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OZET

Bu calisma Tekirdag Namik Kemal Universitesi Saghk Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde metastazik olmayan, erken evre meme kanseri teshisi konmus
hastalardan alinmig olan tiimoér dokusu lizerinde timor infiltran lenfositlerin (TIL) in
vitro ortamda IL-2 ile ¢cogaltilip, flow sitometri testi ile immiinofenotipik 6zelliklerini
belirlemeyi amacglamaktadir. Bu amaca ulasabilmek i¢in Oncelikle Genel Cerrahi
Boliimii tarafindan alinan timdr tasiyyan meme, mastektomi sonrasi Patoloji Birimi’ne
getirilir. Patolog tarafindan tespit edilen timdrden almman 2-3 mm ¢apinda bir parca
mekanik parcalama sonrasinda, T hiicre artisina neden olan bir sitokin olan
rekombinant IL-2 ile besiyerinde kiiltiire edilmistir. Tiimoriin ¢alisildigi ilk giinii takip
eden 7. ve 14. giinlerde tiimorden genisleyen TIL’lerin genisleme orani flow sitometrik
yontemlerle incelenmistir. Sonu¢ olarak yapilan bu calisma ile adoptif T hiicre
tedavisinin meme kanserli hastalarda ileriye yonelik bir immunoterapi yontemi olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tiimor, Meme, Kanser, Lenfosit, Infiltre, Tedavi



ABSTRACT

It is aimed to expand tumor infiltrating lymphocytes (TILs) with IL-2 in vitro
on tumors which have been resected from patients who were diagnosed with early non-
metastatic breast cancer in Tekirdag Namik Kemal University Health Research and
Application Center and to determine immunophenotypic features of expanded TILs.
In order to achieve this aim, the tumor carrying breast taken by the Department of
General Surgery is brought to the Pathology Unit after mastectomy. A piece of 2-3
mm diameter from the tumor detected by the pathologist was cultured on media with
recombinant IL-2, a cytokine which caused T cell increase after mechanical disruption.
On the 7th and 14th days following the first day of the study of the tumor, the
expansion rate of TILs expanding from the tumor was examined by flow cytometric
methods. In conclusion, this study has investigated the use of adoptive T cell therapy
as a forward immunotherapy method in breast cancer patients.

Key Words: Tumor, Breast, Cancer, Lymphocyte, Infiltrating, Therapy
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1. GIRIS

Kelime anlami olarak kanser, doku veya hiicre gruplarinm kontrolsiiz bir
boliinme beraberinde ¢ogalmasi ile olusan, bulunduklar1 organ ve dokularin disina
yayilma Ozelligi gosteren, Oliime sebep olabilen kotiiciil urdur. Kanserin genel
anlamina bakildiginda ise kontrolsiiz hiicre cogalmasima bagl olarak olusan 100°den
fazla hastaligin olusturdugu gruptur. Kanser tiplerinin hepsi kontrolsuz hicre
cogalmasi ile baglar ve ciddi rahatsizliklar hatta 6liim gibi sonuglar dogurur.

Kanser, ilk defa Hippocrates (MO 460 - 370) tarafindan ortaya konulmus bir
terimdir. Hippocrates, carcinos ve carcinoma terimlerini iilser olusturan ve ilser
olusturmayan tiimérler igin kullanmustir. (Kanser Nedir 2018)

Tim kanser tiplerinde, vicuttaki hiicreler durmaksizin ¢ogalir ve gevreleyen
dokulara yayilirlar. Kanser trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun herhangi bir
yerinden baglamaktadir. Normalde, insan hiicreleri yaslaninca veya zarar goriince
Olerek yerlerine yeni hiicreler olusmaktadir.

Kanser gelistigi zaman, aslinda bu sirasal diizen bozulmaktadir. Hiicreler
anormallestikce, yaslanmis veya zarar gormiis hiicreler 6lmeleri gerektigi zaman
Olmezler ve yeni hiicreler de ihtiya¢ duyulmadan iiretilmeye baslar. Bu fazladan
hiicreler durmaksizin boliiniirler ve tiimor adi verilen dokular1 olustururlar. (National
Cancer Institute 2018a)

2012 yilinda yapilmis olan ¢aligmalara dayanan raporlarda, en sik goriilen
kanser ¢esidi 1.7 milyon vaka ile meme kanseri olmustur. Bu da kadinlarda goriilen
kanserlerin %25'ini olusturmaktadir. (World Cancer Research Fund 2018)

Goriilme siklig1 baz alindiginda meme kanserini takip eden kanser tiirleri
sirastyla akciger kanseri, kolorektal kanser, rahim agzi kanseri ve prostat kanseridir.
(World Cancer Research Fund 2018)

Giiniimiizde kanser vakalarmin tedavisi i¢in birgok yontem uygulanmaktadir.
En sik kullanilan yontemler cerrahi operasyon, kemoterapi, radyasyon terapisi, hedefli
terapi ve immiinoterapidir. Bunlarin yani sira kok hiicre transplasyonu, hipertermi,
fotodinamik terapi, kan transflizyonu ve lazer ile tedavi yontemleri de siklikla
kullanilan yontemler arasindadir.(American Cancer Society 2018a)

Immiinoterapide ulasilmak istenen amac T-lenfositlerin tumér antijenlerini

tanimlayabilmesi ve tiimorii yok etmesidir. Solid tiimdrlerin bir¢ogunda mevcut



bulunan tiimdr antijenleri, bulunduklari tiimér dokusunun yok edilebilmesini
kendilerine kars1 gelistirilmis olan antikor ve bu antikorlara baglanmis olan sitotoksik
ajanlarla saglamay1 miimkiin kilar. Uner (2003) TIL’ler timdrde bulunan heterojen T
hiicresi popiilasyonunun bir tiyesidir. TIL ler fenotip ¢esitliligi, antijen spesifikligi,
avidite ve fonksiyonel 6zellikleri ile karakterizedirler.(Restifo ve dig. 2013)

Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) Cerrahi Dali, hastalarin tiimorlerinden beyaz
kan hiicrelerini almay1, bunlar1 laboratuvarda ¢ok sayida biiyiitmeyi ve daha sonra
hiicreleri hastaya geri vermeyi igeren deneysel bir tedavi gelistirdi. Bu hiicreler Tiimor
Infiltran Lenfositler olarak adlandirildilar. TIL lerin, sindirim sistemi, iirotelyal, meme
veya yumurtalik/endometriyal kanser teshisi konmus hastalarin tiimorlerinde
kiigliltmeye ya da daraltmaya sebep olup olamayacaklari arastirmalarin temelini
olusturmaktadir.(National Cancer Institute 2010)

Adoptif hucre terapisi (AHT), timdre 6zgl T hicresine dayanan ve kanser
tedavisinde potansiyel olarak glcli bir yontem olacak bir yaklasimdir. AHT, T hiicresi
popiilasyonunu, ex vivo stimiilasyon, genisleme ve T hiicrelerinin aktivasyonu
gerceklestirerek hastalara aktaran ve sonunda timor hiicrelerini hedef alan bir tir pasif
immunoterapidir. Tumor immdinoterapisindeki ilk AHT, infiltre edici timor spesifik
T hiicresinin ex vivo genislemesini ve daha sonra konak¢i immiinitesini hizli bir
sekilde yeniden olusturmak igin hastalara yeniden enjekte edilmesini icermektedir.
Son gelismeler, islenmis T hiicrelerinin kullanilmasinin kanseri hedeflemede carpici
potansiyel strateji olabilecegini gostermistir. Buglne kadar, AHT de lenfokin aktive
edilmis oldiirticti hiicreler (LAK), TIL’ler, sitokinle indiiklenmis 6ldiiriicti hiicreler
(CIK), v0 T hiicreleri ve islenmis T hiicreleri (THR T hicreleri ve kimerik antijen
reseptorii (CAR) T hiicreleri) igeren birgok strateji gelistirilmistir.(Yang ve dig. 2013)

Son yillarda, immiinoterapi, kanseri anatomik konumu veya bdliinme egilimi
ile degil, ayn1 zamanda saglikli ve patolojik dokular1 ayirt etmek i¢in kullanilan
bagisiklik sistemindeki dogal mekanizmalar ile hedefleyen olas1 bir kanser tedavisi
olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yontemin 6nemli bir bileseni, tiimore 6zgii oldiiriicti
hiicrelerin infiizyonuna dayanan kanser tedavisine giiclii bir yaklasim olan AHT
bilinmektedir. AHT, timdr tasiyan konaga dogrudan antitiimér yanithh immiin
hiicrelerin uygulanmasiyla yiiksek derecede kisisellestirilmis olan kanser tedavisidir.

Diger kanser immiinoterapi formlart ile karsilagtirildiginda AHT, in vivo olarak kanser



ilerlemesini hafifletme kapasitesine sahip yeterli antitiimor T hiicrelerinin gelisimini
yansitan bir¢ok avantaja sahiptir. AHT'de kullanim i¢in, ¢ok sayida antitiimér lenfosit,
in vitro olarak hizli bir sekilde cogaltilabilir ve tiimorlerin taninmasi igin segilebilir.
(Yang ve dig. 2013)

Sonug olarak AHT, dogrudan tiimor hiicrelerini 61diirme ve timor biiyiimesini
hafifletme yetenegine sahip olmakla birlikte, immiin sistemin diger bdliimleri
tarafindan gec adaptif tepkiler baslatabilir. Artik optimum kosullar altinda ve bazi
kanser tdrleri icin AHT'nin tumdrlerin ilerlemesini azaltma kapasitesine sahip
oldugundan siiphe yoktur. Bu, melanomdan bazi 16semi tiplerine ve prostat kanserine
kadar degisen bazi malignitelerde gdsterilmistir. Ne yazik ki, bu tedavilerle siklikla
sitokin salinim sendromu (CRS) gibi ciddi klinik toksisiteler ortaya ¢ikmaktadir. Son
klinik denemeler umut verici olmakla birlikte, AHT'min yaygin olarak uygulanmasi
muhtemelen timdr reaktif TIL'lerin veya genetigi degistirilmis lenfositlerin elde
edilmesine yonelik yaklasimlarin gelistirilmesine bagh olacaktir. (Yang ve dig. 2013)

Cesitli T lenfosit alt gruplarmi igerirler ve son zamanlarda birgok kanser
tiiriinde prognostik bir belirteg olarak kullanim i¢in 6ne ¢ikmiglardir. CD8 + TIL'ler
sitotoksik aktiviteyi Uretirler, dogrudan TAA tanimaya aracilik eder ve gesitli timor
tiplerinde klinik anlamlilikla pozitif korelasyon gésterirler. Bununla birlikte, tumor
oyuklarmdaki CD4+ TIL'lerin biyolojik 6zellikleri doniistiiriilebilir ve belirsizdir.
CD4+ TIL'lerin yardim fonksiyonunun, TAA-reaktif CD8 + TIL'lerin etkinligini
arttirp koruyabildigi bildirilmistir. Ayrica, CD4+ TIL'ler, sirasiyla MHC-I1-pozitif
veya MHC-Il-negatif kosullarda, CD8+ TIL'lerin yoklugunda tiimor hiicrelerini
PRF1/GZMB- veya Thl/M1 benzeri makrofaj-bagimli mekanizmalar yoluyla yok
edebilmektedir. Bu nedenle, hangi timdr igi T hticrelerinin alt kiimesinin aktif ve etkili
oldugunun ve ayrica antijen Ozelliklerini belirleyen faktorlerin anlagilmasi AHT

gelisiminde 0nemli 0zelliklerdir. (Yang ve dig. 2013)



2. KANSER

Kanser, viicudun belirli bir kismindaki normal hiicrelerin kontrolden ¢ikmaya
basladiginda geligir. Kanserin farkl tiirleri olmasinin yani sira tiimiiniin ortak 6zelligi
vakti gelen hucrelerin 6lmek yerine blylimeye, bolinmeye devam etmesi ve
sonucunda da anormal hiicreler olusmasidir. Baz1 kanser hiicreleri, genellikle kan
dolasimlar1 veya lenf damarlar1 (metastaz) yoluyla biiyiimeye basladiklar1 yerlerden
viicudun diger bdlgelerine tasinirlar. Ornegin bir meme kanseri hiicresi kan dolasim1
yolu ile karacigere tagindig1 zaman karaciger kanseri degil hala meme kanseri olarak
adlandirilir. Genellikle kanser hiicreleri, DN A'nin hasar1 nedeniyle normal hiicrelerden
gelisir. Cogu zaman DNA hasar gordiigii zaman, viicut normal hiicrelerde bu hasar1
tamir edebilirken, kanser hiicrelerinde hasar gérmiis DNA tamir edilemez. Insanlar
ayrica kalitsal kansere sahip ebeveynlerden hasarli DNA alabilirler. Bunun yaninda
bir kiginin DNA's1 sigara igcmek gibi ¢evresel etkenlere de bagh olarak zarar
gorebilmektedir. (Sudhakar 2009)

Kanser genellikle solid tiimor olarak olusur. Bazi kanserler 16semi (kan
kanseri) gibi tiimdrler olusturmaz. Lésemi hiicreleri kan ve kan olusturan organlar1
icerir ve biiyiidiikleri dokulardan diger dokularda dolagirlar. Tiim tiimorler kanser
degildir, baz1 tiimorler benigndir. Benign tiimdrler biliyliimez ve yasami tehdit etmez.
Farkli kanser hiicreleri tiirleri farkli davranabilir. Bir¢ok kanser tiiriinii gelistirme riski,
sigaraylr birakmak ve diisik yaglh diyet yapmak suretiyle yasam tarzindaki
degisikliklerle azaltilabilir. Kanser erken evrede tanimlanmigsa tedavi etmek kolaydir
ve uzun yillar yasamak i¢in daha iyi sansa sahip olunabilir. (Sudhakar 2009)

Kanser, diinyadaki kardiyovaskiiler hastaliklar sonrasi ikinci en 6nemli 6lim
nedenidir. Bugiin milyonlarca kanser teshisi konmus insan erken teshis ve tedaviye
baglt olarak yasamlarini uzatmaktadir. Kanser yeni bir hastalik degildir ve diinya
capinda insanlar1 etkilemistir. Kanser kelimesi, Yunanca bir kelime olan Karkinos'dan
bir hekim olan Hipokrat (M.0O. 460-370) tarafindan karsinom tiimorlerini tanimlamak
icin iiretilmistir, ancak Hipokrat bu hastahg: ilk bulan kisi degildir. insan kemigi
kanserinin en eski kamtlarindan bir kismi eski Misir'daki mumyalarda ve M.O. 1600’1
yillara ait eski el yazmalarinda bulunmustur. Diinyadaki en eski meme kanseri vakasi

M.O. 1500 yillarinda eski Misir'dan gelmektedir ve palyatif tedavi hari¢ olmak iizere



kanser tedavisi gormedigi kaydedilmistir. Yazmalara gore, ylizey tiimdrleri, bugiin

cikarildiklar1 sekle benzer sekilde cerrahi olarak gikarilmistir. (Sudhakar 2009)



3. MEME KANSERI

Meme kanseri, kontrolsiiz bir meme hiicresi buytumesidir. Bir tumadr iyi huylu
(saghga zararli olmayan) veya malign olabilir (tehlikeli olma potansiyeline sahip).
Benign timorler kanserli olarak kabul edilmez, hicrelerin gorinimde normal
hiicrelerden farki yoktur, biliyiimeleri hizli degildir. Hiicreleri goriiniiste normaldir,
yavas biiyiirler ve yakin dokulara veya viicudun diger bdlgelerine sicramazlar. Malign
timorler, kontrolsiiz biiyiir ve ¢ogalirlar, diger bolgelere yayilabilir.

