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TURKCE OZET

T folikiiler yardimci (Tth) hiicreler, lenf nodu (LN)’nda antijene 6zgii antikor
iireten B hiicrelerinin olgunlagsmasinda gorev alir. Kanser hastalarinin LN ve periferik
kanlarinda bulunan Tth hiicrelerinin molekiiler ve fonksiyonel karakterizasyonu net
bir sekilde tanimlanmamustir.

Bu calismada fenotipik karakterizasyon i¢in meme kanseri hastalarin LN ve
periferik kanindan izole edilen lenfositler kullanildi ve CD4, CDS, PD-1, CXCRS,
CCR7, CD45RO, CD127, CD25, TIM-3, LAG-3, CTLA-4 ve ICOS ifadeleri, akim
sitometresi aracili analiz edildi ve klinik veriler 1s181nda incelendi. LN kesitlerinden
CD4, CD19 ve BCL-6 immiinofloresan boyamalar yapildi. Fonksiyonel analizlerde,
CD4" T hiicreleri izole edildi ve anti-CD3/CD28 uyarimi sonrasi zamana bagli; PD-1
ve CXCRS iliskili, erken aktivasyon ve inhibitdr belirteclerinin ifadelerindeki
degisimler ve proliferasyonlari incelendi. Uyarim sonrasi CD4" T hiicreler PD-1 ve
CXCRS bagiml olarak izole edildi ve bu hiicrelerdeki BCL-6, ICOS ve TIM-3
ifadeleri immiinfloresan boyama ile ve bu popiilasyonlardaki diger T hiicre alt gruplar1
ile iliskili molekiillerinin mRNA diizeyi RT-PZR teknigi ile aragtirildi.

Sonug olarak, LN’de dolasima kiyasla daha yiiksek Tth iliskili CD4"PD-1*
CXCR5" hiicreler tespit edildi, bu hiicrelerin CCR7*CD45RO" merkezi bellek
fenotipik 6zelligi tasidig1 ve yiiksek oranda CD127, TIM-3 ve ICOS ifadesine sahip
oldugu saptandi. Ayrica, CD4"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiiksek oranda g¢ogalma
kapasitesine sahip oldugu ve uyarim ile erken aktivasyon ve inhibitdr reseptor
ifadelerini arttirdig: tespit edildi. Uyarim sonrasit CD4"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinde
yiiksek oranda BCL-6 mRNA diizeyi, ICOS ve TIM-3 ifadesi de goriildii. Boylelikle
calismamiz, Tth hiicrelerinin esas olarak LN'de yiiksek ¢ogalma kapasitesindeki
CD4"PD-1"CXCR5"BCL-6" TCOS*TIM-3" hiicreler olarak karakterize edilebilecegine
151k tutmaktadir ve bu hiicrelerinin aktivasyonunun hedeflenmesi ile anti-kanser
hiimoral bagisiklik yanitin1 indiiklenebilecegini diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Edinsel Immiinite, T Folikiiler Yardimci Hiicreler, Meme
Kanseri
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INGILiZCE OZET

Functional and molecular analysis of follicular helper T lymphocytes in
breast cancer patients

T follicular helper (Tth) cells are involved in the maturation of antigen-specific
antibody-producing B cells in the lymph node (LN). The molecular and functional
characterization of Tth cells found in the LN and peripheral blood of cancer patients
has not been clearly defined.

In this study, lymphocytes isolated from the breast cancer patients’ LN and
peripheral blood were used in phenotypical characterization; CD4, CDS, PD-1,
CXCRS, CCR7, CD45RO, CD127, CD25, TIM-3, LAG-3, CTLA-4 and ICOS
expression were analyzed with flow cytometer and evaluated in the light of clinical
data. Immunofluorescence staining was conducted for CD4, CD19 and BCL-6 on LN
sections. In functional analysis, CD4" T cells were isolated from samples, stimulated
with anti-CD3/CD28 microbeads and time dependent expression of PD-1 and CXCRS5
related early activation and inhibitory markers and their proliferation were examined.
After stimulation, CD4" T cells were isolated as PD-1 and CXCRS5 dependent and in
these cells BCL-6, ICOS and TIM-3 expressions were investigated by
immunofluorescence staining and the mRNA level of molecules which are associated
with other T cell subgroups were analysed with RT-PZR technique.

As a result, higher Tth related CD4"PD-1"CXCRS5™ cells were detected in the
LN compared to the circulation, these cells were found to have CCR7*CD45RO"
central memory phenotypic features and have high levels of CD127, TIM-3 and ICOS
expression. In addition, it was determined that CD4"PD-1"CXCRS5" cells have a higher
proliferation capacity and increase early activation and inhibitory receptor expressions
with stimulation. High levels of BCL-6 mRNA, ICOS and TIM-3 expression were also
observed in CD4"PD-1"CXCRS5" cells after stimulation. Thus, our study highlights
that Tth cells can be characterized mainly as CD4'PD-1"CXCR5"BCL-6"ICOS'TIM-
3" cells with high proliferative capacity in LN, and it is suggested that targeting the
activation of these cells can induce anti-cancer humoral immune response.

Keywords: Adoptive Immunity, T Follicular Helper Cells, Breast Cancer
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1. GIRIS

Meme kanseri, diinya genelinde en ¢ok goriilen ikinci kanser tipi olup,
kadinlarda en ¢ok tan1 konan kanser tiiridiir. Meme kanserinde ilk metastaz noktalar1
sentinel ve aksiler lenf nodlaridir. Saglikli bireylerde de lenf nodu (LN) germianl
merkez bolgesinde T folikiiler yardimci1 (Tfh) hiicreler yiiksek oranda bulunup,
antijen-spesifik antikor iiretiminden sorumlu B hiicrelerin olgunlagsmasi ve
farklilasmasinda rol alirlar. Bu nedenle anti-kanser hiimoral immiin yanitlarin
aciklanabilmesinde Tth hiicrelerinin fenotipik ve fonksiyonel ozelliklerinin daha
ayrintili incelenmesi ve agiklanmasi gerekmektedir. Literatiirde bir¢ok calismada
saglikli bireylerde, Tth’ler CD4" T hiicrelerin alt gruplart olup, Bcl6 transkripsiyon
faktoriiniin ve CXCRS, PD-1, ICOS ve CD40L ylizey belirteglerinin ifadeleri ile
karakterize edilmektedir. Bu hiicre grubu sekonder lenfoid organ (SLO)’larda
bulundugu gibi diisiik oranda CD69, ICOS ve PD-1 ifade edenleri periferik kanda da
tespit edilmistir (Meng ve ark., 2018). Tth hiicrelerinin kanser hastalarindaki oran1 ve
etkisi ilk kez meme kanseri hastalarinda tersiyer lenfoid yapilarda incelenmistir (TLS).
Bu yapilarda Tth hiicrelerinin bulunmast CXCLI13 ifadesi ile iligkili sekilde
gozlenmistir (Gu-Trantien ve ark., 2013). Ayrica, aym c¢alismada, PD-1"CXCRS5-
CD4" T hiicrelerin konvansiyonel PD-1MCXCR5'CD4* Tfh hiicreleri ile ayni
fenotipik 6zelligi gostermedigi meme kanseri hastalarinin periferik kaninda bu hiicre
grubunun B hiicre yanitim1 indiiklemede de gorevli oldugu tespit edilmistir (Gu-
Trantien ve ark., 2013). Ayn1 grup tarafindan yapilan ilerleyen calismalarda, meme
kanseri hastalarmm tiimor mikro ¢evresinde de PD-1"CXCR5"CXCL13"CD4" Tth
hiicrelerinin varlig1 ile yiiksek oranda IL-21 iiretiminin oldugu ve tiimor infilitre
lenfosit (TIL) oranininda bu bolgede arttig1 dolayisiyla hastalarin sag kalim siiresinin
uzadig tespit edilmistir (Gu-Trantien ve ark., 2017a). Hasta kaninda kontrol grubuna
kiyasla, PD-1 ve TIM-3 inhibitor reseptorlerini bulunduran CXCL13*CD4" Tth
hiicrelerinin daha yiiksek oldugu da saptanmistir. Aymi ¢alismada, TIM-3’iin Tth
tikenmisligi ile olan etkisini arastirmak i¢in de CXCL13"CD4" Tfh hiicreleri anti-



CD3/CD28 ile uyarilmig ve TIM-3" Tfh hiicrelerin diisiik diizey CXCL13 kemokini
ve IL-21 sitokini tirettigi ve diisiik oranda prolifere olduklar1 goriilmiistiir. TIM-3* Tth
hiicrelerinin de diisiik diizeyde IgM, IgG ve IgA iiretimine neden oldugu saptanmis ve
bu durumda TIM-3 pozitifliginin Tfh hiicre aracili B hiicre yanitim1 bastirdigini
diistindiirmiistiir. Ancak tiim bu anlatilan noktalar dikkatle analiz edildiginde, klinikte
halen meme kanseri hastalarinda Tth hiicrelerinin fenotipik karekterizasyonu igin
molekiiler belirtecler net olmamakla birlikte, bu hiicrelerdeki TIM-3 ve PD-1 inhibitor
reseptdr pozitifligi nedeni ile hiimoral anti-timoér immiin yanitin baskilandigi
diistiniilse de bu hiicrelerdeki 6zelikle fonksiyonel mekanizmanin LN metastazi olan

hastalardaki klinik anlamlilig1 halen arastirilmaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda da hastalarin LN, periferik kan ve kontrol gruplariin
periferik kan orneklerinden elde edilen CD4" ve CD8* Tth hiicrelerinin fenotipik
karakterizasyonunu tanimlanmasi ve verilerin hastalarin neoadjuvant kullanimina,
klinik ve histopatolojik skorlarina, HER2 ifadesine bagli incelenmesi ve LN metastazi
olan hastalarda CD4" Tfh’lerin fonksiyonel 6zelliklerinin agiklanmasi amaglanmustir.
Bu nedenle bu ¢alisma, literatiirde meme kanserinde LN ve pereiferik kan kiyaslamali
bir sekilde Tfh hiicrelerini bu kadar ayrmtili incelenmesi bakimindan ilk olma
niteligindedir. Ayrica, hedeflenen amaclar dogrultusunda, meme kanserinin de ilk
metaztaz noktalariin LN oldugu bilindigi tizere CD4"PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerinin
bu noktada yiliksek oranda bulunup B hiicreler ile etkilesim halinde olmasi
beklenmekle birlikte, bu hiicrelerin antijenle karsilasmis hiicreler olabileceginden
yiiksek oranda merkezi hafiza hiicreler olmasi beklenmektedir. Ayrica, metastatik
LN’de neoadjuvan tedavi almamis, erken evre ve HER2 pozitif hastalarda Tfh
hiicrelerinin oranlarmin daha yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir. Fonksiyonel
analizlerde de LN’lerde bulunan CD4" T hiicrelerin, uyarim sonucu PD-1 ifadesine ek
CXCRS ekspresyonunu da artirip Tth hiicrelerine yiliksek oranda doniisebilecegi ve
PD-1 harici uyarim sonrasi baska inhibitor reseptorlerinde ifadesini PD-1" hiicre
gruplarma gore yiiksek oranda ifade edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
calismamizdan elde edilen verilerin, Tth hiicrelerinin hedeflenmesi ile anti-timor
hiimoral immiin yanitlarin indiiklenebilmesine yonelik calismalara 151k tutacagini

diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Kanseri Epidemiyolojisi

Meme kanseri, diinya genelinde en ¢ok goriilen ikinci kanser tipi olup,
kadinlarda en ¢ok tani konan kanser tiiriidiir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her 8
kadindan birinin meme kanseri hastasi oldugu tespit edilmistir (Momenimovahed,
& Salehiniya, 2019). 2017 yilinda elde edilen veriler 1s13inda Amerika Birlesik
Devlerinde, yaklasik 252710 yeni invazif ve 6341 in situ meme kanseri tanisi
konmustur (DeSantis, Ma, Goding Sauer, Newman, & Jemal, 2017). Yapilan
aragtirmalar sonucunda da diinya genelinde meme kanseri olgularinin %24’iiniin
Asya-Pasifik bolgesinden olup yiiksek insidans oranlarinin 6zellikle Cin, Japonya ve
Endonezya’da oldugu tespit edilmistir (Ghoncheh, Momenimovahed, & Salehiniya,
2016; Youlden, Cramb, & Yip, 2014). Insidansinin ve prevalansin artmasina ragmen
gelisen teknolojilerin yardimi ile meme kanserini saptamaya yoOnemlik tarama
metodlarimin  ve tedavi yontemlerinin belirgin olarak gelistirilmesi ile meme
kanserinde sag kalim oraninin (survival rate) gelismis iilkelerde belirgin olarak arttig1
goriilmiistiir (Rojas & Stuckey, 2016). Yapilan arastirmalar 1s1ginda meme
kanserinden kurtulanlarin %64 ’iiniin 65 yas ve {izeri oldugu ve sadece 7% sinin 50 yas
altt oldugu raporlanmistir (Miller ve ark., 2019). Gelismis iilkelerde meme
kanserinden 5 yil sag kalim %89 olarak tespit edilirken, Afrika gibi tedavi yontemleri
gelismemis iilkelerde sag kalim oranin diistiigii gorilmiistiir (Abdulrahman, &

Rahman, 2012).

Diinya Saglik orgiitiiniin 2020 yilindaki bildirisine gore meme kanseri vakalari
iilkemizde de en sik goriilen 2. kanser tipi olup tiim kanser vakalarinin %10,3’iinii

olusturuldugu, kadinlarda ise en sik goriilen 1. kanser tiirii olup tiim kadin kanser



vakalarinin %23,9’unu olusturdugu tespit edilmistir. Ayrica, ayn1 veri tabaninda
100000 kisi i¢in yas-standardize oran (ASR) baz alinarak insidans oraninin kadin
vakalarda 46,6 ile en yiiksek insidansa sahip kanser oldugu ancak tiim hastalar arasinda
mortalite oranin ise 12,9 ile akciger kanserinden sonra 2. en yiiksek mortalite oranina

sahip kanser oldugu saptanmigtir (GLOBOCAN, 2020).

2020 yilinda Tiirkiye'deki tim kanser vakalari

2020 yilinda Turkiye'deki kadin kanser vakalari
Akciger
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. Diger
Elger Kolon kanserler Tiroid
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114078 21151 (%9,1) (643.2) 11033 (%10,9)
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101018

Sekil 1: GLOBOCON 2020 veri tabani verilerine gore Tiirkiye popiilasyonundaki kanser hastali1 sayis1 ve kanser tiirleri
arasindaki ylizdesel oranin dagilimi (GLOBOCAN, 2020)

2.2. Meme Kanseri Gelisimi

Meme dokusu, karmagik bir stroma i¢ine gomiilii, dallanmais epitel tiip agindan olusur.
Meme epitelyumu, embriyonik gelisim sirasinda epitelyal-mezenkimal hiicrelerin
etkilesimi ve ektodermin genislemesi sonucu mevcut bezin ilkel kanalini olusturur
(Huebner, & Ewald, 2014; Macias, & Hinck, 2012). Meme dokusu, steroid hormon ve
bliylime faktorii reseptor sinyaline yanit olarak ergenlik, gebelik ve emzirme
donemlerinde islevsel gorevlerine bagli sekilsel ve boyutsal degisikliklere ugrar
(Huebner, & Ewald, 2014). Ergenlik ile siit kanallarinin gelisiminde duktal epitel
hiicrelerin proliferasyonu artar ve meme yag dokusuna invaze olur (Inman, Robertson,
Mott, & Bissell, 2015). Siit kanallarinin yapisi ¢ift katmanli olup, bazal membran
cevresinde yer alan miyoepitelyal ve liiminal epitelyal hiicrelerden olusmaktadir (Feng
ve ark., 2018; Inman, Robertson, Mott, & Bissell, 2015). Hamile bireylerde,
hormonlarin etkisi ile alveolar epitelyumun hizlica ¢ogalmasi ile siit liretiminde
gorevli sekratuvar alveoller gelisir. Laktasyon doneminde, luminal epitel hiicreler siit
proteinlerini sentezler ve alveolar liimene salgilar. Oksitosin iiretimi ile de ¢evredeki

miyoepitelyal hiicreler kasilir, boylece siit kanal icinden ve meme ucuna dogru hareket



eder. Laktasyon sona erdiginde, meme epitel hiicrelerinin bir kismi apoptoza
ugrayarak Oliir ve meme dokusu dinlenme fazina geger. Sonug¢ olarak, meme
dokusundaki bu degisimlerin biiylik bolimii meme epitel hiicrelerinde
gerceklestiginden, bu hiicreler yiiksek oranda transformasyona ugrayabilmektedirler.
Dolayisiyla meme kanserlerinin biiyiik bir bolimii epitelyal kokenli olarak

gelismektedir (Feng ve ark., 2018).

Meme kanseri; siit kanallarinin (duktuslarin), siit bezlerinin (lobiillerin) veya
her ikisinin arasindaki dokuda gelisebildigi i¢in birgok tiirii mevcuttur ve alt
siiflandirmasi kanserden etkilenen spesifik hiicrelere gore belirlenir. Hangi hiicre
kaynagindan olustuguna goére meme kanseri karsinomlar ve sarkomlar olmak iizere iki
siifa ayrilir. Karsinomlar, lobiillerde ve terminal kanallarda siit yapimindan sorumlu
memenin epitel bolgesindeki hiicrelerden gelisen meme kanserleridir. Sarkomlar,
miyofibroblastlardan ve kan damarlarinin olusumundan sorumlu memenin stromal
bolgesindeki hiicrelerden gelisen meme kanseri tiiriidiir (Feng ve ark., 2018). Ancak
bu katagorilendirmeler yeterli degildir, ¢iinkii tek bir meme tiimorii farkli hiicre

tiplerinin bir kombinasyonu olabilmektedir.

Meme kanseri olgularinin biiylik boliimiinii karsinomlar olusturmaktadir.
Karsinomlarin igerisinde de primer tiimoriin invazif oldugu yere gore alt tiplendirme
yapilmaktadir. Ayrica, tiimor tiirlerin olusumunda etkili olan genetik ve epigenetik
faktorler sonucu her birinin prognozu ve tedavi sonuglart farkli oldugundan tam
sirasinda dogru alt tiplendirmeler hayati 6énem tasimaktadir. Bu nedenle, patolojik
incelemeler sonucu invazifliklerine gore meme kanseri; non-invazif (in situ), invazif
ve metastatik olarak 3 gruba ayrilir (Sekil 2). En yaygin meme kanseri tiirii in situ
meme kanseridir. Bu tiir normal kanallarin igerisinde gelisir invazif olmayan ancak
invazif kansere donlismede yiiksek potansiyele sahiptir, bu nedenle dogru erken tani
ve tedavi bilyiik énem tasimaktadir. Invazif meme kanserleri de normal siit bezi ve
kanallarinda gelisip daha sonrasinda da bu bolgelerden disar1 ¢ikip etraftaki meme
stroma dokusu altina ilerler. Daha sonrasinda ilerleyen invazif karsinomlar, lenf nodu

ve diger organlara metastaz yapabilmektedir (Polyak, 2007).
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Sekil 2. invazyon durumuna gére meme kanseri alt tiplendirmesi (Polyak, 2007, Sekil 2).

2.3. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Gruplan

Meme kanseri heterojen ve fenotipik olarak genis bir hastalik olmakla birlikte
yapilan gen ekspresyon analizleri sonucu, terapilere farkli yanitlar verebilen ve
prognozda onemli Olgiilerde farkliklar gosterebilen ¢esitli biyolojik alt gruplari
tanimlanmistir. Bu alt gruplar gen ekspresyon ifadelerinde; Ostrojen reseptorii (ER)
ekspresyonu (liiminal kiime), insan epidermal biiylime faktorii 2 (HER2) ekspresyonu,
progesteron reseptorii (PR), proliferasyon ve 6zel gen kiimesi olan bazal kiime olarak
ayrilmaktadir. Bu gen ifadeleri baz alinarak meme kanseri i¢in molekiiler
siiflandirma yapildiginda Tablo 1°de gosterildigi iizere farkli karakteristik ve tedavi

yontemlerine sahip 5 alt grup bulunmaktadir (Feng ve ark., 2018).



Tablo 1. Meme kanseri molekiiler alt gruplarinin gen ekspresyon belirtegleri, karakteristik 6zellikleri ve tedavi se¢enekleri
(Feng ve ark., 2018

Molekiiler Belirteci Karakteristigi Tedavi Secenekleri

Luminal A ER+, PR+, HER2-, Meme kanserlerinin ~%40’nin Hormonal Ve/Veya
diisiik Ki67 karakteri hedefli terapiler
En iyi prognoz
Luminal B ER+, PR+, HER2+, Meme kanserlerinin %10-%20’sinin Hormonal Ve/Veya
yiiksek Ki67 karakteri hedefli terapiler
Luminal A’ya gore diisiik sag kalim
ER-, PR-, HER2+ Meme kanserlerinin %5-%15’nin Hedefli terapiler:
karakteri trastuzumab,
pertuzumab, lapatinib
veya ado-trastuzumab
qulﬁ (triple) ER-, PR-, HER2- Meme kanserlerinin %15-%20’sinin Sinirlt hedefli terapiler
negatif/ bazal karakteri Olaparib
benzeri meme BRCAI genindeki mutasyonlar iliski
kanseri (TNBC), Siyahi bayanlarda daha yaygin
Erken yasta goriilityor
Kotii prognoz
Normal-benzeri ER+, PR+, HER2-, Nadir goriilen tiir Hormonal ve/veya
diisiik Ki67 Diisiik proliferasyon ve belirteg hedefli terapiler
ekspresyonu

2.4. Meme Kanserinin Klinik ve Patolojik Evreleri

Meme kanseri teshis konulduktan sonra uygulanacak olan tedavinin
belirlenmesi i¢in hastaligin evrelerini belirlemek biiylik 6nem tagir. 2017 yilinda evre
skorlamasi i¢in Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC)’nin yayimladig1 8. basim
kanser evreleme manueli kabul edilmektedir. Klinik evreleme i¢in yapilan tanim; hasta
oykiisli, fiziki muayene bulgulari, radyolojik ve ilgili biyopsilerden elde edilen
bulgulara dayanmaktadir. Patolojik evrelemede skorlama sistemi ise klinik evreleme
sistemi ile benzer olup, sistemik ve radyasyon terapisi almadan ilk tedavi olarak
ameliyat uygulanmis olan hastalar i¢in gecerlidir. Genel olarak klinik ve patolojik
evrelemeler timor ozellikleri (T), lenf nodu (N) ve metastaz (M) durumlari, timor
derecesi, ER, PR ve HER2 reseptor ifade durumuna gore belirlenmektedir. Primer
tiimor, lenf nodu ve metastaz (TNM) skorlamasi i¢in incelenen kriterler Tablo 2’de
gosterilmistir (Aldrees, Gao, Zhang, & Wei, 2021; Hortobagyi ve ark., 2018; Kalli ve
ark., 2018; Koh, & Kim, 2019)



Tablo 2. Meme kanserinde klinik ve patolojik evreleme igin kullanilan tiimér, lenf nodu ve metastaz gruplarinin tanimi
Aldrees, Gao, Zhang, & Wei, 2021; Koh, & Kim, 2019
Evrelemeler igin Tanim
kullanilan kriterler Klinik evreleme Patolojik evreleme
Primer tiimér (T)
TX Primer tiimor degerlendirilemez
TO Primer tiimérden kanit yok
Tis (DCIS) Duktal karsinoma in situ
Tis (Paget’s) Meme ucunda gelisen Paget’s hastaligi
Tl Tiimor 20 mm esit veya daha kiigiik
Tlmi Tiimor 1 mm esit veya daha kiigiik
Tla Tiimor 1 mm’den biiyiik ama 10 mm esit veya daha kiigiik
T1b Tiimo6r 5 mm’den biiyliik ama 10 mm esit veya daha kiigiik
Tlc Tiimor 10 mm’den biiyiik ama 20 mm esit veya daha kiigiik
T2 Tiimor 20 mm’den biiyiik ama 50 mm esit veya daha kiigiik
T3 Tiimo6r 50 mm’den daha biiyiik
T4 Gogiis duvarma ve / veya cilde dogrudan uzanan herhangi bir boyuttaki tiimoér (iilserasyon veya
makroskopik nodiiller); tek basina dermisin istilasit T4 olarak nitelendirilmez
Gogiis duvarma uzanan tiimor, pektoralis kas1 yapigsmasi / invazyonu dahil degildir
Ulserasyon ve/veya ipsilateral makroskopik uydu nodiilii ve/veya deride 6dem (Peau d’orange
dahil)
T4a ve T4b
Inflmatuvar karsinom
Bolgesel lenf nodu (N)
Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemez (6rnegin, nceden alinmig)
Bolgesel lenf nodu metastazi yok
Hareketli ipsilateral seviye I, IT aksiller Mikrometaztaslar, aksiller lenf nodunda 1-3
lenf diigiimlerine metastazlar metastaz, ipsilateral i¢ meme sentinel lenf nodunda
metastaz
Sabit veya birbirine yapisik ipsilateral Aksiller lenf nodunda 4-9 metastaz veya aksiler lenf
seviye I, IT aksiller lenf diigiimlerine nodu patolik negatif, klinik pozitif ipsilateral i¢
metastazlar meme lenf nodu metastaz
ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu Aksiller lenf nodunda 10’dan fazla metastaz veya
metastazi, ipsilateral i¢ meme bir veya daha fazla pozitif seviye I ve I aksiller lenf
metastazi, aksiler lenf nodu metastazi, diigiimlerinin varliginda goriintiileme yoluyla
ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu pozitif ipsilateral i¢ meme lenf diigiimleri veya
metastazi 3’ten fazla aksiller lenf nodu metastazi veya klinik
olarak negatif ipsilateral supraklavikiiler i¢ meme
lenf nodlarinin sentinel lenf nodu biyopsisi sonucu
mikro veya makro metastaz

Metastaz (M)
Uzak metastazlara dair klinik veya radyografik kanit yok
Klinik ve radyolojik olarak uzak Uzak organlarda histolojik olarak kanitlanmis
metastaz tespiti metastazlar; veya bolgesel olmayan diigiimlerde ise,
0.2 mm'den biiyiik metastazlar

Klinik ve patalojik skorlamada kullanilan tiimdr derecesi skorlamasi da
prognostik faktor olup tiimor boyutundan bagimsizdir. Tiimor derecesi skorlamasi,
timor farklilasmasini yansitir. Tiimor skorunu belirlemede; tiibiil 6l¢limii, niikleer
pleomorfizm ve mitotik sayimlar dikkate alinir. Klinik (Tablo 3) ve patolojik (Tablo
4) evre skorlamalarda da TNM degerleri ayni tiimdr igin farkl tiimor derecesine sahip
olduklarinda evre skorlar1 degisebilmektedir (Aldrees, Gao, Zhang, & Wei, 2021;
Hortobagyi ve ark., 2018; Kalli ve ark., 2018; Koh, & Kim, 2019)



Tablo 3. Meme kanserinde klinik evre skorlama (AJCC Kanser Evreleri Manueli, 2018; Koh, & Kim, 2019)

TNM degerleri...

ER+ ER+ ER+ ER- ER- ER+ | ER- | ER-
TNM degerleri... PR+ PR+ PR- PR+ PR- PR- | PR+ | PR
HER2+ | HER2- | HER2+ | HER2+ | HER2+ | HER2- | HER- | HER2-
TisN0 Gl3| 0 0 0 0 0 0 0 0
TINO Gl 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1B
TONImi G2 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1B
TINmi G3 1A 1A 1A 1A 1A 1B 1B 1B
NI Gl 1B 1B 24 2A A 2A 24 24
TINI G2 1B 1B 2A 24 2A 2A 2A 2B
TN G3 1B A A A 2A 2B 2B 2B
m | Gl 1B 24 24 A 2B 2B 2B 2B
T3NO G2 1B 24 24 24 2B 2B 2B 3B
G3 1B 2B 2B 2B 2B 3A 3A 3B
T‘I’Ni Gl A A 3A 3A 3A 3A 3A 3B
TIN
o~ 2| 2 24 3A 3A 3A 3A 3A 3B
T3N1
N G| 3A 3A 3A 3A 3B 3B 3C
Gl 3A 3B 3B 3B 3B 3B 3B 3C
T4N0-2
TN 2| 3 3B 3B 3B 3B 3B 3B 3C
G| 3B 3B 3B 3B 3B 3C 3C 3C
TI-4NI3 | M1 |G| 4 4 4 4 4 4 4 4

TisN0

TINO
TON1mi
TINImi

TON1
TIN1
T2NO

T2N1
T3NO

TON2
TIN2
T2N2
T3N1
T3N2

T4N0-2
T1-4N3

T1-4N1-3




2.5. Meme Kanserinde immiin Yamt

1863’ te Rudolf Virchow, enflamasyon ile o bolgede kanser gelisimi arasinda
bir baglant1 oldugunu ileri siirmiistiir. Su anda da yapilan bir¢ok calisma ile kanser
gelisiminde ve prognozunda immiin sistemin dnemi gosterilmektedir. Kanserin erken
gelisim evresinde, kanserli hiicreler dogal immiin sistem tarafindan taninir ve elimine
edilir bu mekanizmaya immiin gozetim denmektedir. Kanser hiicrelerinin anormal
biliylimesi sonucu, komsu hiicrelerden proenflamatuvar sitokinler (6zellikle 1L-12 ve
IFN-y) salinir ve bu sitokinler NK hiicrelerinin, dendritik hiicrelerin ve klasik
makrofajlarin aktivasyonuna neden olur (Emens, 2012; Gobert ve ark., 2009;
Mamessier ve ark., 2011). Dendritik hiicreler, tliimor antijenlerini tantyip antijenik
peptidlerini isleyip en yakin lenf noduna go¢ eder ve burada tiimor spesifik CD4* ve
CD8" T hiicrelerinin aktivasyonunu gergeklesir. Bu aktive olan effektor CD4" T
hiicreleri daha sonrasinda, tiimor antijenine spesifik antikor lireten B hiicreleri de
aktive eder ve tlimor bolgesine go¢ ederler. Bu asamada tiimor hiicreleri ya tamamen
elimine edilir ya da immiin yanita direngli olup hayatta kalan tiimor hiicrelerinden
klonal varyant olusumu gergeklesir. Bu klonal varyant immiinojenik 6zelliklerini
immiinsiipresif faktorler iireterek azaltir. Bu agsamada gelisen tiimor hiicrelerinin
varyant olmayanlar1 elimine edilebilirken, immiin sistemden kagabilen bu varyant
hiicre grubu varligin1 devam ettirmektedir, immiin sistemin kanser tizerindeki bu yaniti
denge fazi olarak adlandirilir. Ancak, kanser hiicreleri immiin sistem tarafindan
tamamen taninmadan kagabilecek varyasyonlar gegirebilir ki bu da kanser tizerindeki

immiin diizenlemede son asama olan immiin sistemden kacis agsamasidir.

Bu gelistirilen varyasyonlar ile kagis sistemleri incelendiginde, tiimor hiicreleri
anti-timdor yanit1 aktif olarak inhibitoér molekiiller; programlanmis 6liim protein 1 (PD-
1), sitotoksik T lenfosit iligkili protein (CTLA-4) ve lenfosit aktivasyon geni (LAG-)
ifade ederek ve/veya tiimorden-tiirevlenen immiin baskilayici faktorler (TGF-3, IL-
10, IDO) iireterek immiin yanit1 inhibe eder (Bates, Derakhshandeh, Jones, & Webb,
2018; Dunn, Bruce, Ikeda, Old, & Schreiber, 2002). Ayrica, T hiicrelerin tanidigi
timor antijenin timor hiicreleri yiizeyinde ekspresyonlarinin azaltilmasi ile T hiicre

yanitindan kagig gergeklesir. TiimOr mikrogevresine ayrica antienflamatuvar
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ozelikteki baskilayict hiicrelerin; regiilatér T hiicre (Treg), miyeloid kokenli
baskilayict hiicreler (MKBH), tiimdr iliskili makrofajlar (TAM), regiilator B hiicre
(Breg) ve anjiyogenezi destekleyen CD4" Th2’nin gocii gerceklesir ve anti timor
immiin yanit baskilanir (Gobert ve ark., 2009; Emens, 2012; Mamessier ve ark., 2011).
Tiim bunlara ek olarak, tiimér mikrocevresinde yogun olarak bulunan TGF-f ve IDO
gibi immiin baskilayict sitokinler, tiimor cevresindeki NK hiicrelerinde bulunan
NKp30, NKG2D, DNAM-1 ve CD16 gibi NK aktivator reseptorlerin ekspresyonlarini
azaltip yerlerine, NKG2A gibi inhibitdr reseptorlerin ifadelerinin artmasina sebep
olmaktadir (Mamessier ve ark., 2011). Boylelikle, tiimor hiicreleri NK’larin hiicresel

sitotoksik etkisinden de kagabilmektedir.

2.6. Edinsel immiin Yanitlarin Meme Kanseri Uzerindeki EtKisi

2.6.1. Meme Kanserinde B Hiicre Cevabi

Tiim kanserlerde genel olarak, B hiicreler diger immiin hiicreler ile etkilesime
gecerek tiimor antijenlerine (B-actin ve gangliosid GD3 gibi) spesifik antikor ve IL-10
iireterek anti-timor immiin yanit1 diizenlerler (Hansen, Nielsen, & Ditzel, 2002; Shen,
Wang, & Ren, 2018). Solid kanser tedavisinde, adaptif T hiicre transferinin kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisinin agiklanmasi ile kanser hiicrelerine karsi kalici
hiimoral immiin yaniti indiiklemek adina adoptif B hiicre transferi calismalar
giindeme gelmistir. Fare fibrosarkom ve melonoma modelleri ile yapilan in vivo
olarak aktive tiimor drene lenf nodunda (TDLN) bulunan B hiicreler izole edilmis ve
in vitro ortamda uyarildiklarinda bu B hiicrelerin kanser hiicrelerine spesifik IgG
antikorlarini trettikleri goriilmiistiir (Li, Teitz-Tennenbaum Donald, Li, & Chang,
2016). Ayrica, ayn1 grubun meme kanseri lizerine yapmis oldugu bir ¢aligma da 4T1
hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan {i¢lii negatif meme kanseri modelinden aktive
TDLN boélgesinden B hiicreler izole edilmis; sonrasinda bu hiicrelerde IL-2R
eskpresyonu saptanmis ve modelden elde edilen B hiicreler IL-2 varliginda LPS/anti-
CD40 antikoru ile uyarilip siipernatantlar1 toplandiginda, IL-2 varlifinda kontrol
grubuna gore B hiicrelerin aktive olarak yliksek oranda tiimor spesifik IgG tirettigi

tespit edilmistir. Ayn1 c¢alismada, B hiicrelerin direkt olarak Fas/FasL yolag:
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aktivasyonu sonucu tiimor hiicrelerinin apoptozuna neden olduklart ve IL-10 iiretimi
ile antitimoér immiin yanit1 diizenledikleri gortlmustiir. Ayrica, 4T1 TDLN B
hiicrelerinin IL-2 ile uyarimi sonucu yiiksek oranda CXCR4 ifade ettigi tespit
edilmistir. 4T1 hiicrelerinde de ayrica CXCR4 ligandi CXCLI12 varligr ile
gbzlemlenmis ve CXCR4 spesifik inhibitdriiniin (AMD3100) ve FasL inhibitorlerinin
in vitro ortamda uygulanmasi sonucu tiimor hiicrelerinin B hiicre aracili olarak
oldiirmesini azaldig1 saptanmigtir. Ayni ¢aligmada, IL-2 ile uyarilan B hiicrelerinden
sitotoksik T hiicrelerde oldugu gibi perforin {iretildigi goriilmiis, hiicre-hiicre
etkilesimi olmadan da B hiicrelerin kanser hiicrelerini 6ldiirebildigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, B hiicrelerin tiimor hiicrelerine spesifik IgG tireterek tiimor hiicrelerinin
opsonizasyonuna, Fas-Fasl. ve CXCR4-CXCL12 hiicre aracili hiicresel sitotoksik
etkiye ve perforin iireterek hiicrelerin lize olmasina neden olarak 6nemli 6l¢iide anti-
timor immiin yanitlara katildig1 gosterilmistir (Xia ve ark. 2016). Tiim bu anlatilan
anti-timor immiin yanitlarin yani sira, meme kanseri mikrogevresinde, IL-10 ve TGF-
[ iireten diizenleyici B (Breg) hiicreler de tespit edilmistir (Tang ve ark., 2016). Breg
hiicrelerinin ayrica yiizeylerinde bulundurduklar1 PD-L1 ile anti-tiimdr immiin yanitta
gorevli olan T lenfositlerin proliferasyonlarini ve aktivasyonlarini baskilamadigi da

gosterilmistir (Horii, & Matsushita, 2021; Xia ve ark. 2016).

Tiimor infiltre B hiicrelerinin meme kanserideki prognostik etkisi ise
tartigmalidir. Son zamanlarda yapilan bir meta analiz ¢alismasinda artan CD20" B
hiicrelerin hastaliksiz sag kalimi arttirdigini gosterirken (Mao ve ark., 2016) bir bagka
¢alisma ise CD19" B hiicrelerinin oranin ER"PR" tiimor, lenf nodu metastazi, histolojik
olarak 3. evre ve T4 statiisiinde tiimor ve sonug olarak kotii prognoz ile korele oldugu
gosterilmistir. Ayrica, ayni ¢alismada CD20" B hiicreleri ile histolojik evre, siklin A
ve Ki67 eskpresyon iligkisi degerlendirildiginde zayif bir korelasyon oldugu tespit
edilmigtir (Lofdahl ve ark., 2012). Tiim bu c¢aligmalar aslinda hastaligin durumuna

bagli olarak B hiicrelerin farkli prognostik 6neme sahip oldugunu gdstermektedir.
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2.6.2. Meme Kanserinde T Hiicre Yanitlari

T hiicreler adaptif immiin yanitinin merkezi diizenleyicileridir. Naif T
hiicrelerin aktivasyonu lenfoid organlarda antijen sunan hiicrelerden antijenik
peptidlerin taninmasina ve sitokin yolaklariin aktivasyonuna bagli olarak gerceklesir.
Farkl1 antijenik peptitler ve enflamatuvar ¢evre nedeni ile farkli sitokinlerin uyarima
katilim1 sonucu naif T hiicreler farkli T hiicre alt gruplarina farklilasarak immiin yanita
katilir. Naif CD4" ve CD8" T hiicre aktivasyonu ve CD4" yardimct T hiicre alt
gruplarmin (Thl, Th2, Th17, Tth, Treg, Th9, Th22) immiin yanitlardaki 6zellikleri

daha detayl olarak ilerleyen boéliimlerde anlatilmaktadir.

