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TURKCE OZET

Immiin kontrol noktas1 inhibitér (ICI) tedavisinin malign melanoma
olgularindaki etkinliginin belirlenmesi i¢in 6ngdriicii biyo-belirteglerin tanimlanmast,
tedavi se¢cimine ve klinikte takibine yardimci olmasi acisindan 6nemlidir. Malign
melanomada ICI’nin ana hedefi T hiicre efektor fonksiyonlar: olmasina ragmen, olgun
ve farklilagsmis B hiicre fenotiplerinin de ICI yanitlari ile pozitif iliskide oldugu 6ne
stiriilmekte ancak ICI tedavisindeki rollerine yonelik calismalar az sayidadir. Bu
calismada, uzun siireli takip edilen metastatik melanoma (MM)’l1 olgularin ICI
immiinoterapisine verdikleri B-hiicre aracili immiin yanitlari, tedaviye yanit veren
(YV) ve yanitsiz (YZ) olgulardaki B hiicre alt gruplarindaki farkliliklarin saptanmasi
ve B hiicre iliskili sitokinlerin prognostik ve ongoriicli klinik biyo-belirte¢ olarak
kullanilabilme potansiyellerinin aragtiritlmas1 amaglanmistir. MM’li olgular ve saglikli
kontrollerden alinan periferik kan orneklerinden akan hiicre olger ile B hiicre alt
gruplar1 saptanmistir. Ayni gruplarin serum 6rneklerinden BAFF ve APRIL sitokin
seviyeleri Elisa yontemi ile tespit edilmistir. ICI tedavisinin, YZ olgularda naif B hiicre
frekanslarin1  periferde arttirirken, doniismiis bellek (IgD-CD27+), klasik
(CD21+CD27+), doniismemis bellek B hiicre ve IgA+ B hiicre frekanslarini azalttigi
saptanmistir. Tedavinin erken ve geg vizitlerinde doniismiis (IgM-IgD-) ve dontlismiis
bellek B hiicreler YV’lerde yiiksek frekanslarda bulunmustur. ICI tedavisinin, CD21-
/dii donlismis B hiicre frekanslarinin YZ olgularda arttirdigi, YV olgularda BAFF-R
ekspresyonunu azalttigi saptanmistir. YZ olgulara nazaran her vizitte BAFF-R ve
TACI ekspresyonlar1 YV olgularda yiiksek tespit edilmistir. Tedavi baslangicinda YZ
olgularin BAFF serum konsantrasyonlarmin, kontrollerden ve YV olgulardan yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Tez calisma sonuglari, serum BAFF seviyelerinin, BAFF-R
ve TACI ekspresyonlarinin ve CD21-/dii B hiicre frekanslarinin ICI tedavisi altindaki
MM’1i hastalarin efektif anti-tiimor yanitlarinda rolii oldugunu ileri siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metastatik melanoma, immiinoterapi, B hiicre, BAFF, BAFF-R
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INGILIiZCE OZET

Investigation of new B cell subgroups in malignant melanoma cases.

Determining predictive bio-markers is beneficial for selecting and monitoring
the effect of immune checkpoint inhibitor (ICI) treatment in malignant melanoma
patients. Although the main target of ICI in malignant melanoma is T cell effector
functions, it is suggested that mature and differentiated B cell phenotypes also have a
positive relationship with ICI response. However, there are few studies in this context
have been conducted. This longitudinal study aimed to investigate the B cell-related
immune responses to ICI therapy in metastatic melanoma (MM) patients, differences
of B cell subgroups between responding and non-responding MM patients regarding
their state of response to ICI treatment, the potential utilization of B cell-related
cytokines as prognostic and predictive clinical bio-markers to immunotherapy.
Peripheral blood samples were taken from MM patients and healthy donors and B cell
subsets were analysed by flow cytometry. BAFF and APRIL serum levels were
detected by Elisa in same groups. While ICI treatment increased naive B cell frequency
in non-responders, switched memory (IgD-CD27+), classical (CD21+CD27+),
unswitched memory B cell and IgA+ B cell frequencies were decreased. Switched
(IgM-IgD-) and switched memory B cell frequency were elevated in responders at
early and late visits. During ICI treatment, CD21-/lo switched B cell frequencies were
increased in NR patients, BAFF-R expression was decreased in R patients. Responders
had higher expression of BAFF-R and TACI than non-responders at all visits. At the
initiation of ICI therapy, BAFF serum concentrations were detected to be significantly
higher in non-responders compared to responders and healthy controls. Results of the
thesis suggest that serum levels of BAFF, BAFF-R and TACI expressions and CD21-
/lo B cell frequencies can have a role in effective anti-tumour responses in MM cases
under immunotherapy.

Keywords: Metastatic melanoma, immunotherapy, B cell, BAFF, BAFF-R
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1. GIRiS

Malign melanoma melanositlerin malignant doniisiimiinden kaynaklanan
agresif bir cilt kanseri tliriidiir. Ayn1 zamanda en immiinojenik tiimorlerden bir
tanesidir (De Vellis, Pietrobono, & Stecca, 2021). Metastatik melanoma hastalarinin
sag kalimi immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kullanimi ile 6nemli derecede
artmistir. Ancak tiim hastalar bu tedaviye yamit vermemektedir. Ilaveten, kontrol
noktast immiinoterapisi metastatik melanoma hastalarinin yarisindan fazlasinda
derece 3 veya daha yiiksek tedavi-iligkili yan etkilere yol agmakta, bu sebepten Otiirii
hastalarin yaklasik %40’1 tedaviyi birakmak zorunda kalmaktadir. Bu nedenle
hastalarda immiin iliskili yan etkilerin geligmesi, immiin kontrol noktasi inhibitor
tedavisinin uygulanmasi ve degerlendirilmesi acgisindan en biiylik engellerden biridir
(Das ve ark., 2018; Larkin ve ark., 2015). Baz1 immiin iliskili yan etkilerin T hiicre
aracili, bazilarmin ise B hiicre aracili oldugu gosterilmistir (Das ve ark., 2018; Sznol
ve ark., 2017). Ancak, kontrol noktasi inhibisyonu ve tedavi siiresince immiin
yanitlarin takip edildigi ¢calismalar ¢ogunlukla T hiicrelerine odaklanmasina ragmen,
yeni bulgular B hiicrelerin 6nemini vurgulamaktadir (Da Gama Duarte ve ark., 2018).
Ancak, B hiicrelerin tedavinin erken donemindeki degisikliklerinin sistematik analizi
ve otoimmiinite ile olan iliskileri hala anlasilamamistir. Immiin kontrol noktasi
inhibitor tedavisinin metastatik melanoma hastalarindaki etkinligi ve toksisitesinin
belirlenmesi icin Ongoriicii biyo-belirteglerin tanimlanmasi, tedavi se¢imi ve
rehberligine yardime1 olmasi agisindan dnem teskil etmektedir. Ideal biyo-belirteclerin
periferal sivilardan ulagimi ve 6l¢iilmesi kolay olmali ve melanomaya duyarl ve 6zgii
olmalidir. Bu sayede tani, prognoz ve tedavinin klinikte takibi i¢in kullanilabilir.
Yapmis oldugumuz c¢alismada uzun siireli takip edilen metastatik melanoma
hastalarinin periferik kanlarindan B hiicreleri izole etmeyi, bu hiicre grubunun alt
gruplarini saptamay1 ve immiin kontrol noktas1 tedavisi silirecinde B hiicre yanitlarini
degerlendirmeyi, ayn1 zamanda prognostik veya toksisite dngoriicii invazif olmayan
klinik biyo-belirte¢ olarak tanisal kullanilabilme potansiyellerini arastirmay1

amagcladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Malign Melanoma

2.1.1 Tamm

Malign Melanoma (MM), epidermal melanositlerden tiireyen koéti huylu
(malign) bir timdrdiir. Tiim deri kanserlerinin %2’sini olugturmaktadir. Melanoma
genellikle deri yiizeyinde olusur ancak deri haricinde herhangi bir dokuda da
olusabilmektedir: oral mukoza, nazoferinks, paranazal siniisler, trake, bronglar ve
bronsiyoller, vulva vajina, aniis, idrar yolu, merkezi sinir sistemi ve goz gibi

(Cummins ve ark., 2006).
2.1.2 Epidemiyoloji

Kutan6z malign melanoma insidansinda son 70 yilda istikrarli bir artig
mevcuttur (Leiter, Keim, & Garbe, 2020). Diinya geneline bakildiginda, yirminci en
yaygin kanser tipi oldugu goriilmektedir. Cogunlukla sanayi tilkelerinde, 6zellikle
Kuzey Amerika (Carr, Smith, & Wernberg, 2020), Kuzey Avrupa, Avustralya ve Yeni
Zelanda’da (Whiteman, Green, & Olsen, 2016) keskin artislart mevcutken , daha fazla
pigmentasyonun mevcut oldugu Asya ve Afrika lilkelerinde melanoma insidansinin

biiyiik 6lciide degismedigi bildirilmistir (Erdmann ve ark., 2013).

Yasa gore standardize edilmis en yiiksek MM insidans oranlari Avustralya
(yillik 50,3/100000) ve Yeni Zelanda’dan (47,4/100000) bildirilmistir. Bunlar
Danimarka (33,9/100000), Norveg (32,7/100000), Amerika Birlesik Devletleri beyaz
popiilasyonu (32,4/100000) ve Isve¢ (29,3/100000) takip etmektedir (Olsen, Green,
Pandeya, & Whiteman, 2019). Ulkemizde epidemiyolojik veriler sinirli olmak ile
birlikte, 2015 Tiirkiye Kanser Istatistikleri Raporunda yer alan veriler, cinsiyete gore
melanoma insidansinin erkeklerde 1,5/100000 ve kadinlarda 1,4/100000 oraninda
oldugunu gostermektedir (Acer & Kaya Erdogan, 2019).



Ulkemizde Ege {iniversitesi Kanser Arastirma Merkezi veri tabani ile yapilan
bir ¢calisma, 1992-2017 yillar1 arasinda melanoma olgusu goriilme sikliginda anlamli
derecede bir artisin yani sira, mortalitede de bir artig egilimi oldugunu bildirmistir
(Acar ve ark., 2020). XX. yiizyilin ortalarindan itibaren farkl iilkelerce yiiriitiilmiis
retrospektif ¢aligmalar, yasa gore standartlastirilmis melanoma 6liim oranlarinin hem

erkek hem de kadinlarda artmis oldugunu dogrulamaktadir (Leiter ve ark., 2020).

2.1.3 Etiyoloji ve Patofizyoloji

2.1.3.1 Etiyoloji

MM’nin cevresel, genetik ve bireysel faktdrlerin karmasik etkilesimleri
sonucunda olustugu diistiniilmektedir. Melanoma olusumunda yaygin/atipik nevus,
deri fenotipi, ailede melanoma Oykiisii, aktinik hasar, glines yanig1 dykiisii ve 6zellikle
cocukluk ve genglik doneminde asir1 derecede ultraviyole radyasyona (UV) maruz

kalmak onemli risk faktorleri arasinda kabul edilmektedir (Carr ve ark., 2020).

Ultraviyole Radyasyon

Ultraviyole radyasyon MM’nin ana nedenidir. Kutan6z melanomlarda UV
sebebiyle olusan mutasyon birikimi ve ¢oklugu, melanomagenezde UV radyasyonun
onemini vurgulamaktadir. Giines 151g1min farkl dalga boylarindan UV A (320-400 nm)
ve UVB (280-320 nm) epidermise, sadece UVA dermise ulasabilmektedir. UVA
radyasyonu, melanosit DNA’sinda siklobiitan pirimidin dimerleri olusumuna, DNA
tamir mekanizmasinda bozukluklara ve takiben melanositlerde DNA hasar yanitlart
olugsmasina neden olarak melanoma gelisimini tetiklemektedir (Khan, Travers, &
Kemp, 2018). Pek ¢ok arastirma yogun ultraviyole 1s18a ve mesleki olarak giinese
maruz kalmanin (20 yildan fazla) melanositlere neoplastik karakter kazandirdigi ve

melanoma gelisimine neden oldugunu gostermektedir (Carr ve ark., 2020).



Anatomik Lokasyon

MM’larin viicutta farkli bolgelerde gelismesi giinese maruz kalinan bolgelerin
belirgin paternleri ile iliskilidir. Ayn1 zamanda cinsiyete ve yasa bagli olarakta
degiskenlik gostermektedir. 2018 yili Ingiltere verilerine bakildiginda, 65 yas iistii
kadinlarda MM en ¢ok alt bacakta goriiliirken, sirasiyla iist bacak, boyun ve bas
bolgesi ve govde en ¢ok goriilen viicut bolgeleridir. Erkeklerde ise bu sira govde, bas

ve boyun, iist bacak ve alt bacak seklindedir (Memon ve ark., 2021).

Yas, Cinsiyet

Son 40 yi1lda MM insidansinin kadin ve erkeklerde istikrali ve nemli derecede
artmakta oldugu, esas olarak orta yaslilarda (35-64 yas) ve yashlarda (65+ yas) siirekli
bir artis gosterdigi gézlenmistir (Memon ve ark., 2021). Farkli etnik koken ve tiim
anatomik lokasyonlara bakildiginda gen¢ kadinlarda artan bir insidans mevcut iken,
40-50 yas sonrasinda erkeklerde daha yiiksek bir MM insidans1 goriilmektedir (Yuan
ve ark., 2019). UV radyasyon sonucu olusan melanomalar siklikla daha ge¢ yasta
ortaya c¢cikmakta ve erken yasta konulan tanilarin g¢evresel faktorlere nazaran,

patofizyolojik faktorler ve/veya genetik ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

UV radyasyon maruziyetine dayandirilan MM’nin erkeklerde goriilme
insidansinin kadmlarda yiiksek olmasinin olasi nedenleri, kadin ve erkekler arasi deri
bariyer tamir mekanizmalar1 arasindaki biyolojik farkliliklar ve kadinlarda UV
radyasyonunun sebep oldugu hasarin erkeklere nazaran daha iyi tamir edilmekte
olmasidir (Memon ve ark., 2021). Ayrica, melanoma iliskili Gstrojen
reseptorleri/insiilin-benzeri biiyiime faktér 1 reseptorii (IGIR) yolaginda bulunan
melanoma iliskili IGFI rs1520220 and IGFIR rs2229765 tek nikleotid
polimorfizm’li varyantlarinin da kadinlara nazaran erkeklerde dnemli derecede bir risk

faktorii olusturabilecegi gosterilmistir (Yuan ve ark., 2020).



Melanositik Nevus

Kutanoz MM’larin yaklasik iicte birinin Onceden var olan neviilerden
(konjenital tip ve akkiz) olustugu, c¢ogunlugunun ise kendiliginden olustugu
gozlenmistir. Cok sayida tipik veya atipik melonositik nevus varligr kutandz
melanoma gelisimi i¢in risk faktoriidiir (Cummins ve ark., 2006). 60 yas isti
erkeklerde tek bir nevusun melanomaya doniistimiiniin yilda 1/33000 veya daha az
oldugu, 20 yasindaki bir bireyin ise herhangi bir neviisiiniin hayati1 boyunca doniistim
gecirme riski erkekler i¢in yaklagik 1/3164 ve kadinlar i¢in ise 1/10800 olarak tahmin
edilmektedir (Tsao, Bevona, Goggins, & Quinn, 2003).

Immiinsiipresyon

Zayiflamis bir immiin sisteme sahip hastalarin cilt kanseri gelistirme riski
artmaktadir. Solid organ transplant Oykiisii olan hastalarin 2-4 kat daha fazla
melanoma gelistirdikleri gdzlenmistir. Ilaveten, siklosporin ve sirolimus gibi bazi
immiinsiipresanlarin kullanim1 artan melanoma insidansi ile iligkilidir. Literatiirde
HIV infekte bireylerin MM gelistirme riski rapor edilmis olsa da bu durum
tartismalidir (Carr ve ark., 2020).

Aile Oykiisii ve Genetik Duyarlilik

Ailesinde melanoma 0Oykiisii olan bireylerde bulunmayanlara kars1t melanoma
gelisme riski yaklasik iki kat yliksektir. Ailesel melanomanin, tiim melanoma
vakalarinin %10’undan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Markovic ve ark., 2007).
Ailesel melanoma ayni zamanda heterojendir. 2 ana kalitsal gen tanimlanmustir:
cyclindependent kinase inhibitor 24 (CDKN2A) ve cyclin-dependent kinase 4 (CDK4).
CDKN2A retinoblastoma yolagindaki hiicre dongiisiiniin negatif regiilatorii olan p16
proteinini ve p53 apoptoz yolaginda bulunan p14ARF proteinini kodlarken, CDK4
sadece retinoblastoma yolaginda yer alir (Carr ve ark., 2020; Tucker, 2009). CDKN2A4

germline mutasyonlar1 Avustralya, Kuzey Amerika, Avrupa ve Israil’den gelen



melanoma egilimli ailelerin  %39’unda tespit edilmistir. CDK4 genindeki

mutasyonlarin goriilme sikligt CDKN2A genine gore daha diisiiktiir (Tucker, 2009).

Melanositlerin melanomaya doniisiimii eksojen ve endojen olaylarin karmasik
bir etkilesimiyle gergeklesir. Melanocortin-1 receptor (MC1R) genindeki varyasyonlar
pigment cesitliliginin 6nemli bilesenleridir. Farkli MCIR varyantlarinin melanoma
riski ile iligkili oldugu meta-analizler sayesinde gdsterilmistir (Tucker, 2009). MC1R
indirekt olarak pigmentasyonun ana regiilatorii MITF genini de aktive ederek melanin
tiretimini destekler, Sadece MITF geninin tiim melanomalarin %4-21’inde ¢cogalmis
olarak bulunmaktadir. Bunlara ilaveten, ASIP (agouti signalling protein), OCA2
(oculocutaneous albinism 11), PAX3 (paired box 3), EDNRB (endothelin receptor type
B), SLC45A42 (solute carrier family 45 member 2), SOX10, TYRPI (tyrosinase-related
protein 1) and TYR (tyrosinase) pigmentasyon-iligkili genlerde de germline

polimorfizmleri bulunmustur (Schadendorf, Fisher, ve ark., 2015).

Ayrica MCIR pigmentasyon yolaklarindan bagka mekanizmalar araciligiyla da
melanoma riskine katkida bulunabilir. Germline MCI/R degisiminin, somatik BRAF
mutant melanomalar ile de iliskili oldugu bulunmustur (Tucker, 2009). Malign MAPK
(mitogen-activated protein kinase) yolaginda bulunan gen ve protein degisiklikleri ile
de iligkilidir. MM’larin yaklasik %65’i RAS-RAF-MEK-ERK yolag: icerisindeki
mutasyonlardan kaynaklanir ve yaklasik %40’1t BRAF geninde (6ncelikle V600

kodonunda) yiiksek oranda mutasyon barindirir (Greco ve ark., 2019)

2.1.3.2 Patofizyoloji

Epidermisin basal tabaninda yer alan melanositler kutan6z dokunun savunma
mekanizmasint olusturur. UV radyasyona maruz kalan keratinositler, MSH
(melanocyte stimulating hormone) lretirler. Melanositler iizerinde bulunan MCIR
reseptoriine baglanan MSH, melanin iiretilmesinden ve salinmasindan sorumludur.
Melanin melanozomlarda sentezlenir ve melanositlerden keratinositlere tasmarak UV
radyasyondan korunmay1 saglar (Moreira, Bicker, Musicco, Persichetti, & Pereira,

2020). Melaninin bu koruyuculugu, UV radyasyonun genis spektrumunu bloke etmesi



ve bu sayede DNA’da daha fazla degisim olmasmi engellemesinden

kaynaklanmaktadir (Leonardi ve ark., 2018).

MM DNA da geri doniistiiriilemeyen mutasyonlarin meydana gelmesiyle
baglar. Metastatik malign melanoma veya melanomagenez, epidermiste bulunan
atipik melanositlerin anormal sekilde ¢ogalmasi, daha sonrasinda dermise ve subkutan
hiicresel dokuya yayilmast ve diger organlara lenfatik yollar veya kan dolagimi ile
yayilmasi siirecidir. (Moreira ve ark., 2020). Melanomogenezin 5 ana agsamasi1 bulunur
ve bunlar sayesinde c¢ogalmalar1  fark edilebilmekte ve lezyonlar
gozlemlenebilmektedir: melanositik hiperplaziye sahip melanositik neviis, anormal
farklilagma; anormal farklilasan ve melanositik niiklear atipi ve melanositik displeziye
sahip melanositik neviis, primer melanomanin radyal biiyiime fazi (RGP); primer
melanomanin vertikal biiylime fazi (VGP); metastatik melanoma, seklinde
siralanmaktadir. RGP’ye gec¢isle birlikte lezyon biiylimesinin sinirli olusu ve kendi
kendini kontrol etmesi ortadan kalkar. Primer melanoma hiicrelerinin RGP'de
progresyonu ardisik ve merkezidir. Bu hiicreler belirsiz ve bagimsiz olarak otonom
kismi biiylimeye sahiptirler. Metastatik melanoma, hiicreler VGP’ye gecis sirasinda
otonomi kazandiginda gelismeye baglar. Bu son iki fazdaki farkli hiicre tipleri ve
dagilimlart melanomanin histolojik siniflandirilmasina yol gostermektedir (Moreira ve

ark., 2020).

2.1.4 Kilinik Tam

Melanoma genellikle rutin cilt muayenesi sirasinda kesfedilmektedir. Pek ¢cok
lezyon asemptomatik olsa da, hastalar pigmentli cilt lezyonlarinda devamli bir
kabuklanma, kasinti, veya kanamadan yakinmakta ve siiphe dogurmaktadir (Rashid &
Tsao, 2021). Lezyonun belirlenmesinde ve tan1 koyulmasi i¢in biyopsi karar1 alinmasi
icin klinikte en ¢ok kullanilan ABCDE kriteri olup ve su sekilde tanimlanmaktadir:

A: asimetri i¢in

B: smir diizensizligi

C: renk degisikligi

D: ¢ap1 6 mm’den biiylik

E: zamanla degisme veya gelisme



Metastatik bolgelere gore klinik goriintii degismektedir (Rashid & Tsao, 2021).
Melanomanin tanisi ve saptanabilirligi i¢in invazif olmayan goriintiileme teknolojileri
pre-biyopsi ve kantitatif teknikler post-biyopsi, floresan in situ hibridizasyonu,
karsilagtirmali  genomik hibridizasyon, dizileme, kiitle spektrometrisi ve
immiinohistokimya teknikleri siklikla kullanilmaktadir (Davis, Shalin, & Tackett,
2019).

Melanomanin lokasyonuna bagli olarak ince-igne aspirasyonu kullanilarak
biyopsi, ¢cekirdek (core) biyopsi, ekzisyonel biyopsi veya ensizyonal (kesit) biyopsi ile
hastalik patolojik olarak dogrulanmalidir (Coit ve ark., 2019).

2.1.5 Evreleme

2.1.5.1 Malign melanoma TNM simiflandirilmasi

AJCC (American Joint Committee of Cancer) evreleme sistemi melanoma
tanis1 konan hastalarin evrelemesinde, prognostik degerlendirmesinde ve klinik karar
alinmasinda 2010 senesinden beri kullanilmaktadir. Evre terimi; (stage) tiimoriin
anatomik uzantilar1 T (primer tiimor), N (lenf nodlar1)) ve M (uzak metastaz)
tanimlanarak ve gerekli kansere Ozgii prognostik faktorler ile birlestirilerek
kullanilmaktadir. T, N ve M tanimlar1 ayrintili bir sekilde tablo 1, 2 ve 3 de
listelenmistir. Ek olarak, klinik evre alt gruplari, patolojik evre III alt gruplar1 2018
itibariyle devre dis1 birakilmistir (Amin ve ark., 2017).

Klinik ve patolojik siniflandirma tanimlari, primer timdr bdlgesinin eksizyonu
olup olmamasi ve tanisal ¢aligma sirasinda veya tedavi siirecinde mikroskobik
degerlendirmede bdlgesel lenf nodlarinin klinik/radyolojik inceleme/tan1 biyopsisi

yapilarak incelenip incelenmedigine dayanir.



Tablo 1. Primer Timér (T) Tanimi (Amin ve ark., 2017)

T kategorisi Kahnhk Ulserasyon Durumu
TX: primer tiimor kalinhgr Uygulanamaz Uygulanamaz
degerlendirilemez
TO: primer tiimér kamti yoktur (6rn., Uygulanamaz Uygulanamaz
bilinmeyen vea  tamamen  gerilemis
melanoma)
Tis (in situ melanoma) Uygulanamaz Uygulanamaz
T1 <1,0 mm Bilinmeyen veya belirtilmemis
Tla <0,8 mm Ulserasyon yok
T1b <0,8 mm Ulserasyon var
0,8-1,0 mm Ulserasyon var veya yok
T2 >1,0-2,0 mm Bilinmeyen veya belirtilmemis
T2a >1,0-2,0 mm Ulserasyon yok
T2b >1,0-2,0 mm Ulserasyon var
T3 >2.,0-4,0 mm Bilinmeyen veya belirtilmemis
T3a >2,0-4,0 mm Ulserasyon yok
T3b >2,0-4,0 mm Ulserasyon var
T4 >4,0 mm Bilinmeyen veya belirtilmemis
T4a >4,0 mm Ulserasyon yok
T4b >4,0 mm Ulserasyon var

Tablo 2. Bolgesel Lenf diigiimii (N) Tanimi (Amin ve ark., 2017)
Lenf diigiimii ve/veya lenfatik metastaz kapsam

N Timor tutulumlu bolgesel lenf diigiimii sayist In-transit, satellite, ve/veya
Kategorisi microsatellite metastaz varlig1
NX Degerlendirilmemis lenf diigiimleri (6rn., SLN biyopsisi =~ Hayir
yapilamamus, bolgesel diigiimler 6nceden alinmig)
NO Bolgesel lenf diigiimii metastazi saptanmamig Hayir
N1 Tek bir lenf diigiimii tutulumu veya tiimor tulumu olmayan
lenf diigiimii durumunda in-transit, satellite, ve/veya
microsatellite metastazlar
Nla Bir klinik olarak gizli (okkult)
N1b Bir klinik olarak tespit edilmis Hayir
Nlc Lenf diigiimii hastalig1 yok Evet
N2 iki veya ii¢ lenf diigiimii tutulumu veya bir lenf diigiimii
tutulumlu in-transit, satellite, ve/veya mikrosattellite
metastaz bulgusu
N2a Iki veya ii¢ klinik olarak gizli (6rn., SLN biyopsisi ile  Hayir
saptanmig)
N2b Iki veya iig, en az biri klinik olarak saptanmis Hayir
N2¢ Bir klinik olarak gizli veya saptanmis Evet
N3 Dort veya daha fazla lenf digiimii tutulumu veya iki veya

daha fazla lenf diigiimii tutulumlu in-transit, satellite, ve/veya
microsatellite metastazlar, veya in-transit, satellite, ve/veya
microsatellite metastaz varlig1 veya yoklugunda herhangi bir
microsatellite

sayida  konglomere  diigiimiive/veya

metastazlar



N3a Dort veya daha fazla klinik olarak gizli (6rn., SLN biyopsisi =~ Hayir
ile saptanmis)

N3b Dért veya daha fazla, en az biri klinik olarak saptanmis, veya =~ Hayir
herhangi bir sayida konglomere diigiim bulgusu

N3¢ Iki veya daha fazla klinik olarak gizli veya saptanmis ve/veya = Evet

herhangi bir sayida konglomere diigiim bulgusu

Tablo 3. Uzak Metastaz Tanimi (Amin ve ark., 2017)

M Kkategorisi M Kriteri
Anatomik Bolge LDH Seviyesi
Mo Uzak metastaz yok Uygulanamaz
M1 Uzak metastaz var
Mila Cillte, kasta dahil olmak tizere yumusak dokuya, Kayit edilmemis veya oOzellikle
ve/veya bolgesel olmayan lenf digiimiine uzak = belirtilmemis
M1a(0) metastaz Yiikselmemis
Mila(1) Yiikselmis
Mi1b Hastaligin M1a bolgeleri varliginda veya yoklugunda = Kayit edilmemis veya Ozellikle
akcigere uzak metastaz belirtilmemis
M1b(0) Yiikselmemis
Mi1b(1) Yiikselmis
Milc Hastaligin Mla veya M1b bélgeleri varliginda veya Kayit edilmemis veya ozellikle
yoklugunda MSS olmayan visceral dokulara uzak = belirtilmemis
Mi1c(0) metastaz Yiikselmemis
Milc(1) Yiikselmis
Mild Hastaligin M1a, M1b, veya Mlc bolgeleri varhiginda = Kayit edilmemis veya Ozellikle
veya yoklugunda MSS’ne uzak metastaz belirtilmemis
M1d(0) Normal
M1d(1) Yiikselmis

M Kkategori ici takilar: (0) LDH yiikselmemis, (1) LDH yiikselmis. Kayit edilmemis veya 6zellikle belirtilmemis ise

taki kullanilmaz.