“Meme kanseri” terimi, memedeki hiicrelerden gelisen malign bir tiimor
anlamma gelir. Genellikle meme kanseri ya siit lireten bezler olan lobiillerin
hiicrelerinde ya da kanallarda, siitii loblardan meme baslarina bosaltan pasajlar ile
baglar. Meme kanserinin, memenin yagli ve lifli bag dokularini igeren stromal
dokularda baslama olasilig1 daha diistiktiir.(Anonim 2018a)

Kanser hiicreleri yakin olarak yer alan meme dokusuna sigrayabilir ve koltuk
altinda yer almakta olan lenf digiimlerine girebilir. Kanser hiicrelerinin lenf
diigiimlerine girmesi, viicudun diger kisimlarina da kolaylikla erisebilmesi anlamina
gelmektedir. Kanser hiicrelerinin tiimoriin digma yayilma miktar1 kanserin derecesini
belirlemektedir. (Anonim 2018a)

Meme kanseri her zaman genetik bir anormallikten (genetik materyalde bir
“hata”) kaynaklanir. Bununla birlikte, kanserlerin sadece %5-10'u ebeveynden miras
kalan anormallige baglidir. Bunun yerine, meme kanserlerinin %85-90'1, yaglanma
stirecinin ve genel olarak yasamin “agmnma ve yipranmast” sonucunda ortaya ¢ikan
genetik anormalliklerden kaynaklanmaktadir. (Anonim 2018a)

Meme kanserinin evresi, kanserin ne kadar biiyiikk oldugu ve hormon
reseptorleri olup olmadigi gibi kanser Ozellikleri ile belirlenir. Kanserin evresi,
prognozun, hastaligin olasi sonucunun anlagilmasina, en iyi tedavi segeneklerine karar
verilmesine, belirli klinik ¢aligmalarin iyi bir secenek olup olmadiginin belirlenmesine
yardimci olur.

Meme kanseri asamasi genellikle 0 ile IV arasinda bir 6lgekte bir say1 olarak
ifade edilir - evre 0, orijinal konumu iginde kalan invazif olmayan kanserleri ve evre

IV gogsiin diger bolgelerine yayilan invazif kanserleri tanimlar. (Anonim 2018a)



Erkeklerde meme kanseri nadir gorillen bir hastaliktir. Tim meme

kanserlerinin %]1'inden az1 erkeklerde goriiliir. 2018'de, yaklasik 2,550 erkegin
hastalik teshisi konmasi beklenmektedir. (Anonim 2018b)

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiplerinin birincisi meme kanseridir.

Kadmlarda meme kanserine yakalanma olasilig1 8’de 1°dir. Meme kanserinin gelistigi

lokasyon meme doku hticreleridir ve bu doku huicreleri meme dokusunun herhangi bir

yerinde olabilmektedir. En sik goriilen meme kanseri ise “duktal” kanserlerdir.

“Lobiiler” kanserler olarak adlandirilan ve siit iireten bezlerden kaynaklanan kanser

tipleri de sica goriilmektedir. Meduller, tubtler, misintz gibi tipleri de mevcut olup,

bu tipler diger dokulardan kaynaklanmaktadir.(Kanser Trleri 2018)

Meme kanseri gelisiminde bilinen en 6nemli risk faktorleri sunlardir;
Obezite veya asir1 kilolu olmak

Fiziksel aktivite yetersizligi

Alkol tliketimi

Hi¢ dogum yapmamis olanlar

[Ik dogum yas1 30°dan sonra olanlar

Erken yasta ilk adetin goriilmesi, 0strojen hormonuna maruz kalma stresi

daha uzun olmasi riski artirmaktadir.

Menopoz yast: Menopoza geg¢ yasta girme de erken adet gorme gibi 6strojen

hormonuna maruz kalma siiresini uzatacagindan riski artirmaktadir.

Cinsiyetin kadin olmasi ve yasin ilerlemis olmast

BRCA-1, BRCA-2 mutasyonlarina benzer genetik mutasyonlar
Gec¢miginde meme kanseri 0ykiisti bulunmasi

Gogiise radyoterapi almis olmak

Bazi kanser olmayan meme hastaliklari (fibroadenom, papillomatosis, gibi)

Kalitsallik: Kiz kardes, anne veya anne tarafi akrabalarinda meme kanseri

Oykiisii bulunan kadinlarda risk normalden fazladir.

Amerikan Kanser Topluluguna gore, memede asagidaki swa dis1

degisikliklerden herhangi biri meme kanseri belirtisi olabilir:

Memenin tiimiiniin veya bir kismimnin gigsmesi
Cilt tahrisi veya ¢ukurlasma

Meme agrisi



Meme bast agz1 veya ice dogru donen meme ucu

Meme bast veya meme derisinde kizariklik, pullagsma veya kalinlasma

Anne siitli disinda bir meme akintist

Koltukalt1 bolgesinde bir yumru
Bu degisiklikler ayn1 zamanda enfeksiyon veya kist gibi kanserli olmayan daha
az ciddi rahatsizliklarin belirtileri olabilir. Yine, herhangi bir meme degisikligi hemen

doktor tarafindan kontrol edilmek énemlidir. (Anonim 2018a)
3.1. Tedavi Yontemleri

3.1.1. Cerrahi

Meme kanserli kadinlari ¢ogu, tedavilerinin bir parcasi olarak bir tiir ameliyat
gecirir. Farkli tipte meme cerrahisi vardir ve duruma bagl olarak farkli nedenlerle
yapilabilir. Bu nedenler:

e Miimkiin oldugunca kanseri ortadan kaldirmak i¢in (meme koruyucu cerrahi
veya mastektomi),

e Kanserin kol altindaki lenf bezlerine yayilip yayilmadigini bulmak igin
(sentinel lenf bezi biyopsisi veya aksiller lenf bezi diseksiyonu),

e Kanser giderildikten sonra memenin seklini eski haline getirmek i¢in (meme
rekonstruksiyonu),

e llerlemis kanser belirtilerini gidermek icin.

Meme kanseri 6zelliklerine ve tibbi gecmise bagh olarak belirli bir ameliyat
Onerilebilir veya hangi tipte olacagi konusunda bir se¢im yapilabilmektedir.

(American Cancer Society 2018b)

3.1.1.1. Meme kanserini giderici cerrahi

Meme kanseri tedavisinde iki ana ameliyat tiirii vardir:

e Meme koruyucu cerrahi (BCS) (ayrica lumpektomi, kuadrantektomi,
parsiyel mastektomi veya segmental mastektomi olarak da bilinmektedir.) - Sadece
kanser iceren parganin alindigir ameliyattir. Amag, kanserli bolgeyi ¢evreleyen bazi
normal dokularla beraber kanseri ortadan kaldirmaktir. Memenin ne kadarinin alindigi,

tiimoriin boyutuna ve konumuna ve diger faktorlere baglidir.



e Mastektomi - Tiim meme dokusu ve bazen yakindaki diger dokular da dahil
olmak iizere, tiim gégsiin alind1g1 bir ameliyattir. Birkag farkl tipte mastektomi vardir.
Bazi kadinlar ayrica her iki memenin de ¢ikarildigi ¢ift mastektomi yapabilir.

Erken evre kanserli bircok kadin BCS ve mastektomi arasinda secim
yapabilmektedir. BCS'nin ana avantaji, bir kadinin memesinin ¢ogunu almamasidir.
Ancak ¢ogu durumda radyasyona da ihtiyaci olacaktir. Erken evre kanserlerde
mastektomi yapilan kadinlarin radyasyona ihtiyaci daha diisiiktiir.

Bazi kadinlar i¢in mastektomi, meme kanseri tipi, timoriin biyiikliigii, dnceki
tedavi Oykiisii veya diger bazi faktorler nedeniyle daha iyi bir secenek olabilir.

Bazi kadinlar daha az kapsamli bir ameliyat olmanin kanser riskini geri getirme
riskini artiracagmdan endise duyuyor olabilir. Fakat ger¢ek su ki, cogu durumda
mastektomi daha uzun siireli hayatta kalma sans1 ya da tedaviden daha iyi bir sonug
vermemektedir. 20 yildan uzun bir siiredir binlerce kadini takip eden arastirmalar,
BCS'nin radyasyonla birlikte yapilabilecegi zaman mastektomiye sahip olmanin daha
iyi bir hayatta kalma sans1 saglamadigini gostermektedir. (American Cancer Society
2018b)

3.1.1.2. Yakindaki lenf bezlerini ¢ikarmak i¢in cerrahi

Meme kanserinin aksiller (koltuk alt1) lenf diiglimlerine yayilip yayilmadigini
bulmak i¢in, bu lenf diigiimlerinden bir veya daha fazlas1 ¢ikarilir ve mikroskop altinda
incelenir. Bu, kanserin evresini (derecesini) belirlemenin 6nemli bir pargasidir. Lenf
bezleri, meme kanserini gidermek i¢in yapilan ameliyatin bir parcasi olarak veya ayr1
bir ameliyat olarak ¢ikarilabilmektedir.

Lenf bezlerinin ¢ikarilmasi i¢in iki ana cerrahi tip mevcuttur:

e Sentinel lenf nodu biyopsisi (SLNB) - Cerrahin, yalnizca kanserin
muhtemelen ilk yayilacagi kolun altindaki lenf nodunu(larmi) c¢ikardigi bir
prosedurddr.

o Aksiller lenf nodu diseksiyonu (ALND) - Cerrahin kol altindan birgok
(genellikle 20'den az) lenf nodunu ¢ikardig1 bir prosediirdiir. ALND ge¢miste oldugu
kadar sik yapilmamakla birlikte, bazi durumlarda lenf diigiimlerine bakmanin en iyi

yolu olarak kabul edilmektedir. (American Cancer Society 2018b)
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3.1.1.3. Ameliyat sonras1 meme rekonstriiksiyonu

Meme Kkanseri nedeniyle ameliyat gecgiren herhangi bir kadin meme
rekonstriiksiyonu segenegine sahip olabilir. Bir mastektomi durumunda, bir kadin
ameliyattan sonra gogsiin goriiniisiinii eski haline getirmek i¢in meme hdyiigiiniin
yeniden insa edilmesini diistinmek isteyebilir. Bazt meme koruyucu ameliyatlarda, bir
kadm ameliyattan kalan cukurlar1 diizeltmek i¢in etkilenen memede yag grefti
yapmay1 diisiinebilir.

Secenekler tibbi duruma ve kisisel tercihlere bagli olsa da, birkag¢ rekonstriiktif
cerrahi tiirii vardir. Meme kanseri ameliyati ile ayn1 anda meme rekonstriiksiyonu (acil
rekonstriiksiyon) veya daha sonra (gecikmeli rekonstriiksiyon) arasinda sec¢im

yapilabilmektedir. (American Cancer Society 2018b)

3.1.1.4. ileri meme kanseri cerrahisi

Cerrahinin viicudun diger boliimlerine yayilmis meme kanserini tedavi etmesi
pek miimkiin olmamakla birlikte, bazi durumlarda, kanserin yayilmasini
yavaslatmanin bir yolu olarak ya da semptomlarin 6nlenmesinde veya giderilmesinde
yardimci tedavi olarak olabilmektedir. Asagida belirtilen durumlarda cerrahi yontemi
kullanilabilir.

e Meme tiimori memede (ya da gogiiste) acik bir yaraya neden oldugunda,

e Beyin gibi viicudun belirli bir bdlgesinde az sayida kanser yayilimini
(metastaz) tedavi etmek,

e Omurilik Gzerinde bir kanser yayilimi alani bastirildiginda,

e Karacigerde bir tikaniklig1 tedavi etmek i¢in,

e Agrinin veya diger semptomlarin giderilmesini saglamak, (American

Cancer Society 2018b)

3.1.2. Kemoterapi

Meme kanserinde kullanilan kemoterapi ilaglar1 sitotoksik (hiicreleri 6ldiren)
ozellik tasimaktadir ¢linkii sadece memede degil, viicudun diger bdlgelerinde yer
almakta olan meme kanseri hiicrelerini de etkilemektedir. Bu ilaglarin alim sekli oral
(tablet) ya da intraven6z yolla olabilmektedir.(Anonim 2018c)

e Adjuvan Kemoterapi (Cerrahi Sonras1 Kemoterapi): Meme ameliyatindan

sonra uygulanir. Cerrahiden sonra viicutta kalmis olan ya da halihazirda viicuda
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yayillmig ve goriintiileme teknikleri ile tespit edilememis kanser hiicrelerinin yok
edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Kanser niiksiinii ve metastaz olusumunu engeller.

e Neoadjuvan Kemoterapi (Cerrahi Oncesi Kemoterapi): Ameliyattan once
uygulanmaktadir. Ozellikle tiimériin kiigiilmesi ve ameliyatin kolaylastiriimasi
amaciyla lokal ileri kanserlerde uygulanmaktadir. (Anonim 2018c)

Kemoterapi ilaglarmin verilme siireleri degisiklik gostermektedir. Bu siireler
dakikalar icinde olabilecegi gibi daha uzun siire de olabilmektedir. Intravendz olarak
uygulanan bu ilaglar hastane ortaminda ya da kliniklerde verilmektedir. ilaglar1 1-3
haftalik dongiiler (aralar) ile verilmesi yan etkilerin azalmasi i¢in viicuda zaman
kazandirmaktadir. Baz1 ilaglarin uygulanmasi kemoterapi dongiisiiniin ilk giiniinde,
bazilar1 ise birkag¢ giin {ist iiste verilmektedir. Adjuvan ve neoadjuvan terapi genelde
3-6 ay strmektedir. Bu siire¢ kullanilan ilaglara baglidir. Tedavi siireci etkileyen bagka
faktorler de yan etkiler ve tedaviye alinan yanittir. (Anonim 2018c)

3.1.3. Hormonal Terapi

Ostrojen ve progesteron, meme dokusunun biiyiimesi ve farklilagsmasmin
birincil duzenleyicileridir. Her iki steroid hormonu 6ncelikle yumurtaliklarda iiretilir.
Hucresel etkilerini, spesifik nukleer reseptorlere, dstrojen reseptorlerine (ER'ler) ve
progesteron reseptorlerine (PR'ler) baglanarak ve aktive ederek gosterirler. Aktive
edildiginde, reseptorler transkripsiyonel ve membran lokalize sinyal aktiviteleri
sergiler. ERa ve ERp, 2 ana ER'dir. Meme kanserlerinin ¢ogunlugu ERa'y1 (% 70)
ifade ederken, ER daha iyi karakterize edilir.(Tremont ve dig. 2017)

Ostrojenin  meme dokusundaki potansiyel rolii ilk ©nce tavsanlarda
ooferektominin laktasyon kaybiyla sonuglandigi George T. Beatson tarafindan ortaya
cikarilmistir. Bu sonuclara dayanarak, Beatson, 15 Haziran 1895'te, resekte
edilemeyen premenopozal bir meme kanseri hastasinda ooferektomi yapmustir.
Tamamen remisyona girmis ve 4 yil daha hayatta kalmistir. Beatson'un erken
caligmasi, hormonal terapinin temelini olusturmustur. Stanley N. Boyd, premenopozal
kadmlarda oofrektomi ile tedavi edilen 46 dizi geri doniisiimsiiz meme kanseri
vakasinda bu tedavinin faydasini dogrulamistir. 1923'te Edgar Allen ve Edward Doisy,
meme dokusunu diizenleyen bir yumurtalik hormonu olan &strojeni kesfetmistir. Takip

edenyillarda, 1967'de Harper ve Walpole tarafindan tamoksifenin kesfedilmesine yol
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acan genis bir dizi ablatif hormonal tedavi arastirilmis ve gelistirilmistir. (Tremont ve
dig. 2017)

Tamoksifen, erken meme kanserini tedavi etmek icin kapsamli bir sekilde
arastirilmistir ve adjuvan endokrin tedavisi olarak kullanimini destekleyen giicli
kanitlara sahiptir. Tamoksifen, ABD Gida ve Ila¢ Idaresinin (FDA), 1970'lerde
postmenopozal kadinlarda metastatik meme kanseri tedavisi i¢in onayladigi, steroid
olmayan bir antidstrojendir. (Tremont ve dig. 2017)

Menopoz sonrast disilerde Ostrojen artik yumurtalik dokusu tarafindan
iiretilmez ve agirlikli olarak aromataz enzimi yoluyla nonglandiiler kaynaklardan
sentezlenir. Aromataz, subkutan yag, karaciger ve kas dahil olmak fiizere birgok
dokuda bulunabilir; enzim ayni zamanda meme kanseri hiicrelerinde de izole
edilmistir. Ostrojen inhibisyonu ile olan &nceki basaridan dolayi, aromatazin
inhibisyonu, meme kanseri igin bir tedavi yontemi olarak kapsamli sekilde
arastirilmastir.