T hiicrelerin tiimdér immiinoloji i¢in 6nemi incelendiginde, tiimdér mikro
cevresinde T hiicre infiltrasyonunun immiinogenik olmayan tiimor tiplerine kiyasla
timorde diisiik histolojik skor, aksiller lenf nodu metastazi goriillmemesi, tiimor
boyutunun kiiciik olmasi ve hastalik sag kalim oranin yiiksek olmast ile pozitif iliskili
oldugu goriilmiistiir. Bu durum da T hiicrelerin kanserin immiin gozetimindeki
merkezi roliiniin 6nemini gostermektedir (Edechi, Ikeogu, Uzonna, & Myal, 2019).
Ancak, timor mikro ¢evresinde CD4" T yardimetr lenfosit alt gruplarinin ve CD8" T
lenfositlerin varligi degiskenlik gosterebilir; bu hiicrelerin {irettikleri sitokinlerin
farkliliklar1 tiimor prograsyonuna ve hastanin sag kalimima farkli sekilde etki

etmektedir (Coussens, & Pollard, 2011).

CD4" T hiicrelerin aktivasyonu ve efektor alt gruplarmin anti-kanser immiin
yanitlardaki 6zellikleri ilerleyen boliimlerde daha detayli olarak anlatiimaktadir.
Bunun yani sira, CD8" T hiicrelerin anti kanser immiin yanitlari incelendiginde tiim
kanser modellerinde ilk immiin gozetim asamasinda, kanser hiicrelerine ait antijenik
peptitler kanser hiicrelerinin major histokompabilite kompleks sinif I (MHK simnif I)
molekiilii izerinden sunulmaktadir. Naif halde bulunan CD8" T hiicreleri {izerlerinde
bulunan T hiicre reseptorleri (THR) araciligi ile MHK sinif I’den sunulan bu antijenik
peptitleri tanimalar1 sonucu effektor sitotoksik T lenfositlere (CTL) doniisiip perforin
ve granzim lretimi sonucu tiimdr hiicrelerinin lize olmasina neden olur (Burugu,

Asleh-Aburaya, & Nielsen, 2017).
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2.6.3. T hiicre aktivasyonu

T hiicreleri kemik iliginden kéken alan ve gelisimlerini timusta tamamlayan
hiicre gruplaridir. T hiicreler ylizeylerinde T hiicre reseptdrii (THR) ile CD4 veya CDS8
glikoprotein eksprese etmesine bagli olarak CD4* veya CD8" T hiicreler olarak
adlandirilirlar. Olgunlagsmasini tamamlamis olan bu hiicreler timustan ¢ikip dolagima
ve sekonder lenfoid organlara (lenf nodu, dalak gibi) go¢ eder. Olgunlasmis ancak
heniiz herhangi bir antijen ile karsilasmamig CD4" ve CD8" T hiicrelere naif T hiicreler

adi verilir.

Naif T hiicreler, diisiik hiicresel hacime, diisiik metabolik hiza ve diisiik
proliferasyona sahip olup dinginlik durumu ile karakterize edilir. Naif T hiicrelerin
farklilasmadan sag kalimi ve ¢ogalmasi IL-7 sinyal yolagi ile ve ¢evre hiicrelerin
MHK ’lerinden diisiik oranda 6z antijenlerin taninmasi ile desteklenir (Brownlie, &

Zamoyska, 2013; Geltink, Kyle, & Pearce, 2018).

T hiicrelerin aktivasyonu sekonder lenfoid yapilarda gerceklesir. Lenf nodu
(LN) immiin gozetim, immiin yanit ve daha 6nceki boliimlerde de anlatildig: iizere
timor hiicresi metastaz bolgesidir. LN yapisal olarak, bagisiklik hiicrelerini farkli
bolgelerde konumlandirabilen retikiiler ag olusumuna sahiptir. LN ayrica, antijen
sunan dendritik hiicre (DH)’ler ile naif T hiicrelerin etkilesime girip antijen spesifik

edinsel immiin yanitlarin ilk baslatildig1 bolge olma 6zelligindedir.

Basitce LN dis kismi fibroz bir kapsiil ile ¢evirilidir. Bu kapsiiliin hemen
altinda subkapsular siniis bulunur. Subkapsular siniis icerisinde aferent lenfatiklerden
gelebilecek patojenleri taniyabilen 6zellesmis CD16" makrofajlar bulunur (Groom,
2019; Girard, Moussion, & Forster, 2012). Antijen sunan DH’ler de aferent lenfatikler
ve subkasular sinustan lenf noduna giris yaparken, lenf nodunda yerlesik bulunan
onciil konvensiyonel DH’ler HEV’lerden lenf noduna girer. Antijen sunan DH’ler
parakorteks bolgesinde bulunan T hiicre alan (zon) bolgesine {izerlerinde
bulundurduklar1 CCR7 ve CCR8 kemokin reseptdrlerinin liganlarina dogru (sirasi ile
CCL21 ve CCL1) goc eder (Girard ve ark., 2012). Lenf nodunun korteks bolgesi

yogun oranda B hiicre folikiilleri ve folikiiler dendritik hiicrelerden olusur. Parakorteks
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bolgesinde T hiicreler bulunur ve T hiicre zon bdlgesini olustururlar. Parakorteks
bolgesinde ayrica fibroblastik retikiiler hiicreler (FRC) bulunur ve bu hiicreler retikiiler
fiberler olusturup stromal ag yapisi araciligi ile lenfosit ve DH’lerin etkilesimine
olanak saglar. Naif lenfositler lenf noduna yiiksek endotelyal veniil (HEV)’lerden girer
ve kortikal ve medular sinuslardan gegerek eferent lenfatik damarlardan lenf nodunu
terk eder. Naif T hiicreler HEV’ler ilizerinde bulunan 6-siilfo sialyl Lewis X motiflerine
L-selektin (CD62L) araciligi ile tutunur ve HEV’ler {izerinde yuvarlanarak hareket
eder. Naif T hiicreler ayrica yiizeylerinde CC-kemokin reseptor 7 (CCR7) ekprese eder
ve bu reseptorlere HEV’lerden salinan CCL21’in baglanmasi ile HEV’lerden
parakorteks bolgesine gecer. T hiicreler ayn1 zamanda yiizeylerinde CXC-kemokin
reseptor 4 (CXCR4) ifade ederler ve lenf nodu stromal hiicrelerden iiretilen
CXCL12’nin kemoatraktan 6zelligi sayesinde T hiicre zon bolgesine yerlesir. Naif T
hiicrelerin para korteks bolgesinde yer almast ve DH’lerin de bu bolgede bulunmasi
sayesinde naif T hiicreler DH’lerden sunulan antijenik peptidleri taniyip bu bolgede
farklilasip ¢ogalir (von Andrian, & Mempel, 2003; Forster, Davalos-Misslitz, & Rot,
2008; Miyasaka, & Tanaka, 2004). Naif B hiicrelerde T hiicreler ile ayni sekilde
HEV’lerden gecerler ve parakorteks bolgesine gelir ancak B hiicreler T hiicrelere ek
olarak yiizeylerinde CXCRS eksprese eder. B hiicreleri folikiillerde bulunan marjinal
retikiiler hiicrelerden iiretilen CXCRS ligandi olan CXCL13’lin kemoatraktan 6zelligi
sayesinde B hiicre zon bolgesine yerlesir (Sekil 3) (Girard ve ark., 2012).
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Sekil 3. Lenf nodunun baslica boliimleri ve bu boliimlerde bulunan hiicrelerin sematik gosterimi (Girard ve ark., 2012, Sekil 1a).

Parakorteks bolgesine go¢ etmis ve retikiiler ag iizerinde antijen sunan DH’ler
ile naif T hiicreleri karsilastiginda DH’lerden T hiicrelerin efektor hiicrelere
farklisamasinda etkili 3 sinyal iletilir. Bu sinyallerden ilki, naif T hiicrelerin antijen
sunan DH’lerin MHC komplekslerinden sunulan antijenik peptidleri THR’leri
aracilifi ile spesifik olarak tanimasidir ve bu sinyal T hiicreler icin aktive edici
sinyaldir. CD8" T hiicreler tiim ¢ekirdekli hiicrelerden eksprese edilen major
histokompabilite kompleks sinif I (MHK I)’in {izerinden sunulan antijenik peptidleri
tanirken, naif CD4" T hiicreler de sekonder lenfoid yapilarda antijen sunan hiicrelerin
(dendritik hiicreler, makrofajlar ve B hiicreler) flizerinde ifade edilen major
histokompabilite kompleks II (MHK II)’den sunulan antijenik peptidleri
taniyabilmektedir. Antijenik peptidin naif T hiicreler tarafindan taninmasi ile THR
aracilt sinyal yolaklar aktive edilir. Bu nedenle, THR nin yapisim1 bilmek in vitro
ortamda naif T hiicrelerin aktivasyonunu gergeklestirebilmek i¢in dnem tagimaktadir.
THR aslinda kompleks bir yapiya sahiptir, alt1 sinyal zinciri iliskili antijen baglayici
TCRa.:p hetrodimer yapisi, CD3 kompleksi (iki adet €, bir adet y ve bir adet d) ve
€ homodimerlerinden olugmaktadir ve tiim bu yapilar birbirlerine transmembran
bolgeden asidik veya bazik Ozellik gostererek ve negatif veya pozitif yikler ile

etkilesime gecerek tutunmaktadirlar. THR komplesinde hiicre i¢i sinyal iletimden asil
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gorevli domenler  homodimerleri ve CD3 kompleksi olup hiicre i¢i bdlgesinde
immiinoreseptdr tirozin-iligkili aktivasyon motifleri (ITAM) bulundurur (Borst ve
ark., 1984; Hedrick, Cohen, Nielsen, & Davis, 1984; Katz, & Rabinovich, 2020;
Murphy, & Weaver, 2016). THR niin antijenik peptidleri tanimasi ile ITAM bolgeleri
Lck, Fyn ve ZAP70 protein kinazlar1 tarafindan fosforile edilir ve hiicre i¢i naif T
hiicrelerin aktivasyonunu saglayacak protein kinaz aktivasyonlar1 gerceklesir (Zhang,

Sloan-Lancaster, Kitchen, Trible, & Samelson, 1998).

Antijen sunan DH’lerden naif T hiicrelere iletilen ikinci sinyal de, T hiicrelerin
yiizeylerinde ekspres olan es uyaran molekiilerin antijen sunan DH’lerdeki
ligandlarina baglanmasi ve bunun sonucunda hayatta kalmasidir (Kolumam, Thomas,
Thompson, Sprent, & Murali-Krishna, 2005; Mescher ve arkadaslari, 2006). Es uyaran
sinyal iletiminde en iyi tanimlamis yolak; T hiicrelerden siirekli olarak ekspres olan
CD28 molekiillerinin antijen sunan hiicrelerdeki ligandlari olan CD80 (B7-1) ve CD86
(B7-2) molekiillerine baglanmasi sonucu sinyal iletimidir. CD28 molekiilii
ligandlarina baglandiginda Lck aracili fosfoinisitol-3-kinaz (PI3K) aktivasyonuna ve
ardindan PLC-y aktivasyonuna neden olarak NFAT, AP-1 ve NFkB transkiripsiyon
faktorlerinin aktivasyon yolagina katilir. Bu transkripsiyon faktorlerinin hepsi birlikte,
IL-2 geni promoter bolgesine baglanarak T hiicrelerden IL-2 iiretimini uyarir. Ayni
zamanda antijen ile karsilasmis bu T hiicreler IL-2a reseptorii (CD25) de iiretir. CD25
ve dretilen IL-2’lerin otokrin sekilde birbirlerine baglanmalari T hiicrelerin
proliferasyonunu destekler ve mikro ¢evredeki diger baskin sitokinlerin de etkisi ile
effektor alt tiplere farklilagsma gerceklesir (Kolumam ve ark., 2005; Mescher ve
arkadaglari, 2006; Murphy, & Weaver, 2016). T hiicre aktivasyonunda gorev alan
diger es-uyaran ve inhibitdr reseptorler ve T hiicre alt gruplar1 daha sonraki kisimlarda

detayl1 olarak agiklanmustir.

Ayrica, lenf nodunda aktive olan naif T hiicreler, aktivasyon sonrasi antijen
spesifik T hiicre klonu olusturmak i¢in lenf nodunda prolifere olur ve bu siirecte
fonksiyonel 6zellikleri ile iliskili olarak yiizeylerindeki molekiilerin ekspresyonlarinda
degisimler gozlemlenir. T hiicrelerin antijenleri tanimasi ve es-uyaran sinyali sonrasi

fonksiyonel iliskili en Onemli ekspresyon diizeylerinde degiskenlik saptanan
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molekiiler CD69, CD25, CD40 ligand (CD40L, CD154) (Sekil 4), inhibitor reseptorler
(PD-1 ve CTLA4 gibi), adezyon molekiilleri ve kemokinlerdir.

IL-2Ra
CD69 (cp2s) Hiicre
IL-2 cpaoL Boliinmesi
100 (cD154)
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Sekil 4. Lenf nodunda aktive olan naif T hiicrelerin yiizey molekiillerinin zamana bagli ekspresyon degisimi ve bu molekiillerin
gorevleri (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2017, Sekil 9.8).

Naif T hiicrelerin aktivasyonu ile ylizeylerindeki CD69 ekspresyonu hizli bir
sekilde artar. CD69 molekiilii bu nedenle en iyi tanimlanmig erken aktivasyon
reseptorii olarak da bilinir. Transkripsiyonel olarak NFxB transkripsiyon faktorlerin
varliginda CD69 geninin ifadesi es uyaran sinyali algilandiktan 30-60 dakika
icerisinde goriilebilmektedir; ancak, bu transkripsiyonel ifadenin 4-6 saat sonra
azaldig1 tespit edilmistir. T hiicrelerinin ylizeyindeki CD69 ekspresyonu ise uyarimdan
2-3 saat sonra dahi tespit edilebilmektedir. CD69’un yapisal 6zellikleri arastirildiginda
CD69’un C tipi lektin oldugu ve 6zellikle dendritik hiicre ve makrofajlarda bulunan
GAL-1 yapsi ile baglandig1 tespit edilmistir (de la Fuente ve ark., 2014; Gonzalez-
Amaro, Cortés, Sdnchez-Madrid, & Martin, 2013). CD69 molekiilleri ayrica aktive
olan T hiicrelerde hiicre icinde sifingozin-1-fosfat reseptorii (S1PR1) ile etkilesime
geger ve T hiicrelerde siirekli olarak eksprese edilen SIPR1’lerinin T hiicre yiizeyine
cikmasimma engelleyerek aktive olmus T hiicrelerinin LN’de c¢ogalmasini ve
farklilasmasini saglar. Antijen spesifik olarak ¢ogalan ve effektdr ve/veya hafiza

fenotipine doniisen T hiicrelerin ylizeylerindeki CD69 ekspresyonu azalir ve antijen
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ile karsilagsmamis naif T hiicrelerinde goriildiigii gibi T hiicreler de SIPR1 esksprese
edilebilir. Eferent lenfatiklerde ve periferik kanda da yiiksek oranda ligandi olan
kemoatraktan lipid sifingozin 1 fosfat (S1P) bulunmasi ile T hiicreler lenf nodunu
eferent lenfatiklerden terk eder (Abbas ve ark., 2017; Cyster, 2005; Gonzalez-Amaro,
ve ark., 2013).

Aktive olan T hiicrelerin es uyaran sinyali ile yliksek oranda IL-2 iirettikleri ve
bu IL-2’lerin otokrin olarak aktive T hiicrelerindeki IL-2 reseptoriine baglanip bu
hiicrelerin proliferasyonu i¢in gerekli oldugu anlatilmigti. IL-2 {iretimi antijenin
taninmasindan sonra 1-2 saat icerisinde baslar, 8-12 saatler arasinda maksimum
diizeye ulasir ve 24 saat sonrasinda azalmaya baslar. IL-2 reseptorii de kompleks bir
yap1 olup birbirlerine non-kovalent bagli IL-2Ra (CD25), IL-2R/IL-15Rf (CD122) ve
IL-2Ryc (CD132) yapilardan olusmaktadir. Naif T hiicrelerde hayatta kalmak i¢in IL-
2’lerin diisiik afinite ile baglandigi CD122 ve CD132 eksprese edilirken, aktive olan
T hiicreler IL-2 iiretimine paralel olarak STAT-5 transkripsiyon faktoriiniin
aktivasyonu sonucu IL-2’lerin yiiksek afiniteli baglandigi CD25, CD122 ve CD132’
den olusan IL2R kompleksini ifade eder. Aktive olan T hiicrelerdeki CD25
ekspresyonu maksimum diizeye 24 saat sonra ulastig1 ve 48 saat sonrasinda azaldig1
da cesitli ¢aligmalarda tespit edilmistir (Abbas ve ark., 2017; Flynn, & Hartley, 2017;
Murphy, & Weaver, 2016)

T hiicreler antijen tanimalarindan yaklasik olarak 24 saat sonrasinda
maksimum diizeyde CD40L (CD154) yiizeylerinde eksprese ederler ve 48 saat
sonunda bu ekspresyon azalmaktadir (Castle, Kishimoto, Stearns, Brown, & Kehry,
1993). CD40 molekiilii de tiimor nekroz faktdr (TNF) reseptorii olup fibroblastlarin,
endotelyal hiicrelerin, DH’lerin, makrofajlarin ve B hiicrelerin ylizeylerinde yiiksek
oranda eksprese edilir (Abbas ve ark., 2017; Kooten, & Banchereau, 1996).
CD40:CD40L baglanmast ¢ogunlukla B hiicreler ile ilgili calismalarda dikkat
cekmekte olup B hiicrelerde proliferasyon, farklilasma ve hayatta kalmalarini
destekleyen aktivasyonlara neden oldugu tespit edilmistir (Abbas ve ark., 2017;
Kawabe ve ark., 1994; Rousset, Garcia, & Banchereau, 1991). ilerleyen boliimlerde
CD4" T hiicre alt grubu olan T folikiiler yardimci hiicreler (Tth) kisminda B hiicreler
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ile CD40:CD40L baglanmasi ve sonuglari daha detayli acgiklanmigtir. Ayrica,
CD40:CD40L etkilesimi monositler ve antijen sunan DH’ler ile baglanma sonucunda
da es uyaran molekiilerinin ekspresyonun arttig1 ve buna bagl olarak T hiicrelere daha
giiclii es-uyaran sinyaller iletilip, T hiicre yanitlarinin desteklendigi tespit edilmistir

(Abbas ve ark., 2017; Kiener ve ark., 1995, Murphy, & Weaver, 2016)

CD28 ve CD40L molekiilleri aracili es-uyaran sinyallere ek olarak
indiiklenebilir es-uyaran (ICOS, CD278) molekiilii aracili bir yolak daha
tanimlanmistir. ICOS naif T hiicrelerde diisiik oranda eksprese edilirken, THR ve
CD28 sinyalleri varliginda aktive edilen T hiicreden yiiksek oranda iiretilmektedir
(Sharpe, & Freeman, 2002; Wikenheise, & Stumhofer, 2016). ICOS ligandlar
(ICOSL, CD275) antijen sunan DH’ler, makrofajlar, B hiicrelerde bulunur. Ayrica,
hematopoietik olmayan hiicrelerde ve endotelyal hiicrelerde de eksprese edilir (Abbas
ve ark., 2017; Khayyamian ve ark., 2002; Swallow, Wallin, & Sha, 1999). ICOS
molekiiliniin T hiicre bagimli antikor gelismesindeki ve germinal merkez
olaylarindaki etkisi detayli olarak bilinmemekle birlikte bu molekiiliin ekspresyonu T
folikiiler yardime1 hiicreler (Tth) ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, ICOS ve
Tth hiicrelerindeki sinyal yolagi daha sonraki bdliimlerde daha ayrintili agiklanacaktir.
ICOS/ICOSL  yolaginin aktivasyonunu inceleyen c¢alismalarda, ICOS/ICOSL
etkilesiminin T hiicrelerde IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-21 ve TNF-a gibi efektor
sitokinlerin iiretimini destekledigi fakat CD28 gibi IL-2 {iretimi ile iligkili olmadig:
goriilmiistiir (Mesturini ve ark., 2013; Wikenheise, & Stumhofer, 2016). Ayrica,
ICOS’un da CD28 gibi PI3K’lar indiikledigi ve alt yolak aktivasyonlar1 sonucu Akt
kinazlarin aktivasyonu sonucu proliferasyon ve sag kalimi destekledigi tespit

edilmistir (Slomovitz, & Coleman, 2012).
2.6.4. Aktive Olan T Hiicrelerde Inhibitér Reseptor Sinyalleri

Antijen taninmasi ve es-uyaran sinyallerin T hiicrelere iletilmesi ile antijen
spesifik T hiicre klonlar1 olustuktan sonra hemoastasin saglanmasi i¢in T hiicrelerde

inhibitdr yolak reseptorlerinin yilizeydeki ekspresyonlar1 artar. Ayrica, inhibitor

reseptorlerin T hiicrelerdeki ekspresyonu kronik enfeksiyonlar ve kanser gibi

20



durumlarda siirekli antijene maruziyet sonucu artabilmektedir ve inhibitor reseptor
sinyalleri sonucunda aktive edilmis T hiicrelerin proliferasyonlar1 ve sitokin
iiretimlerinde fonksiyonel bozukluklar goriilmektedir (Abbas ve ark., 2017; Murphy,
& Weaver, 2016). Son zamanlarda yapilan kanser tedavi ¢alismalarinda da terapotik
olarak bu inhibitdr reseptorler hedeflenerek T hiicre yanit1i elde etmek
amaclanmaktadir. PD-1, CTLA-4, TIM-3 ve LAG-3 inhibitér molekiilleri en iyi
tanimlanmis inhibitor reseptorlerdir. Ayrica, yapilan calismalarda T hiicrelerine
antijenik yapilarin taninmasi sonucu THR sinyali iletilmesi ile farklilasmalarina da
bagli olarak inhibitor reseptor sentezine baslandigi goriiliirken, antijen taninmasindan
48-72 saat sonrasinda T hiicre yiizeyinde optimal seviyede inhibitér reseptor
ekspresyonu tespit edilmistir (Baitsch ve ark. 2012) Bu reseptorlere ek olarak T
hiicreler KLRG1, BTLA, CD160 ve 2B4 inhibitdr reseptdrlerini de eksprese
etmektedirler. Ancak, bu reseptorlerin yapisi ve hiicre i¢i sinyal yolaklar1 net bir

sekilde bilinmemektedir (Sekil 5).

Tumor hucresi

Sekil 5. T hiicre fonksiyonunu negatif olarak diizenleyen inhibitér reseptorler (Nguyen, & Ohashi, 2015, Sekil 1)

PD-1 kanser immiino terapilerinde siklikla hedeflenen inhibitdr reseptordiir.
Programlanmis 6lim protein 1 ligand 1 (PDL1, B7HI, CD274) ve programlanmis
olim protein 1 ligand 2 (PDL-2, B7DC, CD273), PD-1’in ligandlaridir. PD-1, T
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lenfositlerde, dogal oldiiricii (NK) hiicrelerde, B lenfositlerde, makrofajlarda,
DH’lerde ve monositlerde eksprese edilir (Ahmadzadeh ve ark., 2009). T hiicrede PD-
1 transkripsiyonunun; aktive T hiicre niikleer faktorii (NFAT), NOTCH, Forkhead Box
O1 (FOXO1) ve (Interferon Regulatory Factor 9) IRF9 transkripsiyon faktorlerinin
varliginda arttig1 tespit edilmistir (Staron ve ark., 2014). PD-L1’de T hiicrelerde, B
hiicrelerde ve DH’lerde siirekli olarak ekprese edilmekte olup bu hiicreler
uyarildiginda da ekspresyonlari artabilmektedir (Sharpe, Wherry, Ahmed, & Freeman,
2007). PD-L2’ de genellikle aktive edilmis DH’lerde ve makrofajlarda bulunmaktadir
(Nguyen, & Ohashi, 2015). Kanser hiicreleri iizerine yapilan bir¢ok ¢alismada kanser
hiicrelerinin de PD-L1 eksprese ettigi goriilmiistiir. Tiimdr infiltre T hiicrelerdeki PD-
1 ile PD-L1 etkilesimi sonucunda PD-1 sitoplazmik kuyrugunda bulunan ITIM
bolgeleri konformasyonel degisiklige ugrar ve SH2-iceren inozitol fosfotaz (SHP)
aktivasyonu gerceklesir. SHP-2’lerde T hiicre proliferasyonundan sorumlu yolaklarda
gorevli olan PI3K ve AKT kinazlarin fosforilasyonunu engeller ve bdylelikle aktive T
hiicrelerin proliferasyonu baskilanarak anti-timoér immiin yanit inhibe edilir

(Yokosuka ve ark. 2012; Zhao ve ark., 2019).

Bir diger inhibitor reseptor CTLA-4 de incelendiginde, CTLA-4’iin CD28
kaynakli es uyaran sinyali inhibe ettigi goriilmiistiir. CTLA-4, T hiicrelerin THR’leri
aracilif1 ile antijeni tanimalarindan 24-48 saat sonra ekspresyonu artmakta olup,
CD28’den 20 kat daha yiiksek afinite ile antijen sunan hiicrelerdeki CD80/86
molekiileri ile etkilesime gectigi tespit edilmistir. CTLA-4 ve ligandlarinin baglanmasi
sonucunda CD28 aracili es-uyaran sinyal blokaji gerceklestigi i¢in T hiicrelerde
yanitsizlik (anerji) gelisir ve T hiicreler 6lmektedir (Teft, Kirchhof, & Madrenas,
2006). Ayrica, CTLA-4 PI3K ve AKT fosfatazlarin aktivasyonuna karismaz ancak
pro-apoptotoik Bcl-2 proteinin fosforilasyonuna neden olan alt yolaklar1 uyarir (Rudd,
Taylor, & Schneider, 2009). CTLA-4 ayrica hiicre dis1 olarak DH’lerde bulunan
CD80/86 liganlarina baglanarak trans-endositoz yolu ile bu molekiillerin hiicre i¢inde

degradasyonuna neden olur (Qureshi ve ark. 2011).

LAG-3’ de T hiicrelerde bulunan bir diger T hiicre inhibitér molekiiltidiir.
LAG-3 geni CD4 geni ile %20 oraninda benzerlik gosterir ve LAG-3 molekiilii de CD4
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gibi MHK- smif II molekiiliine yiiksek afiniteli olarak baglanir (Workman, Rice,
Dugger, Kurschner, & Vignali, 2002). LAG-3 sitoplazmik bolgesi; 2 adet Ser454,
KIEELE amino asit bdlgeleri, glutamik asit ve proline dipeptitlerinden olusur ancak
bu boélgelerin hiicre i¢i sinyal iletimi net bir sekilde bilinmemektedir (Workman,
Dugger, & Vignali, 2002; Workman, & Vignali, 2003). Son yapilan ¢aligmalarda da,
LAG-3’iin MHK Galaktin-3 (Gal-3) ve fibrinojen benzeri protein 1 (FGLI) ile
baglandig1 tespit edilmistir (Kouo ve ark., 2015; Wang ve ark., 2019).

TIM-3’ de T hiicrelerde eksprese olan bir diger inhibitor reseptordiir. TIM-3’iin
sitoplazmik kismi bes adet korunmus tirzoin bolgesi icerir. TIM-3’lin ligandlari
karsinoembriyonik antijen iligkili adezyon molekiilii 1 (CEACAMI) ve Galaktin-9
(Gal-9)’ dur. Inhibitdr sinyal yolagi tam net bir sekilde bilinmese de TIM-3’iin
ligandlarina baglanmasi sonrast Tyr256 ve TYr263’iin HLA-B-iligkili transkript 3
(BATAD3) ve tirozin kinaz FYN ile etkilesime gegtigi ve bunun sonucunda T hiicrede
anerjiye neden oldugu bilinmektedir (Davidson, Schraven, & Veillette, 2007; Huang
ve ark., 2015; van de Weyer ve ark., 2006).

2.6.5. Efektor ve Hafiza T Hiicreleri

Antijen taninmasi ile aktive olan naif T hiicreler es-uyaran sinyallerin
varliginda ve sitokin cevresinin etkisi ile ¢ogalip effektdr ve hafiza hiicrelere
farklilagirlar. Efektor hiicreler dolagima katilip periferik dokularda bulunurlar,
enfeksiyon durumunda antijenik peptidlerin enfekte hiicrelerden eksprese edilmesi ile
hizl1 bir sekilde immiin yanita katilirlar. Ayrica, efektor hiicreler kisa dmiirlii hiicreler
olarak bilinir. Bunun yani sira, hafiza hiicreleri de sekonder lenfoid organlarda
(genelde lenf nodunda) bulunabilir (merkezi hafiza hiicreleri, Tcm) veya hizlica
enflamasyonun oldugu dokuya gegebilir (efektér hafiza hiicre, Tem). Bu hafiza
hiicreleri klonlarina spesifik antijenik peptidlerin tekrar taninmalar1 ile es-uyaran
molekiiller ile aktivasyona ihtiya¢ duymadiklarindan antijen spesifik olarak ¢ok daha
hizl1 bir sekilde ¢ogalir ve primer immiin yanita gére ¢ok daha yiiksek verimlilikte ve
hizda immiin yanit gelistirirler (Rosenblum, Way, & Abbas, 2016). Ayrica, hafiza T

hiicreleri effektor T hiicrelere oranla uzun siire yasarlar ve bu yasam dongiilerindeki
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denge IL-7 ve IL-15 sitokin sinyalleri sonucu anti-apoptotik yolaklarin aktivasyonu ile

saglanir (Surh, Boyman, Purton, & Sprent, 2006).

Aktive olan naif T hiicreleri efektor ve hafiza T hiicrelerine farklilasirken
eksprese ettigi yiizey belirtecleri incelendiginde (Sekil 6) aktive T hiicrelerin prolifere
olmasinda etkili sitokin olan IL-2’nin reseptoriiniin (CD25) ekspresyonunu arttigi
goriilmektedir. CD25 ayn1 zamanda yiiksek oranda daha sonraki bdliimde anlatilacak
olan regiilator T (Treg) hiicrelerde de bulunmaktadir. Ayrica, naif T hiicreler ve
merkezi hafiza hiicreler lenf nodu gibi sekonder lenfoid organlarda bulunduklarindan
efektor hiicrelere oranla yiiksek oranda CD62L ve CCR7 eksprese ederler (Masopust,
Vezys, Marzo, & Lefrancois, 2001; Sallusto, Lenig, Forster, Lipp, & Lanzavecchia,
1999).

Aktivasyon T
_ hafiza
Naif T hiicreler Efektor T hiicreler Efektor hafiza T hiicreler
CD25-, CDASRA+, CD25+, CD45RA+/-, CDASRO+/-, CD25-, CD45RA-, CD45R0+, CD127+,
CD45RO-, CD127+, CD127-, CD62L-, CCR7- CD62L-, CCR7-

CD62L+, CCR7+

Tmerkezi

hafiza

Merkezi hafiza T hiicreler
CD25+, CD45RA-, CD45R0+,CD127+
Merkezi hafiza regiilator T (Treg) hiicreler
CD25+, CD45RA-, CD45R0+,CD127-, CD62L+, CCR7+

CD25* Aktivasyon Treg
Treg q Efektor

Treg

Efektor
Hafiza

Dinlenme fazinda Treg Efektor Treg Efektor hafiza Treg
CD25+, CD45RA+, CD45R0O-, CTLA-4+, CD25+/-, CD45RA-, CD45RO-, CD25+, CD45RA-, CD45R0+, CTLA-4+,
CD127- CTLA-4+, CD127- CD127+

Sekil 6. Naif T hiicrelerin aktivasyonu sonucu efektor ve/veya hafiza hiicrelere farklilasirken yiizey belirteglerinin degisimi.

2.6.6. CD4" T Hiicre Alt Gruplari

T hiicreler antijen tanimlar1 ve enflamatuvar sitokin ¢evresinin yogunluguna

bagli olarak, farkli sitokin yolaklarinin uyarimi sonucu farkli transkripsiyon
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faktorlerinin daha baskin aktivasyonuna neden olup farkli effektor fonksiyonlara sahip
CD4" yardimer T hiicre gruplarima farklilagirlar. CD4" yardimer T hiicre alt gruplari;
Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 diizenleyici T hiicreler (Treg) ve T folikiiler yardimci (Tth)
hiicrelerdir (Sekil 7).

Aktive edilen transriksiyon Efektor hiicrelerden
faktorleri ve efektér CD4* T hiicre gruplari iiretilen sitokinler
STAT1 -

e > IFN-y, TNF-a,, LT, IL-2

T-bet

Thl
STATS >  IL4,IL5, IL6, IL-10, IL-13
STATS
GATA-3
Th2
STAT3 > IL-17, IL-21, IL-22
RORyt
RORat
Th17
STAT6
GATA'3 > IL-9, IL-10, IL-21
PU.1
IRF4
Th9
> IL-22
Th22
_ IL-10, TGF-B
Treg
> IL-4, IL-21, IFN4y

Tfh

Sekil 7. Efektor CD4" T hiicre alt gruplari. Antijen sunan hiicrelerden antijen tanimmast ve es-uyaran sinyallerin varliginda aktive
olan CD4' T hiicreler ve bu esnada iletilen sitokin sinyallerine bagli olarak farklt transkripsiyon faktérleri aktive etmeleri sonucu
baskin olarak farklr sitokinler iiretebilen alt gruplara farklilastrlar.

CD4" efektor T hiicrelerinin, Th1 hiicrelerine farklilasma siireci incelediginde;
IL-12 sitokini farklilasma igin primer sitokin olarak bulunurken, IL-18’in de Thl
farklilasmasinda ko-faktor sitokin olarak rol aldigr ve IL-12 ile IL-27’nin sinerjistik
etki ile IFN-y iiretimini destekledikleri tespit edilmistir (Takeda ve ark. 1998; Owaki
ve ark., 2005). IL-12 ve reseptorii (IL-12R) aracili sinyal yolaginin aktivasyonu
sonucu STAT-4’lin fosforilasyonu ve dimerizasyonu gergeklesmektedir. Dimer
halinde bulunan STAT-4, ¢ekirdege girip ILISRAP, IRFI, FURIN ve IFNy gen

bolgelerinin diizenleyici kisimlarina baglanarak bu genlerin transkripsiyonun
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diizenlenmesinde rol alir. IFNy iiretiminin T hiicrede indiiklenmesi soncunda da
STAT-1 molekiilleri fosforile olur ve Thl spesifik gen olarak bilinen /LI2Rf ve T-bet
genlerinin transkripsiyonlarinin aktivasyonlar1 gerceklesir (Ylikoski ve ark., 2005;
Ouyang ve ark. 1998). T-bet bir transkripsiyon faktoriidir ve IL-12 ve IFN-
v reseptoriinii (IFN-yR) tiireten gen bolgelerini indiikleyip pozitif geri bildirim
mekanizmasini devreye sokarak efektor T hiicrelerin Thl fenotipine farklilasip
cogalmasini destekler (Usui, Nishikomori, Kitani, & Strober, 2003; Usui ve ark.,
2006). Ayrica T-bet transkripsiyon faktorli, Thl harici alternatif alt gruplara
farklilasmay1 6nlemek i¢cin BCL6 transkripsiyon faktorii ile de etkilesime girer. Ayni
zamanda T-bet ve BCL6 etkilesimi Th1 hiicrelerinin aktive olduklarindan sonraki geg
yanit doneminde de goriiliir ve burada Th1 kaynakli yiiksek oranda IFN- y iretimini
otoimmiin yanitlara neden olmamasi i¢in durdurur (Oestreich, Huang, & Weinmann,
2011). Ayrica yapilan bir¢ok ¢alismada, T-bet Thl’lerinin Th2’lere polorizasyonunu
engellemek i¢in Th2 transkripsiyon faktorii olan GATA-3 gen ifadesini de baskiladigt
ve olgunlasmis Th2 hiicrelerinde T-bet transdiiksiyonu gergeklestirildiginde bu
modifiye Th2’lerin de Th1 iligkili sitokinler iiretebildikleri goriilmiistiir (Szabo ve ark.,
2000; Usui ve ark., 2006). Thl hiicreleri, hiicre i¢i mikroplara karst ve anti-timor
immiin yanitta hiicresel immiin yanitlarin desteklenmesinde rol oynar (Abbas ve ark.,
2017). Thl hiicrelerin iirettikleri sitokinler de incelendiginde; IFNy, IL-2, timor
nekroz faktdr (TNF) ve lenfotoksin (LT) {iretikleri tespit edilmistir (Liudahl, &
Coussens, 2017). Thl hiicrelerinin trettikleri bu sitokinlerden IFNyimza sitokini
olarak kabul gérmektedir. IFNy' nin gérevi; CD8" sitotoksik T lenfositlerin (CTL)
olgunlagsmasini desteklemek, makrofaj aktivasyonu sonucu reaktif oksijen {iriinlerinin
iiretimini desteklemek, antijen sunan hiicreleri uyarmalar1 sonucu es-uyaran ve MHK
molekiillerinin ylizey ekpresyonlarini artirmak, NK hiicrelerinin aktive etmek, B hiicre
gelisiminde izotip donilisiimiine katilmaktir (Abbas ve ark., 2017; Liudahl, &
Coussens, 2017). Boylelikle, tiimér mikro ¢evresinde bulunan Thl hiicreleri ve bu
hiicrelerden iiretilen sitokinlerin  Ozelikleri anti-timér immiin  yanit ile
iliskilendirildiginde, hasta prognozu ve Th1 sitokinlerinin varligini pozitif korelasyon

icerisinde oldugu gozlemlenmektedir (Liudahl & Coussens, 2017).