2.1.5.1.1 Klinik siniflandirma

Klinik evreleme baslangi¢ tedavisini belirlemede esastir. Ayrica hasta
kohortlarin1 karsilastirmak agisindan da kritik dneme sahiptir. Klinik smiflandirma,
tanidan baglangi¢ tedavisinin baglatilmasina kadar olan siiredeki bulgulardan yapilir
(tablo 4). Klinik evre I ve II klinik, radyolojik ve/veya laboratuvar degerlendirilmeleri
gbz Oniline alinarak bolgesel veya uzak bolgelerde metastaz yoklugu seklinde
tanimlanir. Malign melanomda klinik evre III bolgesel metastaz bulgusuna sahip
hastalar1 ifade eder. Bolgesel metastaz, primer timoriin tan1 biyopsinin mikroskobik
degerlendirmesi sirasinda bolgesel lenf nodlar1 veya satellite veya in-transit

metastazlar olarak veya mikrosatellitler seklinde lokal bolgesel metastazlar seklinde
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kesfedilir. Klinik evre IV uzak bolgede veya bolgelerde metastaz olan melanoma

hastalarini ifade eder.

Breslow tiimor kalinligi

Melanomada T kategorisi melanomanin kalinligimin olgtilmesi ile tanimlanir.
Epidermisin graniiler tabakasindan en derin tabadaki (epidermis veya subkutis) invazif
tiimoOr hiicresine kadar olan mesafe olarak ol¢iilmektedir. AJCC evreleme sistemi
8.baskida T-kategorisi siniflar1 birer tam say1 olarak 1,0 ve 2,0 ve 4,0 mm olarak

belirlenmistir.

In situ melanoma, belirlenmemis melanoma ve ¢oklu primer melanomalar

In situ melanoma sahip hastalar TO degil Tis seklinde, melanoma goriintiisti
goriilmedigi durumlarda ise TX olarak kategorize edilmektedir. Birden fazla primer
kutan6z melanoma varliginda, her bir cilt bolgesi farkli bir primer bolge olarak
birbirinden ayri olarak kategorize edilmelidir. Ayn1 bolgesel nodiile drene olan ¢oklu
primer melanomali hastalarin en yiliksek T kategorisine sahip nodiilii metastazinin
baslangic1 olarak atanir ve N kategorisi de bunu yansitmalidir. Sayet eszamanh

melanomalar mevcut ise, T kategorisi atanarak m takisi eklenir (Amin ve ark., 2017).

Primer tiimorde {ilserasyon

T kategorisinin belirlenmesindeki ikinci kriter, primer tiimorde tilserasyondur.
Melanoma iilserasyonu st derinin tam kalinliginda bozukluk (stratum korneum ve
bazal membranin dermoepidermal baglantisinin yoklugu), reaktif degiskenlerin
bulgusu (fibrin katmani1 ve nétrofiller), ve kalinlasma, arka planda kalma veya travma
veya cerrahi miidahalenin yoklugunda etrafi saran epidermisin reaktif hiperpilazisi
olarak pek c¢ok 6zelligin bilesimi ile karakterizedir (Amin ve ark., 2017; Spatz ve ark.,

2003).
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Bilinmeyen primer bolgeden metastatik melanoma

Genellikle, baglangic1 bilinen melanomalar ile aynm1 evreleme kriteri
uygulanmaktadir.

Eger hasta Oncelikle lenf nodu metastazina sahip ise ve uygun evrelemede
diger bolgelerin metastaz1 goriilmiiyor ise, bolgesel oldugu varsayilmalidir (evre IV

yerine evre III) (Amin ve ark., 2017).

Epidermal bileseni olmayan melanoma

Nadiren de olsa melanomanin primer tiimoér mii metastaz m1 oldugu kesin
olarak sadece patolojik inceleme ile yapilamayabilinir. Bu durum o6zellikle
epidermisin ilizerinde in situ bilesenin olmadigi dermiste yer alan melanoma igin
gegerlidir. Boyle durumlarda klinik bilgi (kiiciik bir kitle birakarak zamanla kaybolan
pigmentli plak hikayesi gibi) ile iligki kurulmasi esastir.

Tablo 4. AJCC 8. Baski Prognostik Evreleme Sistemi, Klinik (¢cTNM) (Amin ve ark., 2017)

T ... oldugunda N... oldugunda M... oldugunda Takiben Patolojik Evre...

Tis NO MO 0
Tla NO MO 1A
T1b NO MO 1B
T2a NO MO IB
T2b NO MO IIA
T3a NO MO IIA
T3b NO MO 1B
T4a NO MO 1B
T4b NO MO 1c
Herhangi bir T, Tis >N1 MO 1
Herhangi bir T Herhangi bir N Ml v

Uzak metastaz

Melanoma hastalarinda beyin, spinal kord, beyin zari, veya merkezi sinir
sistemi (MSS)’nin diger bilesenleri gibi MSS metastazlarinin gelisimi kétii prognoz
ile iligskidir (Davies ve ark., 2011). AJCC evreleme sistemi 8.baskida ayri1 bir M
kategorisi eklenmistir. M1c diglanarak yerine gelen M1d, aktif beyin ve diger MSS

metastazlarinin  kategorize edilmesinde kullanilmaktadir. Bu diizeltilmis M
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kategorisine hastalarda azalmis veya ylikselmis LDH (laktat dehidrogenaz) seviyeleri
sirastyla (0) ve (1) takilarim1 alir. LDH seviyesi bilinmeyen hastalar ise hicbir taki
almaz (Mla, M1b, Mlc ve M1d). ilaveten, viseral bolgeye metastazin oldugu ve
primer melanomanin bilinmedigi durumlarda M1 kategorisi kullanilarak evre IV

melanoma olarak belirtilmelidir (Amin ve ark., 2017).

Melanomada dogru evrenin goriintiileme ile belirlenmesi

Melanoma hastalarinin radyolojik goriintiilenmesi, metastatik hastaligin
varhigin1 ve bolgesel (nodil ve intransit) ve/veya uzak metastatik hastalig
(cilt/yumusak doku/uzak nodiil/intramuskiiler, akciger, viseral, veya MSS) saptamak
ve dogru klinik evrenin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Hastaligin bolgesel (N
kategorisi) atanmasi, bolgesel nodiiliin klinik olarak gizli (sentinel lenf nodu (SLN)
biyopsisi ile tespit) olup olmadigina dayanir.  Ultrason, bilgisayarli tomografi (BT)
veya pozitron emisyon tomografisi (PET)/BT goriintileme teknigi veya fiziksel

degerlendirme ile belirlenmektedir (Amin ve ark., 2017).

Erken-evre melanoma da goriintiileme

In situ melanoma (evre 0) ve invazif melanoma (klinik evre I ve II) hastalarinin
kanserlerinin evrelemesi i¢in goriintiillemeye gerek duyulmaz (Sabel & Wong, 2009).
Yiiksek riskli siipheli fiziksel degerlendirmeye sahip klinik evre Il melanoma hastalar1
(6rn, T4cNOMO) i¢in primer bolgeye direne olan lenf nodlarinin ultrason ile muayene

edilmesi diigiiniilebilir (Amin ve ark., 2017).

Evre III ve IV melanoma da goriintiileme

Klinik evre III melanoma hastalarinda semptomlarin yoklugunda veya uzak
metastaz varliginda, kesitsel goriintilleme (BT veya PET/BT) muhtemel eszamanl
gizli uzak metastazin varligini degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Evre IV
hastalar1 i¢in rutin kesitsel goriintiileme, 6zellikle PET/BT, evre iligkili anatomik

metastatik bolgeleri belirleyebilmektedir (Amin ve ark., 2017; Reinhardt ve ark.,
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2006) Ilaveten, kontrastla arttirilmis beyin manyetik resonans (MR) gériintiileme MSS
metastazi evre [V M1d varligin1 degerlendirmek i¢in en duyarl testtir (Amin ve ark.,

2017).

2.1.5.1.2 Patolojik sitmflandirma

Patolojik evre I ve Il melanoma hastalar1 bolgesel ve uzak metastazin olmadigi,
primer invazif kutandz melanoma hastalaridir. Patolojik evre III’e sahip melanoma
hastalarinda uzak metastaz goriilmez iken bolgesel metastaz, bolgesel lenf nodu
ve/veya mikrosatellite/satellite/in-transit metastaz, patolojik bulgular1 mevcuttur.
Primer bdlgenin tamamen eksizyonu veya yeniden eksizyonu pT siniflandirilmasi ig¢in
gereklidir. Patolojik evre IV melanoma hastalarinda bir veya birden fazla uzak bolgede
metastaz bulgusu mevcut olup, klinik (cM1) ve/veya histolojik (pM1) ile ifade
edilir(Amin ve ark., 2017).

Breslow Kalinlig1

Genel kurallar1 ‘klinik smiflandirma’ bashiginda belirtilmistir. Ek olarak, eger
melanomadan kesit veya kismi biyopsi alindiysa, maksimum timoér kalinhigr pT

kategorisi i¢in kullanilmaktadir.

Mikrosatellitler

Mikrosatellitler, primer melanomanin derininde veya ona komsu mikroskobik
kutandz ve/veya subkutandz metastazlardir. Primer timoriin Ozellikle de genis
ekzisyonu ile patolojik degerlendirilmesi ile saptanir. Metastatik tiimor hiicreleri
primer tiimdrden devamsiz olmalidir. Klinik olarak lenf nodu tutulumunun olmadig1
bir veya birden fazla mikrosatellitler veya biiylik sekilde goriiniir satellite veya in-
transit metastazlarin varligi hastalarin klinik evre III’e atanmalarini sart kogsmaktadir

(Amin ve ark., 2017).
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Bolgesel Lenf Nodu Metastazi

Klinik veya radyolojik bolgesel lenf nodu metastazi olmayan ancak
mikroskobik olarak nodal metastaz bulgusuna sahip hastalar (genellikle SLN biyopsisi
ile tespit edilir) ‘klinik olarak gizli’ seklinde tanimlanmaktadir. Tiimor tutulumu olan
nodlarmn sayisina gére N1a, N2a veya N3a olarak gruplara ayrilir (tablo 5). igne veya
SLN biyopsisi ile klinik olarak saptanan ve sistemik tedavi alan hastalar klinik
simiflandirma ile cN1 veya daha biiylik numara ile tanimlanmaktadir. Eger hastanin
SLN biyopsisi metastaz i¢in pozitif ise, pN1(sn) seklinde gosterilmelidir (Amin ve
ark., 2017).

Ek olarak, lenf diiglimiinden komsu dokulara kadar uzayan bir nodal
metastazin varlhigi ekstra nodal uzanti (ENU) seklinde tanimlanir. Genellikle klinik
olarak saptanan biiylik nodal metastaz ile baglantilidir. Tiim6riin ENU’s1 melanoma

hastalar i¢in kotii prognostik bir parametredir (Balch ve ark., 2000).

Nodal olmayan bélgesel metastazlar: Mikrosatellitler, satellitler, ve in-transit

metastazlar

Mikrosatellitler, satelitler, ve in-transit metastazlarin varligr veya yoklugu
sayisindan bagimsiz olmak ile beraber N-kategori Olciitiidiir. Satellit metastazlar,
primer melanomanin 2 c¢m igerisinde olusan biiylik ve goriinebilir kiitandz ve/veya
subkutan6z metastazlardir. Mikrosatelitler ayrintili olarak klinik siniflandirma
boliimiinde bahsedilmistir. In-transit metastazlar klinik olarak belirgin, dermal ve/veya
subkutandz metastazlardir. Primer melanomadan 2 cm’den daha fazla uzaklikta olup,
primer tiimor ve bolgesel lenf diiglimlerinin ilk kademesi arasinda yer alir. Satellit ve
in-transit metastazlarin varlig1 kotii prognoz ile iliskilidir (Buzaid ve ark., 1997).
Mikrosatellit, satellite, ve/veya in-transit metastaza sahip hastalar pozitif bolgesel lenf
nodu sayilarma gore Nlc, N2c, veya N3c seklinde kategorize edilmektedir (tablo 5).
Nlc atamasi bolgesel lenf diigiimiinde tiimdr tutulumunun olmamasini gerektirirken,
N2c tek bir diigiimde tutulum; ve N3c iki veya daha fazla lenf tutulumunda kullanilir
(Amin ve ark., 2017).
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Uzak Metastatik Hastaligin Anatomik Bolgeleri

Cilt, subkutan6z doku, uzak lenf diigiimlerine veya kasa uzak metastazi olan
hastalar M1a ile karakterize edilir ve diger anatomik bdlgelerde yer alan uzak
metastazlara gore iyi prognoz ile ifade edilmektedir. ilaveten, ciltte, subkutandz
dokuda veya uzak lenf diigiimlerinde eszamanli metastaz varligr veya yoklugu
olmaksizin, hastalarda akciger metastazi varlig1 M 1b olarak kategorize edilir ve ‘orta
prognoz’ olarak tanimlanmaktadir. MSS haricinde herhangi bir diger viseral bdlge
metastazi olan hastalar ise kotii prognoza sahip olup Mlc ile tanimlanirken, MSS
metastazi bulgusu olan her hasta M 1d kategorisine atanir ve M kategorisindeki en kotii

prognoza sahiptirler (Amin ve ark., 2017).

Tablo 5. AJCC 8. Baski Prognostik Evreleme Sistemi, Patolojik (pTNM) (Amin ve ark., 2017)

T ... oldugunda N... oldugunda M... oldugunda Takiben Patolojik Evre...
Tis NO MO 0
Tla NO MO 1A
T1b NO MO 1A
T2a NO MO 1B
T2b NO MO ITA
T3a NO MO 1A
T3b NO MO 1B
T4a NO MO 1IB
T4b NO MO Ic
TO Nlb, Nlc MO 111B
TO N2b/ce, MO 1IC
N3b/c
T1a/b, T2a Nla, N2a MO IIIA
T1a/b, T2a Nl1b/c, N2b MO 111B
T2b, T3a Nla/b/c, MO 111B
N2a/b
T1a/b, T2a/b, N2c, MO IIc
T3a N3a/b/c
T3b, T4a Herhangi bir N > N1 MO 1ic
T4b Nla/bl/e, MO Ic
N2a/b/c
T4b N3a/b/c MO 1D
Herhangi bir T, Tis Herhangi bir N Ml v
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2.1.5.1.3 Prognostik faktorler

Serum LDH

Melanoma i¢in bir serum etmeni AJCC evreleme sisteminin 7.baskisindan
itibaren artmig LDH seviyeleri M kategorisine eklenmistir. Serum LDH evre 1V
hastalarinda sag kalimin bagimsiz bir 6ngoriiciisii olarak bulunmustur (Amin ve ark.,
2017; Bedikian ve ark., 2008). Ayrica, immiinoterapi klinik arastirmalarinda, tedavi
oncesi LDH seviyesi ipilimumab ve PD-1 (programmed cell death 1) antikor tedavisi
alanlarda genel sagkalim ile iligkili oldugu bulunmustur. Benzer sekilde, LDH seviyesi
artmis hastalar anti-PD-1 tedavisine muhtemelen daha az cevap vermektedir (Weide

ve ark., 2016).

Primer Timor Mitotik Hiz1

Mitotik hiz AJCC evreleme sisteminin 8.baskisindan itibaren T-kategorisinden
cikartilmistir ancak prognozda ana belirliyecilerden biri olarak 6nemini korumaktadir.
Tim primer invazif melanomalarda kayit altina almmali ve degerlendirilmesi

Onerilmektedir.

Tiimor-infiltre Lenfositler (TIL)

TIL ler, timoriin yuvalandig1 yere infiltre olur ve bozabilmekte ve/veya timor
hiicrelerine kars1 gelen lenfositler olarak tanimlanmaktadir. TIL’in varligmmin en
yaygin derecelendirilmesi su sekilde yapilmaktadir:

1. Infiltre TIL yoklugu

2. Enerjik olmayan infiltre TIL: tiimor igerisinde lenfosittik infiltrasyonun odak
bolgeleri

3. Enerjik olan infiltre TIL: TIL in tiim tiimdre yayilmasi

Pek c¢ok ¢alisma primer kutandz melanomada TIL infiltrasyonunun avantajl
bir prognostik faktor oldugunu onermektedir (Azimi ve ark., 2012; Taylor, Patel,
Panageas, Busam, & Brady, 2007).

17



2.2 Metastatik Malign Melanomada Ila¢ Tedavisi

Son yillardaki MM ve akciger kanseri mortalitesindeki diisiis, tedavilerdeki
gelismeler ile iligkilidir. MM i¢in 6liim oran1 2009-2013 yillar1 arast duragan (stabil)
iken, takiben gelen 5 yillik siire zarfinda (2014-2018 yillar1 arasinda) yillik 5,7% azalis
gostermektedir (Siegel, Miller, Fuchs, & Jemal, 2021). Rezeksiyon veya sistemik

tedavi sinirli metastatik melanoma varliginda uygulanabilmektedir.

2.2.1 Kemoterapi

Evre IV uzak metastatik melanoma kotii prognoza sahip olup ortalama sag
kalim tanidan sonra 6-8 ay arasidir. Oncelikli tedavi palyatiftir (hafifletici) ve ileri
derece melanoma tedavisi i¢in onay alan tek kemoterapi ajan1 olan dakarbazin
icerebilir (Mays & Nelson, 1999). Malignant melanomanin iyi bilinen antijenik
ozellikleri timdr agilar1 ve diger umut verici immiinoterapilerin gelistirilmesine yol

acmuistir.

2.2.2 Hedeflenmis Tedavi

BRAF mutasyonuna sahip hastalarda mutant BRAF segici inhibitorlerin
(dabrafenib, encorafenib, vemurafenib) ek olarak kullanildigi klinik aragtirmalar umut
verici sonuglar sunmustur. BRAF ve NRAS mutasyonlarini barindiran ileri seviye MM
hastalar1 i¢cin MEK inhibitorleri (trametinib, cobimetinib, binimetinib), MAPK
kaskadinin aktivasyonunu azaltarak hiicre biiylimesini inhibe edebilmekte ve hiicre

Oliimiine yol acabilmektedir (Grimaldi ve ark., 2017).

BRAF ve MEK inhibitér kombinasyon tedavisi ile tek BRAF inhibitor
kullanimina goére hastalarin genel sag kalimi ve progresyonsuz sag kalimi daha
yliksektir (Rashid & Tsao, 2021). Cift-kor, randomize ve placebo kontrollii yapilan
cok merkezli klinik arastirma, cerrahi miidahele yapilamayan ileri evre BRAF V600
mutasyonlu melanoma hastalarinin cobimetinib ve vemurafenib’in ile kombine
tedavisinin klinik faydasini onaylamistir ve hastalarin sag kalimini arttirmak iizere

standart tedavide ilk secenek olarak kullanilmasinin yolunu agmistir (Ascierto ve ark.,
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2016). Bir baska klinik faz I1I ¢aligmasi, dabrafenib ve trametinib veya tek dabrafenib
ile tedavi edilen ayni evre BRAF V600 mutant MM hastalarinda 3 yillik genel sag
kalimin %62’ ye ulagtigini gostererek bu kombinasyonun tedavide ilk segenek olarak

uygulanmasini destekler niteliktedir (Long ve ark., 2017).

2.2.3 Immiinoterapi

Immiin hiicrelerin aktivitelerinin diizenlenmesini saglayan terapétik hedefler
‘kontrol noktas1 molekiilleri’ olarak bilinir. Immiin kontrol noktas1 inhibitér (immune
checkpoint inhibitor, 1CI)’leri ile immiinoterapi pek ¢ok tiimor tipleri i¢in tedavi
paradigmasini degistirmis ve ileri derece MM hastalarinda sag kalimi1 6nemli derece

arttirmistir (Hussaini ve ark., 2021).

Cerrahi miidahele ile ¢ikarilamayan metastatik melanoma tedavisinde ilk
kullanilan ajan yiiksek doz IL (interleukin)-2 (aldesleukin)’dir. Direkt olarak T-hiicre
proliferasyonunu ve anti-tliimor aktiviteyi destekler ancak az sayida secilmis hasta
tedaviye yanit vermekte ve ortalama sag kalim ise sadece 8-9 ay ile sinirli olmaktadir
(Rothermel, Sarnaik, Khushalani, & Sondak, 2019). Oysaki, CTLA-4 (cyftotoxic T-
lymphocyte-associated antigen-4) ve PD-1 antikor immiinoterapileri ile bu hastalarda
sag kalimin 6nemli derecede arttig1 gozlenmistir (Rothermel ve ark., 2019) ve bu

ylizden sistemik tedavi olarak yerini almistir.

Immiin kontrol noktasi inhibitérlerinin mekanizmasi

CTLA-4 ve PD-1 reseptorleri antijene yanit veren T hiicrelerin aktivasyonunun
diizenlemesinde gorev alir (Weinmann & Pisetsky, 2019). T hiicre aktivasyonu igin 2
sinyal gerekir. Birincisi, THR (T hiicre reseptorii) tarafindan antijenin taninmasi ve
takiben antijen-sunan hiicre (ASH)’nin MHC smif II molekiilleri ile antijeni
sunmasidir. Ikincisi ise CD28’e baglanan CD80 veya CD86 ile sinyalin iletilmesidir.
T hiicre ylizeyinde bulunan CTLA-4, CD28 ile yarisarak CD80/CD86 baglanarak T
hiicre aktivasyonunu engeller (sekil 1°de goriildiigii gibi). Immiinoglobulin siiper ailesi
iiyesi PD-1 molekiiliiniin esas gorevi periferal toleransi siirdiirmektedir (Weinmann &

Pisetsky, 2019). T hiicreler tarafindan eksprese olan PD-1, timdr hiicrelerinin veya
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ASH’lerin iizerindeki PD-L1’e baglanarak antijen-spesifik T hiicrelerin apoptozuna
neden olur (sekil 1°de goriildiigii gibi) ve regulatory T-cell (Treg) hiicrelerin
apoptozunu ise azaltir. Bu etkilesim normalde otoimmiiniteyi engellerken, kanser
hiicreleri PD-L1 ekspresyonlarin1 yukar1 ¢ekerek bu durumu kendi ¢ikarlari igin

kullanirlar ve immiin sistemden kagarlar.
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Sekil 1. immiin kontrol noktas: ve inhibitorlerinin mekanizmasi. A. CTLA-4 inhibitorii CTLA-4-CD80 veya CTLA-4-CD86
etkilesimini bloke ederek (kesikli ¢izgi ile gosterilmistir) T hiicre aktivasyonunu saglar. B. PD-1-PD-L1 aracili T hiicre
tiikkenmisligi C. PD-1 inhibitorleri PD-1-PD-L1 etkilesimini engellerken (kesikli ¢izgi) T hiicre aktivasyonunu ve sag kalimimna
olanak saglar.)

Anti-CTLA-4 tedavisi tiimor ¢evresindeki Treg hiicreleri Fe-reseptor-aracili
etkilesimler ile elimine edebilmektedir (Weinmann & Pisetsky, 2019). Bu nedenle de
tiimor ¢evresindeki T hiicre/Treg hiicre oran1 artmakta ve kuvvetmuhtemel anti-tiimor
yanitlar1 arttirmaktadir. Ancak Treg hiicreler ve tip 17 yardime1 (Th17) hiicrelerde
dengesizlige neden olarak immiin iliskili yan etkilerin ortaya ¢ikmasina yol agar (Selby

ve ark., 2013).

PD-1-PD-L1 blokajinin klinik uygulanmasi sonucu susturulan PD-L1, CD8+T
poliklonal genislemeye yol acarken ayni zamanda THR hiper aktivesi T hiicrelerin
genislenmesine de neden olur. Hiperaktif T hiicreler, giiclii bir sekilde ani-tiimor yanit
verebilir. Sonug olarak, bu hiicreler bazi hastalarda doku ve organ hasarma yol acan

oto-reaktif inflamatuvar yan etkilere neden olabilirler (Zuazo ve ark., 2017).

Gilinlimiizde 3 adet ICI melanoma tedavisi i¢in onay almistir: anti-CTLA-4

antikoru ipilimumab ve anti-PD-1 antikorlari nivolumab ve pembrolizumab.
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ICI’lerinin BRAF mutasyon durumundan bagimsiz olarak etkili oldugu gosterilmistir
(Eggermont ve ark., 2018). Ancak, primer ve sekonder diren¢ ve yaniti ongoren
belirteglerin yoklugu hala ICI tedavisi i¢in sorun teskil etmektedir (Christofi, Baritaki,
Falzone, Libra, & Zaravinos, 2019).

Anti-CTLA-4, Ipilimumab

Ipilimumab [YERVOY; Bristol-Myers Squibb (BMS)], IgG1 izotipinde insan
monoklonal antikoru (mAb) olup, cerrahi miidahale ile ¢ikarilamayan metastatik
melanoma i¢in 2011 yilinda FDA (food and drug administration) onay1 alan ilk
kontrol noktas1 molekiilii inhibitoriidiir. Anti- CTLA-4 tedavisi T hiicreler iizerindeki
negatif regiilator olarak bilinen CTLA-4tin ASH’lerin lizerindeki ligandi B7 ile
etkilesimini engeller. Klinik aragtirmalarin toplu analizi sonunda sag kalim platosunun

3 yil ve sag kalim oraninin %20-%26 arasinda oldugu saptanmistir (Schadendorf,

Hodi, ve ark., 2015).

Anti-PD-1 antikorlari

PD-1 reseptorii, esas olarak ASH {izerinde eksprese olan PD-L1 ve PD-L2,
ayni zamanda tiimdr hiicreleri tizerinde de ifade edilen iki ligandina baglanarak immiin
siipresyona neden olur. Bu reseptorlerin ifadelerinin artmasi, esas olarak timor
hiicrelerin apoptozunu ve sitotoksik T-hiicre aktivitesini inhibe ederek immiin sistemin

tiimorleri ortadan kaldirmasina engel olur (Hazarika ve ark., 2017).

Anti-PD-1 antikorlar1 nivolumab (Hazarika ve ark., 2017) ve pembrolizumab
(Barone ve ark., 2017) cerrahi miidahale ile ¢ikarilamayan metastatik melanoma
tedavisi icin 2014 yilinda FDA onay1 almistir. Bu antikorlar kemoterapiye kiyasla
(%27 vs %10) ve ipilimumab ile karsilastirildiginda (pembrolizamab %36-%37 vs
%13 ve nivolumab %44 vs %19), ileri derece melanomada daha yiiksek yanit oranlari
gostermistir (Rothermel ve ark., 2019; Schachter ve ark., 2017). 2018 yilinda
tedaviden-muaf hastalar ile yapilan klinik arastirmalardan elde edilen verilen 4-y1l sag

kalim oranlari, pembrolizumab i¢in %44 ipilimumab i¢in %36 olarak belirlenmistir.
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Sonug olarak, anti-PD-1 tedavisi cerrahi miidahale yapilamayacak hastalar i¢in en

etkin tedavi yontemidir.