Ik 2 kusak aromataz inhibitorii (AI) meme kanserinin tedavisinde etkiliydi,
ancak kortizol ve aldosteron gibi diger steroid hormonlarini inhibe ettigi i¢in 6nemli
yan etkilere neden oldu. Uciincii kusak Al'ler, aromataz i¢in 6zgiilliigii arttrmistir ve
steroidal (tip I) veya nonsteroidal (tip II) olarak kategorize edilmistir. Steroidal
inhibitorler, enzimatik aktivitenin geri doniisiimsiiz inhibisyonuna yol acarken,
nonsteroidal inhibitorler geri doniisiimlii rekabetgi inhibitorlerdir. (Tremont ve dig.
2017)

3.1.4. Radyoterapi

Isin tedavisi ya da diger adiyla radyoterapinin temeli radyasyon isinlart ile
hiicre DNA yapisin1 bozarak, kanser hiicrelerinin 6limiinii saglamaktir. Kanser
hiicrelerinin bu sekilde 6liimiinii saglamak bazi saglikli hiicrelerin de 6liimiine neden
olacagimdan bazi zararli yan etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Cerrahi tedaviye benzer
olarak radyoterapi de uygulanan bdlgeye etki eder.

Radyoterapi 1sinlarmin elde edilmesinin birinci yolu Kobalt-60 gibi radyoaktif
maddeler kullanmaktir. Buna alternatif olan diger bir yontem de lineer akselerator

cihaz kullanmaktir.
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Cerrahi operasyondan sonra bolgede kanser hiicresi kalmis olmasi olasilig1 her
zaman vardir. Bu sebeple kalan hiicrelerin yok edilmesi amaciyla radyoterapi
uygulanmaktadir. Bu yonteme de adjuvan radyoterapi denmektedir.

Eger cerrahi miidahale miimkiin degilse ya da bagka bir organa yayilma s6z
konusu ise, radyoterapi tedavi amagli olarak da kullanilabilen bir yontemdir. Buna
ilaveten kanserli bolgenin kiiciiltiilmesi i¢in de radyoterapi kullanilan bir yontemdir.

Eger koruyucu meme ameliyat1 gerceklestirilmis bir durum s6z konusu ise,
ameliyat sonrasi radyoterapi uygulanmasi gerekmektedir. Bu kanserin tekrarmi
onleyen bir uygulamadir.

Mastektomi uygulanan hastalarin bazilarinda radyoterapi gerekmekte,
bazilarinda ise gerekmemektedir. Isin tedavisi gerektiren durumlar:

e 5 cm’den biiyiik tiimor oldularinda,

e 4 veya fazla lenf noduna yayilmis olan kanser durumlarinda,

e Kanser yayildig1 koltuk alt1 lenf diiglimlerinin digina ¢ikmissa,

o Kotii 6zellikte kanser tipi ve yapisi gosteren kriterler varsa,

e Meme derisine veya gogiis duvarina yayilma varsa.

Ameliyattan sonra radyoterapiye baslama streci 1-2 haftadir. Ancak bu siireg
yaralarin iyilesmesini takiben baglamaktadir.(Meme Vakfi 2018) Tim meme
radyoterapisi tiim meme dokusunu hedef alir. Tiim memeye konvensiyonel 45 Gy ila
50 Gy doz verilir, ardindan lumpektomi yatagina ilave 10 Gy ila 16 Gy ek bir destek
verilir. Konvensiyonel fraksiyonlama tipik olarak 6 hafta boyunca verilir. NUks riskine
bagli olarak, radyasyon tedavisi de bolgesel diigiimlere 45 Gy - 50 Gy arasinda verilir.
Nodal isinlama, klinik olarak belirtilmisse supraklavikiiler, aksiller ve i¢ meme
bdlgelerini igerir. Hipofraksiyonlama, 50 yas ve {istii, kemoterapi gérmeyen ve 25 cm
veya daha az bir ayrilik olan diisiik riskli diigiim negatif hastalar i¢in diigiiniilmektedir.

Onerilen hipofraksiyonasyon programi 16 fraksiyonda 42.56 Gy art1
lumpektomi yatagi artisidir (konvensiyonel fraksiyonlamadan yaklasik 2 hafta daha
az). Kismi meme irradyasyonu sadece lumpektomi yatagini hedef alir ve
unicentric/unifokal tiimdrleri 3 cm veya daha az olan 50 yas ve iistli diisiik riskli
hastalarda, negatif smirlar ve negatif diigiimler olarak kabul edilir. Kismi meme
irradyasyonu 1 haftada giinde iki kez 10 fraksiyonda verilir. Adjuvan tedavi ayrica

hormon pozitif tumorleri olan hastalarda endokrin tedavisi igerir. (Kim ve Algan 2018)
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3.1.5. Adjuvan Terapi

Adjuvan tedavi, primer cerrahi sonrasi mikrometastazlar1 oldiirmek veya
inhibe etmek i¢in ek terapi uygulanmasidir. Meme kanseri i¢in primer cerrahi,
lumpektomi, ardindan tiim meme 1smlamasi veya mastektomi ile gerceklestirilir.
Adjuvan tedavi, mastektomi sonrasi lokal 1ginlama, sitotoksik kemoterapi ile sistemik
tedavi veya endokrin tedavisi igerebilir. Ilk defa, Birlesik Devletler ve Birlesik
Krallik'ta meme kanseri mortalite egiliminde, adjuvan tedavilerin kullanimina bagl
olarak bir azalma kaydedilmistir.

Adjuvan tedavide son gelismeler standart kemoterapiye daha yeni ajanlar
eklemeyi, endokrin terapisinin roliinii tanimlamay1 ve mikroskobik hastalig1 saptamak
icin yeni teknolojilerin uygulanmasimi igerir. Kasim 2000'de Ulusal Saglik Enstitiileri,
meme kanserinde adjuvan tedavinin kullanimi konusunda doktorlar, hastalar ve halk
icin bir rehber olarak fikir birligi beyani yaynladi. Bu ifade 6zellikle, adjuvan tedavi
almas1 gerektigini, bu karar1 verirken hangi faktorleri géz onlinde bulundurmasi
gerektigini ve ne tiir bir adjuvan tedavisi Onerilmesi gerektigini ele almaktadir. (Chew

2001)

3.1.6. Immiinoterapi

Meme kanseri immiinolojisi alaninda son on yilda muazzam bir ilerleme
kaydedilmistir. Meme kanseri immiinojenik olarak kabul edilmediginden yirmi yil
once immunoterapi meme kanserlerinin tedavisi igin diisliniilmemistir. Bugiin meme
kanserli hastalarmin ¢ogunun tiimére karsi uyarlanabilir bir bagisiklik tepkisi
gosterdigi bilinmektedir. Son kanitlar, meme kanserlerine sizan ve tiimdr stromasinda
bulunan lenfositlerin, gucli prognostik gostergeleri oldugunu gostermektedir. Bu
gbzlemler, immiinomodiilasyonun, gogiis kanseri tedavisi i¢in standart tedavisine
entegrasyonunun yolunu agmistir.(Disis ve Stanton 2018)

Immiin kontrol noktasi inhibitdr tedavisinin melanom gibi immiinojenik
kanserlerde basarisi, adaptif immiin sistemin kanser eradikasyonundaki Onemini
vurgulamustir. Adaptif bagisiklik sistemi, hem T-hiicreleri hem de B-hucreleri olan
lenfositlerden olusur ve bu hiicrelerin immiinojenik, yani kanserde eksprese edilen
proteinlere spesifik olarak cevap verebilme yetenegi ile tanimlanir. Immiin kontrol
noktasi inhibitdr ajanlari, timoriin egitimli T hiicrelerinin kanseri tanimasini,

cogalmasini ve tliimor bliylimesini smirlamasini saglar. Adaptif immiin yanit, ayni
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zamanda timor hicrelerine maruz kalmasi durumunda, lenfositlerin uzak bir zaman
noktasinda tekrar cevap verebilme 6zelligi olan immiinolojik bellegin geligimi ile de
iligkilidir. Ayrica, tiimdr hiicrelerini 6ldiirebilen T hiicreleri Tip I fenotiptedir; TUmor
mikro-ortamindaki CD4 T hiicreleri, interferon-gama (IFN-y) ve antijen sunan
hlcreleri aktive eden ve kanser 6limini induklemek igin gereken sitotoksik CD8 T-
hiicrelerinin gelisimini destekleyen tiimor nekroz faktorii-alfa gibi Tip | sitokinleri
salgilar. (Disis ve Stanton 2018)

3.2. Meme Kanserinin Molekiiler Simiflamasi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarma gore meme kanserinin ¢ok sayida
cesidi vardir. Bu cesitler 20 major tip ve 18 mindr subtip olarak smiflandirilmistir.
Meme kanserinin 6nemli 6zellikleri arasinda ¢ok farkli sayida histolojik ve biyolojik
ozelliklere, farkl klinik bulgulara sahip olmasi, tedavi yanitlarinin farkliligi ve bunun
yaninda multipl antiteler i¢eren heterojen bir hastalik olmas1 gosterilebilmektedir. Bu
ozelliklerin ortaya ¢ikmasindaki ana neden meme kanserinin genetik, transkriptomik
ve epigenetik degisikliklere sahip olmasidir.

Invaziv meme kanserinin 2 temel smifi vardir. Bunlar 6zel olmayan duktal
karsinom ve 6zel subtiplerdir. Belirli tanimlamalara sahip olan meme kanserleri 6zel
subtipler smifin1 olusturmaktadir. Ozel subtipler disindaki karsinomlarm tamami da
0zel olmayan tiplere ait smifi olusturmaktadir. Bu smiflarin meme kanserlerindeki
orani da sirastyla %20-25 ve %60-75 olarak belirlenmistir. Ozel subtiplerin en yaygin
tipleri de lobdler, tubuler, papiller ve musindz tamorlerdir. “Histolojik Derece”
patoloji raporu i¢inde yer alan dnemli bir bilesendir. Bu derece tiimdrde, niikleer
pleomorfizm/derece  ve  proliferasyonun  (mitoz orani) degerlendirilmesi
diferansiyasyon derecesinin (ttibul formasyonu) belirlenmesinde rol oynamaktadir.

“Molekiiler Smiflama” ilk olarak Perou ve Sorlie nin 2000 yilinda yaptiklar
calismada ortaya ¢ikmis bir terminolojidir. Bu calismada molekiiler siniflama
onerisinin temelinde gen ekspresyon farkliliklar1 yer almaktadir. Bu ¢alismaya gore,
gen ekspresyonlari farkliliklarina dayanarak meme kanseri; “Liiminal” (genelde iki ya
da ti¢ alt gruba ayrilan, ER, ER diizenleyici genlerin ve normalde liiminal epitelial
hiicrelerden eksprese edilen genlerin ekspresyonunu yansitan), “HER-2 pozitif”
(ERBB2/HER-2 amplifikasyonu ve overekspresyonu gosteren), “bazal” (ER, PR ve

HER-2 negatif olan ve memenin normal bazal/myoepitelial hiicreleri tarafindan
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eksprese edilen gen ekspresyonu gosteren) olmak iizere 3 sinifa ayrilmistir. Bu 3 sinifa
ilave olarak bir de ‘“Normal Benzeri” alt grup da tanimlanmistir. Bu alt grubun
taniminin ve getirecegi sonuglar belirsizdir. Bu grup igerik olarak daha ¢ok normal
doku bileseninden olugmaktadir. Bu grupta tiimor hiicre igerigi daha az
g0zukmektedir. Bu tarz alt gruplarin olugmasi i¢in intrinsik genlerin (farkli timorlerde
cok yiiksek, ayni tiimoriin tekrarlanan 6rneklerinde ¢ok az farkliliklara sahip olan)
ayrimlasmastyla, hastalarin da hiyerarsik bir bi¢imde kiimelenmesiyle olusmaktadir.
Bu kiimelenmenin temel mantig1 hastalarin transkripsiyonel olarak farkli gruplara
ayrilmasidir. Bu yontem retrospektif degerlendirmeye dayanir ve bunun yapilabilmesi
icin ¢ok sayida Ornege ihtiya¢ vardir. Bu yiizden “Single Sample Predictor (SSP)”
tanimlamasi yapilmistir. SSP’de tumar, bir alt gruba dahil edilmek igin timdore en
yakin merkezi simif kullanilir. ilk SSP (SSP2003) 500 adet gen ekspresyonu
icermektedir. Sadece ER ve HER-2 fenotipi ile iligkili genler kullanilarak t¢ temel alt
grubun tanimlanmasi stabil bir sekilde yapilabilmektedir. Bu, Yyiizlerce gen
kullanimina olan gereksinimi ortadan kaldirmaktadir. 3 temel alt grup ise ER-/HER2-
(bazal benzeri), HER2+ (HER2-zenginlestirilmis) ve ER+/HER2- (kombine liiminal
A ve B)’dir. (Eliyatkin ve dig. 2015)