26



Th2 effektor hiicrelerine farklilasmada da THR ve es uyaran molekiil
sinyallerine ek olarak, alerjik reaksiyonlar ve parazitik enfeksiyonlar sonrasi
eozonofil, bazofil, mast hiicreleri, NKT hiicrelerinden tiretilen IL-4 sitokini katilir. IL-
4in T hiicreler tarafindan taninmasi ile hiicre igerisinde STAT-6 fosforilasyonu
gerceklesir. STAT-6’lar c¢ekirdege gelir ve IL-4 ve GATA3 molekiillerin
transkripsyionunu diizenleyen genlerin aktivasyonuna neden olur (Goenka, & Kaplan,
2011). Ayrica, yapilan cesitli ¢aligmalarda IL-2’nin de Th2 farklilasmasin1 STAT-5
transkripsiyon faktoriinii aktive ederek destekledigi gosterilmistir. STAT-5
aktivasyonu sonucunda da IL-4 molekiiliinii kodlayan gen bdlgesinin transkripisyonu
desteklenerek giiclii bir IL-4 iiretimi Th2 hiicrelerinden elde edilir (Kagami ve ark.
2001). Bunlara ek olarak, GATA3 transkripsiyon faktorii aktivasyonu ile Th2
hiicrelerinden IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokin genlerinin transkripsiyonunu indiiklenir
(Tanaka ve ark., 2011). Th2’ler tiimér mikrogevresinde de IL-4 iireterek, timor
hiicrelerini lize edebilen eozinofillerin bu bolgeye gogiinii desteklemektedir (Mattes
ve ark., 2003; Tepper, Coffman, & Leder, 1992). Meme kanseri iizerine olan bir bagka
caligmada da, IL-4 ve IL-13 varliginda meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonlarinin
baskilandig1 gosterilmistir (Nagai, & Toi, 2000; Gooch, Christy, & Yee, 2002).
Ayrica, Th2 kaynakli sitokinlerin anti-timor immiin yanitlara sebep oldugu gibi,
tiimor iligkili makrofajlar1 da aktive edebildikleri de goriilmiistiir (DeNardo ve ark.,
2009). Th2’lerin tiimér mikro ¢evresindeki polarizasyonlar1 iizerine yapilan
caligmalarda da Th2’lerin Th1’e polarizasyonu engelleyip kotii hastalik prognozu ile

korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Liudahl, & Coussens, 2017).

Th17 effektor hiicrelerine farklilagma ise mantar ve hiicre dis1 bakterilere karst
immiin yanitta goriilmektedir. DH’lerdeki lektin reseptdr Dectin-1"in fungal glukanlar
ile etkilesimi sonucu bu hiicrelerden IL-6, IL-1 ve IL-23 iiretilir. DH’lerden bu
sitokinlerin tiretimi sadece direkt olarak mikroorganizmalar ile DH’lerin etkilesimi
sonucu olmayip, bu organizmalarla enfekte olmus hiicrelerin apoptoza giderken
DH’ler tarafindan taninmasi sonucu da iretilir. Ayrica, Th17 farklilagmasinda
enflamasyon bdlgesinde bulunan infiltre hiicrelerden fiiretilen TGF-f'da etkilidir
(Abbas ve ark., 2017). IL-6 ve IL-1 Th17 farklilasmasinin erken evresinde STAT-3
fosforilasyonuna neden olur ve STAT-3 fosforilasyonu sonucu Thl17 hiicrelerinin

transkripsiyon faktorleri olarak bilinen RORyt aktive edilir. Bunun yani sira, 1L-23
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Th17’lerin hayatta kalmalarin1 ve proliferasyonlarini destekler (Abbas ve ark., 2017,
Laurence ve ark., 2007; Yang ve ark., 2007). RORyt aktivasyonu sonucu Thl7
hiicrelerinden IL-17, IL-22 ve IL-21 sitokinlerinin iiretimi indiiklenir. Uretilen IL-21
Th17 hiicrelerine otokrin sekilde etki ederek Th17 hiicreleri i¢in 6nemli olan STAT-3
aktivasyonu destekler. IL-17" de enflamasyon bdlgesinde notrofil ve monositlerin gog
etmesinden sorumlu CXCL1, CXCL2 ve CXCL5 (Ouyang, Kolls, & Zheng, 2008)
gibi kemokin ve cesitli sitokinlerin iiretimini saglar. Ayrica, IL-17 graniilosit koloni
uyarici faktor (G-CSF) iiretimine sebep olup nétrofillerin olusumunu destekler. I1L-17
varliginda enflamasyon bolgesindeki doku ve 16kositlerden ayrica defensin gibi anti-
mikrobiyal peptideler de iiretilir. IL-22 sitokini, epitelyal bariyerin tamirini indiikler.
Tiimdr gelisiminde de Th17’lerin rolii incelendiginde net bir bilgiye ulasilamamis
olunmakla beraber, Th17’lerin yumurtalik kanseri hastalarin timor mikro ¢everesinde
yogun olarak bulundugu ve hastanin yiiksek sag kalimi ile pozitif olarak korelasyon

gosterdigi tespit edilmistir (Liudahl, & Coussens, 2017).

Son zamanlarda yeni bulunan bir CD4" efektor T hiicre alt grubu da Th9
hiicreleridir. Genel olarak bu hiicre popiilasyonu IL-9, IL-10 ve IL-21 {ireten CD4" T
hiicreler olarak tanimlanmistir. Th9 hiicrelerine farklilagsmada etkili olan faktorler
Th2’ler ile benzerlik gostermekle birlikte bu hiicreler de sitokin olarak IL-4 sinyaline
ve transkripsiyon faktorii olarak da STAT-6 ve GATA-3 aktivasyonuna ihtiyag
duyarlar. Bunlara ek olarak, Th9 hiicrelerine farklilagmada PU.1 ve IRF4
transkripsiyon faktorlerinin de etkili oldugu goriilmiistiir (Chen ve ark., 2020). Ayrica,
yapilan bir arastirmada Th2 hiicrelerinin de TGF-B varliginda IL-9 {iretip Th9
karakterisitk 6zelligine sahip olabildigi goriilmiistiir (Veldhoen ve ark., 2008). Son
zamanda yapilan ¢esitli caligmalarda, Th9 hiicrelerinin anti-tiimdr ozellikleri de
incelendiginde melanoma, akciger kanseri, kolon kanseri ve meme kanserinde antijen
spesifik Th9 yanitlar1 gériilmiistiir (Chen ve ark., 2020). Ozelikle B16-F10 fare
melanoma modelinde Th9 adaptif transferi uygulandiginda, IL-9 iiretimin tiimdr mikro
cevresinde yiiksek oranda bulundugu ve mast hiicreleri ile etkilesime gegerek tiimoriin
biiylimesinin baskilandigi tespit edilmistir (Purwar ve ark., 2012; Sehra ve ark., 2015).
Ancak, B hiicre Non-Hogkin Lenfoma, lenfosittik 16semi ve yetigkin T hiicre

l6semilerinde, IL-9’un yliksek oranda iiretilmesi sonucu tiimdr mikrogevresinde
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regiilator CD4" T hiicre (Treg)’ lerin ve mast hiicrelerin proliferasyonunun arttigi ve
timor gelisimini detekledigi gosterilmistir. Bu nedenle Th9’ larin anti-tiimér immiin

yanittaki gorevleri heniiz net degildir (Chen ve ark., 2020).

Son zamanlarda yeni kesfedilen bir diger CD4" T hiicre alt grubu da
Th22’lerdir. Bu hiicreler de isimlerini iirettikleri IL-22 sitokininden alirlar. Ancak, IL-
22 iiretimi bu hiicre grubuna spesifik degildir Th17 ve NK hiicreleri de IL-22 iiretebilir
ancak Th22 hiicreleri IL-17 ve IFN-y olmadiginda da IL-22 iiretebilmektedir (Duhen,
Geiger, Jarrossay, Lanzavecchia, & Sallusto, 2009; Eyerich ve ark., 2009; Trifari,
Kaplan, Tran, Crellin, & Spits, 2009). Bu hiicreler ilk olarak saglik kisilerin periferik
kaninda tespit edilmistir ve IL-22 iiretmeleri harici CCR4, CCR6 ve CCR10 ekspres
ettikleri de gozlemlenmistir (Duhen ve ark., 2009). Transkripsiyon faktorii olarak da
bu hiicrelerde aril hidrokarbon reseptorii (AHR) niin aktive edildigi ve AHR’lerin
Th22’lerde IL-22 iiretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (Trifari ve ark., 2009).
Yapilan c¢aligmalarda, Th22’lerin tiimdr evresi ile pozitif korelasyonlu oldugu
goriiliirken, sag kalim ile ters olarak kolerasyonda bulundugu gosterilmistir (Kuang ve
ark., 2014) ve heniiz Th22’lerin tiimdér mikro ¢evresindeki rolii net bir sekilde

aciklanamamustir.

Tim bu bahsettigimiz CD4" efektér T hiicrelere ek olarak timor mikro
cevresinde ¢ok yogun olarak bulunan regiilator T hiicreleri (Treg) de inceleyecek
olursak; naif veya effektor CD4" T hiicrelere yogun oranda IL-2 ve TGF-§ sitokin
sinyalleri iletildiginde FoxP3 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunda artig
gerceklesir. FoxP3 transkripsiyon faktorii de anti-eflamatuvar sitokinler olan IL-10 ve
TGF-p liretimine neden olur. Ayrica, Treg hiicrelerinde CTLA-4 es uyaran
ekspresyonu da yiiksek oranda bulunmaktadir ve bu durum da tiimor hiicrelerinin
antijenik peptidlerini sunan DH’lerdeki es uyaran sinyali engellenir. Ayni zamanda
Treg hiicrelerinde IL-2R ekspresyonu da yiisek oranda tespit edilmistir, bu durum da
ortamdaki IL-2’lerin hizl1 bir sekilde Treg’ler tarafindan tiiketilmesine neden oldugu

bilinmektedir (Abbas ve ark., 2017; Murphy, & Weaver, 2016).

T folikiiler yardimci hiicreler de (Tfh) ilk kez insan tonsillerinde, CD4" T

hiicrelerin 6zel bir alt grubu olarak tanimlanmistir (Schaerli ve ark., 2000). Yogun
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olarak bu hiicreler diger lenfositlerle birlikte tonsil, karaciger, lenf nodu gibi sekonder
lenfoid organlarda (SLO) bulunur. Tfh hiicreleri; Bcl6 transkripsiyon faktoriiniin
ekspresyonu ve CXCRS, PD-1, ICOS ve CD40L yiizey belirteclerinin ekspresyonu ile
karakterize edilmektedir. Bu hiicre grubu SLO’da bulundugu gibi yapilan ¢alismalarda
diistik oranda CD69, ICOS ve PD-1 eksprese edenleri periferik kanda da
bulunmaktadir (Meng ve ark. 2018). Tth hiicreleri diger CD4" T hiicre alt gruplarindan
farkli olarak lenfoid organlardaki folikiillerde bulunan B hiicre zon bdlgesine go¢ edip
antijen spesifik B hiicrelerinin; afinite olgunlagmasi, izotip doniisiimii, antikor iireten
plazama B hiicrelere ve bellek B hiicrelerine farklilagmasi gibi germinal merkez
olaylarinda kritik rol oynamaktadir (Song, & Craft, 2019; Gu-Trantien ve ark., 2017).
Ayrica, Tth hiicreleri, kisa Omiirlii antikor iireten plazmablastlarin ve bellek B
hiicrelerinin erken aktivasyonuna neden olan, ekstrafolikiiler antikor yanitt i¢in de

gereklidir (Song, & Craft, 2019).

CD4" T hiicrelerinin Tfh hiicrelerine farklilagma siireci detayli olarak
incelendiginde ilk olarak sekonder lenfoid organlarin T hiicre zonu bolgesinde naif
CD4" T hiicreleri, dendritik hiicrelerin MHC sinif II kompleksi tizerinden sunulan
antijenik peptidi T hiicre reseptorii (THR) tarafindan tanir. T hiicrelerden eksprese
edilen indiiklenebilir T hiicre es uyaran (ICOS) ile dendritik hiicrelerden eksprese olan
ICOS ligandin (ICOS-L) baglanmasini takiben dendritik hiicrelerden IL-6 salinimi
gergeklesir. Ortamdaki IL-6’lar CD4" T hiicrelerdeki IL-6 reseptoriine baglanir ve es
uyaran sinyallerinin de varligi ile CD4" T hiicreleri Bcl-6 transkripsiyon faktoriinii
eksprese eder ve Tth hiicrelerine farklilasma gerceklesir (Song, & Craft, 2019). Bcl-6
transkripsiyon faktoriiniin aktive olmast ¢esitli modellerde CXCRS5 kemokin
reseptorliniin ekspresyonu ile de iligkilendirilmistir (Choi ve ark., 2011; Pepper,
Pagan, Igyarto, Taylor, & Jenkins, 2011). CXCRS eksprese eden Tth hiicreleri B hiicre
zonu bolgesine go¢ etmek i¢in bu kemokin reseptoriin ekspresyonunu arttirir CCR7
kemokin reseptor ekspresyonu azaltir. Yiiksek oranda CXCRS eksprese eden bu T
hiicreler T:B hiicre zonu sinirina gelirler (Luther ve ark., 2002). B hiicre zonu sinir
bolgesinde ayrica antijen sunabilen olgunlagmasini tamamlamamig CCR7 eksprese
eden B hiicreler de bulunur. Boylece Tth hiicreleri THR molekiilii ile antijenik peptidi

tanir ve ICOS, CD40-L es uyaran molekiillerinin araciligi ile antijen sunan bu B
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hiicreler ile etkilesime gecip B hiicrelerin ¢ogalmasini saglayan IL-21 iiretir. Tth
hiicreleri yliksek oranda CXCRS, ICOS ve PD-1 eksprese eder. Tth’lerde CXCRS
ekspresyonunun artmasi ile B hiicre zonu bolgesindeki yiiksek oranda CXCL13 ile
girer ve germinal merkeze gogilinii tamamlayip germinal merkez olaylarinin gelisimini
destekler (DiToro ve ark., 2018; Meng ve ark. 2018) (Sekil 8). Uretilen IL-21 ayrica
Tth hiicrelerinin otokrin olarak ¢ogalmasint da desteklerken, taninan antijene bagl
olarak Tth'ler IL-4, IL-10, IL-17 ve IFN-y {iretebilir ve bdylelikle B hiicrelerde izotip
doniisiimii, affinite olgunlagmasi gibi germinal merkez olaylar1 desteklenir (Deenick,

& Ma, 2011; Song, & Craft, 2019).

<" Germinal
Merkez

B hiicre zon bolgesi

— T:B hiicre siniri
T hiicre zon bolgesi

Antijen
sunan
hiicre

Endotelyal hiicre SIP Eferent
: @ lenfatik

Sekil 8. Efektor CD4" T hiicrelerin aktivasyonlari sonrasi Tth hiicrelerine farklilasan efektér hiicrelerin B hiicreler ile
germinal merkezde etkilesimi ve Tth olmayan diger efektor gruplarin lenf nodundan eferent lenfatikler aracili ¢ikisi (DiToro ve
ark., 2018).

Tth fonksiyonunda bozukluklar, ¢esitli hastaliklarda yiiksek oranda ve yetersiz
antikor tiretimine neden olabilmektedir. ICOS eksikligi olan immiin yetmezlik
hastalarinda dolasimda c¢ok diisiik oranda Tth hiicreleri bulunmakla birlikte antikor
iiretiminde de bozukluklar tespit edilmistir. HIV ile enfekte hastalarda Tth hiicrelerinin
¢ogaldig1 ancak yiiksek oranda PD-L1" B hiicrelerinin germinal merkezde varligi

nedeni ile PD-1" Tfh hiicrelerinin ¢ogalmadigi, ICOS ekspresyonlarinin ve 1L-21
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iretiminin azaldig1 goriiliip, asilamalar sonrasi hastalarin HIV spesifik antikorlarin
iiretimine de bu durumun engel oldugu tespit edilmistir (Cubas ve ark., 2013).
Enfeksiyon durumlarina ek olarak, diisiik oranda da olsa sistemik lupus, eritematoz ve
romatoid artrit gibi baz1 otoimmiin hastaliklarda CXCR5*PD-1"ICOS" Tth hiicreleri
periferik kanda da bulunabilmektedir (Crotty Shane, 2014). Ayrica, yapilan gesitli
caligmalarda goriildiigii lizere Tth hiicreleri as1 uygulamalarindan sonra uzun stireli
koruyucu antikor yanitinin saglanmasinda sinirlayici bir faktordiir (Bentebibel ve ark.,
2013; Duan ve ark., 2014). Boylelikle cesitli proenflamatuvar durumlarda Tfh
hiicrelerinin etkilerinin daha iyi anlagilmasi ve karakterizasyonu ile bu hiicrelerin
ileride spesifik antikor {iiretimini desteklemek icin potansiyel terapotik olarak

kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Kanser immiinitesinde Tth hiicrelerinin roliinii aragtiran ¢aligmalar ise oldukca
yenidir ve heniliz Tfh hiicrelerinin kanser iizerindeki fonksiyonel ve molekiiler
ozellikleri net bir sekilde tanimlanmamaistir. Kanser ile Tfh hiicrelerini iliskisi ilk kez
meme kanserinde peritiimoral tersiyer lenfoid yapilar (TLS) ile iliskilendirilmis ve Tth
hiicrelerinin bu lenfoid yapilarda bulunmasini CXCL13 ekspresyonu ile kolere oldugu
tespit edilmistir (Gu-Trantien ve ark., 2013). Daha sonrasinda kolon kanserinde
(Bindea ve ark., 2013), meme kanserinde (Gu-Trantien ve ark., 2017) ve mide
kanserinde (Meng ve ark., 2018) Tth etkisini el alan ¢aligmalarda da CXCL13’{ hem
CXCR5CD4" T hiicrelerde hem de tiimor hiicrelerinden eksprese edildigi tespit
edilmistir. Ayrica, PD-1"CXCR5 CXCL13*CD4" Tfh hiicreleri tespit edilen kanser
hastalarinda, yiiksek oranda IL-21 varlig1 tiimor infilitre lenfosit (TIL) oraninin arttigi,
hastalarin sag kalim siiresinin de bu durma bagl olarak uzadig1 goriilmustiir (Gu-

Trantien ve ark., 2017).

2.7. Tth Hiicreleri ve Meme Kanseri Iliskisi

Tth hiicrelerinin kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini aragtirmak iizere yapilan
caligmalarda, meme kanseri ile yapilan g¢alismalar 6n plandadir. Timoér mikro
cevresindeki lenfoid dokularda ve periferde B hiicreler ile tiimdr antijenlerine spesifik
antikor liretiminden sorumlu Tfh hiicreleri ile benzer fonksiyonlar1 bulunan ancak

farkli kemokin liganlar1 eksprese eden hiicreler tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda,
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Tth hiicreleri CXCRS ekspresyonlar1 sonucu sekonder lenfoid organlarda B hiicre
folikiilerine yerlesmesi ile karakterize edilse de meme kanserinde patolojik
arastirmalar sonucunda PD-1MCXCR5°CD4" T hiicrelerin konvansiyonel PD-
1MCXCR5"CD4" Tth hiicreleri ile aym fenotipik 6zelligi gostermekle birlikte meme
kanseri hastalarinin periferik kaninda bu hiicre grubu B hiicre yanitin1 indiiklemede de
gorevli oldugu tespit edilmistir (Gu-Trantien ve ark., 2013). Tiim bunlara ek olarak
CXCRS5 ylizey ekspresyonun azalmasinin nedeni arastirildiginda, primer meme
kanseri hiicreleri siipernatanti ve tonsiler konvansiyonel PD-1"CXCR5*CD4" Tth
hiicreleri ile kiiltiire edildiginde tiimor mikro ¢evresindeki Treg hiicrelerinden iiretilen
IL-2 nedeni ile CXCRS ylizey ekspresyonun azaldigi ve Bcl6 transkripsiyon
faktoriiniin diisiik oranda eksprese oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, meme kanserinde
PD-1MCXCR5 CXCL13"CD4" T hiicrelerinin B hiicrelerin olgunlagsmasinda etkili
oldugu ve ticiinciil lenfoid yapilarda germinal merkez olaylarina katilip enflamasyonlu
doku bolgelerine go¢ edebildigi gosterilmistir (Gu-Trantien, & Willard-Gallo, 2017).
Tiim bu veriler, kronik enflamatuar meme kanserinde PD-1MCXCR5CD4" T hiicre
farklilasmasinin, timor mikro ¢evresinde Treg aracili immiin siipresyonu ve adaptif
anti-timor hiimoral tepkilerin de novo aktivasyonuna doniistiirmede anahtar bir faktor
olabilecegini gdstermektedir. Ayrica, son zamanda Tfh hiicrelerinde CXCRS5’in
baskilanmasinin meme kanseri {izerine etkisini arastiran gruplar tarafindan, lenfoid
foliikiillerde CXCRS eksprese eden ancak Tth hiicreleri kadar olmasa da orta diizey
Bcl6 eksprese eden T regiilator (Treg) belirteci CD25 negatif ve FoxP3 orta diizey
eksprese eden regiilator Ozellikte T folikiiler regiilator (Tfr) hiicre grubu
tanimlanmistir (Faghih ve ark., 2014; Song, Liu, Liu, Wu, & Li, 2019). Tfr hiicre
grubunun, germinal merkez olaylarinda Tth ve B hiicrelerin etkilesimini yiiksek

oranda IL-10 tireterek baskiladig tespit edilmistir (Song ve ark., 2019).

Sonug olarak, Tfh hiicrelerinin koruyucu veya antitimor aktiviteleri, Tth
hiicrelerinin fenotipik belirtecleri ile iliskisi ve bu hiicrelerin kanserdeki roliiniin daha
fazla arastirilmas1 gerekmektedir ve ileride yapilacak olan arastirmalarin 15181nda Tth
hiicreleri antitimor hiimoral immiin yanitlar1 indiikleyebilecek potansiyel terapotik

olma niteligindedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Bursa Uludag Universitesi immiinoloji Anabilim Dali, Hacettepe
Universitesi Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali ve Saglik Bilimleri
Universitesi Genel Cerrahi Anabilim Dali’mn ortaklasa calismast  sonucu
gerceklestirildi. Calismamiz igin etik kurul karar1 Saghik Bilimleri Universitesi
Giilhane Egitim ve Arastirma Hastahanesi’nden alindi (Proje/Karar No: 2020/110).
Saglik Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastahanesi Genel Cerrahi
klinigine bagvuran meme kanseri tanisi konmus kisilerden onam formu onay1
alindiktan ve rutin patolojik incelemeler tamamlandiktan sonra steril falcon icerisinde
total RPMI-1640 i¢inde lenf nodu (LN) ve steril EDTA tiipleri igerisinde 10 mL kan

Ornekleri temin edildi.

3.1. Hiicre Kiiltiirii
3.1.1. Hasta Lenf Nodu Dokusundan ve Periferik Kandan Hiicre izolasyonu

3.1.1.1. Lenf Nodu Orneklerinden Hiicre izolasyonu

Temin edilen lenf nodu Ornekleri steril laminar kabin igerisinde aseptik
caligilarak, LN nin tam ortasindan olacak sekilde bistiiri yardimi ile ikiye boliindii.
Elde edilen bir yarim da ortadan ikiye boliinerek bir par¢ast RT-PZR i¢in diger parcasi
da immiin floresan (IF) boyamalar1 i¢in ayrildi ve RNA-Save soliisyonu igerisinde -

80°C’ de sakland.

Kalan yarim LN 6rnegi de T hiicre alt gruplarini akim sitometri aracilig ile
saptanmasi i¢in kullanildi. Steril petri kabina yaklasik 5 mL PBS eklendi. Steril 45 pm
gozenekli stizgecler (CellStranier) igerisine yarim LN yerlestirilip insiilin enjektorii

arkasi yardimi ile 5 mL steril PBS igerisinde LN ezildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu
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tizerine 9 mL steril 1X PBS eklendi ve oda sicaklifinda 200xg’de 5 dakika santrifiij
uygulanip hiicrelerin ¢okertilmesi saglandi. Santrifiij sonrasi siipernatant atilip
hiicreler 1 mL total (%10 Fotal Buzagr Serumu (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin

iceren) RPMI-1640 igerisinde resiispanse edilip hiicre sayimina hazir hale getirildi.

3.1.1.2. Periferik Kandan Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PMNH)

izolasyonu

Periferik kan hem meme kanseri hastalarindan hem de goniilli saglikli
kisilerden EDTA igeren tiiplere alindi. Periferik kandan PMNH izolasyonu i¢in densite
gradyan yontemi kullanildi. Periferik kan 1:1 oraninda steril 1X PBS ile sulandirildi.
Steril 15 mL’lik tiiplere 3 mL steril fikol 1,077 g/mL eklendi. Fikol iizerine 1:1
oraninda sulandirilan periferik kan 6rnegi pastdr pipet yardimi ile yayildi ve oda
sicakliginda 400xg’ de 25 dakika santrifiij uygulandi. Santrifiij sonras1 pastor pipet
yardimu ile fikol {izerinde bulunan plazma kismi atildi ve PMNH’lerin oldugu kisim
(Sekil 9) toplanip temiz steril falkon tiipiine aktarildi. Toplanan PMNH’lerin iizerine
yikama i¢in 10 mL 1X PBS eklendi ve oda sicakliginda 200xg’de 5 dakika santrifiij
uygulandi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve hiicreler 1X PBS ile resiispense edilip

hiicre sayim1 i¢in hazirlandi.

L . 400g
1:1 dilue edilmis 25 dk Plazma
periferal kan ™ o
santrifij
=i
i 1= PKMH
- Ficoll
1.077 g/mL

Ficoll
1.077g/mL Polimorfoniikleer hiicreler
ve eritrositler

Sekil 9. Fikol 1,077 g/mL aracilig: ile densite gradyan yontemi kullanilarak periferik kandan PMNH izolasyonunun sematik
gOsterimi.
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3.1.2. Hiicre Sayimi

Hiicre sayim i¢in resiispanse edilen hiicre soliisyonundan 10 pL alinip 10 pL
triphan mavisi (%0,4) ile karistirildi ve boyanmayan canli hiicreler Fuchs-Rosental
hemositometrisi kullanilarak sayildi. Bu 20 pL ’lik karisimin tamami, Fuchs-Rosental
hemositometrisi (Hausser Scientific, ABD) ve lamelinin arasina alt veya iist bolmeye
aktarildi. Fuchs-Rosental hemositometrisi ve lamelinin arasindaki bosluk 0,1 mm’dir.
Sayim alan1 0,25 mm 6lgiilerinde 16 kiigiik kareden olugan ve bu 16 karenin birlesmesi

ile 1 mm Olgiilerinde 16 biiyiik kareden olusmaktadir (Sekil 10)

ot 1. 00 mam. g — p—0.25 mn.

Sekil 10. Hiicre sayimu i¢in kullanilan Fuchs-Rosental hemositometresinin sayim alanin 151k mikroskobu altindaki sematik
goriiniimii.

Hiicre sayimi i¢in 4 adet 0,25 mm 0lgiilerinde 16 kiiciik kare say1lip ortalamasi
hesaplandiktan sonra elde edilen say1 ile 1mL’deki hiicre miktar1 agsagida belirtilen

formiiller yardimi ile bulunur;

e Fuchs-Rosental hemositometresindeki 1 adet 0,25 mm olgiilerinde 16 kiiciik
kare yiizey alan1 = 1 mm x | mm = 1 mm?.

e Fuchs-Rosental hemositometresindeki 1 adet 0,25 mm oOlgiilerinde 16 kiiciik
kare ile lamel arasindaki hacim = 0,1 mm x 1 mm? = 0,1 mm? = 0,1 pL

¢ Hiicre konsantrasyonu (hiicre / mL) = (Total hiicre sayimi1 / Sayim yapilan 0,25

mm olgiilerinde 16 kiigiik kare sayis1) x 10*x Diliisyon Faktorii
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3.1.3. Lenf Nodu Dokusundan ve PMNH’lerden Manyetik Aktive Hiicre
Ayrisirma (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) Yontemi ile CD4" T

Hiicrelerin izolasyonu

Lenf nodundan total hiicre izolasyonu sonrast ve periferik kandan elde edilen
PMNH hiicrelerinden CD4" lenfositlerin izolasyonu i¢in MACS Human CD4
MicroBeads Human (Miltenyi Biotec, Almanya) kiti kullanildi. Kitin protokolii
dogrultusunda; oncelikle hiicre sayimi yapildi. Deney diizeni i¢in gerekli olabilecek
kadar hiicre ayrild1 ve 300xg’de 10 dakika santrifiij uygulandi. Siipernatant atild1 ve
hiicre siispansiyonu 107 hiicre igin 80 uL MACS tampon (PBS igerisine %0,5 BSA,
2mM EDTA) ile ¢oziildi (kit prosediiriinde verilen soliisyon hacimlerinin degerleri
107 hiicre igin ¢alismamizda hiicre sayisi degistiginde oranlama yapilarak dogru
hacimler kullanildi). Restispanse edilen hiicrelerin tizerine 20 uL. CD4" MicroBeads
soliisyonu eklendi, karistirildi ve +4 °C’de 20 dakika inkiibasyon uyguland.
Inkiibasyon sonrast 2 mL MACS tampon eklenip 300xg” de 10 dakika santrifiij
uygulandi, silipernatant atildi ve hiicre peleti 1 mL MACS tampon igerisinde
reslispanse edildi. Magnetik seperasyon icin, LS kolon magnetik alan tablosuna
yerlestirildi. Kolon aktivasyonu i¢in 3 mL MACS tampon eklendi. MACS tamponun
kolondan ge¢mesi bittiginde kolon {izerine hiicre siispansiyonu eklendi. Magnetik
boncuklar ile isaretli olan hiicreler LS kolona magnetik alan varliginda baglanirken
kolondan gegen CD4 negatif olan hiicreler atildi. Spesifik olmayan kolona baglanan
hiicreleri uzaklastirmak i¢in 2 kere 3 mL MACS tampon ile yikama yapildi. Yikamalar
sonrasinda kolon magnetik alandan ¢ikarildi ve temiz steril 15 mL’lik falconun iizerine
yerlestirildi. Kolon iizerine 5 mL MACS tampon eklendi ve hizlica LS kolon paketi
icerisinden ¢ikan enjektor aparati araciligiyla basing yardimi ile CD4" T hiicreler
falkonda toplandi. Elde edilen CD4" T hiicrelerin safliginin belirlenmesi igin CD4" T
hiicre siispansiyonu alinarak anti-CD4 antikoru ile isaretleme yapilip akim sitometri
ile popiilasyon saflik analizi gergeklestirildi (Bknz. 3.2.1). Elde edilen hiicre
popiilasyonundaki CD4 safliginin (>%095) tespit edilmesi ile (Sekil 11) santrifiij
uygulanip hiicreler ¢oktiiriildii ve hiicre peleti daha sonraki asamalarda kullanilmak

tizere total RPMI-1640 ile resiispense edilip sayild1.
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Sekil 11. MACS yontemi ile LN’den ve PMNH’lerden izole edilen CD4" T hiicrelerin safliklarinin akim sitometri aracilig1 ile
tayini, uygulanan hiicre kapilama stratejileri ve CD4 pozitif seleksiyon MACS 6ncesi ve sonrasi safliklar gosteren temsili nokta
sagilim grafikleri.

3.1.4. Floresan-Aktive Hiicre Ayirma (Fluorescence-Activated Cell Sorting,
FACS)

FACS yontemi, CD4 pozitif MACS sonrasi elde edilen CD4" T hiicrelerin anti-
CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan 72 saat sonra bu hiicrelerin
ylizeylerinde ifade ettikleri PD-1 ve CXCRS5 molekiillerine bagli olarak hiicre
saflagtirtlmasinda  kullanildi. Boylelikle uyarilan CD4" T hiicrelerden PD-
I"CCXCR5", PD-1"CCXCRS5, PD-1"CCXCR5" ve PD-1"CCXCR5" hiicre
popiilasyonlar1 elde edildi. FACS sonrasi popiilasyon safligi kontrol edildikten sonra
hastalardan elde edilen hiicreler ile 4 ayr1 hedef popiilasyon i¢in havuz (n>4)
olusturuldu. Bu hiicre popiilasyonlarindan; popiilasyonlar arasindaki gen ekspresyon
oranlarinin analizi icin RNA izolasyonu ve cDNA sentezini takiben RT-PZR
gerceklestirildi. Ayrica, bu popiilasyonlardan BCL-6, ICOS ve TIM-3
ekspresyonlarinin protein diizeyinde gostermek icin sitospin (cytospin) uygulamasi

sonras1 immiinfloresan boyama gerceklestirildi.

FACS yontemini 6zetlenecek olursa; 72 saat boyunca uyarilan CD4" T hiicreler
kuyulardan toplandi 1X PBS ile 400xg’de 5 dakika santirijiif uygulanarak yikama
islemi gerceklestirildi. Elde edilen hiicreler anti-PD-1 FITC ve anti-CXCRS5 PE-Cy7
antikorlar1 ile immiin fenotip boyamasi protokolii takip edilerek hiicreler isaretlendi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra hiicre siispansiyonu total RPMI-1640 ile 5x10°
hiicre/mL’ye seyreltildi ve olast hiicre kiimelenmelerinin cihazi ttkamamasi i¢in hiicre
siispansiyonu 45 pum goézenekli siizgegten (CellStrainer) gecirilerek FACS isleminin

baslatilmasi i¢in hazir hale getirildi.
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FACS islemi i¢in BD FACS Aria Il cihaz1 kulland1 ve cihazin s1vi basing sistem
parametreleri FACS iglemi 6ncesi 2 um ve 3 um ¢apli polistiren boncuklar (4ccudrop
beads, BD Biosciences, ABD) ile optimize edildi. Optimizasyon sonrasi, FACS
uygulamasi i¢in hazirlanan hiicre slispansiyonu cihaza yiiklendi ve Diva programi
araciligi ile hiicrelerin boyutsal (FSC), graniiller (SSC) ve isaretlemede kullanilan
floresan antikorlar dikkate alinarak kapilama yapilip hedef popiilasyonlar i¢cin FACS
islemi gergeklestirildi (Sekil 12) FACS sonrasinda elde edilen hiicre popiilasyonlarinin
%75 ve lzeri safliga sahip olmasi1 durumda bu popiilasyonlar ile ileriki deneyler

yapildi.
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Sekil 12. FACS yéntemi ile érneklerden izole edilen PD-1"CCXCRS5", PD-1"CCXCRS5", PD-1"CCXCR5" ve PD-1"CCXCR5"
hiicre popiilasyonlar: ve safliklarmim akim sitometri aracilig1 ile tayini i¢in uygulanan hiicre kapilama stratejileri (A) FACS oncesi
(B) FACS sonrasi safliklar1 gosteren temsili nokta sagilim grafikleri.
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3.1.5. CD4* T Hiicrelerin Fonksiyonel Analizler i¢in Ekimi

LN’den ve PMNH’lerden MACS sonrasi izole edilen CD4" T hiicreleri U
tabanli 96 kuyucuklu petrinin 1 kuyusuna 100000 hiicre ekilecek sekilde hesaplamast
yapilip ayrildi. Bu CD4" T hiicrelerin uyarim sonrasi proliferasyonlarinin takibi igin
karboksifloresein siiksinimidil ester (CFSE) ile isaretlemesi gergeklestirildi (Bknz.
3.2.3.1). CFSE isaretlemesi sonrasi tekrar hiicre sayimi yapilip her kuyu i¢in total
RPMI-1640 icerisinde 200 pL total hacimde 100000 hiicre diisecek sekilde hesaplama
yapilip T hiicreler total RPMI-1640 igerisinde resiispanse edildi. Her bir kuyu i¢in
CD4"' T hiicrelerin uyarimim destekleyici anti-CD3 ve anti-CD28 insan antikorlarinin
bagh oldugu boncuklar1 bulunduran (Sekil 13) Dynabeads Insan T-aktivator
CD3/CD28 (Gibco, ABD) mixinden kuyu basina 4 x 107 Dynabeads/mL olan ana
stoktan 0,2 pL eklendi.

Dendritik Aktive edilmis

hiicre T hiicre

Aktive edilmis
Anti-CD28 T hiicre T hiicre

Sekil 13. Dynabeads insan T-aktivatér CD3/CD28 (Gibco) ¢alisma prensibinin sematik gosterimi.

Boncuklar

Anti-CD3

Anti-CD3 ve anti-CD28 varliginda CD4" T hiicrelerde erken aktivasyon
belirteglerinin degisimini saptamak i¢in 12 ve 24 saat %5 CO: igeren 37°C ayarh
humanize inkiibatérde inkiibasyon uygulandi. Ayrica, Anti-CD3 ve anti-CD28
varliginda CD4" T hiicrelerde inhibitor reseptor belirteglerinin degisimini saptamak
icin 24, 48 ve 72 saat %5 CO; i¢eren 37°C ayarli humanize inkiibatorde inkiibasyon
uygulandi. CD4" T hiicrelerin yiizey belirteglerindeki degisimlerin analizleri igin

belirtilen inkiibasyon siirelerinin sonunda kuyulardan hiicreler toplanip erken
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aktivasyon ve inhibitdr resptorlerine spesifik antikorlar ile isaretleme yapilip akim

sitometri aracilig1 ile analiz edildi (Bknz. 3.2.2).

3.2. Immiinolojik Analiz Yontemleri

3.2.1. Akim Sitometri ile Immiinfenotipleme

LN ve PMNH’ lerinden elde edilen lenfositlerin fenotiplenmesi i¢in hiicrelerin
yiizeylerinde spesifik olarak ifade ettikleri protein yapilara karsi monoklonal
antikorlar (mAb) kullanilarak akim sitometri araciligi ile immiin fenotipleme

gerceklestirildi.

Bu tez boyunca tiim akim sitometrik incelemelerde; hiicrelerin mAb’lar ile
boyanmasinda iiretici firmanin 6ngérdiigii tizere 1x10° hiicre igin 100ng florokrom

konjuge antikorlar (Tablo 5) kullanild1.

