunmasina karsilik anlamli bir fark saptanmadi. Saglikli periferik kan mononiikleer
hiicrelerinin uyarim sonrast MAIT hiicrelerinde anlamli IFN-gama artis1 tespit edildi (p=
0,016). Calismamiz akciger kanserinde MAIT hiicrelerinin diger kanser tiirlerinde oldugu
gibi sagliklilara kiyasla periferik kanda azaldigin1 dogrulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: MAIT, invaryant T hiicreler, akciger neoplazmlari, karsinoma-
kiiciik hiicreli olmayan, akan hiicre 6lcer

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 34769
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ABSTRACT

Akay, H.K. Mucosa Associated Invariant T (MAIT) Cells in Patients with Lung Cancer.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Immunology, PhD thesis.
Istanbul. 2023.

Lung cancer is one of the malignancies with high mortality in Turkey and worldwide.
Both classification and staging of lung cancer are crucial during the treatment. Long-term
survival cannot be achieved with conventional therapies. In recent years, studies on the
use of cytotoxic invariant T cells, which play an important role against cancer, in
immunotherapy, have increased. These cells draw attention with their semi-invariant
receptors and and the immune responses they function in. Mucosa-associated invariant T
(MAIT) cells predominate in mucosal regions, liver and they require microbiota for their
development. They play a protective role against to bacterial and viral infections and can
Kill cancer cells. Our study was accomplished to determine the proportions and functions
of MAIT cells in different tissues in lung cancer. This study included 15 peripheral blood
(early and late stage), 5 tumor, 5 adjacent lung tissue, 6 lymph node samples from patients
with non-small cell lung cancer (NSCLC), and 10 peripheral blood from healthy controls.
Single cell suspensions of clinical samples were analyzed by flow cytometry. As a result
the percentage of MAIT cells in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was found
to be significantly lower in the patient group compared to the healthy ones (p=0.036).
There was no significant difference in ratios of MAITs between disease stages. Although
the percentage of MAIT cells found to be higher in patient PBMC compared to other
tissues, no significant difference was detected. A significant increase in IFN-gamma was
detected in MAIT cells after stimulation of healthy PBMCs (p=0.016). Our study
confirms that MAIT cells in lung cancer are decreased in PBMC compared to healthy
ones as in other cancer types.

Key Words: MAIT, invariant T cells, lung neoplasms, carcinoma-non small cell-lung,
flow cytometry

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 34769



1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri diinyada ve iilkemizde hem erkek niifus i¢inde hem de genelde
en Onde gelen malinitelerden biri olarak yiiksek insidans ve Oliim oranina sahiptir.
Hastaligin ortaya ¢ikmasinda biiylime faktorii reseptorii (GFR), epidermal biiylime
faktorii reseptorii (EGFR) ve anaplastik lenfoma kinazin (ALK) zararli etkilerine yol agan
kazanilmis mutasyonlar gibi genetik faktorler; akcigerin enflamatuvar/enfeksiyon
hastaliklari, tiitiin riinlerinin kullanim1 yahut sigara dumanina maruziyet, alkol
kullanim1, uygunsuz beslenme veya toksik gaz kimyasallara maruziyet gibi c¢evresel

faktorler etkili olmaktadir? 2.

Akciger kanserinin tanimlanmasi, siniflandirilmasi ve evrelendirilmesi, tedavinin
uygun sekilde yapilabilmesi ve hasta sagkaliminin uzatilmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu
sebeple ilk etapta cerrahi miidahaleye uygunlugu da gosteren Kiigiik hiicreli (KHAK)
veya Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) seklinde histolojik bir siniflandirma
yapilmaktadir. Bunun yani sira Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kabul géren ve
multidisipliner bir yaklasimla hazirlanan daha detayli bir siniflandirma mevcuttur.
Kanserin evrelenmesi daha once belirtildigi gibi hasta i¢in en dogru tedavinin tespit
edilmesi, hastalik seyrinin 6ngoriilebilmesi ve adjuvan (yardimci) tedavilerin ilave olarak
uygulanabilirliginin belirlenmesi acisindan yine 6nem tasimaktadir. Bu sebeple diger
kanser tiplerine benzer sekilde akciger kanserinin tiimor, nod ve metastaz agisindan

siniflandirilmasi esastir® 4.

Akciger kanserinin tedavisinde KHAK ve KHDAK i¢in farkli bir yol
izlenmektedir. KHDAK tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve sistemik kemoterapi tek
basina ya da kombine olarak kullanilabilirken KHAK i¢in kemoterapi ve radyoterapi
tercih edilir. Bunlara ek olarak gelistirilen immmiinoterapdtik ajanlarin  hem
immiinojenik hem de non-immiinojenik malinitelerde son on yilda klinik kullanimlari
artmistir. Bu yaklasimlarda genel olarak sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu artirmak
ve tiimoriin immiin kontrol noktasini aktif hale getirmesini engellemek amaglanmugtir®.
Geleneksel ve yenilik¢i bu tedavi yaklagimlarina ragmen akciger kanseri hala diger
kanser tiirleri arasinda 6liim orani agisindan basi ¢ekmektedir. Bu sebeple 6zellikle

immiin-temelli tedaviler i¢in ¢alismalar hiz kazanmistir. Ancak sdz konusu



immiinoterapilerin etkin kullanimi anti-tliméral immiin yanitin mekanizmalarinin iyi

bilinmesini mecburi kilmaktadir.

Kanserli hiicreleri yok etmede etkin, immiin sistemdeki iki 6nemli hiicreden biri
dogal immiinitenin elemanlarindan dogal katil (NK) hiicreler digeri ise edinsel immiin
yanitta benzer goreve sahip sitotoksik “farklilagsma kiimesi” (cluster of differantiation,
CD) 8" T hiicrelerdir. Bunun yani sira son yillarda dogal ve edinsel immiin yanittaki
hiicreler arasinda kalan ve dogal benzeri T hiicreler olarak adlandirilan hiicre gruplari
lizerinde ¢aligmalar hizla artmaktadir. Bunlardan mukoza ile iligkili invaryant T (MAIT)
hiicrelerinin 6zellikle bazi enfeksiyonlarda &nemli rolleri gosterilmistir’. Ayrica
enfeksiyon digindaki diger klinik tablolardaki rollerinin aydinlatilmasi ile ilgili ¢aligmalar
icinde kanser basta yer almaktadir. MAIT hiicrelerinin aktivasyon sonrasi iirettikleri
sitokinler sebebiyle kanserde immiinolojik tabloyu olduke¢a etkiledikleri anlasilmakla
birlikte elde edilen sonuglar hala bu hiicre grubunun roliinii biitiiniiyle anlamamiz i¢in

yetersizdir ve farkl1 hasta gruplari ile dogrulamay1 gerektirmektedir® % 10,

Calismamizda, akciger kanseri oOzelinde kanser patogenezinde MAIT
hiicrelerinin diger lenfositlere oranla nasil degisiklik gosterdiginin ve bu hiicrelerin
salgiladigr sitokin igeriginin saptanmasi amaglanmigtir. Saglikli kontrol grubu ile
karsilastirildiginda akciger kanserli hasta grubunda kanser progresyonunu etkileyebilecek
oransal ya da fonksiyonel farkliliklarin saptanmast MAIT hiicrelerinin buradaki roliinii
anlamaya dair bir veri saglayacaktir. Literatiirdeki veriler 1s18inda da MAIT hiicrelerinin
iddia edildigi gibi kanser siirveyansinda immiin belirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacag1 hem de immiinterapiler i¢in uygun bir sitotoksik hiicre olup olmadig1

tartisilacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, basit bir tabirle akcigerde baslayan malin (malign, kotii huylu)
neoplazmlar olarak ifade edilir. 20. yiizyildan 6nce 400’4t bulmayan vaka ile bilinen
akciger kanseri, gecen yiizyilin ortalarindan itibaren her yil diinya genelinde artan
insidans ve oliim oranlariyla kanser istatistiklerinde 6n siralar1 tutan bir hastalik haline
gelmistir!?, Kiiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN) 2020 verilerine gore diinya
capinda 2 milyonu gecen yeni vaka ve yine 1,8 milyon civarinda 6liim vakasiyla seyreden
akciger kanseri insidans ve 6liim oranlari, Tiirkiye’de de diger kanser tiirleri arasinda hem

erkek niifus 6zelinde hem de genelde ilk sirada yer almaktadir (Sekil 2.1)%
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Sekil 2-1 GLOBOCAN (Kiiresel Kanser Gozlemevi-DSO) 2020 verilerine gore iilkeler
genelinde kadinlarda ve erkeklerde en yiiksek 6liim gozlenen kanser tipleri?.

Haritada parantez igindeki sayilar biitiin kanser tipleri i¢inde 6liim yiizdelerini, agik mavi renk akciger kanseri
kaynakli 6liimleri temsil etmektedir.

2.1.1. Etiyoloji ve Patogenez
Akciger kanseri olusumunda risk faktorleri arasinda basta aktif veya pasif
sigara/tiitiin triinleri kullanimi, akcigerin enflamatuvar/enfeksiyon hastaliklari (fibrozis,

kronik obstriiktif akciger hastaligi, pnomoni, tiiberkiiloz vb.), insan immiinyetmezlik



viriisti (HIV) enfeksiyonu, alkol tiiketimi, beslenme ve diyet, gevresel ve mesleki ajanlara
maruziyet (kirli hava, radon, asbest, komiir vb.) Ve genetik faktorler siralanmaktadir®.

Sayilan etkenler arasinda basi ¢ekenlerden biri tiitiin tirtinleri kullanimidir. Hasta
bireylerin yaklasik %80’inin, aktif sigara/tiitiin kullanicilar1 ya da yakin zamanda
birakmis kisilerden olustugu, sigara kullananlarin ise %210-15’inin akciger kanserine
yakalandig1 bilinmektedir. Buna ilaveten sigara iciciliginin diizeyini belirtmek igin
kullanilan paket/yil sayisi ile akciger kanseri gelistirme yiizdesi hemen hemen dogru
orantil1 kabul edilmektedir?,

Kazanilmig mutasyonlar

Epitel hiicrelerinde neoplastik transformasyona sebep olan onkojenik siiriicii
(driver) mutasyonlarin asamali birikmesi, diger organlarin sigara ile iliskili
karsinomlarinda oldugu gibi akcigerin de sigara ile iligkili karsinomlarinda énemli bir
etkendir. Kanserle iligkili genetik degisikliklerden bazilari sigara ictigi halde heniiz
kanser gozlenmeyen kisilerde bile brons epitelinde karsimiza ¢ikmaktadir.

Adenokarsinomlar sigara igmeyenlerde en ¢ok goriilen histolojik alt tiptir.
Bunlarn i¢te birinde GFR sinyalizasyon yolaginin bilesenlerinde onkojenik fonksiyon
kazandirict mutasyonlar goriilmektedir. Bunlar 6zellikle Kafkas irklarmin %10-15
kadarinda ve daha fazla oranda sigara igmeyen Asyali kadinlarda gozlenen EGFR; %3-5
oranda ALK, %1 oranda proto-onkojen tirozin ROS1 (Reseptor tirozin kinaz, ROS1),
%2-5 oranda metiltransferaz 1 (MET 1), %1-2 oranda ¢ogul endokrin neoplazisi ve
medullar tiroid karsinomasi 1 (rearranged during transfection - transfeksiyon sirasinda
yeniden diizenlenmis, RET tirozin kinaz, RET) gibi ¢ok sayida tirozin kinaz reseptoriinii
kodlayan genlerde ortaya ¢ikmaktadir. Yine GFR sinyalizasyon yolaginda reseptdr tirozin
kinazlarin akisg asagi (downstream) tarafinda kalan Raf murin sarkomu viral onkojen
homologu B (BRAF) (%2); Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) (%2) gibi serin/treonin
kinaz reseptor genlerinde ve nerdeyse %30 oranda Kirsten sigan sarkomaviral
onkojen (KRAS) geninde fonksiyon kazandirict mutasyonlar goriilmektedir.

Yass1 hiicreli karsinom sigara dumani maruziyetiyle yakindan iliskilidir ve bu
tipte ¢cogunlukla tiimor baskilayici lokustaki kromozom delesyonlarini igeren cesitli

genetik anormallikler gbzlenmektedir.


https://en.wikipedia.org/wiki/Transfection

2.1.2. Akciger Kanserinin Patolojik Olarak Tiplendirilmesi

Akciger  kanserinin  histopatolojik  olarak  siniflandirilmasi  hastaligin
evrelendirilmesi ve tedavi agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu yiizden akciger
kanseri, tiimor dokusunun mikroskobik goriintiisiinden yola ¢ikarak ilk etapta, cerrahi
rezeksiyona ¢ok uygun olmayan KHAK ve erken evrede daha uygun olan KHDAK olarak
gruplandiriimaktadir®. Bununla birlikte 2011 yilinda Amerikan Gogiis Dernegi (ATS),
Uluslararas1 Akciger Kanseri Arastirmalar1 Dernegi (IASLC), Avrupa Solunum Dernegi
(ERS) tarafindan tanimlanan ve 2015°te DSO tarafindan kabul géren; sadece histolojik
degil patogenez, radyolojik bulgular, klinik seyir, tedavi ve molekiiler testleri de icine
alan multidisipliner bir yaklasimla hazirlanan bir smiflandirma mevcuttur® 4. En son
2021°de DSO tarafindan giincellenen bu siniflandirma preinvazif ve invazif olarak ¢ok
sayida alt grubu igermekte olup (Tablo 2.1) tedavinin dogru ilerlemesinde oldukg¢a
onemlidir'?. Bu boliimde yukarda bahsedilen siiflandirmadan bagimsiz olarak, en sik
karsilasilan akciger kanseri histopatolojik tipleri olarak kabul edilen adenokarsinom (%50
siklikta), yassi (skuamoz) hiicreli karsinom (%20), biiyiik hiicreli karsinom (%2) ve

kiiciik hiicreli karsinomdan kisaca bahsedilecektir®.