Immiin kontrol noktas1 inhibitdrleri kombinasyonlari

ICI ile monoterapi hastalarin sag kalimini énemli derecede arttirmis olsa da
yanit oranlar1 oldukca diistiktiir. ICI tedavisinden fayda gorecek hasta sayisinin
cogaltilmast i¢in anti-CTLA-4 mAb ve anti-PD-1 mAb kombinasyonu prospektif
klinik arastirmalar ile degerlendirilmistir. Iki mAb’un birlikte verilmesi, yani
kombinasyonel tedavi, tek ajana (ipilimumab veya nivolumab) kiyasla klinik olarak
fayda goren hasta sayisini arttirmistir. Check-mate-067 randomize klinik faz III
calismasinda, cerrahi eksizyon yapilamayan/metastatik melanoma hastalar1 sirasiyla
tek ipilimumab ve nivolumab, sadece nivolumab ve sadece ipilimumab ile tedavi
edilmistir. Yanit oranlarinin sirasiyla %57,6; %43,7 ve %19 oldugu ve 5-yillik sag
kalim oranlarinin kombinasyonel kolda %52, nivolumab grubunda %44 ve ipilimumab
kolunda %26 oldugu goriilmiis ancak tek tedaviye kiyasla ilaca bagl toksisitede de
artis oldugu gozlemlenmistir (Larkin ve ark., 2015; Larkin ve ark., 2019).

2.2.3.1 Immiin iliskili yan etkiler

Kontrol noktast inhibitorleri klinik faydalarina ragmen, engelledigi
mekanizmalar 6z-hiicrelere toleransi uyararak komplikasyona neden olabilir. Kontrol
noktasi inhibitdr tedavisi ile iligkili inflamatuvar yan etkiler immiin-iliskili yan etkiler
(irAEs) olarak tanimlanir. ICI tedavisi gastrointestinal sistem (kolit ve diare), deri
(dermatitis, pruritus), karaciger (hepatit) ve endokrin organlar1 (hipofizit ve tiroid)
etkiler. Gastrointestinal, endokrin ve dermatolojik toksisiteler daha sik goriilmekle
birlikte, 6liimciil irAEs olan norotoksisite, kardiyotoksisite, ve pulmonar toksisiteler
de yan etkiler olarak ortaya ¢ikmaktadir, ancak goriilme sikliklar1 daha azdir (Choi &
Lee, 2020). Yakin zamanda yapilan meta-analiz ile elde edilen verilerde, anti-CTLA-
4 antikor tedavisinde kolit, hipofizit ve dokiintiiniin yaygin, pndmoni, hipotroid, artrit
ve vitiligo gelisiminin anti-PD-1 tedavisinde daha sik goriildiigli saptanmistir (Khoja,
Day, Wei-Wu Chen, Siu, & Hansen, 2017). irAEs goriilme siklig1 ise tek tedaviye gore
kombinasyonel tedavide daha yiiksektir (Wolchok ve ark., 2017).
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Immiin iligkili yan etkilerin mekanizmasi

CTLA-4 ve PD-1 inhibitdrleri immiin yolaklar1 spesifik olmayan sekilde aktive
eder. iki tedavi i¢in de benzer immiin toksisite profilleri mevcuttur. Ancak, frekans ve
klinik goriinlim agisindan farklar vardir (Khoja ve ark., 2017). Hem CTLA-4 hem de
PD-1 inhibisyonu T hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu arttirirken, Treg
hiicrelerin islevselligini zayiflatir ve muhtemelen hiimoral immiinitenin etkinligini de
arttirir (sekil 2’de goriildiigii gibi) (Ramos-Casals ve ark., 2020). ICI’leri oto-
antijenlere kars1 periferik toleransi etkileyerek ¢esitli organlarda irAEs ile iliskili oto-
antikor olusumuna yol agar. Ayni1 zamanda, T-hiicrelerden interferon-y ve timor
nekroz faktor (TNF), IL-1RA, CXCL10 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin salinmasini
arttirir ve asir1 bir tiimor dig1 inflamasyona neden olur ve bu durum otoimmiinite ile

sonuclanabilir (Hussaini ve ark., 2021; Ramos-Casals ve ark., 2020).
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Sekil 2. immiin-iliskili yan etkilerin mekanizmasi. irAEs’in mekanizmas hangi ICI tedavisinin kullanildigina baglidir (anti-
PD-1 veya anti-CTLA-4 inhibitorii). CTLA-4 inhibitorleri pek c¢ok hiicresel degisimleri endiikler: T hiicre aktivasyonu ve
proliferasyonu, zayiflayan CD4+CD25+ Treg hiicre sag kalimi ve tip 17 yardimei T hiicrelerin sayisindaki arts. [laveten, saglikl

hiicreler tizerindeki antijenler ve anti-tiimor T hiicreler arasinda capraz reaktiviteyi uyarabilir veya oto-antikor iretimini
tetikleyebilir.

Organ-spesifik hiicreler
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2.2.4 ICI tedavisinde biyolojik ve serolojik belirtecler

Her ne kadar ICI ile M hastalarinin genel sag kalimi artmis olsa da tedavinin
etkinligi sinirli kalmakta ve tiimdr regresyonu saglanamayabilmektedir. Ilaveten, ICI
kullanimi spesifik yan etkilere, 6zellikle irAEs, yol acabilmektedir. Cerrahi eksizyon
yapilamayan MM hastalariyla yapilan klinik faz 3 ¢alismasinda, tek nivolumab (n =
313) ve tek ipilimumab (n = 311) veya kombine (n = 313) tedavi alan hastalardan
sirastyla %21, 28, ve %59’u derece 3 ve 4 irAEs gelistirmis ve dort hasta siddetli irAEs
sebebiyle hayatin1 kaybetmistir (Wolchok ve ark., 2017). Bu nedenlerle birlikte
hastalarin gereksiz tedavi almamasini saglamak ve irAEs’1 en aza indirmek i¢in, timor

yanitini ve irAEs olusumunu 6ngoérecek biyo-belirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.2.4.1 Tiimor yamt1 icin biyo-belirtecler

Objektif yanit oran1 (objective response rate, ORR), progresyonsuz sag kalim
(progression free survival, PFS) veya genel sag kalim (overall survival, OS) i¢in ¢esitli
faktorler potansiyel biyo-belirtegler olarak rapor edilmistir.

Cinsiyet

Anti-PD-1 antikor tedavisi alan melanoma hastalarinda erkeklerin Onemli

derecede daha iyi ORR’na sahip olduklar1 gosterilmistir (Nosrati ve ark., 2017).

Yas

Klinik arastirmalar, 60 yas iisti MM hastalarinin pembrolizumab’a 6nemli
derecede daha iyi tiimor yanit1 verdigini (Kugel ve ark., 2018) ve 65 yas {istii anti-PD-

1 tedavisi alan melanoma hastalarinin ise daha iyi bir ORR’na sahip olduklarini

gostermistir (Nosrati ve ark., 2017).
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Timor Biyiikligi

Pembrolizumab ile tedavi edilen melanoma hastalarinda tiikkenmis, CD8 T
hiicrelerin yenilenmesinin timor biiytikligt ile iliskili oldugu, aym1 zamanda bu
hiicrelerin tiimor biiyiikliigline oraninin daha iyi bir ORR ile baglantili oldugu ve
hastalarin daha uzun OS’a sahip olduklar1 saptanarak (Huang ve ark., 2017), timor
biiytikliigiiniin ICI tedavisinde yetersiz yaniti belirleyebilecek bir faktor oldugu

gosterilmistir.

Immiin hiicre infiltrasyonu

Pembrolizumab tedavisi alan melanoma hastalarinda invazif smirda CD8+
TIL’in varhiginin, daha yiiksek PD-1/PD-L1 ekspresyonu ile iliskide oldugu
saptanirken, ayn1 zamanda hastalarin daha 1yi tiimor yaniti verdikleri de goriilmiistiir.
Ilaveten tedavi 6ncesi ve sonrasi arasindaki zaman zarfinda, timér merkezi ve invazif
sinirda CD8+ TIL’lerin artisinin tiimor regresyonu ile iligkili oldugu goézlenmistir

(Tumeh ve ark., 2014).

Hiicre yiizey molekiilleri ve iliskili molekiiller

Melanoma klinik arastirmalarinda anti-PD-1 antikorlarinin PD-L1 pozitif
timorli hastalarda daha iyi yanit verdigi gézlemlenmisse de PD-L1 pozitif ve negatif
ekspresyon calismalar arasinda farklilik gostermektedir (Daud ve ark., 2016; J. S.
Weber ve ark., 2015). PD-L1 ekspresyonunun farkli antikorlar ile saptanmasi ve farkl
patologlar ile degerlendirilmesi ¢oziilmeyi bekleyen bir sorundur. Tiimoér PD-L1
ekspresyonunun degerlendirilmesinin standartize edilmesi, dngoriicii bir faktor olarak

kullanilmasini arttiracaktir.

Aktive geleneksel T hiicre ve Treg hiicreler tarafindan ifade edilen ko-
stimiilator molekiil inducible T cell co-stimulator (ICOS)’un, periferik kandaki CD4+
T hiicrelerde 12 hafta boyunca yiiksek ekspresyonunun, ipilimumab tedavisi alan MM

hastalarinin sag kalim siiresinin artmasi ile iliskili oldugu (Carthon ve ark., 2010)
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gosterilse de ICOS ekspresyonun potansiyel biyo-belirte¢ olarak kullanilmasi igin

daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Yiizey molekiillerinin ¢6ziinmiis izoformlar1

Ipilimumab tedavisi baslamadan serumda 200 pg/mL ‘den daha yiiksek
cozlinmiiy CTLA-4 (sCTLA-4) seviyeleri melanoma hastalarinda hem daha iyi
ORR’na hem de daha iyi OS ile iligkili oldugunun gosterilmesi (Pistillo ve ark., 2019),
sCTLA-4’lin ipilimumab tedavisine yanitta potansiyel bir biyo-belirte¢ olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ilaveten, tedavi dncesi serumda yiiksek sPD-L1 seviyeleri, cesitli
ICI tedavisi alan MM hastalarinda yetersiz yanit ve daha kisa OS ile iliskili oldugu
saptanmustir (Zhou ve ark., 2017). Ayrica, tiimdr iligkili makrofajlarin CD163+ M2 tip
iliskili sCD163’{in kutan6z MM’li nivolumab tedavine yanit veren hastalarda 6nemli
derecede artarken, mukozal melanomali hastalarda bdyle bir artisin goriilmemesi
(Fujimura, Sato, Tanita, Kambayashi, Otsuka, Fujisawa, Yoshino, Matsushita,
Funakoshi, Hata, Yamamoto, Uchi, Nonomura, Tanaka, Aoki, Imafuku, Okuhira,
Wada, ve ark., 2018), kanser tipine gére sCD163’iin ICI tedavisinde biyo-belirteg

olarak kullanilmasini dnermektedir.

Sitokinler

Nivolumab tedavisinde, tam remisyon, kismi remisyon ve uzun-donem stabil
hastalik yanitt gosteren melanoma hastalarinda yanitsizlara gore serum TNF-a
seviyesi daha diisilk oldugu (Tanaka ve ark., 2017), tedavi Oncesi serum IL-6,
interferon-y ve IL-10 seviyelerinin yliksekliginin ise yanit veren hastalar ile iliskili

oldugu gosterilmistir (Yamazaki ve ark., 2017).
Periferik kan hiicre sayilari
Ipilimumab tedavisi alan evre IV melanoma hastalarinda relatif lenfosit

sayilarmin hem tedavi oncesi (Martens ve ark., 2016) hem de 2 doz ipilimumab

sonrasinda yiiksek olmasinin (Wilgenhof ve ark., 2013), nivolumab tedavisi alanlarda
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da 3 ve 6 hafta sonrasinda absoliit lenfosit sayilarinin yiiksekliginin (Nakamura ve ark.,
2016) daha uzun OS ile iliskili oldugu yapilan farkli ¢alismalar ile gosterilmistir.
[laveten, ipilimumab tedavisi dncesi ileri evre melanoma hastalarinda yiiksek absiiliit
ve relatif eosinofil sayilariin daha uzun bir OS siiresi ile iliskili oldugu (Martens ve
ark., 2016), pembrolizumab tedavisi Oncesinde de relatif eozinofil sayilarinin
yuksekliginin hem uzun siireli OS hem de daha iyi bir ORR’na sahip olduklar
gozlenmistir (Weide ve ark., 2016). Tersine, yiiksek notrofil-lenfosit oraninin
pembrolizumab tedavisi alan ileri derece MM hastalar1 i¢in kotli prognoz ile iliskili
oldugu bulunmus ve giiclii bir prediktif faktor oldugu gosterilmistir (Nakamura ve ark.,

2019).

Ipilimumab tedavisi ncesinde dolasimda yiiksek seviyelerde Treg hiicre
varlig1 uzun stireli OS ile iliskiliyken, tedavinin ilerleyen haftalarinda (12 hafta sonra)
sayilarinin diismesi hastaligin daha 1yi kontroliinii saglamakta ve daha uzun stireli OS
ile iliskilendirilmektedir (Martens ve ark., 2016). Diger taraftan kandaki miyeloid
tiirevli siipresor hiicrelerin frekansinin tedavi oncesi (ipilimumab veya nivolumab)
MM hastalarinda ytiksek olmasi ise daha kisa bir OS siiresi ile iligkilidir (J. Weber ve
ark., 2016).

LDH

Ileri seviye MM hastalarinda tedavi &ncesi normalden yiiksek serum LDH
seviyelerinin zayif prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir (Bedikian ve ark., 2008).
Bu bulgu, ipilimumab ile tedavi olan MM hastalarinda da zayif anti-timor yaniti
bulunmasi ile desteklenmektedir (Delyon ve ark., 2013).

Mutasyon ytikii

Anti-PD1 tedavisi dncesi melanoma biyopsileriyle yapilan transkriptomik

analizlerle tedaviye yanit veren hastalarda, DNA tamir geni BRCA2’de mutasyonlarin

birikmesinin artan sag kalim siiresi ile iligkili oldugu (Hugo ve ark., 2016) ve tedavi
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Oncesi yiiksek mutasyon ve neoantijen yiikiine sahip MM hastalarinin ipilimumab

tedavisinden klinik fayda sagladiklar1 gézlenmistir (Van Allen ve ark., 2015).

Dolasan tiimér DNA’s1 (stDNA)

Kanda bulunan tiimor-kokenli kiiciik DNA pargalar1 stDNA olarak adlandirilir
ve ¢esitli kanser tiplerinde yiiksek seviyelerde bulunmasi kotii prognoz ile baglantilidir
(Heitzer, Ulz, & Geigl, 2015). Anti-PD1 antikorlar1 ile tedavi siirecinde 1srarli bir
sekilde artmis stDNA’na sahip MM hastalarinin, tedaviye kotii yanmit verdikleri
saptanmig, ayni zamanda daha kisa PFS ve OS ile iliskili oldugu gézlenmistir (Lee ve

ark., 2017).

Antikorlar

Melanoma-tiirevli  antijenlere =~ TRP1/TYRP1, TRP2/TYRP2, gpl00,
MelanA/MART]1 ve kanser/testis antijeni NY-ESO-1" e 6zgii antikorlarin serumdaki
miktarlari, metastatik melanoma hastalarinda tedavi baslangicinda ICI’lere yanit
verenlerde, yanitsiz hastalara gore daha yiiksek bulunmus ve ayni zamanda OS
stiresinin daha 1yi oldugunu saptanmistir (Féssler ve ark., 2019). Bu bulgular, belirtilen
antikorlarin ICI tedavisinde tiimor yanitin1 dngorebilecek potansiyel yeni biyo-

belirtegler olarak kullanilmalarin1 6ngérmektedir.

2.2.4.2 Immiin iliskili yan etkiler icin biyo-belirtecler

ICI tedavisi immiin yamiti arttirdigi i¢in hem irAEs’e hem de timor
regresyonuna neden olabilmektedir. Pek ¢ok arastirma bu iki olay arasindaki iligkiyi
desteklemektedir. Genel olarak irAEs’in varligi ICI tedavisi alan melanoma

hastalarinda daha uzun OS ile iligkilidir (Choi & Lee, 2020; Teulings ve ark., 2015).
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Cinsiyet

Her ne kadar MM’lu erkek hastalar ICI tedavisine kadinlara nazaran daha
olumlu yanit verseler de ipilimumab tedavisi alan kadinlarda irAEs goériilme oraninin

daha yiiksek oldugu saptanmistir (Valpione ve ark., 2018).

Serum Faktorleri

Zayif timor yanit1 ile benzer olarak, tedavi dncesi sirkiile IL-6 seviyelerinin
ipilimumab tedavisi alan melanoma hastalarinda irAEs goriilme siklig1 ile negatif bir
iliski icerisinde oldugu bulunmustur (Valpione ve ark., 2018). Nivolumab tedavisi alan
hastalarda ise, tedavi sonrasinda dolasimdaki IL-6 seviyelerindeki artisin irAEs’in
geligimi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Tanaka ve ark., 2017). Baslangictaki diisiik
seviyelerdeki IL-6 ve ICI tedavisi sonrasi artis, irAEs gelisimini dngdrmede ise

yarayabilir.

Neoadjuvan olarak ipilimumab tedavisi alan ve IL-17 sitokin seviyesi kanda
daha yiiksek olan MM hastalarinda, tedavi 6ncesi ve tedavinin farkli noktalarinda daha
fazla irAEs’in gorildiigii saptanmistir (Tarhini ve ark., 2015). Bu bulgu yan etkilerin

ongoriilebilmesi acisindan onemlidir.

Coziiniir CD163 (sCD163) ve CXCLS5

Pek ¢ok otoimmiin hastalikta biyo-belirtegc olan sCD163 ve CD163+
makrofajlarin iirettigi CXCLS seviyelerinin, irAEs gelistiren melanoma hastalarinda
nivolumab tedavisi baglangici ve erken yanitta kandaki seviyelerinin yan etki
gelistirmeyenlere gore daha yiliksek oldugu gozlenmistir (Fujimura, Sato, Tanita,
Kambayashi, Otsuka, Fujisawa, Yoshino, Matsushita, Funakoshi, Hata, Yamamoto,

Uchi, Nonomura, Tanaka, Aoki, Imafuku, Okuhira, Furudate, ve ark., 2018).
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Periferik kan hiicreleri

Anti-PD-1 tedavisine baglanilan melanoma hastalarinda tedavi baslangicindaki
artmis notrofil-lenfosit oraninin zayif yanit ile iliskili oldugu ve absoliit eozinofil
sayilarinin endokrin bazli irAEs’in goriilmesiyle pozitif bir iligkisi oldugu
gozlemlenmistir. (Nakamura ve ark., 2019). Kanda plL’de 240’dan fazla absoliit
eozinofil sayis1 endokrin iligkili yan etkilerin 6ngoriilmesi ag¢isindan umut verici bir
biyo-belirtectir (Nakamura ve ark., 2019). Eozinofillerin yan1 sira, total beyaz kan
hiicre sayisinda artig ve relatif lenfosit sayisindaki azaligla beraber relatif notrofil
sayisindaki artisin, nivolumab tedavisi alan melanoma hastalarinda akciger veya
gastrointestinal irAEs’in gelismesiyle iliskili oldugu da gézlenmistir (Fujisawa ve ark.,

2017).

Bagirsak Mikrobiyomu

Ipilimumab tedavisi baslangicinda Faecalibacterium smifi bakterilerle
zenginlesmis bir mikrobiyoma sahip melanoma hastalarinda, kolit-iligkili immiin yan
etkilerin insidansiin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Chaput ve ark., 2017). Tersine
bacteroidetes subesine ait bakterilerin ¢ogalmis varligi, hastalarin ipilimumab tedavisi

ile uyarilan kolit gelisimine diren¢ gosterdikleri gosterilmistir (Dubin ve ark., 2016).

2.3 B Hiicreleri
B hiicreler kisa-donem ve uzun-donem hiimoral antikor yanitlarmin
olusumundan sorumlu lenfosit popiilasyonudur. Koruyucu ve patojenik antikorlar

iiretebilmekle beraber, bu ¢ok yonlii islevsellikleri, B hiicrelerini terap6tik hedefler ve

hastalik biyo-belirtegleri olarak kullanilmalarina olanak saglamaktadir.

2.3.1 B Hiicreleri fenotipleri, islevleri ve bagisikhik sistemi iliskisi

Insan periferik kan B hiicreleri yiizey fenotipik belirteclerine gére tanimlanir

ve ¢esitli alt gruplara ayrilir (Tablo 6) (Sanz ve ark., 2019). Bu hiicreler her ne kadar
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degisken ve sinirli sayida fenotipik belirteclere sahip olsalar da fonksiyonel 6zellikler

(regiilasyon, aktivasyon, anerji) ile birlestirilerek degerlendirilebilmektedirler.

B hiicreleri hem peptit hem de karbohidrat yapidaki antijenlere farkli yollardan
cesitli antikor yanitlari tiretmektedir. B hiicreler aynt MHC ile sunulan peptidlere
benzer yanit vermektedir. T hiicrelerin aktive oldugu (T-bagimli antijenler) bu durum
haricinde T-bagimsiz ¢ozlinmils antijenler araciligryla da aktive olabilmektedirler
(Breitfeld ve ark., 2000). Yiiksek-aviditeli molekiillerin pek ¢ok sayida B hiicre
reseptorii (BHR)’ne ¢apraz baglanmasi ile tek bir sinyal iizerinden veya spontane
BHR’ii ve patern tanima reseptoriine bu molekiillerin baglanmasi ile de iki sinyal
izerinden T hiicreden bagimsiz yanit verebilmektedirler (Berkowska ve ark., 2011).
Aktive B hiicreler cesitli fonksiyonlara sahiptir. ASH olarak davranabildikleri gibi,
sitokin/kemokin salgilayabilirler ve antikor iiretebilirler (Egbuniwe, Karagiannis,
Nestle, & Lacy, 2015). B hiicreleri tarafindan iiretilen bu antikorlar agliitinasyon,
reseptor notralizasyonu, kompleman aktivasyonu, opsonizasyon ve antikor-bagimli

hiicresel sitotoksisite fonksiyonlar lizerinden tiimdr gézetimine katilmaktadir.

Antijenin tipine ve BHR afinitesine goére primer B hiicre yanitlarmin
indiiklenmesi ile ekstra folikiiler bolgede veya folikiiler germinal merkez (GC)’lerin
icerisinde B hiicreler efektor hale ge¢mektedir. T-bagimsiz antijenlerin uyardigi B
hiicreler ilk yanit1 vererek eksta-folikiiler plasmablastlara doniisiir ve gecici ve orta-
afiniteli sirkiile I[gM iiretirler (Berkowska ve ark., 2011). T-bagimli antijenlere verilen
gec yanit GC igerisinde gergeklesir ve B hiicreler klonal olarak genislerken afinite
maturasyonu ile gelisirler ve IgM izotipinden IgA, IgG veya IgE smif doniisiimii

gergeklestirirler.
[zotip degisimi gegiren folikiiler GC-tiirevli plasmablastlar antijen

maruziyetinden sonra haftalar boyu sirkiilasyonda kalan yiiksek-affiniteli IgG

iretmektedirler (Haynes, Kelsoe, Harrison, & Kepler, 2012).
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Tablo 6. insanda periferik kandaki B hiicrelerin 7 ana belirteg ile siniflandiriimast.
B hiicre popiilasyonlar1 (CD19+)

Gegici
(Transitional)

Naif

Bellek

Antikor-
salgilayan
hiicreler

T1/T2

T2-MZP
T3

Dinlenen
(resting)

Aktive

Anerjik

Doniismemis
(unswitched)
Doniisiim
oncesi
(Pre-switched)

Doniismiis
dinlenen
Doniismiis
aktive

Atipik doku
yerlesik

Erken PB

PB

PC

Regiilator B hiicreler (Breg)

Regiilator Plazma hiicreler (PCreg)

B1 hiicreler

IgD++ CD27+

Ana Belirtecler
IgD+ CD27-
CD24++

IgD+ CD27- CD38
CD24++ CD21++

IgD+ CD27- CD38+ CD24+

CD21+

IgD+ CD27—- CD38+ CD24+

CD21+

IgD+ CD27- CD38- CD24—

CD21-

IgD+ CD27-
CD24+ CD21—

IgDlo CD27+
CD24+ CD21+
IgDb- CD27+
CD24+ CD21+

IgD- CD27+
CD24+ CD21+

IgD— CD27+ CD38- CD24—

CD21-

IgD- CD27-CD38dii CD24dii

CD21-

IgDh— CD27di/+ CD38++

CD24-

IgD—- CD27 ++ CD38+ + +

CD24-

IgD- CD27 ++ CD38+ + +

CD24-

CD38++

CD38+/dii

CD38+/dii

CD38+/dii

CD38+/di

EK belirtecler
CD10++/+ IgM++
MTG+ CD10/1gM
Ekspresyonu = T1 >
T2>T3
CD10+ [gM++

CD10+/— IgM+
MTG+
IgM+ MTG-

IgM+ MTG+ CD95+
CD23- CDllc+ T-

bet+ FcRL5+
SLAMF7+ CXCR5-
IgMlow/—

CDlc+ IgM++

IgM+

1gG/IgA+ CD95—
1gG/IgA+ CD95+
CD86+

FcRLA+
1gM/1gG/IgA+
FcRL5+

CD20+/-~ HLA-DR+
CD138-

CD20-  HLA-DR+
CD138-Ki67+
CD19+/— CD20-
CD138+

Farkli ana popiilasyonlar ve alt gruplara benzeyen cesitli

ylizey fenotipleri:

Pro-B-10 ve B10 (IL-10 iiretimi ile tanimlanir

IL-35 tireten Bregler (IL-35 iiretimleri ile tanimlanir)

IgD- CD27++ CD38++

CD19+/— CD138+
IL-10+ veya
IL-35+IgMyii or IgA
(farkl1 populasyonlar)
IgM+ CD43+ CD70-
CDllc+ CD14+
CD5+/—

islev/ozellikler
Geligimsel onciiler

MZ onciileri

Geligimsel onciiler
veya aktive naif
Antijenle

karsilasmamis  olgun
hiicreler
Kisa-omiirli PB ve
GC reaksiyonlar1

Yetersiz-yanit.
Toleransin
stirdiirtilmesi
Dogal bellek

Doniisiio oncesi
bellek; erken IgM
bellek

1gG bellek onciileri
Var  olan  bellek
rezervuarl

Efektor bellek-PB/PC
onciileri

Mukozal gozetim;
tiikenmis bellek; BHR
yetersiz yanit bellek
Naif ve bellek-kokenli
PB onciileri

Antikor sekresyonu

Antikor sekresyonu

T hiicre ve monosit

inflamatuvar ve
otoimmiin  yanitlarin
azaltilmasi

Anti-timor ~ yanitlar

gibi Immiin yanitlarm

baskilanmast

Dogal oto-antikorlarin

uretimi

2.3.2 BAFF-APRIL ekseni ve reseptorleri: BAFF-R, TACI, BCMA

Hiimoral immiinolojik bellegin korunmas1 agisindan spesifik B hiicrelerinin

stirdiiriilebilirligi onemlidir ve anti-apoptotik proteinler Bcl-2, Bel-XL ve Bel-W’nun
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varlig1 ile iligkilidir. Bunlarla birlikte, sitokinler ve reseptorleri gibi dis sinyaller de
bellek B hiicre’lerin uzun omiirlii olmalar1 agisindan 6nemlidir (Miiller-Winkler ve

ark., 2021).

A proliferation-inducing ligand (APRIL) ve B cell-activating factor (BAFF)
TNFSF ailesi reseptorlerindendir. Iki ligand da transmembrane activator and CAML
interactor (TACI) ve B cell maturation antigen (BCMA) reseptorlerine farkl
affinitelerle baglanmaktadir. Ayrica BAFF, BAFF-R’ye de baglanir. BAFF,
monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, T hiicreler ve nétrofiller tarafindan
eksprese edilmektedir (Kampa, Notas, Stathopoulos, Tsapis, & Castanas, 2020).
Membranda eksprese olan TACI ve BCMA pargalanarak membrandan koparak
coziinmiis formlar sirkiilasyondaki BAFF ve APRIL ligandlarina baglanabilmekte ve
membrandaki TACI ve BCMA seviyelerinde azalmaya neden olabilmektedir
(Hoffmann ve ark., 2015; Laurent ve ark., 2015).