Immiin fenotip boyamalari i¢in hiicreler 5 mL akim sitometri tiipiine aktarild
ve 2 mL CellWash (BD, Biosciences, ABD) eklenip 400xg’de 5 dk santrifiij
uygulanarak yikama islemi gerceklestirildi. Siipernatant atildi ve hiicreler 100 pL
CellWash igerisinde resiispanse edildi. Resiispanse edilen hiicreler {izerine iiretici
firmalarin 6n gordiigii sulandirmalar dogrultusunda ilgili panellerdeki (Tablo 6)
mAb’lar eklendi. Kisa bir vorteks ile mAb’lar ve hiicre siispansiyonu karistirildiktan
sonra hiicrelerin spesifik bir sekilde mAb’lar ile baglanmasini saglamak i¢in +4°C’ de,
karanlikta, 40 dakika inkiibasyon uygulandi. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 2 mL
CellWash eklendi ve baglanamayan mAb’lar1 uzaklagtirmak i¢in santrifiij (400xg, 5dk,
25°C) ile yikama uyguland1. Siipernatant atildi, hiicreler 150 uL. CellWash igerisinde
restispanse edildi. FACS Aria I akim sitometri cihazi ve Diva (BD, Biosciences, ABD)
yazilimi araciligr ile hiicrelerin ifade ettikleri protein yapilarina baglanan mAb’larin
oranlarinin okumasi gerceklestirildi. Diva programindan okunan .fcs (Flow Cytometry
Standard) uzantili dosya formatlar1 alind1 ve FlowJo yazilimi (Tree Star, ABD)

aracilig1 ile hedef popiilasyonlarin yiizey molekiil ifadeleri analiz edildi.
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Tablo 5. Akim sitometrik analizlerde kullanilan antikorlarm bilgisi

Anti-insan mAb ad1 Klon Firma Florokrom

CD4 OKT4 SONY (Cin) APC Cy7
CD4 SK7 SONY (Cin) FITC
CD8 SK1 SONY (Cin) PE Cy7
CD3 SK7 SONY (Cin) PE-Texas Red, FITC
CD56 MEM-188 SONY (Cin) FITC
CDI19 S125C1 SONY (Cin) PE
CD20 2H7 SONY (Cin)
CD45 UCHLI SONY (Cin)
PD-1 EH12.2H7 SONY (Cin)
CXCR5 125D4 SONY (Cin)
CCR7 G043H7 SONY (Cin)
CD45RO UCHLI SONY (Cin)

CTLA-4 L3D10 SONY (Cin)

Lag-3 11C3C65 SONY (Cin)

Tim-3 F38-2E2 SONY (Cin) PE
CD25 M-A251 SONY (Cin) FITC
CD25 BC96 BioLegend (ABD) APC Cy7
CD154 TRAPI BD Biosciences (ABD) PE
CD69 FNS50 BioLegend (ABD)

CD127 A019D5 SONY (Cin)

1COS C398.4A SONY (Cin)
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Tablo 6. Akim sitometri aracili immiin fenotiplemede kullanilan paneller ve igerisindeki mAb’ler

Panel ad1 Tek iitiip icinde kullamlan antikorlar

Genel lenfosit dagilim CD45-PER
CD3-PE-Texas Red
CD4-APC Cy7
CD8-PE Cy7
CDS56-FITC
CD19-PE
CD20-APC

CD4" ve CD8" Naif, effektor ve hafiza Tth hiicrelerin dagilimi CD3-FITC
CD4-APC Cy7
PD-1-APC
CXCR5-PE Cy7
CCR7-PE
45RO-PER

CD4" ve CD8" Tth hiicrelerde inhibitor reseptorlerin dagilimi CD3-PETEXRED
CD4-APC Cy7
PD-1-APC
CXCR5-PE Cy7
CTLA4-PERCP
LAG3 FITC
TIM-3-PE

CD4" ve CD8" Tth hiicrelerde regiilator reseptorlerin dagilimi CD3-PETEXRED
CD4-APC Cy7
PD-1-APC
CXCR5-PE Cy7
CD25 FITC
CD127-PE

CD4"ve CD8" Tth hiicreler icin bilinen Tfh hiicre belirteclerin dagilimi CD3-FITC
CD4-APC Cy7
PD-1-APC
ICOS-PE

3.2.2. Akim Sitometri ile Fonksiyonel Analizler

U tabanl1 96 kuyucuklu petride anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarilan
MACS ile izole edilen CD4" T lenfositlerin fonksiyonel degisimlerinin incelenmesi
icin yiizeylerinde eksprese ettikleri erken aktivasyon ve inhibitor reseptorlerin zamana

bagli degisiminin analizleri de akim sitometri araciligi ile gerceklestirildi
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3.2.2.1. Uyarllan CD4" T Lenfositlerdeki Erken Aktivasyon Reseptor

ifadelerindeki Degisimlerin incelenmesi

CD4"' T lenfositler uyarimlarindan 0, 12 ve 24 saat sonra kiiltiir ortamlarindan
geri toplandi ve santrifiij (400xg, 5dk, 25 °C) ile ¢oktiiriildii. Hiicre peletine
dokunmadan siipernatant atildi hiicreler 2mL Cel/Wash ile monoklonal antikor
boyamasi i¢in yikandi. Hiicreler immiin fenotipik boyamada oldugu gibi 100 pL
CellWash ile resiispanse edildi ve CD4" T lenfositlerin uyarim sonrast Tfh benzeri
hiicrelere doniisiip bu hiicrelerin de ne kadar oranda erken aktivasyon belirteci ifade
ettiklerini gézlemlemek i¢in hiicreler CXCRS PE Cy7, PD-1 APC, CD69 FITC, CD25
APC Cy7 ve CD154 PE mAb’lar1 ile boyandi ve dnceden agiklanan boyama ve yikama
protokolii takip edilip, bu belirteclerin varliginin saptanmasit i¢cin FACS Aria 11

cihazinda okutulup analiz edildi.

3.2.2.2. Uyarllan CD4"* T Ilenfositlerdeki inhibitor reseptor ifadesindeki

degisimlerin incelenmesi

CD4" T lenfositler uyarimlarindan 0, 24, 48 ve 72 saat sonra Kkiiltiir
ortamlarindan geri toplandi ve santrifiij (400xg, 5dk, 25 °C) ile ¢oktiiriildii. Hiicre
peletine dokunmadan siipernatant atildi hiicreler 2mL CellWash ile monoklonal
antikor boyamasi i¢in yikandi. Hiicreler immiin fenotipik boyamada oldugu gibi 100
uL CellWash ile resiispanse edildi ve CD4" T lenfositlerin uyarim sonrasi Tth benzeri
hiicrelere dontisiip bu hiicrelerin de ne kadar oranda inhibitdr reseptor ifade ettiklerini
gozlemlemek icin hiicreler CXCRS PE Cy7, PD-1 APC, LAG-3 FITC, TIM-3 PE,
CTLA-4 PerCP mAb’lan ile boyand1 ve dnceden agiklanan boyama ve yikama
protokolii takip edilip, bu belirteclerin varliginin saptanmasi i¢in FACS Aria 1

cihazinda okutulup analiz edildi.
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3.2.3. Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) Aracihgi ile Hiicre

Cogalmasi Analizleri

MACS ile izole edilip U tabanli 96 kuyucuklu petride anti-CD3 ve anti-CD28
boncuklari ile uyarilan CD4" T hiicrelerin uyarim ile proliferasyonlarinin takibi i¢in
hiicrelerin CFSE (CellTrace, ThemorFisher, ABD) ile isaretlenmesi yapildi. Liyofilize
haldeki CFSE (100 pg) 36 pL steril DMSO ile ¢oziildii.

Hiicreler santrifiij ile ¢oktiiriilip 1 mL serum bulunmayan RPMI igerisinde
restispanse edildi (1x10° cells/ mL), son konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde CFSE
eklendi. Hiicreler karanlikta 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonrasinda 13 mL
total RPMI-1640 eklendi ve 5 dakika buz iizerinde karanlikta inkiibasyon uygulandi.
Santrifiij (400xg, 5dk, 25 °C) ile hiicreler ¢oktiiriildii ve 14 mL total RPMI-1640
eklenerek tekrar santrifiij (400g, 5dk, 25 °C) ile yikama yapildi. Stipernatant atildiktan
sonra hiicreler 100000 hiicre 200 pL son hacimde olacak sekilde total RPMI-1640 ile
resiispanse edildi, Dynabeads Insan T-aktivatér CD3/CD28 (Gibco, ABD) mixinden
kuyu bagina 0,2 uL (4 x 107 Dynabeads/mL) eklendi. U tabanli 96 kuyucuklu petriye
100000 hiicre 200 pL son hacimde olacak sekilde ekildi. Anti-CD3 ve anti-CD28 bagh
boncuklar ile uyarimindan 72 saat sonra proliferasyonlar1 akim sitometri araciligi ile

FITC kapisindan FACS Aria II cihazinda degerlendirildi.

3.2.4. Immiinfloresan Boyama Teknikleri

3.2.4.1. Lenf Nodu Kesitlerinin immiin Floresan Boyama icin Hazirlanmasi

Meme kanseri lenf dokusu (LN) orneklerinin yarist immiinfloresan analizleri
icin 1 mL RNAsave soliisyonu iginde ependorf icerisinde -80°C’de saklanmisti.
Immiin floresan boyamalar icin bu RNAsave igerisindeki LN dokusu ¢ikarilip optimal
sicaklik soliisyonu (OCT) ile kaplandi. OCT igine gdmiik LN dokularinin donmasi i¢in
-80°C’de 15 dakika inkiibasyon uygulandi ve kriyostat cihazinda kesit almak i¢in,
OCT igerisine gomiilen 6rnegin diiz tarafi mikrotom bicagina denk gelecek sekilde

doku yerlestirildi. Dokudan alinan 5 um’lik seri kesitler poly-L-lysine kapli cam
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lamellere ¢ekildi. Elde edilen kesitler immiin florasan boyamalar i¢in -20°C’de

saklandi.

3.2.4.2. Floresan Aktive Hiicre Ayirma (FACS) Sonrasi Saflastirilan Hiicrelerin

Immiin Floresan Boyama icin Sitospin ile Lama Aktarimi

CD4 pozitif MACS sonrasi elde edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-
CD28 uyarimindan 72 saat sonra FACS araciligi ile elde edilen PD-1"*CCXCRS5" PD-
1"CCXCR5", PD-1"CCXCR5" ve PD-1"CCXCRS5" hiicre popiilasyonlar1 1X PBS ile
400xg’de 5 dakika yikandi. Hiicre peletleri 300 pL 1X PBS ile resiispanse edildi.
Hiicre sayimi1 yapildi ve her bir hiicre popiilasyonundan 50000 hiicre alinarak lamlar
tizerinde monte edilmis olan 6zel kurutma kagitlar1 ve sitospin aparatlarinin orta
bosluguna birakildi. Her bir lam, her bir popiilasyon icin Bcl-6, ICOS ve TIM-3
immiin floresan boyamalarinda kullanildi. Sitospin protokoliinde basitce; aparata
yiiklenen Ornekler sitospin cihazinda (Hettich Universal 320, Almanya) 50xg’de 3
dakika santrifiijlendi. Lam iizerindeki siipernatanti uzaklastirmak ig¢in, hiicre
yiikklemede kullanilan sitospin aparati ¢ikarildi ve kurutma kagidi birakildi ve
150xg’de 1 dakika santrifiij uygulandi. Lam {izerine yapistirilan 6rneklerin tamamen
kurumasi i¢in oda sicakliginda 3-4 saat bekletildi ve immiin florasan boyamaya hazir

hale getirildi.

3.2.4.3. LN ve Sitospinden Elde Edilen Ornekler icin Immiin Florasan Boyama

LN kesitleri ve sitospin ile yapistirilan hiicreler i¢in ayni immiin floresan
boyama protokolii izlendi. Orneklerin oldugu lamlarm iizeri &rneklerin hemen
etrafindan olacak sekilde hidrofobik kalem ile isaretlendi. Ornekler 1X PBS ile
seyreltilmis %1 BSA ile 1 saat oda 1s1sinda blokaj i¢in inkiibe edildi. 3 kez 1X PBS ile
yikama yapildi. Yikamadan sonra Tablo 7’de gosterildigi gibi sulandirilan primer

antikorlardan 200 pL 6rneklerin iizerine eklendi ve 2 saat inkiibasyon uygulandi.
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Tablo 7. immiin floresan boyamada kullanilan antikorlar

Anti-insan primer mAb adi Klon Firma Diliisyon faktorii

BCL-6 GII191E Invitrogen 1:200

ICOS ISA-3 eBioscience 1:400
TIM-3 2E2 Origene 1:200
CD4 EPR6855 Abcam 1:200

CD19 LE-CD19 DakoCytomation 1:200

Inkiibasyon sonrasinda 1X PBS ile 5 dakika inkiibasyonlu 3 yikama yapildi.
LN kesitlerinin BCL-6 ve CD19 boyamalarinda sekonder antikor olarak anti-fare-555
ve CD4 boyamalarinda sekonder olarak anti-tavsan-488 antikorlart 1:1000 oraninda
dilue edilip kullanildi. Sitospin ile yapistirilan hiicrelerin tiim boyamalarinda sekonder
antikor olarak 1:1000 oraninda seyreltilmis anti-mouse-555 antikoru kullanildi.
Sekonder antikor karisiminin igerisine ayrica 1:1000 oraninda hiicre ¢ekirdeklerinin
boyamasindan gorevli DAPI de eklendi. Bu karisimdan 200 pL hiicrelerin bulundugu
bolge tlizerine eklendi ve karanlikta oda sicakliginda 2 saat inkiibasyon uygulandi.
Inkiibasyon sonrasinda yine 3 kez 1X PBS ile yikama yapildi. Orneklerin iizerine
+4°C’de bulunan kapama soliisyonundan (mounting medium) 100 pL eklendi ve hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde 0,17 mm kalinligindaki lamel ile 6rneklerin iizeri
kapatildi. Kapama soliisyonunun zaman igerisinde buharlasmasini 6nlemek i¢in
slaytlarin etrafindan ince bir sekilde oje ile gecildi. Ojenin kurumasi i¢in oda
sicakliginda karanlikta en az 4 saat inkiibasyon uygulandi. 10X ve 100X objektifte
epifloresan mikroskobu (Olympus BX51, Japonya) ve bu mikroskoba baglantili 5,0
mega piksel CCD renkli kamera (DC5000i, Euromex, Hollanda) araciligi ile

goriintiilemeler alind1 ve goriintii analizleri i¢in ImagelJ yazilimi kullanildi.
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3.3. Molekiiler Teknikler

Tiim molekiiler analizler boyunca RNaz enzimlerini inaktive etmek icin
Diethyl dicarbonate (DEPC) ile sterilize edilmis olan sarf malzemeleri kullandi

(ependorf, tip vb.)

3.3.1. Lenf Nodu Orneklerinden RNA izolasyonu

Doku pargalarint homojenizasyonu steril lateks boncuklar araciligi ile
gerceklestirildi. RNA izolasyonu i¢in PureLink RNA Mini Kit (ThermoFisher, ABD)

iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda kullanildi.

-80°C’de RNAsave igerisinde bulunan yarim lenf nodu kesitleri oda
sicakligina getirilip steril bistiiri yardimi ile kiiglik pargalara boliindii. Steril lateks
boncuklar her bir hasta 6rnegi i¢in bir steril tiiplin yarisina kadar (0,5 mL’e kadar)
konuldu. Boncuklarin iizerine 1 mL %1 mercaptoethanol bulunduran lizis tampon
eklendi. Ependorf tiipi doku pargalama cihazi “tissueelyser” igerisine yerlestirilip
cihaz 40 saniye calistir1ldi, 2 dakika buzda inkiibasyon uygulandi. Doku par¢aciklarin
tamamen homojen halde lizis tampon icerisinde gorene kadar bu iglem tekrarlandi.
Homojenizasyon sonrasi, boncuklarin tizerindeki lizis tampon toplandi. Boncuklarin
tizerine 1 mL (1:1 lizis tampon) %70 EtOH eklendi ve pipet yardimi ile al ver yaparak
boncuklarda kalan hiicreler lizis tamponun oldugu tiipe gecirildi. 5 saniye vorteks
uygulandi. Kit igerisinden ¢ikan filitreli “Spin Cartridge” tiiptinden 700 pL. homojine
doku siispansiyonu santirfiij (1200 x g, 15 sn, 25 °C) aracilig1 ile gecirildi. Santrifiij
sonrasi alt tiipte kalan siizlintli atild1. Tiim lize edilen 6rnek tek bir filtrede toplanana
kadar bu islem tekrarlandi. Kitten ¢ikan Wash Buffer II (EtOH eklenmis)’ den filtre
iizerine 500 pL eklendi ve santrijiif uyguland1 (1200xg, 1 dk, 25 °C). Siiziintii atild1 ve
filtrenin kurutulmasi i¢in santrifiij tekrarlandi (1200 x g, 1 dk, 25 °C). Filtrenin oldugu
Spin Cartridge st bolmesi steril ependorf iizerine geg¢irildi ve filitredeki RNA’larin
elde edilmesi icin RNAase-free Elution Buffer dan 30 pL eklendi. 2 dakika oda 1sisinda
inkiibasyon sonrasi santrifiij (1200 x g, 2 dk, 25 °C) uygulandu.
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Izole edilen RNA’nin kalitesi ve konsantrasyonu igin RNAase-free Elution
Buffer blank olarak kullanild1 ve UV spektrofotometrede (NanoDrop ND-1000, ABD)
OD260, OD2go ve OD230 nm’lerde dl¢iim yapildi, OD260/280 ve OD2s0/230 oranlart dikkate
alinarak niikleik asitlerin saflig1 saptandi. RNA &rnekleri -80 °C’de bir sonraki asama

olan cDNA sentezi i¢in saklandi.

3.3.2. FACS Sonrasi Elde Edilen Popiilasyonlardan RNA izolasyonu

LN ve PMNH’lerden elde edilen CD4" T hiicrelerin uyarimindan 72 saat sonra
gergeklestirilen FACS sonrasi elde edilen PD-1"CCXCRS5" PD-1"CCXCRS5", PD-1-
CCXCRS5" ve PD-1"CCXCRS5- hiicre popiilasyonlarindan tek hiicre RNA izolasyon kiti
kullanilarak (NORGEN, Kanada) cDNA sentezinde kullanilmak icin gerekli olan
RNA elde edildi. Kitin protokoliine bagli kalarak RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Basitce; elde edilen popiilasyonlardan RL Buffer igerisindeki hiicrelerin iizerine
hacimsel 1:1 oraninda %70 etanol eklendi. Kit igerisindeki Single Cell RNA Spin
Column steril ependorf {izerine yerlestirildi ve etanol eklenen hiicre soliisyonu kolon
tizerine eklenip 3500xg’ de 1 dakika santrifiij uygulandi. Kolondan gegen siiziintii
atild1 ve tlim 6rnek kolonda toplanana kadar bu islem tekrar edildi. 400 pL yikama
soliisyonu (Wash Solution A) kolon iizerine eklendi ve 14000xg’de 1 dakika santrifiij
uygulandi. Kolondan gegen siiziintii atild1 kolonu kurutmak i¢in 14000xg’de 2 dakika
daha santriflij uygulandi ve kolon temiz ependorf (Elution tube) iizerine gegirildi.
Kolon iizerine 20 pL Elution Solution A soliisyonu eklendi ve 6nce 200xg’de 1 dakika
daha sonrasinda 14000xg’de 1 dakika santrifiij uygulandi ve daha dnce de aciklandig:
gibi UV spektrometre yardimi ile RNA saflik degerlendirmesi yapildi. RNA’lar -80
°C’de saklandi.

3.3.3. Elde Edilen RNA’lardan ¢cDNA Sentezi

Komplementer DNA (cDNA), izole edilen total RNA’dan reverse
transkripsiyon araciligl ile RevertAid First Strand cDNA Synthesis (ThermoFisher,
ABD) kiti kullanilarak elde edildi. cDNA sentez protokolii ve bilesenleri Tablo 8’de
gosterildi. Kisaca, total LN dokusundan elde edilen her bir 6rnek i¢cin 1000 ng RNA
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ve FACS sonrasi her bir popiilasyondan elde edilen RNA i¢in 170 ng RNA’dan cDNA
sentezi gerceklestirildi. Ornekler icin RNA miktar hesaplamasindan sonra elde edilen
RNA’larin {izerine oligo (dT)is primerinden eklenip son hacim 12 pL olacak sekilde
niikleaz bulundurmayan steril su ile tamamlandi. 65 °C’de 5 dakika inkiibasyon
uygulandi. Sonrasinda her bir 6rnek i¢in 5X Reaction Buffer, RiboLock RNase
Inhibitor, ANTP Mix ve ReverAid M-MuLV RT eklendi. 42°C’de 60 dakika ve 70°C’de
5 dakika inkiibasyon uygulandi.

Tablo 8. cDNA sentez protokol

Bilesen Hacim (uL) Son konsantrasyon

izole edilen RNA 1000ng
Oligo (dT)1s primer 1 uL

Nuclease-free water 12 pL son hacime tamamlandi

Inkiibasyon: 65°C’de 5 dakika

5X Reaction Buffer 4 uL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/pL) 1 uL
10 mM dNTP Mix 2 uL

RevertAid M-MuLV RT (200 U/pL) 1uL

Total reaksiyon hacmi 20 uL

Inkiibasyon : 42 °C’de 60 dakika ve 70 °C’de 5 dakika

3.3.4. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Lenf nodu orneklerinden ve PMNH’lerden izole edilip 72 saat boyunca
uyartlan CD4" T hiicrelerin FACS sonrast PD-1"CCXCRS5", PD-1"CCXCR5", PD-1-
CCXCRS5"ve PD-1"CCXCRS5- hiicre popiilasyonlarinda da STAT-1, NF-xB, STAT-5,
GATA3, IL-21, STAT-3, FOXP3, BLC6, T-bet ve RORyt gen ekspresyonlar1 B-actin
gen (house-keeping) ekspresyon oranina gore incelenmek iizere ticari olarak temin
edilen primerlerin dizayni yapildi. Bu hedef genlerin ekspresyon analizleri igin
tasarlanan primer bilgileri Tablo 9° da gdosterildigi gibidir. Hedef gen ekspresyon
oranlarinin saptanmasi i¢in gercek zamanli polimer zincir reaksiyonu (RT-PZR)

teknigi kullanildi ancak bunun 6ncesinde primer optimizasyonu i¢in dalak, lenf nodu
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ve cesitli kanser hiicre hatlarindan elde edilen cDNA mix ve genomik DNA mixi
kullanilarak, farkli sicakliklarda primer baglanmasin1 gozlemlemek icin gradyan PZR

teknigi araciligi ile primer sicaklik optimizasyonu gerceklestirildi.

Tablo 9. PZR analizlerinde incelenen genler ve primer bilgileri

Primerler Uriin (bp) Gen Bank No.

Forward Primer: 88 NM _002354.3
5’-CGCAGCTCAGGAAGAATGTG-3’
Reverse Primer:
5’-TGAAGTACACTGGCATTGACG-3’
Forward Primer: NM 139266.3
5’>-TTCCGTGGACGAGGTTTTGT-3’
Reverse Primer:
5’-TGATGCACCCATCATTCCAGA-3’
Forward Primer: NM_001382627.1
5’-ACCAGGCTGGCAGCTCTTCTC-3”
Reverse Primer:
5’- AGGCACAACTCCTTCATCCTCTCC-3’
Forward Primer: NM_001288720.2
5’- CCTCCAGAGACACCTGCTTC -3’
Reverse Primer:
5’- CCAGTACCAGGAGAGCCTGA-3’
Forward Primer: NM_002051.3
5’-ACCACAACCACACTCTGGAGGA-3’
Reverse Primer:
5’-TCGGTTTCTGGTCTGGATGCCT -3’
Forward Primer: NM_001207006.3
5’-CATGGAGAGGATTGTCATCTGTC-3’
Reverse Primer:
5’-CAGAAATTCAGGGGACCAAGTCAT-3’
Forward Primer: NM _001384993.1
5’-TCACGCCTTCTACAGACTGCAG-3’
Reverse Primer:
5’-TCCGGACATCCTGAAGGTGCTG-3’
Forward Primer: NM _014009.4
5’- CAGCACATTCCCAGAGTTCCT -3’
Reverse Primer:
5’- TCATTGAGTGTCCGCTGCTT -3’
Forward Primer: NM 001130845.2
5’-CTTCCCCACGAGCCTACA-3’
Reverse Primer:
5’-CCCGTCATGGACCTGTTAA-3’
Forward Primer: NM 013351.2
5’- ATGTGACCCAGATGATTGTG -3’
Reverse Primer:
5’- TGCGTGTTGGAAGCGTTG -3’
Forward Primer: NM _001001523.2
5’- TGGACCACCCCCTGCTGAGAAGG -3’
Reverse Primer:
5’- CTTCAATTTGTGTTCTCATGACT-3’

PZR reaksiyonu i¢in bilesenler ve protokol Tablo 10°da gdosterildigi gibidir.
Basitge; PZR igin gerekli tiim reaktifler oda sicakligina getirildi ve Taq DNA
Polimeraz (ThermoFisher, ABD) disinda tiim bilesenler vortekslenerek her bir hedef
genin reaksiyonu i¢in 1,5 mL'lik bir tiip i¢inde hedeflenen reaksiyon miktarlarina gore

bir ana karigtm hazirlandi. Sirasiyla, Taq Tamponu, RNase / DNase icermeyen su
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(dH20), ANTP karisimy, ileri (forward) ve geri (reverse) primerler ve MgCl, karigima
eklendi. Ana karisim, vortekslenerek iyice karistirildi. Daha sonra Taq DNA polimeraz
enzimi eklendi ve karisim esit olarak 200 pL’lik PZR tiiplere dagitildi. Son olarak,
1 pL insan cDNAmix veya genomik DNAmicx tiiplere eklendi. Negatif kontrol olarak
cDNAmix veya genomik DNAmix i¢cermeyen karisim hazirlandi. Daha sonra tiim
PZR Ornekleri termal dongiileyicinin plakasina (Arktik Thermal Cycler,
ThermoFisher, ABD) yerlestirildi. Primerlerin optimum spesifik baglanma sicakligini
belirlemek i¢in ilgili tiim genler ile gradyan PZR uygulamasi gergeklestirildi. Gradyan
PZR wuygulamasinda sicaklik dongiileri Tablo 11°de gosterildigi gibidir. PZR
uygulamasindan sonra optimum sicaklikta primer baglanmasini takiben spesifik olarak
cogaltilan genlerin goriintiilenebilmesi i¢in Agaroz Jel Elektroforez uygulamasi

gerceklestirildi.

Tablo 10. PZR bilesenlerinin 1 reaksiyon i¢in kullanilan hacimleri ve son konsantrasyonlari.

Bilesen Hacim (uL) Son Konsantrasyon

Taq Buffer (10X) 2,5 1x
dNTP mix 2mM) 2,5
MgCL: (25 mM) 2,5
Forward Primer 1
Reverse Primer
dH:0

Taq DNA Polmeraz (5 U/pL) 0,05 U/uL

¢DNA mix veya Genomic DNA
mix

Total reaksiyon hacmi

Tablo 11. Gradyan PZR sicaklik asamalar1 ve dongii sayisi

PZR asamalarn Sicakhk ("C) Siire

i1k Denatiirasyon 95 5 dakika

Denatiirasyon 95 30 saniye

Baglanma 30 saniye

Uzama 20 saniye

Son uzama 10 dakika
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3.3.5. Agarose Jel Elektorforez

Jel elektroforez i¢in %2’lik agaroz jel 1,5 gram agarozun 75 mL 1X Tris-borat-
EDTA (TBE) tamponu igerisinde mikro dalgada yardimi ile ¢oziilmesi sonucu elde
edildi. Jel 60°C’ye sogutuldu ve igerisine son konsatrasyon 10 mg/mL olacak sekilde
etidyum bramiir eklendi. Jel donmadan agaroz ¢ozeltisi, jel kalibina dokiildii ve PZR
orneklerinin yiiklenecegi kuyularin olugsmasi i¢in jel tizerine tarak yerlestirildi ve jelin
tizerinde hava kabarciklart olugmasi durumunda yiizeyden hava kabarciklari
uzaklastirildi. Agarozun kat1 jel formunda polimerize olmast i¢in yaklagik 1 saat oda
1sinda inkiibasyon uygulandi. Katilasma gergeklestiginde, taraklar ¢ikarildi ve jel
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki da jelin iistiinii kaplayacak sekilde
1X TBE tamponu ile dolduruldu. Her PZR 6rneginden 7 pL alinip parafilm {izerinde
1 uL 8X yiikleme boyasi (Biorad, ABD) ile karistirild1 ve jeldeki kuyulara yiikleme
yapildi. DNA belirteci olarak 50 baz ¢ift (bp)’lik DNA belirtecinden (Sekil 3.6) 3 uL
direkt kuyuya yiiklendi. Eletktoroforez tankinin kapag: kapatilip DNA’nin bulundugu
jelin list kism1 katot baglantisina yiiriime yonii de anot tarafina baglandi, tankin kapag:
kapatilip akim cihazina baglandi. Jel elektroforez i¢in 100 voltta 45 dakika sabit akim
uygulandi. PZR firiinlerinin ylikleme boyamasi yardimi ile jelde yeteri kadar
yuriitildiigii gozlendikten sonra PZR firiinleri sonucu beklenen bantlar Kodak Gel
Logic 1500 (Carestream Healty Inc., ABD) sistemi kullanilarak UV 151k altinda

goriintiilendi.

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

40 — 1500

70 — 1200

33 — 1000

30— 900

27 — 800

23 — 700

20 — 600

67 — 500

23 — 450

27 — 400

18 — 350

20 — 300

25 — 250

67 — 200

30 — 150

27 — 100

30 — 50

Sekil 3.6. 50 baz ¢ift (bp)’lik DNA belirteci (GeneDirex, ABD).
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3.3.6. Ger¢cek-Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) Uygulamasi

Optimal primer baglanma sicakligi gradyan PZR ile belirlenmesinde sonra, gen
ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in ger¢ek zamanli PZR (RT-

PZR) uygulandu.

Bu iglem sirasinda tiim bilesenler oda 1sisina getirildi ve vorteks araciligi ile
karigtirildi. 1 hasta cDNA 6rneginde ilgi genin ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde
kullanilan tiim igerikler ve hacimler Tablo 12°de gosterildigi sekilde hazirlandi.
Basitce master mix igerisine; SSOAdvanced SYBR green mix (Biorad, ABD), niikleaz
icermeyen distile su, ileri (forward) ve geri (reverse) buz iizerinde karistirildi.
Hazirlanan mastermix esit miktarlarda 0,2 mL’lik PZR tiiplerine (Biorad, ABD)
aktarildi. Son olarak hastalarin cDNA 6rnekleri (1 pg/uL) 2 serli ¢alisarak master mix
bulunan PZR tiiplerine eklendi. Daha sonrasinda 6rnekler RT-PZR (BIO-RAD Real-
time PCR Detection System, ABD) cihazina yerlestirildi. Gradyan PZR ile belirlenen
primer baglanma optimal sicakliklar1 kullanilarak Tablo 13’°de belirtildigi gibi RT-
PZR sicaklik deger ve dongiilerinde PZR reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 12. Ger¢ek zamanli PZR bilesenlerinin hacim ve konsantrasyon bilgileri

Bilesen Hacim (uL) Son Konsantrasyon

SSOAdvanced universal 1x

Forward Primer

Reverse Primer

dH:0

Ornek cDNA (1 pg/uL)

Total reaksiyon hacmi
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Tablo 13. Ger¢ek zamanli PZR, termal dongii protokolii

RT-PZR asamalari Sicakhk ("C) Siire

Polimeraz aktivasyonu ve Denatiirasyon 95 3 dakika

Denatiirasyon 95 30 saniye
Baglanma Primer i¢in belirlenen optimal sicaklik 30 saniye

Uzama 72 20 saniye

Erime-egrisi analizi 55-95 derece arast, 0,5 artis ile 5 saniye/basamak

Termal dongiiler sonunda, ger¢ek-zamanli PZR analizi i¢in CFX Manager
(Biorad, ABD) yazilimi kullanildi. Hedef genlerden elde edilen Ct degerleri, ayn

cDNA’larin referans geni olarak (-actin ifadelerine normalize edildi.

3.4. istatiksel Analizler

Tiim fenotipik ve fonksiyonel analizler i¢in en az 6 bagimsiz kullanildi. FACS
sonrast en az 8 bagimsiz deneyden alinan PD-1"CCXCR5* PD-1"CCXCR5", PD-1-
CCXCRS5" ve PD-1"CCXCRS5 hiicre popiilasyonlar1 ayri ayrt birlestirilip havuz
olusturuldu. Elde edilen tiim verilerde gruplar arasi istatiksel farkliliklar1 gézlemlemek
icin, Graphpad Prism v8 yazilimi1 kullanilarak ANOVA ve Student’s unpaired t testleri
sonucu elde edilen p degerleri degerlendirildi. Bu analizlerde p<0,05 istatiksel olarak
anlamli fark kabul edilirken, p<0,01 degerleri yliksek oranda istatikse olarak anlamli
fark kabul edildi. Hedef popiilasyonlarin aritmetik ortalamasi, standart hata gubuklari

ile birlikte grafikler tizerinde gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Meme Kanseri LN ve Periferik Kan Orneklerindeki T Hiicrelerinin immiin

Fenotiplendirmesi ve Tfth Mliskili Belirteclerin Analiz Sonuclar

Bu caligmada, meme kanseri hastalarinda T hiicrelerinin immiin fenotiplemesi
icin 30 metastatik meme kanseri hastasi lenf nodu (LN) ve periferik kan 6rnekleri ve
kontrol grubu olarak 11 kanser olmayan goniillii saglikli bireylerin periferik kan
ornekleri ile ¢aligildi. LN’den ve periferik kan 6rneklerinden elde edilen hiicreler ile T
hiicrelerin alt tipleri ve aktivasyon durumlari akim sitometrik immiinfenotipleme ile

degerlendirildi.

4.1.1. CD4" T Hiicrelerinin immﬁnfenotiplendirilmesi ve Tth Iliskili Belirteclerin

Analiz Sonuclari

LN’den ve PMNH’lerdeki CD4" T hiicrelerin oranlari incelendiginde CD45"
lenfositlerin igerisinden CD56°CD3" T hiicrelerinden CD4" T hiicrelerin oranlari
kontrol kan, hasta kan ve LN 6rneklerinde sirasiyla; %55,95+7,764, %61,51+£12,47 ve
%80,07+8,59 oldugu tespit edildi (Sekil 7 A). Bu analiz sonucunda da LN’deki CD3*
T hiicrelerinin bityiik ¢cogunlugunun CD4" T hiicreler oldugu ve bu oranin diger 6rnek
gruplarma gore LN’de daha yiiksek oldugu goriildii. Bu CD4" T hiicrelerinin ne kadar
PD-1 inhibitor reseptor eksprese ettikleri incelendiginde (Sekil 7 B), CD4"PD-1" T
hiicre oraninin kontrol kan, hasta kan ve LN orneklerinde sirasiyla; %6,431+1,87,
%8,203+2,65 ve 10,63+£2,77 oldugu tespit edildi. Bu durum sonucunda da LN’de
bulunan CD4" T hiicrelerinin diger 6rnek gruplarna kiyasla anlamli oranda daha

yiiksek PD-1 inhibitor reseptoriinii yiizeylerinde bulundurdugu saptandi.

CD4'PD-1" T hiicrelerin ne kadarinin Tfh immiinfenotipik 6zelliginde

oldugunu tespit etmek i¢in CD4"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin oransal dagilimlari
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incelendiginde (Sekil 7 C, F, G) kontrol kan, hasta kan ve LN 6rneklerinde sirasiyla;
%1,345+0,47, %1,707+0,77 ve %2,192+0,80 oldugu tespit edildi ve LN’de diger
ornek gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek oranda Tth
fenotipik belirteglerini bulunduran CD4"PD-1"CXCR5* T hiicrelerinin oldugu
gorildii. Ayrica, CD4"PD-1"CXCR5" T hiicrelerinin yiizdesel dagilimlart da
incelendiginde kontrol kan, hasta kan ve LN Orneklerinde sirastyla; %4,615+1,73,
%6,909+2,35 ve %8,940+2,48 olup, LN’de diger 6rnek gruplarina gére anlamli oranda
yiiksek saptanmasina ek olarak, hasta kanindaki oranin da saglikli kana kiyasla ytiksek
oldugu goriildii. CD4"PD-1"CXCRS5" T hiicrelerinin de 6rnekler arasindaki yiizdesel
dagilimlar1 incelendiginde kontrol kan, hasta kan ve LN orneklerinde sirasiyla;
%10,9443,42, 9%13,6044,59 ve %11,92+4,46 oldugu tespit edildi ve bunun sonucunda
da ornek gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Ayrica, drneklerden Tth
fenotipik belirteglerinin analizleri de yapilirken PD-1Yiksek ve PD-140sik ifade eden
CD4'CXCRS5" hiicrelerinin de oranlari analiz edildi. CD4"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin
igerisindeki PD-1¥#sek hiicrelerinin yiizdesel dagilimi kontrol kan, hasta kan ve LN
orneklerinde sirasiyla; %18,84+12,63, %22,88+15,43 ve %14,67+4,82 olup ornek
gruplar1 arasinda anlami bir fark goériilmedi. CD4"PD-1"CXCR5" hiicrelerin
igerisindeki PD-196 hiicrelerin yiizdesel dagilimi da kontrol kan, hasta kan ve LN
orneklerinde sirasiyla; %85,18+4,84, %76,02+15,95 ve %80,69+12,79 olup gruplar
arasinda anlami bir fark gozlemlenmedi (Sekil 7 D). LN de Tth iligkili belirtecleri
bulunduran hiicrelerinin yiizdesel olarak yiiksek tespit edilmesi ile LN’den elde edilen
hiicre miktar1 fenotipik analizlerde kullanilan LN agirligina oranlandiginda (Sekil 7 E)
114 hiicre/ug (ortanca deger, min-max: 0-891), CD4"PD-1"CXCRS5" Tth iligkili

belirtecleri bulunduran hiicreler ile analizlerin gerceklestirildigi tespit edildi.
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Sekil 7. Meme kanseri hastasi lenfnodu (LN) (n=28) ve periferik kan 6rnekleri (n=30) ile saglikl1 kontrol kan 6rneklerinde (n=11)
CD4" T hiicrelerinin oransal dagilimi ve miktarinin saptanmasi. A) CD4" T hiicrelerinin CD45" ve CD3" popiilasyonlar i¢indeki
ornek gruplart arasi oransal dagilimi. B) CD4" T hiicrelerin igerisindeki PD-1" inhibitor reseptdr oranmnin érnek gruplari arast
dagilmi. C) CD4" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5™ ve PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiizdesel oranlari. D)
PD-1"CXCR5" hiicreler igersindeki PD-1"* ve PD-195% oranda ifade eden popiilasyonlarin 6rnek gruplari arasi oransal
dagimi. E) CD4', CD4" PD-17, CD4" PD-1"CXCR5", CD4" PD-1"CXCR5 ve CD4" PD-1"CXCR5" popiilasyonlarin LN
orneklerinin agirligina oranlanarak mikrogram basma diisen hiicre miktarnin gosterimi. F) Otofloresan (AF), kontrol kan, meme
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kanseri kani ve LN dmeklerindeki PD-1 ve CXCRS yiizey ifadelerinin temsili histogram grafikleri. G) Kontrol kan, meme kanseri
kant ve LN émeklerindeki PD-1 ve CXCRS yiizey ifadelerinin temsili nokta sagilim grafikleri. Istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta
ise *, p<0,01 anlamhilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ise **** olarak gésterilmektedir.