2.1.2.1. Adenokarsinom

Mevcut akciger kanserlerinin ¢gogunlugunu olusturan adenokarsinomlarin sigara
ile iliskisi yass1 hiicreli karsinomlara gore daha azdir ve kadinlarda daha sik
rastlanmaktadir. Genellikle akcigerin periferinde ortaya ¢ikarlar ve yassi hiicreli
karsinoma gore daha kii¢lik olma egilimindedirler. Tiimdr hiicrelerinin miisin iirettigi ve
glandiiler farklilasma gozlenebilen invazif, malin, epitelyal tiimorler olan
adenokarsinomda asinar, lepidik, papiller, mikropapiller ve solid gibi biiyiime sekilleri

yaygin olarak goriiliir® > 12,

2.1.2.2. Yass1 Hiicreli Karsinom

En sik erkeklerde gdzlenen yass1 hiicreli karsinomun sigara kullanimi ile yakindan
iligkili oldugu bilinmektedir. Tiimoriin santral bronglardan liimen i¢ine dogru biiylimesi
stk goriiliir ayrica ana bronslar i¢ine ve komsu akciger i¢i lenf nodlarina santral olarak
yayllma ve santral kavitasyon yaygindir. Diger akciger kanserlerine gore balgam,
bronkoalveolar lavaj ve bronsiyal firgalama gibi 6rneklerin sitolojik incelenmesi atipik

hiicrelerin saptanmasinda erken tanida dnemlidir. Histolojik olarak yass1 hiicreli karsinom



keratinizasyon ve/veya hiicreler aras1 kdpriilerin (dezmozom) varligi ile karakterizedir® >
12

2.1.2.3. Biiyiik Hiicreli Karsinom

Diger akciger kanserlerinde goriilen sitolojik ozellikleri bulundurmayan, tipik
olarak biiyiik ¢ekirdek (niikleus), belirgin ¢ekirdek¢ik (niikleolus) ve normal miktarda
sitoplazma igeren, biiyiik ve poligonal sekilli, farklilasmamis, malin epitelyal hiicrelerdir.
Akciger cevresinde yerlesmeye egilimli olup, subsegmental hava yollarini invaze ederler.
Erken donemde uzak bolgelere metastaz yapmasi sebebiyle kotii prognozlu (6ngoriimlii)

olarak bilinirler®.

2.1.2.4. Kiiciik Hiicreli Karsinom

Sigara ile yakindan iliskisi olan olduk¢a malin bir tiimordiir. Az miktarda
sitoplazmalari olan, sinirlari net olmayan goreceli olarak kiiciik yuvarlak veya oval sekilli
hiicrelerden olusurlar. Tiimorler ana brongta veya akciger periferinde ortaya ¢ikabilir.
Bilinen preinvazif bir donem yoktur, ayrica ¢ok genis alanlara metastaz yapmalar1 ve

hemen hemen 6liimciil olmalari ile bilinirler™ > 12,

2.1.3. Akciger Kanserinde Tiimér Nod Metastaz Evrelemesi

Diger kanser tiplerindeki gibi akciger kanserinde de evreleme hasta i¢in en dogru
tedavinin tespit edilmesi, hastalik seyrinin 6ngoriilebilmesi ve adjuvan tedavilerin ilave
olarak uygulanabilirliginin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple akciger
kanserinin tiimor, nod ve metastaz acisindan siniflandirilmas: genel kabul géormekte ve
giincel hali olan sekizinci versiyonu Uluslararast Kanser Kontrolii Birligi ve Amerikan
Kanser Komitesi Ortakligimin fikir birligiyle 2017 yilindan itibaren kullanilmaktadir.
Tiimor-nod-metastaz (TNM) siniflandirma yonteminde tiimor faktorii primer tiimore ait
ozellikleri (boyut, bolgesel invazyon ve tiimdrle iliskili nodiiller) belirtirken, nod faktorii
mediastinal lenf nodu tutulumunu, metastaz faktorii uzak metastaz varligini ifade etmek

icin kullanilir®,



Tablo 2-1 Akciger tiimér ve onciillerinin siniflandirmas*®

Prekiirsor (onciil) glandular lezyonlar
Atipik adenomatoz hiperplazi
Adenokarsinom in situ

e Adenokarsinom in situ, non-miisindz

e Adenokarsinom in situ, miisindz

Adenokarsinomlar
Minimal invazif adenokarsinom

e Minimal invazif adenokarsinom, non-miisindz

® Minimal invazif adenokarsinom, miisindz
Invazif non-miisinéz adenokarsinom

o |epidik adenokarsinom

e Asinar adenokarsinom

o Papillar adenokarsinom

o Mikropapillar adenokarsinom

e Solid adenokarsinom
Invazif miisin6z adenokarsinom

® Miks invazif miisindz ve non-miisindz adenokarsinom

Kolloid adenokarsinom

Fetal adenokarsinom
Adenokarsinoma, enterik-tip
Adenokarsinom, NOS

Skuamoz énciil lezyonlar
Skuaméz hiicreli karsinom in situ
Hafif skuaméz hiicreli displazi
Ilimli skuamoz hiicreli displazi
Agir skuamdz hiicreli displazi

Skuaméz hiicreli karsinomlar
Skuamoz hiicreli karsinom, NOS
o Skuamoz hiicreli karsinom, keratinize
® Skuamoz hiicreli karsinom, non-keratinize
® Bazaloid skuamoz hiicreli karsinom
Lenfoepitelyal karsinom
Biiyiik hiicreli karsinomlar
Biiyiik hiicreli karsinom

Adenoskuaméz karsinomlar

Adenoskuamoz karsinom

Sarkomatoid karsinom
Pleomorfik karsinom

® Dev hiicreli karsinom

e {3 hiicreli karsinom
Pulmoner blastom
Karsinosarkom
Diger epitelyal tiimorler
NUT karsinom
Torasik SMARCA4-eksik farklilasmamis timor

Tiikriiz bezi tipi tiimorler

Adenoid kistik karsinom

Epitelyal-miyoepitelyal karsinom
Mukoepidermoid karsinom

Hyalinize seffaf hiicreli karsinom

Miyoepitelyal karsinom

Akciger noroendokrin neoplazmi

Onciil lezyon

Yaygin idyopatik néroendokrin hiicre hiperplazisi

Noroendokrin tiimérler

Karsinoid tiimor, NOS/néroendokrin tiimor, NOS
® Tipik karsinoid/néroendokrin tiimor, derece 1
o Atipik karsinoid/néroendokrin tiimér, derece 2

Noroendokrin karsinomlar

Kiigiik hiicreli karsinom

Kombine kiigiik hiicreli karsinom

Biiyiik hiicreli ndroendokrin karsinom

Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom

NOS: Diger sekilde belirtilmemis, NUT: Testisteki Niikleer protein, SMARCA-4: SWI/SNF ile ilgili, matrisle iliskili, aktin

bagimli kromatin diizenleyicisi, alt aile a, liye 4, BRG1.




2.1.4. Akciger Kanserinin Evrelemesinde Kullanilan Teknikler

Akciger kanserinin Ozellikle mediastinal evrelemesinde {ic grup yoOntem
kullanilmaktadir: goriintiilleme teknikleri, endoskopik teknikler ve cerrahi teknikler.
Goriintiileme teknikleri icerisinde toraks bilgisayarli tomografi (Toraks BT) ve pozitron
emisyon tomografisi-bilgisayarli tomografi (PET-BT) gibi radyolojik goriintiileme
yontemleri bulunurken, endoskopik yontemler arasinda endoskopik ultrasonografi (EUS)
ile transbronsiyal igne aspirasyonu (TBIA) ve endobronsiyal ultrasonografi (EBUS) ile
TBIA yer almaktadir. Cerrahi teknikler, servikal mediastinoskopi veya video ile yapilan
mediastinoskopi, duyarliligi daha yiikksek olan video-yardimli mediastinoskopik
lenfadenektomi (VAMLA) ve transservikal ilerletilmis mediastinal lenfadenektominin
(TEMLA) yani sira video yardimli torakoskopik cerrahi (VYTC), mediastinostomi ve
ilerletilmis mediastinoskopi olarak sayilabilir. Cerrahi miidahaleden fayda gorecek
hastalarin operasyon Oncesi evrelemesi i¢in yukarda sayilan yontemler esas alinarak

Avrupa Gégiis Cerrahisi Dernegi tarafindan bir algoritma olusturulmustur®,

2.1.5. Akciger Kanserinde Tedavi

Akciger kanserinde tedavinin sekli daha 6nceden belirtildigi lizere siniflandirma
ve evreleme neticesine gore belli olur. Genel olarak bakildiginda KHDAK tedavisinde
cerrahi, radyoterapi ve sistemik kemoterapi yontemleri tek basina ya da kombine olarak

kullanilabilirken KHAK icin kemoterapi ve radyoterapi esastir®.

Kemoterapi ve radyoterapilere ek olarak gelistirilen immmiinoterapotik ajanlarin
hem immiinojenik hem de non-immiinojenik malinitelerde son on yilda klinik
kullanimlar1 artmistir. Bu tedavilerle 6zellikle sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunu
artirmak ve timoriin immiin kontrol noktasini aktif hale getirmesini engellemek

amaclanmistir®.

2.1.6. Akciger Kanserinde Immiin Yanita Genel Bakis

Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi akciger kanserlerine karsi immiin yanitta,
timoriin ortadan kaldirilmaya calisildigi hastaligm ilk (eliminasyon) evresinde sitotoksik
etkisi oldugu bilinen CD8" T hiicreler tarafindan olusturulan edinsel hiicre yanitlari basi
¢ekmektedir. Bununla birlikte NK hiicreleri ve tiimorle iliskili makrofajlar (TAM)
tarafindan olusturulan dogal yanitlar da kanser savunmasinda etkilidir. Ayrica edinsel ve

dogal immiin sistem arasinda baglant1 saglar nitelikte olan dogal benzeri T hiicrelerden



invaryant dogal katil-T (iNKT) hiicreler, gama-delta (yd) T hiicreler, MR1 [Genel doku
uyumlulugu kompleksi (MHC) iliskili molekiil 1]-kisitli T hiicreler ve MAIT hiicrelerin
timor baskilayici 6zelligini sorgulayan ¢alismalar son on yilda artis gostermektedir. Ne
var ki kanserin ilerlemesiyle tiimoral mikrogevre igerisinde meydana gelen degisiklikler
(hipoksi, kronik enflamasyon gibi) sonucu salgilanan ¢esitli sitokinlerle anti-tiimoral
immiin yanitin hiicresel bilesenleri (miyeloid ve dendritik hiicreler, lenfositler)
immiinotolerans/immiinoregiilator 6zellik kazanmakta ve immiin yanitin bu yone

evrilmesini saglamaktadir®.

2.2. Dogal Benzeri T hiicreler ve Bagisikhgimizdaki Rolleri

Immiin sistem dogal ve edinsel olmak iizere iki gruptan olusur. Dogal immiin
sistemde fagositik hiicreler 6nemli yer almakta, edinsel immiin sistem elamanlarini ise
lenfositler olusturmaktadir. Bunlardan fagositik hiicreler esey hattinda (germline)
kodlanan, degismez reseptorlere sahip olmalari, hizli yanmit iiretmeleri ve antijen
sunmalariyla bilinirken lenfositler rekombinasyonel yeniden diizenlenme ile sahip
olduklar1 ve son derece gesitlilik olusturan reseptorleriyle bilinirler. Son ¢alismalar ise
immiin yanitin bahsi gegen giiglii esas elemanlarindan baska her iki grup arasinda,
ozellikle non-lenfoid dokularda 6nemli gorevleri olan birtakim hiicre gruplart oldugunu
gostermistir’* 1°. Dogal benzeri (innate like) T hiicreleri olarak adlandirilan bu gruba, hem
dogal immiin sistemde gorevli lenfoid kokenli hiicrelere hem de edinsel immiinitede
gorev alan T lenfositlere benzedikleri i¢in bu isim verilmistir. INKT, MR1-kisith
(restricted) T, MAIT ve y8 T hiicrelerini i¢ine alan bu gruptaki hiicreler, sahip olduklari
reseptorlerle, klasik T hiicrelerden farkli olarak klasik olmayan MHC molekiilleri

araciliryla sunulan ve peptit olmayan antijenleri tantyabilmektedir?,

2.2.1. INKT Hiicreleri

INKT hiicreleri, sahip olduklari degismez T hiicre reseptorii (THR) insanda Va.24-
Ja18, farede Val4-Jal8 ile eslesmis sinirl gesitlilige sahip bir B zincirinden olusur)
ile polimorfik olmayan MHC-1 benzeri molekiillerden CD1d ile sunulan lipitleri taniyan
dogal-benzeri T hiicre alt grubudur ve c¢ok sayida sitokin iireterek farkli tipteki immiin
yamtlar etkilerler'® 17, Yiiksek oranda benzerlik gosteren reseptor ozgiilliigiine ragmen
INKT hiicreleri, timiiste Thl (yardimci T hiicre 1), Th2, Thl7 hiicreleri ile benzer

nitelikte sitokin profiline sahip olan (analog) alt gruplara farklilasirlar. Bir grup periferik
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aktivasyon gerektiren iNKT hiicresi de regiilator T hiicreleri gibi (Treg) ozellikle
interlokin (IL)-10 tiretmeleri ile dikkati ¢ekmigtir. iINKT hiicreleri dolasimda olmayan,
dokuda yerlesik lenfositler olarak bilinse de dokular arasinda farkli alt gruplarin varhigi
gosterilmistir'’. Insan periferik iNKT hiicrelerinin aff T (CD3") hiicrelerindeki yiizdesi

0,01-1 arasinda degismektedir'®,

2.2.2. yd T Hiicreleri

vd T hiicreleri, klasik T hiicreleri gibi reseptdr zincirlerinde ¢esitliligi saglamak
icin degisken-gesitlilik-katilma (variable-diversity-joining, V-D-J) rekombinasyon
mekanizmalarini kullanmasma ragmen, alfa-beta yerine gama-delta zincir formlarina
sahip olmasiyla bilinmektedir®. Calismalar bu hiicrelerin periferik kanda T lenfositlerin
%35’ini olusturan kiigiik bir grup olmasina karsin deri, bagirsak, akciger ve iireme
sistemindeki epitelyal bariyerlerde sayica fazla bulunduklarini hatta kolon intraepitelyal

lenfositlerin %20 kadarmn1 olusturduklarii gostermektedir®.