BAFF ve APRIL B hiicre olgunlasmasinda ve farklilasmasinda cesitli rollere
sahiptir. Her iki ¢6zlinmiis protein de B hiicre sag kalimi ve olgunlagsmasinda rol alir.
Sitokin BAFF’in BAFF-R’line baglanmasi folikiiler ve marjinal zone B hiicrelerin
gelismesi ve homeostazi acisindan kritik dneme sahiptir. Ilaveten, olgun naif B hiicre
alt gruplarinin da sag kalimlar1 agisindan BAFF-R’den gelecek sinyallere ihtiyaglari
vardir (Smulski & Eibel, 2018). TACI reseptorii ise, B hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek plazma hiicrelerine farklilasmay1 destekler (Ou, Xu, & Lam, 2012). BCMA
tercihen olgun B lenfositler {izerinde eksprese olsa da hematopoetik kok hiicreler veya
hematopoetik olmayan dokularda da minimal diizeyde eksprese olmaktadir ve kemik
iligl uzun-6miirlii plazma hiicrelerinin devamlilig1 acisindan gereklidir (Shah, Chari,
Scott, Mezzi, & Usmani, 2020). Oysaki BAFF-R ekspresyonu plazma hiicrelerinde
diisiik seviyededir veya hi¢ yoktur. (O'Connor ve ark., 2004). Her ii¢ reseptorde sirkiile
B lenfositlerde eksprese olur ve pro-apoptotik protein Bim seviyesini azaltarak

apoptozu engeller (Craxton, Draves, Gruppi, & Clark, 2005).

APRIL proteininin kanser hiicre hatlarinin c¢ogalmasinda gorev aldig:

gosterilmis olsa da, BAFF molekiiliiniin ya hiicre proliferasyonunu arttirdig1 ya da
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apoptozu arttirdig1 rapor edilmistir (Kampa ve ark., 2020). iki molekiil de non-
hematolojik maligniteler i¢in potansiyel hedef molekiiller olarak onerilmis olsa da
insan ileri seviye melanoma hastaliginda APRIL-BAFF ve reseptorlerinin, ayni

zamanda da rollerinin iizerine sistematik aragtirmalar mevcut degildir.

In vitro deneylerde melanoma iliskili antijen NY-ESOI ile aktive edilen B
hiicrelerde BAFF varliginda antijen sunumu artirmakta ve antijen-spesifik sitotoksik
T lenfosit’lerin (STL) ¢ogaldigi gozlemler; farelerde insan melanoma timor
xenograftlarinda kiigiilme ile de desteklenmistir (Yiwen ve ark., 2016). BAFF‘in fare
splenositlerinden izole edilen B hiicrelerde CD40, CD80/CD86, CD23, CD21, CD5
ve PD-L1 ekspresyonlarini arttirdigi gozlemlenmistir (Yarchoan ve ark., 2020).
[laveten, in vivo fare melanoma modelinde BAFF’1in TME (tiimdr mikrogevresi)’de
Thl yanitlarim arttirdigi, ayni zamanda FOXP3+CD4+ Treg hiicre frekansimi da
arttirdig1 goézlenmistir (Yarchoan ve ark., 2020). BAFF tedavisi CD8+ STL sayilarim
arttirmasinin yani sira dalakta yerlesik Treg ve B hiicreler lizerindeki PD-LI
ekspresyonunu arttirmaktadir. Ayni ¢galismada Kanser Genom Atlasi’ndaki metastatik
melanoma hasta veri analizi ile BAFF’ in TME’deki artmis ekspresyonunun hasta sag

kalimi ile iligkili oldugu da gosterilmistir (Yarchoan ve ark., 2020).

Serum BAFF seviyelerinin retrospektif olarak incelendigi son bir arastirmada
ise, uveal melanoma hastalarinda metastazli hastalarda metastaz bulunmayan hastalara
gore BAFF seviyelerinin anlamli derecede yiiksek oldugu saptanmigtir. Hastalarda
metastatik yiik ve BAFF serum seviyeleri arasinda orta pozitif bir iliski oldugu
belirlenmis, ayrica metastazli ve metastaz olmayan hastalarin klinikte erken dénemde
birbirinden ayirt edilmelerinde BAFF serum seviyelerinin prognostik etkinlige sahip

oldugu onerilmistir (Lin & Siisskind, 2021).
Tiim bu aragtirmalar, BAFF’ 1 immiin modiilasyonda kompleks bire role sahip

oldugunu desteklemektedir. BAFF, anti-tiimor immiiniteyi desteklerken ayni zaman

da farkli immiin regiilator fonksiyonlara da sahiptir.
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2.3.3 B Hiicrelerinin metastatik melanomadaki rolleri

Tumor-infiltre B hiicreler

Tiimor mikro ¢evresinin yapisina ve B hiicre fenotiplerine bagl olarak timor

infiltre B (TIB) hiicreler pro-tiimor veya anti-tiimor etki gosterebilirler.

Tersiyer lenfoid yapilar (TLS, tertiary lymphoid structures) timor bolgesinde
kiimelesen ve organize olan lenfoidlerdir. Primer ve metastatik melanoma
lezyonlarinda varliklar1 gosterilmis ve bununla birlikte TIB hiicre yogunlugunun da
ICI tedavisine yanit ve artan sag kalim ile iligkili olduklar1 gosterilmistir (Helmink ve
ark., 2020; Stowman ve ark., 2018). ICI tedavisi naif metastatik melanoma evre I11B-
IV hastalari ile yapilan bir ¢aligmada, TLS’da yiiksek yogunluktaki CD8+ T hiicrelerin
varlifiyla beraber, somatik hipermutasyon gegiren ve ¢cogalmakta olan B hiicreler,
CD21+CD20+ ve plazma B-hiicreler (CD138+)’in varliklar1 saptanmistir. Somatik
hipermutasyon geciren TIB hiicrelerin yiiksek oranlarmin OS siiresini arttirdiklari,
ancak CD21+CD20+ B-hiicrelerin zay1f OS ile iliskili oldugu da gdsterilmistir (Lynch
ve ark., 2021).

Tiimor infiltre lenfositlerde ise germinal merkez benzeri yapilarin olustugu ve
B hiicrelerin ¢cogaldig1 goriilmekle birlikte, tiimor dokusunda bellek B hiicrelerin ICI
tedavisine yanit veren evre Il MM hastalarinda daha yliksek frekansta bulundugu,
yanit vermeyen hastalarda naif B hiicre popiilasyonunun baskin oldugu gdésterilmistir
(Helmink ve ark., 2020). Bu bilgiler TIB hiicrelerin metastatik melanomadaki ve ICI

tedavi yanitlarindaki potansiyel rollerini desteklemektedir.

Dolasan B hiicreler ve antikorlar

Pek ¢ok calisma melanomada farklilagsmis ¢esitli B hiicre fenotiplerinin, bellek,
plasmablast ve plasma hiicrelerin varliklar1 gdsterilmektedir. MM hastalarinda artan

frekanstaki plasmablastlar, israrli ve fonksiyonel anti-timdr B hiicre yanitlarini

gostermistir (DeFalco ve ark., 2018). Her ne kadar plasmablastlarin melanomada
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potansiyel pozitif rolleri gosterilse de, bu hiicrelerin plastisiteye sahip olmalari
nedeniyle TGF-3 ve IL-10 ekspresyonlarina bagli olarak regiilatér fenotipten pro-

tiimor fenotipe gecici doniistimleri meydana gelebilmektedir (Griss ve ark., 2019).

IL-10 tireten Breg hiicreler, Treg ve M2-tip makrofajlarla beraber timor mikro
cevresindeki STL hiicreleri giiclii bir sekilde baskilarken, ayn1 zamanda alternatif Th2
yanitlar araciligiyla IL-4 varliginda B hiicrelerde IgG4 izotip donilisiimiinii uyarir
(Satoguina, Weyand, Larbi, & Hoerauf, 2005). Melanoma hastalarinin OS siirelerinde
negatif prognostik serum belirteci olan [gG4 (Karagiannis ve ark., 2015), melanoma
hastalarinin CD49b+CD73+ B hiicre alt grubu tarafindan eksprese edildigi ve
salgiladiklar1 VEGF gibi pro-anjiyojenik sitokinlerin hastalarda artmis oldugu
gosterilmistir (van de Veen ve ark., 2020).

Tiimor-spesifik antikorlar

Serumdaki tiimor-spesifik antikorlarin melanoma hastalarindaki bulgusu 51
sene Oncesine kadar gitmektedir (Lewis ve ark., 1969). B hiicre farklilasmasi ve
timore Ozgii antikorlarin iiretimi, tiimor antijenlerinin degisen profilleri ve mikro
cevre tarafindan etkilenen dinamik bir siiregtir. Melanoma, tiimdr spesifik antijenlerin
ve melanoma farklilagma antijenlerindeki degisimler sebebiyle heterojen ve degisken
bir yapiya sahiptir (Da Gama Duarte ve ark., 2018). Serolojik ¢aligmalar, hiicre i¢i
melanosit ve melanoma-iligkili antijenler (MIA) olan TYR, TRP-1, TRP-2 ve
melanoma-associated glycoprotein antigen family (gp100)’1 taniyan veya kanser-testis
antijenlerine (CT) spesifik IgG tipteki antikorlarm varligt MM hastalarinda
gosterilmistir (Da Gama Duarte ve ark., 2018). Ancak CT antijeni-spesifik antikorlarin
calismaya katilan metastatik hastalarin yarisinda saptanmasi, MM hastalarinda
dolasimda  her zaman immiinojenik  antijenlere  spesifik  antikorlarin
bulunmayabilecegini, bu sebeple hastalarin antikor yanitlarini indiiklemede yetersiz

kalabildiklerini ortaya koymustur (Robbins ve ark., 2011).
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2.3.4 B hiicreler ve immiinoterapi yamtlarindaki rolleri

Immiinoterapiden fayda saglanilmasinda, var olan artmis genel antikor
yanitlarinin rol oynadigir diisiiniilmektedir (Da Gama Duarte ve ark., 2018).
Immiinoterapi antikor iiretimini tetikleyerek baskilanmis immiin sistemi aktive
edebilmektedir. Bundan dolay1 antikor repertuvarindaki degisimlerin izlenmesi ile de
tedavinin etkinligi takip edilebilecegi Ongoriilmektedir. Ancak, prospektif olarak
immiinoterapinin analitik ve klinik degerlendirmeleri i¢in etkili biyo-belirteglere

ihtiya¢ vardir.

ICI tedavisi sirasinda hiimoral immiin yanitlarin degerlendirilmesi i¢in
calismalar tedavinin farkli zamanlarinda alman Ornekler degerlendirilerek
yapilmaktadir. MM tanis1 alan hastalara tedavi baslangicinda, yani sifirinci giinde
bakildiginda, ipilimumab tedavisi alan hastalarin B hiicrelerinin TLS’ da yerlesik
oldugu, bu yerlesik CD20+ B hiicrelerin CD8+ T hiicreler ile birlikte TLS deki
fazlaligiin artan sag kalim ile iliskili oldugu (Cabrita ve ark., 2020) gézlenmistir. IL-
10 salgilayan B hiicre popiilasyonunun anti-CTLA-4 tedavisine yanit vermeyen
hastalarda arttig1 gosterilse de, IL-10+ Breg hiicrelerin varliginin nivolumab yanit1 ile
iliskisi bulunamamistir (Selitsky ve ark., 2019). TME’de plasmablast-benzeri
fenotipin (CD19+CD20+CD38+CD138-) en yaygin B hiicre fenotipi oldugu ve tedavi
baslangicinda indiiklenmis plasmablast popiilasyonunun da anti-PD1 tedavisine
verilen artmis immiin yanit ile iligkili oldugu goézlenmistir (Griss ve ark., 2019). Farkli
Anti-PD-1 tedavisi alan tim MM hasta gruplarinda, melanoma farklilasma
antijenlerine (TRP-1, TRP-2, gp100, MelanA) 6zgii ve CT antijeni NY-ESO-1’a
spesifik antikorlarin, yanit verenlerde tedavi Oncesi serumlarinda daha yiiksek
seviyelerde seyrettikleri gozlenirken (Féssler ve ark., 2019), ayn1 tedavileri alan farkl1
hasta gruplarinda ise IgG, IgG1, IgG2 ve IgG3 antikor titrelerinin PFS stiresi ile pozitif
korele oldugu, ipilimumab ve nivolumab kombine tedavisinde ise sadece IgG2
izotipindeki titre yliksekliginin OS siiresi ile pozitif iligkisi gosterilmistir (Diem ve
ark., 2019). Ipilimumab ve nivolumab kombinasyonu alan farkl1 hasta gruplarinda ise
tedavi baglangicinda, melanoma antijen spesifik IgG tip antikorlarin yanit verenlerde

yanitsiz hastalara gore yiiksek oldugu bulunurken, bu antikorlarin genellikle IgG1 ve
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IgG2 izotiplerinde oldugu saptanmistir (Fissler ve ark., 2019). Ipilimumab
tedavisinden bir yil sonra tedaviye yanit veren hastalarda plasmablast frekansinin
yliksek olarak bulunmasit ve plasmablastlarin irettikleri antikorlarin somatik
hipermutasyon seviyelerinde yiikseklik gézlenmesi, yanit veren hastalarda israrli bir
B hiicre yanitinin devam ettigini desteklemektedir (DeFalco ve ark., 2018). Tiim bu
bulgular B hiicre 6zelliklerinin ICI tedavisinde 6nemli bir prognostik ve prediktif

rollere sahip olduklarini destekler niteliktedir.

2.3.5 Immiin iliskili yan etkilerde B hiicre reaktivitesinin mekanizmasi

ICI tedavisinin amaci1 sitotoksik T hiicreleri arttirmak olsa da, bu ajanlar direkt
veya indirekt olarak B hiicreleri etkilemektedir. B hiicrelerde ICI tedavisinde erken
donemdeki degisimlerin, genelde 6 ay sonrasinda goriilen yiiksek orandaki derece 3
veya daha yiiksek irAEs ile baglantili oldugu gozlenmistir. (Das ve ark., 2018). T
hiicrelerin tersine, B hiicrelerin belirli kosullar altindaki otoreaktiviteleri daha iyi
bilinmektedir. Anti-PD1 tedavisi alan metastatik maligniteli hastalar, tiroidit veya
hipotiroid anomalisi olan hastalar tiroid bezi antijenlerine kars1 otoantikor gelistirirken
(Orlov, Salari, Kashat, & Walfish, 2015), benzer olarak ICI tedavisi altindaki hastalar
adacik hiicrelere karsi antikor gelistirdikleri gosterilmistir (Hughes ve ark., 2015).
Ipilimumab’in anti-PD-1 ajanindan daha oOnce uygulandigt kombine tedavi alan
hastalarda ise hastalarin %44.,4’ii anti-tiroid antikorlar1 ve tiroid dengesinde bozukluk
goriildiigi saptanmistir. Bu bulgular, anti-CTLA-4 ile baslatilan ve anti-PDI1 ile
desteklenen tedavilerin B hiicre otoimmiinitesine neden oldugunu desteklemektedir

(de Moel ve ark., 2019).

irAEs’in baglangict klasik otoimmiinite ile bagdastirilmakla beraber kanser
immiinoterapisinde kisitlamalara neden olmaktadir. Ipilimumab tedavisi altindaki evre
[II-IV MM hastalarinda 6z antijenleri ve kanser antijenlerini taniyan antikorlardaki
artisin, hastalarda irAEs ile karakterize oldugu gosterilmistir. Sistemik B hiicre
deregiilasyonu, bakteriyel enfeksiyonlar ile iligkili kronik inflamasyona neden olarak
rastgele kanser-spesifik olmayan otoantijenlerin salinmasi sebebiyle olabilecegi one

stiriilmiistiir (Da Gama Duarte ve ark., 2018).
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2.3.6 Immiin iliskili yan etkilerde B hiicrelerin potansiyel biyo-belirtec olarak

rolleri

ICI tedavisi baslanmadan 6nce bazi biyo-belirteglerin varligi, irAEs gelismesi
riskinin yiiksek oldugu ile iligkilidir. Pre-terapdtik serum oto-antikorlarinin varlig
bazi irAEs’in artan riski ile bagdastirilmistir. Ileri seviye metastatik kanser
hastalarinda yapilan ¢esitli arastirmalarda, miyozit goriinen hastalarda anti-mAChR
antikorlar1 (Mammen ve ark., 2019), tiroidit gelistiren hastalarda anti-tiroid
(Kobayashi ve ark., 2018), kolit gelistirenlerde anti-niikleer antikorlarin ve pnémoni
gelistirenlerde ise anti- CD74 antikorlarinin varligi gosterilmistir (Sakakida ve ark.,
2020). Ancak bu calismalarin hi¢biri sadece ICI tedavisine baslanilacak metastatik
melanoma hastalarinda ylriitiilmemistir. B hiicrelerin prediktif rollerini destekleyen
ve sadece metastatik melanoma hasta grubunda yiiriitiilen bir calismada, ICI
baslangicindan ortalama 3 hafta sonra B hiicrelerin degistigi gosterilmistir.
Bulgularda, total B hiicre sayilarinin azalmasiyla birlikte, CD219%% B hiicreler ve
plasmablastlar da bir artis, ayn1 zamanda CD219%% B hiicre klonlarinda bir artig
saptanmigtir. Bu bulgularla birlikte CD219%%PD-1+ bellek B hiicrelerin de tedavi
stirecinde erken yanitta farklilagsmasi, artan irAEs riskinin dnceden belirlenmesinde

kullanilabileceklerini 6ne siiriilmektedir (Das ve ark., 2018).

Prospektif c¢alismalar yeni biyo-belirteglerin klinik uygulamaya entegre
edilmesi acisindan O6nemlidir. ICI tedavisinin hangi hastalarda yan etkilere yol
acabileceginin ve hangi hastalarin tedaviye cevap vereceklerinin belirlenmesi igin

biyo-belirteclere ihtiya¢ vardir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arag ve Gerecler

3.1.1 Deneylerde kullanilan kimyasallar

RPMI 1640 L-Glutamine ile zenginlestirilmis kiiltiir medyumu (Lonza, Basel, isvicre)
Lenfosit ayirma medyumu, 1,077 g/mL (Lonza, Basel, Isvigre)

Penisilin ve streptomisin (Gibco, Birlesik Krallik)

DMSO, dimetil siilfoksit (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Buchs, Isvicre)

FCS, fetal calf serum (Invitrogen, Carlsbad, CA, A.B.D)

Penisilin-streptomisin (10,000 U/mL) (Life Technologies, Carlsbad, CA, A.B.D)
Steril PBS, fosfat tampon tuz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre
Steril distile su

Etilendiamintetraasetik (EDTA), (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)
Tween-20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvicre)

Sodyum sitrat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)

Sitrik asit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)

Sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)

Sodyum karbonat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvicre)
3,3',5,5'-Tetrametillbenzidin (Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)

Hidrojen peroksit soliisyonu 31% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)
Siilfiirik asit, H2S04 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvigre)

Bovin serum albiimin, BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Isvicre)

40



3.1.2 Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler

Hiicre kiiltiira

e Dondurma Soliisyonu: (%45 FCS, %45 c-RPMI, %20 DMSO)

e Zenginlestirilmis medium (c-RPMI): 500 mL’lik L-glutaminli (2mmol/L)
RPMI-1640 medyum, steril sartlarda %1 oraninda penisilin-streptomisin (5
mL) ve %10 oraninda 1sitilip inaktive edilmis FCS (45 mL) ile zenginlestirildi.

FACS Boyama Tamponu

e PBS,2mM EDTA, %0,5 BSA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Deneyi

e Karbonat kaplama tamponu pH 9,5:

7,0 gr sodyum bikarbonat, 2,8 gr sodyum karbonat, 1 L distile su.
e Sitrat tamponu pH 5,6:

Sitrik asit 4,1 gr, sodyum sitrat 29,0 gr, 1 L distile su
e Yikama tamponu: PBS (pH:7.,4), %0,05 Tween 20
¢ Engelleyici tampon: PBS (pH: 7.4), %5 BSA, %0,05 Tween 20
e TMB karigimi, konsantrasyon 10 mg/mL:

Toz halinde 3,3',5,5'-Tetrametilbenzedin, DMSO
e TMB substrat:

18 mL distile su

2 mL 1M sitrat tamponu, pHS5,9

200 pLL TMB karigim

2,5 uL %30 H202
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3.1.3 Deneylerde kullanilan akan hiicre ol¢er iliskili reaktifler

Akan hiicre Olger icin kullanilan floresan isaretli boyalar tablo 7’de ve

kontrolleri tablo 8’ de gdsterilmektedir.

Tablo 7. immiin fenotipleme igin kullanilan antikor listesi

Belirtec Klon Floresan boya Firma

IgD 1A6-2 PECF594 BD Biosciences
IgM MHM-88 PerCP/Cy5.5 Biolegend

IgG ke¢i poliklonal dylight405 Jackson

IgA kegi poliklonal AF488 Jackson

CD19 HIB19 APC/FIRE750 Biolegend
CD21 B-ly4 BV711 BD Biosciences
CD23 EBV CS-5 APC Biolegend
CD24 MLS PE Biolegend
CD27 L128 BV510 BD

CD38 HIT2 BV781 Biolegend
BAFF-R 11C1 FITC Biolegend
BCMA 19F2 PE/Cy7 Biolegend
TACI 1A1 PE Biolegend

CD3 OKT3 PE-AF700 Biolegend
CD14 MS5E2 Biotin Biolegend
CD16 3G8 Biotin Biolegend
CD235a HIR2 Biotin Biolegend
Zombie Yellow BV605 Biolegend
Streptavidin Brilliant Violet 605™ Biolegend

Tablo 8. immiin fenotipleme i¢in kullanilan antikor izotip kontrolleri

izotip Klon Floresan boya Firma

Fare, 1gG1, k MOPC-21 BV781 Biolegend
Fare, IgG2b, k MOPC-11 PE Biolegend
Fare, IgG1, k MOPC-21 AF700 Biolegend
Fare, IgG1, k MOPC-21 APC Biolegend
Fare, IgG2b, k MOPC-11 BV711 Biolegend
Sican, IgM, k RTK2118 PE/Cy7 Nordic BioSite
Ermeni hamster, IgG HTKS888 PE/Cy7 Biolegend

3.1.4 Elisa o6l¢iim kit ve malzemeleri

e 96 kuyucuklu steril ELISA mikro plaklar (Nunc MaxiSorp™ flat-bottom;

Thermo Fisher Scientific)
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e Serum proteinleri saptamada kullanilan reaktif ve kitler Tablo 9°da

gosterilmektedir.

Tablo 9. Elisa kit ve antikorlar1

Ad Firma Katalog No Ek bilgi
Rekombinant Insan  APRIL BioLegend 591309 ELISA standarti
(TNFSF13) (ELISA Std.)
Saflagtirilmis anti-insan APRIL = BioLegend 524801 Izotip : Fare 1gG2a,
(TNFSF13, CD256) Antikoru Klon : 33H5
Biotin anti-insan APRIL  BioLegend 524903 Izotip : Fare IgG2b
(TNFSF13, CD256) Antikoru Klon : 53E11
insan  BAFF/BLyS/TNFSF13B = R &D systems DY124-05
DuoSet ELISA :

3.1.5 Cihazlar

Mithras? LB 943, Berthold Tech. GmbH & Co.Kg, Bad Wildbad, Almanya)
FACS ARIA™ III BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, A.B.D).
TC20™ Automated cell counter, Bio-Rad Laboratories, CA, A.B.D

3.2 Calisma grubu

Calismamiz Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji Anabilim Dali, Isvicre
Allerji ve Astim Arastirma Enstitlisti (Swiss Institute of Allergy and Asthma Research,
SIAF) ve Saint Gallen Kanton Hastanesi Dermatoloji ve Allerji Bolimi
(Kantonsspital St. Gallen Klinik fiir Dermatologie/Allergologie)’niin ortak ¢aligmasi
sonucu gergeklestirildi. Bu calisma igin etik kurul karar1 Dogu Isvigre Etik Komisyonu
(Ethikkommission Ostschweiz)’ndan (EKOS 16/079) ve ve Bursa Uludag Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (Karar No: 2018-13/26) alind.
Calisma Helsinki bildirgesine uyumlu olarak yiiriitiildii. Tiim hasta ve saglikli

kontrollerden rizalar1 alinda.

3.2.1 Klinik ornekler

Prospektif kohort ¢aligmasinin hastalar1 2016-2018 yillar1 arasinda cerrahi

miidahele ile ¢cikarilamayan klinik evre IV metastatik melanoma tanis1 konmus ve anti-
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PD1 ve/veya anti-CTLA-4 tedavisi alan ve takibi olan hastalardir. Bu ¢alismadaki
hastalar kontrol noktasi inhibitorii pembrolizumab (Keytruda; MSD Merck Sharp &
Dohme AG, 2 mg/kg ii¢ haftada bir) veya ipilimumab (Yervoy; Bristol-Myers Squibb
SA, 3 mg/kg 3 haftada bir) veya nivolumab (Opdivo; Bristol-Myers Squibb SA) ve
ipilimumab kombine tedavisi (1 mg/kg and 3 mg/kg ii¢ haftada bir) ald1. Hastalar 24
ay Ozenle takip edildi ve hala gelecekteki caligmalar i¢in takip edilmeye devam

edilmektedir.

Biyolojik materyaller (kan 6rnekleri) 3 farkli zaman biriminde toplandi: tedavi
baslangicindan hemen 6nce, tedavinin ilk uygulamasindan 3 hafta sonra ve tedavi
baslangicindan 9 ile 12 hafta sonrasina denk gelen 4/5’inci vizit. Bilgisayarli tomografi
taramasi tedavi yanmitinin degerlendirilmesi i¢in 4. vizitin oncesinde uygulandi ve
RECIST 1.1 kriterine gére degerlendirildi (Eisenhauer ve ark., 2009). ilk BT-
taramasinda progresif hastalik (progressive disease, PD) gosteren hastalarda 4-6 hafta
arasinda PD’yi dogrulamak ve psddoprogresyonu dislamak i¢in ikinci bir BT-taramas1
yapildi. Immiinoterapiye yanit, ya tamamen remisyon (complete remission, CR) veya
kismi remisyon (partial remission, PR) olarak tanimlandi. Yanit vermeyenler ise stabil
hastalik (stable disease, SD) veya PD gosterenler olarak tanimlandi. 26 hastadan 1
tanesi ilk BT taramasinda PR gosterse de, ikinci bilgisayarli tomografi sonucu PD
oldugu i¢in belirledigimiz kriterlere uymayarak ¢alismamizdan dislandi. 10 saglikl

birey kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edildi.

Immiin iliskili yan etkilerin gelisimi ve kontrolii tedavi baslangicindan itibaren
takibe alind1 ve dokiintii, genel kasint1 (pruritus), vitiligo, kolit, pndmoni, hepatit,
tiroid, hipofizit, artrit, Guillain-Barre/Noropati olarak Common Terminology Criteria
for Adverse Events, version 4.03 referans alinarak kategorize edildi ("Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE), version 4.03," 2010).
Calismamizdaki hastalarin tedavi yanitlari, kullanilan kontrol noktasi inhibitorleri,
gelistirdikleri irAEs, BRAF mutasyonu durumlar1 ve ilk BT yanitlar1 tablo 10°da

gosterilmektedir.