LN orneklerinde bulunan CD4" T hiicrelerin efektor ve/veya hafiza T hiicre
olup olmadiklarin1 belirlemek amagli yiizeylerinde eksprese ettikleri CCR7 ve
CD45RO oranlar1 analiz edildi (Sekil 8 A, B). Bu analiz sonucunda da CD4'PD-
1"CXCR5" Tth immiinfenotipik belirteglerini bulunduran hiicrelerin %62,93+15,65
oraninda CCR7°CD45RO" hiicreler oldugu tespit edildi ve boylelikle bu hiicrelerin
merkezi hafiza T hiicre fenotipik 6zelligini tasiyabilecegi gosterildi. Ayrica, CD4'PD-
I"CXCRS5" popiilasyonun da diger PD-1 ve CXCRS popiilasyonlarina oranla
yiizeylerinde daha yiiksek oranda CCR7"CD45RO" (%67,80+21,73) hiicreler oldugu

saptand1 ve bu hiicrelerin naif fenotipik 6zellik tasiyabilecekleri destekledi.

CD4" T hicrelerinin hayatta kalmasinida etkili sinyal yolaklarini ve
aktivasyonlar1 sonucu hafiza fenotipik 6zelliklerini desteklemek i¢in ylizeylerindeki
IL-2 reseptor (CD25) ve IL-7 reseptor (CD127) ifade oranlar1 da analiz edildi (Sekil 8
C, D). Bu analizler sonucunda CD4'PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerinin yiiksek oranda
CD127°CD25" fenotipindeki hiicreler oldugu (%81,96+5,90) tespit edildi. Ayrica,
LN’den elde edilen tiim CD4" T hiicrelerin alt gruplarinda CD127-CD25" regiilatér T
(Treg) hiicre fenotipik belirtecine rastlanmadi. Ancak, hem PD-1"CXCR5" hem de
PD-1"CXCRS5" popiilasyonlarda PD-1" hiicre popiilasyonlarina gore CD127°CD25 ve
CD127*CD25" hiicrelerin daha yiiksek oransal dagilima sahip oldugu saptandi.
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Sekil 8. Meme kanseri hastalarinin lenf nodu (LN) orneklerinde, CD4" T hiicrelerinin efektor, hafiza ve regiilator fenotipik
dzelliklerinin incelenmesi (n=16). A) Efektor ve hafiza T hiicre belirteglerinden CCR7 ve CD45RO’nun PD-1°"CXCR5", PD-
1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki yiizey ifadelerinin degisimin yiizdesel analizleri. B)
CCR7 ve CD45RO’nun PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5 hiicre popiilasyonlarindaki ifadelerinin
temsili kontur grafikleri. C) Regiilator T hiicre ile iliskli yiizey molekiilleri olan CD127 ve CD25’in PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki yiizey ifadelerinin degisimin yiizdesel analizleri. D)
CD127 ve CD25’in PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre popiilasyonlarindaki ifadelerinin
temsili kontur grafikleri.
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LN’de bulunan CD4" T hiicrelerde inhibitor reseptorlerin CTLA-4, LAG-3 ve
TIM-3 ve literatiirde bir diger Tth hiicre belirteci olarak kabul goren es uyaran olan
ICOS vyiizey ifadesinin yiizdesel oranlar1 da analiz edildi (Sekil 9). Oncelikle LN’de
bulunan total CD4" T hiicrelerdeki CTLA-4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS ylizey
ifadeleri incelendiginde sirast ile; %4,08+1,28, %4,30+1,83, %6,77+£2,22, %11,70+2,5
ve %17,30+6,30 olarak tespit edilip, PD-1 inhibitdr reseptdr ylizey ifadesinden sonra
CD4" T hiicrelerin yiiksek oranda TIM-3 inhibit6r reseptoriinii de yiizeylerinde ifade
ettikleri gortldii (Sekil 9 A). CD4" T alt gruplarinda da TIM-3 orani analiz edildiginde
PD-1*CXCR5" Tth fenotipik belirteglerini bulunduran (%9,94+3,88) hiicrelerde diger
PD-1 ve CXCRS hiicre popiilasyonlarina kiyasla istatiksel olarak anlaml diizeyde
daha yiliksek TIM-3 ylizey ifadesi tespit edildi (Sekil 9 B). CD4" T hiicrelerinde bir
diger Tfh fenotipik belirteci olan ICOS yiizey ifadesi de incelendiginde PD-
1"CXCR5* ve PD-1"CXCRS5- hiicrelerde ICOS varliginin (sirast ile %84,54+11,76 ve
%79,49+13,76) diger PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" (siras1 ile %59,49+14,6 ve
%44,44+11,36) hiicre popiilasyonlarindan anlamli oranda daha yiiksek oldugu tespit
edildi (Sekil 9 C). Ayrica, PD-1"CXCRS5" popiilasyondaki ICOS MFI degeri de
dikkate alindiginda bu hiicrelerin yiizeylerinde ifade ettikleri ICOS proteinin
miktarinin ortalama olarak (2933+1432) tiim diger hiicre gruplarina gore PD-
I"CXCRS5" (1769+741), PD-1"CXCR5" (10424+582) ve PD-1"CXCRS5" (534+190)

popiilasyonlarindan kiyasla daha fazla oldugu goriildi.

61



A CD4* T hiicreler igindeki CD4* T hiicreler igindeki

- 25004 =
—TT 2000 FRRRE LI
. x L]
30 1500_ KAk oo
° = .o
® 20 . ‘IS' 2 1000 2o
o o :o. ° :
10 ‘ - 5001 . ‘ %
L °
JRE® o
A S < T ™ o0 7 8
T 2 = 8 ¢ T 2 =82 ¢
= 3 F = 3
o (8]
B CD4* T hiicreler igindeki CDA4* T hiicreler icindeki
% 3k ok k. ek
20 —= 800; —
T . :
5 o° d ° e
°\° - : 600{ ., .
0 40l e®° ° A
= 10 :'"’ .8. o0 ® E 400 e’ o0 * °
= o ee ° = H &' ’.’. *
5| ¥ ﬁ # 2000 * S T 0|
HO ° .
0 r r T r 0 r r r
in b i i th b i in
-4
E & § 8§ g5 8
o o 6 o gx.) O 5 tx.)
H % oa oa 4 9 a4 o«
e & 2 8 8 2 2 2
c CD4* T hiicreler igindeki CD4* T hiicreler igindeki
EXI I3 8000 ***i**
1007 2o o == 2 ] -
e .
801 ¢ T .., — 60004 .
o Se o0 o
R 60| o o M 0 s cee
3 o e &8 40004 °
o 0% o °
2 407 ee °° 2 ey .
N 2000{ .3, 22
20 . 0% 53° oo
: .0.. $
L[]
o— ob———e
+ . + ' '
2 2 2 B 2 2 2 2
S £ g g g ¢ g ¢
5 O 5 5 6 o 5 [8)
L L E e
1 L] 1] L] 1 I} 1 Q
2 2 2 & e & & &
D
JAN A /N AN
3 3 3 3=
[<] o o °
s / \ s //\ s / \ s /\
o~ =
. N LD \ A
e 2\ oy
IcoSPE TIM-3 PE CTLA-4 PERCP LAG-3 FITC
I AF PD1- CXCR5- 1 PD1-CXCR5* 1 PD1*CXCR5- 1 PD1*CXCR5*

Sekil 9. Meme kanseri hastalarinin lenf nodu (LN) drneklerinde, CD4" T hiicrelerinin inhibitdr ve es uyaran reseptor ekspresyon
oranlari. A) CD4" T hiicrelerdeki total CTLA4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS yiizey ifadelerinin oransal dagilimlar1 ve MFI
degerleri. B) PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5 " ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki TIM-3 yiizey ifadesinin
oransal dagilimi ve MFI degerleri (n=25). C) PD-1'CXCR5’, PD-1"CXCR5, PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre
popiilasyonlarindaki ICOS yiizey ifadesinin oransal dagilimi ve MFI degerleri (n=16). D) Otofloresan (AF), PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCR5", PD-1'"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5 hiicre popiilasyonlarindaki, CTLA4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS yiizey
ifadelerinin temsili histogram grafikleri. Istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta

*** 1n<0,0001 anlamhilikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark bulunmamasi durumu
da ns ile gosterilmektedir.
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4.1.2. CD8" T Hiicrelerinin immﬁnfenotiplendirilmesi ve Tth Iliskili Belirteclerin

Analiz Sonuclari

LN ve kan orneklerinden elde edilen hiicrelerde CD8* T hiicrelerin oransal
dagilimlar incelendiginde (Sekil 10 A), CD45" lenfositlerin igerisinden CD56CD3*
T hiicreleri igerisindeki CD8" T hiicrelerin oranlar1 kontrol kan, hasta kan ve LN
orneklerinde sirasiyla; %27,11£8,03, %31,97+£9,53 ve %16,13+8,40 oldugu tespit
edildi. Bu analiz sonucunda da hasta kanindaki CD45°CD3"CD8" T hiicrelerinin
oranin diger Ornek gruplarina kiyasla daha yiiksek oldugu saptandi. CD8" T
hiicrelerinin yiizeylerinde ne kadar PD-1 inhibitér reseptor eksprese ettikleri
arastirildiginda (Sekil 10 B), CD8"PD-1" T hiicre oranlarinin kontrol kan, hasta kan
ve LN Orneklerinde sirastyla; %8,99+1,23, %11,56+5,26 ve %15,94£8,11 oldugu
tespit edildi.

CD8'PD-1"T hiicrelerin ne kadarinin Tth fenotipik belirteglerini yiizeylerinde
ifade ettiklerini tespit etmek i¢in CD8'PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin oranlar
incelendiginde (Sekil 10 C) kontrol kan, hasta kan ve LN Orneklerinde sirasiyla;
%1,06+0,05, %1,53+0,75 ve %2,13+0,88 oldugu tespit edildi ve sonug olarak LN’de
diger gruplara oranla istatiksel olarak daha yiiksek oranda Tth fenotipik belirteclerini
bulunduran CD8PD-1"CXCRS5" T hiicrelerinin oldugu goriildi. Ayrica, CD8PD-
I"CXCR5" ve CD8PD-1"CXCR5" T hiicrelerinin de gruplar arasindaki oransal
dagilimi incelendi ve bu popiilasyonlar i¢in 6rnek gruplari arasinda anlamli bir fark

saptanmadi.

LN’den elde edilen 6rneklerde Tth fenotipik analizleri yapilirken PD-1 yiiksek
ve disiik ifade eden CD8"CXCRS5™ hiicrelerinin de oranlar: analiz edildi. CD8"PD-
1"CXCR5" hiicrelerinin igerisindeki PD-1Y%sek hijcrelerinin oram kontrol kan, hasta
kan ve LN orneklerinde sirasiyla; %22,10+14,55, %20,08+11,45 ve %24,44+12,87
olup gruplar arasinda anlami bir fark  goériilmedi. Ayrica, CD8PD-1"CXCR5"
hiicrelerin PD-19%% hjjcrelerin orani kontrol kan, hasta kan ve LN orneklerinde

strastyla; %74,68+5,15, %77,51+14,44 ve %75,30+13,21 olup gruplar arasinda anlam1
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bir fark tespit edilmedi. Tth iligkili belirtecleri bulunduran hiicrelerinin yiizdesel olarak
yiiksek tespit edilmesi ile LN’den elde edilen hiicre miktar1 fenotipik analizlerde
kullanilan LN agirligina oranlandiginda (Sekil 10 E) 24 hiicre/pg (ortanca deger, min-
max: 0-200) CD8PD-1"CXCRS5" Tth iliskili belirtegleri bulunduran hiicreler ile
analizlerin gerceklestirildigi tespit edildi.
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Sekil 10. Meme kanseri hastasi lenf nodu (LN) (n=20) ve periferik kan 6rnekleri (n=23) ile saglikli kontrol kan 6rneklerinde
(n=11) CD8" T hiicrelerinin yiizdesel oran ve miktarmin saptanmasi. A) CD8" T hiicrelerinin CD45" ve CD3" popiilasyonlar
igindeki 6rnek gruplari arasi yiizdesel dagilimi. B) CD8" T hiicrelerin igerisindeki PD-1" inhibitdr reseptdr oranin drnek gruplari
aras1 yiizdesel dagilimi. C) CD8" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin oranlar1.
D) PD-1"CXCRS5" hiicreler igersindeki PD-1¥* ye PD-14%% oranda ifade eden popiilasyonlarin érnek gruplar arasi oransal
dagihmi. E) CD8', CD8" PD-17, CD8" PD-1"CXCR5", CD8" PD-1"CXCR5" ve CD8" PD-1"CXCR5" popiilasyonlarin LN
orneklerinin agirligna oranlanarak mikro gram basina diisen hiicre miktarinin gosterimi. F) Otofloresan (AF), kontrol kan, meme
kanseri kani ve LN 6rneklerindeki PD-1 ve CXCRS yiizey ifadelerinin temsili histogram grafikleri. G) Kontrol kan, meme kanseri
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kani ve LN 6rneklerindeki PD-1 ve CXCRS yiizey ifadelerinin temsili nokta sagilim grafikleri. Istatiksel fark p<0,01 anlamhlikta
ise ** p<0,001 anlamlilikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasmda anlaml fark bulunmamasi durumu
da ns ile gosterilmistir.

LN’de bulunan CD8PD-1"CXCRS5" Tth fenotipik belirteglerini bulunduran
hiicrelerin, ekeftor ve/veya hafiza T hiicre fenotipik 6zelliklerini belirlemek amacl
yiizeylerinde eksprese ettikleri CCR7 ve CD45RO oranlar1 analiz edildi (Sekil 11 A-
B). Bu analiz sonucunda da CD8'PD-1"CXCR5" popiilasyonun %62,93+15,65
oraninda CCR7°CD45RO" hiicrelerden olustugu goriildii ve bu durum da CD8'PD-
1"CXCR5* hiicrelerin merkezi hafiza T hiicre fenotipik 6zelligini tagidigini gosterdi.
Ayrica, CD8PD-1"CXCRS5" popiilasyonu da diger PD-1 ve CXCRS popiilasyonlarina
oranla yiizeylerinde daha yiiksek oranda CCR7°'CD45RO" (%67,80+21,73)
bulundurdugu goriildiic ve boylelikle bu hiicrelerin  naif fenotipik 6zellik
tagtyabilecekleri desteklendi. Bunlarin haricinde, hem CD8'PD-1"CXCR5™ hem de
CD8'PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarinda diger popiilasyonlara kiyasla istatiksel
olarak anlamli oranda daha yiiksek CCR7*CD45RO" hiicreler oldugu saptandi.

CDS8" T hiicrelerinin hayatta kalmasinda etkili sinyal yolaklarin1 ve hafiza
fenotipik 6zelliklerini desteklemek i¢in ylizeylerindeki IL-2 reseptor (CD25) ve IL-7
reseptor (CD127) ifade oranlar1 da analiz edildi (Sekil 11 C-D). Bu analizler
sonucunda CD8PD-1"CXCRS5" Tth fenotipik belirteglerine sahip hiicrelerinin yiiksek
oranda CD127°CD25" fenotipindeki hiicreler oldugu (%86,30+5,79) ve boylelikle
efektor hafiza fenotipik 6zellik gosterebilecekleri goriildii. Ayrica, LN’den elde edilen
tim CD8" T hiicre popiilasyonlarinda CD127-CD25" regiilatéor T (Treg) hiicre
fenotipik belirtecine rastlanmadi. Ancak, hem PD-1"CXCRS5"* hem de PD-1"CXCR5"
popiilasyonlarda daha yiiksek oranda CD127"CD25" (%86,30+5,79 ve %90,27+5,14)
fenotipik belirtegleri goriildii ve PD-1"CXCRS5" hiicrelerin merkezi hafiza fenotipik

karakterizasyonu desteklendi.
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Sekil 11. Meme kanseri hastalarinin lenf nodu (LN) 6rneklerinde (n=19), CD8" T hiicrelerinin efektor, hafiza ve regiilator
fenotipik ozelliklerinin incelenmesi. A) Efektor ve hafiza T hiicre belirteglerinden CCR7 ve CD45RO’nun PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki yiizey ifadelerinin degisimin yiizdesel analizleri. B)
CCR7 ve CD45RO’nun PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5 hiicre popiilasyonlarindaki ifadelerinin
temsili kontur grafikleri. C) Regiilator T hiicre ile iliskli yiizey molekiilleri olan CD127 ve CD25’in PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki yiizey ifadelerinin degigimin yiizdesel analizleri. D)
CD127 ve CD25’in PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre popiilasyonlarindaki ifadelerinin
temsili kontur grafikleri.
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LN’den bulunan CD8" T hiicrelerinde PD-1 inhibitor reseptor ifadesi harici
CTLA-4, LAG-3 ve TIM-3 inhibitor reseptorlerinin ve bir diger Tth hiicre fenotipik
belirteci olarak kabul goren es uyaran molekiil ICOS yiizey ifadesinin yiizdesel
oranlar1 da analiz edildi (Sekil 12). LN’de bulunan total CD8" T hiicrelerdeki CTLA-
4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS yizey ifadeleri incelendiginde sirasi ile;
%4,16%1,67, %2,32+1,43, %7,59+2,47, %17,36£10,26 ve %27,05+9,14 olarak tespit
edilip, PD-1 ylizey ifadesinden sonra yiiksek oranda TIM-3 inhibit6r reseptoriiniin
yiizeylerinde ifade ettikleri goriildi (Sekil 12 A). Ayrica, TIM-3 inhibitor
reseptoriniin CD8PD-1"CXCR5" Tth fenotipik belirteci bulunduran hiicrelerde
(%22,3148,58) diger PD-1 ve CXCRS hiicre popiilasyonlarina oranla daha yiiksek
ifadesi gozlendi (Sekil 12 B, D). CD8" T hiicrelerinde bir diger Tth fenotipik belirteci
olan ICOS yiizey ifadesi de incelendiginde PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5
hiicrelerde ICOS varliginin (sirasi ile %42,50+11,10 ve %41,89+10,16) diger PD-1"
CXCR5" ve PD-1"CXCR5 (swrast ile %23,24+6,81 ve %18,61+5,83) hiicre
popiilasyonlarina kiyasla istatiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu tespit
edildi (Sekil 12 C). Ayrica, hedef popiilasyonlardaki ICOS MFI degerleri de
karsilastirildiginda PD-1"CXCR5" (1120+699,3) ve PD-1"CXCR5" (839,94+359,6)
hiicre  popiilasyonlarinda PD-1"CXCRS5" (607,3+426,4) ve PD-1"CXCR5"
(332,3+104,7) hiicre popiilasyonlarina gore istatiksel olarak anlamli diizeyde daha

fazla ICOS protein ifadesinin varlig1 saptandi.
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Sekil 12. Meme kanseri hastalarinin lenf nodu (LN) 6rneklerinde (n=16), CD8" T hiicrelerinin inhibitér ve es uyaran reseptor
ekspresyon oranlari. A) CD8" T hiicrelerdeki total CTLA4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS yiizey ifadelerinin oransal dagilimlart
ve MFI degerleri. B) PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindaki TIM-3 yiizey
ifadesinin oransal dagilimi ve MFI degerleri. C) PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5’, PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5 hiicre
popiilasyonlarindaki ICOS yiizey ifadesinin oransal dagilimi ve MFI degerleri. D) Otofloresan (AF), PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCRS5", PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCR5" hiicrelerdeki, CTLA4, LAG-3, TIM-3, PD-1 ve ICOS yiizey ifadelerinin temsili
histogram grafikleri. istatiksel fark p<0,05 anlamhlikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ***  p<0,0001
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anlamlilikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasinda anlamh fark bulunmamasi durumu da ns ile
gosterilmektedir.

4.1.3. CD4" ve CD8* T ve Tth lliskili Belirteclerin Dagilimlariin Klinik Veriler

ile Analiz Sonuclari

Meme kanseri LN ve periferik kan drneklerinden fenotipik karakterizasyonu
gergeklestirilen CD4" ve CD8" T hiicrelerinin 6rneklerdeki oransal dagilimlari;
neoadjuvan/adjuvan kullanimina, erken klinik evre (0,L1II)/ge¢ klinik evre (III, IV)
durumlarina, histopatolojik evre (II/III) durumlarina ve kanser dokusundaki HER2

ifadelerine gore analiz edildi.

CD4" T hiicrelerdeki PD-1 ve CXCRS5 dagilimlarinin neoadjuvan ve adjuvan
tedavi alan hastalar arasinda farkli olmadig1 goriildii. Ancak, adjuvan tedavi alan
hastalarin LN’sinde bulunan PD-1"CXCRS5" hiicrelerin oraninin kan orneklerine
kiyasla istatiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Ayrica, PD-
I"CXCRS5" hiicrelerin oraninin adjuvan tedavi alan hastalarin kaninda LN’ye oranla
anlamli oranda daha yiiksek oldugu goriildi. Klinik evreye baglh yiizdesel oran
kiyaslamalarinda da evreler arasit anlamli bir fark goriilmezken, klinik evre 0, I, II
hastalarinin LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla anlamli oranda PD-1"CXCRS5" ve PD-
1"CXCRS5  hiicrelerin istatiksel olarak yiiksek oldugu saptandi. Klinik evrelere gore
analiz sonuglarina benzer bir sekilde, histopatolojik evrelere gore analizler de
gerceklestirildiginde, histopatolojik evre I ve I1I’de hiicre popiilasyonlarinda yiizdesel
olarak anlaml1 bir farklilik gériilmemekle birlikte, histopatoloik evre II hasta grubunun
LN’sinde kan Orneklerine kiyasla anlamli oranda PD-1"CXCRS5" hiicre
poplilasyonunun yiizdesi yliksek saptandi. HER2 ifadesi bulunan hastalar ile
bulundurmayan hastalar arasinda hedef popiilasyonlarda yiizdesel olarak anlamli bir
fark goriilmezken HER2" olan hastalarin LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla istatiksel
olarak anlamli diizeyde daha yiiksek PD-1"CXCRS5 hiicreler tespit edildi (Tablo 14,
Sekil 13).
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Tablo 14. CD4" T hiicrelerin PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" alt gruplarinin hasta kan ve lenf nodu (LN)
orneklerindeki yiizdesel ortalamlarinin neoadjuvan ve adjuvan tedaviye, klinik ve histopatolojik evrelere ve HER2 ifadesine gére
analizleri. Yiizdeler popiilasyonlarin ortlama degerleri olup +- standart sapma ile belirtilmistir. istatiksel degerlendirme olarak
gruplar arasinda Student T-test uygulanmistir ve istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamhlikta ise **, p<0,001
anlamlilikta *** p<0,0001 anlamlilikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasinda anlamh fark
bulunmamast durumu da ns ile gosterilmektedir.

Siniflandirma n CD4"PD-1"CXCR5" CD4'PD-1'CXCR5 CD4'PD-1"'CXCRS5*
sayis1
Neoadjuvan tedavi LN 8 %2,34 +- 1,15 %8,37 +-2,55 %14,94 +-6,09
Neoadjuvan tedavi Kan 9 %1,54 +- 0,49 %6,19 +-2,85 %15,91 +-6,84
Adjuvan tedavi LN 18 %2,14 +-0,67 %9,20 +-2,59 %10,65 +-2,82
Adjuvan tedavi Kan 19 %1,80 +-0,90 %7,22 +-2,15 %12,61 +-3,06
Neoadjuvan tedavi LN vs. Kan ns ns ns
Adjuvan tedavi LN vs. Kan ns *p=0,0168 *p=0,0384
LN neoadjuvan tedavi vs. adjuvan ns ns ns
Kan neoadjuvan tedavi vs. adjuvan ns ns ns
Klinik evre 0, I, IT LN 23 %2,17 +-0,73 %9,05 +-2,48 %12,44 +-4,61
Klinik evre 0, I, IT Kan 25 %1,60 +-0,70 %7,18 +-2,37 %13,47 +-4,82
Klinik evre III, IV LN 5 %2,28 +-1,18 %8,43 +-2,68 %39,55 +-2,96
Klinik evre III, IV Kan 5 %2,25 +-0,96 %35,58 +-1,97 %14,24 +-3,59
Klinik evre 0, I, IT LN vs. Kan ** p=0,006 *p=0,0102 ns
Klinik evre IIL, IV LN vs. Kan ns ns ns
LN Kklinik evre 0, I, IT vs I1L, IV ns ns ns
Kan klinik evre 0, I, IT vs I1L, IV ns ns ns
Histopatolojik evre II LN 12 %2,35 +-0,93 %9,03 +-2,84 %12,55 +-5,33
Histopatolojik evre II Kan 13 %1,60 +-0,67 %06,88 +-2,66 %12,86 +-3,44
Histopatolojik evre III LN 11 %2,00 +-0,65 %8,47 +-2,45 %12,16 +-3,88
Histopatolojik evre 111 Kan 12 %1,61 +-0,79 %6,96 +-2,47 %13,62 +-5,94
Histopatolojik evre II LN vs. Kan *p=0,0291 ns ns
Histopatolojik evre III LN vs. Kan ns ns ns
LN Histopatolojik evre II vs. III ns ns ns
Kan Histopatolojik evre II vs. 11T ns ns ns
HER2" LN 5 %1,90 +-0,99 %7,65 +-3,27 %8,94 +-2,15
HER2" Kan 7 %1,63 +-0,77 %7,04 +-1,90 %12,44 +-4.91
HER2 LN 22 %2,21 +-0,83 % 9,11 +-2,34 %12,69 +-4,60
HER2" Kan 20 %1,79 +-0,82 %6,86 +-2,62 % 14,08 +-4,74
HER2'LN vs. Kan ns ns ns
HER2" LN vs. Kan ns ** p=0.0011 ns
LN HER2" vs. HER2 ns ns ns
Kan HER2" vs. HER2" ns ns ns
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Sekil 13. CD4" T hiicrelerin PD-1"CXCR5", PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5" alt gruplarinin yiizdesel dagilimmin neoadjuvan
tedavi, klinik evre, hitopatolojik evre ve HER?2 ifadesine gore dagilimi. A) CD4" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCRS5 ve PD-1
CXCR5" alt gruplarnin yiizdesel ifadelerinin neoadjuvan veya adjuvan tedavi almis gruplar arasi dagilimi. B) CD4" T hiicreler
igerisindeki PD-1"CXCR5 " ve PD-1"CXCRS5  hiicrelerinin yiizdesel oranlarinin klinik evre 0, I, IL, IIT ve IV gruplari arasi dagilimi.
C) CD4" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiizdesel oranlarinin histopatolojik evre II ve III gruplari arasi
dagilimi. D) CD4" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCR5" hiicrelerinin HER2" ve HER2" gruplari arast yiizdesel dagilim. Istatiksel
degerlendirme olarak gruplar arasinda Student T-test uygulanmustir ve istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01
anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ***, p<0,0001 anlamhlikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar
arasinda anlamli fark bulunmamasi durumu da ns ile gosterilmektedir.

CD4" T hiicre popiilasyonlarindakine benzer sekilde klinik veriler ile CD8* T
hiicrelerde PD-1 ve CXCRS5 oransal dagilimlarinin klinik veriler ile analizleri
gergeklestirildi. LN’deki CD8"PD-1"CXCR5" hiicrelerin oraninin neodajuvan alan
hastalarda daha yiiksek oldugu ve CD8'PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin oranmin da
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adjuvan alan hastalarda daha yiliksek oldugu saptandi. Diger hedef hiicre
poptilasyonlar1 ile neodajuvan ve adjuvan kullanimi arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. Ayrica, adjuvan tedavi alan hastalarin LN’sinde bulunan PD-1"CXCRS5*
ve PD-1"CXCRS5 hiicrelerin oranlart kan 6rneklerine kiyasla istatiksel olarak anlaml
oranda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Klinik evreye bagli oransal dagilim
kiyaslamalarinda da klinik evre 0, I, IT hastalarinin LN 6rneklerinde klinik evre III, IV
hastalarina kiyasla PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiizdeleri istatiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek saptandi. Klinik evre I, II, III hastalarinin da LN 6rneklerinde PD-
1"CXCRS5" hiicre popiilasyonu kan 6rneklerine oranla istatiksel olarak anlamli oranda
yiikseklik tespit edildi. Histopatolojik evre II ve III arasinda hedef hiicre
popiilasyonlar1 yiizdesel olarak anlamli bir farklilik gdstermemekle birlikte,
histopatoloik evre III hasta grubunun LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla anlamli oranda
PD-1"CXCRS5" hiicre yiizdesi yiiksek saptandi. HER2 ifadesi olan hastalar ile
bulundurmayan hastalar arasinda da hedef hiicre popiilasyonlarinda yiizdesel olarak
anlamli bir fark goriilmezken HER2" olan hastalarin LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla
istatiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek PD-1"CXCRS5" hiicrelerin yiizdesi tespit
edildi (Tablo 15, Sekil 14).

73



Tablo 15. CD8" T hiicrelerin PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" alt gruplarinin hasta kan ve lenf nodu (LN)
orneklerindeki yiizdesel ortalamlarinin neoadjuvan ve adjuvan tedaviye, klinik ve histopatolojik evrelere ve HER2 ifadesine gére
analizleri. Yiizdeler popiilasyonlarm ortlama degerleri olup +- standart sapma ile belirtilmistir. Istatiksel degerlendirme olarak
gruplar arasinda Student T-test uygulanmistir ve istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamhlikta ise **, p<0,001
anlamlilikta *** p<0,0001 anlamlilikta ise **** olarak gosterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamasit durumu da ns ile gosterilmektedir.

Siniflandirma n CD8'PD-1"CXCR5" CD8'PD-1"CXCR5" CD8PD-1"CXCR5’
sayisl
Neoadjuvan tedavi LN 6 %1,58 +-0,45 %7,833 +-2,79 %12,37 +-7,19
Neoadjuvan tedavi Kan 5 %1,51 +-0,73 %8,73 +-6,24 %13,63 +-4,12
Adjuvan tedavi LN 15 %2,30 +-0,90 %16,23 +-8,00 %7,55 +-2,89
Adjuvan tedavi Kan 16 %1,53 +-0,84 %11,01 +-4,77 %10,01 +-5,06
Neoadjuvan tedavi LN vs. Kan ns ns ns
Adjuvan tedavi LN vs. Kan ** p=0,0054 * p=0,045 ns
LN neoadjuvan tedavi vs. adjuvan ns *p=0,0236 * p=0,042
PB neoadjuvan tedavi vs. adjuvan ns ns ns
Klinik evre 0, I, IT LN 19 % 2,20 +-0,93 %14,11 +-8,03 %10,09 +-5,65
Klinik evre 0, I, IT Kan 21 %1,57 +-0,78 %35,003 +-1,12 %11,58 +-4,87
Klinik evre III, IV LN 3 %1,69 +-0,13 %12,80 +-2,91 %4,59 +-1,11
Klinik evre III, IV Kan 3 %1,26 +-0,40 %10,74 +-4,78 %7,16 +-4,39
Klinik evre 0, I, IT LN vs. Kan *p=0.0213 ns ns
Klinik evre IIL, IV LN vs. Kan ns ns ns
LN Klinik evre 0, I, IT vs III, IV ns ns *p=0,0208
PB Klinik evre 0, I, IT vs III, IV ns ns ns
Histopatolojik evre II LN 9 %2,22 +-1,07 % 14,34 +-11,19 %10,92 +-6,24
Histopatolojik evre II Kan 10 %1,65 +-0,70 %9,95 +-5,59 %12,57 +-5,26
Histopatolojik evre III LN 8 %2,16 +-0,67 %13,68 +-4,08 %3,03 +-3,29
Histopatolojik evre 111 Kan 10 %1,44 +-0,94 %10,53 +-5,02 %39,56 +-4,50
Histopatolojik evre II LN vs. Kan ns ns ns
Histopatolojik evre III LN vs. Kan *p=0,012 ns ns
LN Histopatolojik evre II vs. III ns ns ns
Kan Histopatolojik evre II vs. ITT ns ns ns
HER2" LN 4 %2,28 +-1,04 %12,77 +-4,28 %7,59 +-3,23
HER2" Kan 5 %1,56 +-0,59 %10,98 +-5,21 %39,53 +-5,02
HER2 LN 16 %2,04 +-0,83 %14,08 +-8,52 %39,35 +-5,30
HER2 Kan 17 %1,53 +-0,84 %10,12 +-5,05 %11,29 +-5,09
HER2'LN vs. Kan ns ns ns
HER2" LN vs. Kan * p=0,049 ns ns
LN HER2" vs. HER2 ns ns ns
Kan HER2" vs. HER2" ns ns ns
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Sekil 14. CD8" T hiicrelerin PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" alt gruplarinin yiizdesel dagilimmin neoadjuvan
tedavi, klinik evre, hitopatolojik evre ve HER2 ifadesine gére dagilimi. A) CD8" T hiicreler igerisindeki T hiicreler igerisindeki
PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" alt gruplarinin yiizdesel ifadelerinin neoadjuvan veya adjuvan tedavi almig
gruplar aras1 dagilimi. B) CD8" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5 " hiicrelerinin yiizdesel oranlarinin klinik
evre 0, I, II, ITI ve IV gruplar arast dagilimi. C) CD8" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCR5" hiicrelerinin yiizdesel oranlarinin
histopatolojik evre II ve III gruplart arasi dagilimi. D) CD8" T hiicreler igerisindeki PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiizdesel
oranlarinin HER2" ve HER2" gruplari aras1 dagilimu. Istatiksel degerlendirme olarak gruplar arasinda Student T-test uygulanmistir
ve istatiksel fark p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ***, p<0,0001 anlamlilikta ise ****
olarak gésterilmektedir. Istatiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark bulunmamas: durumu da ns ile gosterilmektedir.
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4.2. Meme Kanseri Lenf Nodu Kesitlerinden immiin Floresan Boyama

Sonuclari

Meme kanseri hastalariin LN 6rneklerinden alinan doku kesitlerinden CD4,
CD19 ve BCL6 boyamalar1 yapildi. DAPI boyamas: ile hiicrelerin g¢ekirdekleri
boyanarak LN kesitlerinde tahmini germinal merkez bolgeleri belirlendi. CD4* T
hiicreler ile CD19" B hiicrelerin etkilesimi ve LN’de bulunduklart boélgelerin
analizlileri yapildiginda; CD4" T hiicrelerinin LN parakorteks T hiicre bolgesindeki
bulunan hiicrelerin biiyiik bir boliimiinii olusturdugu ve germinal merkez aydinlik
bolgesinde (light zone) yerlesik bir sekilde bulundugu tespit edildi. CD19" B
hiicrelerin de germinal merkez karanlik bolgesinde (dark zone) yiiksek oranda oldugu
saptandi. Bu B hiicrelerin diisiik oranda da olsa aydinlik bolgedeki CD4" T hiicreler
ile etkilesim halinde oldugu goriildii. Ayn1 zamanda CD4" T hiicrelerin germinal
merkez T:B hiicre sinir bolgesinde dizildigi ve germinal merkezde bulunan T:B sinir
bolgesinde olan CD19" B hiicreler ile etkilesim halinde olduklar1 tespit edildi (Sekil
15 A). CD19" B hiicreler ile etkilesim halinde olan T hiicrelerin Tth 6zelliklerini
dogrulamak amacli da ayni hastanin seri doku kesitlerinde BCL6 immiinfloresan
boyamasi yapildiginda germinal merkeze konumlanan CD4" T hiicrelerin BCL6*
hiicreler oldugu ve ayni zamanda T:B sinir bolgesinde bulunan CD4" T hiicrelerin de

yiiksek oranda BCL6 pozitif Tfh karakterinde hiicreler oldugu goriildii (Sekil 15 B).
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Sekil 15. Meme kanseri hastalarinin lenf nodu kesitlerinden immiin floresan boyama ile CD4'BCL6" T hiicrelerinin ve CD19° B
hiicrelerinin etkilesiminin lenf nodu béliimlerinde tespiti. Korteks alt1 bolge, GC: germinal merkez, LZ: aydinlik bélge, DZ:
karanlik bolge ve T:B: T ve B hiicre smir bolgesinde bulunan A) CD4 ve CDI19 hiicrelerinin gosterimi B) CD4 ve BCL-6
hiicrelerinin gdsterimi.

4.3. CD4" T Hiicrelerin Uyarim Sonrasi Proliferasyonu ve PD-1"CXCR5" Tth

Mliskili Belirtecleri Tasiyan Hiicrelere Farklhilasmasi

Meme kanseri LN’sinden, hasta kan ve saglikli kontrol kanindan saflastirilan
CD4" T hiicrelerin anti-CD3 antikoru ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan 0., 12.,
24., 48. ve 72. saatlerde bu CD4" T hiicrelerin PD-1"CXCRS5™" Tth iliskili belirtegleri
tastyan hiicrelere doniisiimleri akim sitometrik teknikler araciligi ile analiz edildi.
CD4" T hiicrelerin uyarimindan 72 saat sonra, kontrol kan, hasta kan ve LN
orneklerinde ortalama PD-1 ylizdeleri sirast ile 9%38,11+£10, %42,04+£19,11 ve
%71,21£15,35, olarak tespit edildi ve LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin diger
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ornek gruplarina kiyasla istatiksel olarak anlamli bir diizeyde PD-1 ylizey ifadesini
arttirdigi gortildii. Aym sekilde, LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin uyarimindan
48 saat sonra da diger ornek gruplarina gore istsatiksel olarak anlamli oranda daha
yiiksek CXCRS5’1 yiizeyinde ifade ettigi ve bu CXCRS5’in oranin diger Ornek
gruplarinda sabit kalirken LN’den elde edilen hiicrelerde 72 saat boyunca arttig1 da
tespit edildi (Sekil 16 A-B). Ayrica, LN’den elde edilen CD4* T hiicrelerin 48 saat
sonunda PD-1"CXCRS5" hiicrelere diger ornek gruplarina gore istatiksel olarak daha
hizl1 doniistigli saptandi ve 72 saat sonunda kontrol kan, hasta kan ve LN 6rneklerinde
strastyla; %7,9243,99, %13,41£8,57 ve %40,78+14,75 olarak tespit edildi. Ayrica,
tim orneklerde PD-1"CXCRS5 ve PD-1"CXCRS5" hiicre gruplarinin CD4" T hiicrelerin
uyarimi sonrast artist da analiz edildiginde tiim gruplarda PD-1*CXCRS hiicrelerin 0.
saate kiyasla 72. saat sonunda artti§1 ancak Ornekler arasinda yiizdesel fark
bulunmadigi tespit edilirken, PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonun 0. saate oranla 72.
saat sonunda da tiim 6rnek gruplarinda uyarim oncesine gore istatiksel olarak anlaml

diizeyde artmadig1 goriildii (Sekil 16 C).