v0 T hiicrelerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri gerek klasik MHC gerekse klasik
olmayan MHC ile sunulan yapilar1 taniyabilir olmalaridir. Ayrica MHC molekiilleri
olmadan da tipki B hiicre reseptorleri gibi fikoeritrin ve haptenler gibi yapilari
baglayabilirler. Bu sekilde genis yelpazedeki tanima kapasiteleri onlara, mikrobiyal
metabolitler, transforme hiicreler, post-translayonel degisiklikler (modifikasyon),
peptitler ve konak ya da yabanci kaynakli proteinler gibi farkli kaynaklardan gelen

antijenik yapilara kars1 tepkili olma yetisi kazandirmistir®®,

2.2.3. MHC iliskili Molekiil 1 (MR1)

MR1, klasik olmayan MHC-1 (MHC Ib) proteinleri ailesinin bir {iyesidir. Bu
ailedeki molekiiller ya siirli seviyede polimorfizm gosterir ya da hi¢ polimorfizm
gostermezler, ifadeleri de ¢ogunlukla doku smirlidir?’. MR1 hem hidrofobik hem de
yiiklii bir ¢evre olusturan biiyiikce aromatik rezidiilerle ortiilmiistiir. Bu sebeple MR1
molekiilii tek ve ¢ift halkali kiigiik molekiillere baglanabilme dzelligine sahiptir??, MR1
molekiiliiniin, bazi mikroorganizmalarda bulunan riboflavin (B2) ve folik asit (B9)
metabolizmasi ara triinleri olan essiz antijenleri sundugu bilinmektedir. MR 1, memeli

evrimi siirecinde giiclii bir sekilde genetik, yapisal ve fonksiyonel olarak korunmustur?®
23
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Caligsmalar insanda, MR 1 molekiilii ile yapilan sunumu taniyan, klasik olmayan T
hiicreleri oldugunu gostermektedir?’. Bu hiicreler 6z antijenleri taniyabilen, kanser
hiicreleri ile de aktive olabilen ve heterojen hiicre reseptdr zincirlerine sahip olan “MR1
kasitlt hiicreler” ve 6zellikle mikrobiyal metabolizma ara tirtinleri ile aktive olan ve doku
yonlenmesi ilk gruptan daha fazla olup hiicre reseptorleri “yar1 degismez” kabul edilen
MAIT hiicreleri olarak sayilabilir??. Biz burada sadece MAIT hiicreleriyle ilgili detayli

bilgi sunacagiz.
2.2.3.1. MAIT Hiicreleri

MAIT hiicreleri ilk olarak yaklasik 30 yil énce sahip olduklari sira dis1 reseptdr
yapilarindan dolay1 dikkat ¢ekmistir®*. Bu hiicreler, yar1 degismez THR’lerinin alfa
zincirinde insanda Va7.2 Ja33 (ya da Jal2 veya Jo20), farede Va19-Ja33 ile ifade edilen
bolgeleri ve yine kisith (siirlandirilmis) bir beta zincirinde insanda VB2, VB13 ya da
VB22’yi, farede ise VP6 veya VP8’ tasiyabilmektedirler. Bu hiicreler MR1 molekiili
araciligiyla sunulan bakteriyel ve fungal B2 metabolizma iriinlerinden 5-(2-
oxopropildeneamino)-6-D-ribitilaminourasil (5-OP-RU) gibi baz1 molekiilleri tantyarak

aktive olmaktadirlar® %,

Klasik T hiicrelerinde oldugu gibi MAIT hiicrelerinde de antijen baglanmasi ile
MR1-THR sinyalizasyonu aktivasyon i¢in tek basina yeterli olmamakta ve CD28, toll
benzeri reseptdr (TLR) agonistleri, bakteriyel iirlinler ya da sitokinler gibi es uyaran
molekiiller gerekmektedir. Bu sitokinler IL-7, timdor nekroz faktorii alfa (TNF), Tip 1
interferonlar, IL-1B ve/veya IL-23'tiir?®. MAIT hiicrelerinin daha 6nce bahsi gecen
antijenlere bagimli aktivasyonlarinin yani sira sitokin bagimli aktivasyonlar1 da
miimkiindiir. Aktivasyon neticesinde ise diger dogal benzeri T hiicreler gibi hizlica
sitokin ve sitolitik iiriinler iireterek cevap olusturabilmektedirler. MAIT hiicrelerinde
MRI1 bagimli ya da bagimsiz aktivasyon sonucu TNF-q, interferon gama (IFN-y),
perforin, granzim ve graniilozin iiretilmekte olup, hiicre yiizeyinde lizozomla iligkili
membran protein-1 (LAMP-1, CD107a) ifadesi artmaktadir. Bunun yani sira THR
sinyalizasyonundan bagimsiz olarak I1L.-12 ve IL-18 gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin bu
hiicreleri aktive etmesiyle bu hiicrelerden yine TNF-a, IFN-y basta olmak iizere IL-17 nin

de i¢inde bulundugu Thl ve Thl17 tipi giiclii sitokinler ortama salinmaktadir. Aym
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zamanda IL-7, I1L-15 ve IL-23’{in de MAIT hiicrelerinden sitokin ve sitolitik {iriinlerin

sentezine katkida bulundugu gosterilmistir (Sekil 2.2)" %'

2.2.3.2. MAIT Hiicrelerinin Gelisimleri

MAIT hiicrelerin gelisimleri ile ilgili fare ve insan sistemindeki ¢alismalardan
edinilen kani, diger T hiicreler gibi timiiste gelisen bu hiicrelerin burada MR1 ifade eden
CD4'CD8" timositler ile etkileserek pozitif secilime ugradigi ve gelisim siirecinin
sonunda ise ancak “retinoid orphan receptor-gamma t” (ROR-yt) ve T-kutusu
transkripsiyon faktorii (T-bet) ifadesine bagli olarak islevsel olabildigi ve timiisten
periferik kana veya dokulara yonelebildigi yoniindedir?®. Yine fare ve insan ¢aligmalarina
gore gelisimlerinin farkli evrelerinde de promiyelositik ¢inko parmak proteini (PLZF),
ROR-yt, T-bet gibi transkripsiyon faktorlerinin yaninda IL-18 ifadesi, mikroflora ve
mikroRNA gibi etkenler de rol almakta hatta eksiklikleri bu hiicrelerin gelisimlerine
tamamen engel olabilmektedir’ 2% %0, Gelisimleri ile ilgili bir baska ilgi ¢ekici durum ise
INKT hiicre gelisimi igin gerekli olan CD1-d molekiiliiniin eksik oldugu farelerde

normalden ¢ok daha fazla MAIT hiicre gelisiminin s6z konusu olmasidir?®,

2.2.3.3. MAIT Hiicrelerinin Viicutta Yerlesimleri

MAIT hiicreleri lamina propriyada yerlesik olarak bulunduklari i¢in mukozayla
iliskilendirilmis ancak yapilan ¢alismalarla mukozal bdlgelerin yani sira karacigerde, lenf
nodlarinda, epidermiste ve kanda bulunduklari; enfeksiyon hastaliklarinda, solid
kanserlerde, kronik enflamasyonda ve otoimmiinitede sayilarinin ve aktivitelerinin
degistigi anlasilmistir®® %0, Calismalar saglikli bireylerde periferik kan T hiicrelerinin
%0,1-10 (mononiikleer hiicreler i¢inde yaklasik %0,5-0,6), karaciger T hiicrelerinin %20-
45, akciger T hiicrelerinin ise %2-4’iiniin MAIT hiicreleri oldugunu gostermektedir (Sekil
2.3)18:31 Kemokin ve reseptdr ifadelerine gére periferik kan MAIT hiicrelerinin klasik T
hiicrelerinden farkli olarak C-C kemokin reseptor tip 7 (CCR7) ve L-selektin (CD62L)
ifade etmedikleri bunun yani sira kemokin (C-C motif) ligandi 20 (CCL20, CCR6 ligandi)
ve CCL25 (CCRO ligand) gibi intestinal doku kemokinlerine yanit olarak bu bdlgelere
yoneldikleri, aym zamanda efektdr hafiza fenotipinde olduklar1 saptanmigtir®® 32 33,
Timiis ve kordon kaninda bulunan MAIT hiicreleri ise naif bir fenotip gdstermekte ve

olduk¢a az sayida bulunmaktadir. Buna ragmen MAIT hiicrelerinin timiiste 6ldiiriicii

hiicre lektin-benzeri reseptor B alt ailesi tiye 1 (KLRB1, CD161), kordon kaninda da IL-
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18R ifade edebildigi ve Mycobacterium tuberculosis ile enfekte hiicrelere karst TNF-a

iiretebildigi anlasilmaktadir'®,

() IFNy
O ° Th1 sitokinleri
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Sekil 2-2: Mait hiicrelerinin sahip oldugu reseptorler ve transkripsiyon faktorleri'®

VLA4: Cok geg aktivasyon antijeni-4 (very late antigen-4), CXCR: C-X-C kemokin reseptdr, IFNR:
Interferon reseptorii, TCR: T hiicre reseptorii, IL18R: Interlokin 18 reseptorii
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Sekil 2-3 Insan viicudunda MAIT hiicre oranlarimin dagilim “**’ten diizenlenerek”

2.2.3.4. MAIT Hiicre Yiizey Reseptorleri
IL-18R1 ve Etkileri

IL-18R1 ya da IL-18RA, IL-1 reseptor ailesinden bir gen tarafindan kodlanan
bir sitokin reseptoriidiir. Ozgiil olarak IL-18'e baglanarak biyololojik fonksiyonlarini

gosterir. 1L-18 ise enflamatuvar sitokinlerin 6zellikle de IFN-y’nin gii¢lii bir uyaricisi
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olup Thl hiicre gelisimini destekler. Baslica etkinlesmis makrofajlar ve dendritik
hiicreler tarafindan iretilmektedir. Ayrica CD8" T ve NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitesini -hiicre yiizey olim reseptorii ligandinin (FasL) ifadesini ¢ogaltma
(upregulation) yoluyla- artirir *°. IFN-o. ve IL-12'nin NK ve T hiicrelerinde bu

reseptoriin ifadesini uyardigi bilinmektedir®.

CD8" T hiicrelerinde bulunan IL-18R1’in kanser progresyonunda énemli bir rolii
oldugu bilinmekte, ancak farkli ¢alismalar bu konuda birbirine zit sonuglar
gostermektedir. Ornegin meme kanserinde IL-18R1’in yiiksek oranda ifade edildigini
bildiren bir ¢alismanin aksine, diger bir ¢alisma bu reseptoriin ifade seviyesini tglii-
negatif meme kanseri olan kisilerde hastaliksiz sagkalim ile pozitif olarak
iliskilendirmektedir. Baslangicta karaciger fibrozisi olan farelerle yapilan bir ¢alismada,
IL-18R1 delesyonunun tiimor biiytiimesini ve yikiinii; yine farelerde kanserojenle
uyarilan karaciger kanseri modelinde ise yalnizca tiimor yikiinii artirabildigi
anlasiimaktadir®’. Flament ve ark. siddetli akut solunum yolu sendromu-koronaviriis-2
(SARS-CoV-2) ile enfekte hastalarda dolasimdaki MAIT hiicrelerinde artmis aktivasyon
ve sitotoksik fenotip ile dolasimdaki pro-enflamatuvar sitokinler, 6zellikle de IL-18

arasindaki iliskiyi gostermistir®,

CD161 Molekiilii ve Etkileri

KLRB1 veya NK reseptor P1A (NKR-P1A) olarak da adlandirilabilen CD161
molekiilii kemik iliginde NK hiicrelerinin CD34" hematopoietik kok hiicre 6nciillerinden
gelismesi sirasinda ilk ortaya ¢ikan belirteglerden biri olup ayrica CD4* veya CD8* af*
T, Treg, v8 T, ILC ve MAIT hiicrelerinde de ifade edilmektedir®® %%, Ancak diger hiicre
gruplarinda az miktarda (CD161* veya CD161'™) eksprese edilebiliyorken MAIT
hiicrelerinde yiiksek (CD161** veya CD161"9") oranda eksprese edilmektedir®2. CD161
ifadesi CD16* NK hiicrelerin sitotoksik fonksiyonu ile dogru orantilidir ve ligandi olan
lektin benzeri transkript 1 (LLT-1)’e baglanmasi, NK hiicrelerinin hiicresel
sitotoksisitesini ve sitokin salimimimi inhibe eder**. Bunun yam sira CD161, bulundugu
hiicrelerde yiiksek oranda ifade edildiginde, THR 6zgiilliiglinden bagimsiz olarak dogal
yanitta rol oynayan sitokinlere yanit verebilme yetenegi kazandirmakta®? ve T hiicreleri

iizerinde hem kostimiilatér hem inhibitor etkileri oldugu bilinmektedir®.



15

Coklu Ila¢ Direnci Proteini 1 (MDR1)

MDR1 vya da P glikoprotein (Pgp) ATP bagimliolarak hiicre ve
membrandaki maddeleri disar1 atmak suretiyle hiicreyi toksik madde ve metabolitlerden
koruyan integral bir membran proteinidir. MDR-1 malin hiicrelerin  yani
sira malin olmayan bagirsak veya kan-beyin bariyeri gibi ¢esitli bolgelerde de ifade edilir.
Insan hastaliklarini tedavi etmek igin gelistirilen cogu ilag Pgp'in substratidir. Bu sebeple
MDR1 geninin fonksiyonelligi ve ifadesinin derecesi kemoterap6tik ajanlarin etkinligini
direkt etkiler. Bundan dolay1 6zellikle kanser tedavilerinde MDR 1'in yiiksek aktivitesi ve
ifadesi kanser hiicrelerini cogu ajanla yapilan tedavilere kars: direncli kilmaktadir®,

Bu zamana kadar ¢ok az sayida veri immiin infiltrat tarafindan ifade edilen
MDRZ1'in ve bu molekiiliin solid timérlerdeki immiin hiicre sagkalimina muhtemel
etkisinin degerlendirilmesine imkan vermistir. Ilerlemis kolorektal kanser dokusunda
MDRI1 ifadesi yiiksek saptanan MAIT hiicrelerinin saglikli dokulara kiyasla anlaml

derecede fazla oldugu gosterilmistir #,

2.2.3.5. Sitokinler

TNF ve Etkileri

TNF, kaseksin veya kasektin daha 6nce bilinen adiyla TNF-a ilk defa 1970'lerin
sonuna dogru tantmlanmig, immiin hiicreler tarafindan iiretilen, bilinen iki reseptoriine
baglanarak biyolojik islevini yerine getiren bir sitokin ve adipokindir. TNF, hiicre
sagkalimi, cogalmasi, farklilagsmasi ve 6liimii gibi farkli hiicresel olaylarda 6nemli roller
alan ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. Enflamasyon uyarict sitokin olarak, enflamasyon-
iliskili karsinojeneze de dahil olabilen basta makrofajlar olmak iizere enflamatuvar
hiicreler tarafindan salinir. Hiicre metabolizmasindaki sayilan islevlerinden 6tiirti kanser
patogenezinde karmagsik rolleri oldugu fark edilmistir. Antikanser etkisi, tedavide
kullanilabilir olup, kanser hiicre 6limiinii uyarmasiyla, tiimor gelisimine katkisi ise TNF
aracili sitotoksisiteye direngli ¢ogu kanser hiicresinde c¢ogalma, sagkalim, go¢ ve

damarlanmay1 (anjiyogenez) uyarmasiyla gergeklesmektedir®.