Liminal A, liminal B, HER2, bazal ve normal benzeri molekdiler alt gruplar
farkli prognostik alt gruplari temsil etmektedir. Meme kanseri i¢in tretilmis olan
molekiiler subtipleme yontemlerinin hangisinin daha {istiin bir yontem oldugu hala
tartigilmaktadir. Buna ragmen Onerilen smiflama sistemi klinik kullanima
sunulmustur. (Eliyatkin ve dig. 2015)

Sonugta, hedeflenen meme kanseri hastasmin hangi sinifa girdigi ve bu ait
oldugu smifa 6zgii, uygun ve hedef yonelik tedavi yonteminin uygulanmasidir. Cilinkii
meme kanseri de dahil olmak iizere tim kanser tiplerinde kisiye 6zel ve hasta
tiimoriine gore hedefe yonelik tedavi uygulamasi amaci gittikge dnem kazanmaktadir.
(Eliyatkin ve dig. 2015)

Mem kanserleri molekiiler siniflama teknigi ile 5 gruba ayrilir. Bunlar liiminal
A, luminal B, HER-2, bazal ve normal benzeridir. HER-2 alt grubu 3 gruba ayrilir ve
her biri farkli davranis 6rnekleri gostermektedir. Bu 3 gruptan bir tanesi ise oldukca
agresif bir karakteristige sahiptir. HER-2 hastalarinin prognozlarinda olusan bu

farkliliklar1 aciklamak i¢in c¢aligmalar halen yapilmaktadir ve bu caligmalarin
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merkezinde de farkliliklar1 aciklayabilecek belirleyicilerin gelistirilmesi vardir.
(Eliyatkin ve dig. 2015)

Kotii prognoza sahip bazi HER-2 pozitif meme kanseri hastalar1 HER2
karboksi-terminal fragmanlarinin heterojen bir grubunu (p9SHER2) eksprese eder.
HER2’nin onkogeni olan 611-CTF bu fragmanlardan biridir. 611-CTF muhtemelen
p9SHER?2 pozitif tiimorlerin progresyonunda etkilidir. Ayrica 16HER2 ekson 16
icermeyen bir reseptori kodlayan HER2 izoformunun ekspresyonudur. (Eliyatkin ve
dig. 2015)

Ozel olmayan duktal karsinom (izerinde birgok molekiler alt gruplama
caligmas1 vardir. Bu heterojen grup iizerinde immunohistokimyasal belirleyicinin
kullanimi ile molekiiler alt gruplama yapilabilir. ER, PR, HER2, Ki-67, epidermal
blylime faktor reseptori (EGFR) ve bazal sitokeratinlerden (CK14 ve CK5/6 gibi)
olusan bir panel “liminal’, HER2 ve triple negatif tiimdrleri aywt etmek icin
kullanilabilir. “Bazal” tiimorleri tanimlayan belirleyiciler konusu net degildir. Ancak
EGFR ve CK5/6 kullaniminin, bu subgrubu tanimlama ve prognozu 6ngdrebilmeyi
saglayacagi diisiiniilmektedir. (Eliyatkin ve dig. 2015)

Meme kanserinin histopatolojik 6zel tipleri, yaklasik olarak %25’ini olusturur,
farkli mimari kaliplara sahiptir, klinik 6zelliklerle daha az iliskilidir, 6zel olmayan
tipte duktal karsinomdan daha iyi prognozludur. (Eliyatkin ve dig. 2015)

Bazi 6zel tipler, hem 6zel gelisim paternini, hem de 6zel davranisini agiklayan
spesifik genetik degisiklikler tagimaktadir. Lobiiler karsinomlarin en tanimlayici
molekiiler 6zelligi, E-kadherin kaybidir. (Eliyatkin ve dig. 2015)

En yaygin “6zel tip” invaziv lobiiler karsinomdur (ILK) ve meme kanserleri
icerisindeki oran1 %5-15tir.

ILK hiicrelerinin temel 6zellikleri karakteristik sitolojik ozelliklere ve diffiiz
bir gelisim paternine sahip olmasi, ¢ogunlukla histolojik derecesinin 2 olmas1 ve
lenfovaskiiler invazyonun olmamasidir. Genellikle ER ve PR pozitiftir; HER2, p53,
EGFR ve bazal sitokeratinleri ise nadiren eksprese ederler. (Eliyatkin ve dig. 2015)

Lobiiler kanserlerin ve diisiik dereceli duktal kanserlerin benzer genomik
profile sahip olduklar1 genomik analizlerde gosterilmektedir. Yiiksek dereceli duktal
karsinomlar ise ¢ok farkli bir genomik profile sahiptir. Bu, ER pozitif ve diisiik

dereceli duktal ve lobiiler tiimdr tiplerinin arasmdaki gelisimsel iliskinin ¢ok yakin
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oldugunu gostermektedir. Duktal ve lobiiler karsinomlar arasindaki ayrimin
belirsizligi ilk genomik c¢aligmalar sonucunda ortaya ¢ikmistir. Duktal, lobiiler ve
tibuler gibi diisik dereceli kanserlerin, kolumnar hiicre lezyonlar1 gibi genel bir
prekiirsor lezyondan baslayan diisiik dereceli tiimor ailesi sinifina girdigi fikri de

ortaya atilmistir. (Eliyatkin ve dig. 2015)



Cizelge 1 Meme kanseri tiplerinin major molekiler subtipleri (Eliyatkin ve dig. 2015)’den alinmustir).
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Molekdler Subtip

Liminal A Liminal B HER2/neu Basal benzeri*
Gen Liminal (disik molekiiler | Liiminal (diisik molekiiler agirlikll) | HER2/neu vyuksek ekspresyonu, | Bazal ephitelial genlerin ve bazal
ekspresyon agirliklr) sitokeratinlerin | sitokeratinlerin ~ ekspresyonu  ve | ER ve iligkili genlerin diisiik | sitokinlerin yiiksek ekspresyonu, ER
paterni ekspresyonu  ve  hormon | hormon reseptorleri ile iliskili genlerin | ekspresyonu ve  iliskili  genlerin  diisiik
reseptorleri ile iliskili genlerin | orta-diisiik ekspresyonu ekspresyonu, HER2/neu  diisiik
yuksek ekspresyonu ekspresyonu
Klinik ve | Invaziv meme kanserlerinin | Invaziv meme kanserlerinin ~%20’si, | Invaziv meme kanserlerinin | Invaziv meme kanserlerinin ~15’i,
biyolojik ~%50’si, ER/PR pozitif, | ER/PR pozitif, HER2/neu ekspresyonu | ~%15’i, ER/PR negatif, HER2/neu | ¢ogu ER/PR ve HER2/neu negatif
oOzellikler ER2/neu negatif degisken (+ ya da -), Luminal A’dan | pozitif, Yulksek proliferasyon, | (triple negatif), yiiksek
daha yuksek proliferasyon, Luminal | yaygin TP53 mutasyonu, yiiksek | proliferasyon, yaygin TP53
A’dan daha yuksek histolojik dereceli | histolojik derece ve nodal pozitiflik | mutasyonu, BRCA1 disfonksiyonu
orant (germline, sporadic)
Histolojik Tubuler karsinom, kribriform | Invaziv  duktal —karsinom, NOS | YUksek dereceli invaziv duktal | Yiksek dereceli invaziv duktal
kolerasyon karsinom, diisiik  dereceli | mikropapiller karsinom karsinom, NOS karsinom, NOS metaplastik
invaziv duktal karsinom, NOS karsinom, meduller karsinom
Klasik lobiler karsinom**
Tedaviye Endokrin tedaviye cevap Endokrin tedaviye cevap (tamoksifen | Trastuzumaba (Herceptin) cevap Endokrin tedaviye ya da
cevap ve ve aromataz inhibitérleri) Liminal A trastuzumaba (herceptin) cevap yok
seyir kadar iyi olmayabilir

Kemoterapiye degisken cevap
daha iyi

Kemoterapiye cevap degisken

Antrasiklin  grubu kemoterapiye
cevap

Platinum grubu kemoterapiye ve
PARP inhibitdrlerine duyarli

Iyi prognoz

Prognoz, Liiminal A kadar iyi degil

Genellikle koétu prognoz

Timi degil ama genellikle koti
prognoz

* Bazal benzeri tlimorlerin grubunda bazal tip (yiiksek molekiiler agirlikli) sitokeratin eksprese eden ve triple negatif fenotip gosteren,

fakat diisiik proliferayonlu low-grade bir grup (adenoid Kistik karsinom gibi) bulunmaktadir.

** Klasik lobiiler karsinom genellikle liiminal A 6zellikleri gosterir, pleomorfik lobiler karsinom ise siklikla diger subtiplerin

Ozelliklerini gosterir.
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4. IMMUN SISTEM

Bagisikligm (immunite) genel tanim1 bireyin hastaliklara 6zellikle enfeksiyon
hastaliklarma gosterdigi direnci kapsamaktadir. immiin sistem bagisiklig1 saglayan
hiicre, doku ve molekiillerin biitiiniidiir. immiin yanit ise immiin sistemi olusturan
bilesenlerin enfeksiyona yol acan mikroorganizmalara verdigi diizenli ve eszamanli
tepkidir. immiinoloji, immiin sistemin patojenlere ve zedelenmis dokulara kars
verdigi immiin yamtlarinin arastirildign bir daldir. Immiin sistemin en 6nemli
fizyolojik islevi, enfeksiyonlar1 engellemek ve yerlesen enfeksiyonlar1 ortadan
kaldirmaktir. (Abbas ve dig. 2014)

Immiinite taniminimn altinda yatan gergek, organizmanim yabanci ve zararl olan
her tlrli maddeye (mikroorganizma, protein ve polisakkarid gibi) verdigi tepkidir.
Immiin sistem bileseni olan hiicre ve molekiiller karsilik ve diizenli etkilesimleri ile
bir savunma ortaya koyarlar. Buna immiin yanit adi verilir. Antijen ve immiinojenler

immiin yanitin baglatilmasinda rol oynayan yabanci maddelerdir.

4.1. Immiin Yamtin Ozellikleri

Ozgullilk (spesifite): Ozgullik, antijenlerinlerin lenfositler tarafindan
taninmasma dayanmaktadir. Lenfositler antijenlerin belirli kisimlarini tanir ve bu
kisimlara “antijenik determinant” ya da “epitop” adi verilir. Immiin yamtm 6zgiil
olmasii saglayan iki yanit vardir. Bunlardan ilki “primer immiin yanit”tir. Primer
immiin yanit, konak¢ida yer alan antijen spesifik lenfosit klonlarin daha 6nce spesifik
antijen ile karsilasmamis oldugu i¢in, her tiirlii antijene reaksiyon vermesiyle baslar.
Organizmaya yabanci antijen girdiginde, antijene 6zgu ylzey reseptort bulunduran
klon aktive olur ve ¢ogalir. Cogalan lenfositlerin bir kismi bellek hiicresi olarak
farklilagir. Primer immiin yanit bu sekilde olusmus olur.

Ayn1 antijenin organizmaya tekrar girmesi sonucu, daha 6nce bir o antijene
0zgl imminizasyon olustugundan, antijen spesifik lenfositler klonal bir bigimde
genisler. Bu ylizden olusan immiin yanitin siiresi diisiik ancak daha kuvvetli oldugu
gozlemlenir. Ayn1 antijenin ikinci kez karsilagilmasi ile olusan bu siirece de “sekonder
immiin yanit” adi verilir.(Dlzgun 2014)

Cesitlilik (Diversity): Antijen, bir klondaki lenfositlerin reseptorleri ile
taninmaktadwr. Birgok farkli antijen, memeli immiin sistem tarafindan

taninabilmektedir. Buna “Lenfosit Repertuar1” ad1 verilmektedir. Repertuarin genisligi
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ise lenfosit klonundaki antijen reseptdrleri iizerinde antijen baglanma yerinin
farklilagmasima baglidir.

Hafiza (Bellek): Immiin sistemin, sekonder immiin yanit olarak da bilinen,
antijenle tekrar karsilasmasinda ortaya ¢ikan daha hizli ve daha kuvvetli bir tepkisi
vardir. Bu tepkinin hizli ve kuvvetli olmasi 6zelligine immiinolojik bellek (hafiza)
denmektedir. Antijenle her karsilagsma, organizmadaki antijene Ozgli lenfosit
klonlarinin artmasina neden olur. Bellek hiicreleri uzun émurludr.

Otoregiilasyon: immiin yanitin tamamlanmas i¢in antijenik uyarmin ortadan
kalkmas1 gerekmektedir. Antijenik uyari, antijenin ve onu tasiyan hiicrenin yok
edilmesi ile ortadan kalkar. immiin yanitin uyarmin kalkmasi ile tamamlanmasi kendi
kendini smirlamast anlamina gelmektedir. (Duzglin 2014)

Kendini yabanci olandan ayirt etme: “Self — non-self ayrim1” olarak bilinen bu
ozellik, immiin sistemin yapisinda bulunan antijenlerin diger antijenlerden ayirt etme
ozelligidir. Bu 6zellik primer lenfoid organlarda, lenfositlerin gelismesi esnasinda
kazanilir. Immiin yanit kendi biinyesindeki antijenlere kars1 olusmaz. Buna immiin
tolerans (self tolerans) denilir. Otoimmiin hastaliklarin gelisme nedeni de immiin

toleransin bozulmasidir. (Dlizgun 2014)

4.2. Immiin Tolerans

Immiin toleransmn olusmasini saglayan antijenlere tolerojen denmektedir. Buna
kargilik immiin yanit olugsmasini saglayan antijenlere ise immiinojen ad1 verilmektedir.
Self antijenler, besin maddeleri ve kommensal bakteriler immin tolerans
gosterilmekte olan baslica antijenlerdir. Immiin tolerans iki sekilde gerceklesmektedir;
(Dizgiin 2014)

e Santral tolerans; self antijenlere tepki olusturan lenfositler yok edilir. Bu
islem T lenfositler timusta olgunlasma siireci igerisindeyken gerceklesir. Buna klonal
delesyon denilir. Kemik iliginde B hiicre toleransini saglamak i¢in immatiir B
lenfositlerin delesyonu ve reseptor kurgulama gergeklestirilir.

o Periferik tolerans; timusta delasyona ugramayan self lenfositler kontrol
altinda tutulur. Kontrol altinda tutulduklar1 yer lenfoid organlardir. Lenfositlerin
kontrol altinda tutulmasini, klonal anerji, klonal ihmal, regllator T hicreleri ve
stipresor sitokinlerin gibi mekanizmalar saglar. Periferik lenfoid organlarda periferik

B hiicre toleransi gerceklesmesi i¢in anerji, delesyon gibi mekanizmalar mevcuttur.
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Travma, infeksiyon, inflamasyon veya iskemi, immun sistemle hig
karsilasmamuis self antijenlerin (sekestre antijenler) ortaya ¢ikma isaretleridir. Immiin
yanitin olusmast bu antijenlerin ilk defa immiin sistem ile karsilagmasi ile
olusmaktadir. Bu da sempatik oftalmi, orsit veya deneysel ensefalit gibi klinik
patolojilerin ortaya ¢ikmasina neden olur.