Ayni zamanda, tim 6rneklerden elde edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve
anti-CD28 boncuklar1 ile uyarimlar1 sonucu proliferasyonlar1 da analiz edildiginde
kontrol kan, hasta kan ve LN 6rneklerinde sirasiyla; %71,08+11,43, %49,43+24,73 ve
%76,63+£15,11 olarak saptandi ve bunun sonucunda da LN’de bulunan CD4" T
hiicrelerin hasta kanina oranla daha yiiksek oranda proliferatif oldugu goriilmekle
birlikte, saglikli kisilerin kanindan elde edilen CD4" T hiicrelerin de hasta kanindan
elde edilen CD4" T hiicrelere gore daha yiiksek proliferasyona sahip oldugu gozlendi.
Tim orneklerden aliman CD4" T hiicrelerin ilk iki dublikasyonundan biiyiik
proliferasyonlar1 da analiz edildiginde, LN’den izole edilen CD4" T hiicrelerinin kan
orneklerinden izole edilenlere kiyasla daha yiiksek kapasitede prolifere

(%49,91£13,49) olduklar1 saptand1 (Sekil 16 D-F).

CD4" T hicrelerin uyarimlarindan 72 saat sonra PD-1"CXCR5" Tth
fenotipindeki hiicrelere yiiksek oranda farklilagmasi sonucu tiim drnekler i¢in PD-1 ve
CXCRS5 yiizey ifadeleri de dikkate alinarak proliferasyon analizi de gerceklestirildi
(Sekil 16 G-I). Hasta kanindan elde edilen PD-1"CXCRS5" hiicrelerin kontrol kan ve

LN orneklerine kiyasla daha diisiik oranda prolifere oldugu ancak tiim hedef hiicre
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popiilasyonlarina gore daha yiiksek oranda proliferasyona sahip oldugu gozlendi.
Buna ek olarak, LN orneklerinde PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCRS5- hiicrelerin
proliferasyonun birbirine ¢ok yakin oldugu (%78,25+8,54 ve %78,45+13,68) ve her
iki hiicre popiilasyonun da PD-1"CXCRS5" hiicrelere oranla (%56,98+18,78) daha
yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip oldugu tespit edildi. Hasta kanindan alinan
orneklerde de benzer sekilde en yiiksek proliferasyon kapasitesinin PD-1"CXCR5"
hiicrelere ait oldugu saptandi. Ancak, PD-1"CXCR5" ile PD-1"CXCR5- hiicrelerin
proliferasyonu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (%61,49+25,05 ve
%56,79+24,45). Saglikli kan 6rneginde de PD-1"CXCR57(%75,45+14,41) hiicrelerin
proliferasyonun diger hiicre popiilasyonlarina oranla yiiksek oldugu ancak yine PD-
I"CXCRS5" (%63,67+12,84) hiicrelerin proliferasyonu ile arasinda anlamli bir fark

olmadig goriildii.
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Sekil 16. Meme kanseri lenfnodu (LN), periferik kan ve kontrol kan 6rnek gruplarindan elde edilen PMNH’lerden, CD4" MACS
sonrasl izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan sonra zamana baglh PD-1 ve CXCR5
yiizey ekspresyon degisimi ve proliferasyonlari. A) Lenf nodu (LN) (n=10), periferik kanindan (n=11) ve kontrol kan (n=6)
orneklerindeki CD4" T hiicrelerdeki PD-1 ve CXCRS5’in uyarim sonrast yiizey ekspresyonunun zamana bagl yiizdesel degisimi.
B) CD4" T hiicreler igerisindeki uyarim sonrast PD-1 ve CXCRS5 yiizey ifadelerinin zamana bagh degisiminin drnek gruplarinda
0. ve 72. saatler i¢in temsili nokta sa¢ilim grafikleri. C) Lenf nodu (LN) (n=10), periferik kanindan (n=11) ve kontrol kan (n=6)
orneklerindeki CD4" T hiicreler igerisindeki uyarim sonrast PD-1"CXCR5", PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5"
hiicre popiilasyonlarinda yiizey ifadelerinin zamana baglh yiizdesel degisimi. D) Lenf nodu (LN) (n=8), periferik kanindan (n=8)
ve kontrol kan (n=6) 6rneklerindeki CD4" T hiicrelerin uyarim sonrast 72. saatte proliferasyonlarmnimn yiizdesel gésterimi E) Tlk
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iki dublikasyondan biiyiik proliferasyonun yiizdesel gosteriminin 6rnek gruplari arasindaki dagilimi. F) CD4" T hiicrelerin uyarim
sonrasi 72. saatteki proliferasyonlarmin érnek gruplari arasindaki dagilimmin temsili histogram grafikleri. G) CD4" T hiicreler
igerisindeki uyarimdan 72 saat sonra PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5 hiicre popiilasyonlarin
proliferasyonlarinin yiizdesel olarak érnek gruplart arasindaki dagilimi. H) CD4" T hiicreler igerisindeki uyarimdan énce ve 72
saat sonra PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre popiilasyonlarin gruplar arasindaki yiizdesel
degisimleri. I) CD4" T hiicreler igerisindeki uyarimdan 72 saat sonra PD-1"CXCR5", PD-1'CXCRS5", PD-1"CXCR5" ve PD-1
CXCRS5' hiicre popiilasyonlarin érnek gruplari arasindaki dagilimmin temsili histogram grafikleri. Istatiksel fark p<0,05
anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlihkta ise *** p<0,0001 anlamhlikta ise **** olarak
gosterilmektedir.

4.4. Anti-CD3 ve Anti-CD28 Uyarimi ile CD4" T hiicrelerinde Tfh Fenotipinin ve

Erken Aktivasyon Belirteclerinin Zamana Bagh Degisimi

Meme kanseri LN’sinden, hasta kan ve saglikli kontrol kanindan saflastirilan
CD4" T hiicrelerin anti-CD3/CD28 boncuklari ile uyarimindan; 0., 12. ve 24. saatlerde
bu CD4" T hiicrelerin Tth iliskili belirtecler olan PD-1 ve CXCRS yiizey ifade
degisimlerine paralel olarak bu hiicre popiilasyonlarinda CD154, CD25 ve CD69
erken aktivasyon belirteclerinin ylizey ifadelerinin zamana bagh degisimi akim

sitometrik teknikler araciligi ile analiz edildi (Sekil 17, Sekil 18).

CD154 yiizey ifadesinde 0, 12 ve 24 saat siirecinde saglikli kan 6rneklerinde
arttig1 ancak tiim zaman araliklarinda CD4" T hiicre popiilasyonlarindan ifade edilen
CD154 oranlarinda farklilik tespit edilmedi. Uyarimdan 24 saat sonra hasta kanindaki
PD-1"CXCR5" (%50,36+16,98) hiicrelerinin PD-1"CXCR5" (%35,65+16,98), PD-1
CXCRS5" (%36,89+16,98) ve PD-1"CXCRS5 (%27,82+18,01) hiicrelerine gore
istatiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek CD154 yiizeylerinde ifade ettikleri
goriildii. LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin uyarimindan 12 saat sonra PD-
I"CXCR5" (%55,45+18,22) hiicrelerinin, PD-1"CXCR57(%38,35+18,71), PD-1
CXCR5" (%34,35+18,23) ve PD-1"CXCR5" (%29,09+12,76) hiicrelerine kiyasla
istatiksel olarak anlamli oranda daha yiiksek CD154 ylizey ekspresyonunu arttirdigi
saptandi. LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin uyarimdan 24 saat sonra da PD-
I"CXCR5"  (%58,64+17,81) ve PD-1"CXCR5  (%45,88+18,44)  hiicre
popiilasyonlariin PD-1"CXCR5" (%29,07+13,26) ve PD-1"CXCR5" (%28,41+10,92)

hiicre popiilasyonlarina gére CD154 ylizey eksresyonlarini arttirdigi tespit edildi.

CD2S5 yiizey ifadesinin de tiim 6rneklerdeki CD4" T hiicre popiilasyonlarindan

0, 12 ve 24 saatlik uyarim siiresince arttig1 ve 24 saat sonunda plotaya ulastig1 tespit
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edildi. Ayrica, saglikli kan Orneklerinin uyarimdan 12 saat sonra; PD-1"CXCRS5*
(%78,20£7,24) ve PD-1"CXCR5(%72,30+10,96) hiicre popiilasyonlarinda, PD-1
CXCR5" (%59,93+12,34) ve PD-1"CXCR5 (%48,65+12,57) hiicre popiilasyonlarina
kiyasla istatiksel olarak yliksek oranda CD25 goriildii ve bu popiilasyonlar arasindaki
anlamli fark 24 saat sonunda da tespit edidi. Hasta kan 6rnekleri ile yapilan ¢calismada
da 24 saat uyarim sonucunda PD-1"CXCRS5" (%77+15,01) hiicre popiilasyonunun
sadece PD-1"CXCRS5" (%52,25+20,49) popiilasyonuna gore istatiksel olarak anlamli
oranda yliksek CD25 yiizey ifadesine sahip oldugu saptandi. Hasta kan 6rneklerine
benzer sekilde LN’de de PD-1"CXCR5" (%79,20+9,87) hiicrelerinin PD-1"CXCR5"
(%49,03+14,30) popiilasyonuna kiyasla istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek CD25

goriildil.

CD69 yiizey ifadesinin de tiim 6rneklerdeki CD4" T hiicre popiilasyonlarinda
0, 12 ve 24. saatte arttig1 ve 24 saat sonrasinda plotaya ulastig1 tespit edildi. Ayrica,
saglikli kan orneklerinin uyarimdan 12 saat sonra; PD-1"CXCRS5" (%87,02+7,63)
hiicre popitilasyonunda PD-1"CXCRS5" (51,07+17,44) hiicre popiilasyonuna gore
istatiksel olarak anlamli oranda yiliksek CD69 ifade edildigi goriildii ve bu anlamlilik
24 saat sonunda da tespit edidi. Hasta kan ornekleri ile yapilan ¢calismada da 24 saat
uyarim sonucunda tiim hedef popiilasyonlardaki CD69 yiizey ifadelerinin zamana
bagli olarak arttig1, ancak 24 saat sonunda hedef hiicre popiilasyonlar1 arasinda CD69
ifadesinde anlamli bir fark goriilmedigi tespit edildi (PD-1"CXCR5": %70,53+20,95,
PD-1"CXCR5:  %59,59+26,83, PD-1"CXCRS5": %063,22+27,09, PD-1"CXCR5:
%352,60+25,21). LN 6rmeklerinde de diger 6rnek gruplarindan farkli olarak uyarimdan
once CD69 ylizey ifadesinin PD-1"CXCRS5" (%43,67+4,64) ve PD-1"CXCR5"
(%40,37+7,42) hiicre popiilasyonlarindaki CD69 ifadesinin oraninin PD-1"CXCR5*
(%22,46+£6,23) ve PD-1"CXCRS5™ (%21,794£7,35) hiicrelerdeki CD69 oranindan
istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu saptandi. Ayni sekilde, uyarimdan 24
saat sonra da PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCRS5" popiilasyonlardaki CD69 oranlarinin
uyarim Oncesine oranla arttigi ve PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5  hiicre
poplilasyonlarindan istatiksel olarak anlamli oranda daha fazla CD69 yiizey ifadesine

sahip oldugu goriildii. Sonug olarak, 24 saat uyarim sonrasi 6rnek gruplari ve CD4" T
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hiicrelerdeki PD-1 ve CXCRS5 ifadesi fark etmeksizin tiim hedef hiicre gruplarinda
genel olarak CD69 yiizey ifadesinin yiiksek oldugu tespit edildi.
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Sekil 17. Meme kanseri lenf nodu (LN) (n=11), periferik kanindan (n=12) ve kontrol kan (n=6) drnek gruplarindan elde edilen
PMNH’lerden, CD4"MACS sonrast izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan sonra PD-
1 ve CXCRS bagiml popiilasyonlarda erken aktivasyon belirteclerinin (CD154, CD25, CD69) zamana bagl ylizey ekspresyon
degisimi. A) Uyarimindan 6nce 0. saatte ve uyarimdan sonraki 12. ve 24. saatlerde PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5’
ve PD-1"CXCRS hiicre popiilasyonlarinin yiizeylerinde ifade ettikleri CD154, CD25 ve CD69 6rnek gruplar: arasinda degisimi.
B) Uyarimdan 24 saat sonra PD-1"CXCR5’, PD-1"CXCR5°, PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarinin
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yiizeylerinde ifade ettikleri CD154, CD25 ve CD69 6rnek gruplari arasinda degisimi. C) Uyarimdan 24 saat sonra PD-1"CXCR5",
PD-1"CXCR5’, PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarinin yiizeylerinde ifade ettikleri CD154, CD25 ve CD69
ornek gruplari arasinda degisiminin temsili histogram grafigi. Istatiksel farkliliklar ayn1 zamandaki popiilasyonlar igin kiyaslandi
ve p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ise ***, p<0,0001 anlamlilikta ise **** olarak
gosterildi.
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Sekil 18. Meme kanseri lenf nodu (LN), periferik kanindan ve kontrol kan drnek gruplarindan elde edilen PMNH’lerden, CD4’
MACS sonrast izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan sonra PD-1ve CXCRS5 bagimli
popiilasyonlarda erken aktivasyon belirteglerinin A) CD154, B)CD25, C)CD69 0. ve 72. saatlerde ylizey ekspresyon degisiminin
temsili histogrami.
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4.5. Anti-CD3 ve Anti-CD28 Uyarimi ile CD4" T hiicrelerinde Tfh Fenotipinin ve

Inhibitér Reseptorlerinin Zamana Bagh Degisimi

Meme kanseri LN’sinden, hasta kan ve saglikli kontrol kanindan saflastirilan
CD4" T hiicrelerin anti-CD3/CD28 boncuklar1 ile uyarimindan; 0, 24, 48 ve 72
saatlerde bu CD4" T hiicrelerin Tth iliskili belirtegler olan PD-1 ve CXCRS5 yiizey
ifade degisimlerine paralel olarak bu hiicre popiilasyonlarinda CTLA-4, LAG3 ve
TIM-3 inhibitdr reseptor yiizey ifadelerinin zamana bagli degisimi akim sitometrik

teknikler aracilig1 ile analiz edildi (Sekil 19, Sekil 20).

CTLA-4’lin 0, 24, 48 ve 72 saat uyarim siiresince diisiik oranda kan ve LN
orneklerinde arttig1 gorildii. Saglikli kanda; 48 saat uyarim sonrasinda PD-1"CXCR5*
(%16,77+£5,66) ve PD-1"CXCR5 (%]14,50+£5,49) hiicrelerde PD-1"CXCRS5*
(%7,20+3,09) ve PD-1"CXCR5" (%3,18+1,87) hiicrelere gore istatiksel olarak daha
yiiksek CTLA-4 yiizey ifadesi tespit edildi. Ayrica, 72 saat uyarim sonucunda saglikl
kanda bu oranin bir miktar azaldig1 gozlendi. Hasta kaninda bulunan hedef hiicre
poplilasyonlart1  incelendiginde ise; 48  saatlikk uyarim  sonrast  PD-
1"CXCR5%(%18,01£13,44) hiicrelerde, PD-1"CXCR5" (%8,79+5,95), PD-1"CXCR5"
(%7,91£4,81) ve PD-1"CXCR5" (%2,24+2,39) hiicre popiilasyonlarina gore anlamli
oranda yiiksek CTLA-4 yiizey ifadesi tespit edildi. PD-1"CXCRS5" hiicrelerdeki bu
artig 72. saat sonunda (%20,23+11,83) oldugu ve PD-1"CXCR57(%14,13+10,37), PD-
1"CXCR5" (%14,13+10,37) ve PD-1"CXCR5 (%6,18+5,92) hiicre popiilasyonlarina
oranla daha yiiksek oldugu tespit edildi. LN orneklerindeki hedef popiilasyonlarda
CTLA-4 ylizey ifadesi oran1 incelendiginde ise 48 saat sonunda hedef popiilasyonlar
arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Uyarimdan 72 saat sonra PD-1"CXCRS5*
(%16,57+5,95) hiicre popiilasyonunda diger PD-1"CXCR57(%12,52+8,35) ve PD-1-
CXCR5" (%11,24+7,71) popiilasyonlarina gore anlamli bir fark goriilmezken PD-1
CXCRS5 (%3,97+4,82) hiicrelere oranla yiiksek miktarda CTLA-4 yiizey ifadesi tespit
edildi. Ayrica, 72 saat uyarimindan sonra hedef popiilasyonlarin CTLA-4 yiizey

ifadelerinin oranin da drnek gruplari arasinda farklilik gostermedigi saptandi.
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LAG-3’1in 0, 24, 48 ve 72 saat uyarim siiresince CTLA-4’e gore daha ylisek
oranda kan ve LN Orneklerinde arttigi goriildii. Saglikli kanda 48 saat uyarim
sonrasinda PD-1"CXCR5" (%36,65+9,76) ve PD-1"CXCR5  (%37,30+11,67)
hiicrelerde PD-1"CXCR5" (%18,36+6,28) ve PD-1"CXCR5" (%10,54+3,01) hiicrelere
kiyasla istatiksel olarak daha yiiksek LAG-3 yiizey ifadesi tespit edildi. Ancak, 72 saat
uyarim sonucunda saglikli kanda bu oranlarin bir miktar azaldig1 ve hedef hiicre
popiilasyonlar1 arasinda anlamli oranda LAG-3 ifadesinde farklilik olmadig1 goriildii.
Hasta kanindanki hedef hiicre popiilasyonalar: incelendiginde ise; 72 saatlik uyarmm
sonrasi PD-1"CXCR5" (%28,97+14,98) hiicrelerinde, sadece PD-1"CXCR5"
(%10,66+7,41) hiicre popiilasyonuna gore anlamli oranda yiiksek LAG-3 yiizey
ifadesi tespit edildi. LN 6rneklerindeki hedef popiilasyonlarda PD-1*CXCRS5" hiicre
popiilasyonun daha hizli oranda LAG-3 yiizey ifadesini arttirdig1 ancak uyarim sonrasi
zaman dilimlerinde hedef popiilasyonlar arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii.
Ayrica, 72 saat uyarimindan sonra hedef popiilasyonlarin LAG-3 yiizey ifadelerinin
oranin da 6rnek gruplar arasinda farklilik gostermedigi, ancak tiim drneklerdeki tiim
hiicre popiilasyonlarinda CTLA-4’e oranla 72 saat sonunda daha yiiksek LAG-3 ylizey

ifadesinin oldugu tespit edildi.

TIM-3’iin 0, 24, 48 ve 72 saat uyarim siiresince diger inhibitdr reseptorlere
oranla daha yiiksek ve hizli bir sekilde tiim 6rneklerde arttig1 goriildi. Saglikli kanda;
72 saat uyarim sonrasinda PD-1"CXCR5" (%55,60+£12,99) ve sadece PD-1"CXCR5"
(%27,77+10,59) hiicreleri arasinda istatiksel olarak daha yiiksek TIM-3 yiizey ifadesi
tespit edildi. Hasta kaninda bulunan hedef hiicre popiilasyonlar: incelendiginde 48
saatlik uyarim sonrasi PD-1"CXCR5" (%43,60+26,36) hiicrelerinde, PD-1"CXCR5*
(%28,15£19,21) ve PD-1"CXCR5 (%13,92+16,68) hiicre poplilasyonuna gore anlamli
oranda yiiksek TIM-3 yiizey ifadesi tespit edildi. 72 saatlik uyarim sonrasinda da PD-
I"CXCR5" (%67,00+£25,81) hiicrelerinde PD-1"CXCR5™ (%41,15+21,29) hiicre
popiilasyonuna gore anlamli oranda yiiksek TIM-3 yiizey ifadesi saptandi. LN
orneklerindeki hedef popiilasyonlarin da uyarimdan 48 saat sonra PD-1"CXCR5"
(%39,594£22,86) hiicre  popiilasyonunun  PD-1"CXCR57(%12,50+£9,57) hiicre
poplilasyonuna kiyasla daha yiiksek oranda TIM-3 inhibitor molekiiliinii ylizeylerinde

ifade ettikleri goriilmekle birlikte bu durum 72 saatte yine sadece PD-1"CXCRS5*
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(%57,15£26,50) ve PD-1"CXCRS5" (%31,35+£20,91) hiicre popiilasyonlar1 arasinda
tespit edildi. Ayrica, 72 saat uyarimdan sonra hedef popiilasyonlarin TIM-3 yiizey
ifadesi oranin da 6rnek gruplar arasinda farklilik gostermedigi goriildii ancak tiim
orneklerdeki CD4" T hiicre popiilasyonlarinda PD-1 ve CXCRS5 ifadesine fark
etmeksizin 72 saat uyarim sonucunda diger inhibitdr reseptorlere oranla TIM-3

inhibitor reseptorii en yliksek oranda saptandi.
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Sekil 19. Meme kanseri lenf nodu (LN) (n=11), periferik kanindan (n=12) ve kontrol kan (n=6) drnek gruplarindan elde edilen
PMNH’lerden, CD4"MACS sonrast izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan sonra PD-
1 ve CXCRS5 bagimli popiilasyonlarda inhibitor belirteglerinin (CTLA-4, LAG-3, TIM-3) zamana bagh ylizey ekspresyon
degisimi. A) Uyarimindan 6nce 0. saatte ve uyarimdan sonraki 12., 24., 48. ve 72. saatlerde PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-
1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarmin yiizeylerinde ifade ettikleri CTLA-4, LAG-3 ve TIM-3 &rnek gruplar
arasinda degisimi. B) Uyarimdan 72 saat sonra PD-1'CXCRS5’, PD-1°"CXCR5’, PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre
popiilasyonlarinin yiizeylerinde ifade ettikleri CTLA-4, LAG-3 ve TIM-3 6rnek gruplari arasinda degisimi. C) Uyarimdan 72 saat
sonra PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre popiilasyonlarmin yiizeylerinde ifade ettikleri
CTLA-4, LAG-3 ve TIM-3 érnek gruplari arasinda degisiminin temsili histogram grafigi. Istatiksel farkliliklar ayn1 zamandaki
popiilasyonlar i¢in kiyaslandi ve p<0,05 anlamlilikta ise *, p<0,01 anlamlilikta ise **, p<0,001 anlamlilikta ise ***, p<0,0001
anlamlilikta ise **** olarak gosterildi.
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Sekil 20. Meme kanseri lenf nodu (LN), periferik kanindan ve kontrol kan drnek gruplarindan elde edilen PMNH’lerden, CD4'
MACS sonrast izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan sonra PD-1ve CXCRS5 bagimli
popiilasyonlarda inhibitér belirteglerinin A) LAG-3, B) TIM-3, C) CTLA-4 0. ve 72. saatlerde yiizey ekspresyon degisiminin
temsili histogrami.
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4.6. Anti-CD3 ve Anti-CD28 Uyarim Sonrasi CD4" T Hiicrelerinin PD-1 ve
CXCR5 Tfh Fenotipik Belirtecleri Yiizey Ifadelerine Bagh Hiicre
Popiilasyonlarina Saflastirilmasi ve T Hiicre Alt Gruplar iliskli Gen Ekspresyon

Analizleri

Saglikli kontrol kanindan saflagtirtlan CD4" T hiicrelerin anti-CD3/CD28
boncuklart ile uyarimindan 72 saat sonra PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5-, PD-1-
CXCRS5" ve PD-I"CXCRS5 T hiicre popiilasyonlari floresan-aktive hiicre ayirma
(FACS) yontemi ile izole edildi. Hiicre popiilasyonlarindan %85 oraninda saflik elde
edilmesi ile tiim saglikli kan 6rneklerinden elde edilen hiicreler havuzlandirildi (n=8)
ve RNA izolasyonu sonrasi cDNA sentezi yapilip RT-PZR testi ile STAT-1, NFxB,
STAT-5, GATA3, IL-21, STAT-3, FOXP3, BCL6, RORyt ve T-bet yardimc1 T hiicre
alt gruplarma 6zgiil molekiillerin mRNA diizeyinde ifade oranlar1 B-aktin geninin
(house-keeping) ifade oranina gére normalize edildi ve hiicre popiilasyonlarinda ilgili
genlerin transkripsiyonel degisiminin analizi ger¢eklestirildi. Bu analizler sonucunda
uyartlan CD4" T hiicrelerden PD-1 ve CXCRS5 ifadesi fark etmeksizin hiicre
poptilasyonlarinin hepsinin anlamli bir fark géstermedigi ve diger molekiillere oranla
yiiksek oranda STAT-1, NFkB, STATS ve GATA-3, IL-21, STAT-3 molekiiliinii
mRNA diizeyinde ifade ettigi tespit edildi. Ayrica, tiim hedef hiicre popiilasyonlarda
diger molekiillere oranla daha diisik ama yine gruplar arasinda anlamli fark
goriilmeksizin yliksek oranda Treg iliskili FoxP3 ifadesi saptandi. Ancak, bir tek PD-
1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunda Tth iligkili Bcl-6 transkripsiyon faktoriiniin mRNA
diizeyinde ifadesi goriiliirken diger hedef popiilasyonlarda hig tespit edilmedi. RORyt
ekspresyonu da analiz edildiginde PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5"
poplilasyonlarda diisiik oranda gruplar arasinda anlamli bir fark olmaksizin mRNA
diizeyinde ekspresyon goézlenirken, PD-1"CXCRS" hiicre popiilasyonunda RORyt
ifadesi goriilmedi. Ayrica, tiim popiilasyonlarda diger molekiiller kadar yiiksek olmasa
da T-bet transkripsiyon faktoriinin mRNA diizeyindeki ifadesi de tiim hedef
popiilasyonlarda saptandi ve T-bet transkripsiyon faktoriiniin PD-1"CXCR5" Ttfh

benzeri hiicre popiilasyonunda en diisiik ifade edilen molekiil oldugu tespit edildi.
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Sekil 21. Kontrol 6rnek gruplarindan elde edilen PMNH’lerden (n=8 pooled), CD4" MACS sonrasi izole edilen CD4" T hiicrelerin
anti-CD3 ve anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan 72 saat sonra, PD-1"CXCR5", PD-1"CXCRS5, PD-1"CXCR5" ve PD-1"
CXCRS5- hiicre popiilasyonlarinin sortu gergeklestirildi. Elde edilen bu popiilasyon havuzundan RNA izolasyonunu takiben cDNA
sentezi sonrast RT-PZR testi ile STAT-1, NFkB, STAT-5, GATA3, IL-21, STAT-3, FOXP3, BCL6, T-bet ve RORyt
transkripsiyon faktorlerinin -aktin geninin ekspresyon oranina gére normalize edildi ve hiicre popiilasyonlarinda ilgili genlerin
transkripsiyonel degisim oranlar1 gosterildi. A) Her ilgili genin RT-PZR sonras1 hiicre popiilasyonlardaki gen ekspreyonlarinin
1s1-haritasinda gosterimi B) Her ilgili genin RT-PZR {iriinlerinin jel elektroforez sonucunda ¢ogaltilan bolgelerinin gosterimi C)

Her ilgili genin RT-PZR erime-egirisi grafiklerinin gésterimi.
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4.7. Anti-CD3 ve Anti-CD28 Uyarim Sonrast CD4* T Hiicrelerinin PD-1 ve
CXCRS Tth iligkili Belirtecleri Yiizey ifadelerine Bagh Hiicre Popiilasyonlarina

Saflastiriimasi ve Immiin Floresan Boyama Sonugclar

Saglikli kontrol kanindan saflagtirllan CD4" T hiicrelerin anti-CD3/CD28
boncuklart ile uyarimindan 72 saat sonra PD-1"CXCR5", PD-1"CXCR5", PD-1-
CXCRS5" ve PD-I"CXCRS5 T hiicre popiilasyonlar1 floresan-aktive hiicre ayirma
(FACS) yontemi ile izole edildi. Hiicre popiilasyonlarindan %85 oraninda saflik elde
edilmesi ile hiicreler sitospin ile lamlarin iizerine yapistirildi ve bu hiicrelerdeki Tth
iliskili BCL-6 ve ICOS molekiilleri ve TIM-3 inhibitér reseptoriin ifadeleri
immiinfloresan boyama ile incelendi. BCL6 ve ICOS ifadeleri diger popiilasyonlara
kiyasla en yiiksek diizeyde PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunda tespit edilidi. PD-
I"CXCR5 ve PD-1"CXCR5" hiicre popiilasyonlarinda da PD-1"CXCR5"
poplilasyonuna gore diisiik diizeyde olsa da BCL6, ICOS ve TIM-3 varligi saptanirken,
PD-1"CXCRS5" popiilasyonda c¢ok minimal oranda tespit edildi Ayrica, TIM-3
ifadesinin de BCL6'ICOSPD-1"CXCR5" Tth iligkili belirtegleri bulunduran
poplilasyonda yiiksek oranda varlig1 saptandi (Sekil 22).

DAPI BCL-6 BIRLESIK DAPI Icos BiRLESIK DAPI TIM-3 BIiRLESIK

Sekil 22.Kontrol érnek gruplarindan elde edilen PMNH’lerden, CD4" MACS sonrast izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve
anti-CD28 boncuklari ile uyarimindan 72 saat sonra, PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCR5" hiicre
popiilasyonlarinin ~ sortu  gergeklestirildi. PD-1"CXCR5’, PD-1'CXCR5, PD-1'"CXCR5" ve PD-1"CXCR5 hiicre
popiilasyonlarinda immiinfloresan boyamalar1 sonucu DAPI, BCL-6 ICOS ve TIM-3 molekiillerinin popiilasyonlardaki ifade
oranlarinin gézlemlenmesi.

PD1*CXCR5*

PD1*CXCR5"

PD1CXCR5*

PD1°CXCR5"
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5. TARTISMA ve SONUC

Meme kanseri lilkemizde en ¢ok tani konan ikinci kanser tiirii olmakla beraber
kadinlarda goriilen birinci kanser tiiridiir. Meme kanseri heterojen bir hastalik olup
yapilan gen ekspresyon analizleri sonucu, terapilere farkli yanitlar verebilen ve
prognozda onemli Olgiilerde farkliklar gosterebilen ¢esitli biyolojik alt gruplari
tanimlanmistir. Bu nedenle meme kanserinde erken tani ve bireyin anti-timor immiin

yanit1 sonucu tiimdr eliminasyonu biiyiik 6nem tagimaktadir.

Meme kanserinde T hiicre yaniti incelendiginde, naif T hiicrelerin
aktivasyonunun lenfoid organlarda antijen sunan hiicrelerden kanser hiicrelerinin
antijenik peptidlerinin taninmasi ile baslamaktadir. Meme kanserinin de ilk metastaz
noktasinin sentinel ve aksiller lenf nodlar1 oldugu bilinmektedir. Ayrica, edinilmis ve
hiimoral immiin yanit arasinda koprii gorevi goren T folikiiler yardimer (Tth)
hiicrelerin de biiyiik boliimiiniin lenf nodunda (LN) oldugu yaklasik son on yildir
yapilan ¢esitli hayvan ve insan ¢aligmalarinda gosterilmistir. Literatiirde Tth hiicreleri
ve meme kanseri iliskili ¢aligmalar hasta kanindaki Tth hiicreleri ile saglikli bireylerin
Tth hiicrelerinin karsilastirmasini icermektedir (Gu-Trantien ve ark., 2013). Ayrica,
literatlirdeki bir¢ok ¢calisma da meme kanseri tersiyer lenfoid yapisinda ve tiimor mikro
cevresinde bulunan Ttfh hiicrelerinin; fenotipik karakterizasyonunu, B hiicreler ile
etkilesimini ve retrospektif olarak tersiyer lenfoid yapilarda ve tiimor mikro ¢evresinde
bulunan oranlarina bagli olarak sag kalim analizlerini icermektedir (Gu-Trantien, &
Willard-Gallo, 2017, Faghih ve ark., 2014; Song ve ark., 2019). Ancak, metastatik
meme kanseri hastalarinin lenf nodu ve kan 6rneklerindeki Tth hiicrelerinin fenotipik
ve fonksiyonel analizleri literatiirdeki mevcut caligmalarda bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu tez ¢aligmasi, metastatik meme kanseri hastalarindan elde edilen lenf nodu

ve kan ornekleri ile gergeklestirilmistir olup literatiirde ilk olma 6zelligindedir.
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5.1. Meme Kanseri LN ve Periferik Kan Orneklerindeki CD4" ve CD8' Tfh

Hiicrelerinin Fenotipik Analizleri

5.1.1. CD4" Tfh Hiicrelerinin immiin Fenotiplendirme Sonuclar1 Hakkinda

Saglikli kan, hasta kan ve LN 6rneklerinde en yiiksek CD45"CD56°CD3*CD4"
T hiicre oran1 LN’de tespit edildi, boylelikle hasta kisilerde de olsa saglikli kisilere
benzer bir sekilde LN’de periferik kan 6rnegine oranla daha yiiksek oranda CD3*
hiicrelerin bulundugu ve bu hiicrelerinin biiyiik bir boliimiin CD4" T hiicrelerden
olustugu goriildi. Bu CD4" T hiicrelerin ne kadar oranda PD-1 ifade ettikleri
aragtirtldiginda da LN’deki CD4"PD-1" T hiicre oraninin diger 6rneklere kiyasla daha
yiiksek oldugu saptandi. Bu durum da LN’de antijen sunan hiicreler ile naif CD4" T
hiicrelerin ilk karsilagtiklar1 yer oldugu ve metastatik meme kanseri hastalarinda meme
kanseri hiicrelerin etkisi ve antijen sunumu ile LN’deki T hiicrelerin olast inhibitor
reseptorleri arttirabilecegi diisiiniilmekte ve ayni zamanda LN dokulart literatiirde de
yer alan bilgiler 1s18inda Tth hiicrelerinin yiiksek olarak bulundugu boélgeler olarak
bilinmektedir ve PD-1 ylizey ifadesinin de Tth hiicrelerde yiiksek oranda oldugu bir
¢ok ¢alismada gosterilmistir. Bu nedenle bu CD4"PD-1" T hiicrelerin ne kadarinin Tth
fenotipik 6zelliginde oldugunu belirlemek i¢in de bu hiicrelerdeki CXCRS ekspresyon
analizleri de bu tez ¢alismasinda gercgeklestirilmistir. CXCRS ifadesi lenf nodunda
germinal merkezde bulunan ve T:B hiicre sinir bolgesine yonelen 6zellikle Tth
hiicrelerinde yliksek oranda bulundugu bilinmektedir ve bu ¢alismada da literatiirde
goriildiigii tizere (Vella ve ark., 2019) LN orneklerinde diger gruplara oranla daha
yiksek oranda Ttfh fenotipik belirte¢lerini bulunduran CD4"PD-1"CXCRS5" hiicre
popiilasyonlarmin  oldugu  goriilmustir. Ayrica, CD4'PD-1"CXCR5"  hiicre
popiilasyonlariin da yiizdesel oranlar1 incelendiginde LN’de diger gruplara gore
anlamli oranda yiiksek oldugu saptanmistir. Bu durum da metastatik meme kanseri
LN’sinde siirekli antijene maruziyet sonucunda CD4" T hiicrelerin yorgunluk fazina
gectigini ve bu nedenle inhibitor reseptor ifadesini arttirdigini diistindiirmektedir. Bu
sonuca ek olarak, CD4"PD-1"CXCR5" T hiicreleri ayn1 zamanda hasta kaninda saglikli
kan Orneklerine oranla anlamli oranda daha yiiksek tespit edilmistir ve bu durum da

benzer sekilde metastatik hastalarin kaninda siirekli kanser antijenlerine maruziyet
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sonucu dolagan tikenmiglik fazindaki CD4" T hiicrelerin PD-1 inhibitor reseptor

ifadesini artirabilmesi ile ac¢iklanabilir.

Tiim bu analizlere ek olarak, literatiirdeki son zamanlarda yapilan ¢caligmalarda
CD4'PD-1YiksekCXCRS5" Tth hiicreleri incelenmis olup PD-1viksek ye PD-]disik
hiicreler arasinda fonksiyonel olarak farklhiliklar gosterildigi (Gu-Trantien, & Willard-
Gallo, 2017) i¢in bu tez ¢alismasinda da Tfh analizleri yapilirken PD-1¥¥s¢k ye PD-
14isikCD4*CXCRS5" Tth hiicrelerinin de oranlar analiz edilmistir. Ancak, CD4"PD-
1"CXCRS5" hiicrelerinin icerisindeki PD-1Y8sek ye PD-140sk jfade eden hiicrelerinin
oranlarinda saglikli kan, hasta kan ve LN oOrnekleri arasinda anlamli bir fark
goriilmemis olup PD-1%istk ifade edenlerin yiizdesinin PD-1¥¥sk ifade edenlerden
daha yiiksek oranda oldugu saptanmigtir. Bu durum da, Tfh hiicrelerinin PD-]distk
oranda eksprese ederek fonksiyonel olarak tam olarak islevselligini kaybetmemis
olabilecegini gostermektedir. Ayrica, hastadan alinan LN 6rnekleri her zaman standart
bir biiylikliikte elde edilemedigi i¢cin, LN’den elde edilen Tfh hiicrelerinin LN
agirhigina oranlanmasi yapilip 114 hiicre/ug (ortanca deger, min-max: 0-891)
CD4'PD-1"CXCRS5" Tth benzeri hiicreler ile fenotipik analizlerin gergeklestirildigi
gozlemlenmistir. Yogun metastazlar1 bulunan histopatolojik evre IV hastalarindan LN
agirliklar1 yiiksek olgiilse de lenfositlerin yiizdesi ¢ok diisiik elde edildigi igin CD4" T
hiicre fenotipik analizleri gerceklestirilememistir. Bu durum, metastaz sonucu
lenfositlerin tiikkenmisligi ve LN yapisinin ileri metastaz sonucu bozulmasi ile

aciklanabilir.