44



Tablo 10. Calisma grubu, tedavi yanitlar1 ve genel klinik karakterizasyonu

Hasta

No
P3

Ps

P6

P14
P23
P26
P29
P30
P31
P32

P52

P66

P76

P2
P4
P8

P10

P12

P22

P33

P50

P63

P71

P72
P75

Yanit

Evet

Evet
Evet

Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet
Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir
Hayir

Hayir

Tedavi

Pembrolizumab

Pembrolizumab

Ipilimumab
+Nivolumab
Pembrolizumab
Pembrolizumab
Ipilimumab
Pembrolizumab
Pembrolizumab
Pembrolizumab
Pembrolizumab
Ipilimumab
+Nivolumab
Pembrolizumab
Ipilimumab
+Nivolumab
Pembrolizumab
Pembrolizumab

Pembrolizumab

Pembrolizumab

Pembrolizumab
Ipilimumab
+Nivolumab
Ipilimumab
Pembrolizumab
Ipilimumab
+Nivolumab
Pembrolizumab

Pembrolizumab

Pembrolizumab

Oto-immiin Toksisiteler

Yok

Cilt dokintisi,kizarikligi/Sedef
hastalig1
Cilt dokintiisii,kizarikligi/Sedef
hastalig1
Tiroidit

Yok

Yok

Yok

Vitiligo
Tiroidit
Vitiligo, Kolit

Cilt dokuntiisii,kizarikhigi/Sedef
hastalig1, Kolit
Tiroidit, Artrit

Cilt dokuntiisii,kizarikligi/Sedef
hastaligi, Kolit, Artrit
Yok

Yok
Vitiligo

Cilt dokintiisii,kizarikligi/Sedef
hastalig1
Yok

Pnomoni

Kolit, Hepatit,
Guillain-Barre/Noropati
Yok

Cilt dokiintisi,kizarikligi/Sedef
hastaligi, Artrit, Hepatit, Vitiligo
Yok
Yok

Yok

BRAF
durumu
mutant

wt

wt

wt
wt
mutant
wt
wt
wt
wt

mutant

mutant

wt

wt
wt
wt

mutant

wt

mutant

wt

wt

wt

mutant

mutant

wt

ilk BT taramasi
yaniti
PR

Pseudoprogresion
PR

PR
PR
PR
CR
PR
PR
PR
PR

PR
PR

PD
SD
PD

SD
PD
PD
SD
SD
PD
PD
PD
SD

wt; dogal fenotip, CR; tamamen remisyon, PR; kismi remisyon, SD; stabil hastalik, PD; progresif hastalik
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3.3. Yontem

3.3.1 Periferik kan mononiikleer hiicre (PKMH) eldesi

Klinik evre IV metastatik melanoma tanis1 konmus kisilerden 3 farkli zamanda,
saglikli donodrlerden ise tek bir zamanda periferik kan heparinli 10 mL tiiplere alinda.
PMNH izolasyonu i¢in densite gradyan yontemi kullanildi. Laminar akim altinda
periferik vendz kan 6rnekleri 1:1 oraninda steril PBS/2 mM-EDTA ile sulandirildiktan
sonra igerisinde 4 mL lenfosit ayirma medyumu (yogunluk 1,077 g/mL) bulunan steril
15mL’lik konik tiipiin igerisine yayilarak 800G de 20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi pastor pipet yardimi ile plazma atilarak, tiipiin ortasinda bulut halinde bulunan
interfaz kismi, PKMH’ler, toplanip steril temiz 15 mL’lik konik tiiplere aktarildi. Once
780 G, 10 dakika, +8°C’de takiben 300 G, 10 dakika, +4°C sicakligindaki PBS/EDTA
ile yikandi. Siipernatantlar atildiktan sonra hiicreler 1mL c-RPMI igerisinde
resiispanse edildi ve TC20 otomatik hiicre sayma makinas1 (Bio-Rad Laboratories,
US) kullanilarak sayildi. 2 mL’lik kiryotiiplere 1:1 oraninda dondurma soliisyonu ve
hiicrelerin bulundugu cRPMI siispansiyonu hizli bir sekilde karistirilarak dondurma
kabina konup -80°C sicakliktaki derin dondurucuya kondu. 1 giin sonra 6rnekler sivi
azot tankina aktarildi. Tim hasta ornekleri toplandiktan sonra, sivi azot tankindan

cikartilan donmus 6rnekler soguk zincir ile -80°C derin dondurucuya kaldirildi.

3.3.2 Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

B lenfositlerin secilen fenotiplerine bakilmasi ve yiizey protein ifadelerinin
belirlenmesi i¢in izole edilen PMNH tablo 7’de belirtilen floresan isaretli antikorlar

kullanilarak 2 farkli panel ile akan hiicre 6l¢er analizi yapild:.

3.3.2.1 Hiicre Yiizey Boyamasi
Tablo 10°’da verilen floresan isaretli antikorlardan B hiicre immiin

fenotiplendirilmesi ve molekiil ekspresyonlarini yakalamak tizere 2 farkli panel

yapildi (tablo 11).
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Tablo 11. B hiicre ve iliskili yiizey belirtecleri

Panel 1 Panel 2

CD19 CD19
IgD IgD
IgM IgM
IgA CD27
1gG BAFFR

CD21 BCMA

CD23 TACI

CD24

CD27

CD38

Tablo 7 ve 8’de belirtilen tim flurokrom konjuge antikorlarin ve izotipik

kontrollerin son konsantrasyonlar1 1 pg/mL olacak sekilde FACS boyama tamponu ile

diliie edildi.

Deneysel Prosediir

-80°C derin dondurucudan alinan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosunda
buzlar eriyene kadar tutulup hizl bir sekilde 15mL konik tiiplere aktarildi. Uzerlerine
yavas bir sekilde c-RPMI medyum eklendikten hemen sonra 350G hizda 8°C’de 7
dakika santrifiij edildi. Yikamadan sonra siipernatant (iist sivi) vakum pompasi ile
cekilip atilarak, pelet mikropipet yardimiyla dagitildi. Tiip agzina kadar FACS boyama
tamponu (%0,5 BSA iceren PBS) ile dolduruldu ve 2. bir yikama gercgeklestirildi.
Hiicreler 150 pL PBS igerisinde 1 pL Zombie Yellow canlilik boyasi kullanilarak 20
dakika +4°C’de karanlikta inkiibe edildi. Hiicre siispansiyonlart1 5 mL’lik FACS
boyama tiiplerine alinarak tizerlerine 2 mL FACS boyama tamponu eklenerek 350G
hizda 8°C’de ki santrifiijde 7 dakika yikandi. Panel antikorlarindan FACS boyama
tamponu igerisinde kokteyl hazirlandi ve her bir hasta icin 3 farkli FACS tiiplinde
kokteyl ve tampon toplam 100 pL hacimde olacak sekilde hiicreler siispanse edilerek
karanlhkta +4°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonu biten tiiplere 2 mL +4°C
sicakliktaki FACS yikama tamponu eklendi. Takiben 350G hizda 8°C’de 7 dakika
santriflij edilerek baglanmayan floresan isaretli antikorlar yikama ile uzaklastirildi.

Hiicre pelletleri 100 uL. hacminde 0,5 pg/mL konsatrasyonda Brilliant Violet 605™
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Streptavidin ile 10 dakika +4°C’de karanlikta inkiibe edildi. Takiben 2 mL FACS
boyama tamponu ile yikandi. Santrifiijden ¢ikan hiicreler siipernatant atilip yeni
tampon eklendikten sonra, yuvarlak tabanli 12x75mm mavi filtreli FACS okutma
tiiplerine filtrelendi. Hiicreler son hacim 200 puL olacak sekilde FACS boyama

tamponunda siispanse edildi ve cihazda okutulana kadar +4°C sicaklikta ve karanlikta

bekletildi.

3.3.2.2  Akan hiicre 6lcer kompanzasyon ayari

BD™ CompBeads 6zellikle tandem boyalarin (6rn; APC Fire750, PE-Cy7
gibi) bulundugu akan hiicre Olger panellerinin kompanzasyon ayarlarinda
kullanilmaktadir. Calismamizda veriler okutulmadan 6nce polisitren yapidaki bu
boncuklar kullanilarak ¢ok renkli akan hiicre oOlcer analizleri i¢in floresan

kompansasyon ayarlar1 optimize edilmistir.

Deneysel Prosediir

12x75mm test tiiplerinin her birine birer damla pozitif ve negatif BD™
CompBeads (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) damlatildi1 ve tiim farkli
antikor konjugatlar1 100 uL FACS boyama tamponunda karanlikta 10 dakika ve
+4°C’de inkiibe edildikten sonra 2 mL ayni tamponla 350g 5 dakika +8°C’de santrifiij
edildi. Stipernatant atildiktan sonra antikorla kapli boncuklar son hacim 200 uL olacak

sekilde FACS boyama tamponunda siispanse edildi.

3.3.23 Akan hiicre olcer ile analiz

FACS ARTA™ III (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) cihazinda tek
renkli kompanzasyon ayarlari uygun FSC/SSC (boyutsal/graniiler) ayarlar1 ve floresan
dedektor (PMT) voltajlari hiicreler i¢in ayarlandi. Kompanzasyon matriksi, Diva (BD,
Biosciences, A.B.D) programinda olusturuldu. Hiicre ylizey boyamasini takiben
olgiimleri ¢ok renkli akan hiicre olger ile FACS ARTA™ III cihazinda gergeklestirildi.
Diva yazilimi ile 500000-1000000 aras1 hiicre toplandi. Bu veriler, FlowJo v10.0.7
(Tree Star, Ashland, OR) programu ile analiz edildi.
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3.3.2.4  Akan hiicre olcer verilerinin analizi

Ik 6nce lenfositler FSC-A/SSC-A olacak sekilde kapilanip, dublet hiicreler
dislanarak sadece tek hiicreler segildikten sonra canlilik boyasi negatif hiicreler seg¢ildi
(sekil 3, A). Takiben biotin isaretli olmayan CD3- ve CD19+ hiicreler kapilanarak B
lenfositlere ulasildi (sekil 3, B)
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Sekil 3. Akan hiicre dlcer verilerinde genel B hiicrelerin (CD19+) kapilama stratejileri ve sagilim grafikleri. A. Lenfosit
kapist ileri sagilim (FSC) ve yana sagilim (SSC) plotundan se¢ildi ve dubletlerin ayirimi gergeklestirildi. B. Canlilik boyasi negatif
hiicreler ve CD14, CD16, CD235a pozitif hiicreler segildikten sonra CD3 negatif CD19+ B hiicreler kapilandi.

Genel B hiicreler kapilandiktan sonra, naif (IgD+CD27-), donlismiis CD27+
(IgD-CD27+), klasik bellek (CD27+CD21+), plasmablast (CD19+CD27¥iCD38"Y),
gegici (transitional) B hiicreler (CD24YiCD38Y%), doniigmiis B hiicreler (CD19+IgM-
IgD-), doniismiis bellek B hiicreler (histogram grafigi) ve IgG+ ve IgA+ B hiicreler
sekil 4’te goriildiigii gibi alt gruplara ayrildi.
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Sekil 4. Genel B hiicre alt gruplarmin akan hiicre dlger analizleri ve histogram ve sacihm grafikleri ile gosterimi.

BAFF reseptorii ekspresyon diizeylerinin B hiicre yiizeylerindeki dl¢iimlerinde
sadece MFI (ortalama floresan yogunluk) degerleri kullanildi. Genel B hiicrelerin

BAFFR ve TACI reseptor analizleri sekil 5°te verilmektedir.
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Sekil 5. CD19+ B hiicrelerin BAFFR MFI degerlerinin ve TACI+ B hiicrelerin histogram grafikleri. Cizgiler renklerine
gore; kesikli gri ¢izgi negatif kontrolii, siyah saglikli kontrolii, kirmizi yanit vermeyen hastalari, mavi yanit veren hastalar
gostermektedir.

3.3.3 Serum ayristirilmasi

Hasta ve saglikli goniilliilerden heparinsiz tiipe alinan periferik kan 30 dakika
bekletildikten sonra 1500G’de 10 dakika santrifiij edildi. Kiryo tiiplere alinan 6rnekler
-80°C sicakligindaki derin dondurucuya kaldirild1 ve soguk zincir ile SIAF’a tagindi.
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3.3.4 Serum BAFF ve APRIL seviyelerinin saptanmasi

BAFF serum seviyeleri, Human BAFF/BLyS/TNFSF13B DuoSet ELISA
gelistirme kiti (#DY 124-05, R&D systems, Minneapolis, MN) ile 6l¢iiliirken, APRIL
seviyeleri ise kendi hazirladigimiz ELISA kiti ile dl¢iildii. ELISA mikro plaklari
(#DY 124-05, R&D systems, Minneapolis, MN) kuyucuklarina saflastirilmis fare anti-
insan APRIL antikoru (klon 33H5, Biolegend, San Diego, CA) (konsantrasyon PBS
icerisinde 2 pg/mL) veya fare anti-insan BAFF/BlyS yakalama antikoru (#841899)
(konsantrasyon PBS igerisinde 1 pg/mL) kuyu bas1 50 pL olacak sekilde eklendi ve
sirastyla 16 saat 4°C’de ve oda 1s1sinda inkiibe edildi. Antikor kaph plaklar kuyu basi
200 pL olacak sekilde 4 defa yikama tamponu ile yikandiktan sonra kuyu basi1 200 pL
engelleyici tampon eklenerek oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi. Standart egri i¢in, insan
APRIL ELISA standart1 (#591309) engelleyici tampon igerisinde konsantrasyon 100
ng/mL’den 0,195 ng/mL’e olacak sekilde 2 kat diliie edildi. Insan BAFF/BLyS
Standart (#841901) ise 10000 pg/mL’den 19,5 pg/mL olacak sekilde %1 BSA igeren
filtrelenmis PBS icerisinde 2 kat diliie edildi ve 50’ser pL. kuyucuklara eklendi.
[laveten, hastalar ve saglikli kontroller engelleyici tampon icerisinde 1:2 diliie edilip
kuyucuklara eklendi. Plaklar oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildikten sonra yikama
tamponu ile 4 defa yikandi. Takiben, engelleyici tamponda 0.25 pg/mL konstrasyon
olacak sekilde fare biotin anti-insan APRIL (#524903) veya %1 BSA iceren PBS’te
10 ng/mL konsantrasyon olacak sekilde biyotinlenmis ke¢i anti-insan BAFF/BLyS
saptama antikoru (#841900) kuyu basi 50 pL hacimde olacak sekilde kuyucuklara
eklendi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Plaklar 4 kez yikandiktan sonra bagl
antikorlar1 saptamak icin anti-insan APRIL bulunan kuyucuklara biyotin-baglayan
protein avidin igeren 1:2000 PBS’te diliie edilmis ExtrAvidin®—Peroxidase (SIGMA)
ve anti-insan BAFF bulunan kuyulara ise Streptavidin-HRP (#893975) PBS’te 40 defa
sulandirilip her bir kuyuya 50 pL hacimde eklendi. APRIL plaklar1 30 dakika, BAFF
plaklar1 ise 20 dakika oda 1s1sinda ve karanlikta inkiibe edildi. Plaklar 5 defa yikama
tampon ile yikandi. Her bir kuyuya 150 pL. TMB substrati eklendikten sonra karanlikta
bekletilen plaklarda 13. dakikada peroksidaz reaksiyonu (mavi renk) saptandi ve
plaklara hemen 50’ser uL 1Molar siilfirik asit eklendi ve reaksiyon durduruldu.

Takiben mikro plaklardaki 1gik absorbansi ELISA spektrofotometresinde (Mithras? LB
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943, Berthold Tech. GmbH & Co.Kg, Bad Wildbad, Almanya) 450 nm’de olgtildii

(stirim Driver Version: 1,11).

3.34.1 ELISA verilerinin analizi

En uygun sulandirma tespitinde grafigin ani diisiis/cikis gosterdigi en son

sulandirma oranlar1 goz oniine alind1.

Lineerlik

ELISA testlerinin dogrusallig: i¢in, insan BAFF/BLyS Standart1 (#841901)
10,000 pg/mL konsantrasyondan baslayarak son konsantrasyon 19,5 pg/mL olacak
sekilde, APRIL ELISA standart1 ise 100 ng/mL konsantrasyondan baglayarak
(#591309) son konsantrasyon 0,195 ng/mL olacak sekilde, 1-, 2-,4-,8-,16-,32-64-128-
, 256-, 512-defa PBS veya engelleyici tampon ile seri-diliisyon yapilarak 10 farkli

standart konsantrasyon elde edildi.

Log-lineer standart egri olusturulmasi

Standartlarin  sulandirilmasiyla elde edilen konsantrasyonlarin logaritmik
degerleri aliarak arbitrary unit Logl0 (AU) ‘lar elde edildi.

Her bir plak i¢in, log-lineer standart egriler bu AU’lar ve 450 nm de 6lgiilen
absorbanslar1 kullanilarak GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, California,
A.B.D) yaziliminda sigmoidal, 4PL X is log (concentration) fonksiyonu kullanilarak
olusturuldu. Hasta ve saglikli kontrollerin absorbans degerlerine karsilik gelen ara
degerler hesaplandiktan sonra, bu degerler gii¢ fonksiyonuyla anti logaritmalar1

alinarak proteinlerin serum konsantrasyonlari elde edildi.
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34 istatistiksel analizler

Parametrik ve parametrik olmayan istatistiksel prosediirler, sayisal 6l¢iimlerin
gruplardaki normallik dagilimlari, normal dagilim testleri Shapiro-Wilk testi ve
D’Agostino & Pearson testi ile gergeklestirildi. Tedavi Oncesi hasta gruplarinin ve
saglikli kontrol grubunun karsilastirilmasi standart sapmalar ayni ise tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) testi ve Tukey post hoc testi, degil ise Brown-Forsythe ve
Welch ANOVA testi ile beraber Dunnett T3 post hoc testleri ile degerlendirildi. Aym
zaman diliminde 2 hasta grubu arasindaki karsilastirilmalar i¢in, normal dagilan
degerlerde standart sapmalarin benzer olmasi durumunda unpaired T testi, olmamasi
durumunda Welch’s diizeltmesi kullanilirken, normal dagilmayan gruplarin
kiyaslanmasinda Mann-Whitney Testi kullanildi. Hasta gruplarinin tedavi siirecindeki
degisimleri, normal dagilan degerler icin, varyanslar homojen dagildiysa tekrarli
Olclim varyans analizi (RM one-way ANOVA) testi ve Tukey post hoc testi, degil ise
Geisser-Greenhouse diizeltmesi ile birlikte ayni testler ile yapildi. Normal dagilim
gostermeyen gruplarin karsilastirilmasinda ise Friedman test ile beraber Dunn’s post
hoc testi kullanildi. Veriler arasindaki iligkiler, normal dagilmayan veriler i¢in
Spearman’in korelasyon katsayisi (rho), normal dagilan veriler i¢in Pearson’un
korelasyon testi ile %95 giiven seviyesinde test edildi. Tedavi yanitin1 6ngérmek i¢in
(kesme degeri) yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip receiver operating characteristic
(ROC) egrisi ile belirlendi. Hesaplamalar ve grafikler GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, California, A.B.D) yazilimi ile yapildi. %95 giliven araliginda p degeri 0.05

anlamlilik sinir1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta popiilasyonu ve ozellikleri

Yas

Calismamiza katilan tedavi yanitsiz hastalarin yaslar1 52-91 arasinda degisiklik
gosteriyordu. Hastalarin ortalama yas1 72,67, ortanca yasi ise 75, standart sapmasi
11,28 olarak bulundu. Tedaviye yanit veren olgularin yaslar1t 56-90 arasinda
dagilirken, ortalama yas 73,62, ortanca yas 74, standart sapmasi ise 9,242 olarak

bulundu.

Takip Siiresi

Calismamizdaki olgularin tedavi baslangic1 ve takip siiresi yanit veren ve
vermeyen olgularda degisiklik gostermektedir. Tedavi yanit1 goriilmeyen olgularda
12-113 ay arasinda degisiklik gosteriyordu. Ortalama siire 51,77 ay, ortanca siire ise
40,83 ay, standart sapmasi 35,39 olarak belirlendi. Tedaviye yanit veren hastalarda ise
41,92-115,2 ay aras1 degisiklik gosterirken, ortalama siire 98,24 ay, ortanca siire 104,5

ay, standart sapma ise 19,75 olarak bulundu.

4.1.1 ICI tedavisi yamitlarinin degerlendirilmesi

Calismamiza dahil edilen 25 metastatik melanoma hastasindan 13 tanesi ICI
tedavisine yanit verirken 12 tanesi immiinoterapiye yanitsiz kaldi. Toplam 20 hasta
(%80), 18’1 (%69,2) pembrolizumab ve 2’si (%8) ipilimumab monotedavisi alirken, 5
hasta (%20) ise nivolumab ve ipilimumab kombine tedavisi ald1. Toplamda olgularin
%40’1 monotedaviye yanit verirken, %40’1 ise ICI tedavisine yanitsiz kaldi.

Kombinasyonel immiinoterapiye hastalarin %12’si yanit verirken, %8’1 ICI tedavisine
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yanit vermedi. Evre IV metastatik melanoma hastalarinin klinik karakterleri tablo 10

ve tablo 12°de gosterilmektedir.

Tablo 12. Metastatik melanoma olgularimin klinik bilgileri
0 C C )

P10 Pembrolizumab Hayir Evet 1366 sag 91 4 Evet
P12 Pembrolizumab Hayir Hayir 190 ex 91 1 Hayir
P22 Ipilimumab Hayir Evet 147 ex 60 5 Hayir
+Nivolumab
P2 Pembrolizumab Hayir Hayir 192 ex 76 7 Hayir
P33 Ipilimumab Hayir Evet 387 ex 75 2 Hayir
P4 Pembrolizumab Hayir Hayir 526 ex 75 2 Hayir
P50 Pembrolizumab Hayir Hayir 205 ex 75 3 Hayir
P63 Ipilimumab Hayir Evet 1051 sag 65 5 Hayir
+Nivolumab
P71 Pembrolizumab Hayir Hayir 985 sag 71 5 Hayir
P75 Pembrolizumab Hayir Hayir 968 sag 75 2 Hayir
P72 Pembrolizumab Hayir Hayir 984 sag 52 1 Evet
P8 Pembrolizumab Hayir Evet 454 ex 66 3 Evet
P14 Pembrolizumab Evet Evet 1342 sag 90 2 Hayir
P23 Pembrolizumab Evet Hayir 1282 sag 67 1 Hayir
P26 Ipilimumab Evet Hayir 1275 sag 70 5 Hayir
P29 Pembrolizumab Evet Hayir 1255 sag 82 3 Hayir
P30 Pembrolizumab Evet Evet 1254 sag 85 5 Hayir
P31 Pembrolizumab Evet Evet 1247 sag 70 2 Hayir
P32 Pembrolizumab Evet Evet 1247 sag 65 1 Evet
P3 Pembrolizumab Evet Hayir 503 ex 74 2 Hayir
P52 Ipilimumab Evet Evet 1163 sag 56 3 Evet
+Nivolumab
Ps Pembrolizumab Evet Evet 1382 sag 74 3 Hay1r
P66 Pembrolizumab Evet Evet 1031 sag 74 3 Evet
P6 Ipilimumab Evet Evet 1380 sag 82 3 Hayir
+Nivolumab
P76 Ipilimumab Evet Evet 964 sag 68 4 Evet
+Nivolumab

4.1.2 Immiin-iligkili yan etkilerin degerlendirilmesi

ICI tedavisi altindaki toplam 14 olgu (%56) herhangi bir derecede immiin-
iligkili yan etki gelistirdi: 6 cilt dokiintiisti/sedef, 4 vitiligo, 4 kolit, 2 hepatit, 3 artrit,
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3 tiroidit, 1 Guillain-Barre/Neuropati, 1 pndmoni. 11 olguda ise (%44) herhangi bir
irAEs gelismedigi gozlemlendi. Tiim olgulara bakildiginda, irAEs gelistirenlerin
%36’smin ICI tedavisine yanit veren olgular, %20’sinin ise tedaviye yanitsiz olgular
oldugu belirlendi. Saglikli kontroller, tedaviye yanit veren (YV) ve yanitsiz (YZ)
gruplar icerisinde toksisite gelistiren ve gelistirmeyen gruplarin 6rnek sayilari tablo

13’te verilmektedir.

Tablo 13. immiin-iligkili yan etki gelistiren olgularin tedavi yamtlarina gore dagilimlar:
Kontrol YZ -irAEs YZ +irAEs YV -irAEs YV+irAEs

Ornek sayisi 10 7 5 4 9

4.2 Akan hiicre ol¢er sonuclarinin degerlendirilmesi

4.2.1 Hasta ornekleri ve kontrol grubunda ana B hiicre belirte¢lerinin

degerlendirilmesi

Periferik kan ana B hiicre alt gruplarindan naif (IgD+CD27-), doniigmiis
CD27+ (IgDh-CD27+), klasik bellek (CD27+CD21+), plazmablast (CD19+
CD27¥iCD38Y%), tranzisyonel B hiicreler (CD24YiCD38Y"), doniismiis B hiicreler
(CD19+IgM-IgD-), doniismiis CD27- (IgM-IgD-) B hiicreler, doniismiis bellek B
hiicreler ve IgG+, IgA+ B hiicre popiilasyonlar1 ve CD19+ IgG+, IgA+ B hiicre
frekanslaria bakildiginda saglikli kontroller ve ICI tedavisi baglangicindaki yanit
veren ve yanitsiz hasta gruplart arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark
gozlemlenmedi (sirastyla; p<0,80; p<0,78; p<0,78; p<0,75; p<0,67; p<0,41; p<0,18 ;
p<0,18; p<0,59; p<0,82; p<0,40; p<0,81). CD19+ IgA+ CD21740 hiicreler yanitsiz
grupta, CD21+ IgA izotipindeki B hiicre frekansi ise kontrollerde daha yiiksek
bulunma egilimindeydi (sirastyla p<0,057; p<0,06). IgG izotipindeki CD21+ B hiicre
frekans1 yanit veren hastalarda, CD2174% popiilasyonu ise yanit vermeyen olgularda

yiiksek olma egiliminde bulundu (sirasiyla, p<0,07; p<0,07).
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4.2.1.1 ICI tedavi siirecinde tedavi 6ncesi, erken yanit ve ge¢ B hiicre yanitlan

Ucg farkli zaman diliminde toplanan hasta Ornekleri tedavi dncesinde ise
baslangic (B), ICI ilk doz uygulamadan 3 hafta sonra B hiicre erken yanitinin
degerlendirildigi erken vizit (T2) ve tedavi baglangicindan 6-9 hafta sonra ge¢ B hiicre
yanitlaria bakildigi geg vizit (T3) olarak degerlendirildi.

MM olgularinda ICI tedavisi siirecinde yanit veren ve tedaviye yanitsiz hasta
gruplarimin ana B hiicre popiilasyonlarinin frekanslarinda anlaml derece degisiklikler
saptandi. Tedaviye yanitsiz olgularda naif B hiicre frekansinin tedavi baslangicindan
geg vizite artig gosterdigi, doniismemis CD27+, bellek B (IgD-CD27+) , klasik bellek
(CD21+CD27+) ve IgA+ CD19+ B hiicrelerin frekanslarinda anlamli derecede bir
diisiis tespit edildi. (Sekil 6). Ayn1 zamanda doniismiis (IgM-IgD-) B hiicrelerde ve
IgA+ doniigmiis hiicrelerde de ayni egilim gozlemlendi (sirastyla; p = 0,06 ve p=0,09).
ICI tedavisine yanit veren grupta ise ilk uygulama sonrasinda doniismemis CD27+

frekansinin anlaml derecede azaldigi saptandi (Sekil 6).
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Sekil 6. Naif, doniismiis ve bellek B hiicre frekanslarinin tedavi siiresinde degisimi. Kontrollerin ve ICI tedavisine yanit
veren ve yanitsiz olgularin tedavinin ICI tedavisi siirecindeki B hiicre oranlar1 ve degisimleri gosterilmektedir. Baklava sembolii
saglikli kontrolleri, daire sembolleri yanit vermeyen grubu, kare semboller ise yanit veren grubu temsil etmektedir. Hasta gruplari
icerisindeki istatistiksel olarak anlamli degisiklikler p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: K, kontrol; B, baslangig;
T2, erken vizit; T3, geg vizit.

Periferik kanda dinlenme halindeki naif B hiicreler CD21 ve CD23
ekspresyonuna sahip olmakla beraber, bu iki biyo-belirte¢ B hiicre gelismesi ve
aktivasyonunda onem tagimakta ve insan B hiicre calismalarinda kullanilmaktadir
(Sanz ve ark., 2019). Bu sebeplerden 6tiirii B hiicre oto-reaktivitesi ve anerjisinde rol
oynayan CD21 ve IgE reseptorii CD23 (FceRIl) MM’li olgularda daha detayli

incelendi.