Viicudun kendi yapilarma karst kontrol edilemeyen yaniti, otoimmiin
reaksiyonlar ve doku/organ hasar1 ile sistemik veya organa Ozgii “otoimmiin
hastaliklar”m ortaya ¢ikma nedeni olarak tolerans mekanizmasmdaki bozukluklar

gosterilebilir. (Duzgiin 2014)

4.3. Immiin Yamt

Immiin yamit: olusturan savunma sistemi iki gruptan olusmaktadir ve bu
gruplar birbirinden bagimsiz degildir. Dogal (innate) ve edinsel (adaptif) immiinite bu
iki grubu olusturmaktadir. Tki grubun temel 6zellikleri Tablo 3’te verilmistir. (Diizgiin
2014)

Cizelge 2 Dogal ve Edinsel immiinitenin genel oOzellikleri (Diizgiin 2014’ten
almmustir)

Dogal (Innate) Immiinite | Edinsel (Adaptif) immiinite
Fizik Bariyerler
Deri ve mukoza epiteli | -
Hucreler
Notrofil T ve B Lenfositler

Monosit/makrofaj
Dogal 6ldiiriicii hiicre (NK)
Solubl Faktorler

Kompleman proteinleri Immiinglobulinler
Akut faz proteinleri Sitokinler
Sitokinler

Enzimler

Gelisme Siireci
Hizli gelisir (saatler iginde) | Yavag gelisir (giinler i¢cinde)
Antijene Spesifik Olusu
Antijene spesifik olmayan immiinite | Antijene spesifik immiinite
Hafiza
Yok | Var

4.3.1. Dogal Immiinite
Insanlar temas, yutma ve inhalasyon yoluyla giinliik olarak milyonlarca

potansiyel patojene maruz kalmaktadir. Enfeksiyonu 6nleme kabiliyetimiz kismen
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belirli patojenlerle onceki karsilagsmalar1 hatirlayan ve tekrar saldir1 diizenledikce
onlar1 yok eden uyarlanabilir bagigiklik sistemine baglidir. Bununla birlikte, adaptif
immiin yanitlar, yeni bir patojene ilk maruz kalinmasi lizerine yavastir, ¢linkii B ve T
hiicrelerinin spesifik klonlar1 aktive edilmeli ve geniglemelidir. Bu nedenle, yanitlarin
etkili olabilmesi bir hafta kadar siirebilir. Buna karsin, bir saatte ikiye katlanan tek bir
bakteri, tek bir giinde yaklagik 20 milyon yavru, tam sigmis bir enfeksiyon iiretebilir.
Bu nedenle, ilk kritik saatler ve yeni patojenlere maruz kalma gunlerinde,
enfeksiyondan korunmak i¢in dogal bagisiklik sistemine giivenilmektedir.(Alberts ve
dig. 2015)

Dogal bagisiklik tepkileri, adaptif bagisiklik yanitlarinin oldugu sekilde belirli
bir patojene spesifik degildir. Patojenlerin korunmus ozelliklerini taniyan ve
istilacilarin yok edilmesine yardim etmek i¢in ¢abucak harekete gecirilen bir grup
protein ve fagositik hiicreden yararlanirlar. Uyarlanabilir bagisiklik sistemi, 500
milyon yildan daha kisa bir siire 6nce evrim ge¢irmis ve omurgalilarla sinirliyken, hem
omurgalilarin hem de omurgasizlarin yani sira bitkilerde dogal immiin yanitlar
bulunmustur ve bunlar1 diizenleyen temel mekanizmalar korunmaktadir.
Omurgalilarda dogustan gelen bagisik yanitlar, adaptif immiin yanitlar1 aktive etmek
icin de gereklidir. (Alberts ve dig. 2015)

Dogal immiinite, ilk savunmadir, spesifik degildir ve 6zgiil olmayan yanittir.
Dogal immiinitenin en 6nemli elemanlar1 arasinda dogal 6ldiiriicii hiicreler, akut faz
proteinleri, fagositik hicreler, eozinofiller, makrofajlar, notrofiller, sitokinler ve
kompleman sistemidir. Bunlarin organizmayi koruma yolu yabanci ve zararh
maddeleri ayrim yapmaksizin elemine etmesi ya da engellemsidir. Dogal immiin yanit
uzun siireli bagigiklik saglamamasina ragmen, ilk 0-4 saat icinde gelismeye baglar.
Ancak yabanci ile her karsilastiklarinda ayni siddette karsilik verirler ¢linkii hafizalar1
yoktur. Gorevi edinsel immiin sisteme yabanci antijenlerin tanitimini ve uyarisini

yapmaktir. (Diizglin 2014)

4.3.2. Edinsel immiinitenin Genel Ozellikleri

B ve T lenfositleri aracili olan uyarlanabilir immiinite, yeniden diizenlenmis
yiiksek afiniteli reseptorler vasitasiyla patojenleri tanwr. Bununla birlikte, adaptif
bagisikligin kurulmasi, hiicre proliferasyonunu, gen aktivasyonunu ve protein

sentezini i¢erdiginden mikroorganizmalari yok edecek kadar hizli degildir. Germline
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cizgisi tarafindan kodlanmis kalip tanima reseptorleri (PRR) tarafindan isgalci
patojenlere tanman dogal immiinite sayesinde daha hizli savunma mekanizmalar1
saglanmaktadir. Son yillardaki kanitlar, bu tanimanin esas olarak TOLL benzeri
reseptor ailesine (TLR) baglanabilecegini gostermektedir. Patojenle iligkili molekiiler
kaliplarin (PAMP) TLR'ye baglanmasi reaktif oksijen ve azot ara {iriinleri (ROI ve
RNI), pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini indiikler ve birlikte uyarict molekiillerin
ekspresyonunu yukar diizenler ve ardindan adaptif bagisiklig1 baslatir. (Werling ve
Jungi 2003)

Antijene spesifik olusu ve hafiza olusturmasi edinsel immunitenin en belirgin
iki Ozelligidir. Antikor ve hafiza T hiicreleri yardimiyla uzun siireli bagisiklik
saglamaktadir. Sistemin ana o6zelligi bir ajanla ilk karsilagmasinda uyarilmasi
sebebiyle spesifik yanit veren ve hafiza kullandigindan sonraki karsilagsmalarda daha
kuvvetli yanit olusturmasidir. Antikorlar, sitokinler ve B ile T lenfositleri en 6nemli
elemanlaridir. Spesifik immiinite pasif veya aktif yollarla gelisir. Aktif immunite,
hiicreleri ve humoral maddeleri ile yabanci antijene karsi olusturdugu yanattir.
Enfeksiyon ile olugsan immiinite ya da asilar ile saglanan immiinite buna 6rnek olarak
verilebilir. Pasif immiinite ise immiin olmayan bireye spesifik olarak immiinize olmus

bireyden hiicrelerin veya serum aktarilmasi ile olusur. (Dlizgiin 2014)
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5. TUMOR

Tiimor ve kanser terimleri bazen birbirinin yerine kullanilir ve yaniltici olabilir.
Bir tiimor mutlaka bir kanser degildir. Tiimor kelimesi basitge bir kiitleye isaret eder.
Ornegin, bir s1v1 kiimesi bir tiimdriin tanimini karsilayabilmektedir. Bir timor, yaygin
olarak kullanilan, ancak spesifik olmayan, bir neoplazm terimidir. Bir kanser, 6zellikle
tehdit edici bir tiimdr tiiriidlir. Olast bir kanser teshisi konusunu tartigirken bu
ayrimlarin agik¢a goriilmesi faydalidir. Bu, iyi huylu (genellikle zararsiz) veya habis
(kanserli) buytumeleri ifade edebilen genel bir terimdir.(Johns Hopkins University
2018)

5.1.  Benign Tumorler

Iyi huylu tiimérler malign olmayan/kanserli olmayan tiimorlerdir. Tyi huylu bir
timor genellikle lokalizedir ve viicudun diger bolgelerine yayilmaz. Cogu benign
tiimor tedaviye iyi yanit verir. Bununla birlikte, tedavi edilmedigi takdirde, bazi benign
tiimdrler biiyiiyebilir ve boyutlarindan dolay1 ciddi hastaliklara neden olabilirler. Tyi
huylu tiimérler de malign timarleri taklit edebilir ve bu nedenle bazen tedavi edilirler.
(Johns Hopkins University 2018)

5.2. Malign Tumoérler
Malign tumorler kanserli buyimelerdir. Genellikle tedaviye direnclidir,
viicudun diger bolgelerine yayilabilir ve ¢ikarildiktan sonra bazen tekrarlarlar. (Johns

Hopkins University 2018)

5.3. Tiimér Gelisimi ve Kisinin Bagisikhik Sistemi

Bagisiklik sisteminde gerceklesen degisimler tiimor gelisimi swrasinda goze
carpmaktadir. Makrofaj, lenfosit, graniilosit gibi hiicreler bagisiklik sisteminin dnemli
hiicreleridir ve kanser onciisii odaklar gibi erken lezyonlar1 kusatirlar. (Kornstein ve
dig. 1983) TIL’in ileri timdr evrelerinde (kalin bagirsak, agiz i¢i, meme gibi
tiimorlerde) hasta yasam siiresini uzattigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.
(Kirmaz 2018)

TIL hucreleri kanserli hasta kanlarindan elde edilmistir. Elde edilen bu hiicreler
olgunlastirilip ¢ogaltilarak anti-timor fonksiyonlar1 denenmistir. Yapilan laboratuvar
deneyleri Onciil STL’lerin dolagimda ya da tiimor bdlgesinde goriildiiglinti isaret

etmektedir. Bunun yaninda dolagimda goriilen diger hiicreler de tiimdriin protein
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parcaciklarina 6zgiil cevap veren T hiicreleridir. Bu ¢aligmalar sonucunda aslinda
organizmanin timori taniyarak, genel ve bolgesel bir immiin yanitin olusturuldugu
ortaya ¢ikmistir. (Kirmaz 2018)

Bagisiklik sisteminin kanseri tanimasina ragmen, kanser ilerlemesinin neden
durdurulmadigina dair sorunun cevabi olarak; bagisiklik sisteminin enfeksiyonu
tehlike olarak gorerek bakteri ve viriisler i¢in antikor iiretiyor olmasi ve tiimérle iligkili
yapilarin (antijenler) (TIA) viicut antijeni gibi kabul edilip verdigi yanitin yetersiz
kalmas1 sdylenebilir. TIA’e karsi immiinolojik bir tolerans vardir ¢iinkii kanser
otoimmiin bir fenomen gibi goriilmektedir. Bu da TIA e kars1 etkili bir immiin yanitin
olugsmasini engellemektedir. Buna ilaveten tiimoriin saldig1 ve bagisiklik sistemini
baskilayan bazi faktorler de etkin bir immiin yanitin gelismesine engel olan énemli bir
etkendir. (Kirmaz 2018) Malign tiimor hiicrelerine karsi gelisen immun yanit, lokal

(bolgesel) ve sistemik (genel) olarak smiflandirilabilir. (Kirmaz 2018)
5.4. Timor Etrafindaki Bagisikhk Sistemi Hiicreleri

5.4.1. T Hucreleri

T hiicreleri antijene spesifik yanitlar1 veren hiicrelerdir. iki tip T hiicre yanit1
vardir. Bunlardan birincisi antijeni eksprese eden hiicrelerin etkisizlestirilmesi yani
sitotoksisitedir. Sitotoksisitede Tc etki gdstermektedir. Ikinci tip yanit eflamasyonlari
etkileyen sitokinlerin salgilanmasidir. Buna gecikmis hipersensitivite adi
verilmektedir. Gecikmis hipersensitivitede etkin hiicre Th’tir. Hiicre i¢i patojenlerin
(baz1 bakteri ve parazitler, tiim virlisler) yok edilmesi islemini bu iki tip hiicre
gerceklestirmektedir. CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin yanit verdigi antijenler ASH
tarafindan peptidlere doniistiiriilmiis olan protein antijenlerdir ve bunlar sirasiyla
MHC-Il ve MHC-I molekiilleri oldugunda sunulmaktadir. Baz1 bakteriler fagosite
edildikten sonra, fagozomdan kagabilirler ya da fagozomdan sitozole tasindiklarinda
fagositik hicrelerin mikrobisidal etkisinden kurtulabilirler. Bu durum CD8+ T
hiicrelerinin uyarilmasi ile takip edilir. Tc enfekte olan bu hiicrelere saldir1 ve onlarin
yikilmasini saglar. Bu durum hiicre i¢i bakterilerin yikiminda hiicresel immiinitenin
rolinl gostermektedir. Hiicresel immunite CD8+ T hicreleri ve CD4+ T hcreleri
tarafindan aktive edilen makrofajlarin ortak ¢alismasi sonucunda olugmaktadir. (Deniz

2007)
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Yardimct T hiicre reseptorleri antijenlerin taninmasinda dogrudan etkilidir.
Sitokin dretimi, proliferasyon ve belirli hiicre ylizey molekil ekspresyonu, T hicre
aktivasyonunu karakterize etmektedir. Yiksek afiniteli interlokin-2 (IL-2) reseptord,
HLA-DR ve CD38, fenotipik aktivasyon molekiillerini olusturmaktadir. ilaveten,
bellek lenfositlerini CD45RA tasiyan naif T hiicre popiilasyonundan ayiran CD45RO
ekspresyonudur.(Deniz 2007)

TIL’ler timor bolgesinde en fazla goriilen bagisiklik sistemi hiicreleridir.
Tiimoriin ilerlemesi bu hiicrelerin fonksiyonlarinin degismesine neden olmaktadir.
Ornegin, metastatik hastaligi olan bireylerde TIL fonksiyonlari, erken evre tiimorlii
bireylerinkinden daha bozuktur. Timoriin evresi ilerledikce bagisiklik sistemi
hicreleri Gzerindeki baskinin arttig1 bu sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Yani tumarler de
kisilerde bir bagisiklik sistemi yetmezligi yaratmaktadir. TUmOr cevresinde yer alan
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin fonksiyonlarinin bozuk oldugu yapilan ¢aligmalarla
bulunmustur. Fonksiyonlardaki bozukluklarin derecesi saptanarak, hastaligin gidisat1

ve yasam siiresi tahmini yapmak miimkiin olabilmektedir. (Deniz 2007)
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6. KANSER GELiISIMINDE BAGISIKLIK SiSTEMi BAGINTISININ
MEKANIZMASI

6.1. Tiimoér Mikrocevresinin Olusum Mekanizmalari

CD8 T hiicrelerinin gerekli antineoplazik cevabi olusturamamasi selim
baslangi¢li neoplazilerin maligineye doniismesine neden olur.

CD8 T hiicreleri dokularda gezerken ASH'lerden aldig1 antijenik raporlara
gbre, MHC-1 reseptorlerini tarayarak tum hiicrelerdeki biyokimyasal durumu kontrol
eder, tehditleri arar. Tehdidi algilayinca sitotoksik saldir1 yapar ve IL2 IFNy gibi
mediatorleri yiiksek konsantrasyonda salgilayarak immiin sistemi bdlgeye ¢agirir. Bu
islemlerle tiimor bir odakta sinirlanir veya yok edilir. Timorin selim durumdan malign
forma gegmesi onun immiin sistemden kagma becerisi kazanmas1 demektir bu da
immiin sistemce iyi algilanamayip yikilamamasi anlamina gelir.