LN’de bulunan CD4"PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerin, meme kanseri antijenik
peptitleri ile LN’de karsilasmasi ve metastaz sonucu aktive olup siirekli antijenik
peptid uyarimi sonucu regiilator fenotipik 6zellik kazanabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
nedenle, Tth hiicrelerin efektor hafiza ve/veya regiilator T hiicre olup olmadiklarini,
cogalmalarinda ve hayatta kalmalarinda etkili olan sitokin yolaklarinin ne oldugunu
belirlemek iizere; CCR7, CD45RO, CDI127 ve CD25 yiizey ifadeleri de analiz
edilmigtir. CD4"PD-1"CXCR5" Tth fenotipik karakterindeki hiicrelerinin
CCR7"CD45RO" hiicreler oldugu boylelikle LN’de bulunan bu Ttfh hiicrelerinin
merkezi hafiza T hiicre fenotipik 6zelligini tasidigi ve CD127°CD25 olup IL-7
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araciligi ile cogaldiklar1 ve IL-7 de T hiicreleri erken aktivasyon sitokin yolagi oldugu
icin bu durumunda bu Tfh benzeri hiicreler i¢in hafiza T hiicre 6zelliginde oldugunu
gostermektedir. Ayrica, metastatik meme kanseri LN orneklerinden yapilan bu
fenotipik analizlerdeki CD4" T hiicrelerde PD-1 ve CXCRS5 yiizey ifadelerine
bakilmaksizin, regiilatér T hiicre belirteci olan CD127-CD25" saptanmamis olup,
hastalarin metastatik olmasina ragmen fenotipik analizlerimizde kullanilan LN
orneklerimizdeki metastaz oranin diisiik olmasina bagli olarak regiilator 6zellikteki
hiicrelere doniistimii tam desteklenmedigi goriilmiistiir. Tiim bunlara ek olarak,
CD4'PD-1"CXCRS5" hiicrelerde de CCR7°'CD45RO" ve CD127°CD25" pozitifligi
yiiksek oranda tespit edilmistir. Bu durum da naif CD4" T hiicrelerin uyarimlar sonrasi
PD-1" ekspresyonunu artirmasi sonucu Tth hiicre fenotipine donlismeye baglamasina
paralel olarak LN’de kalip merkezi hafiza ve efektor hafiza 6zelligindeki hiicrelere
farklilasmalari ile agiklanmaktadir. Ayrica, CD4"PD-1"CXCRS5" popiilasyonu da diger
PD-1 ve CXCRS popiilasyonlarina oranla daha yiiksek oranda CCR7°*CD45RO" yiizey
ifadesine sahiptir ve bu hiicrelerin naif CD4" T hiicre fenotipik 6zellik tagidiklarini

gostermektedir.

Literatiirde meme kanseri hastalar1 ile yapilan ¢alismada; hasta periferik kan
orneklerinden ve tiimor dokusu etrafindan elde edilen tiimor inflitre lenfositlerdeki
Tth’lerin PD-1 ve TIM-3 ylizey ifadesine sahip oldugu tespit edilmis. Ayrica ayni
caligmadaki hastalarin periferik kanindan elde edilen total PMNH’lerin anti-CD3 ve
anti-CD28 antikorlart ile uyarimindan sonra CD4'CXCRS5" olarak kabul edilen
Tfh’lerin TIM-3" T hiicreler oldugu ve bu hiicrelerin daha disiik CXCL13 ve IL-21
urettigi, ayrica diisiik proliferasyon kapasitesine sahip olup tiikkenmislige girdigi
gosterilmistir (Zhu, Lin, Qiao, Wang ve Xu, 2016). Bu tez ¢alismasinda da, LN’de
bulunan CD4'PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerinde PD-1 ekspresyonuna ek olarak CTLA-
4, LAG-3 ve TIM-3 inhibitor reseptorlerin oranlari incelendiginde CD4" T hiicrelerin
PD-1 harici yiiksek oranda TIM-3 inhibitér reseptorii ifade ettigi ve CD4'PD-
1"CXCRS5" Tth benzeri hiicrelerinde de diger PD-1 ve CXCRS5 hedef popiilasyonlara
kiyasla anlamli oranda TIM-3 ifadesinin goriilmesi ile Tth benzeri hiicrelerinin ayni
zamanda TIM-3" hiicreler de oldugu ve bu durumun da siirekli olarak metastatik meme

kanserinin antijenine maruziyet sonucu gelistigi diisiintilmektedir.
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CD4'PD-1"CXCRS5" Tth hiicreleri ile literatiirde son on yildir yapilan
caligmalara gore (Cubas ve ark., 2013; Crotty Shane, 2014; Wikenheiser & Stumhofer,
2016) bir diger Tth belirteci olarak ICOS es-uyaran reseptdr ekspresyonu da
incelendiginde LN orneklerindeki CD4*PD-1"CXCR5* ve CD4"PD-1"CXCR5-
hiicrelerde ICOS miktarmin diger PD-1 ve CXCRS5 popiilasyonlarina oranla daha
yiiksek oranda oldugu ve MFI degerleri de kiyaslandiginda CD4"PD-1*CXCRS5" hiicre
popiilasyonunda diger PD-1 ve CXCRS popiilasyonlarina oranla ¢ok yiiksek oranda
ICOS tespit edilmistir. Bu durum, CD4"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin bir diger Tth
iliskili molekiil olan ICOS’u yiiksek oranda hem protein miktar1 olarak hem de
yuizdesel olarak ifade etmesiyle bu popiilasyonun CD4"PD-1"CXCR5ICOS* Tth

hiicreleri oldugunu gosterilmistir.

5.1.2. CD8" Tfh Hiicrelerinin immiin Fenotiplendirme Sonuclar1 Hakkinda

CD8" T hiicreleri MHC simnif I molekiilleri tarafindan sunulan antijenik peptid
yapilarini tanir, perforin, granzim gibi litik enzimleri, IFN-y ve TNF sitokinlerini
iireterek hiicre ici patojenlerin ve tiimérlerin eliminasyonunda gérev alirlar. 11k kez
2007 yilinda insan tonsiller B hiicre folikiillerinde CXCR5'CD8" T hiicreler
bulundugu goézlenmistir (Quigley, Gonzalez, Granath, Andersson, & Sandberg, 2007).
Litertiirdeki bu ¢aligmada, CXCR5'CD8" T hiicreler fenotipik olarak incelendiginde,
bu hiicrelerin in vitro ortamda CXCL13 varliginda go¢ ettikleri de tespit edilmistir.
Ayrica, CD27, CD28, CD45RO, CD69 yiizey ifadelerine sahip olduklar1 ve IFN-y ve
granzim yiiksek oranda iiretirken diisiik oranda perforin tirettikleri de goriilmistiir. Bu
sonuglara goére bu CXCRS5'CD8" T hiicrelerin efektér hafiza hiicreler oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, ayn1 ¢alismada bu hiicrelerin tosiller B hiicrelerinden
IgG iiretimini ve B hiicrelerin hayatta kalmasini destekledigi de tespit edilmis olup bu
hiicrelerin folikiiler T hiicrelerin bir pargasi oldugu belirlenmistir (Quigley ve ark.,

2007).

Kanser lizerine, koleraktal kanser hastalari ile olan bir ¢calismada (Xing ve ark.,

2017), CD8" Tfh’lerin analizinde timér ve timor iliskili lenf nodlarinda
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CD8'CXCR5" T hiicreler Tfh olarak adlandirilmis ve bu hiicrelerin  timor
mikrocevresi ve drane lenf nodunda kan Orneklerine oranla daha yiiksek oldugu
saptanmigtir. Ayrica aynt ¢alismada, CXCR5'CD8" T hiicrelerin CXCR5CD8" T
hiicrelere oranla daha yliksek oranda Tth belirteci olan Bcl-6 transkripsiyon faktorii
ifade ettikleri tespit edilmistir. Meme kanseri hastalari ile de yapilan ¢alismada (Gu-
Trantien ve ark., 2013), meme kanseri dokusunun etrafindaki tersiyer lenfoid yapilarin
germinal merkezleri etrafinda diisik oranda da olsa CD8" T hiicreler
immiinohistokimyasal ve immiinfloresan teknikler kullanilarak tespit edilmistir (Gu-
Trantien ve ark., 2013). Sonug olarak, literatiirde meme kanserinde LN ve periferik
kanda bulunan CD8" Tth hiicrelerinin fenotipik analizlerini bu tez ¢alismasi kadar

detayl1 inceleyen baska ¢alisma bulunmamaktadir.

Bizim calisgmamizda da meme kanseri hastalarinin LN ve periferik kan
orneklerinde CD45"CD56'CD3*CD8" T hiicre orani hasta ve saglikli periferik kan
orneklerinde LN ornegine oranla daha ytiksek tespit edildi; hasta ve saglikli bireylerin
periferik kanindaki ytlizdesel oranlar arasinda anlamli bir fark goriilmedi. Literatiirde
meme kanseri hastalari ile daha 6nce yapilan ¢caligmalarda da hasta ve saglikli periferik
kanindaki CD8" T hiicrelerin yiizdeleri kargilastirildiginda anlamli bir fark
goriilmemis ancak drene lenf nodu 6rneklerinde ayni1 hastalarin periferik kanina oranla
anlamli oranda diisiik oranda da olsa CD8" T hiicreler saptanmustir (Riazi Rad, Ajdary,

Omranipour, Alimohammadian, & Hassan, 2015).

Bu CD8" T hiicrelerin ne kadar oranda PD-1 ifade ettiklerini de arastiridigimiz
da LN ve periferik kan Ornekleri arasinda anlamli bir oran ¢alismamizda tespit
edilmezken bu PD-1 ifade edenlerin ne kadarinin CXCR5" Tfh hiicreleri oldugunu
inceledigimizde CD4"PD-1"CXCRS5" Tth hiicre popiilasyonuna benzer bir sekilde, LN
orneklerindeki CD8*"PD-1"CXCRS5" Tfh hiicre oranmnin periferik kan o6rneklerine
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, LN yapilarinda CXCRS ligandi
olan CCLI13 ekspresyonun var olmasina bagli bu hiicrelerin CXCRS oranlarinin
yiiksek oranda artirabilecegini gostermektedir. Ayrica, tiim 6rnek gruplarinda da PD-

I"CXCR5" ve PD-1"CXCRS5" hiicrelerin oranlari incelendiginde ornek gruplar
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arasinda da anlamli bir fark bulunmamasi yine CD8"PD-1"CXCRS5" T hiicrelerin asil

olarak LN da bulunan Tth hiicreler oldugunu gdstermektedir.

Tiim bu analizlere ek olarak, CD4" T hiicre popiilasyonunda oldugu gibi CD8"
Tfh’ler i¢in de PD-1Yiksek ye PD-1disik CD8*CXCRS™ Tth hiicrelerinin de oranlari
analiz edilmistir. Ancak, CD8"PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin icerisindeki PD-1¥sek ve
PD-1965% ifade eden hiicrelerinin oranlarinin LN, hasta ve saglikli periferik kan
ornekleri arasinda anlamli bir farki goriilmemis olup PD-14isk ifade edenlerin
yiizdesinin PD-1%sk ifade edenlerden daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir. Bu
bulgu da Tth hiicrelerinin PD-14is% oranda eksprese ederek fonksiyonel olarak tam
olarak islevselligini kaybetmemis olabilecegini gostermektedir. Ayrica, hastadan
alinan LN ornekleri her zaman standart bir biiyiikliikte elde edilemedigi i¢in, LN den
elde edilen Tth hiicrelerinin LN agirligina oranlanmasi yapilip LN’den 24 hiicre/pg
(ortanca deger, min-max: 0-200) CD8PD-1"CXCR5" Tfh iliskili belirtegleri
bulunduran hiicrelerin fenotipik analizlerin gerceklestirildigi gozlemlenmistir. Yogun
metastazlar1 bulunan histopatolojik evre IV hastalarinin LN agirlig1 yiiksek olsa da
lenfositlerin yiizdesi ¢ok diisiik elde edildigi i¢in ayn1 CD4" T hiicrelerde oldugu tizere
CD8" T hiicre fenotipik analizleri gergeklestirilememistir. Bu durum, metastaz sonucu
lenfositlerin tiikkenmisligi ve LN yapisinin ileri metastaz sonucu bozulmasi ile

aciklanabilir.

LN’de bulunan CD8PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin de ayn1t CD4'PD-1"CXCR5"
Tth iliskili belirtegleri bulunduran hiicrelerde oldugu gibi, efektér hafiza ve/veya
regiilator T hiicre olup olmadiklari, cogalmalarinda ve hayatta kalmalarinda etkili olan
sitokin yolaklarinin ne oldugunu belirlemek tizere CCR7, CD45RO, CD127 ve CD25
yizey ifadelerinin de bu c¢alismada analizleri yapildi. CD8PD-1"CXCR5*
hiicrelerinin  CCR7"CD45RO" hiicreler oldugu boylelikle LN’de bulunan bu
hiicrelerinin merkezi hafiza T hiicre fenotipik 6zelligi tasidigi ve CD127°CD25" olup
IL-7 aracilig1 ile ¢ogaldiklar1 ve hafiza T hiicre karakteristiginde oldugu tespit edildi.
Tiim bunlara ek olarak, CD8PD-1"CXCRS5" hiicrelerde de CCR7"CD45RO" ve
CDI127°CD25" pozitifligi yiiksek oranda tespit edildi. Bu durum da naif CD8" T

hiicrelerin uyarimlar sonrast PD-1 ekspresyonunu artirmasi sonucu Tth hiicre

99



fenotipine donlismeye baslamasina paralel olarak LN’de kalip merkezi ve/veya efektor
hafiza Ozelligindeki hiicrelere farklilasmalar1 ile agiklanabilmektedir. Ayrica,
CD8'PD-1"CXCR5 popiilasyonu da diger PD-1 ve CXCRS popiilasyonlarina oranla
daha yiiksek oranda CCR7"CD45RO" yiizey ekspresyonu bu hiicrelerin naif CD8* T
hiicre fenotipik 6zellik tagidiklarini gdsterdi. Ayn1 zamanda, meme kanseri iizerine
yapilmis olan literatiirdeki bir ¢alismada da meme kanseri hastalarinin aksiller LN
orneklerinde Tfh hiicrelerine bakilmasa da bizim galismamiza benzer sekilde, CD8" T
hiicrelerinin hastalarinin kanina oranla diisilk oranda da olsa LN’de bulundugu ve
LN’de bulunan bu CD8* T hiicrelerin CD45RO ifade ettikleri boylelikle bizim
calisgmamiza paralel sekilde fenotipik olarak merkezi hafiza T hiicre 6zelliginde

oldugu tespit edilmis (Vahidi, Bagheri, Ghaderi & Faghih, 2020).

Meme kanseri hastalari tiimor drane lenf nodlari ile CD8" T hiicreleri iizerine
literatlirde son yapilan caligmalara gore (Shariati ve ark., 2020) bizim c¢aligmamiza
paralel bir sekilde LN’de bulunan CD8" T hiicrelerin PD-1 ve TIM-3 yiizey ifadesinin
yiiksek oldugu ve bu durumunda tiimor skorunun artmasina bagli olarak T hiicrelerde
tikenmislik sonucu arttig1 gosterilmistir. Aynm1 ¢alismada, tiimoér drane lenf
nodlarindaki CD8'PD-1" Tth olarak adlandirilan grubunda yiiksek oranda TIM-3
ifadesine sahip oldugu gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda da bu literatiireki bulgulara
paralel sekilde LN’deki CD8" T hiicrelerin PD-1 oranin yiiksek oldugu ve bunu TIM-
3 yiizey ifadesinin takip ettigi goriildii. Ayrica ¢alismamizda, CD8"PD-1"CXCRS5"* Tth
benzeri hiicre grubumuzda CTLA-4, LAG-3 ifadelerine oranla yiiksek oranda TIM-3

ifadesi de saptandi.

Son olarak meme kanseri hastalar1 LN 6rneklerindeki T hiicrelerde son on
yildir Tth ile iliskili belirteg olarak bilinen ICOS es-uyaran yiizey ifadesi de
incelendiginde LN’den elde edilen CD8" T hiicrelerde ICOS varligi hem yiizdesel
olarak hem de MFI verisine bagli protein ifadesi olarak yiliksek oranda saptandi.
Ayrica, bu ICOS ifade eden CD8* T hiicre toplulugunun da biiylik bir boliimiin PD-
1"CXCRS5" Tth fenotipindeki ve PD-1"CXCRS5" hiicre gruplarinda yiiksek oranda ifade
edildigi gozlendi. Bu nedenle ICOS ifadesinin CXCRS5 bagimli olarak arttig

diistiniildii ve literatiir aragtirmalarimiz sonucunda meme kanseri iizerine olmasa da in
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vivo ortamda PD-1’den yoksun LCMV enfekte farelerden dalak o6rneklerinde yapilan
analizlerde CD8"'CXCRS5ICOS* Tth hiicrelerinin gelisiminde ICOS ve PD-1’in
etkilesimde olmadigi tespit edilmistir (Chen ve ark., 2019).

Tim bu fenotipik veriler analiz edildiginde metastatik meme kanseri
hastalarinin LN’sinde bulunan CD4" ve CD8" Tth hiicrelerinin fenotipik analizleri
literatiirde LN ile bu fenotipik 6zelliklerin incelenmesi bakimindan ilk ¢aligma olup,
fenotipik olarak LN’de bulunan bu CD4" ve CD8" Tfh hiicrelerin PD-
I"CXCRS5'ICOS" hiicreler oldugu ve yiiksek oranda CCR7'CD45RO" yiizey
ifadesinin bulundurmalar ile merkezi hafiza fenotipik 6zelliginde ve genel olarak
CDI127°CD25  olup IL-7 araciligt ile ¢ogaldiklari ve yiiksek oranda TIM-3 de ifade
eden hiicreler oldugu saptanmistir. Bu fenotipik karakterizasyon sonuglarinin,
metastatik meme kanseri hastalarin tedavisi i¢in ileriki caligmalarda, IL-7 ve anti-TIM-
3 inhibitori kullanilarak CD4" ve CD8" Tth hiicrelerinin sag kalimi arttirmaya ve anti-
kanser hiimoral ve sitotoksik immiin yanitlari indiiklemeye yonelik ¢aligmalara 151k

tutacag diigiiniilmektedir.

5.1.3. CD4" ve CD8" Tfh Hiicrelerinin immiin Fenotiplendirme Sonuclarinin

Klinik Veriler ile Analizi Hakkinda

CD4" T hiicre popiilasyonlarindaki yiizdesel oranlarin neoadjuvan ve adjuvan
tedavi alan hastalar arasinda farkli olmadig1 goriildii. Ancak, adjuvan tedavi alan
hastalarin LN’sinde bulunan PD-1"CXCRS5" hiicrelerin oranin kan 6rneklerine oranla
anlamli oranda daha yiiksek oldugu tespit edildi. Bu durum da PD-1 bagimli oldugu
icin adjuvan tedavi sonrasi kanser hiicrelerinin yikimma bagli olarak, kanser
hiicrelerine 6zgiil antijenik peptidlerin LN’de T hiicrelere sunumu sonucunda T
hiicrelerde tiikenmiglik baslamasina bagli PD-1 inhibitdr reseptoriiniin artis1 ile
agiklanabilir. PD-1"CXCRS5" hiicrelerin oraninin da adjuvan tedavi alan hastalarin
LN’sinde kana kiyasla anlamli oranda daha yiiksek oldugu goriildii. CXCRS ifadesi
LN’de konumlama ile iliskili kemokin reseptdrii oldugundan bu durum
beklenmektedir. Klinik evreye bagli ylizdesel oran kiyaslamalarinda da evreler arasi
anlaml1 bir fark goriilmezken, klinik evre 0, I, IT hastalarinin LN’sinde kan 6rneklerine

kiyasla anlamli oranda PD-1"CXCRS5"* ve PD-1"CXCRS5" hiicrelerin yiiksek oldugu
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saptanmistir. Bu durum CD4" T hiicrelerin PD-1 bagimli gruplarinda goriildiigiinden
LN metastaz sonucu literatiideki cesitli kanser arastirmalari ile paralel sekilde (Van
Pul ve ark., 2019; Heeren ve ark., 2019) erken evrede TDLN’lere yiiksek oranda T
hiicrelerin go¢ ettigi ve bu bolgelerdeki T hiicrelerin hafiza T hiicrelere
doniisebilecegini ve ayrica literatiirdeki ¢aligmalarda da bu hiicrelerin siirekli antijene
maruziyet sonucu CTLA-4 gibi inhibitor reseptorlerin de yiizey ifade oranlarimi
artirarak  tikenmiglige ve regiilator Treg oOzelligi kazanabilecegi ile
aciklanabilmektedir. Ayrica, ileri evre kanser hastalarinda erken evre hastalarmin
lenfoid yapilarinda ve hastalarin periferik kaninda yiiksek oranda Tth bulundugu
literatlirde yer alan calismalarda (Gu-Trantien ve ark., 2013; Shi ve ark., 2018)
gosterilmistir.  Ancak bizim ¢alismamizda CD4"PD-1"CXCR5" Tfh iligkili
hiicrelerinin oranlarinda evreler arasi fark tespit edilmemistir. Klinik evrelere gore
analiz sonuglarina benzer bir sekilde histopatolojik evrelere gore analizler de
gerceklestirildiginde, histopatolojik evrelere Il ve III arasinda hiicre
popiilasyonlarinda yiizdesel olarak anlamli bir farklilik olmayip, histopatoloik evre 11
hasta grubunun LN’sinde kan 6rneklerine oranla PD-1"CXCRS5™ hiicre yiizdesi yiiksek
saptandi. HER2 reseptor ifadesi bulunduran hastalar ile bulundurmayan hastalar
arasinda hedef popiilasyonlarda yiizdesel olarak anlamli bir fark goriilmezken HER2-
olan hastalarin LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla istatiksel olarak anlamli oradan daha
yiksek PD-1"CXCRS5- hiicrelerin yiizdesi tespit edildi, bu durum da literatiirde de
bilindigi tizere HER2" hastalarin daha immiinogenik olmalarinin yani sira (Loi ve ark.,
2013; Stanton, Adams, & Disis, 2016) HER2 hastalarin daha agresif tiimdr tipi olup
LN metastazi sonucu tedavilere yanit alinamadigindan metastazin daha da
ilerlemesine bagli LN’deki hiicrelerin tiikenmiglige girerek PD-1 ifadesini artirmasi

ile aciklanabilmektedir.

CD8" Tfh hiicre popiilasyonlar: ile literatirde meme kanseri hastalarinda
neoadjuvan kulanimina, klinik evrelerine ve HER2 pozitifligine baglh bu
popiilasyonlarin yiizdelerini inceleyen bir ¢calisma bulunmamaktadir. Calismamizda,
LN’deki CD8'PD-1"CXCRS5" hiicre gruplarinin neodajuvan alan hastalarda daha
yiksek oldugu goriilmiistir. CD8"PD-1"CXCRS5" hiicre gruplarinin adjuvan alan

hastalarda daha yiiksek saptanmistir ve bu durum da neoadjuvan tedavi ile CD8" T
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hiicrelerde tiikkenmisligin azaltilabildigini diislindlirmiistiir. Ancak, g¢aligmamizda
CD8*PD-1"CXCRS5* Tth benzeri hiicre popiilasyonunda, neodajuvan ve adjuvan
kullanimi arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Ayrica, adjuvan tedavi alan
hastalarin LN’sinde bulunan PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCRS5 hiicrelerin oranlart kan
orneklerine oranla anlamli oranda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir ve bu durum
da CD4" Th hiicrelere benzer bir sekilde hem Tth hiicrelerinin LN’de bulunmasi hem
de adjuvan tedavi uygulanan gruplarda kanser hiicrelerinin yikimi sonucu T hiicrelerde
tiikenmislige girmeleri ile agiklanabilmektedir. Bu ¢calismadaki hedef popiilasyonlarin,
klinik evreye bagli yilizdesel oran kiyaslamalarinda da klinik evre 0, I, II hastalarinin
LN orneklerinde klinik evre III, IV hastalarina oranla PD-1"CXCRS" ylizdeleri
istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek saptanmis olup diger hiicre popiilasyonlarinin
yiizdesel oranlarinda klinik evreler arasinda bir fark goriilmemistir. Bu erken evre
meme kanseri hastalarinda naif CD8" oldugu diisiilen PD-1"CXCR5" hiicre oraninin
diisiik saptanmasi1 da yine antijen maruziyetinin erken klinik evrede daha diisiik
olabilecegi ve ge¢ evrede daha yogun oranda kanser antijenine maruziyet sonucu bu
naif hiicrelerin aktive olabildigi seklinde agiklanabilmektedir. Histopatolojik evre II
ve III arasinda hedef hiicre popiilasyonlarinda ylizdesel olarak anlamli bir farklilik
goriilmezken, histopatoloik evre III hasta grubunun LN’sinde kan 6rneklerine oranla
anlamli oranda PD-1"CXCRS5" hiicre yiizdesi yiiksek saptanmistir. Bu durum da PD-
1"CXCRS5" Tth hiicrelerinin LN’de meme kanseri hiicrelerinin varliginda oranlarinin
arttig1 seklinde aciklanabilmektedir. HER2 reseptor ifadesi ytiksek hastalar ile HER2"
hastalar arasinda da hedef popiilasyonlarda yiizdesel olarak anlamli bir fark
goriilmezken, HER2" olan hastalarin LN’sinde kan 6rneklerine kiyasla istatiksel olarak
anlamli oradan daha yiikksek CD8PD-1"CXCRS5" hiicrelerinin yiizdesi tespit
edilmistir. Bu durum da CD4" T hiicrelerdeki verilere benzer sekilde HER2" hastalarin
meme kanserinin HER2" lere gore daha agresif olup LN’ye metastazi sonrast bu
hiicrelerin CD8" T hiicreleri de uyararak PD-1" hiicre olan Tth hiicrelerinin geligsimini

destekleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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5.2. Lenf Nodu Kesitlerinden Immiin Floresan Boyama Sonugclar

Bu calismada, metastatik meme kanseri hastalarinin LN doku 6rneklerinden
DAPI, CD4, CD19 ve BCL6 ifadelerinin LN bdliimlerinde tespiti i¢in 3 renkli
immiinfloresan boyamalar1 yapilmistir. Literatiirde metastatik meme kanseri
hastalarmin LN dokularinda bu molekiillerin ayni anda tespitini ele alan
immiinfloresan boyama ¢alismasi bulunmamaktadir. Ancak, literatiirde timor
dokusundan elde edilen Orneklerden CD4, CD20, BCL6 molekiillerinin
immiinohistokimyasal analizleri ger¢eklestirilmistir (Gu-Trantien ve ark., 2013; Gu-
Trantien, & Willard-Gallo, 2017). Bu galismalar sonucunda CD4" T hiicrelerin meme
kanseri dokusu tersiyer lenfoid yapilarinda ve germinal merkez bolgesinde bulundugu
gorilmiistiir. Ayrica ayni ¢aligmalarda, tersiyer lenfoid yapilarda tespit edilen CD4* T
hiicrelerin BCL6 ve CXCL13 de ifade ettikleri ve germinal merkez bolgesinde bulunan
CD20" B hiicreleri ile etkilesim halinde olduklari tespit edilmig olup bu CD4" T
hiicrelerin BCL6"CXCL13" Tth hiicreleri olduklar tespit edilmistir (Gu-Trantien ve
ark., 2013; Gu-Trantien, & Willard-Gallo, 2017). Bizim c¢alismamizda da LN
orneklerinde korteks altinda yer alan ve yogun bir sekilde DAPI boyamasinin oldugu
ve B hiicre belirteci olan CD19’un varligi tespit edilen bolge germinal merkez olup;
aydinlik (light zone) ve karanlik (dark zone) bolgelerinden olustugu gosterilmistir.
Daha sonrasinda ayni LN 6rneginden yapilan CD4" T hiicre boyamasi sonucunda da
germinal merkez dis kisminda kalan parakorteks bolgesinin T hiicre zon bdlgesi
oldugu net bir sekilde goriilmekle beraber, CD4" T hiicrelerin germinal merkez (GC)
aydinlik bolgesinde de varlig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu CD4" T hiicrelerin
germinal merkez disinda ¢ok net bir sekilde dizili oldugu ve CD19" B hiicreler ile
etkilesime gectigi T:B hiicre smir bolgesi de gozlenmistir. Ayni Ornegin seri
kesitlerinden, bu germinal merkez aydinlik bolge veya germinal merkez disinda
konumlanan CD4" T hiicrelerinin ne kadarmin Tfh 6zellikte oldugunu belirlemek
icinde bir bagka Tth belirteci olan BCL6 ile immiin floresan boyama da yapildiginda
T:B hiire sinir1 bolgesi ve germinal merkez bolgesinde CD19" B hiicreler ile etkilesim
halinde olan CD4" T hiicrelerin BCL6 ifade ettikleri tespit edilmistir. Son on yildir
literatiirde yer alan bilgiler 1s18inda da T:B hiicre sinir bolgesinde konumlanan bu

CD4" Tth hiicrelerin antijen ile karsilamis ve LN’na go¢ etmekte olan pre-Tth

104



hiicreleri ve germinal merkezde yer alanlarinin da effektor Tth hiicreleri oldugu

disiinilmiistiir (DiToro ve ark., 2018).

5.3. CD4' T Hiicrelerin Uyarim Sonrasi Tfh Hiicrelerine Farklhilasmasi

Calismamizda metastatik meme kanseri LN’sinden, kanindan ve saglikli
kontrol kanindan elde PMNH’lerden CD4" MACS sonrasi CD4" T hiicreleri
aktivasyonu gergeklestirilereck PD-1"CXCRS5™" Tth fenotipik belirteglerini bulunduran
hiicrelere doniisiimleri analiz edilmistir. Bu islem i¢in literatiirde son on yildir kesinligi
kanitlanmus bir teknik olarak CD4" T hiicrelerin aktivasyonu i¢in birincil sinyal olarak
anti-CD3 ve hayatta kalmalarini saglayan ikincil sinyal yolagini aktive etmek i¢in anti-
CD28 boncuklar ile uyarim gerceklestirilmistir. Bu uyarimdan 72 saat sonra stirekli
uyarima bagli olarak tiim Ornek gruplarinda PD-1 ifadesinin arttigi gozlenmistir.
Ancak, LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin diger 6rnek gruplarina oranla 72 saat
boyunca daha hizli ve anlamli oranda yiiksek PD-1 ylizey ifadesine ulastig1 ve diger
kan Orneklerinin ise 48-72 saat araliginda PD-1 diizeylerini artirmadiklari tespit
edilmistir. Bu veriler 1s181inda, LN’deki bu CD4" T hiicrelerin kan 6rneklerine kiyasla
daha yiiksek PD-1 ifadesine ulagsmasinda CD4" T hiicrelerinin Tth hiicrelerine
farklilasmanin bir etkisi olabilir mi sorusuna yanit aranmistir. Bu durumda da, tiim
ornekler i¢in total CD4" T hiicrelerin uyarim sonrast ifade ettigi CXCRS orant analiz
edilmistir. Uyarimdan 48 saat sonra LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin CXCRS5
ifadesini diger gruplara kiyasla daha hizli arttirdig1 ve 72 saat sonunda da istatiksel
olarak daha yiiksek CXCRS ifade ettigi tespit edilmistir. Ayrica, kan dérneklerinde de
0 ve 72 saat sonucunda CXCRS miktarinin anlamlhi bir artis gostermedigi tespit
edilmistir. Bu durum, kanda bulunun CD4" T hiicrelerin hali hazirda LN den ¢ikmis
olan efektor CD4" T hiicreler oldugu ve CXCRS5 ifadesinin diisiirme egiliminde
olduklar1 ile agiklanmaktadir. Ayirca literatiirde son zamanlarda yapilan ¢aligmalara
(Gong, Zheng, & Zhou, 2019; DiToro ve ark., 2018), LN’de aktive olan naif CD4" T
hiicrelerde BCL6 transkripsiyon faktoriiniin aktive oldugu ve BCL6 aktivasyonunun
da CXCRS yiizey ifadesinin arttirdigi tespit edilmistir. CXCRS ifadesindeki bu artisa
bagli olarak Tfh olarak adlandirilan bu CD4" T hiicrelerin germinal merkez bolgesine
goc ettigi ve B hiicrelerin antijen spesifik antikor iiretimine destekledigi de

goriilmiistiir (Gong, Zheng, & Zhou, 2019; DiToro ve ark., 2018). Boylelikle bu
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caligmalar referans alinarak bizim g¢alismamizdaki LN’den elde edilen CD4" T
hiicrelerin  uyarimlar1  sonucu PD-1 ve CXCRS5 ifadelerindeki artisi
agiklanabilmektedir. Ayrica, bu tez galismasinda, tiim 6rneklerden elde edilen CD4*
T hiicrelerin uyarim sonucu ne kadar PD-1"CXCRS5" Tfh hiicrelerine farklilagtigi
aragtirtldiginda LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin 48 saat sonunda PD-1"CXCR5"
hiicrelere diger o6rnek gruplarina gore istatiksel olarak yiiksek oranda doniismeye
basladig1 ve 72 saat sonunda LN 6rneklerinde PD-1"CXCRS5" oraninin diger 6rnek
gruplarma kiyasla yiiksek oranda oldugu gosterilmistir. Boylelikle, LN’de bulunan
naif CD4" T hiicrelerin birincil ve ikincil sinyal yolaklari aktivasyonu sonrast PD-
I"CXCR5" Tfh karakteristiginde hiicrelere doniisme kapasitesine sahip oldugu
saptanmigtir. Ayrica, tim Orneklerde PD-1"CXCRS5" ve PD-1"CXCRS5" hiicre
gruplarmin CD4" T hiicrelerin uyarimi sonrasi artisi da analiz edildiginde tim
gruplarda PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunun 72 saat uyarim siiresince minimal
oranda arttig1 ancak uyarim Oncesine gore istatiksel olarak artmadigi ve gruplar
arasinda ifade yilizdelerinde fark olmadigi goriilmiistiir. Ayni sekilde, PD-1"CXCR5"
hiicre gruplarin da uyarimdan etkilenmedigi ve 6rnek gruplari arasinda anlamli bir
ifade oranina sahip olmadiklar1 gézlenmistir. Ayrica, daha 6nceden literatiirde meme
kanseri LN’sinden ve periferik kan orneklerinden izole edilen CD4" T hiicrelerinin
uyarimt sonrast PD-1"CXCRS5" Tfh fenotipik belirteci bulunduran hicrelere
farklilagmasini inceleyen bir ¢calisma yoktur bu nedenle bizim ¢aligmamiz ilk ¢alisma

olma 6zelligindedir.

Ayni zamanda, tim 6rneklerden elde edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve
anti-CD28 uyarimlar1 sonrasi proliferasyonlar1 da analiz edildiginde LN’de bulunan
CD4" T hiicrelerin hasta kanina oranla daha yiiksek oranda ¢ogalma o6zelliginde
oldugu ve hatta saglikli kisilerin kanindan elde edilen CD4" T hiicrelerinde hasta
kanindan elde edilen CD4" T hiicrelere kiyasla daha yiiksek proliferasyona sahip
oldugu tespit edilmistir. Bu durum LN’de bulunan naif T hiicrelerin kandaki efektor
hiicrelere oranla yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmalari ile agiklanmaktadir.
CD4" T hiicrelerinin uyarimdan 72 saat sonra PD-1"CXCR5" T hiicrelere yiiksek
oranda farklilagmasi sonucu tiim 6rnekler i¢cin PD-1 ve CXCRS bagimli T hiicrelerin
proliferasyonu da incelendiginde LN 6rneklerindeki PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5*

poptilasyonlarin proliferasyonlarinin da yiiksek oldugu tespit edilmistir ve PD-
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1"CXCR5" popiilasyonun proliferatif 6zelligi literatiirdeki ¢alismalarda drene lenf
nodu orneklerinde BCL6 ve CXCRS5 ifadelerinin de artmasi sonucu BCL6"CXCR5*
Tth hiicrelerinin yiiksek proliferasyon kinetigine sahip olmasina paralel bir bulgu

olarak agiklanabilmektedir (Baumjohann, Okada & Ansel, 2011).

5.4. CD4" T Hiicrelerin Uyarim Sonrasi Tfh Fenoitipik Belirteclerini Bulunduran
Hiicrelere Farklilasmas1 Sirasinda Erken Aktivasyon Belirteclerinin Zamana

Bagh Degisimi

Meme kanseri LN, kan ve saglikli kontrol kanindan elde edilen hiicreler ile
CD4" MACS sonrast CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 uyarimindan sonra
CD4" T hiicre popiilasyonlarinda PD-1 ve CXCRS5 ifadesi ile iliskili olarak CD154,
CD25 ve CD69 erken aktivasyon belirteglerinin zamana bagh ylizey ifadelerinin

degisiminin analizleri yapildi.