TNF, MAIT hiicrelerinde hem THR bagimli hem de THR bagimsiz aktivasyon
icin uyaric1 olabilen, ayrica uyarim sonrasinda tekrar iiretilebilen bir sitokindir?®.
Travmasi olan hastalardan alman periferik kan érneklerinde MAIT hiicre TNF iiretiminin

fonksiyonel olarak bozuldugu gosterilmistir®.
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IFN-yve Etkileri

IFN-y antiproliferatif, pro-apoptotik ve antitiimér mekanizmalarla iligkili olan gok
fonksiyonlu bir molekiildiir. NK ve nétrofilleri uyarmasinin yaninda makrofajlarin
birincil aktivatorii olarak hem dogal hem edinsel immiinite i¢in kritik 6énemi olan bir
sitokindir. Bu efektor sitokin, yan etkilerine ragmen c¢ok sayida hastaligin tedavisinde
kullanilir ~ ve  bagisikligin  ana etkinlestiricisi olarak  degerlendirilir. ~ Timor
immiin gozetiminde IFN-y'min etkisinin olduguna dair genis c¢apta kanitlar bulunsa da
devam eden IFN-y temelli terapiler sinirli derecede basariya ulasmistir. Ayrica son veriler
onun, IFN-y sinyalizasyon duyarsizligi, MHC akis asagi diizenlenmesi (downstream
regulation) ve indolamin 2,3-deoksijenaz, kontrol noktasi inhibitorleri ve programli
hiicre 6liimii ligand1 1’in (PD-L1) akis yukari diizenlenmesi (upstream regulation)
yoluyla protiimorijenik rolii olabilecegini belirtmektedir. Buna ragmen IFN-y aracili
yanitlar hala ¢ogu kanserde hasta sagkalimi ile pozitif olarak iliskili bulunmaktadir.
Neticede tiimor mikrogevresinde IFN-y'nin karmasik ve hayli diizenlenmis etkileri ile

ortaya ¢ikardig1 immiin dokuyu anlamak i¢in ¢cok daha biiyiik caligmalara ihtiya¢ vardir®’.

MAIT hiicrelerinde uyarim sonrast iiretilen pro-enflamatuvar sitokinler arasinda
IFN-y da bulunmaktadir. Ayrica antijen sunan hiicre (ASH)’lerden TLR ligandlarina yanit
olarak iiretilen IL-18 ile birlikte IL-12 ya da IL-15, MAIT hiicrelerini IFN-y, granzim B
ve perforin iiretmeye yonlendirmektedir. Bunun yani sira tip 1 interferonlarin da IL-12
veya IL-18 varliginda MAIT hiicrelerinden anlamli seviyede IFN-y ve granzim B

{iretimini tetikledigi gdsterilmistir?,

IL-17 ve Etkileri

IL-17 ilk defa 1993 yilinda tanimlanmig olan IL-17 ailesinden proenflamatuvar bir
sitokin olarak IL-23 ile uyarilmis tip 17 yardime1 T hiicreler (Th17) tarafindan tiretilmesi
ile dikkati ¢ekmis ve bu hiicrelerin Th17 adin1 almasina sebep olmustur. Biyolojik olarak
aktif IL-17 ancak tip 1 hiicre yiizey reseptorii IL-17R’e baglanabilmektedir. IL-17 ailesi
alt1 tip sitokin (IL-17A-F) igermektedir; ancak ¢alismalarin ¢gogunlugu IL-17A {izerinde
yogunlasmistir. IL-17A ¢ok c¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda, enflamatuvar ve

otoimmiin hastaliklarda ayrica kanserde énemli rol oynamaktadir?®,

Insanda MAIT hiicrelerinin IFN-y ve IL-17 iirettigi bilinmekle birlikte; mukozal
bolgelerdeki MAIT hiicrelerinin dolasimdaki MAIT lere gére ¢ok daha fazla IL-17

{iretme potansiyeline sahip oldugu ¢alismalarda vardir®®.
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2.2.3.6. MAIT Hiicrelerinin Tanimlanmasi

MAIT hiicrelerinin tanimlanmasinda ilk 6nceleri MR1-5-OP-RU tetramerleri
kullanilmis, daha sonra ise akan hiicre 6l¢er yontemi ile 6zgiil antikor kombinasyonunun
(TCRy8'CD3"Va7.2"CD161™) kullanilmasinin kabul goriip yayginlasmasi sayesinde
calismalar oldukea artmistir®> 3. Bazi calismalarda ise hala tetramer kullanimi daha 6zgiil
bir tanimlama icin kullanilmaya devam etmektedir?®. Bunun yan1 sira doku kesitlerinden
uygun immiinfloresan antikor kombinasyonlari ile konfokal mikroskobunda hiicreler
tamimlanabilmekte®, ayrica MAIT hiicre profillerini belirlemek i¢in gercek zamanli-PZR
(real time-PCR) ile mRNA transkripsiyonu®® ya da tek-hiicre RNA dizileme (single-cell

RNA sequencing) yontemi ile transkriptom analizi yapmak miimkiindiir>..

2.3. MAIT Hiicreleri ve Kanser Patogenezinde Rolleri

Enfeksiyon hastaliklarindaki anlamli rolleriyle birlikte ¢esitli sitokinler yoluyla da
aktive edilebiliyor olmalari, gelisimleri i¢in mikrobiyota varlig1 gereksinimleri ayrica
mikrobiyota dengesizligi ve bozulan integrite sonucunda mukozal boélgelerde farkli
davraniglar;, MAIT hiicrelerine olan ilgiyi artirmis ve ¢ok farkli hastalik patogenezinde
MAIT hiicreleri sorgulanan grup haline gelmistir. Tiimor immiin gdzetiminde sitotoksik
hiicreler 6nemli rol oynadigi i¢in, hem CD161 hem de ¢ogunlukla CDS8 ifade eden ve
gorece yeni tanimlanan bu hiicre grubu 6zellikle son on yilda arastirmacilarin ilgi odagi
olmustur. Farkli tip kanserlere sahip hastalardan alinan Orneklerle yapilan farkli
caligmalara goére MAIT hiicre yiizdesi kanser hastalarinin periferik kaninda saglikli
insanlarinkine nazaran hastaligin evresine bakilmaksizin yiizdece azalmaktadir®? 3% %,
Ling ve ark. kolon kanserli hasta drneklerinde MAIT hiicrelerinin, saglikli dokuya
nazaran tiimor dokusunda daha yiiksek oldugunu hem akan hiicre 6lger yontemiyle hem
de immiinohistokimyasal yontemlerle gostermislerdir. Tiimor dokusundaki bu durum
MAIT hiicrelerinin tiimére infiltrasyonu olarak degerlendirilmektedir. Ustelik hasta
grubundaki tiiméral dokuda artis gdsteren bu MAIT hiicre yiizdesinin serum
karsinoembriyonik antijen (CEA) seviyeleri ile dogru orantili oldugu anlasilmistir. Bu
tablonun aksine karaciger metastazi olan kolorektal kanserli (KLK) hasta karaciger
orneklerinde, tiimdre infiltre olan MAIT hiicre yiizdesi tiimdre komsu saglikli karaciger
dokusuna gore anlamli derecede diisiik saptanmugtir®,

Ling®® ve arkadaslariin MAIT hiicre konsantrasyonu ile kanser patogenezinin

evrelendirilmesi arasinda iligkinin varligin1 sorguladiklari ¢alismada, erken ve geg evre
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olarak gruplandirilan KLK hastalarda dolasimdaki MAIT hiicre yiizdelerinin erken
evreye gore gec evrede anlamli derecede diistiigili, yine tiimore komsu olan saglikli
dokudaki MAIT hiicre yiizdelerinin erken veya ge¢ evre olduguna bakilmaksizin tiimére
infiltre olan MAIT hiicre yiizdesine gore anlamli derecede azaldig1 saptanmistir. Ayni
calismada yalnizca ileri evredeki hastalarin serum CEA seviyeleri ile tiimore infiltre olan
MAIT hiicre yiizdelerinin birbirleri ile dogru orantili olarak artis gdstermesi dikkati ceken
bir baska bulgu olarak kaydedilmistir. Buna ilaveten ameliyat sonrasi kemoterapi alan
hastalarda kemoterapi kiiriine paralel olarak dolasimdaki MAIT hiicre yiizdesindeki
kademeli artis, kanser patogenezi siirecinde kandaki MAIT hiicre azalmasi ve buna
karsihk timor dokusundaki MAIT hiicre artis1 hesaba katilirsa, KLK hastalarinda
hastaligin seyri agisindan bu hiicre grubunun bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
fikrini dogurmustur®,

MAIT hiicrelerinin tiimér hiicreleri iizerindeki etkisinin degerlendirmesi ile ilgili
Won ve ark.®® forbol 12-miristat 13-asetat (PMA) ve iyonomisin (IM) uyarimina bagl
olarak aktive olan MAIT hiicrelerinin kiiltiir ortamidan alinan {ist sivisnin baska bir
kiiltiir ortaminda, NK hedef hiicresi olan K562 hiicrelerine karsi periferik kan
mononiikleer hiicrelerin sitotoksik aktivitesini artirdigii; ama uyarilmamis olan MAIT
hiicrelerinin kiiltlir ortamindan alinan {ist stvinin bu farki olusturmadigini bildirmistir.
Won ve ark. bu farkliligin MAIT hiicre kaynakli IFN-y saliimma bagli olarak NK
hiicrelerinin aktivasyonundan kaynaklanabilecegi sonucuna ulasmstir®®.  Ling ve ark.
saglikl1 dondrlerin kan drneklerinden izole edilen MAIT hiicrelerini, insan kolon kanseri
hiicre hatt1 (HCT116) hiicreleriyle birlikte kiiltiire aldiklar1 calismalarinda, aktive MAIT
hiicrelerinin temasa bagimli olarak HCT116 hiicrelerini biiyiime 2/mitotik (G2/M)
fazinda hiicre dongiisii tutulumuna soktugunu bunu da MR1 bagimli olarak gerceklesen
sunum neticesinde yaptigimi tespit etmislerdir. Bu sonugla MAIT hiicrelerinin heniiz
bilinmeyen endojen ligandlar tarafindan aktive edilebilme olasilig1 akillara gelmistir®2.
Multipl miyelom (MM) hiicre hatlar1 ile yapilan bir baska calismada ise MM hiicre
hatlarinin B9 tiirevleri ile uyarildiklarinda yiiksek seviyede MR1 ifade edebildikleri tespit
edilmistir. Ayn1 calismanin devaminda MR1 ifadesi yiikselen bu hiicrelerin MAIT
hiicrelerine antijen sunarak onlar1 aktive edip edemeyecegi arastirilmis ve saglikl
insanlarin kanindan saflastirilan MAIT ve MAIT olmayan CD8* T hiicreleri ayr1 ayr1 2
farklt MM hiicre hattiyla (RPMI- 8226 ve U266) birlikte en iyi bilinen MR1 ligandi olan
5-OP-RU varhiginda kiiltiire alinmustir. Sonug olarak, MAIT hiicrelerinin MM hiicre
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hatlarin1 apoptoza gonderdigi aksine MAIT olmayan CD8" T hiicrelerin bunu yapamadig1
tespit edilmistir®.

Biitiin bu calismalardan elde edilen veriler insanda MAIT hiicrelerinin kanser
patogenezindeki rollerinin hala net olarak anlasiimadigini gostermektedir. Ozellikle
akciger kanseri gibi diinya genelinde mortalitesi yiiksek olan bir tabloda bu hiicrelerin
varsa aldig1 koruyucu roliin agiklik kazanmasi oldukga 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda
akciger kanserli hastalarin 6zellikle periferik kan drneklerinde MAIT hiicre oranlarinin
saglikli kontrollere ve kendi tiimér dokularina gore farkliliklari, ayrica saglikli periferik

kan &rneklerinde MAIT hiicre igi sitokin seviyeleri incelenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu ve Tasarimi

Calismamiz Temmuz 2021- Temmuz 2022 tarihleri arasinda Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa / Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Servisi’nde yatan
KHDAK tanisi almig, akut veya kronik enfeksiyon hastaligi tasimayan (HIV, HCV, HBV
negatif) hastalardan ve yine herhangi bir enfeksiyon hastalig1 ya da metabolik bir hastalig1
da bulunmayan yas olarak eslesmis saglikli goniillillerden alinan 6rneklerle yapildi.
Opere edilebilen hastalardan elde edilen tiimér, tiimore bitisik akciger dokusu, lenf nodu
ve periferik kan 6rnegi ya da opere edilemeyecek ileri evre hastalardan ve saglikli
kontrollerden ise periferik kan 6rnegi alindi. Bu siirecte erken evre igin (evre IA-11B) 13
hastadan, ileri evre [I1l A (lokal ileri evre)-1VB] i¢in 6 hastadan, kontrol grubu i¢in 10
saglikli goniilliden alinan 6rnekler galisilirken, 2 hastanin daha sonra primer olarak

akciger kanseri olmadigi anlasildigindan 6rnekleri ¢alismadan ¢ikarildi.

Hasta gruplarmin siniflandirilmas: ve evrelendirilmesi Istanbul Universitesi
Cerrahpasa/Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Goglis Cerrahisi Anabilim Dali ve Patoloji
Laboratuvarmin teshis ve tanimlamasiyla 2015 DSO Akciger kanseri siniflandirma ve 8.

TNM evrelendirme sistemine gore yapild.

Hastalardan ve saglikli géniillilerden alinan numuneler Istanbul Medipol
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu ve 11/01/2019 tarih ve
03 karar no, 10840098-604.01.01-E.1672 sayili izin ile, ayrica bilgilendirilmis onay
formu doldurularak temin edildi.

Calismamizda hasta grubu ve saglikli goniillillerden alinan numuneler tek hiicre
siispansiyonlar1 haline getirilerek, MAIT hiicreleri akan hiicre dlcer cihazi ile saptand.
Ayrica MAIT hiicrelerinin hiicre kiiltiirii ortaminda uyarilmastyla {irettigi sitokinlerin
saptanmasi i¢in yine saglikli goniillillerden alinan periferik kan ornekleri kullanildi.