Kanser = immunoterapisine  cevap  hastanin  immiin  geribildirim

mekanizmalarinin durumuna baglidir ve 6zneldir.(Bektag 2015)
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Sekil 6.1 TUmor hicresinin reseptor ekspresyon bozuklugu T hiicre anerjisine yol agar
(Bektas 2015)’ten alinmaistir.

Sitotoksik T hiicrelerinin herhangi bir sitotoksik saldir1 yapmasi i¢in herhangi
bir zararl hiicreyle baglant1 kurmasini saglayan reseptorler vardir. B7 koduyla ifade
edilen CD28 monoklonal tlimor hticre reseptorlerinin kotu diferansiye ileri evre timor
mikrocgevresi hiicrelerinde kayboldugu gozlenmistir. Bu durum T hucrelerini anerjiye
sokmakta maligniteye neden olmaktadir.

Kanserin olas1 ¢6zumi CD8 T hiicrelerini timor mikrogevresine karsi uyarmak
tizerine gelistirilebilecek etkin immiinoterapiden ge¢mektedir (Bektas 2015)

Buradaki sorunu ¢6zmek i¢in teorik olarak olusturabilecegimiz bir tedavi
yonteminde; Sitotoksik T hiicrelerini kanser antijenlerini iyi algilamasi-yapismast ig¢in
timor hiicrelerindeki kotii diferansiasyondan dolayr kaybolan timdr mikrogevresi
antijenlerinin tekrar olusturmasimni saglamak, kanser eradikasyonunda etkili olabilir.

Genetik miihendisligi sayesinde retroviriislerin bosaltilan genetik materyal
kismina istenen gen eklenmis, retroviriislerin yiizey antijenleriyle oynanarak istenen
dokuyu invaze etmeleri saglanmistir. Retroviriisler 6zellik olarak tasidigi materyali
direkt olarak konagin DNA’sma ekler. Yapay transgenik retroviriislere eklenen B7
reseptori ve IL-2 geni retroviruslere eklenerek malign timor dokusu hedeflenerek
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retroviral invazyonu saglanirsa, neoplastik doku B7 ve IL-2 gibi T hicrelerinin
antitimoral saldirisini artiran faktorler iiretecektir; zaten immunoterapilerin temel
hedefi de T hiicrelerini kansere karsi "uyandirmaktir". (Bektag 2015)
Immiinoterapilerde prensip olarak; hastadan alinan biyopside tumor
mikrogevresi dokusunda etkin sitotoksik saldirida bulunan T lenfositler ayiklanir.
Bunlar hiicre kiiltiirlerinde sitokinlerle g¢ogaltilir. Genetik miihendisligi isleviyle
retrovirusler kullanilarak T lenfosit genlerine kanserli hiicre antijenlerine daha iyi
tutunmalarini saglayacak reseptorler eklenir. Sonugta tiimoral dokuya daha siddetli bir
saldir1 yapacak T hiicreleri hastaya nakledilerek tiimor eradikasyonu saglanir. (Bektas

2015)

6.2. T Hiicre Edinilmis Bagisikhk Yamitinin Kullanilmasi

T hicreleri dokularda gezerken MHC-1 reseptorlerini tarayarak tim
hiicrelerdeki biyokimyasal durumu kontrol eder, bir sorun algilayinca sorunlu dokuya
sitotoksik saldir1 baglatir ve tiimorii smirlar. Malignlesen timor ise, selim
donemlerinde sahip oldugu, kendi dokusuna Ozgiin antijenlerini (farklilagma
faktorlerini) Ozellikle MHC-1 sunum reseptorlerini  kaybettigi icin MHC-1
reseptorlerini tarayan T lenfositler tarafindan CD8 bagimli sitotoksikiteye ugrayamaz,
boylece T hiicreleri "uyusturulmus" olur. Bu nedenle selim timor dokusu, immin
saldirt sayesinde bir odakta smirlandiriliyorken, malinglesince artik bu olamaz ve
odaktan yayilan kanser hiicreleri, multisistemik metastaz yaparak oldiiriicii onkolojik
dongiiyii baglatir.

ASH ise burada devreye girer ve malignlesen timor dokusunda sergilenen ¢cok
cesitli timor mikrogevresi antijenlerini fagosite eder isler ve MHC-2 reseptorlerine
ekleyerek T hiicre reseptorlerine sunar. ASH'ler dolayli olarak malignlesmis timor
dokusunun immiin saldiriyla kismen sinirlandirilmasinda ¢ok 6nemli bir yere sahip
olmus olur. Bu sayede ASH’ler tarafindan spesifik tumor mikrogevresi antijenlere
kars1 uyarilan T lenfositler, malignlesmis timor dokusuna saldirtya gecebilme yetisi
kazanir. Bu nedenle malign bir timo6r odagindan alinan biyopsi incelenince bu tumaoru
smirlamaya caligan T hiicre gruplar1 azinlikta olmak tizere biiylik c¢ogunlukta
"uyusturulmus ve immdinolojik olarak susturulmus" T hiicrelerine rastlanir. Kanser
imminokemoterapisi de; iste bu "uyusturulmus ve susturulmus" T hiicre gruplari

yerine; timori sinirlamaya ¢alisan T hiicre gruplarini koyma iizerine bir yontem olarak
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devreye girer. Kanser imminokemoterapisi yapay otoimmunite olusturarak ¢ogu
malign tumoar tiplerinin tedavisinde olduk¢a 6nemli basarilar elde etmistir. Malign
tumoér  mikrogevresi  hiicrelerini  dldiirmiis  metastazlar1  belirgin  sekilde

engelleyebilmistir.



32

7. IMMUNOTERAPI

Immiin sistemin kanser tedavisinde uygun yontemlerle aktive edilip
kullanilmas1 immiinoterapiyi olusturmaktadir. Immiinoterapide kanser hiicrelerinin
immiin sisteme ait hiicreler vasitasiyla yok edilmesi amaglanmaktadir.(Sakalar ve dig.
2013)

Geleneksel kanser terapileri iizerindeki avantajlar: Bagisiklik sistemi, ¢ok
secici oldugu igin enfeksiyona karsi korumada miikemmeldir ve yalnizca hedef
hicrelere saldirmaktadir. Kanser immiinoterapisinin benzer bir avantaji vardir, kanser
hiicreleri i¢in oldukca segicidir ve kisisellestirilmig tibbin bir formu olan hastanin
bireysel kanserine potansiyel olarak uyarlanabilir. (British Society for Immunology
2013)

Immiinoterapinin avantajlari sunlar1 icerir:

e Bazi durumlarda geleneksel terapilere gére daha az yan etki goriiliir.
Kemoterapi ve radyoterapi, kanserli olmayan hiicrelere zarar veren ve genellikle hos
olmayan yan etkilerle (6rn., Sa¢ dokiilmesi, bulant1 vb.) iligkili spesifik olmayan
tedavilerdir. Immiinoterapilerin yan etkileri yoktur.

e Uzun siireli kanser remisyonu olasiligi vardir ve kansere karsi uzun siire
dayanabilen bir bagisiklik sistemini uyararak niiks riskini azaltir.

e Bircok farkli kanser tiiriiniin tedavisinde etkili bir yol olabilir - bilindigi
kadariyla, bagisiklik sistemi tiim kanser tiirlerini dogru kosullar altinda yok edebilir.
Sorun, bagigiklik sisteminin caligmasina izin veren tedavilerin tasarlanmasidir.
(British Society for Immunology 2013)

Zorluklar: Kanser immunoterapisi gelismekte olan bir alandir ve kanser
immiinoterapisinin tam potansiyelinin gerceklesebilmesi icin halen iistesinden
gelinmesi gereken bir takim zorluklar bulunmaktadir. Kanser immiinoterapisi, "hepsi
uyan tek bir boyut" degildir. Yani, bir tedavinin belirli bir hasta i¢in gecerli olabilecegi
bagka bir hasta icin caligmayabilir. Muhtemelen kanser tedavisinin gelecegi,
muhtemelen konvansiyonel tedavilerle birlikte kullanilan ve uzun siireli hatta yasam
boyu kullanim i¢in potansiyel olan birkag bireysel immdiinoterapiyi icerecektir. (British
Society for Immunology 2013)

Halihazirdaki ana zorluklar sunlar1 igermektedir:
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« Ozellikle hastanin bireysel bagisiklik hiicrelerinin miihendisligini igeren
tedaviler i¢cin emek yogun ve yiiksek maliyet.

* Hastalari, kanserlerin molekiiler/immiin karakterizasyonuyla tanimlanan ¢ok
ozel alt gruplara ayirmay1 gerektirir; Bu su an ¢ok zayif bir sekilde anlasilmis bir alan.

* Su anda uzun vadeli etkiler ve etkililik bilinmemektedir. (British Society for
Immunology 2013)

Immiinoterapinin amacma ulasmasi temelde 3 metotla saglanabilir. Bunlar
Kanser agilar1 kullanimu, spesifik antikorlarin hastaya verilmesi ve terapi amacli hiicre

transferi yontemleridir.

7.1. Kanser Asilan

Yapilan ¢aligmalarda birinci yontem olan asilama yontemi birgok farkli kanser
tiriinde denenmistir. Peptid, DNA ya da protein asilar1 reseptorleri ya da kanser
olusumunda iiretimi artmakta olan biliylime faktorlerini hedef alirlar. Bu asilarin
denenmesi farkli adjuvantlarla beraber olmustur. Asilama denemeleri farkli antijen
gruplar1 iizerinde gergeklestirilmistir. Ornegin bu gruplardan biri dokulara &zel
farklilagsma antijenleri i¢eren bir gruptur. Bu gruba Ornek olarak hedeflenen protein
melanoma igin TRP2 proteinidir. Buna benzer olarak tumadr blytimesini destekleyen
ve tiimorde tliretimi anormal derecede artmig faktorleri kapsamaktadir. Bu antijenlere
ornek olarak da meme kanserinde kotii prognozla iligkilendirilen HER2 verilebilir.
EGFR iizerine odaklanmig olan ¢aligmalar da kolon kanseri i¢in yapilmaktadir.
Asilama yonteminde caligmalara konu olan {igiincii grup ise germ hiicrelerini ve
kanser-testis antijenlerini kapsamaktadir. Kanser-testis antijenleri kanser hticrelerinde
uretilir ve normal dokularda yer almaz. NY-ESO-1 kanser antijeni de asi
calismalarinda ¢esitli kanser tiirleri icin hedef alinmistir. As1 modelleri klinik
calismalarda denenmektedir ¢linkii preklinik fare modellerinde olumlu sonuclar elde
edilmistir. Ancak klinikte uygulanacak sekilde {iiretilmis bir kanser asisi elde
edilememistir. Kanser as1 ¢alismalart monoklonal antikorlarla ilgili c¢aligmalarin
tabanini olusturur. Kanser asis1 heniiz iiretilememesine ragmen asi ¢aligmalarinin

sagladigi en onemli faydalardan biri de budur. (Sakalar ve dig. 2013)
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7.2.  Spesifik Antikorlarin Hastaya Verilmesi

Immiinoterapide yer alan ikinci yontem, belirli antikorlarin hastaya verilmesine
dayanmaktadir. Immiin terapi yontemlerinde klinik uygulamalarda en ¢ok kullanilmis
olan ve onaylanan antikorlar monoklonal antikorlardir. Trastuzumab, Cetuximab,
Bevacizumab, Alemtuzumab, Rituximab gibi monoklonal antikorlar ila¢c olarak
iiretilmis olan en 6nemli antikorlardwr. Bu antikorlar baglica olarak kolon, meme
kanseri ve ¢esitli 16semileri hedef almaktadir. VEGF, EGFR, HER2 gibi kanseri
destekleyen blylime faktorlerini veya CD52 ve CD20 gibi kanser hiicrelerinde retilen
antijenler bu antikorlarm hedefindedir. ileri melanom hastalarinda Ipilimumab
monoklonal antikoru kullanilarak bazi basarilar elde edilmistir. Bu antikor ¢ok yenidir
ve sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4) adli antijeni bloke ederek kanserin immdiin

sistemi inhibe etmesini engeller. (Sakalar ve dig. 2013)

7.3.  Terapi Amach Hiicre Transferi

Immiin sistem hiicrelerinin hastaya transferi iigiincii yontemdir. Bu immiin
sistem hucrelerine sitotoksik T lenfosit ya da DH 6rnek olarak gosterilebilir. T lenfosit
ya da DH aktarimi yakin zamanda klinik onay almigtir. Bu aktarim preklinik
caligmalarda yaygin olarak kullanilmistir. Klinik onay DH kullanilan yaklagim i¢in
alinmistir. Inkiibasyon islemi hastadan alman DH’in hedef antijenin birlikte hiicre
kiiltiir ortaminda inkiibe edilmesiyle gergeklesir. Kiiltiir ortami tasarlanirken DH’in
aktive edilmesini, antijeni alarak sunuma hazir hale getirmesini ve T lenfositleri
uyarmaya uygun olgunlasmay1 gerceklestirmesini sagalayacak bicimde olmasina
dikkat edilmistir. Prostat kanserlerinin yaklasik %95’inde DH asis1, iiretilen protatik
asit fosfataz (PAP) antijeni ile hazirlanir. ileri evre metastatik prostat kanserli
hastalarda Sipuleucel-T adli hiicre asis1 kullanilmistir. Bu as1 hayatta kalima oranini
artirmay1 basarmis ancak bu artig cok dikkat ¢ekecek diizeye ¢ikmamustir. Sipuleucel-
T, PAP adlh farklilagsma antijenini hedef almak i¢in DH’lerin kiiltiir ortaminda
uyarilarak hastaya verilmesini iceren bir asidir. Bu hayatta kalim siiresinin uzamasi
tedaviye zor yamit veren ileri evre metastatik prostat kanserlerinde
gerceklesebildiginden dolayi ileriki caligmalara bir umut 15181 tutmaktadir. (Sakalar ve
dig. 2013)
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8. TIL

8.1. TIL Tanim

TILler fenotip cesitliligi, antijen spesifikligi, avidite ve fonksiyonel 6zellikleri
ile karakterizedirler. TIL popiilasyonu organizma dis1 (ex vivo) aktive edilip
cogaltilarak tiimor tasiyan konaga tekrar niifuz edilebilir. (Restifo ve dig. 2013)