CD154 yiizey ifadesinde 0, 12 ve 24 siirecinde saglikli kan 6rneklerinde arttig1
ancak tiim zaman araliklarinda CD4" T hiicre popiilasyonlarindan ifade edilen CD154
oranlariin farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Uyarimdan sonraki 24. saatte hasta
kanindaki PD-1"CXCRS5™ hiicrelerin diger hedef popiilasyonlara kiyasla istatiksel
olarak anlamli oranda daha yiiksek CD154 ifade ettikleri goriilmiistiir. LN den elde
edilen PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunun ise 12. saatte diger hedef hiicre
poplilasyonlara gore anlamli bir sekilde daha yiliksek oranda CD154 ifade ettigi
gozlemlenmistir ve 24. saat sonunda PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5
popiilasyonlarindaki CD154 oranlarinin diger popiilasyonlara oranla daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak tiim orneklerde PD-1 pozitif hiicre
popiilasyonlar1 ile CD154 ifadesinin uyarim sonucu arttig1 saptanmistir. Bu iligki de
son on yildir ¢esitli kanser ve kronik enfeksiyonlarda CD4" T hiicrelerin antijen ile
karsilagmast sonucu erken aktivasyon belirteci olan CD154 (CD40L)’iin ifadesini
arttirmasi ve 0zellikle B hiicre aktivasyonu i¢in Tth hiicreleri ile B hiicreler arasindaki
CD40:CDA40L etkilesiminin gerekliligi ile agiklanabilmektedir (Elgueta ve ark., 2009;
Jiang ve ark., 2019).
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Saglikli  kan Orneklerinin  uyarimdan 12 saat sonra PD-1" hiicre
popiilasyonlarinda PD-1- hiicre popiilasyonlarina kiyasla istatiksel olarak yiiksek
oranda CD25 goriilmiistiir. Bu popiilasyonlardaki istatiksel olarak anlamli fark 24. saat
sonunda da tespit edilmistir. Hasta kan ve LN Ornekleri ile yapilan ¢alismada da 24
saat uyarim sonucunda PD-1*CXCRS5" hiicre popiilasyonunun sadece naif veya
cogalmadigi diisiiniilen CD4" T hiicre olan PD-1"CXCRS5 (%52,25+20,49)
popiilasyonuna gore istatiksel olarak anlamli oranda yiiksek CD25 yiizey ifadesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Genel olarak, tim 6rnekler i¢in CD25’in artisinin PD-1
pozitifligi ile ve literatiirdeki bir¢ok ¢aligmada Tth olarak kabul edilen PD-1"-CXCR5*
hiicre popiilasyonu ile iliskilendirilmistir ve elde edilen veriler literatiirde daha 6nce
insan sekonder lenfoid organ olan tonsil 6rnekleri ile yapilan bir caligmada ile paralelik
gostermektedir (Li & Pauza, 2015). Literatiirdeki bu ¢alismada, CD25 in Treg belirteci
olmasina ragmen CXCRS5 ve PD-1 ifade eden Tfh hiicrelerinde CD25" ifadesinin
gorildiig ve bunlarin CD25"PD-1"FoxP3- hiicreler olup bu hiicrelerin Treg 6zelikte

olmadig1 ve IL-2 varliginda B hiicreler ile etkilesiminin desteklendigi gostermistir.

CD69 yiizey ifadesinin de tiim 6rneklerdeki CD4" T hiicre popiilasyonlarinda
0,12 ve 24 saat siirecinde artt1g1 ve 24 saat sonunda plotaya ulastig1 tespit edilmistir.
Ayrica, saglikli kan Orneklerinin uyarimdan 12 saat sonra; PD-1"CXCRS5*
(%87,02+7,63) hiicre popiilasyonunda PD-1"CXCRS5" (51,07+17,44) hiicre
poplilasyonuna gore istatiksel olarak anlamli oranda yiliksek CD69 goriilmiistiir. Bu
poplilasyonlardaki istatiksel olarak anlamli fark 24 saat sonunda da tespit edilmistir.
Hasta kan Ornekleri ile yapilan calismada da 24 saat uyarim sonucunda tiim hedef
popiilasyonlardaki CD69 ylizey ifadelerinin zaman bagl arttig1 gosterilmistir ancak
24 saat sonunda hedef hiicre popiilasyonlar1 arasinda CD69 ifadesinde anlaml1 bir fark
tespit edilmemistir. LN Orneklerinde de diger 6rnek gruplarindan farkli olarak
uyarimdan 6nce de CD69 yiizey ifadesinin PD-1" hiicre popiilasyonlarinda yiiksek
olup PD-1" hiicre popiilasyonlarinda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum da
dokularda yerlesik olarak bulunan hiicrelerde CD69 ifadesinin arttirilmasi (Leddon &
Sant, 2012; Kumar ve ark., 2017) ile agiklanmaktadir. Ayrica, bilindigi iizere
dolasimda antijen ile karsilasan T hiicreler THR sinyalleri ve proenflamatuvsr

sinyallere maruziyet sonucu CD69 yiizey ifadesini de artirmaktadirlar ve bu hiicrelerde
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S1P1 ifadesi baskilanarak tekrar sekonder lenfoid yapilara geri doniip hafiza T hiicre
fenotipik Ozelligindeki hiicrelere farklilagirlar (Shiow ve ark., 2006; Bankovich,
Shiow, & Cyster, 2010). Bu bilgiler 1s18inda LN’de uyarim yoklugunda da 6zellikle
PD1" T hiicrelerde CD69 ifadesinin yiiksek goriilmesinin sebebi agiklanabilmektedir.

Ayni sekilde uyarimdan 48 saat sonra da PD-1" popiilasyonlardaki CD69
oranlarinin uyarim ile arttigt ve PD-1" popiilasyonlarindan istatiksel olarak anlamli
oranda daha fazla CD69 yiizey ifadesine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak 24
saat uyarim sonrast CD4" T hiicre gruplarinin hepsinin genel olarak tiim 6rneklerde

CD69 ylizey ifadesinin yiiksek oranda arttirdig: tespit edilmistir.

5.5. CD4"' T Hiicrelerin Uyarim Sonrasi Tfh Hiicrelerine Farklilagsmasi Sirasinda

Inhibitér Reseptorlerin Zamana Bagh Degisimi

Meme kanseri LN, kan ve saglikli kontrol kanindan elde edilen hiicreler ile
CD4" MACS sonrast CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve anti-CD28 uyarimindan sonra
CD4" T hiicre popiilasyonlarinda CTLA-4, LAG-3 ve TIM-3 inhibit6r reseptorlerinin

zamana bagl yiizey ifadelerinin degisiminin analizleri yapilmistir.

Saglikli kanda 48 saat uyarim sonrasinda PD-1" hiicre popiilasyonlarinda PD-
1" hiicre popiilasyonlarina oranla daha yiliksek CTLA-4 inhibitor reseptor yiizey ifadesi
tespit edilmistir ve 72 saat uyarim sonucunda saglikli kanda bu oranin bir miktar
azaldig1 gézlenmistir. PD-1" hiicrelerde CTLA-4 oranin artip sonradan azalma durumu
bu hiicrelerin tiikenmislige gitmesi ile agiklanabilmektedir. Hasta kanindan elde edilen
CD4" T hiicrelerin 48 ve 72 saatlik uyarimlari sonrast PD-1"CXCRS5" hiicre
poplilasyonunda diger popiilasyonlara oranla daha yiiksek CTLA-4 ifadesi de tespit
edilmistir. LN 6rneklerinden elde edilen CD4" T hiicrelerin 72 saat uyarimi sonucunda
PD-1"CXCRS5" hiicrelerin bir tek PD-1"CXCR5" hiicrelere oranla daha yiiksek CTLA-
4 ifade ettigi gorilmistiir. Sonug olarak tiim orneklerde genel olarak PD-1" hiicre
popiilasyonlarinda CTLA-4 oran1 da PD-1" hiicre popiilasyonlarina gore daha diisiik
saptanmistir. Bu durumda, literatiirdeki bilgiler ile siirekli uyarim sonucunda PD-1

inhibitdr reseptdriiniin ifadesinin artirilmasi gibi CTLA-4 inhibitor reseptoriiniin de
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stirekli uyarima bagli arttirildigi ile agiklanabilir (Sage, Paterson, Lovitch, & Sharpe,
2014). Ayrica, CTLA-4’lin Tth hiicrelerinde de B hiicreler ile etkilesimin kontroliinde
gorevli olup PD-1 ifadesi ile paralellik gosterdigi ve bu Tth hiicrelerinin regiilator
ozellikteki oldugu daha oOnceki literatiirdeki calismalarda tespit edilmistir (Sage,
Paterson, Lovitch, & Sharpe, 2014). Bu tez ¢alismasinda da PD-1"CXCRS5" hiicrelerde
diistik oranda da olsa CTLA-4 g6zlemlenmesi uyarima bagli olarak 72. saat sonunda
diistik oranda da olsa Tfh hiicrelerinin regiilatdor 6zellik kazanmaya baslamig
olabilecegi seklinde agiklanabilir ve bunu dogrulamak i¢in de bu hiicrelerdeki Treg

belirteglerinden Foxp3 ifade diizeyinin de incelenmesi gerekmektedir.

Saglikli kandan elde edilen CD4" T hiicrelerin 48 saat uyarim sonrasinda PD-
1" hiicre popiilasyonlarinda PD-1" hiicre popiilasyonlarina oranla istatiksel olarak daha
yikksek LAG-3 ylizey ifadesi tespit edilmistir. Ancak, 72 saat uyarim sonucunda
saglikli kanda tiim hedef hiicre popiilasyonlarinda bu oranlarin bir miktar azaldig1 ve
hedef hiicre popiilasyonlar1 arasinda LAG-3 ifadesinde farklilik olmadig
gozlenmistir. Hasta kanindan da hedef hiicre popiilasyonlar1 incelendiginde de 72
saatlik uyarim sonrasi PD-1"CXCRS5" hiicrelerin PD-1" hiicre popiilasyonuna gore
anlamli oranda yliksek LAG-3 yiizey ifadesi tespit edilmistir. Bu durumda, son on
yillik literatiir bilgileri ile tutarli bir sekilde meme kanseri hastalarinin T hiicrelerinde
LAG-3’lin PD-1 ile ifadesinin artis ile paralellik gostermesi ile agiklanabilmektedir
(Burugu, Gao, Leung, Chia & Nielsen, 2017). LN’de ise hedef popiilasyonlarda PD-
I"CXCRS5" hiicre popiilasyonun daha hizli oranda LAG-3 yiizey ifadesini arttirdigt
ancak uyarim sonrast hedef popiilasyonlar arasinda anlamli bir fark olmadig:
goriilmiistiir. Ayrica, 72 saat uyarimindan sonra hedef popiilasyonlarda LAG-3 yiizey
ifadelerinin oram1 da Ornek gruplar1 arasinda farklilik gostermedigi ancak tiim
orneklerdeki CD4" T hiicre popiilasyonlarinda CTLA-4’e oranla 72 saat sonunda daha
yiiksek LAG-3 yiizey ifadesinin oldugu tespit edilmistir.

Saglikli kandan elde edilen CD4"* T hiicrelerin 72 saat uyarimi sonrasinda PD-
I"CXCRS5" ve PD-1"CXCRS5" hiicreleri arasinda istatiksel olarak daha yiiksek TIM-3
ylizey ifadesi tespit edilmistir. Bu durum da beklenildigi iizere PD-1"CXCRS5"

hiicrelerinin kiiltiir kosullarinda naif veya ¢ogalmayan CD4" T hiicreler olmasindan
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kaynaklanmaktadir. Ayrica bu orneklerde, PD-1* hedef hiicre popiilasyonlarinda
yiiksek oranda TIM-3 ifadesi tespit edilmistir. Hasta kanindaki hedef hiicre
popiilasyonlar1 incelendiginde ise 48 saatlik uyarim sonrast PD-1"CXCRS5" hiicre
popiilasyonunda PD-1"hiicre popiilasyonuna gore anlamli oranda yiiksek TIM-3 yiizey
ifadesi tespit edilmistir. 72 saatlik uyarim sonrasinda ise sadece PD-1"CXCRS5*
hiicrelerde PD-1"CXCRS5  hiicrelere gére anlamli oranda yiiksek TIM-3 yiizey ifadesi
tespit edilmistir. LN 6rneklerindeki hedef popiilasyonlarda da uyarimdan 48 saat sonra
PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonu hari¢ diger tiim hedef popiilasyonlarda TIM-3
ifadesinin arttig1 gozlenmistir ve bu artigin 72 saat uyarim sonunda da devam ettigi
goriilmiistiir. Ayrica, 72 saat uyarimdan sonra hedef popiilasyonlarin TIM-3 yiizey
ifadelerinin oranin da ornek gruplar1 arasinda farklilhik gdstermedigi ancak tiim
orneklerden elde edilen CD4" T hiicre popiilasyonlarinin 72 saat uyarimi sonucunda
diger inhibitor reseptorlere oranla TIM-3 inhibitdr reseptorii en yiiksek oranda
saptanmigtir. Genel olarak bizim ¢alismamizda 6rnek grubu fark etmeksizin uyarim
oncesi ve 72 saat sonras1 PD-1 pozitifligi goriilen hiicre popiilasyonlarinin TIM-3 ifade
oranlarinin da yiiksek saptanmasi literatiir ile paralellik gostermektedir. Literatiirdeki
cesitli kanser hastalarinin periferik kanlarindan elde edilen CD4" T hiicrelerde de
uyarim olmaksizin PD-1 pozitifligi ile iligkilendirilen Tth hiicrelerinde yiiksek oranda
TIM-3 saptanmis ve bu hiicrelerin tiimdr infilitre hiicreler oldugu ayni zamanda TIM-
3 PD-1" Tfh hiicrelerine oranla proliferasyonlarinin diisik oldugu ve bu hiicre
popiilasyonunun B hiicreler ile ko-kiiltiirleri sonucunda diisiik oranda IL-21 {irettikleri,
IgM ve IgG antikorlarin iiretiminde bozukluklar saptanmistir (Li, Ma, Xu &
Maerkeya, 2018; Zhu ve ark., 2016; ).

5.6. CD4" T Hiicrelerin Uyarim Sonras1 Tfh Hiicrelerine Farklilasmasi ve Bu

Popiilasyonlardaki T Alt Gruplarina Ait Belirteclerin Analizleri

Saglikli kontrol kanindan CD4* MACS sonrasi izole edilen CD4" T hiicrelerin
anti-CD3/CD28 boncuklari ile uyarimindan 72 saat sonra PD-1"CXCRS5", PD-
1"CXCR5, PD-1"CXCR5"* ve PD-1"CXCRS5" T hiicre popiilasyonlari floresan-aktive
hiicre ayirma (FACS) yontemi ile izole edilmistir. Her bir hedef hiicre popiilasyonu

icin T hiicre alt gruplarina spesifik molekiillerin mRNA diizeyinde ifade oranlar1 RT-
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PZR ile B-aktin geninin ifade oranina gore normalizasyonu sonrasi analiz edilmistir.
Bu analizler sonucunda, uyarilan CD4" T hiicrelerde PD-1 ve CXCRS5 ifadesine
bakilmaksizin diger molekiillere oranla STAT-1, NFkB molekiillerini mRNA
diizeyinde en yiiksek oranda ifade ettigi gozlenmistir. NFxB molekiiliin tiim
popiilasyonlarda mRNA diizeyinin artmasi CD4" T hiicrelerin birincil ve ikincil sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile iliskilidir. STAT-1 sinyal yolagimin aktivasyonu Thl
hiicreleri ile iliskilendirilir ancak Tth farklilasmasinda IL-6 ve tip-1 IFN varliginda
STAT-1 yolaginin aktivasyonunun literatlirde pre-Tth hiicreleri olarak adlandirilan
erken Tth hiicrelerinde BCL-6 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunu destekledigi

goriilmiistiir (Nakayamada ve ark., 2014; Choi, Eto, Yang, Lao & Crotty, 2013).

CD4" T hiicre popiilasyonlarin yine PD-1 ve CXCRS5 ifadesine bakilmaksizin
hepsinin STAT-5 ve GATA-3 transkripsiyon faktorlerini de yiiksek oranda eksprese
ettigi bu calismada gozlenmistir. STAT-5 aktivasyonu sonucu Th2 iligkili genlerin
ifadesinin arttig1 ve diger yardimei T hiicre alt gruplarina doniistimlerinin baskilandig:
bilinmektedir. Buna ek olarak literatiirde, Bcl-6 gen bolgesinde STAT-5’in baglanma
bolgesi oldugu ve bu baglanma sonucunda Bcl6 kodlanmasini baskiladigi

gosterilmistir (Ray ve ark., 2014).

Ayrica, hedef popiilasyonlar arasinda fark gézetmeksizin Th17, Th9 ve Tth
hiicrelerinden iiretildigi bilinen IL-21 mRNA ifadesinin de yiiksek oranda varlig1 tespit
edilmistir. IL-21 ifadesinin aslinda PD-1"CXCRS5" Tfh hiicrelerinde daha yiiksek
olmas1 beklenirken diger gruplarda da IL-21 ekspresyonun yiiksek olmasi
beklenmedik bir sonu¢ olmustur. Bu sonucun, PD-1"CXCRS5" Ttfh hiicreleri harici,
Th17 ve Th9 hiicrelerinin de IL-21 (iretebilecegi ile iliskili olabilecegi
diigiinilmektedir. Bu nedenle, PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarindan ne kadar IL-
21 iiretildiginin dogrulanmasi i¢in izole edilen hiicre popiilasyonlarindan zamana bagl
PMA/iyonomisin uyarimlar1 sonrasi siipernatant toplanarak ELISA yontemi ile hedef
popiilasyonlardan iiretilen IL-21’in hedef hiicre popiilasyonlar1 arasinda miktari

karsilastirilabilir.
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Tiim bunlara ek olarak, tiim hedef popiilasyonlarda Th2 ve Th17 polarizasyonu
ile iligkili STAT-3 mRNA orani da yiiksek oranda tespit edilmistir ve PD-1" hiicre
popiilasyonlarinda PD-1" hiicre popiilasyonlara oranla daha diisiik oranda STAT-3
mRNA miktar1 saptanmistir. Daha Onceden yapilan caligmalarda STAT-1
aktivasyonunun Tth doniigiimiinde erken BCL-6 aktivasyonu ile iliskilendirilirken
IL-6 aracili Tth farklilasmasinda STAT-3 sinyal yolaklarinin da BCL-6 artigina neden
olup Th1 fenotipik 6zelligi olan IL-2Ro’nin iiretimini baskiladig gosterilmistir (Chot,
Eto, Yang, Lao & Crotty, 2013). Ayrica, STAT-3’iin STAT-6 ile birlikte BCL-
6"GATA3" Tth hiicrelerine farklilasmada etkili oldugu da bilinmektedir (Mari,
Hercor, Denanglaire, Leo, & Andris, 2013).

Calismamizda tiim hedef hiicre popiilasyonlarda Treg iliskili FoxP3’iin
mRNA diizeyinde ifadesi de saptanmistir ve FoxP3’{in anlaml1 oranda olmasa da PD-
1"CXCR5" ve birgok arastirmada Tfh olarak kabul edilen PD-1"CXCRS5" hiicre
popiilasyonunda yiiksek oldugu goriilmustiir. Bu durumda PD-1"CXCR5 hiicrelerde
PD-1 ifadesin artmasi ile bu CD4" T hiicrelerin tiikenmislige gidebilecegini veya
regiilator 6zellik kazanmig Treg’ler olabileceklerini disiindiirmektedir. PD-1"CXCR5*
Tth olarak ifade edilebilen grupta ise FoxP3 mRNA diizeyinin goriilmesi de literatiirde
yer alan bilgiler 1s18inda folikiillerde Tfh hiicreleri ile B hiicrelerin etkilesimini
diizenleyen T folikiiler regiilatér hiicrelerin fenotipik 0Ozelikleri ile paralellik

gostermektedir (Fonseca,, Ribeiro & Graca, 2019).

PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunda bu hedef popiilasyona has bir sekilde
mRNA diizeyinde ifade edilen literatiirde de bir¢ok ¢aligmada kanitlanmis Tth iligkili
transkripsiyon faktorii olarak kabul edilen BCL-6’d1r. Bizim ¢aligmamiz da bir tek PD-
1"CXCR5" hiicre popiilasyonunda BCL-6 ifadesi tespit edilmistir ve boylelikle CD4*
T hiicrelerin birincil ve ikincil sinyal yolaklarinin aktivasyonu sonucu Ornekler
periferik kanda bulunsa dahi gergekten bir boliimiiniin PD-1*CXCRS5" Tth hiicrelerine
farklilagabildigini gosterilmistir. Ancak, CD4" T hiicrelerinin ne kadarinin PD-
1"CXCR5'BCL-6" Tth hiicrelerine farklilastiginin belirlenmesi i¢in akim sitometri

yardimu ile total popiilasyon igerisindeki orani saptanmalidir.
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Ayrica, ¢alismamizda PD-1"CXCRS5", PD-1"CXCR5" ve PD-1"CXCR5" hiicre
poplilasyonlarinda diisiik oranda da olsa RORyt ifadesi saptanirken PD-1"CXCRS5"
hiicre popiilasyonunda saptanmamistir. RORyt literatiirde Th17 hiicrelerine
farklilagsma ile iligkili transkripsiyon belirteci olarak bilinmekle birlikte Th17’lerden
farklilasan Tth hiicre alt gruplarinda da varligi gesitli calismalarda gosterilmistir.
Bizim ¢aligmamizda, CXCRS5" hiicre popiilasyonunda RORyt ifadesininin CXCR5"
hiicre popiilasyonlarina oranla daha diisiik saptanmasi da literatiirde Tth hiicrelerinin
farklilasmasinda RORyt transkripsiyon faktoriiniin CXCRS hiicrelerde diislik oranda
goriilmesi ile paralellik gostermektedir (Cai ve ark., 2012).

Bunlara ek olarak, tiim hedef popiilasyonlarda diisik oranda da olsa
popiilasyonlar arasi anlamli bir fark goriilmeksizin T-bet transkripsiyon faktoriiniin
ifadesi de saptanmistir ve bunun CD4" T hiicrelerin birincil ve ikincil sinyal
yolaklarinin aktive olmasit sonucu gercgeklestigi diislinlilmektedir. Ayrica, T-bet
transkripsiyon faktorii IFN—y tireten Th1 ve IL-17 tireten Th17’ye farklilagsmada etkili
transkripsiyon faktorii olarak bilinse de yapilan caligmalarda Tfh’nin bir alt grubu
olarak IL-17 iiretebilen Th17°den farklilasan Tth hiicrelerinin varlig1 da gosterilmis
(Burugu, Asleh-Aburaya, & Nielsen, 2017; Hirota ve ark., 2013).

Sonug olarak saglikli kisilerin kanindan elde edilen CD4" T hiicrelerin bir
boliimiiniin birincil ve ikincil sinyal yolaklarinin uyarimi sonucu PD-1"CXCR5" Tth
hiicre popiilasyonuna farklilagsmasinda spesifik olarak BCL6 transkripsiyon
faktoriinin etkili oldugu ve CD4" T hiicrelerinin uyarimi sonrasi erken aktivasyon
sirasinda Thl, Th2, Th17 ve Treg iliskili transkripsiyon faktorlerinin tim hedef

popiilasyonlarda bulundugu gézlenmistir.

Saglikli kontrol kanindan elde edilen bu CD4" T hicrelerin hedef
poplilasyonlarinin ayrica ne kadar bir diger Tth iliskili belirte¢ olan ICOS ifade
ettigini gozlemek icin de floresan-aktive hiicre ayirma (FACS) yontemi ile hiicre
popiilasyonlar1 izole edildikten sonra sitospin yontemi ile her popiilasyon lamlarin
izerine aktarilmistir ve bu hiicre popiilasyonlarindaki BCL-6 ve ICOS molekiilleri ve

daha onceki analizlerde Tth hiicrelerinde TIM-3 ifadesinin yiiksek ¢ikmasi nedeni ile
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bir de ek olarak TIM-3 immiinfloresan boyamasi yapilmistir. PD-1"CXCRS5" hiicre
popiilasyonunda diger popiilasyonlara oranla daha yiiksek oranda BCL6, ICOS ve
TIM-3 yiizey ifadeleri epi-floresan mikroskopu yardimi ile saptanmistir. Bdylelikle,
literatiirle paralel bir sekilde (Shi ve ark., 2018) saglikli kisilerin kaninda bulunan
CD4" T hiicrelerin de birincil ve ikincil sinyal uyarimlari varhiginda PD-
1"CXCR5"BCL-6"ICOS™ Tth hiicrelerine farklilastiklar1 saptanmigtir ve bu Tth
hiicrelerinin de yiiksek oranda TIM-3 yiizey ifadesine sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
nedenle, ¢alismamiz metastatik LN na sahip kisilerde anti tiimoér hiimoral immiin
yanitin indiiklenmesinde bu Tth hiicrelerinin hedef alinabilecegi ve anti-PD-1 ve anti-
TIM-3 kombinasyonel tedavilerinin Tth hiicre gruplarini aktive etmedeki roliine 151k

tutacag diigiiniilmektedir.

5.7. Ozet Sonu¢ ve Oneriler

e Saglikli ve metastatik meme kanseri hasta PMNH’lerinden ve hasta LN
orneklerinden elde edilen hiicreler ile fenotipik analizler yapildiginda;

o CD4" T hiicrelerinin tiim 6rnek gruplari i¢inde LN’de yiiksek oranda
bulundugu tespit edilirken CD8" T hiicreleri PMNH’ler de tespit
edilmis olup diisiik oranda da olsa LN’de de gbzlenmistir.

o LN’deki CD4" ve CD8" T hiicrelerin yiiksek oranda PD-1, TIM-3 ve
ICOS ifade ettigi tespit edilmistir.

o CD4"ve CD8" PD-1"CXCRS5" Tth hiicreleri de diger 6rnek gruplarina
oranla yliksek oranda metastatik meme kanseri LN’sinde bulundugu
tespit edilmistir ve bu CD4" ve CD8" PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerinin;

= CCR7'CD45RO" fenotipik ozellikte olduklart saptanmisgtir. Bu
durumun da LN’da konumlanip antijen ile karsilagmalari
sonucu merkezi hafiza Ozellikteki hiicrelere farklilagsmalari
sonucu olabilecegi diisliniilmektedir.

= Disiik oranda da olsa diger hedef hiicre gruplarina oranla
CD127*CD25" hiicreler olduklar1 gorilmiistiir. Bu durumda IL-

7 aracili ¢cogaldigin1 gostermekte olup, merkezi hafiza T hiicre
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ozelliginde olabilecekleri ve regiilator hiicreler olmadiklar
tespit edilmistir.

= PD-1 ve CXCRS harici bir diger Tth belirteci olan ICOS
molekiiliinii de yiiksek oranda ifade ettikleri goriilmiistiir.

= PD-1 harici yliksek oranda de TIM-3 ifade ettikleri tespit
edilmistir.

o Neoadjuvan kullanimi, klinik ve histopatolojik evreler ve Her2
pozitifligi acgisindan CD4" T hiicrelerde hedef alt hiicre gruplar
arasinda hasta kan ve LN orneklerinde oransal fark tespit edilmemistir.
Ancak, CD8PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonunun LN’de neoadjuvan
kullanimu ile azaldig1 saptanmistir. Diger klinik histopatolojik evreler
ve HER2 pozitifligi agisindan CD8" hedef hiicre popiilasyonlart
arasinda oransal fark bulunmadigi gozlenmistir. Ancak, n sayisi
artirthp, neadjuvan tedavi, klinik ve histopatolojik evrelere gore
hormon reseptér (ER ve PR) ve HER2 ifadelerine bagli olarak da
BCL6'ICOS'TIM-3*"PD-1"CXCRS5" Tth hiicrelerinin gruplar arasi
oransal dagilim analizleri yapilip, hastalik tan1 ve pronozdaki bu Tth

hiicrelerinin 6nemi agiklanabilir.

Tiim bu fenotipik karakterizasyonlarin sonuglarina bagli olarak, metastatik
meme kanseri hastalarin tedavisini hedef alan ileriki ¢aligmalarda, IL-7 uyarimi ve
anti-TIM-3 inhibitori kullanilarak CD4* ve CD8" Tth hiicrelerinin sag kalimi
arttirilarak anti-kanser hiimoral ve sitotoksik immiin yanitlarin indiiklenebilecegi

diisiinilmektedir.

e Metastatik meme kanseri hastalarinin LN 6rneklerinden elde edilen kesitlerden
immiin floresan boyama ile CD4'BCL6" Tfh hiicrelerinin ve CD19" B
hiicrelerinin LN yapisinda konumlanmasi da incelendiginde:

o CD4'BCL6" hiicrelerinin T:B hiicre sinirt bolgesinde ve germinal
merkez aydinlik bolgesinde konumlandig1 goriiliip, bu bolgelerde yer
alan CD19" B hiicreler ile etkilesim halinde oldugu tespit edilmistir.

Ancak bu hiicreleri Tth hiicreleri olarak adlandirabilmek icin ayrica
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CD4, BCL6, CD19’a ek olarak PD-1 ve CXCRS5 immiinfloresan

boyamalar1 da yapilabilir.

e Saglikli ve metastatik meme kanseri hasta PMNH’lerinden ve hasta LN
orneklerinden MACS yontemi ile izole edilen CD4" T hiicrelerin anti-CD3 ve
anti-CD28 boncuklart ile uyarimi yapilmistir. Bu uyarimdan sonra;

o LN’den elde edilip uyarilan CD4" T hiicrelerin proliferasyon
kapasitesinin ve PD-1"CXCRS5" T hiicrelere doniisme kapasitesinin
diger 6rnek gruplarindan elde edilen CD4" T hiicrelere oranla daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir.

o LN’den elde edilen uyarimsiz CD4"PD-1" hiicrelerin CD69 oran1 PD-
1"’lere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir ve bu durum doku yerlesik
hiicrelerdeki CD69 ekspresyonun artmasi ve CD4" T hiicrelerin
uyarimlart sonucu LN’neye gd¢ edip merkezi hafiza fenotipindeki
hiicrelere farklilagsmaya baslamasi ile aciklanmaktadir. 24 saat uyarim
sonrasinda da LN 6rneklerinden elde edilen CD4"PD-1" T hiicrelerin
CD69 oraninin diger drnek gruplarma gore daha hizli oranda arttigi
tespit edilmistir.

o LN ve kan 6rneklerinden elde edilen CD4" T hiicrelerin 72 saat uyarimi
sonrasinda PD-1" hiicrelerin inhibitor reseptorleri daha erken ve yiiksek
oranda ifade ettigi tespit edilmistir ve 6zellikle TIM-3 ifade orani1 en

yiiksek oranda goriilmiistiir.

Sonug olarak tiim ornek gruplarma oranla LN’den elde edilen CD4" T
hiicrelerin uyarimindan sonra PD-1"CXCRS5" hiicre popiilasyonlarina yiiksek oranda
farklilagtig1 tespit edilmistir ancak bu hiicre popiilasyonunun Tfh fonksiyonel
ozelliginde olup olmadigini belirlemek i¢in en azinda popiilasyonlarinin izolasyonlari
sonrast PMA/ionomycin uyarimindan siipernatant toplanarak IL-21 ve CXCL13 i¢in

ELISA analizileri gerceklestirilebilir.

e Saglkikli kisilerin PMNH’lerinden izole edilen CD4" T hiicrelerin 72 saat
uyarimi sonrast FACS ile PD-1""CXCRS5"" hiicreleri izole edildiginde;
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o RT-PZR sonuglarina gore;

v' PD-1*CXCR5"* hiicrelerinin spesifik olarak BCL6 mRNA
diizeyinde eksprese ettigi, ayrica Th1 (STAT-1, NFkB, T-bet ), Th2
(STAT-5, GATA-3), Th17 (STAT-3, RORgt) ve Treg (Foxp3)
iliskili molekiilleri de mRNA diizeyinde ifade ettikleri tespit
edilmistir.

o Sitospin sonrast immiin floresan boyama sonuglarina gore;

v' PD-1"CXCRS5" hiicrelerin Tth hiicre belirtegleri olan BCL-6 ve
ICOS’u yiiksek oranda ifade ettikleri tespit edilmistir ve yiiksek
oranda PD-1 pozitifligine bagli olarak TIM-3 de eksprese ettikleri

dogrulanmistir.

Bu durumda da, saglikli kisilerin kanindan elde edilen ve uyarilan CD4"
hiicrelerinin CD4'PD-1"CXCRS5'BCL-6"ICOS'TIM-3* Tfh hiicrelere farklilagtig:
gozlendi. Ancak, saglikli kan Ornekleri gibi hasta kan ve LN Orneklerinde de elde
edilen CD4" T hiicrelerinin uyarimi ve sonrasinda PD-1""CXCRS5"~ popiilasyonlarinin
izolasyonlart sonrast RT-PZR ve immiinfloresan boyamalar1 da ek olarak yapilip
ozellikle LN’den elde edilen CD4" T hiicrelerin Tth hiicrelerine farklilagma kapasitesi

analiz edilmelidir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AJCC: Amerikan Ortak Kanser Komitesi
AP-1: Activator Protein 1

ASR: Yag-Standardize Oran

BATA3: HLA-B-Iliskili Transkript 3

BCL-6: B-hiicre Lenfoma 6 Protein

Breg: Regiilator B Hiicre

BTLA: B ve T Lenfosit Zayiflatici Protein
CCL1: Kemokin Ligand 1

CCL21: Kemokin Ligand 21

CCR7: CC- Kemokin reseptor 7

CCRS: CC- Kemokin Reseptor 8

CD62L: 6-siilfo Sialyl Lewis X Motiflerine L-selektin
CEACAMI1: Karsinoembriyonik Antijen Iliskili Adezyon Molekiilii 1
CFSE: Karboksifloresein Siiksinimidil ester
CTL: Sitotoksik T Lenfosit

CTLA-4: Sitotoksik T Lenfosit-iliskili Protein-4
CXCL12: C-X-C Kemokin ligand 12
CXCL13: Kemokin Ligand 13

CXCR4: C-X-C Kemokin Reseptor Tip 4
CXCRS: C-X-C Kemokin Reseptor Tip 5
DEPC: Diethyl Dicarbonate

DH: Dendritik Hiicre

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid
ER: Ostrojen Reseptorii

FACS: Floresan-Aktive Hiicre Ayirma
FGL1: Fibrinojen Benzeri Protein 1

FRC: Fibroblastik Retikiiler Hiicreler
G-CSF: graniilosit koloni uyarici faktor

Gal-: Galaktin

HER2: Insan Epidermal Biiyiime Faktorii 2
HEYV: Yiiksek Endotelyal Veniil

ICOS: Indiiklenebilir Kostimiilator Reseptorii
IDO: Indoleamine 2,3-Dioxygenase

IFN-: Interferon

Ig-: Immiinglobulin

IL-: Interldkin

IRF- :Interferon Regulatory Factor

ITAM: Tirozin-iliskili Aktivasyon Motifleri
LAG3: Lenfosit Aktivasyon Gen-3

LN: Lenf Nodu
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mADb: Monoklonal Antikorlar

MACS: Manyetik Aktive Hiicre Ayristirma

MHK: Major Histokompabilite Kompleks

MKBH: Miyeloid Kokenli Baskilayici Hiicreler
NFAT: Niikleer Faktor

NFKkB: B Hiicrelerin Kapa-Hafif-Zinciri-Gelistiren Niikleer Faktori
NK: Dogal Oldiiriicii Hiicreler

NKp30: Natural Cytotoxicity Triggering Receptor 3
NKT: Dogal Oldiiriicii T Hiicre STAT3

NOTCH: Forkhead Box O1 (FOXO1)

PBS: Phosphate-Buffered Saline

PD-1: Programlanmis Hiicre Oliim Proteini-1

PI-3: Fosfoinositol-3

PI3K: Fosfoinisitol-3-Kinaz

PLC-: fosfo lipaz

PMNH: Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler

PR: Progesteron Reseptori

PZR: Polimer Zincir Reaksiyonu

RORyt: RAR-Related Orphan Receptor Gamma
RT-PZR: Ger¢ek Zamanli Polimer Zincir Reaksiyonu
S1P: Sifingozin 1 Fosfat

S1PR1: Sifingozin-1-Fosfat Reseptorii

SHP: SH2-i¢eren Inozitol Fosfotaz

STAT-: Transkripsiyonun Sinyal-doniistiiren Aktivatorleri
TAM: Tiimér Iligkili Makrofajlar

TBE: Tris-borat-EDTA

Tcwm: Merkezi Hafiza Hiicreleri

TDLN: Tiimor Drene Lenf Nodu

Tem: Efektor Hafiza Hiicre,

Tfh: T Folikiiler Yardimci Hiicre

TGF-: Transforming Growth Factor-3

Th: Yardimci T hiicre

THR: T Hiicre Reseptorleri

TIL: Tiimér Infilitre Lenfosit

TIM: Immiinoreseptdr Tirozin-yerlesik Inhibitér Motifi
TIM-3: T Hiicre immiinglobin-3

TNF-: Timor Nekroz Faktorii

TNM: Tiimor, Lenf Nodu, Metastaz

Treg: Regiilator T Hiicre
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sunarim. Ayrica, doktora d6grenimim boyunca bilgi birikimlerini paylasan ve beni
cesaretlenren Prof. Dr. Ferah Budak hocamiza, ¢esitli projelerinde ¢aligtigim Dr. Salih
Haldun Bal’a, rutin immiinolojik testlerin 6gretimi ve uygulanmasindaki katkilarindan
dolay1 Figen Aymak’a, her zaman beni ger¢ek anlamda destekleyip cesaretlendiren ve
her daim birbirimiz ile bilgi aligverisinde bulunabildigimiz sevgili arkadasim Lagin
Cevhertag’a ve bu zorlu siirecte daha sayamadigim her zaman yanimda olan Bursa
Uludag Universitesi Immiinoloji Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda bulunan tiim 6grenci
ve personel arkadaslarima c¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismamim ortaya c¢ikmasinda bana destek olan, labarotuvarinin
imkaanlarint sonuna kadar sunan, deney siire¢lerimde karsilastigim her sorunumu
cozen, doktora sonrasindaki hayatimda da her zaman bana 151k tutacagina inandigim
Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda gorevli
es danigman hocam Prof. Dr. Giines Esendagli’ya c¢ok tesekkiir ederim. Hacettepe
Universitesi Kanser Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda tez galismalarimi
stirdiirirken bilgi birikimlerini paylagsmaktan kaginmayan Utku Horzum ve Ece
Tavukcuoglu basta olmak iizere beni kendi ekiplerinden biri gibi goren tiim ¢alisma
arkadaslarima tesekkiir ederim. Ayrica, tez ¢alismamin en biiyiik karahramlart olan
goniillii 6rnek bagiscilarima ve bu 6rneklerin temininde 6zveri ile ¢alisan Giilhane
Egitim ve Arastirma Hastahanesi Genel Cerrahi Boliimii’nde gorevli Prof. Dr. Kerim
Bora Yilmaz hocama da ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora siirecimdeki en stresli donemlerimde iiretkenligimin ve
dinamikligimin artmasinda katkida bulunan, lisansli binicisi oldugum Tabiat Binicilik
Merkezi’ne ve ¢alisanlarina, 6zellikle iyi bir sporcu olabilmem i¢in antremanlarda beni
cesaretlendiren Sezer ve Beyza Koz hocalarima da ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak tabiki tiim hayatim boyunca her tiirlii kararimda arkamda duran ve

gelisimim i¢in her daim maddi ve manevi desteklerini fazlasiyla hissetiren canim
ailem, babam Ercan Yilmaz’a ve annem Aysenur Yilmaz’a sonsuz tesekkiirler...
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