Calisma siirecinde yapilan deneyler asagida 6zetlenmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3-1 Calisma siirecinde izlenen yol

AC: Akciger, IM: Tyonomisin, LSM: Lenfosit ayirma ortami (fikol), PMA: Forbol 12-miristat 13-asetat, PKMH:
Periferik kan mononiikleer hiicreleri.

3.2. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre Eldesi

Saglikli goniilliilere ve hasta grubuna ait heparinli periferik kan 6érnekleri (8-10
ml) gradyan-santrifii teknigi ile mononiikleer hiicrelere ayristirildi. Bunun igin kanlar oda
sicakliginda laboratuvara getirildikten sonra 1/1 oranda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) (Sigma-Aldrich/Missouri, ABD) ile diliie edilerek kan ile ayn1 hacimde fikol igeren
lenfosit ayirma ortami1 [LSM-A, Lymphocyte Seperation Medium, (1,077 gr/ml) Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya] tizerine iki ayr1 faz olusturacak bigimde yayildi
(Sekil 3.1). Tiipler 2000 doniis/dakika (rpm) ile 20 dakika oda sicakliginda (0 hizlanma,
0 yavaslama ayarinda) ¢evrildikten sonra, olusan ara fazdaki bulutsu tabakadan dikkatlice
15ml’lik santrifiij tiiplerine toplanan mononiikleer hiicreler, PBS ile yikanmak tizere 1750
rpm’de 10 dakika tekrar ¢evrildi. Ust siv1 uzaklastirildiktan sonra pellette kalan hiicreler
yine 1750 rpm’de 5 dakika cevrilerek yikama yapildi. Ardindan pellette kalan hiicreler
tizerine 5 ml alyuvarlar1 patlatmak i¢in FACS Lysing soliisyonu (BD Biosciences, San
Jose, ABD) eklenerek karanlik ortamda, oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Son kez
hiicreler 1750 rpm’de 5 dakika yikandi, pellette kalan hiicreler %10 (Fetal sigir serumu)
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FBS (Gibco/Paisley, ingiltere), %2 Penisilin-Streptomisin (Gibco/Paisley, ingiltere)
iceren RPMI (Capricorn Scientific, Almanya) i¢inde siispanse edildi. Daha sonra 20ul
kadar siispansiyondan alindi, otomatik kan sayim cihazinda (Rayto RT-7600, Cin)
vel/veya 1sitk mikroskobu altinda canlilik tayini igin tripan mavisi ile 1/1 oranda

karistirtlarak Thoma lamu ile sayim yapildi.

10 20 dak- 2000 rpm

1:1 PBS ile
sulandirilmis
kan

PKMH

LSM
Lenfosit ayirma

‘ortami(LSM) Graniilositler

Eritrostler

Sekil 3-2 Fikol iceren lenfosit ayirma ortamm (LSM) kullanarak periferik kan

mononiikleer hiicre (PKMH) ayristirilmasi

3.3. Solid Dokularin Ayristirilmasi

Akciger kanser dokusu ile tiimér bulunduran bolgeye yakin normal akciger doku
ornekleri tiimorlerin cerrahi rezeksiyonu sonrasinda piyesten, piyesin biitiinligi ve
patolojik degerlendirmeyi bozmayacak sekilde alindi. Rutin patolojik incelemeye
gonderilen dokular haricinde kalan ameliyat sirasinda rezekte edilmis doku ornekleri
hemen steril bir sekilde %10 FBS, %2 Penisilin-Streptomisin iceren RPMI’l1 kiiltiir
ortamina alinarak +4°C’de 2 saat igerisinde laboratuvara ulastirildi. Giivenlik kabininde
numunelerin dnce hassas terazi ile 6l¢timii yapildi, takiben doku ornekleri es zamanli

olarak mekanik ve enzimatik yontemlerle asagida anlatildig: sekilde ayristirildi.

Doku ayristirict GentleMACS dissociator (Miltenyi, Biotec, Almanya) cihazinda
ornekleri ayristirmak icin dokularin biyiikligline ve agirligma gore kit (Tumor
Dissociation Kit, Human, Miltenyi, Almanya) iceriginde belirtildigi oranlarda enzim
karisimlart (kit iceriginde A, R, H olarak etiketlenen karisimlar) hazirlandi. Ardindan
once steril PBS ile yikanan tiimor ve akciger doku 6rnekleri yine steril petri igerisine

alindi. On veya yirmi bir numaral bistiiri uglari (bistiiri saplarina takilarak) kullanilarak
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oncesinde enzim karisimiyla yumusatilan dokular 2-4 mm boyutlara sahip parcalar
halinde kesildi. Kesilen dokunun pargalari 1000 ul’lik mikropipet uglarinin ug
kisimlarindan yaklasik 1 cm kesilip genisletilmesiyle elde edilen uglarla toplandi ve
gentleMACS dissociator cihazina yerlestirilebilen uygun tiipler igerisine alinarak
(gentleMACS C tubes, Miltenyi, Almanya) ayristirma isleminin ikinci adimi
gerceklestirildi. Bu asamada tiipler cihaza yerlestirildi ve (h_tumor_01) programi
secilerek cihaz calistirildi (Sekil 3-2). Bu adimin arkasindan C tiipler rotator (MACSmix
tube rotator, Miltenyi, Almanya) iizerine sabitlenerek hiicre kiiltiiri kosullarinda
enzimatik ayristirma i¢in 30 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda bir 6nceki basamaktaki
cihazin mekanik ayristirma islemi (h_tumor 02) programu ile tekrarlanarak 30 dakikalik
inkiibasyon yinelendi. Bu islem sonrasi son kez cihazla doku ayristirma islemi yapildi
(h_tumor_02). Nihai olarak kalan doku pargalari steril bir siringanin (5ml) piston tutma
ucu tarafi ile nazikge ezilerek steril, 40 um por ¢ap1 olan eleklerden (Cell strainer, Nest,

Cin) gegirilerek tek hiicre siispansiyonlari elde edildi (Sekil 3.3).

Lenf nodu oOrnekleri de steril petri icerisinde bistiiri ile diger dokular gibi
kesildikten sonra siringanin piston tutma ucu tarafi ile nazikge ezilerek 40 um por gap1

olan hiicre eleklerinden gegirildi ve hiicre slispansiyonlari elde edildi.

Sekil 3-3 Tiiplerin tiimér ayristirma cihaz ve tiip rotatoriine yerlestirilmesi

Elde edilen hiicre siispansiyonlarindaki eritrositleri uzaklastirmak i¢in kan
orneginde oldugu gibi RBC lizis tampon uygulamasi sonrasi elde edilen hiicreler sayildi,

hiicre kiiltiiriinde veya dogrudan akan hiicre 6lger deneylerinde kullanilda.
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Sekil 3-4 Tiimor ve akciger dokusundan tek hiicre siispansiyonu eldesi “®2’den
degistirilerek”

3.3.1. Mononiikleer Hiicrelerin Uyarimi

Sagliklilara ait periferik kan ve hastalara ait tiimor, akciger dokusu ve PKMH
ornekleri ile hazirlanan tek hiicre siispansiyonlar1 [RPMI 1640 (%10 FBS, %2 Penisilin-
Streptomisin) besiyeri igerisinde, 1x10° hiicre/ml olarak hazirlandi] 2’ser ml besiyeri
icerisinde her tiipe 2x10° hiicre icerecek sekilde akan hiicre dlger tiiplerine alindi.
Uyarilmak istenen hiicrelerin bulundugu tiiplere son konsantrasyon sirasiyla 20 ng/ml ve
lug/ml olacak sekilde PMA (Abcam, Massachusetts, ABD) ve IM (Abcam,
Massachusetts, ABD) eklendi ve 5 saatlik inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun son bir
saatinde ise son konsantrasyon 10ug/mlolacak sekilde Brefeldin-A (Biolegend,
Kaliforniya, ABD) ilave edildi (37°C, %5 CO2). Uyarimsiz kontrol tiiplerine de ayni
sayida hiicre ve ayni besiyeri igerisinde PMA ve IM olmaksizin son 1 saat yine ayni
konsantrasyonda Brefeldin-A ilave edilerek inkiibe edildi.

Calismanin baslangicinda sagliklilara ait periferik kan ve hastalara ait tiimor,
akciger dokusu ve PKMH o&rneklerinin hepsi i¢in uyarim (stimiilasyon) deneyleri
yapiliyordu. Daha sonra hasta drneklerinden elde edilen MAIT hiicre sayisinm bu
deneyler icin yeterli olmadig1 anlasildi ve uyarim deneylerine sadece smirli sayida

saglikli kani ile devam edildi.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
https://tr.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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3.3.2. Akan Hiicre Olger Deneyleri

3.3.2.1. Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonu

Doku ayristirma islemi ya da uyarim sonrast elde edilen tek hiicre
siispansiyonlarinin 1750 rpm’de 5 dak PBS ile yikanmasini takiben, hiicreler iizerine
ylizey boyama igin asagida belirtilen Gzelliklerde ve oranlarda 100 ul PBS iginde

hazirlanan antikor karisimlar: eklendi (Tablo 3.2).

Tablo 3-1 Yiizey boyamada kullanilan antikorlar ve 6zellikleri

Antikor Floresan Klon Marka Son Konsantrasyon
anti-human CD3 APC UCHT1 Biolegend* 1/50
anti-human CD3 APC OKT3 BD** 1/50
anti-human TCR V7.2  Brilliant Violet 785 3C10 Biolegend 1/40
anti-human CD8a PE RPA-T8 Biolegend 1/50
anti-human CD45R0O FITC UCHL1 Biolegend 1/50
anti-human CD161 Brilliant Violet 421 HP-3G10 Biolegend 1/50
anti-human TCR v/ PerCP/Cyanine5.5 Bl Biolegend 1/30

mouse IgG1, k Isotype Brilliant Violet 785 MOPC-21 Biolegend 1/40

*Biolegend, Kaliforniya, ABD; ** BD Biosciences, San Jose, Kaliforniya, ABD

20 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda uygun konsantrasyonlarda inkiibe
edilen hiicreler (1 x 10%/ml) islem sonrasinda yine 1750 rpm’de 5 dak PBS ile yikanarak
baglanmayan antikorlar uzaklastirildi. Bu asamadan sonra hiicre i¢i boyanmayacak olan
hiicreler 300ul PBS eklenerek akan hiicre 6lger cihazindan gegirildi. Akan hiicre olger
deneylerinin tamami i¢in Novocyte flow cytometer 3500 (ACEA, Agilent Technologies,
CA, ABD) cihaz1 kullanildi.

3.3.2.2. Hiicre I¢i Boyama

Hiicre i¢i  sitokin  seviyelerini  tespit etmek icin  Cytofix/
Cytoperm™ Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences, San Jose, CA,
ABD) iiretici firmanin protokoliine uygun olarak kullanildi. Bu protokole gore hiicreler
once vortekslendi, daha sonra kit icerigindeki fiksasyon/permeabilizasyon
soliisyonundan (1X) hiicrelerin {izerine 250 pl fiksasyon soliisyonu eklenerek 20 dakika
+4°C’de inkiibasyon gergeklestirildi. Ardindan perm/wash tamponundan (1X) her tiipe 1

ml ilave edilerek 1750 rpm devirde yapilan santrifiij sonrasi Gist sivilar uzaklastirildi. Bu



26

islem iki kez uygulandiktan sonra tespit edilmek istenen hiicre i¢i antikorlarin (Tablo 3.3)
daha oOnceden uygun miktarlartyla 50 pl. perm/wash tampon i¢inde hazirlanmig
siispansiyonlar1 ic¢ine hiicreler alinarak +4°C’de, karanlik ortamda 30 dakika inkiibe
edildi. Islem sonrasi yine kit icerigindeki perm/wash tamponundan (1X) her tiipe 1 ml
ilave edilerek 1750 rpm’de 2 kez yapilan yikamanin ardindan iist sivilar uzaklastirildi ve
pelletin tizerine 300 ul PBS eklendi. En son hiicreler 300 ul boyama tamponu iginde

siispanse edilerek akan hiicre Olger cihazinda degerlendirildi.

Tablo 3-2 Hiicre i¢ci boyamada kullamlan antikorlar

Son
Antikor Floresan Klon Marka

Konsantrasyon
anti-human TNF-a Brilliant Violet 510 MAb11 Biolegend 1/30
anti-human IFN-y PE/Cy7 B27 Biolegend 1/50
anti-human Perforin Brilliant Violet 711 dG Biolegend 1/30
anti-human/mouse ]

Alexa Fluor® 700 QAL16A02 Biolegend 1/50

Granzyme B
anti-human IL-17A APC/Cyanine7 BL168 Biolegend 1/30
anti-human CD3* APC UCHT1 Biolegend 1/50

*CD3 molekiilii normalde hiicre yiizeyinde bulunmasina ragmen uyarimla downregiile oldugu anlagildigindan tek bir
deneyde hiicre i¢i antikorlara ilave edilmistir.

3.3.3. Akan Hiicre Olger Analizleri

Calismada kullanilacak tiim antikorlarin uygulanacak konsantrasyon miktari igin
kompenzasyon boncuklar1 kullanildi (CompbBeads compensation particles Set, Anti-
Mouse Ig,k/Negative Control, BD Biosciences, ABD). Her bir florokrom igin birer tiip
hazirlanarak 200 pl PBS, 2 ul florokrom isaretli antikor ve firmanin belirttigi tizere 1
damla “negatif kontrol” ve pozitif kontrol olarak kabul edilen “anti-Mouse Ig, k” boncuk
iceren kit icerigi ilave edildi. Ayrica otofloresansi, boyanma hatalarini saptamak igin
sirastyla boyanmamis tiipler, mouse IgG1-k Isotype (Brilliant Violet 785) kontrolleri
kullanildi.

Tim analizler NovoExpress (version 1.6.0, Agilent, Kaliforniya, ABD) analiz

programi kullanilarak yapildi.
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3.4. istatistiksel Yontem

Verilerin istatiksel analizi ve grafiksel ¢izimleri i¢in GraphPad 8.4.2 ve IBM SPSS
Statistics 21 programlart kullanildi. Saglikli ve hasta grubun klinik ve demografik
ozelliklerini degerlendirmek i¢in sirasiyla Ki-kare ve Mann whitney U kullanilmistir.
Saglikli ve hasta grubu arasindaki karsilastirmalar i¢in non-parametrik-Mann-Whitney U
testi; saglikli, erken evre, ileri evre kan hiicre ylizdeleri arasindaki karsilastirmalar igin
non parametrik, Kruskal Wallis H testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik siir1 (p<0,05)
kabul edildi. ikili gruplar (saglikli-erken evre, saghikli-ileri evre, erken evre-ileri evre)
arasindaki karsilastirmalar i¢in post-hoc Mann-Whitney U testi uygulandi ve Bonferroni
diizeltmesi yapilarak p<0,017 ise anlamli kabul edildi. Erken evre hasta periferik kan,
doku, tiimor ve lenf nodu 6rnekleri arasindaki karsilastirmalar igin Kruskal Wallis H testi
kullanilds. Istatistiksel anlamlilik sinir1 (p<0,05) kabul edildi.