Tumaor spesifik T hucrelerinin aktivasyonu icin 6zel ASH’ler tarafindan
sunulan tiimérle iliskili antijenlerle karsilasmasi gerekmektedir. Ilaveten, aktif T
hiicreleri tiimoriin hiicre yiizeyinde sunulan antijenleri taniyabilir. Timdr spesifik T
hiicrelerinin gdg¢iliniin ayn1 kdkene sahip antijenlerle karsilastiginda durdugu
organizma i¢i (intravital) goriintiileme teknikleri ile gosterilmistir. Bu gdzlemler
melanomali  hastalarda TIL popiilasyonunun izole edilip c¢ogaltilabilecegini
gostermistir. TIL popiilasyonunun izolasyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in tiimdriin kesilip
cikarildiktan sonra hiicreleri tek hiicreli siispansiyonlara veya tiimor parcaciklarma
ayirmak, sonrasinda biiylime faktorii olan IL-2 eklenmesi gerekmektedir (Sekil 8.1).
Genetigi degistirilmis olan T hiicreleri, ¢esitli timor histolojilerinin tedavisinde

kullanilabilmektedir. (Restifo ve dig. 2013)
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Sekil 8.1 TIL izolasyonu ve timore spesifik T hucre popllasyonun cogaltilmasi
(Restifo ve dig. 2012’den alinmastir)

TIL, tiimor hiicreleri ile en yakindan etkilesime giren ve tiimor ana
etkilesimlerini daha dogru bir sekilde yansitan lenfositlerdir.(Holmes 1985) Otolog
TIL igeren, in vitro olarak manipiile edilen ve in vivo uygulama sonrasinda timor
hiicresi lizisini baglatmak i¢in tiimore yeniden infiltrasyon yapmak tzere hiicrelerin
hazirlanmasi sekilde gosterilmistir. In vitro olarak, terapotik TIL'ler tumdr dokusundan
izole edilir ve IL-2 gibi lenfokinler ile kulturlenir; Terapotik TIL'ler daha sonra hastaya
verilir; burada tumdre tekrar infiltrasyonundan sonra timor hucrelerinin
parcalanmasma ve tiimor gerilemesine neden olabilirler. Tedavi edici TIL'lerin
kullanimi, adoptif immiinoterapinin bir formu olarak disiinilir.(National Cancer
Institute 2018b)

Kirk yil 6nce, Murray ve ark. 148 hastay:r inceledi ve tiimorlerinde yiiksek
diizeyde inflamatuvar hicre bulunan bireylerin, tumdér infiltrasyonu olmayan hastalara

gore daha iyi bir prognoza sahip oldugunu buldular. Bu rapordan bu yana ¢ok sayida
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tumor tipi (uterin servikal, kolorektal, 6zofageal, meme, ovarian, bobrek), TIL'leri
karakterize etmek ve verileri hasta prognozuyla iliskilendirmek i¢in kullandi. Bu
caligmalarin mantigi, konak tarafindan kullanilan tiimor kontrol mekanizmalarina
iliskin bilgiler verilmesi idi; bu dogal olarak olusan kontrol mekanizmalarmdan
istifade ederek etkili immiinoterapiler gelistirilebilir. Ne yazik ki, bu ¢aligsmalarin
verilerinin gercegi, erken ¢aligmalarin 6ngordiiglinden daha az netti. Artmig TIL
sayisina sahip hastalarin siklikla sagkalim oranlarinin artmasina ragmen, bu her zaman
gecerli degildir. Bu bulgulara, tlimdriin antijenitesi, antijen sunumunun etkisizligi ve
tiimor mikro ortaminda ifade edilen ¢6ziinebilir aracilar dahil olmak {izere gesitli
aciklamalar onerilmistir. Belirli bir kanserin altinda yatan etiyolojinin, bir prioriden,
insan kanserlerinin farkl kokenleri g6z oniine alindiginda tiimor sizmasini etkilemesi
beklenir. Bu nedenle, optimum timor kontrolu icin gerekli olan hicre tipleri veya
urtinleriyle ilgili fikir birliginin bulunamamasi sasirtict degildir.(Drescher ve Lynch
2005)

8.2.  TIL’lerin Immiinofenotipleri

8.2.1. CD8

Malign doniisiime ugramis konak hiicreleri CD8+ sitotoksik T hiicreleri (CTL)
tarafindan yok edilir. Immiinolojik sinaps yapi, CTL ile hedef hiicre arasinda
olugsmaktadir. CTL hiicre temas: ile ortama salman graniiller igermektedir. Bu
graniiller modifiye olmus lizozomlardir. Perforin, Garnulozin ve granzim gibi efektor
proteinler bu graniillerin igerisinde bulunmaktadir. Perforin hedef hiicre sitozole
granzimlerin gegisini kolaylastirir. CTL IFN-y, TNF—a ve IL-2 gibi sitokinleri tretir.
IFN-y, viral replikasyonu baskilar ve MHC I ekspresyonu tetikler. CTL {izerinde THR
uyarimi kabiliyetini arttirir. IFN-y, makrofaj aktivasyonu i¢cin TNF—a ile sinerjik etki
gosterir. CD8+ T hiicre farklilagsmasi i¢in dnemli transkripsiyon faktorleri T-bet ve

omesodermindir.

8.2.2. CD28

Antijen sunan hiicrelerde B7.1 (CD80) ve B7.2 (CD86) ligandlar1 ile etkilesime
giren CD28, THR-aracili T-hiicresi ¢ogalmasini, farklilasmasini ve aktivasyonunu
arttirir. B7-CD28 kostimiilator molekdl ailesi, T hicresi reseptor sinyallerini module

eder ve T hiicresi aracili immiin yanitlarin kontroliinde temel rol oynar. En kapsamli



38

caligilan kosignalizasyon reseptoru olan CD28, B7-1 (CD80) veya B7-2'den (CD86,
B70) bir uyarici sinyal kabul eder ve bir T hiicresi reseptor sinyalinin varliginda saf T
hicrelerinin aktivasyonunu destekler. CD28, T hucrelerinin buyumesini, hayatta
kalmasmi ve farklilasmasini ve ayrica antikor yanit1 gereksinimini uyarir. CD28,
interlokin-4 (IL-4), interl6kin-5 (IL-5), interferon-y (IFN-y) ve tiimor nekroz faktorii-
o (TNF-a) dahil olmak iizere sitokin dizisini uyarir. CD28, yiiksek miktarlarda IL-2'yi
indikler ve hayatta kalma faktorii Bcl-xL'yi yukseltir. CD28, g stper ailesinin bir
homodimerik uyarict hiicre yilizeyi reseptoriidiir. T-hiicre yanitlarinin CD28 ko-
stimulasyonu ile kontroll, istenmeyen Onlenmesi ve istenen (antimikrobiyal)
immiinitenin tetiklenmesi i¢in bir yol saglar. Cok giigliit CD28 sinyalleri, T hiicresi
aktivasyonunu tetiklemek igin antijen arama islemi tarafindan iretilen zayif tonik
sinyallerle sinerjize edilebilir. CD28’in uyarilmamig T-hUcreleri Gizerinde bile temel
ifadesi, T-hiicresi aktivasyonundaki merkezi ve belirgin roliinii agiklar. CD28,
benzersiz fosforilasyon ve transkripsiyonel sinyallesme, metabolizma ve T
hiicrelerinin uzun siireli genislemesi ve farklilasmasi i¢cin gerekli olan Onemli
sitokinlerin, kemokinlerin ve hayatta kalma sinyallerinin Gretimi de dahil olmak Ulzere

kritik hiicre i¢i biyokimyasal olaylar1 yonlendirir.

8.2.3. CD57

CD57'min, CD8+ T'de ve farklilagmanin ge¢ asamalarinda NK hicrelerde
mevcut oldugu gosterilmistir. CD57+ lenfositler kat1 timérlerde siklikla artmaktadir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar tiimor infiltrasyonlu CD57+ lenfositleri ve kanser
prognozunu iligkilendirmistir, ancak sonuglar1 tartismalidir. Bu nedenle,
immiinoterapi i¢in bir biyobelirte¢ olarak degeri daha fazla degerlendirmeye ihtiyag
duymaktadir. Son yillarda, birgok ¢alismada tiimor infiltrasyonlu CD57+ lenfositleri
ve kat1 timorlerin prognozu ile iligkili olmasina ragmen, sonuglari tartismali olsa bile
tutarli degildir. CD57+ lenfositlerin, timdrin ilerlemesini geciktiren insan solid
tiimorlerinde antitimor immiinitesinin kurulmasinda 6nemli aktdrlerden biri oldugunu
gostermektedir. 1lk olarak, CD8+ T ve NK hiicreleri gibi lenfositlerdeki CD57
ekspresyonu, granzim A, granzim B gibi sitolitik enzimlerin ekspresyonunun
artmasiyla iligkilidir ve performans gostermesi, CD57+ lenfositlerinin timor hicreleri
de dahil olmak Uzere hedef hucreleri sitoliz yapma kabiliyetine sahip oldugunu 6ne
siirmektedir. Tkincisi, CD57+ T, CD8+ T ve CD57 antijenini ifade eden NK hiicreleri,
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uyarildiginda tiimoriin biiyiimesini engellemek i¢in daha fazla IFN-y Uretebilir. CD8+
CTL, GZMB gibi granzimlerin etkisiyle timor hiicrelerinin antijen-spesifik sitolizine
aracilik ettigi bilinen anti-timor tepkilerinde kritik efektor hicrelerdir. CD8+ CD57+
CTL, tiimor hiicrelerinin etkili sitotoksik Oldiiriilmesinin yani sira, kronik viral

enfeksiyonla miicadelede en gii¢lii hiicreler olarak tanimlanmustir.

8.2.4. CD137

CD137 sinyallesmesi, 6zellikle T hiicresi hafiza havuzu icinde T hiicresi
cogalmasmi ve sagkalimmi diizenler, Bcl-XL anti-apoptotik protein ifadesini
artirabilir ve CD8 + T hiicresi genislemesini destekler. Bulgular CD137'nin tiimor
reaktif TIL'lerin biyolojisinde yeni bir rol oynadigmi gostermektedir. TIL alt
kiimesinin, tiimdrlerde CD137'yi secici bir sekilde eksprese ettigi gozlem, kismen,
preklinik caliymalarda agonistik anti-CD137 antikorlarmin preklinik ¢alismalarda
gosterilen anti-tumor etkilerini ve CD137 sinyalinin insan TIL'lerini korudugu
gozlemini aciklamaya yardimci olur. TIL'ler tarafindan CDI137 ekspresyonunu,
CD137 hedefli immiinoterapi icin kati timdrde bir firsat ortaya c¢ikardigini
gostermektedir. Anti-CD137 agonistlerinin pro-T-hiicresi hayatta kalma fonksiyonu
ve antitimOr aktivitesi, kendi basina antitimor aktivitesine aracilik eden PD-1 ve
CTLA-4 gibi negatif immunoregulator molekillere yonelik bloke edici
antikorlarinkinden bagimsiz mekanizmalar tarafindan ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle,
CD137 agonistleri, anti-PD-1 ve/veya anti-CTLA-4 terapisi veya asilar, sitokinler,
immiinolojik kemoterapi, diger agonistik antikorlar ve adaptif T gibi diger immiin
arttirict immiinoterapiler ile kombinasyon halinde kullanim i¢in giiglii bir aday gibi
gorunmektedir. Anti-tiimoér yanitinda CD8+ TIL'ler i¢in daha belirgin bir rol ifade
eder.

8.3.  TIL’ler Tumor Hucrelerini Oldurebilir mi?

AHT ex vivo ¢ogaltilmis hiicre popiilasyonlar1 kullanilan tedavi yontemidir.
Tiimor,ex vivo ¢ogaltilip hastaya tekrar asilanan hiicreler tarafindan yok edilebilir.
Kanserli hastalarda immiin sistemin geg¢ici olarak devre dis1 birakilmasina
“hazirlanmis lenfotiikenim” denmektedir. Hazirlanmis lenfotiikenim, kemoterapinin
tek basma ya da tiim viicuda uygulanan 15in tedavisiyle beraber kullanilmasi ile

saglanir. Bu islem transfer edilmis olan T hiicrelerinin kalic1 olmasini saglamaktadir.
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Metastatik melanomal1 veya diger tedavi alternatiflerine cevap vermemis olan 16semi
ve sinoviyal hiicre sarkomu gibi bazi tiimdr histolojisine sahip hastalarda IL-2
verilmesi ve lenfotiikenimi hazirlayici bir uygulamanin AHT ile beraber uygulanmasi
tiimor eradikasyonunun uzamasina neden olabilmektedir. Spesifik T hiicre sayisinin
tiimor hiicreleri tarafindan eksprese edilen antijenler i¢in artmasina ragmen, timdriin
yok edilememis olmas1 bir soru isaretidir. Bunun nedenleri arasinda tiimordeki timor
spesifik T hiicrelerinin kronik aktivasyona ugramasi veya immiin baskilayici
faktorlerle g¢evrilmis olmasi gosterilebilmektedir. TIL’leri engelleyen molekdller,
organizma igindeki T hicresi immunoglobulini, musin alt birimi (mucin domain)
iceren protein 3 (TIM3), lenfosit aktivasyonu gen 3 proteini (LAG3), programlanmis
hicre 6lumi proteini 1 (PD1) ve CTLA4 gibi bagisiklik baskilayicit molekiillerdir.
Ancak T hiicrelerinin aktivasyonu ve klonal ¢ogalabilmesi i¢in bagisiklik baskilayici
tiimor cevresinden uzaklastirilmalar: gerekmektedir. TIL lerin daha diisiik miktarda
bagisiklik baskilayici sitokinlere maruz kalmasi igin, TIL’ler, myeloid kokenli
baskilayic1 hiicreler (MDSC’ler) gibi bagigiklik baskilayict hiicre populasyonlarindan
ayrilir. TIL populasyonlart uygun sayilara ulasana kadar organizma dis1 gogaltilir.
Uygun sayilara ulastiktan sonra konakg¢iya yeniden nakledilir. Bu igslem yerlesmis
kanserlerde dayanikli ve tam remisyonu saglayarak tiimoriin tamamen yok edilmesini

ve hatta ‘lyilesmesini’ saglayabilir. (Restifo ve dig. 2013)

8.4. T Hiicreleri Tiimorii Nasil Hedefler?

Tiimdr antijenlerinin saptanmasi bu alanda ¢alisanlarin karsilastiklari en biiyiik
zorluklardan biridir. Timore 6zgii olan ve mutasyon gec¢irmis genler antijenleri
kodlamaktadir. Timér hiicreleri ve vazgecilebilir normal doku htcrelerinin sahip
oldugu ortak antijenlerin olup olmadigi, T hiicrelerin sadece tiimor hiicrelerini tanidigi
bir pencerenin varlig1 cevaplanmasi gereken sorulardandir. Bunlara ilave olarak,
tiimordeki malign hiicrelerin ne kadarmin aday antijenleri stabil olarak a¢iga ¢ikardigi
ve bu durumun seviyesinin ne oldugu da merak edilen noktalardandir. Arastirmalara
konu olan diger 6nemli bir soruda tiimorii yok etmek icin tum kanser hicrelerini mi
yoksa tumaoru besleyen ve onu gevreleyen stromal hicreleri yok etmek yeterli midir
sorusudur. Aday bir antijenik molekil, bir kismi1 CD8+ T hiicrelerini uyaran diger
kismi da CD4+ T hiicrelerini uyaran degisik antijenik epitoplar saglayan aday bir

antijenik molekiil var midr? Organizmadaki her c¢ekirdegi olan hiicre MHC-I
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olusturmaktadir. Bu sebeple tiimore 6zgii MHC-I siirl T hiicreleri bir¢ok hiicre tipini
taniyabilir. Fakat, neoplastik hiicreler MHC-I ekspresyonlarmi baskilayarak
diizenledikleri icin stabil olmayan hedefler olarak kabul edilir. ASH’ler MHC-II ile
ekzojen antijenleri igler ve T hiicrelerine sunar. MHC ekspresyonu kaybolmus
timorler ile iligkili antijenler bu sekilde T hiicrelerine tanitilabilir. Boylece dogal
bagisiklik ve wvaskiiler yikim tetiklenerek bu kitleler hedeflenebilir. Birgok
mikroskobik tiimdr belirginlesmeden immiin denetleme vasitasiyla yok ediliyor
olabilir. Arastirmacilar, timoriin ‘immuneditleme (immunoediting)’
mekanizmasindan gegtigini preklinik ¢aligmalarda aldiklar1 sonuglara dayanarak 6ne
stirmiilerdir. Fakat kontrolsiiz olarak biiyiimekte olan ve konaklarini mutlaka 6ldiiren
timor kitleleri taninmaktan sadece kendi Urettikleri antijenik hedefleri yok ederek
degil, ayn1 zamanda adaptif immiin sisteminin yetersizliginden faydalanarak ya da
daha da yetersiz hale getirerek kacarlar. Cunki bu kitleler immunolojik hedef
antijenlerini agik bir sekilde eksprese ederler.