ICI tedavisine yanit veren olgularda, CD23 bulunan total B ve naif B hiicre

frekanslariyla beraber CD21+CD23+ naif B hiicre oraninin tedavinin erken vizitten
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gec vizite anlaml bir sekilde azalirken, CD21+CD23- naif B hiicre popiilasyonun

arttig1 saptandi (Sekil 7). Tedaviye yanitsiz olgularda ise IgG izotipindeki B hiicrelerin

CD21+ olan popiilasyonun tedavi baglangicindan geg vizite, IgA izotipindekilerin ise

erken vizite azaldigi, tersine CD21

-/dii

hiicrelerin ise arttig1 belirlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. CD21 ve CD23 iliskili B hiicre frekanslarinin tedavi siiresinde degisimi. Kontrollerin ve ICI tedavisine yanit veren
ve yanitsiz olgularin ICI tedavisi siirecindeki B hiicre oranlar1 ve degisimleri gosterilmektedir. Baklava sembolii saglikli
kontrolleri, daire sembolleri yanit vermeyen grubu, kare semboller ise yanit veren grubu temsil etmektedir. Hasta gruplari

igerisindeki istatistiksel olarak anlamli degisiklikler 0,01<p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir.
baslangig; T2, erken vizit; T3, geg vizit.
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4.2.1.2 ICI tedavi siirecinde B hiicre iliskili belirteclerin hastalarda irAEs’e gore

degerlendirilmesi

Tedavi siirecinde irAEs gelistiren olgularda naif B hiicre popiilasyonun
frekansinin arttig1 gézlemlendi (sekil 8). Tedaviye yanitsiz ve toksisite gelistirmeyen
grupta ise sadece atipik bellek B hiicre (CD21-CD27-) frekanslarmin arttig1 belirlendi
(sekil 8). Tedaviye yanit vermeyen ve irAEs gelistiren olgularda, doniismemis
IgD+CD27+, klasik bellek B hiicre, doniigsmiis B hiicreler (IgM-IgD-) ve IgA+ B hiicre
frekanslarinin tedavi geg vizitte azaldigi, tranzisyonel B hiicrelerin ise erken vizitten
gec vizite azaldig belirlendi (Sekil 8). Tedaviye YV irAEs gelistiren olgularda ise
dontismemis CD27+ B hiicre frekansinda erken vizite anlamli bir azalma
gozlemlenirken, ayn1 azalma trendi tedavi siirecinde izotip doniisiimii gecirmis (IgM-

IgD-) B hiicrelerde de mevcuttu (p=0,055).
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Sekil 8. Naif, doniismiis ve bellek B hiicre frekanslarimin tedavi siiresince toksisite iizerinden degisimi. ICI tedavisine
yanitsiz ve yanit veren olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve gelistirmeyenler olarak
gruplandirilip, ICI tedavisi siirecindeki B hiicre frekanslarmin degisimleri degerlendirildi. I¢i dolu daire ve kareler toksisite
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gelistirmeyen, ici bos semboller ise tedavi siirecinde toksisite gelistiren olgulart temsil etmektedir. Daireler YZ, kareler ise YV
olgulari sembolize etmektedir. Hasta gruplan icerisindeki istatistiksel anlamli degisimler 0,01<p<0,05 ise * olarak
§Srslt:ili(lﬂrréilftedir. Kisaltmalar: B, baslangig; T2, erken vizit; T3, ge vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; irAEs, immiin-iliskili

YV olgular incelendiginde, irAEs gelistiren grupta CD23+ naif B hiicre
frekansinda tedavinin erken ve geg¢ vizitleri arasinda azaldigi belirlendi (Sekil 9). Ayni
olgularda irAEs gelistirmeyen grupta kompleman reseptorii CD21 belirtecindeki
degisikliklere bakildiginda, CD21+IgG+ izotipindeki B hiicre frekanslarinin erken
donemde azalirken, CD2174% [gG+ popiilasyonun frekansinin arttigi gdzlemlendi
(Sekil 9). Benzer olarak, YZ olgularda irAEs gelistiren hasta grubunda IgG
izotipindeki CD21+ popiilasyonun tedavinin baslangicindan geg¢ vizite azalirken,
CD2174 1gG+ B hiicre frekanslarinin arttig1 tespit edildi (Sekil 9). CD21+ ve CD21-
/i oA izotipindeki ayn tipteki erken vizit degisimleri anlamli bulunmadi (sirastyla,
p<0,081; p<0,081). CD21+CD23- naif B hiicre popiilasyonun YV olgularda irAEs

varliginda/yoklugunda erken-ge¢ donem ekseninde artma egilimleri (p<0,059;

p<0,07) oldugu belirlendi (Sekil 9).
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Sekil 9. CD21 ve CD23 iliskili B hiicre frekanslarinin tedavi siiresince toksisite iizerinden degisimi. ICI tedavisine yanitsiz
ve yanit veren olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve gelistirmeyenler olarak gruplandirilip ICI
tedavisi siirecinde B hiicre frekanslarimin degisimleri degerlendirildi. I¢i dolu daire ve kareler toksisite gelistirmeyen, igi bos
semboller ise tedavi siirecinde toksisite gelistiren olgular1 temsil etmektedir. Daireler YZ, kareler ise YV olgulart sembolize
etmektedir. Hasta gruplari igerisindeki istatistiksel anlamli degisimler 0,01<p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar:
B, baslangig; T2, erken vizit; T3, gec vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; irAEs, immiin-iligkili yan etkiler.

4.2.1.3 ICI tedavi siirecinde aym vizitteki B hiicre popiilasyonlarinin

degerlendirilmesi

Tedavi baslangicinda hasta gruplart arasinda anlamli bir fark saptanmasa da
atipik bellek B hiicre frekansi (CD21-CD27-) yanitsiz hastalarda yanit verenlere gore
daha yiiksek (p=0,052) bulundu (Sekil 10). ilk doz tedaviyi takiben, erken vizitteki

farkliliklara bakildiginda, donlismiis B hiicrelerin yanit veren olgularda anlamli
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derecede yiiksek oldugu, ayn1 zamanda geg yanitta da bu popiilasyona ilaveten bellek
CD19+ B hiicrelerin, bellek doniismiis B hiicrelerin (CD27+IgM-IgD-), I[gA+ B hiicre
poplilasyonlarmin tedaviye yanit veren olgularda anlamli derecede daha yiiksek
oldugu saptandi (Sekil 10). Sadece doniismiis bellek olmayan (CD27- IgM-IgD-) B
hiicre frekansinin yanitsiz olgularda yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. Naif, doniismiis ve bellek B hiicre frekanslarinin aynm1 zaman diliminde hasta gruplar arasindaki farklari. Tedavi
stirecinde ayni vizitelerdeki B hiicre oranlar1 ICI tedavisine yanit veren ve vermeyen olgular arasinda karsilastirildi. Sagilim
grafikleri standart sapma barlar1 ile birlikte verilmektedir. Daire sembolleri immiinoterapiye yanit vermeyen grubu, kare
semboller yanit veren grubu temsil etmektedir. Hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamli degisimler 0,01<p<0,05 ise * olarak
gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baslangig; T2, erken vizit; T3, geg vizit.

Geg vizitte YZ olgularda naif B hiicre frekanst YV olgulara kiyasla daha
yiiksek bulundu (Sekil 11). IgA izotipinde ki B hiicrelerin CD21+ popiilasyonu
tedavinin erken ve ge¢ vizitelerinde YV olgularda daha yiiksek iken, CD21-dd
popiilasyonu YZ olgularda anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil 11). IgG
izotipindeki B hiicrelere bakildiginda, CD21+ B hiicre frekansmin YV olgularda
tedavinin geg vizitinde daha yiiksek, CD21-%% hiicrelerin ise hem tedavi baslangicinda
hem de gec¢ vizitte YZ olgulara kiyasla daha diisiik frekansta olduklari tespit edildi

(Sekil 11).
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Sekil 11. CD21 iliskili B hiicre frekanslarinin ayni1 zaman dilimlerindeki hasta gruplar1 arasindaki farklari. ICI tedavisine
yanit veren ve vermeyen olgularin ayni vizitelerdeki B hiicre frekanslari, sagilim grafikleri standart sapma barlar1 ile birlikte
verilmektedir. Daire sembolleri immiinoterapiye yanit vermeyen grubu, kare semboller yanit veren grubu temsil etmektedir. Ayni
vizitlerde hasta gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamli degisimler p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise **, p<0,001 ise *** olarak
gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baslangig; T2, erken vizit; T3, geg vizit.

4.2.1.4 ICI tedavi siirecinde aym vizitteki B hiicre popiilasyonlarinin irAEs’e

gore degerlendirilmesi

Tedavi siirecinde ayni vizitte irAEs gelistiren olgulara bakildiginda, tedavinin
gec doneminde donlismiis B ve klasik bellek B hiicre frekanslarinin YV hasta
grubunda daha yiiksek bulunma egiliminde olmalariyla beraber (p=0,08; p=0,089),
CD27+ donilismiis B hiicrelerin YV olgularda anlamli derecede daha fazla oranda
bulunduklari, CD27- popiilasyonun ise YZ gruba nazaran daha diisiik oranda olduklar1
belirlendi (Sekil 12). Tedavinin ayni basamaginda, diger bir ana B hiicre popiilasyonu
olan atipik bellek B hiicreler ise YZ ve irAEs gelistirmeyen grupta, YV gruba nazaran
daha yiiksek frekanstaydi (Sekil 12).

Tedavi siirecinde irAEs gelistirmeyen olgular ayn1 vizitte incelendiginde, IgG

izotipindeki B hiicrelerin CD21+ popiilasyonun tedavi baglangicinda ve geg
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doneminde YV grupta daha yiiksek frekansta oldugu, CD2174% popiilasyonun
frekansinin ise YZ grupta daha yiiksek bulundugu tespit edildi (Sekil 12). irAEs
gelistiren olgularda tedavinin ge¢ doneminde de ayni anlamli fark bulundu (Sekil 12).
IgA+ izotipine bakildiginda, CD21+ popiilasyonun irAEs gelistirmeyen olgularda
YV’lerde daha yiiksek frekansi bulunduklar1 gézlemlenirken, CD2174¢ IgA+ hiicre
popiilasyonunun sadece tedavinin ge¢ doneminde YZ olgularda daha yiiksek oranlarda

oldugu tespit edildi (Sekil 12).
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Sekil 12. B hiicre popiilasyonlarimin aym zaman dilimlerindeki immiin iliskili toksisite olan ve olmayan yanita gore
farklar. ICI tedavisine yanitsiz ve yamit veren olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve
gelistirmeyenler olarak gruplandirilarak, tedavi siirecinde aymi vizitelerdeki B hiicre frekanslar1 sagilim grafikleri ile
goriilmektedir. Barlardaki ¢ubuklar standart sapmalart ifade ederken, daire sembolleri immiinoterapiye yanit vermeyen, kareler
yanit veren olgular temsil etmektedir. igi dolu daire ve kareler toksisite gelistirmeyen, i¢i bos daire ve kareler tedavi siirecinde
toksisite gelistiren olgular1 temsil etmektedir. Ayni vizitelerdeki gruplar arasi istatistiksel farklar 0,01<p<0,05 ise * olarak
gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baslangig; T2, erken vizit; T3, geg vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; irAEs, immiin-iligkili
yan etkiler
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4.2.2 Hasta ornekleri ve kontrol grubunda B hiicre popiilasyonlarinin yiizey

belirtecleri acisindan degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve tedavi baslangicinda hasta gruplart BAFF reseptorleri BAFF-
R, TACI ve BCMA agisindan degerlendirildi. Tedavi baslangicinda BAFF-R
ekspresyonunun hem tiim CDI19+ B hiicre popiilasyonunda hem de doniismiis B
hiicrelerde yanit veren hasta grubunda yanit vermeyen gruba gore istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla eksprese edildigi saptandi (Sekil 13). Total, naif ve
doniigsmiis B hiicre popiilasyonlarinda BCMA ve TACI reseptorleri agisindan anlaml

bir fark tespit edilmedi.
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Sekil 13. Saghkh kontroller ve hasta gruplari arasinda B hiicrelerin yiizey BAFF reseptorlerinin karsilastiriimasi. Tedavi
baslangicinda ki YV ve YZ olgular ile beraber kontrol grubunun total B, naif B ve doniismiis B hiicre popiilasyonlarmnimn BAFF-
R MFI degerleri violin grafigi ile gosterilmektedir. Kalin ¢izgi grup i¢i medyan degerleri, kesikli ¢izgiler ise ¢eyrek degerleri
ifade etmektedir. Baklava sembolii saglikli kontrolleri, daire sembolleri yanit vermeyen grubu, kare semboller ise yanit veren
grubu temsil etmektedir. Ug grup arasindaki istatistiksel olarak anlamh farklar 0,01<p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir.
Kisaltmalar: K, kontrol; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; MFI, mean fluorescence intensity.

4.2.2.1 ICI tedavi siirecinde tedavi 6ncesi, erken yanit ve ge¢ B hiicre

yanitlarinda yiizey belirteclerinin degerlendirilmesi
Ana B hiicre gruplar1 CD19+, naif B hiicre (IgD+CD27-) ve doniismiis B hiicre

popiilasyonlarinin BAFF-R, TACI, BCMA ifadeleri ve frekanslar tedavi siirecinde
degerlendirildi.
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Sekil 14. BAFF reseptorlerinin ICI tedavi siirecindeki degisimi. Kontroller, ICI tedavisine yanit veren ve yanitsiz olgularin
ICI tedavisi siirecindeki total B, naif B ve doniismiis B hiicre yiizeyindeki BAFF-R ekspresyonlarinin degisimleri MFI degeri ile,
BCMA reseptor degisimleri ise frekans degeri verilerek gosterilmektedir. Baklava sembolii saglikli kontrolleri, daire sembolleri
yanit vermeyen, kare semboller ise yanit veren olgular1 temsil etmektedir. Yanit veren ve yanitsiz olgularin tedavi siirecindeki
reseptor degisimleri istatistiksel olarak anlamli 0,01<p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: K, kontrol; B, baslangig;
T2, erken vizit; T3, geg vizit; MF1, mean fluorescence intensity.

ICI tedavisinin ilk doz uygulamasindan sonra, YV olgularda doniismiis B
hiicrelerin BAFF-R ekspresyonlarmin ve BCMA+ hiicre frekansinin istatistiksel
olarak anlamli derecede azaldigi, total CD19+ ve naif B hiicrelerin BAFF-R
ekspresyonlarint azalma egiliminde (p=0,052; p=0,07) olduklar1 goriildi (Sekil 14).
ICI tedavisi baslangicindan geg vizit tedavi yanitina bakildiginda ise; CD19+ total B
hiicre popiilasyonunun BAFF-R ekspresyonlarinin anlamli derecede azaldig1 gézlendi.
(Sekil 14). Yanitsiz olgularda ise CDI19+, naif B ve donlismiis B hiicre
popiilasyonlarinda BAFFR ekspresyon seviyelerinin tedavinin erken doneminde
azalma egiliminde oldugu goriildii (p=0,06; p=0,057; p=0,054). TACI reseptor

ifadesinde herhangi bir degisim saptanmadi.
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4.2.2.2 ICI tedavi siirecinde B hiicre popiilasyonlarinin yiizey belirteclerinin

hastalarda irAEs’e gore degerlendirilmesi

Hasta gruplari kendi aralarinda ICI tedavisine immiin iliskili toksisite gelistiren
ve gelistirmeyenler olarak gruplandirilip BAFFR, TACI, BCMA yiizey belirteglerinin
tedavi stirecindeki degisimleri incelendi. YV olgularin irAEs gelistirmeyen gruplarin
B hiicre yanitlarina bakildiginda, BAFFR ekspresyonlarinin total CD19+, naif ve
doniismiis B hiicrelerde, tedavi baglangicindan geg¢ vizite kadar anlamli derecede

azaldig1 gozlendi (Sekil 15).
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Sekil 15. BAFF reseptor ekspresyonun tedavi siiresince toksisite iizerinden degisimi. ICI tedavisine yanitsiz ve yanit veren
olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve gelistirmeyenler olarak gruplandirilip, ICI tedavisi
stirecinde total B, naif B ve doniismiis B hiicre yiizeyindeki BAFF-R ve TACI ekspresyon degisimleri, MFI degerleri ile sagilim
grafikleri ve standart sapma barlar1 verilerek gosterilmektedir. Daire sembolleri yanit vermeyen, kareler yanit veren olgulari
temsil etmektedir. ici dolu daire ve kareler toksisite gelistirmeyen, ici bos daire ve kareler tedavi siirecinde irAEs gelistiren
olgular1 temsil etmektedir. Hasta gruplari icerisindeki istatistiksel olarak anlamli bulunan degisimler p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01
ise **, p<0,001 ise *** olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baslangig; T2, erken vizit; T3, ge¢ vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit
veren; irAEs, immiin-iliskili yan etkiler; MFI, mean fluorescence intensity.
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Aynt donemde YZ olgularin irAEs gelistiren grubunda ise TACI
ekspresyonunun anlamh derecede azaldigi saptandi (sekil 15). YV olgularin irAEs
gelistiren grubunda erken vizitte, CD19+ ve naif B hiicre popiilasyonlarmin BAFF-R
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goézlendi (Sekil 15).
BCMA reseptoriinde {i¢ ana B hiicre grubunda da istatistiksel anlamli bir degisim

saptanmada.

4.2.2.3 ICI tedavi siirecinde aym vizitteki B hiicre popiilasyonlarinin yiizey

belirteclerinin degerlendirilmesi

ICI tedavi baslangici ve erken vizite bakildiginda, CD19+ ve naif B hiicrelerde
BAFFR ekspresyonu tedaviye YV olgularda, YZ olgulara nazaran anlamli derecede
daha yiiksek bulundu (Sekil 16). Doniismiis B hiicre popiilasyonunda BAFFR ve TACI
ekspresyonlar1 tiim vizitlerde YV grupta anlamli derecede daha yiiksek tespit edildi
(Sekil 16).
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Sekil 16. Yiizey BAFF reseptorlerinin aynm1 zaman dilimlerindeki hasta gruplar: arasindaki farklari. Tedavi siirecinde ayni
vizitelerdeki total B, naif B ve doniigmiis B hiicre yiizeyindeki BAFF-R ve TACI ekspresyonlart MFI degeri, BCMA reseptorii
frekans degeri ile sagilim grafikleri ile standart sapma barlar1 verilerek gosterilmektedir. Daire sembolleri immiinoterapiye yanit
vermeyen, kare semboller yanit veren olgular1 temsil etmektedir. Ayn1 vizitler arasindaki istatistiksel anlamli degisimler p<0,05
ise *, 0,001<p<0,01 ise ** olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baslangi¢; T2, erken vizit; T3, gec vizit, MFI, mean
fluorescence intensity.
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Total B hiicre TACI ekspresyonu anlamli olmamakla beraber gec¢ vizitte YV
olgularda yiiksek bulunma egilimindeydi (p=0,06). Diger bir BAFF reseptorii BCMA
sadece naif B hiicrelerinde ve tedavi baslangicinda YV olgularda anlaml1 derece daha

yliksek frekanslarda oldugu gortldii (Sekil 16).

4.2.2.4 ICI tedavi siirecinde aym vizitte ki B hiicre popiilasyonlarinin yiizey

belirteclerinin irAEs’e gore degerlendirilmesi

ICI tedavisi siirecinde irAEs gelistirmis ve YV olgularda, BAFFR
ekspresyonunun 3 ana B hiicre popiilasyonunda erken vizitte anlamli derecede daha
yiiksek oldugu saptandi (Sekil 17). Tedavi siiresinde irAEs gelistirmemis olgulara
bakildig1 zaman, total BCMA+ B hiicre ve BCMA+ naif B hiicre frekanslariyla
beraber, donilismiis B hiicre yiizey TACI ekspresyonunun tedavi baglangicinda YV
olgularda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Yiizey BAFF reseptorlerinin aym zaman dilimlerindeki immiin iliskili toksisite olan ve olmayan yamta gore
farklar. ICI tedavisine yanitsiz ve yanit veren olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve
gelistirmeyenler olarak gruplandirilarak, tedavi siirecinde ayni vizitelerdeki total B, naif B ve doniismiis B hiicre yiizeyindeki
BAFF-R ve TACI ekspresyonlar1 MFI degeri, BCMA reseptori frekans degeri sagilim grafikleri ile standart sapma barlari
verilerek gosterilmektedir. Daire yanit vermeyen, kareler yanit veren olgulari temsil etmektedir. i¢i dolu daire ve kareler toksisite
gelistirmeyen, i¢i bos daire ve kareler tedavi siirecinde toksisite gelistiren olgular1 temsil etmektedir. Ayni vizitelerdeki gruplar
arast istatistiksel farklar 0,01<p<0,05 ise * olarak gosterilmektedir Kisaltmalar: B, baslangig; K, kontrol; T2, erken vizit; T3, ge¢
vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; irAEs, immiin-iliskili yan etkiler; MFI, mean fluorescence intensity.
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4.3 Serum BAFF ve APRIL protein konsantrasyonlarinin degerlendirilmesi

4.3.1 Hasta orneklerinin, ICI tedavi siirecinde ve tedavi oncesinde kontrol

grubu ile degerlendirilmeleri

Serumdaki BAFF seviyelerinin ortanca degeri kontrol grubunda 207,7 (min-
max:163,5-265,0); tedavi baglangicinda YZ olgularda 321,8 (min-max: 210,4-1066);
YV olgularda 227,8 (min-max:121,6-320,6) pg/mL olarak 6l¢tildii. Tedaviye yanitsiz
olgularda saglikli kontrol grubuna nazaran BAFF seviyeleri istatistiksel agidan anlaml
derecede yiiksek bulundu (Sekil 18. A). Tedavi sirasinda ise serum BAFF seviyeleri,
YZ olgularda baslangigta ve erken vizitte YV olgulara nazaran anlamli derecede daha
yiiksek gozlendi (Sekil 18. B). Tedavi siirecinde YZ olgularda erken vizite (Ortanca:
443,0; min-max:191,7-1930) BAFF seviyelerinin anlamli1 derecede serumda arttigi
gozlendi (Sekil 18. C). Tablo 14’te BAFF serum seviyelerinin saglikli kontroller ve
MM’li olgularin erken ve ge¢ donem vizitleri arasindaki istatistiksel farklar1 yer

almaktadir.
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Sekil 18. Serum BAFF ve APRIL proteinlerinin olgular ve kontrollerde degerlendirilmesi. A. Tedavi baslangicinda YV ve
YZ olgular ile beraber kontrol grubunun serum BAFF ve APRIL konsantrasyonlar1 violin grafigi ile gosterilmektedir. B. Tedavi
stirecinde aym1 vizitlerde 6l¢iilen BAFF ve APRIL konsantrasyonlar1 sagilim grafikleri ile beraber standart sapma barlari verilerek
gosterilmektedir. C. Kontrol grubu, ICI tedavisine YV ve YZ olgularin tedavi siirecindeki degisimleri verilmektedir. Karo
semboller saglikli kontrolleri, daire sembolleri immiinoterapiye YZ, kare semboller YV olgular temsil etmektedir. Istatistiksel
farklar p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise ** olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: B, baglangig; K, kontrol; T2, erken vizit; T3, ge¢
vizit; YV, yanit veren; YZ, yanitsiz.
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Serumdaki APRIL seviyelerinin ortanca degeri kontrol grubunda 11,47 (min-
max: 5,84-39,85) YZ olgularda 12,97 (min-max:3,10-18,61); YV olgularda 10,63
(min-max: 6,24-41,11) ng/mL oOlciildi. Sekil 18°de goriildiigii gibi, olgular ve
kontroller arasinda tedavi baslangicinda anlamli bir fark saptanmadi. Tedavi siirecinde

de hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi.

Tablo 14. Serum BAFF seviyelerinin tiim gruplardaki dagilimi ve betimleyici istatistikleri. Saglikli kontroller ile sirasiyla
tedaviye yanitsiz ve yanit veren hasta gruplart BAFF serum seviyeleri agisindan t-testler araciligryla degerlendirildi. Istatistiksel
farklar p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise **, p<0,001 ise *** olarak gosterilmektedir.

ICI tedavisi Saghkh Yanitsiz Yanit veren
pg/mL pg/mL pg/mL

Baslangic Ortalama (mean) 209,4 407,2 227,8
Ortanca (median) 207,7 321,8 233,4
Min-Max 163,5-265,0 210,4-1066 121,6-320,6
P degeri 0,0020 0,3470

Erken vizit Ortalama (mean) 603,1 268,5
Ortanca (median) 4430 2744
Min-Max 191,7-1930 153,9-319,4
P degeri 0,0001*** 0,0099**

Geg vizit Ortalama (mean) 513,2 278,9
Ortanca (median) 286,9 252,1
Min-Max 153,4-1608 138,4-532,3
P degeri 0,0206* 0,0512

4.3.2 ICI tedavisi siirecinde serum proteinlerinin hastalarda irAEs’e gore

degerlendirilmesi

ICI tedavisinin baslangicinda irAEs gelistiren olgulara bakildiginda, serum
BAFF proteinin YZ grupta ortanca degeri 397,0 pg/mL (min-max: 210,4-455,3), YV
grupta ise ortanca deger 222,0 pg/mL (min-max:121,6-278,4) olarak olgiildii ve iki
grubun BAFF seviyeleri istatistiksel acidan anlamli derecede farkli oldugu saptandi.
(Sekil 19. B). Tedavinin erken vizitinde de YZ grubun (ortanca 538; min-max: 277,2-
873,9 pg/mL) YV gruba (ortanca 309,1; min-max: 153,9-309,1 pg/mL) gére BAFF
seviyeleri anlaml1 derecede yiiksek o6l¢iildii (Sekil 19. B).

Serum APRIL seviyeleri irAEs gelistirmeyen olgularda, tedavi baslangicinda
YZ grupta (ortanca 14,31; min-max: 9,58-18,61 ng/mL) YV gruptan (ortanca 10,11;
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min-max: 6,24-12,57 ng/mL) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu
(Sekil 19. B).
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Sekil 19. Serum BAFF ve APRIL proteinlerinin toksisite iizerinden degisimi. ICI tedavisine yanitsiz ve yanit
veren olgular immiinoterapi sirasinda immiin iliskili toksisite gelistirenler ve gelistirmeyenler olarak gruplandirildi.
A. Hasta gruplarinin ICI tedavisi siirecinde BAFF ve APRIL konsantrasyon degisimleri gosterilmektedir. B. Tedavi
stirecinde ayni vizitlerde 6lgiilen BAFF ve APRIL konsantrasyonlarinin sagilim grafikleri ile beraber standart
sapma barlar1 verilerek gosterilmektedir. Daireler yanit vermeyen, kareler yanit veren olgulari temsil etmektedir.
I¢i dolu daire ve kareler toksisite gelistirmeyen, ici bos daire ve kareler tedavi siirecinde toksisite gelistiren olgulari
temsil etmektedir. Istatiksel fark 0,01<p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise ** olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: B,
baslangic; T2, erken vizit; T3, ge¢ vizit; YZ, yanitsiz; YV, yanit veren; irAEs, immiin-iligkili yan etkiler.

4.4 Serum proteinleri ve B hiicre popiilasyonlar1 arasindaki iliski

Degiskenler arasindaki iligkinin anlamli olup olmadig1 Pearson’s ve Spearman

korelasyon testleri ile degerlendirildi.

4.4.1 APRIL ve BAFF proteinleri ve B hiicre yiizey belirtecleri arasindaki

iliskinin degerlendirilmesi

Oncelikle, iki ana hasta grubunda olgiilen biitiin degerler almarak, hasta

gruplarinin tedavi siirecindeki serum proteinleri ve BAFF reseptorleri ile olan iliskisi
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incelendi. BAFF serum protein seviyelerinin reseptorleriyle olan iliskisi
incelendiginde, BAFF-R ekspresyonu ile YZ ve YV hastalarda giiclii ve orta siddetli
(strastyla) negatif bir iliski i¢erisinde oldugu saptanirken, sadece YZ hastalarda TACI
ve BCMA+ B hiicre frekansi ile BAFF serum konsantrasyonu arasinda sirasiyla giiclii-
negatif ve orta siddetli-pozitif anlamli bir iliski tespit edildi (Sekil 20. A). Serum
APRIL protein seviyeleri ile reseptorleri (TACI, BCMA) arasinda anlami bir iligki
saptanmadi (Sekil 20. B).
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Sekil 20. BAFF reseptorleri ile BAFF ve APRIL proteinleri arasindaki iliski. A. Serum BAFF konsantrasyonu ile BAFF
reseptorleri BAFF-R, TACI MFI degerleri ve BCMA+ B hiicre oranlar arasindaki iliski analizi. B. Serum APRIL konsantrasyonu
ile reseptorleri TACI’nin total B hiicre tizerindeki MFI degeri ve BCMA+ total B hiicre oranlar1 arasindaki iliski analizi. Kirmizi
renk yanit vermeyen grubu, mavi renk ise yanit veren grubu temsil etmektedir. Semboller {i¢ ayr1 viziti temsil etmektedir: daire,
tedavi baglangici; kare, erken donem; iiggen, ge¢ donem. Verilerin logaritmik doniigsiimlerini takiben uygulanan Pearson’s
korelasyonu ile degerlendirilen istatiksel farklar, basit lineer regresyon dogrusu ile birlikte, korelasyon katsayisi (r) ile beraber
0,01<p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise **, p<0,001 ise *** olarak gosterilmektedir. Kisaltmalar: YZ, yanitsiz; YV, yanit veren;
MFI, mean fluorescence intensity.