Saglikli ve hasta periferik kanlarindan ayr1 ayr1 analiz edilen biitiin lenfosit
gruplarinin hiicre yiizdelerinin korelasyonu non-parametrik Spearmen-rank iki yonlii
korelasyon testi ile degerlendirildi (p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi). Saglikli
periferik kan orneklerinde yapilan stimiilasyon deneyleri sonucu tespit edilen sitokin

degisimi i¢in nonparametrik Willcoxon testi kullanidi (p<0,05).

3.5. Calismada Kullanilan Cihazlar

Deneyler siiresince kullanilan makine ve techizat tabloda verilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3-3 Calismada kullanilan techizat

Techizat Kullanim Amaci Marka/Model

Otomatik kan sayim PKMH ve diger tek hiicre

cihazi slispansiyonlarinda hiicre sayimi Rayto / RT-7600

Otomatik pipetler . A .
(10 ul, 100 ul, 1000 ) Mikro hacimli sivilarin aktarimi Axypet, Pipetmen
Dokularin ayristirilmasi ve kiiltiir 6ncesi

steril ortam olusturulmasi Nive LN 120

Laminar giivenlik kabini

Satandart hiicre kiiltiirii sartlarinin (37°C ve

%5 CO,, %90-95 nem) olusturulmast Thermo Scientific

Inkiibator

Vorteks Mikrotiiplerin ¢alkalanmasi DigitMex
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Santrifiij

Doku ayristirma cihazi

Tiip rotatorii

NovoCyte

Hiicrelerin yikanmasi ve ¢oktiiriilmesi
Enzimatik ve mekanik ayrismay1

kolaylastirma

C tiiplerin dairesel hareketle ¢evrilmesi

Akan hiicre 6lger cihazi

Niive NF 800R

Miltenyi, Gentle
Macs

Miltenyi,
MACSmix tube
rotator

ACEA
Biosciences
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4. BULGULAR

4.1. Klinik ve Demografik Ozellikler

Temmuz 2021 ile Temmuz 2022 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Gogiis Cerrahisi servisinden KHDAK tanis1 nedeniyle 19 hastadan alinan 6rneklerin 2
tanesi ¢alismaya dahil etme kriterlerini saglamadigi i¢in ¢aligmadan ¢ikarilmistir. Geriye
kalan 17 hastadan erken evre olan 11’ine ait doku ve kan Orneklerinin bazilarindan
yetersiz sayida lenfosit elde edilebildigi i¢in -6rnek yetersizligi veya deney siireci hatasi
kabul edilip- yalnizca 9 periferik kan, 5 timor, 5 akciger ve 6 lenf nodu ornegi,
istatistiksel analize dahil edildi. Ileri evre 6 hastadan ise sadece periferik kan drnegi
caligmaya alind1. Tablo 4.1°de hasta grubunun genel karakteristik 6zellikleri verilmistir.
Hastalarin evrelendirilmesi patoloji ve radyoloji biriminden gelen sonuglar dogrultusunda
Gogiis Cerrahisi Ana Bilim Dali tarafindan degerlendirildi. Hastalarin demografik,
cerrahi ve patoloji bilgileri hastane veri tabanindan sorumlu hekimler tarafindan
alindiginda, hasta grubunun ortanca yast 66 olup yaslar1 48 ile 76 yaslar1 arasinda
degismektedir. Hastalarin %70,6’s1 erkek olmakla birlikte sigara kullanimi (paket/y1l)
ortalama degeri 44,50 ve aktif igicilik oran1 %29,4’tiir. Hastalarin %47,1’inde kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) veya koroner arter hastaligi (KAH) izlenirken
%47,1’inde ikincil bir metabolik hastalik mevcuttur. Ornekler temin edildigi esnada
hastalarin ¢cogunlugu radyoterapi ya da kemoterapi almamistir; ancak {i¢ hasta (%20)
cerrahi rezeksiyon dncesi neoadjuvan kemoterapi almistir ve cerrahi yontem ile hastalarin
%58,8’sine lobektomi yapilmistir. Akciger kanseri alt tipi belirlenebilen hastalardan 8’i
(%53,33) histolojik olarak adenokarsinom tanisi alirken 7’si (%46,66) skuamoz hiicreli

karsinom tanisi almistir.

Kontrol grubu olarak saglikli kisilerden (n=10) kan 6rnegi alindi. Saglikli kisilerin
ortanca yasi 56 olup yaslar1 34 ile 60 arasinda degismektedir. Sagliklilarin %50°s1 erkek
olmakla birlikte sigara kullanimi1 (paket/y1l) ortalama degeri 4,50’dir ve aktifigicilik orani

%30’dur. Saglikl kisilerde KOAH, KAH veya metabolik hastalik mevcut degildir.
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Hasta  Cinsiyet Yas Sigara (Pkt/Y1l) KOAH/KAH N:tatbtl)lll(k Tedavi Lobektomi Histopatoloji TNM Evre
astall

1 E 66 100 E H H E SHK T1CNOMO 1A3
2 K 75 0 E E H E AK T1BNOMO 1A2
3 E 76 N/A N/A N/A H E N/A N/A N/A
4 E 68 52 H H H H SHK T4N2MO 1B
5 E 66 30 H H H E AK T4NOMO HIA
6 K 66 45 H H H H AK T2AN2MO  1HIIA
7 E 56 50 H H H H SHK T3NOMO 1B
8 E 48 45 H H E H AK T3NOMO 1B
9 E 70 100 E E H E AK T1CNOMO 1A3
10 K 69 60 E E H E SHK T2BNOMO IHA
11 K 48 25 H E E E AK N/A N/A
12 E 62 40 E H H H N/A N/A N/A
13 E 62 50 E E H E AK T2NOMO IHA
14 E 58 25 E E E H SHK T4NOMO HIA
15 E 71 30 E E H H SHK T4NOMO HIA
16 E 71 60 E E H E SHK T1CNOMO IA3
17 K 74 0 H H H E AK T2ANOMO IB

K: Kadin; E: Erkek; KOAH: Kronik obstriiktif akciger hastaligi; KAH: Koroner arter hastaligi; E: Evet; H: Hayir; SHK: Skuamdz hiicreli karsinom;

AK: Adenokarsinom; N/A: Mevcut degil.
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Hasta ve saglikl bireyler demografik ve klinik agidan karsilastirildiginda cinsiyet
(X?=1,144; p=0,285) ve aktif sigara iciciligi (X?=0,615; p=0,735) agisindan anlaml1 fark
saptanmazken; KOAH ve KAH tanisi alma (X?=7.222; p=0,007), metabolik hastalig
bulunma (X?=7,222; p=0,007), yas (U=25,00; p=0,002) ve sigara kullanimi (U=16,00;
p=0,000) agisindan hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
saptanmistir. Tablo 4.2’de hasta ve saghkli grubu tanimlayici istatistik bilgileri

paylasilmaktadir.

Tablo 4-2 Hasta ve saghkh kontrol grubu tammmlayici istatistigi

Hasta Saglikli1 Kontrol p

Yas, S.O. 16,33 8,00 0.002"
Sigara kullanimi, S.O. 16,82 6,45 <0.001"
Cinsiyet, E:K 12:5 5:5 0.285™
KOAH/KAH, E:H 9:7 0:0 0.007™
Metabolik hastalik, E:H 8:8 0:0 0.007*"
Aktifigicilik, E:H 5:12 3.7 0.735™
N (% toplam) 17 (%63) 10 (%37)

“Mann whitney U testi; "Ki-kare testi; S.0. Sira ortalamasi1 E:K Erkek: Kadn; E:H Evet: Hayir

4.2. MAIT ve Lenfosit Alt Gruplarimin Akan Hiicre Olger ile Degerlendirilmesi
Calismada kullanilan biitiin 6rnekler tek hiicre siispansiyonu haline getirildikten
sonra florokrom isaretli antikorlarla boyanarak akan hiicre Olger sisteminde

degerlendirilmistir.

4.2.1. Periferik Kan MAIT ve Lenfosit Alt Gruplari

Saglikli ve hasta periferik kan MAIT ve lenfosit alt gruplarmin (af*CD3* T ve
CD3") degerlendirilmesinde sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de gosterilen kapilama
stratejisi kullanilmistir. Onden sagilim (forward scatter — FSC) ve yandan sagilim (side
scatter — SSC) parametreleri kullanilarak olusturulan histogramda hiicre debrisi

dislanmak suretiyle lenfositler kapilanarak en az 2x10° hiicre sayimi yapilmistir.
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of” T ve CD3 lenfosit hiicre oranlar1 saglkli ve hasta gruplarinda
karsilastirildiginda, lenfosit kapisinda af™ T hiicre ekspresyonunun kanserli grupta
evreye bakilmaksizin saglikli gruba gore anlamli olarak diistiigii (p=0,015), buna karsilik
B, NK ve ILC hiicrelerini igeren CD3" lenfosit populasyonunun hasta periferik kan

orneklerinde saglikli bireylere gore anlamli olarak arttigi saptandi (p=0,003) (Sekil 4.3).

100-
* % * % =3 Saghkh

El Hasta

o0
—
|

=)
(]
|

% ekspresyon
3
|

o
=]
]

T 1
t)t[i+ T hiicreler CD3 hiicreler

Sekil 4-3 Saghkl ve hasta gruplar1 arasinda CD3" ve af* T hiicreleri

Saglikl1 ve hasta gruplarinda periferik kan MAIT, CD8" T, CD161* T ve Va7.2*
T hiicre populasyonlarinin degerlendirilmesine ait kapilama stratejisi Sekil 4.4°de
agiklanmistir. KHDAK 11 grupta periferik kan MAIT hiicre ekspresyonunun saglikli grup
ile karsilastirildiginda anlamli derecede diisiik oldugu (p=0,036), iki grup arasinda MAIT
disindaki Gi¢ farkli T hiicre alt grubu agisindan ise anlamli bir farklilik olmadig: saptandi.
Va7.2" T hiicrelerinin ise hasta grubunda saglikli bireylerle karsilastirildiginda anlaml

farklilik olmamasina ragmen ekspresyon oranlarinin azaldig: goriildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4-4 A. MAIT dis1 T hiicre alt gruplarimn kapilama stratejisi. B. Saghkh ve hasta
gruplar arasinda MAIT ve T hiicre alt gruplarimin karsilastiriimasi.
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CDS8 ve CD45RO expresyonuna gére MAIT hiicre alt gruplar1 incelendiginde,
saglikl1 bireylerde CD8* MAIT hiicreleri ortalama %83,81, CD8*CD45RO" hiicreler ise
%356,75 olarak saptandi. Hasta ve saglikli gruplar karsilagtirildiginda ise sadece CD8*
veya sadece CD45RO*CD8* ifadesi (ekspresyonu) agisindan MAIT hiicre alt gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4.5). CD45R0O"CD8" hiicreler agisindan hasta
ve saglikli gruplar incelendiginde ise KHDAK hasta grubunda saglikli gruba gore anlaml
derecede diisiik oldugu goriildii (p=0,047).

ju s T
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= 60—
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1 1
CD45RO ' CDS" CDS8"

Sekil 4-5 A. MAIT hiicre alt gruplarimin kapilama stratejisi. B. Saghkh ve hasta
gruplari arasinda MAIT alt gruplarinin karsilastirilmasi.
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Hasta grubu erken ve ileri evre olarak ayrilarak degerlendirildiginde, hiicre
gruplar1 arasinda agisindan saglikli-erken evre-ileri evre arasinda anlamli farklilik

saptanmamustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4-6 Saghkl, erken, ileri evre periferik kan lenfosit alt gruplarimin Karsilastirilmasi

4.2.2. Saghkh ve Hasta Periferik Kan Lenfosit Gruplarinin Korelasyonu
KHDAK ve saglikli grup periferik kan MAIT ve lenfosit alt gruplari arasinda
korelasyon 6lgiimleri sonucunda MAIT, CD3" ve lenfosit alt gruplari arasinda anlamli

korelasyonlar saptanmustir (Sekil 4.7).

Saglikli kontrollerde pozitif korelasyonlar CD161% T (% off* T) ve CD161°CD8"
T (% af* T) (p=0,001), CD161* T (% ap* T) ve CD161™ T (% of* T) (p=0,000),
CD161"CD8* T (% af* T) ve CD161™ T (% op* T) (p=0,002) ve Va7.2* T (% of* T) ve
MAIT (% of* T) (p=0,000) arasinda bulunurken, en belirgin negatif korelasyonlar af* T
(% lenf.) ve CD3" (% lenf.) (p=0,000), CD3 CD161* (% lenf.) ve CD8* MAIT (% MAIT)
(p=0,003) ve CD45RO*CD8* MAIT (% MAIT) ve CD45RO'CDS8* MAIT (% MAIT)
(p=0,000) arasinda goriilmiistiir.

KHDAK grubu periferik kan 6rneklerinde ise pozitif korelasyonlar CD3™ (% lenf.)
ve CD161" T (% of* T) (p=0,020), CD8* T (% ap* T) ve CD8* MAIT (% MAIT)
(p=0,023), CD161* T (% af™ T) ve CD3 CD161" (% lenfositler) (p=0,000), CD161" T
(% of* T) ve CD1617CD8* T (% af* T (p=0,000), CD161* T (% of* T) ve CD161™T (%
op* T) (p=0,000), CD161*CD8'T (% af*T) ve CD161™T (% ap* T) (p=0,000),
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A, KHDAK

CD45ROTCDS" MAIT (% MAIT)
CD45RO° CD8" MAIT (% MAIT)

CDB'T (%o pT)
f=]
2
'E L CD8' MAIT (% MAIT)
L=]

ap’ T (%lent)
CD3 (%o lenf.)
L CD3 CD161" total (%o lent.)

FCD16L T (Yoap' T)

- CD161°CDS™ T (Yoap’ T)
k CD161™ T (Yoap' T)
V72 T (Yoap™T)

 MAIT (Yoo p’ T)

1.0

ap’ T (% lent)) -0.33}0.18)-0.37(0.41
CD37(% lenf)
CD8'T (% ofpT) ! 0.

CDI6L™T (% op ™ T) - .. 0.05
CD3'CD161" total (% lenf)) 4033|033 0.00 @
CDI617CDE" T (% of T)=40.18|0.18
CD161™T (% ap T)-40.37(0.87
Val2 T (% op’ T)=841 041
MAIT (% op” T)40.01/0.01
CDS" MAIT (% MAIT) 40.02|0.02
CD4SRO™CDE” MAIT (% MAIT) Jo.24[0.24 0.
CD45R0O° CDS” MAIT (% MAIT) 4o.13 [0.13(0:

B. Saghkh Kontrol

F0.13]

CDS"T (% ap’ T)-

CD161° T (% ap T)9
CD3'CD16L" total (% lent.) 4
CD161°CD8" T (% up T)+
CD161™' T (% ap T)4

Va7.2 T (% o T)-40.03{0.10/0.36/-0.05

MAIT (% op” T)-40.40{0.28[15 0.04

CD8" MAIT (% MAIT) 0.
CD45R0°CDS™ MAIT (% MAIT) 0.
CD45RO'CDS” MAIT (%0MAIT) 4

Sekil 4-7 Periferal kan CD3*, CD3" lenfositler, MAIT ve T hiicre alt gruplarinin korelasyon
matrisi . A. Hasta grupta periferik kan hiicreleri arasindaki korelasyon B. Saghklh grupta
periferik kan hiicreleri arasindaki korelasyon.

Renkler koyu maviden koyu kirmiziya kadar degisiklik gosterir. Koyu mavi pozitif korelasyonu,
I’lik bir r degerini ifade ederken; koyu kirmizi negatif korelasyonu, -1°lik bir r degerini gosterir. Sart ile
cerceve igerisine alinmis kutular anlamli korelasyonlar1 gostermektedir.
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CD161"CDS8*T (% ap* T) ve CD8* MAIT (% MAIT) (p=0,001) ve MAIT (% ap* T) ve
CD45RO*CD8" MAIT (% MAIT) (p=0,001) arasinda, negatif korelasyon ap* T (%
lenfositler) ve CD161"T (% aB* T) (p=0,020) arasinda saptanmistir.

4.2.3. KHDAK Hasta Doku Orneklerinde Lenfosit Alt Gruplar

Hasta doku (tiimor, bitisik akciger, lenf) ve periferik kan orneklerindeki CD3"
lenfositler, aff* T hiicreleri, MAIT ve diger T lenfosit alt gruplarinin oranlari
karsilastirildi. Tiimér doku MAIT hiicre kapilama stratejisi Sekil 4.8. de aciklanmistir.
Hasta periferik kan 6rneklerinde diger doku drneklerine kiyasla oransal olarak MAIT

hiicreleri daha fazla bulunmasina karsilik anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4. 8).

Sekil 4-8 Tiimor dokusu MAIT hiicrelerinin kapilama stratejisi
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Sekil 4-9 Hasta periferik kan ve doku érneklerinde MAIT hiicreleri

4.2.4. Saghkh Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinde Hiicre Ici Sitokin Analizi

Hasta gruplarindan elde edilen kan ve doku 6rnekleri sinirli miktarda oldugu icin
bu orneklerde hiicre ici sitokin Olciimii icin yeterli sayida MAIT hiicresi elde
edilememistir. Bu sebeple 5 saglikli kisinin PKMH de hiicre i¢i sitokin (IFN-y, TNF, IL-
17A) ve perforin, granzim seviyeleri akan hiicre Olger sistemi ile analiz edilmistir.
Uyarmm sonrasi farkli lenfosit alt gruplarinda ve MAIT hiicelerinde IFN-y seviyelerinde
anlamli degisiklik saptanirken diger TNF, IL-17A, perforin ve granzim seviyelerinde
anlamli bir degisiklik saptanamamaistir. Sirasiyla MAIT, CD8*, CD3", CD161" total,
CD161* T ve Va 7.2" T hiicrelerindeki degisim i¢in p degerleri sirasiyla 0,016; 0,002;
0,004; 0,008; 0,008 ve 0,008dir (Sekil 4. 10).

PMAV/IM uyarsini takiben akan hiicre dlger analizlerinde saptanabilen MAIT hiicrelerinde
IFN-y pozitifligi a¢isindan anlamli degisim gozlenmesine karsilik, T hiicreleri
populasyonu tam olarak segilemedigi icin MAIT hiicrelerinin yiizdesi diisiik saptand.
CD3 ekspresyonunun ve dolayistyla MAIT hiicrelerinin uyarimsiz tiiplerde oldugu gibi
uyarimli tiiplerde de saptanabilmesi i¢in ikinci bir boyama stratejisi kullanildi. CD3
antikoru hem hiicre yiizey antikorlarina hem de hiicre i¢i antikorlarina eklendi. Sonugta
hem IFN-y* hiicreler hem de T hiicre populasyonlari saptandi. Sekil 4.11°de ayni1 saglikli
kontrole ait uyarim sonrasi iki farkli hiicre i¢i antikor kombinasyonu kullanilan

deneylerin analizinde T ve MAIT hiicre kapilar1 gdsterilmistir.
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Sekil 4-10 A. IFN-y pozitif lenfosit alt gruplarinin akan hiicre olger ile gosterilmesi
B. Saghikh periferik kan orneklerinde hiicre igi IFN-y seviyeleri.

US: uyarimsiz, SIT: PMA/IM uyarim
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5. TARTISMA

Calismamizda akciger 6zelinde kanser hastalarinda MAIT hiicrelerinin yiizde
oranlarinin ve sitokin fenotiplerinin nasil degistiginin belirlenmesi amaglandi. Bu amacla
KHDAK tanis1 almig hastalarin opere edilebilir olanlarindan tiimdr dokusu, tiimdre
komsu akciger dokusu, lenf nodu ve periferik kan 6rnegi; opere edilemeyenlerden ve
saglikli kontrol grubundan da yine periferik kan 6rnegi alinarak tek hiicre siispansiyonu
haline getirildi. Ardindan bu siispansiyonlar floresanli antikorlarla hiicre yiizeyleri
boyanarak ve akan hiicre dlger cihazindan gegirilerek analiz edildi. Elde edilen veriler ise
gerek hasta-saglikli gerekse erken evre-ge¢ evre-saglikli karsilagtirmasi yapilarak
istatistiksel olarak analiz edildi. Ayrica hasta ve saglikli periferik kan ve doku MAIT
hiicre sitokin salinimlar1 saptanarak hem sitotoksik hem de direk fonksiyonel farkliliklari
saptand1. Hasta periferik kan ve doku 6rneklerinde hiicreigi sitokin protokolii i¢in yeterli
miktarda MAIT hiicresi elde edilemedigi igin hiicreigi sitokinler saglikli periferik kan

orneklerinde c¢alisildi.

Tiirkiye ve diinya genelinde erkeklerde akciger kanseri insidansi kadinlardan daha
yiiksektir?. Benzer sekilde calismanizda da erkeklerin baskin oldugu gériiliirken (%70,6),
saglikli grup erkek oran1 %50 dir. Yas olarak baktigimizda da hasta grubu ortanca yasi
66 sagliklt grup ortanca yasi 56’dir. Husain ¢alismasinda akciger kanseri hastalariin
%80’nin ya aktif sigara igicisi ya da yakin zamanda birakmis; sigara kullananlarin ise
%10-15°nin akciger kanserine yakalandigini gdstermistir’. Calismamizda hastalarin
sigara kullanim1 (paket/y1l) ortalama degeri 44,50 ve aktif igicilik orant %29,4; saglikli
grupta ise sigara kullanimi (paket/y1l) ortalama degeri 4,5 ve aktif igicilik oran1 %30’dur.
Aktif igicilik oran1 gruplarimiz arasinda fark gostermese de paket/yil oranlar1 agisindan
verilerimiz akciger kanserinde sigara/tiitiin {riinleri kullaniminin 6nemli bir yeri

oldugunu dogrulamaktadir.

Zhang ve ark. 35 KHDAK ve 35 eslesmis saglikli kontrolle yaptiklart
calismalarinda %17,2 oraninda erken evre, %82,5 oranda geg¢ evre hasta periferik kan
orneklerini kullanmislardir®. Ouyang ve ark. nin calismasinda 30 KHDAK hastasimin
yaklasik %56’s1 erken evre %44’ ge¢ evredir®. Shi ve ark. nin ¢alismasinda ise 105
KHDAK’l1 hastanin yaklasik %90,5°1 ileri evre iken sadece yaklasik %9’u erken

evrededir®. Calismamizda ise periferik kan &rneklerinin %60°1 erken evre, %401 ileri



44

evre hastalara aittir. Smirli sayida ornekle yapilan ¢alismamizda erken ve ileri evre

gruplar aras1 dagilim Zhang ve Shi’nin ¢alismalarina gore daha dengelidir®® >

Kanserin histolojik alt tipi a¢isindan bakildiginda, Ouyang ve ark. nin
calismalarina dahil ettikleri 30 KHDAK’l1 hastanin yaklasik %73 tiniin adenokarsinom
geri kalanin skuamoz hiicreli karsinom tanisi aldig1 goriilmektedir®. Shi ve ark. nin yakin
tarihli ve farkli tip kanser hasta drneklerini dahil ettikleri ¢alismalarinda, immiinoterapi
oncesi KHDAK (35 kisi) grubunun %65,7’ni adenokarsinom, %28,6’n1 ise skuamoz
hiicreli karsinom olarak bildirmislerdir®. Amerikan Kanser Dernegi’nin paylastigi
bilgilere gore ABD’de erkeklerde akciger kanserlerinin %82’sini  KHDAK
olusturmaktadir. Bunlarin %52’si adenokarsinom iken %35’i skuamo6z hiicreli
karsinomdur®®. Husain’in verilerine gére KHDAK tanis1 alanlarin %61°i adenokarsinom,
%24’1i skumamdz hiicreli karsinomdur®. Calismamizda KHDAK I1 grupta histolojik alt
tipi belirlenebilen 15 hastadan %53,33’t adenokarsinom, %46,66’s1 ise skuamdz hiicreli
karsinom tanis1 almigtir ve skuamoz hiicreli kanserli hasta oran1 genel verilere ve diger

calismalara gore daha yiiksek bulunmaktadir.

Ozellikle hizl1 sonug vermesi ve periferik kandan kolay olarak tespit edilebilmesi
sebebiyle MAIT hiicrelerinin tanimlanmasi, oran olarak tespit edilmesi ve
fonksiyonlarimin 6lgiilmesi ile ilgili ¢alismalarda ilk tercih ¢ogunlukla akan hiicre 6lger
yontemi olmaktadir. ilk calismalarda MR1 tetramerleri antikor kombinasyonlariyla
birlikte kullanilmasina ragmen Sonraki c¢alismalar tetramerler olmadan yapilan
kombinasyonlarin yeterince dogru tanimlama sagladigini gostermistir. Ayrica tetramer
kullanimi1 daha zahmetli ve temini zor oldugundan kullanimlari son derece azalma
gostermistir® 32 0, Calismamizda T hiicrelerinin farkli alt gruplariyla birlikte MAIT
hiicrelerinin tanisi ve yiizde oranlarinin tespiti i¢in akan hiicre 6lger yontemi kullanilarak

CD3*TCRy&'Va7.2"CD161** olan hiicreler “MAIT hiicresi” olarak degerlendirilmistir.

Lozano ve ark. saglikli periferik kan T hiicrelerini %45-70 oraninda, Kleiveland
ve ark. %70-85, Autissier ve ark. ise %60 olarak saptamiglardir®” %8 %9, Riazi Rad ve
ark.% gogiis kanserli hastalarla, Krijgsman ve ark.%! ise kolorektal kanserli hastalarla
yaptiklari ¢aligmalarinda periferik kan T hiicre yiizdesi agisindan hasta ve saglikli grup
arasinda anlamli bir farklilik olmadigini belirtmistirler. Calismamizda saglikli periferik

kan Orneklerinden yapilan akan hiicre 6lger analizleri sonucunda, kanserli grupta off*
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CD3" T hiicre yiizdesi saglikli gruba goére anlamli olarak diisiik bulunmustur. Calisma
grubumuzda yer alan hastalarin birgcogu kansere eslik eden iginde diyabetin de yer aldig1
metabolik hastaliklara sahip oldugu i¢in hasta gruptaki total T hiicre yiizdesinin saglikli

gruba gore diisiik olmasi sebebinin eslik eden klinik tablolar oldugunu diisiindiirmektedir.

Autissier ve ark.®® saglikli kisilerin periferik kan orneklerinde CD8" hiicre
oranlarinm T hiicreleri i¢inde yaklasik %35 oldugunu saptamislardir. Kleiveland ve ark.*®
ise CD8*/CDA4" T hiicre oranin1 yaklasik 1/2 olarak gostermislerdir. Ling ve ark.®? ayrica
Krijgsman ve ark.%! kolorektal kanserli, Riazi Rad ve ark.%® gogiis kanserli hastalarla
yaptiklar1 ¢alismalarinda CD8" ve CD4" hiicreler agisindan saglikli ve hasta periferik
kanlar1 arasinda anlamli bir farklilik olmadigini1 belirtmislerdir. Calismamizda da hasta
ve saglikli gruplar arasinda periferik kan CD8" T hiicre oranlari birbirine oldukg¢a yakin
olup aralarinda anlamli bir farklilik saptanmamustir. Bu a¢idan sonug¢larimiz daha 6nceki

kanser calismalartyla uyumlu goriinmektedir.

Ling ve ark.®* kanserli hastalarla yaptiklar1 ¢aligmalarinda saglikli ve hasta
bireylerden alman periferik kan érneklerinde saptanan MAIT hiicre yiizdesinin saglikli
donorlere (%2,45) gore KLK’l1 hasta grubunda (%0,98) anlamli olarak azaldigini tespit
etmis ve bu degisim farkl1 kanser gruplariyla yapilan calismalarla dogrulanmustir®l 3233,
Zhang ve ark.>® ise akciger kanserli hastalarin periferik kaninda MAIT hiicre yiizdesinin
saglikli gruba kiyasla anlamli derecede arttigini bulmuslardir. Calismamizda ise
KHDAK’l1 grupta periferik kan MAIT hiicreleri saglkli grup ile karsilastirildiginda
anlamli derecede diisiikk saptanmistir. Bulgularimiz mevcut calisma sonuglart ile
uyumludur. Zhang ve ark.’nin farkli sonu¢ bulmasinda hasta grubu 6rneklerinin biiyiik
bir ¢ogunlugunun (29/35) ileri evre hatta IV. evre hasta olmasindan kaynaklanabilecegi

diistiniilebilir.