Tedavi siirecindeki tespit edilen anlamli iligkileri takiben, hasta gruplarinin
tedavinin farkli zaman dilimlerinde serum proteinleri ve B hiicre ylizeyindeki
reseptorleri ile olan iligkisi incelendi (Tablo 15). YZ olgularda, B hiicre BAFF-R ve
TACI ekspresyonlarinin tedavinin her vizitinde serum BAFF seviyeleri ile negatif bir

iliskide oldugu, BCMA+ B hiicre frekansiyla sadece tedavinin erken vizitinde pozitif

bir iligki igerisinde oldugu tespit edildi.
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Tablo 15. Tedavinin farkh vizitlerinde BAFF reseptorlerinin serumdaki ligandlar ile olan iliskileri. Bu
tabloda ilk kolonda belirtilen B hiicre yiizey belirteclerinin MFI ve oranlari ile gergeklestirilen korelasyon
analizleri, p degeri ve korelasyon katsayisi (r) sonuglari ile birlikte verilmektedir. Istatiksel farklar, anlamli ise kalin
yazi stili ve yildiz ile gosterilmektedir.

Korelasyon Baslangic Erken Vizit Geg Vizit

BAFF Saglikli Yanitsiz Yanit veren Yanitsiz Yanit veren | Yanitsiz Yanit veren

pg/mL Kontrol

BAFFR p=0,97 p= p=0,15 p<0,0001* p =0,006* p =0,001* p =0,007*

MFICD19+ | r=0,02 0,0025* r=-0,43 r=-0,92 r=-0,73 r=-0,84 r=-0,76
r=-0,80

TACI MFI p=0,73 p=0,01% p=0,88 p =0,0003* p=10,47 p=0,02* p =0,15

CD19+ r=-0,13 r=-0,71 r=0,05 r=-0,86 r=0,22 r=-0,66 r=-0,42

BCMA+ p=0,66 p=0,58 p=0,51 p=0,03* p=0,74 p=0,26 p=0,.25

CD19+ r=-0,16 r=0,18 r=20,20 r=0,64 r=0,10 r=0,36 r=0,34

APRIL Yanitsiz Yanit veren Yanitsiz Yanit veren || Yanitsiz Yanit veren

ng/mL

TACI MFI p=10,61 p=0,49 p=0,87 p=0,92 p=0,52 p=0,86 p=10,36

CD19+ r=-0,22 r=-0,22 r=-0,05 r=-0,04 r=0,20 r=0,06 r=-0,28

BCMA+ p=0,17 p=0,93 p=0,20 p=0,60 p =0,27 p=0,83 p =0,56

CD19+ r=0,48 r=-0,03 r=-0,38 r=0,17 r=-0,33 r=20,07 r=-0,18

4.4.2 BAFF protein seviyeleri ve B hiicre popiilasyonlar: arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi

Oncelikle, iki ana hasta grubunda olgiilen biitiin degerler alinarak, hasta

gruplarinin  tedavi siirecindeki serum BAFF protein seviyeleri ve B hiicre

poptilasyonlariin frekanslari ile olan iligkileri incelendi.

Tedaviye yanit vermeyen olgulara bakildiginda, serum BAFF seviyelerinin,
bellek (IgD-CD27+) ve klasik bellek (CD21+CD27+) B hiicre popiilasyonlari ile orta
siddette negatif anlamli bir iliski (p=0,0004, r=-0,56; p = 0,001, r=-0,53) igerisinde

oldugu saptandi (Sekil 21). Aksine, tranzisyonel B hiicrelerin, naif IgD+ ve

IgD+CD27- B hiicrelerin orta siddette pozitif anlaml iliskide (p<0,0001, r=0,61;
p=0,0065, r=0,45; p=0,01, r=0,42) olduklar tespit edildi (Sekil 21).

77



—YZ e Baglangic = Erkenvizit 4 Geg vizit
YV e Baglangic = Erkenvizit a Geg vizit
**n=0,0004 p<044  3.57 **p=0,001 p<0,92 3.5 **ee <0,0001
5 r=-056 r=0,13 r=-0,53 r=0,02 r=0,61 "
£
2 3.01%, 3.0 .
= " ‘
o et
o %, S
S A " s 2.5 j;'” i A 5, 2.5%1, —a
w Jrf — 4 — AH_‘i‘ a5 ®
s " s * s * . "
< N e i p=0,20
2.0+—— T T 1 2.0 r=021
20 40 60 80 0 20 40 60 80 ¢ 20 40 60
IgD-CD27+ (% CD19+) CD21+CD27+ (% CD19+) CD24*CD38* (% CD19+)
3.5 *4p = <0,0065 3.5 *0 = 0,01 3.5- **5 = 0,009 *p=0,02
;lg r=045 A r=0,42 A r=0,43 A = 0,37
£ p < 0’39 [ ] _ [} L]
> - ’ p=0,45 A .
33.0- r=-0,14 - 3.0 (- -0,12 Lo 3.0+ e .-
‘51 A At
3 ;‘ & . [ .-“r'
= 2.51 A" A 2.5 A A/ 2.5 A .g,,Aﬁ‘ér#,,,,,r
[T — ——e A ) A .
L '-:§ A, '- ""/”A.- ot
g ' s .
2.0 ———————— 2.0 ———————— 2.0 v . . .
12 14 16 18 20 22 00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20

IgD+ (Log10 % CD19+) IgD+CD27- (Log10 % CD19+) CD21- IgG+(Log10 % CD19+)

3.57 5 <0,04 p<0,13  3.57 **p=0,0096 p=0,09  3.57 *5=0,009 *p= 0,02
:,E~ =-0,35 . r=-025 r=-0,43 . r=-0,28 r=0,43 . r=036
23.0- L 30f . A, 3.0 .
(=) . N . N L]
‘é’ AN -~A N “ Aa . o

J o. Ll ., A,

Ez 5- . A"’*f——‘tg 2 5- . —»,Lnxt: ~ 25- A ‘:.A. .‘;.,——.A AA;"‘:O
[T } . ri‘ﬁi. »
g . & . f. . °s .

2.0 . . : 2.0 ————— 20— . . .

14 16 18 20 22 1.6 17 1.8 19 2.0 2.1 00 05 1.0 15 2.0

CD21+ IgG+(Log10 % CD19+)

Sekil 21. B hiicre popiilasyonlari ile BAFF protein seviyeleri arasindaki iliski. Serum BAFF konsantrasyonu ile B hiicre alt
gruplarmin frekanslar1 arasindaki iliski analizi korelasyon grafiklerinde gosterilmektedir. Kirmizi renk yanit vermeyen grubu,
mavi renk ise yanit veren grubu temsil etmektedir. Semboller viziti temsil etmektedir: daire, tedavi baslangict; kare, erken dénem;
liggen, ge¢ donem. Verilerin logaritmik donisiimlerini takiben uygulanan Pearson’s korelasyonu ile degerlendirilen istatiksel
farklar, r degerleri ile beraber 0,01<p<0,05 ise *, 0,001<p<0,01 ise **, p<0,001 ise *** olarak gdsterilmektedir. Kisaltmalar: YZ,

yanitsiz; YV, yanit veren.

IgG ve IgA izotipindeki CD21740 B hiicrelerin, ICI tedavisine yanit vermeyen
hasta grubunda BAFF seviyeleri ile pozitif orta siddetli (p=0,009, r=0,43; p=0,009,
r=0,43), yanit verenlerde ise zayif pozitif yonlii iliskileri (p=0,02, =0,37; p=0,02,
r=0,36) tespit edildi (Sekil 21). Sadece yanitsiz olgularda CD21+ popiilasyonun IgG
izotipindeki B hiicrelerde zayif negatif yonli bir iliski (p<0,04, r=-0,35), IgA+
izotipindekilerin BAFF seviyeleri ile orta siddetli negatif iligkisi (p=0,0096, r=-0,43)
oldugu tespit edildi (Sekil 21). Ilaveten, diger B hiicre popiilasyonlarinin BAFF

CD21+ IgA+ (Log10 % CD19+)

CD21- IgA+ (Log10 % CD19+)

seviyeleri ile olan korelasyon analizi sonuglar ise tablo 16’da verilmektedir.
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Tablo 16. Tedavi siirecinde serum BAFF seviyeleri ve B hiicre popiilasyonlar1 arasindaki iliski. Tabloda ilk kolonda
belirtilen B hiicre popiilasyonlarinin, frekanslari ile gerceklestirilen korelasyon analizleri, p degeri ve korelasyon katsayist (r)

sonuglart ile birlikte verilmektedir. Istatiksel farklar, anlaml ise kalin yazi stili ve yildiz ile gosterilmektedir.
KORELASYON Calhisma gruplan ‘

BAFF pg/mL Saglikli Kontrol Yanitsiz Yanit veren
CD21+ IgD+ (Logl0 % CD19+) p=0,31 p=0,12 p=0,40
r=-0,37 r=-0,27 r=-0,24
CD21-/di IgD+ (Logl0 % CD19+) p=10,30 p=0,14 p=0,12
r=20,37 r=20,25 r=20,26
CD27+CD38yiiCD24yi (CD19+) p<0,94 p =0,04* p=0,14
r=0,03 r=-0,35 r=0,14

Tedavi siirecinde tespit edilen anlaml iligkileri takiben, hasta gruplarmin
tedavinin farkli zaman dilimlerinde serum BAFF seviyesi ve B hiicre popiilasyonlari

ile olan iliskisi incelendi (Tablo 17).

ICI tedavisine yanitsiz olgular incelendiginde, BAFF serum seviyeleri ile
tranzisyonel hiicre oranlar1 arasinda tedavinin 3 doneminde de pozitif iliski saptandi

(p=0,04, r=0,60; p=0,01, r=0,69; p=0,007, r=0,73).

Tablo 17. Tedavinin farkh vizitlerinde serum BAFF seviyesinin B hiicre popiilasyonlari ile olan iliskileri. Bu
tabloda ilk kolonda belirtilen B hiicre popiilasyonlarinin frekanslar1 ve BAFF konsantrasyonlar1 arasindaki
korelasyon analizleri sonuglari, p degeri ve korelasyon katsayisi (r) ile birlikte verilmektedir. Istatiksel farklar,
anlamli ise kalin yazi stili ve yildiz ile gdsterilmektedir.

OR A O B
BAFF pg/mL Yanitsiz Yanit veren Yanitsiz Yanit veren Yanitsiz Yanit veren
I1gD-CD27+ (% p=0,72 p=0,36 p=0,70 p=0,27 p=0,07 p=0,78
CD19+) r=-0,12 r=0,28 r=-0,13 r=0,33 r=0,54 r=-0,09
CD21+CD27+ (% p=0,10 P =0,48 p=0,052 p=0,28 P =0,08 p=0,35
CD19+) r=-0,49 r=0,22 r=-0,57 r=0,33 r=-0,52 r=-0,28
CD24+CD38+ (% p =0,04* p=0,74 p=0,01* p=0,56 p=0,007* p=0,23
CD19+) r=10,60 r=0,10 r=0,69 r=0,18 r=0,73 r=0,36
IgD+ (Logl0 % p=0,98 p=031 p =0,006* p=0,30 p=0,03* p =0,82
CD19+) r=0,009 r=-0,31 r=0,74 r=-0,31 r=20,62 r=0,07
IgD+CD27- (Logl0 p=0,53 p=0,34 p=0,23 p=0,30 p=0,07 p=0,81
%CD19+) r=-0,20 r=-0,29 r=0,37 r=-0,31 r=-0,54 r=0,07
CD21-/dii IgG+ p=0,12 p =0,046* p=0,13 p=0,31 p=0,13 p=20,37
(Logl10% CD19+) r=0,48 r=0,56 r=0,47 r=0,30 r=0,47 r=0,27
CD21+1gG+ (Logl0% | p=0,11 p=0,23 p=0,1 p=0,25 p=0,15 p=0,33
CD19+) r=-0,49 r=-0,36 r=-0,50 r=-0,34 r=-0,45 r=-0,29
CD21+IgA+ (Logl0% | p=0,057 p =0,26 p=0,20 p=20,33 p=0,03* p =0,06
CD19+) r=-0,56 r=-0,34 r=-0,40 r=-0,30 r=-0,64 r=-0,53
CD21-/dii IgA+ p=0,13 p=20,053 p=0,24 p=20,52 p=0,09 p=20,10
(Logl10% CD19+) r=0,46 r=0,55 r=0,37 r=0,20 r=0,52 r=0,47

Tedavi baslangicinda YV olgularin CD2174¢ [¢G+ B hiicreleri ve serum BAFF
seviyeleri arasinda orta siddetli pozitif yonli iliski (p=0,046, r=0,56) saptandi.
[laveten, YZ olgularda CD21+ IgA izotipindeki B hiicreler ve BAFF seviyeleri
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arasinda tedavi baslangicinda istatiksel olarak anlamsiz, gec¢ vizitte orta siddetli

anlamli negatif yonlii bir iliski (sirasiyla; p= 0,057, r=-0,56; p=0,03, r=-0,64) saptandi.

4.5 Serum proteini BAFF’1in ROC analizi ile degerlendirilmesi

Teshis testi tarafindan dogru tespit edilen hastalarin yiizdesi duyarlilik, test
tarafindan dogru tespit edilen saglikli kisilerin yiizdesi secicilik kavramlaridir. Bu
calismanin amaglarindan biri olan ICI tedavisine yanit verecek metastatik melanoma
hastalarinin tedaviye baslanmadan veya tedavinin erken doneminde belirlenebilmesini
saglayabilecek biyo-belirte¢ veya B hiicre alt grubu saptayabilmektir. Bu baglamda
serum BAFF seviyelerinin metastatik melanoma hastalarinin ICI tedavi yanitim
tahmin etmedeki basaris1i ROC analizi ile degerlendirildi. Sekil 22’de tedaviye YV
olgularm kontrol olarak kullanildigi, YZ olgularin ise hasta grubu olarak
degerlendirmeye alindig1 ROC egri grafikleri gosterilmektedir. Tedaviye olas1 yaniti
on gorebilmesi agisindan BAFF degerinin duyarliligi ve 6zgilliigii ROC analizi ile
degerlendirildi. ROC egrisi altinda kalan alan (AUC, area under curve) tedavi
baslangicinda 0,78 (0,60-0,96), ilk ICI uygulanmasini takiben 0,78(0,57-0,98) olarak
gbzlendi ve yanit vermeyen olgulari tahmin etmede basarili bulundu (sirasiyla, p=0,02;
p=0,02) Tablo 18’de tedavinin tiim donemlerindeki (baslangig, erken vizit, geg vizit)

ROC analiz sonuglar1 gosterilmektedir.

A B C
4100 . 100- o 100 S
80 80- ;e :1 80
— 1 ’
% o0 - Duyarlilik% 607 < Duyarlilik% 60 - Duyarlilik%
4 Ve —_
c 40 AUC= 0,78 Auc=078 49 AUC= 0,64
5| 201 p=0,02 20y 7 p=0,02 203 7 p=0,23
O 0 0'_I_I_I_I_| 0
0 20 40 60 80100 0 20 40 60 80100 0 20 40 60 80100

100% - Ozglillik%

Sekil 22. BAFF biyo-belirtecine ait ROC egrileri. A. Tedavi baslangici. B. Tedavinin erken dénemi. C.
Tedavinin ge¢ dénemi

Tedavi baslangici ve erken donemde AUC degerleri (0,78) ayni iken, tedavinin

gec doneminde azalarak 0,64 olarak belirlendi.

80



Tablo 18. Melanoma olgular1 ve saghkl kontrollerden elde edilen ROC egrileri ve AUC, standart hata ve %95 giiven
araliklari.

Saghkh Kontrol — Hasta Standart Hata %95 Giiven arahgi
Baslangic 0,75 0,08 0,59-0,92 0,021
Erken donem 0,88 0,06 0,76-0,99 0,0006
Ge¢ donem 0,74 0,08 0,58-0,90 0,027
Yamt veren (kontrol) -
Yanitsiz
Baslangic 0,778 0,09 0,60-0,96 0,018
Erken donem 0,776 0,10 0,57-0,98 0,019
Geg¢ donem 0,64 0,11 0,42-0,86 0,231

Sekil 22’de gosterilen grafiklerde, yanit veren olgularin kontrol olarak
kullanildig: testte, yanitsiz olgulari tespit etmede belirlenen tanisal kesim noktalarmin

ayr1 ayr1 incelendigi ROC analizi sonuglari tablo 19°da verilmektedir.

Tablo 19. MM olgularinin ROC egrisine ait duyarlilik ve 6zgiilliik sonuclar:
BAFF kesim degeri (cut-

off) pg/mL Duyarhhk % Ozgiilliik % Giiven arahgi %
Tedavi Baslangici Duyarhhk Ozgiilliik
>252,8 66,67 69,23 39,06-86,19 42,37-87,32
>271,9 58,33 84,62 31,95-80,67 57,77-97,27
>275,8 50,00 84,62 25,38-74,62 57,77-97,27
>299,5 50,00 92,31 25,38-74,62 66,69-99,61
> 345,6 50 100 25,38-74,62 77,19-100,0
>275,8 75,00 53,85 46,77-91,11 29,14-76,79
>312,1 66,67 61,54 39,06-86,19 35,52-82,29
>315,8 66,67 84,62 39,06-86,19 57,77-97,27
>317,7 66,67 92,31 39,06-86,19 66,69-99,61
>326,1 66,67 100,0 39,06-86,19 77,19-100,0

Tablo 19°da verilen veriler, en iyi kesim noktasina karar vermek i¢in farkl
kesim noktalarinin %duyarlilik ve %100-%06zgiilliik degerleri karsilagtirildi. Testin
duyarlilik degeri, yanitsiz hasta grubunda gergek pozitif test sonucu veren olgularin
bulunmasinda, o6zgiillik degeri ise, ger¢ek negatif degerlerin belirlenmesinde
kullanildi. Bu sekilde Tablo 20°de goriilen iki yonlii frekans tablosu olusturuldu. Her
bir cut-off degeri i¢in bu tablolar olusturulduktan sonra, belirlenen cut-off degerleri ile
PPD (pozitif prediktif deger) ve NPD (negatif prediktif deger) degerleri su sekilde
hesapland.

e PPD: Gergek pozitifler/Gergek pozitifler+ yalanci pozitifler
e NPD: Gergek negatifler/Gergek negatifler+ yalanci negatifler

81



Tablo 20. Kesim noktas1 (cut-off) degeri ve hasta kohortu ile iki yonlii tablo olusturulmasi. Kisaltmalar:
Gergek pozitif, GP; gercek negatif, GN; yalanci pozitif, YP; yalanci negatif, YN

BAFF Yanitsiz Yanmit-veren

>271,9pg/mL (kontrol)
Pozitif test 7 (GP) 2 (YP) 9
Negatif test 5 (YN) 11 (GN) 16
Toplam 12 13 25

Iki-yonlii frekans tablolar1 kullamilarak ve farkli kesim noktalar: dikkate
alinarak belirlenen tedavi yanitlarina gore siniflandirilan hasta gruplarina ait PPD ve

NPD degerleri Tablo 21°de goriilmektedir.

Tablo 21. BAFF farkh kesim noktalarina pozitif ve negatif prediktif degerleri. Kisaltmalar: PPD, pozitif
prediktif deger; NPD, negatif prediktif deger.
BAFF

kesim degeri

(pg/mL)

Tedavi baslangici
>252,8 %67 %69
>271,9 %78 %69
>275,8 %75 %65
>299,5 %86 %67
> 345,6 %100 %68

Tedavinin Erken

Donemi
>275,8 %60 %70
>312,1 %62 %67
>315,6 %73 %71
>315,8 %80 %73
>317,7 %89 %75
>326,1 %100 %77
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5. TARTISMA ve SONUC

Metastatik melanomada ICI’'nin ana hedefi T hiicre efektor fonksiyonlari
olmasina ragmen, olgun ve farklilasmig B hiicre fenotiplerinin de ICI yanitlar ile
pozitif bir iliskide oldugu literatiir bilgileri arasinda yer almaktadir (Helmink ve ark.,
2020). Ogzellikle TIB hiicrelerin varligi ICI tedavi yanitlarinda pozitif prognostik bir
etkiye sahiptir (Willsmore ve ark., 2020). Ancak, B hiicre immiinitesinin farkl
rollerinin aydinlatilmasi yeni tedavi stratejileri ve biyo-belirteclerin belirlenmesi ve
bunlarin klinige uygulanarak kontrol noktast immiinoterapisinin optimize edilmesi

acisindan onem teskil etmektedir.

Ana B hiicre popiilasyonlari

Olgun ve farklilasmis B hiicre fenotipleri ICI yanitiyla pozitif bir iligki
igerisindedir. Bunun yan1 sira ICI tedavisinde irAEs’lerin gelismesi ile de iliskileri
oldugu one siiriilmiistiir (Willsmore ve ark., 2020). Neoadjuvant ICI tedavisi alan ileri
evre III/IV (advanced) melanoma hastalartyla yapilan bir calisma, mass sitometri
analizi yapilarak, tedaviye yanit vermeyen hastalarda periferde ve tiimor dokusunda
toplam bellek B hiicrelerin ve plazma hiicre oranlarinin YV hastalara nazaran daha az
oldugunu, naif B hiicre (IgD+CD27-) ve doniismemis bellek B hiicre (IgD+CD27+)
popiilasyonunun ise daha fazla oldugunu rapor etmistir (Helmink ve ark., 2020).
Calismamizda benzer olarak, ICI tedavi siirecinde izotip doniisiimii ger¢eklesmis [gM-
IgD- B hiicrelerin (erken ve geg vizit), doniismiis bellek IgD-CD27+ B hiicrelerin (geg
vizit) ve IgA+ total B hiicre frekanslarinin (ge¢ vizit), YV MM’li olgularda YZ
olgulara nazaran daha yiiksek oldugu saptandi. Ayrica, ICI tedavisinin naif B hiicre
frekanslarini periferde arttirirken, doniismiis bellek B hiicre (IgD-CD27+), klasik B
hiicre (CD21+CD27+), doniismemis bellek B hiicre ve IgA+ B hiicre frekanslarini YZ
olgularda azalttig1 (baslangictan ge¢ vizite) gozlendi. ICI tedavisinin YV lerin erken

vizitlerinde sadece doniismemis bellek B hiicre frekansini azalttig1 saptandi. Tiim bu
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sonuclar ICI tedavisinden fayda saglanmasi agisindan izotip doniisiimii gegirmis ve

bellek 6zellige sahip B hiicre yanitlarinin 6nemini desteklemektedir.

YV ve YZ olgulardaki azalan doniismemis bellek B hiicre paterni irAEs
gelistiren hastalarda da mevcuttu. Benzer olarak, YZ olgularda gozlenen tiim
dontismiis bellek (IgD-CD27+), izotip doniisiimii gecirmis IgM-IgD- B hiicreler, IgA+
CD19+ B hiicre, klasik B hiicre oranlarindaki anlamli azalmalarin, irAEs gelistiren
hasta grubunda oldugu saptandi. YV ve YZ MM’lu olgularda irAEs gelistiren
hastalarda naif B hiicre frekanslar1 tedavi baslangicindan tedavinin geg vizitine kadar
artis gostermekteydi. Bu artisin tedavi iligkili otoimmiin yanitlarin olusumunu
destekledigi diistiniilebilir. Bu gézlemler ICI tedavisinin, otoimmiin yanit1 indiikledigi
MM’li olgularda ozellikle donligmemis B hiicre popiilasyonunun frekanslarinin
azalmasina neden oldugu, B hiicre aracili anti-timdr yanit1 azaltti1 ve biiyiik ihtimal

bu hastalarin klinik fayda saglayamadiklarina sebep oldugunu diistindiirmektedir.

CD21, CD23, BAFFR

Neoadjuvant ICI tedavisi altindaki evre II/IV (advanced) melanoma
hastalarinin periferik kandaki total B hiicre (CD45+CD19+) CD21, CD23 belirtegleri
tiimor dokusuna gore anlamli derecede yiliksek bulundugu rapor edilmistir (Helmink
ve ark., 2020). Calismamizda hastalar tedavi yanitlarina gore ayrildiktan sonra gruplar
arasinda karsilastirma yapildiginda, CD21+ B hiicrelerin IgG izotiplerinin tedavinin
gec vizitinde YV olgularda YZ’lara nazaran yiiksek frekanslarda oldugu gozlendi.
CD21+IgA+ popiilasyonu ise hem erken hem de gec vizitte YV’lerde daha yiiksek
bulunmaktaydi. CD23 belirteci agisindan ayni zaman diliminde gruplar aras1 bir fark
yoktu. Ancak, ICI tedavisi siirecinde YV olgularin tedavinin erken déneminden geg
donemine CD23+ B hiicre frekanslarinin periferde anlamli derecede azaldigi goriildii.
CD23 KO fare modelinde protein antijenlerine karsi antijen-spesifik IgE ve IgG
antikorlarinin biiylik 6lc¢lide yiikseldigi (Fujiwara ve ark., 1994), CD23’i asir
eksprese eden transgenik fare modelinde ise bu yanitlarin 6nemli derecede azaldig1
bilgileri literatiirde yer almaktadir (C. Liu ve ark., 2016). Dahasi, CD23’ten yoksun
IgG+ B hiicrelerin ¢ok daha etkili bir sekilde IgG salgilayan plazma B hiicrelere
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dontistigli gosterilmistir. ICI tedavisi alan ve yanit veren MM olgularda yapilan
calismalarda, melanoma-tiirevli antijenlere spesifik IgG1l ve IgG2 tip antikorlarin
immiinoterapiye yanit veren hastalarda daha yiiksek bulundugu (Féssler ve ark., 2019)
rapor edilmistir. Tiim bu bilgiler g6z onlinde bulunduruldugunda, ICI tedavisinin,
MM’lu olgularda CD23+ total ve naif B hiicre oranlarinin azalmasini saglayarak,
CD23 molekiiliiniin negatif regiilator etkisinin azalmasina yol agarak B-hiicre

proliferatif yanitlarin1 destekledigi diistintilebilir.

CD21-4% naif B hiicrelerin gogunun otoreaktif yanit vermeyen (anerjik) klonlar
olduklari, kronik otoimmiin hastalik olan romatoid artritte, sistemik otoimmiin hastalik
sistemik lupus ve sjogren sendrom hastalarinda, primer immiin yetmezlikte (CVID,
common variable immunodeficiency) CD217%% CD19+ B hiicre frekanslarmm periferik
kanda arttig1 (Thorarinsdottir, Camponeschi, Gjertsson, & Maértensson, 2015) ve
saglikl1 bireylerde bu hiicrelerin cogunlugunun bellek B hiicreler (IgA+/IgG+) oldugu
bilgileri literatiirde yer almaktadir (Thorarinsdottir ve ark., 2016). Hasta kohortumuza
benzer olarak, anti-CTLA-4 veya kombinasyonel tedavi uygulanan MM’li hastalarda
tedavi oncesi (baslangici) ve ilk doz ICI uygulamasindan sonra dolagan CD2174 B
hiicre’lerin arttig1 tiim hastalarda gosterilmis ancak tedavinin daha ge¢ doneminde
degerlendirilmemistir (Das ve ark., 2018). Calismamizda ICI tedavisinin erken ve gec
doneminde CD21-44 B hiicre yanit1 YV ve YZ olgularda degerlendirildi. YZ olgularda,
ICI tedavi baslangicindaki CD217% fenotipe bakildiginda, IgA+ izotipindekilerin
erken vizitte arttigi, IgG+ CD21740 B hiicrelerin ise tedavi siirecinde gec vizitte
periferde arttig1 tespit edildi. Bu ¢alisma, Das ve ark., 2018 ICI tedavisi alan MM’li
olgularin CD217%% kompartmandaki gézledigi bu artigin, MM’li olgularin sadece ICI
tedavisine yanitsiz hasta grubunda, ayni zamanda izotip doniisimii gec¢irmis B

hiicrelerinde oldugunu gosterdi.