Shao ve ark.%? gastrik kanserli hasta periferik kan MAIT hiicre alt gruplarini
inceledikleri ¢aligmada en fazla CD8*, daha sonra CD4 CD8" (¢ift negatif), en az ise CD4*
hiicreler olarak saptamislardir. Yine Ling ve ark.*> KLK hasta doku ve periferik kan
orneklerinde MAIT alt gruplar icinde en fazla CD8* hiicrelerinin; ayrica hasta grupta
dolasimda hem CD8* MAIT hem de CD8*CD45R0O* MAIT hiicrelerinin saglikli gruba
gore anlamli olarak azaldigini gdstermislerdir. Bununla birlikte periferik kan CD4* MAIT
hiicrelerinin hasta grupta saglikli gruba kiyasla anlamli olarak fazla oldugunu

saptamiglardir. Ouyang ve ark.® akciger kanserli hastalarda dolasimdaki MAIT
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hiicrelerinin bilyiik gogunlukla CD8" oldugunu belirtmistir. Ayrica dolasimdaki CD8"
MAIT hiicrelerinin hasta grupta saglikli gruba gore anlamli olarak azaldigini; ancak cift
negatif ya da CD4* MAIT agisindan anlamli bir farklilik olmadigini gostermislerdir.
Calismamizda sadece CD8 ve CD45RO pozitifligi agisindan MAIT hiicreleri
incelendiginde, saglikli ve hasta periferik kan MAIT hiicrelerinin ¢ogunlugunun CD8*
oldugu saptanmistir. Hasta periferik kan CD8* MAIT hiicrelerinin sagliklilara gore daha
az, CD45RO*CD8" MAIT hiicrelerinin ise daha fazla olmasina karsilik istatistiksel olarak
anlamlilik  goriilmemistir. Saglikli gruba kiyasla hasta grupta saptanan oransal total
MAIT farklihginin saghkli gruptaki CD8 MAIT hiicrelerinden kaynakli olabilecegi

distiniilmektedir.

Ling ve ark.®? KLK hastalarinda erken evrede dolasimdaki MAIT hiicre yiizdesini
ileri evre KLK hastalarininkine gore anlamli derecede yiiksek bulmuslardir. Ouyang ve
ark.>* ise evreler arasinda dolasimdaki MAIT hiicreleri acisindan anlamli bir fark
saptmamislardir. Calismamizda da periferik kanda sagliklidan geg evreye dogru MAIT
hiicre yiizdeleri agisindan kademeli bir azalma olmasina karsilik, ileri evredeki 6rnek

sayimiz az olmasi nedeniyle anlamli bir farklilik tespit edilememistir.

MAIT hiicrelerinin periferik kan disinda hangi organ ve dokularda bulundugu
ayrica kanserli dokuya infiltre olup olmadigi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Ling
ve ark.®2 KLK’I1 hastalarin kanserli ve kansere bitisik saglikl1 doku drneklerini akan hiicre
dlger ile degerlendirdiklerinde tiimdr dokusunda ortalama %3,24 olarak bulduklart MAIT
hiicrelerini tiimore bitigik saglikli dokuda ortalama %1,9 olarak tespit etmislerdir. Ayrica
hem erken hem gec evre hastalardaki tiimér ve bitisik doku MAIT hiicre oranlar ile
periferik kan MAIT hiicre oranlarmimn negatif korele oldugunu, bu sebeple hasta
kisilerdeki periferik kan MAIT hiicrelerinin timér dokusuna infiltre oldugunu &ne
siirmiislerdir. Ouyang ve ark.>® KHDAK’l1 hastalarda tiimore komsu saghkli dokuya
nazaran tiimor dokusunda total MAIT ve CD8* MAIT hiicrelerinin anlamli oranda daha
az oldugunu, bunun aksine CD4* MAIT yiizdesinin anlamli olarak fazla tespit edildigini
gdstermislerdir. Calismamizda MAIT hiicre yiizdesi, 6rnek sayisinin ¢ok kisitli olmastyla
birlikte, tiimore bitisik saglikli dokuda tiimor dokusuna kiyasla fazladir; ancak bu fark
istatisitiksel olarak anlamli saptanmamustir. Periferik kan, timor dokusu, bitisik akciger
dokusu ve lenf dokusu MAIT hiicre yiizdeleri arasinda bir karsilastirma yapildiginda

periferik kan MAIT hiicre yiizdesinin hepsinden fazla oldugu; ancak yine sayica ok az
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doku 6rnegi oldugu i¢in istatistiksel olarak anlam tagimadigi goriilmiistiir. Calismamizda
elde edilen verilere gore Ling ve ark. ¢alismalarina benzer sekilde kanserli hastalarda
saglikli bireylere kiyasla periferik kan MAIT hiicre yiizdesinin azaldig1 saptanmasina
karsilik bu MAIT hiicrelerinin tiimér veya diger dokulara infiltre oldugu ile ilgili sonuca

ulasilamamaktadir .

Daha 6nce timér ve diger dokulardaki MAIT tanimlanmasi icin yapilan
caligmalarda dokular1 ayristirmak icin mekanik ve enzimatik yontemler birlikte
kullanilmistir® %, Ouyang ve ark.>* calismalarmda KHDAK’l1 hastalarin timor ve
tiimore bitisik akciger dokusunu kullanmislar, ancak tiimdr ve bitisik akciger dokusunun
tek hiicre siispansiyonu haline getirilmesi i¢in mekanik ayristirma sathasinda herhangi bir
enzim kullanmamiglardir. Calismamizda ayristirma protokoliinde GentleMACS
ayrigtirict (Miltenyi, Biotec, Almanya) cihazi ile yine firmanin 6nerdigi 3 farkli tip enzim
karisimi igeren Tumor Dissociation Kit (Miltenyi, Almanya) kullanilmistir. Bu sayede
ozellikle bag doku elemanlarinin ve DNA’nin hiicreler arasi1 adezyonu artirict etkisini
azaltmak ve hiicreleri daha iyi tek hiicre slispansiyonu haline getirilmesi amaglanmustir.
Ancak hiicre ici sitokin deneyleri igin yeterli MAIT hiicresi elde edilememistir. Mevcut
calismalarda rezekte edilen daha biiylik tiimor dokularinin kullanildigi ve daha fazla
hiicre elde edilebildigi diisiiniilmektedir. Ayrica calismamizdaki enzimatik ayristirma
stirecinin hiicreleri daha fazla strese maruz birakarak apoptoza gitmelerine neden olmasi
ve zaten az olan MAIT hiicre sayisini ¢ok daha azaltiyor olmasi durumu da soz

konusudur.

Ling ve ark.’min 6 hasta kan1 ve 6 saglikli kani ile yaptiklari ¢calismada MAIT
hiicrelerinin PMA/IM uyarimi sonrasi her iki grupta sitokin (TNF, IFN-y, IL-2 ve IL-
17A) seviyelerinde uyarilmamis kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik goriilmistiir.
Ayrica KLK hastalarinda MAIT hiicrelerinin TNF ve IFN-y seviyelerindeki artis saglikli
kontrollere nazaran uyarimdan sonra diisiik saptanirken IL-17A seviyeleri sagliklilara
kiyasla daha fazla saptanmistir. Bulgular KLK hastalarinda MAIT hiicrelerinin Th17
yonlii bir yanita neden oldugunu diisiindiirmektedir. Buna ilaveten dokulardan mRNA
transkripsiyonu yontemi ile, timor dokularmi ve bitisik saglikli dokulari kontrol
ettiklerinde, hasta bireylerde MAIT hiicrelerinin hem IFN-y hem IL-17A’y1 daha fazla
ifade ettiklerini tespit etmisler ve Th1 ve Th17 tipi sitokin iireten MAIT hiicrelerinin KLK
dokularina toplandigim iddia etmislerdir. Ouyang ve ark.®® calismalarinda MAIT
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hiicrelerinin sitokin tiiretme potansiyellerinin anatomik bdolgeye gore degistigini
gdstermistir. PMA/IM uyarimi sonucu hastalarin periferik kanlarindan izole edilen MAIT
hiicrelerinin yiiksek miktarda IFN-y ve TNF, az miktarda IL-17A {iretebildigini
bildirmislerdir. Aksine timér ve tiimore komsu cevre dokudaki MAIT hiicrelerinin
anlamli olarak az miktarda IFN-y ve TNF iiretirken yine anlamli olarak fazla miktarda
IL-17A iretebildigini gostermislerdir. Saglikli ve hasta periferik kan sitokin seviyeleri
acisindan bir farklilik saptamamuslardir. Shi Lin ve ark.*® ise ¢alismalarinda KHDAK I
hastalarin tiimor lezyonlarmda MAIT hiicrelerinin periferik kan CCR6-CCL20 ekseni ile
gde ederek sayica arttigini belirtmislerdir. Hem periferik hem tiimére infiltre MAIT
hiicrelerinin artmis PD-1, TIM-3 ve IL-17A ve azalmis IFN-y ile tikenmis fenotip
gosterdigini ileri siirmislerdir. Calismamizda saglikli periferik kan MAIT hiicrelerinin
sitokin (TNF, IFN-y, IL-17A, perforin ve granzim igerisinden) ifadelerine bakildiginda
uyarimsiz kontrol grubuna gore yalnizca IFN-y miktarlarinda anlamli farklilik oldugu
goriilmektedir. Ozellikle Ouyang ve ark.’nin éne siirdiikleri anatomik bolge farklilig: bu
konuda etkili olabilir. Ayrica Ouyang ve ark. sitokin tayini i¢in akan hiicre 6lger sistemini,
Ling ve ark. ise izole MAIT hiicre kiiltiir siipernataninda sitometrik boncuk deneyi (CBA)

ile saptamiglardir. Kullanilan yontem farklilig1 sonuglardaki farkliliga sebep olmaktadir.

MAIT hiicrelerinin ¢ogunlugunun CD8* oldugu ayrica hepsinin Va7.2 ve yiiksek
oranda CD161 (CD161%") ifade ettikleri bilinmektedir. Bu yiizden hasta ve saglikli grupta
af* T hiicreler i¢inde, MAIT hiicrelerinden ayr1 olarak CD8* T, CD161* T ve Va7.2 *T
hiicre populasyonlari degerlendirildiginde, hasta ve saglikli periferik kan orneklerinde
hiicre alt gruplar1 agisindan anlamli bir farklilik saptanmamistir. Bununla birlikte MAIT
alt gruplar1 ile diger lenfosit ve T hiicre alt gruplar1 degerlendirilerek kendi iglerinde
korelasyon gosterip gostermedikleri arastirildiginda, saglikli grupta CD3"CD161" total
(lenfositler) ve CD8* MAIT arasinda negatif korelasyon saptandi. CD3'CD161" total
hiicrelerin biiyiik oranda NK hiicreleri oldugu diisiiniildiigiinde her iki hiicre grubunun
CD161" olmasina ragmen aralarinda negatif korelasyon olmasi ilging bir bulgudur.
Bunun aksine hasta grupta CD161* T hiicreleri (CD8* T, NKT, MAIT ve y§* T) ile yine
CD3°CD161" total hiicreler (NK) arasinda pozitif korelasyon saptanmasi, CD161" T ve
NK hiicreleri arasindaki iliskinin saglikli ve hasta gruplarda farkliligi gostermektedir. Bu
farklilik CD161 molekiiliiniin saglikli ve hasta kisilerde ifadesinin degisimi ve

fonksiyonuyla ile ilgili olabilir. Saglikli ve hasta grubu periferik kan lenfosit alt gruplari
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birlikte incelendiginde MAIT hiicreleri ile total CD8* T hiicreleri arasinda saptanan
pozitif korelasyon, periferik kan MAIT hiicrelerinin biiyiik oranda CD8* oldugunu

dogrulamaktadir.

Her calismada oldugu gibi farkli MAIT hiicre calisma sonuglarinda ¢alisma
grubunun &zellikleri, hangi viicut 6rneginin kullanildigi, hangi teknik ile MAIT
tanimlamas1 yapildig1 énemlidir. Bulgularimiza gére MAIT hiicreleri saglikli kisilere
kiyasla hasta periferik kan Orneklerinde anlamli olarak daha az saptanabilmektedir.
Hastalik evrelerinin sayica daha dengeli ve yeterli oldugu bir ¢alisma ile evreler arasi
farkliliklarin saptanmasi miimkiindiir. Kemokin reseptorlerinin ve ligandlarinin de tespit
edilebildigi daha onceki ¢alismalara ek ¢alismalar ile 6zellikle akciger kanserinde MAIT
hiicrelerinin tiimor veya saglikli dokulara yonlenmesi konusu daha net anlasilabilecektir.
Ozellikle MAIT hiicrelerinin sitokin icerikleri ile ilgili cok farkli gériisler bulunmakla
birlikte, hiicre uyarim metodlarina gore sitokin igerikleri de degiskenlik gosterdigi
bilinmektedir. Herhangi bir hastalik patolojisi gdstermeyen stimiile MAIT hiicrelerinin
anlamli olarak fazla seviyede IFN-y igerdigi calismamizda ve farkli g¢aligmalarda
gosterilmistir. Kanser siirveyansi igin 6nemli bir husus tiimoér mikrogevresinde
regiilasyona neden olacak sitokinlerin {iretimidir. Son caligsmalar immiin hiicreleri,
immiin kontrol noktasi inhibitorleri kullanimu ile egiterek kanser hiicrelerinin dldiiriilmesi
yoniindedir ve MAIT hiicreleri de bu alanda oldukga popiiler bir aday héline gelmistir.
Fare periferik kan MAIT hiicre oran1 insan ile karsilastirildiginda diisiik olmakla beraber
akciger MAIT hiicre oranlar1 insanla hemen hemen aynidir®®, Ozellikle akciger
kanserinde MAIT hiicrelerinin in vivo ortamda rollerini agiklayacak calismalar bu konuda

daha aydinlatici olacaktir.

Literatiir verileri MAIT hiicreleriyle ilgili calismalarin son derece hizl1 bir sekilde
arttigim gostermektedir. Son yillarda akciger kanseri MAIT hiicreleriyle ilgili literatiirde
tic farkli calisma yer almaktadir. Bulgularimiz bu alandaki g¢alismalara katki da

bulunacaktir.
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