[laveten, CD2179% popiilasyon frekansini hasta gruplarinda aym vizitlerde
degerlendirdigimizde, CD2174t [gG+ hiicre oranlarinin YZ olgularda tedavi baslangici
ve geg vizitte de anlamli oranda yiikseklikleriyle beraber ilk doz uygulamadan sonra
da YZ olgularda daha yiiksek bulunma egilimleri (p=0,087) mevcuttu. IgA

izotipindekilerin orani ise tedavinin erken ve ge¢ vizitlerinde YZ olgularda anlamli
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derecede yiiksekti. Anerjik B hiicre grubu degisimlerinin tedavi sirasinda sadece YZ
olgularda bulunmasi ve bu popiilasyonun ICI tedavisi sirasindaki artisi, tedavi

siirecinde YV olgulara nazaran periferde daha bol bulunmalari, CD21/4d

donlismiis B
hiicrelerin  MM’li hastalarin tedaviden klinik fayda saglayamamalarinda rol

oynayabileceklerini diisiindiirmektedir.

CD21 ve irAEs

Das ve ark., 2018, ayn1 ¢alismalarinda ICI tedavisinin ilk doz uygulanmasindan
sonra CD2174 PDI+ bellek B (IgD-) hiicrelerin periferde g¢ogaldiklarini ve bu
degisimin yliksek-dereceli irAEs gelistirmeleriyle iligkili oldugunu ancak degisen T
hiicre frekansi ile toksisite gelisimi arasinda bir korelasyon saptayamadiklarini rapor
etmislerdir. Caligmamizda CD217%¢ B hiicre popiilasyon yanitlarini irAEs agisindan
degerlendirdigimizde, ICI tedavisi sirasinda irAEs gelistirmeyen olgularda CD21-/dt
IgG+, IgA+ ve IgD+ (naif) B hiicre frekanslarinin tedavinin gec vizitinde yanit
verenlere nazaran YZ olgularda daha yiiksek bulunmasi, CD217% B hiicre
poplilasyonunun farkli izotiplerinin 6zellikle irAEs gelistirmeyen olgularin
immiinoterapi yanitlarinda 6nemli olduklarini gostermektedir. Isnardi ve ark., 2010,
CD2174% B hiicrelerin bazi romatoid artritli hastalarin periferinde arttigini ve bu
hastalardan ve CVID hastalarindan izole edilen naif CD2179% B hiicrelerin germline
otoreaktif antikor iirettiklerini rapor etmistir.

Calismamizda irAEs gelistiren olgularda yanitsiz hasta grubunda sadece IgG
izotipindeki CD21741 B hiicre frekanslarmin tedavinin ge¢ vizitinde Y'V’lere nazaran
daha yiiksek oldugu tespit edildi. ICI tedavisinin ge¢ doneminde irAEs varligi ve

yoklugu da goz oniine alindiginda, bu bulgular CD21-/4¢

IgG+ B hiicre popiilasyonun
MM’lu olgularin ICI tedavisinden fayda saglanmasi agisindan énemli bir role sahip
oldugunu, ayrica immiinoterapi iligkili otoimmiin toksisitede gorev aldiklarmi

diistindiirmektedir.
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BAFF reseptorleri

BAFF reseptorleri BAFF-R, TACI ve BCMA B hiicre gelisimi ve
farklilasmasimin regiilasyonunda rol oynamaktadir (Darce, Arendt, Wu, & Jelinek,
2007). Literatiirde BAFF-R (NSCLC), TACI (NSCLC, agresif bazal meme kanseri)
ve BCMA (NSCLC, bazal meme kanseri) ekspresyonlarinin immiinohistokimya
yontemi ile sagliklt dokulara nazaran, timor dokularindaki artmis seviyeleri gosterilse
de (Dimitrakopoulos ve ark., 2019; Dou, Yan, Zhang, & Xu, 2016; Garcia-Castro ve
ark., 2015) periferik kandaki ekspresyonlari hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir.
Yakin zamanda (Khlaiphuengsin ve ark., 2020) hepatoseliiler karsinomada B hiicre
yiizeyindeki BAFF-R ekspresyonunun ileri evre tiimorlerde erken evrelere gore B
hiicre yiizeyinde daha az eksprese oldugunu ve azalmis BAFF-R ekspresyonun tiimor
biiytikliigiiyle iliskili oldugunu rapor etmistir. Bizim ¢alismamiza benzer bir calismada
ise neoadjuvant ICI tedavisi altindaki evre III/IV melanoma hastalarinin periferik
kandaki total B hiicre BAFF-R belirte¢lerinin tiimor dokusuna gore anlamli derecede
yiksek bulundugunu rapor etmistir (Helmink ve ark., 2020) Calismamizda MM’li
olgularda periferik kan ana B hiicre alt gruplarinin BAFF-R ekspresyonlarinda ICI
tedavisi sirasinda ve tedavinin 3 déoneminde de anlaml degisiklikler saptandi. Hasta
gruplart ayni vizitlerde incelendiginde, total ve naif B hiicrelerin BAFF-R
ekspresyonunun tedavi baslangici ve erken vizitte YV olgularda daha yiiksek olmast,
ilaveten donilismiis B hiicrelerde de tedavinin tiim vizitelerinde YV olgularda BAFF
reseptorleri BAFF-R ve TACI'nin daha yiiksek eksprese edilmesi, ICI tedavisinden
fayda saglanmasinda BAFF iliskili reseptor ekspresyon yiiksekliginin rol oynadigini
gostermektedir. Kanser genom atlasinda yer alan veri setleriyle yapilan prognostik
meta-analiz caligmalarinda, NSCLC alt tipi akciger adenokarsinomlu olgularda BAFF-
R, BCMA ve TACI gen ekspresyonlarindaki artigin 6liim riskini azalttigi (Zhang ve
ark., 2020), servikal kanser olgularinda TACI, BAFF-R genlerinin yiiksek
ekspresyonlarinin artan 5-yillik sag kalim siiresi ile iliskili oldugu rapor edilmistir

(Budhwani ve ark., 2021).

MM’1i olgularin ayni vizitlerde irAEs bakimindan degerlendirildiginde, YV ve

irAEs gelistiren hastalarin, 3 ana B hiicre popiilasyonunda BAFF-R ekspresyonlarinin
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tedavinin erken vizitinde YZ’lara nazaran daha yiiksek oldugu gozlendi. Diger BAFF
reseptorleri TACI ve BCMA ise irAEs gelistirmeyen olgularin YV grubunda tedavi
baslangicinda yiiksekti. Bu sonuglar, BAFF-R’iiniin irAEs gelistiren olgularda TACI
ve BCMA reseptorlerinin ise irAEs gelistirmeyen olgularda tedavi baslangicinda farkl
frekans ve ekspresyonlara sahip olduklarini ve tedavi yanitini tahmin etmede rol
oynayabileceklerini diisiindiirmektedir. Ayrica, ICI tedavisi yanit veren ve irAEs
gelistirmeyen olgularda tedavi baslangicindan ge¢ vizite, irAEs gelistirenlerde ise

erken vizite BAFF-R’liniin anlamli derecede azalmasina yol agmaktadir.

ICI tedavi siirecinin 9-12 haftalik zaman dilimi degerlendirildiginde, 1CI
tedavisinin YV olgularda total B hiicreler {izerindeki BAFF-R ekspresyonunu anlamli
derecede azalttig1 ve ilk dozdan sonra da hem YV hem de YZ olgularda azaltma
egiliminde oldugu (p=0,052; p=0,06) saptandi. Doniigmiis B hiicre (IgM-IgD-)
poplilasyonunda ise tedavinin erken vizitinde YZ olgularda azalma egilimi goriiliirken
(p=0,054), YV olgularda BAFF reseptorlerinden hem BAFF-R ekspresyonunun hem
de BCMA+ hiicre frekansinin anlamli derecede azaldiginin goézlenmesi, MM
olgularinda ICI tedavisinin BAFF reseptorti lizerinden B hiicre yanitlarini etkiledigini
diistindiirmektedir. Bu etkinin tedaviye yanit veren grupta anlamli olmasi, BAFF-

R’liniin tedavi yanitindaki roliinii géstermektedir.

Tedavi siirecinde baslangictan ge¢c doneme total B hiicre ylizeyindeki BAFF-R
ekspresyon seviyelerinin YV olgulardaki bu anlamli azalisi, irAEs gelistirmeyen
hastalardan (n=4) kaynakli olmakla beraber naif ve donlismiis B hiicre
popiilasyonlarinda da tespit edildi. ICI tedavisinin ilk uygulamasindan sonra gdzlenen
BAFF-R ekspresyonundaki azalma ise irAEs gelistiren (n=9) hastalardan
kaynaklanmaktaydi. Tedaviden fayda saglayan hastalarin farkli vizitlerinde saptanan
bu anlamli azalmalarin, irAEs varlig1 ve yoklugunda olmasi, BAFF-R ekspresyon
degisikliginin otoimmiiniteyle beraber tedavi yanitinda Onemli bir role sahip

olabilecegini diislindiirmektedir.

Olgun bellek B hiicreleri hayatlarini stirdiirebilmeleri agisindan BHR

sinyalizasyonuna ve BAFF-R ekspresyonuna ihtiya¢ duymaktadirlar. ICI tedavisinin
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erken ve gec vizitlerinde dontigmiis (IgM-IgD-) ve doniismiis bellek (IgD-CD27+) B
hiicrelerin YV’lerde yiiksek olmasi; BAFF-R ekspresyonunun her ne kadar YV’lerde
tedavi silirecinde azalsa da YZ hastalara nazaran her vizitte yliksek bulunmasi, periferik
bellek B hiicre frekanslarinin ve BAFF-R ekspresyon yiiksekliklerinin MM’li
olgularin ICI tedavisinden fayda saglamalar1 agisindan O©nemli oldugunu
gostermektedir. Insanlarda homozigot BAFF-R gen delesyonu, B hiicrelerin gelisim
asamasinda (6zellikle transizyonel B hiicre seviyesinde) kalmalarina yol agmakta ve
bellek B hiicrelere farklilasmasinda noksanliga neden olmaktadir (Warnatz ve ark.,
2009). Calismamizin sonuglari YV’lere nazaran YZ olgularda gozlenen BAFF-R
ekspresyon diisiikliigliniin, YZ hastalardaki azalmis bellek ve doniismiis B hiicre

frekanslart ile iliskili olabilecegini dnermektedir.

BAFF ve BAFF-R iligkisi

Homozigot BAFF-R delesyonu olan hastalarda BAFF seviyelerinin saglikli
bireylere nazaran yiiksek (150 kat) oldugu, transgenik fare calismalar1 ile de
desteklenmistir (Kreuzaler ve ark., 2012). BAFF proteini B hiicreler tarafindan BAFF
reseptdr aracilign ile tiiketilmektedir. Monositler, makrofajlar, DH’ler, Ki stroma
hiicreleri ve T hiicreler tarafindan eksprese edilen BAFF ve APRIL’in pro-
inflamatuvar durumlarda seviyeleri artarken BAFF-R ve TACI ekspresyonlari ile de
ters orantili oldugu rapor edilmistir (Kreuzaler ve ark., 2012). Ayrica CVID
hastalarinda da BAFF ve periferik B hiicre frekansi arasinda negatif bir korelasyon
oldugu rapor edilmistir (Kreuzaler ve ark., 2012). Benzer olarak, bizim ¢alismamizda
da korelasyon analizleri araciligiyla, ICI tedavisi siirecinde MM’li olgulardan izole
edilen periferik total B hiicrelerin BAFF reseptor ekspresyonlariin, hasta gruplarinda
serum BAFF seviyeleri ile negatif bir iliski icerisinde oldugu tespit edildi. Ancak,
TACI+ B hiicre frekansi sadece YZ olgularda BAFF seviyeleri ile negatif korelasyona
sahipti. Saglikli kontrollerde BAFF-BAFF-R ekseninde herhangi bir iliski
gbzlenmedi. Ilaveten, APRIL sitokini ve reseptorleri ile de hicbir grupta anlamli bir
iliski saptanmadi. Bu sonuglar metastatik melanomada BAFF-BAFFR ekseninde bir
degisiklik oldugu ve BAFF reseptorii TACI’nin ICI tedavi yanitsizliginda rol
oynayabilecegini diislindiirmektedir. CVID hastalarinin TACI ve BAFF-R genlerinde
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mutasyonlar tagidiklar1 (Ameratunga ve ark., 2018) diisiiniilecek olursa, metastatik
melanomada da bu reseptorlerde epigenetik degisikliklerin olabilecegi ve bu
degisikliklerin ICI tedavisine yanitta olumlu veya olumsuz rol oynayabilecegi goz

Ontinde bulundurulmalidir.

BAFF ve B hiicre gruplari iligkisi

Farelerle gergeklestirilen bir ¢alismada in vivo rekombinant BAFF tedavisinin
CD27 eksprese eden T hiicreleri azaltirken PD-L1 ekspresyonlarini arttirdigi; FoxP3+
Treg hiicre sikligmi ve ylizey PD-1 ekspresyonlarim1 da arttirdigi gosterilmistir
(Yarchoan ve ark., 2020). Calismamizda, ICI tedavisine yanit vermeyen olgulardaki
serum BAFF seviyesi arttikca, CD27+IgD- (bellek) ve CD21+CD27+ (klasik bellek)
B hiicre frekanslar1 azalmasi, yiiksek BAFF seviyelerinin efektdr hiicre
kompartmanmi zayiflattigin1  diisiindiirmektedir. Ayrica, direkt Breg hiicre
popiilasyonuna  bakilmamig  olsa da  Breg’lerin  icinde  bulundugu
CD19+CD24yiiCD38yii tranzisyonel B hiicrelerin sadece YZ olgularda BAFF ile
pozitif korelasyonu saptandi. Tedavi siirecinin her 3 doneminde de BAFF seviyeleri
artarken tranzisyonel hiicre frekansmnin da arttigi gozlendi. Bu sonuglar, tedaviye
yanitsiz MM’li olgularda BAFF sitokinin siipresif 6zellikteki alt gruplar1 desteklerken,
anti-timor immiin yanitta onemli olan bellek ve doniismiis B hiicre frekansini

azaltarak B hiicre alt-gruplar1 arasindaki dengenin bozuldugunu gostermektedir.

BAFF ve CD21 iliskisi

BAFF sitokini B hiicre sagkalim fonksiyonundan bagimsiz olarak CD21 yiizey
proteinlerinin regililasyonunda da rol oynamaktadir (Gorelik ve ark., 2004).
Calismamizda MM’li olgularin tedaviye yanitsiz grubunda serum BAFF seviyelerinin
CD2174 1gG ve IgA izotipindeki B hiicreler ile pozitif yonlii orta siddetli ve YV
olgular ile zayif iliskide olduklar1 ICI tedavisi silirecinde belirlendi. Tedavi
baslangicinda ise BAFF seviyeleri CD217%% [gA+/IgG+ popiilasyon ile sadece YZ
olgularda pozitif bir korelasyon gdstermekte olmasi, yiiksek BAFF seviyelerinin

MM’li hastalarda (YZ) anerjik B hiicreleri destekledigini ve bu hastalarin ICI
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tedavisinden fayda saglayamamalarinin bir sebebi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Saglikli kontrollerde ayni iliskinin goriilmemesi, ICI tedavisinin BAFF sitokini
vasitasiyla CD21 {izerinden MM’lu hastalarda B hiicreleri diizenledigini

diistindiirmektedir.

Serum BAFF diizeyleri

BAFF serum konsantrasyonlarinin  pro-inflamatuvar yanitlar, viral
infeksiyonlar ve cesitli otoimmiinite durumlari ile yiikseldigi bilinmektedir. Uveal
melanomal1 olgularda serum BAFF seviyelerinin metastatik hastalarda (evre II, 111, ve
IV) metastaz olmayanlara (evre I) ve saglikli kontrollere nazaran yiiksek bulundugu
rapor edilmis ve bu olgularda metastaz teshisinde rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir (Lin &
Stisskind, 2021). Calismamizda benzer olarak saglikli kontrollere nazaran tedavi
baslangicinda ve erken vizitte YV ve YZ olgularda da serum BAFF seviyeleri yiiksek
bulunmustur. Tedavinin ge¢ vizitinde ise YZ olgularda saglikli kontrollere nazaran
BAFF seviyeleri anlamli derecede yiiksek iken, YV olgularda yiiksek olma egiliminde
olduklar1 saptanmistir (p= 0,052). anti-PD1 tedavisi baslangicinda yanit vermeyen
hastalarda BAFF seviyelerinin yiiksek Ol¢iildiigli rapor edilmistir (W. Liu ve ark.,
2021). Ancak, YV ve YZ metastatik melanoma hasta tanimi ¢alismamiz ile farklilik
gostermekteydi. Calismamizda stable disease (duragan hastalik) kriteri, YV grup
yerine YZ grubuna dahil edilmistir. Ayrica, calismamizda monoterapi ve
kombinasyonel terapi mevcut iken, (W. Liu ve ark., 2021) calismalarindaki kohort
sadece anti-PD1 monoterapisi altindaydi. Calismamizda W. Liu ve ark., 2021°den
farkli olarak, BAFF serum seviyeleri ilk doz ICI tedavisinden sonra da 6l¢iildii ve hem
baslangicta hem de tedavinin erken vizitinde YZ olgularda YV olgulara nazaran daha
yiiksek konsantrasyonlarda oldugu tespit edildi. Ancak, tedavinin ge¢ vizitinde hasta
gruplar1 agisindan bir fark gézlenmedi. Bu anlamli farkliliklar irAEs gelistiren YV ve
YZ olgulardan kaynaklanmaktaydi. Tedavi siirecinde ise ilk doz ICI uygulamasinin
sadece YZ olgularda BAFF sitokinini serumda anlamhi derecede arttirdigi goriildii.
Tedavinin her vizitinde YZ olgular saglikli kontrollere kiyasla daha yiiksek BAFF
seviyelerine sahipti. Benzer sekilde YV olgularda baslangi¢c ve erken vizitte BAFF

sitokin seviyeleri saglikli kontrollere nazaran anlamli derecede ytiksek tespit edilirken,
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tedavinin ge¢ vizitinde yiiksek olma egilimindeydi (p=0,0512). Bu sonuglar serum
BAFF seviyelerinin prognostik 06zellikte olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
baglamda BAFF serum seviyelerinin ICI yanitindaki prognostik etkinligi ROC
analizine gore degerlendirildiginde, tedavi baslangici ve erken vizitte serum BAFF
diizeyinin tani testi ayirma yeteneginin orta derece ve anlamli oldugu (AUC=0,78)
bulundu. YZ hastalar ICI tedavisine yanit vereceklerden %78 oraninda
ayrilabilmektedir. Klinikte 6nemli olan yanlig pozitifleri (tedaviden fayda saglayacak
hastalar1) ayirmaktir. Bu sebepten 6tiirii testin 6zgiilliigii maksimumda tutuldu. Tedavi
baslangicinda 345,6 pg/mL seviyesinin listiindeki hastalarda testin rastgele se¢ilen YZ
olgular1 50% duyarhlikla ve %100 o6zgiillikle ayrildigi belirlendi. Ilk doz ICI
uygulanmasindan sonra ise 326,1 pg/mL seviyesinde duyarlilik %66,67 ve 6zgiilliik
%100 olarak saptandi. Iki vizitte de ICI tedavisinden fayda saglayacak (YV) hastalar
100% ozgiilliikle ayrilabilmektedir. 345,6 pg/mL’in iizerindeki BAFF degerlere sahip
MM’li ve ICI tedavisine yanit vermeyen olgularin %50’s1 ayirt edilebilmektedir.
Kalan %50’si ise cut-off’un altinda kalacagindan ICI tedavisine baslatilacaktir. Ancak
bu durumda en kotii thtimalle hasta gereksiz ICI tedavisi alacaktir ve tedaviye yanit
verecek hastalarin higbiri kacgirilmayacaktir. Calismamiza dahil edilen MM’li
olgularin ICI tedavisine verdikleri yanitlarin dahil edilmesiyle beraber elde edilen
testin hata yargilarma bakildiginda, BAFF seviyelerinin 345.6 pg/mL’den yiiksek
olmasi durumunda, YZ’larin bulunma olasilig1 %100 (PPD) iken test sonucuna gore
belirlenen negatiflerin igerisindeki dogru negatiflerin oran1 NPD %68 dir. Cut-off’un
altinda kalanlarin %32’si tedaviye yanit vermeyecek hastalar olarak saptanmistir. ik
doz ICI uygulanmasi sonrasinda ise (erken vizit) ise PPD 326,1 pg/mL’in iizerinde

%100 ve NPD ise %77 olarak tespit edilmistir.

Bu sonuglar, hangi hastalarin ICI tedavisinden fayda saglayamayacaginin
belirlenmesi agisindan 6nemli olmakla birlikte, ICI tedavi baglangicinda ve ilk doz ICI
uygulanmasi sonrasinda dl¢iilecek serum BAFF diizeyinin klinikte kullanilabilecegini
distindiirmektedir. Daha yiiksek sayidaki hasta kohortlariyla yapilacak caligsmalar,
BAFF seviyelerinin cut-off degerinin belirlenmesine katki saglayacaktir. Tedavi
baslangicindaki serum BAFF seviyeleri ile ilk anti-PD1 uygulanmasindan sonra

Olciilen ve hiicre ici kalsiyum sensorii olarak bilenen S100 proteininin serum
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seviyelerinin birlikte degerlendirilmesinin daha etkili bir biyo-belirte¢ olacag: ileri

stiriilmektedir (W. Liu ve ark., 2021).

Bu tez calismasi, B-hiicre aracili immiin yanitlarin metastatik melanomadaki
rollerinin ve B hiicre alt gruplarinin degerlendirilmesi agisindan bir 6n ¢aligmadir. ICI
tedavisi metastatik melanomada periferik kan B hiicre frekanslarmi degistirmektedir.
Calismamiz serum BAFF seviyelerinin, BAFF-R ve TACI reseptor ekspresyonlarinin
ve CD217%% B hiicre frekanslarinin ICI tedavisi altindaki MM’li hastalarin efektif anti-
tiimor yanitlarinda rolii oldugunu ileri siirmektedir. Ozellikle BAFF proteinin solid
tiimorlerdeki fonksiyonel rolii heniiz agiklanamamis olsa da tiimore spesifik immiin
yanitlarda 6nemli bir sitokin oldugu asikardir. Calismamizdaki en biiyilik kisitlayict
faktor ornek sayisinin sadece 25 ile sinirli kalmasidir. Daha biiylik bir kohort ile
yiirlitiilecek calismalar, BAFF ve BAFF reseptorlerinin hasta sag kalim ve 6lim
riskinin degerlendirilmesi, ayni zamanda tedavi yanitin1 6ngorebilecek bir veya birden

fazla biyo-belirtecin belirlenmesi i¢in gereklidir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AJCC: American Joint Committee of Cancer
APRIL: A proliferation-inducing ligand

ASIP: Agouti signalling protein

ASH: Antijen-sunan hiicre

BAFF: B cell-activating factor

BCMA: B cell maturation antigen

BHR: B hiicre reseptorii

BT: Bilgisayarli tomografi

CDKN2A: Cyclindependent kinase inhibitor 2A
CDK4: Cyclin-dependent kinase 4

CT: Kanser-testis antijenleri

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4
CR: Complete remission

EDNRB: Endothelin receptor type B

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
ENU: Ekstra nodal uzanti

FDA: Food and drug administration

GC: Germinal merkez

gp100: Melanoma-associated glycoprotein antigen family
ICI: Immune checkpoint inhibitor

ICOS: Inducible T cell co-stimulator

IG1R: insiilin-benzeri biiyiime faktor 1 reseptorii
IL: Interleukin

irAEs: Immiin-iliskili yan etkiler

LDH: Laktat dehidrogenaz

N: Lenf nodlar1

M: Uzak metastaz

MAPK: melanomalar mitogen-activated protein kinase
MCI1R: Melanocortin-1 receptor

MIA: Melanoma-iliskili antijenler

MM: Malign Melanoma

MR: Manyetik resonans

MSH: Melanocyte stimulating hormone)

MSS: Merkezi sinir sistemi

OCA2: Oculocutaneous albinism II

ORR: Objektif yanit orani

OS: genel sag kalim

PAX3: paired box 3

PD: progressive disease

PD-1: Programmed Cell Death 1

106



PET: Pozitron emisyon tomografisi

PFS: Progresyonsuz sag kalim

PKMH: Periferik kan mononiikleer hiicre
PR: Partial remission

RGP: Radyal biiylime fazi

SD: Stable disease

SLC45A2: Solute carrier family 45 member 2
SLN: Sentinel lenf nodu

stDNA: Dolasan tiimor DNA’s1

STL: Sitotoksik T lenfosit

T: Primer tiimor

TACI: Transmembrane activator and CAML interactor
Th17: Tip 17 yardimci

THR: T hiicre reseptorii

TIB: tiimor infiltre B

TIL: Tiimor-infiltre lenfositler

TME Tiimor mikrogevresi

TNF: Timor nekroz faktor

Treg: Regulatory T-cell

TYR: Tyrosinase)

TYRPI: Tyrosinase-related protein 1
UV: Ultraviyole radyasyona

VGP: vertikal biiylime fazi

YV: Yanit veren

YZ: Yanitsiz
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bilgi diizeyinde su anki halime gelmemde biiyiik pay1 olan, beraber ¢alisma firsati
buldugum igin kendimi sanshi saydigim saygideger Prof. Dr. Cezmi AKDIS’e,
laboratuvarda keyifle ¢alistigim, pek ¢ok engeli birlikte astigim, engin bilgisinden ve
hayata bakigindan ders aldigim, tecriibesinden faydalandigim, higbir yardimini
esirgemeyen degerli calisma arkadasim Dr. Willem VAN DE VEEN’e, klinik
katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Lukas FLATZ ve ekibine ¢ok tesekkiir ederim.

Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji laboratuvarinda pek ¢ok tani testini dgrenme
firsat1 sunan ve zorlu kosullarda miicadele etmeyi 6greten Prof. Dr. Ferah BUDAK’a
ve degerli calisanlar1 Figen AYMAK, Deniz GULKAYA ve Ozge AKTASa, ayrica

Dr. Haldun Bal ve Dr. izel Yilmaz’a tesekkiir ederim.
Hem bilimsel hem de sosyal hayatimizdaki sohbetlerinden ¢ok keyif aldigim
arkadaslarim Msc. Daniel Burla, Msc. David Mirrer, Dog. Dr. Ismail Ogiiliir’e ve diger

arkadaslarima yanimda olduklar1 ve beni destekledikleri i¢in tesekkiir ederim.

Doktora siiresi boyunca, bana anlayis ve sabir gostererek katlanan ve her an yanimda
olan en biiyiik destegi aldigim annem ve babama en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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10. OZGECMIS

Lagin Cevhertag, lise 0Ogrenimini 2004 yilinda Bursa Anadolu Lisesinde
tamamlamistir. Aym yil {iniversite egitimine basladig1 Hali¢ Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik béliimiinii 2009 yilinda bitirmistir. immiinoloji yiiksek lisansini
2015 yilnda Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisi'nde Immiinoloji Anabilim
Dalr’'ndan almustir. 2016 yilinda Bursa Uludag Universitesi Immiinoloji Anabilim
Dalr’nda doktora programina baglamis ve bu siire zarfinda konuk arastirmaci olarak
Isvicre Allerji ve Astim enstitiisii’nde cesitli projelerde calismistir. Ayrica yurt ici ve
uluslararasi indekslerde taranan dergilerde yer alan derleme ve arastirma makaleleri
bulunmaktadir. Bursa’da ikamet etmektedir.
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