Melanoma-iligkili Antijen Geni 1 (MAGEA1) MZ2E genini kodlar ve
MAGEALI insanda tanimlanan ilk tiimdr iligkili antijen genidir. Yiizlerce farkl antijen
o zamandan beri bulunmustur. “Cancer Immunity Peptide Database” hiicreleri
tarafindan tanman yiizlerce epitoptan birkagini listelemektedir.(Cancer Research
Institute 2018)

8.5.  Cesitli Malignitelerde Yapilan Calisma Ornekleri

8.5.1. Meme Kanseri

TIL'lerin yararli prognostik veriler saglayip saglamayacagini arastirmak i¢in
mevcut literatiiri gozden gecirilmis ve klinik uygulamada kullanimlar1 igin
kisitlamalar1 belirlemek amacglanmigtir. Tiim verilerin toplanmasi yuksek TIL
seviyeleri ile genel hayatta kalma (OS) arasinda bir iliski gostermedigi fikrine
varilmasina sebep olmustur. Bununla birlikte, TIL lerin elde edildigi bolgeler dikkate
alinarak degerlendirildiginde 6nemli farkliliklar gézlenmistir.(Ocafia ve dig. 2015)

Buna gore, Peritiimdr stromada TIL varlig1 bildiren ¢aligmalar i¢in, yiiksek TIL
seviyelerinin varlig1 iyilestirilmis OS ile iligkilidir. Stromal TIL'lerin analizi anlamli
heterojenligi gostermemistir. Uclii negatif meme kanseri igeren calismalar dahil

edildiginde TIL'ler ve OS arasindaki iliski benzerdir. intratiimoral TIL'leri bildiren
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caligmalar1 degerlendirirken bir kez daha belirgin bir heterojenite vardir ve yiiksek TIL
seviyeleri ile OS arasinda herhangi bir iliski saptanmamaigtir. Stromal TIL'lerin varligi
hem iiclii negatif tiimorlerde hem de se¢ilmemis meme kanserlerinde iyilestirilmis
sonug ile iligkilidir. Tersine, intratiimdral TIL'lerin varligi, olduk¢a heterojen sonuglar
ile iligkilendirilir, bu da yaymlanan verilerin yorumlanmasma iliskin belirsizligin
yuksek seviyesine neden olur. Erken meme kanserinde prognostik biyolojik belirte¢
olarak TIL'lerin kullanimi yeni bir 151k olarak degerlendirilebilir. (Ocafia ve dig. 2015)

8.5.2. Melanom Kanseri

Melanomdaki TIL tedavisinin mevcut durumu, etkinligini arttirma stratejileri,
mevcut engeller ve TIL'in varligimi genel hasta popiilasyonuna yaymak igin
gelecekteki yonergeler gozden gecirilmistir. TIL tedavisi diger tedavileri basarisiz
olan metastatik melanomali hastalarda %50'in {izerinde yanit oranlar1 ve %20'lik
dayanikli tam cevap oranlari ile tartigsmasiz daha basarilidir. Melanomda TIL tedavisi
kullanimu ile ilgili ilk ¢aliymalarda yiizde kirklara yakin basari elde edilmistir. O
zamandan bu yana TIL iiretimi ve se¢imi ile ilgili metod degisiklikleri ve TIL
alimmdan Once hastalar1 buna hazirlayici rejim degisiklikler sonuglarin iyilesmesine
sebep olmustur.(Lee 2013)

2011 yilinda Radvanyi ve meslektaslarinin basarili TIL olusumunu saglayan
faktorleri arastirmak icin yaptiklart calismada kullandiklar1 hastalardan elde etikleri
sonuclara gore genglerin ve kadin hastalarin TIL iiretimi i¢in daha yiiksek bir basar1
orani tagidiklarini bulmuslardir. TIL {iretimi orani, 30 yasin altindaki hastalar i¢in %94
iken, 60 yas ilizerindeki hastalar icin %46 basar1 oranidir. Kadin hastalar erkeklerde
%71, erkeklerde ise %57 daha yliksek orandadir. TIL alimindan 30 giin 6nce sistemik
tedavi alan hastalar, son terapi alimindan 90 giin 6nce meydana geldiginde %66'lik bir

oranla karsilastirildiginda %47'lik bir basar1 oranina sahiptir. (Lee 2013)
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9. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisjmanmn amac1 meme kanserinde adoptif immiinoterapinin
kullanilabilirliginin potansiyeli oldugunu arastirmaktir. Bu ¢alismada meme timorii
cevresinde yer alan TIL’lerin flow sitometri cihazi kullanarak antikorlar yardimi ile
tespit edilmesi ve lenfositleri uyarici etkiye sahip bir sitokin olan IL2 ile sayilarinin
artirtlmas1 denemeleri gergeklestirilmistir. Bu denemelerden sonug elde edebilmek

icin bu boliimde belirtilen agamalar sirasiyla yapilmistir.

9.1. Tiimériin Mekanik Olarak Parcalanmasi

Bu ¢alismada kullanilan hasta popiilasyonunun tamami metaztatik olmayan
erken evre meme CA’dr. 22 meme kanserli hastada yapilan bu caligmada
ameliyathanede cerrahi yontemlerle alman tiimoér dokusu, steril sartlar bozulmadan
patoloji laboratuvarmna getirilmistir. Patoloji uzmanmin yardimi ile sterilite
bozulmadan, streril falkon tiipe yag dokusundan siyrilmis 2-3 mm g¢apinda bir parca
tiimor aktarimagtir.

Tiimdr dokusundan alinan 6rnek, tiimor laboratuarina serum fizyolojik iceren
steril falkon tup (Isolab, Tlrkiye) ile getirilmistir. Bunu takiben, 6rnek sinmif II biyolojik
guvenlik kabinde (Biobase,Almanya) petri kab1 igerisinde dnce bistiiri ve igne ucu
yardimu ile tiimor kiigiik parcalara boliinmiistiir. Petri i¢indeki 6rnek, fosfat tamponlu
tuzlu su (PBS) (Thermo Fisher) ile iyice temizlenerek, hi¢ icinde 6rnek kalmayacak
sekilde pipet yardimi ile 50 mI’lik falkon tiipe (Isolab) aktarilmistir. Daha sonra falkon
tiip icerisindeki tiimor pargalart 6nce diisiik sonra yiiksek devirde homojenizator
(Tissue Disposable Probes) (QIAGEN) ile 15-30 saniye kadar parcalanmistir. Elde
edilen tumadr suspansiyonu 40pum’lik hicre stizgecinden (Falcon) yeni bir 50 ml’lik
falkon tiipe aktarilmistir. Ornek, santrifiijde 1500 xg’de 10 dakika 4°C’de sogutmali
santrifiij (Eppendorf, Almanya) ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra, slpernatant atilmistir. 5 ml PBS
eklenerek pipetaj hareketi ile restspanse edilmistir.

Steril 15 mI’lik yeni bir falkon tiip almip, igerisine 10 ml Ficoll-Hypaque 1077
(Sigma-Aldrich) eklenmistir. Fikoliin iizerine 5 ml besiyeri CM ile restispanse edilen
TIL solisyonu, 10 mP’lik steril, tek kullanimlik serolojik pipet (SPL Life

Sciences,Giiney Kore) ile kenardan yavas yavas yayilmistir. Ornegimiz, 21°C’de 1500
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xg’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Fikol asamasinda santrifiijiin 21°C olmasi
onemlidir. Fikol 21°C’de l6kositlerin yuzeye ¢ikmasini saglamaktadir.

Santriflij islemi bittikten sonra falkon tiipte fikol ile l0kositlerin ayrimi
belirgindir. Hiicreler fikoliin {izerine ¢iktig1 i¢in tiipli ok sarsmadan pipet yardimi ile
iist kistm yeni bir falkon tiipe alinmistir. Alt kisim ve pellet ise atilmustir.

Hazirlanmis olan CM’den 2200 pl alinarak hiicreler iizerine eklenmis, pipetaj
yapilarak tiipteki hiicreler ¢ozdiiriilmiistiir. TIL’ler ve CM’den olusan siispansiyondan

200 pl akim sitometri ¢alisilmak iizere alinmistir.

9.2.  Akim Sitometri

Calismanin akim Sitometri asamasi Beckman Coulter firmasina ait Navios 500
marka, 3 lazer, 10 renkli cihazinda yapilmustir.

CD57 (FITC - Fluorescein isothiocyanate), CD4 (PE - RPhycoerythrin), CD8
(PC5 - RPhycoerythrin-Cyanine5.1), CD56 (PC7 - Phycoerythrin Cyanin 7), CD137
(APC Biolegend), CD28 (A750 Allophyocyanin-Alexa Fluor750 BC Beckman
Coulter), CD3 (PB - Pacific Blue-BC), CD45 (KO - Krome Orange) akim sitometri
tipine 5 pl pipetlenmistir. Akim sitometri i¢in ayrilmig olan TIL hiicre
siispansiyonundan 200 pl, antikorlarin iizerine pipetlenmis ve 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. 15 dakikanin sonunda 500ul PBS (Beckman Coulter) (Isoflow)
pipetlenerek, yikama amagl 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu islem sonunda hiicreler
1300 rpm 5 dakika (Niive) santrifiij edilmistir. Ustteki siipernatant atilmustir. Dipteki
hicrelerin Gzerine 500 pl PBS (Isoflow) konulup vortekslenerek akim cihazinda
okutulmustur. Akim sitometri sonuglarina gore, drnekte var olan T lenfosit hiicre
popllasyonu CD3, CD4, CDS8 ile, var olan T lenfositlerin NK oranlar1 tiipe pipetlenen
CD56 ve CDS57 antikorlar: ile tespit edilirek, yardimer T hiicresi ile sitotoksit T
lenfositlerin aktivasyonlar1 CD28 ve CD137 yiizey antikorlari ile belirlenmistir.

Hiicre silispansiyonunda tiimor etrafinda goriilmesi beklenen T lenfositler yani
Tiimor Infiltre Lenfositlerin varhigm akim sitometri sonucu belirlemektedir.
Cihazdaki Side Scatter’a (SS) kars1t CD3 pozitif hiicre varligi elde edildigi takdirde,
kalan 2000 pl TIL hicre suspansiyonu IL-2 ile CM 24 kuyucuklu steril plaga
(VWR,Kanada) ekimi gerceklestirilir. IL-2 lenfositlerin ¢ogalmasmi saglayan bir
sitokindir.



45

2000 pl besiyeri ve TIL’den olusan siispansiyon, 6000 U IL-2 (Biolegend)
karsilik gelecek sekilde 15 pl IL-2 ile kultire edilmistir. 24°lik plagin tek bir
kuyucuguna ekilir. CO: inklbator (Heal Force, Cin) 25 °C’de inkibasyona
birakilmistir. Her iki giinde bir hiicrelere inverse mikroskop (Olympus,Japonya) ile
bakilmistir.

Yedinci giiniin sonunda pasaj islemi yapilmistir. Inkiibasyondan alnan
hiicreler kuyucuga pipetaj yapilarak kaldirilmigtir. 15 ml’lik falkon tiipe alinan
hicreler 1500 xg’de 5 dakika santrifuj edilerek, 2200 pl CM ile ¢ozdurdltr. 200 pl’si
akim sitometri ¢galigmasi igin ayrilir. Akim sitometri sonucuna gore birakilan antikorlar
icerisinde T lenfosit tespit edilmis ise 2000 pl besiyerli TIL Uzerine 6000 IU IL-2’ye
karsilik gelecek sekilde 15ul IL-2 ilave edilip 24°liik plakta tek bir kuyucuga ekilir.
Akim sitometri sonuglari neticesinde ¢aligma ya sonlandirilir ya da TIL hiicre

stispansiyonu -196°C s1v1 azot tanki1 (MVE Chart Industries) dondurulur.

9.3. CM (Besiyeri Hazirhg)

10 ml besiyeri hazirlamak i¢in;

e %10’luk FBS’den (Fetal Bovine Serum) 1 ml (Thermo Fisher)

e Hepes 250 pl (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit) (Thermo
Fisher)

e Penstrep 100 pl (Thermo Fisher)

e B-Mercaptoethanol 9 pl (Thermo Fisher)

e L glutamin 100 pl (Thermo Fisher)

e RPMI 1640 8,54 ml (Thermo Fisher)

kullanilmaktadir.
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10. BULGULAR

Calismada kullanilan hasta tiimor Ornekleri Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Merkezi Patoloji Boliimii’nden alinmustr.
TNKU Klinik ve Laboratuvar Arastirmalar1 Etik Kurulunun 28.03.2019 tarih ve
2017.38.03.09 sayili izni (EK.1) ile hastalardan aydinlatilmis onay1 (EK.2 ve EK.3)
alindiktan sonra standart protokollere gore “Meme Kanseri Dokusundan Elede Edilen
Tiimér Infiltran Lenfositlerin (TIL) In Vitro Ortamda Cogaltilmasi ve Fenotiplerinin
Saptanmas1” ¢alismasi yapilmistir. Calismaya 22 malign meme tiimdrii olgusu dahil
edilmigtir. Tiimorlerin cinsi patolojik degerlendirmeden gegirilmis olup, ¢caligma i¢in
patoloji raporlar1 referans alinmustir.

Ornek kiimesine gore calismaya katilan hastalarm yas ortalamasi 51,45 yildur.
Bu 22 hastanin 7’sinde (%31,82’sinde) TIL’leri izole etmeyi basarirken, 15’inde
lenfosit genislemesi saglanamamastir.

Cizelge 3 Timorin Klinik Bilgisi

Ornek | Cerb-B2  Asir1 | Ostrojen Reseptorii Progesteron Reseptorii
No Salinimi
Hasta 1 | Mevcut Degil +1 Nukleer Boyanma
Izlenmemistir
Hasta2 | +1 Nukleer Boyanma | Nukleer Boyanma
Izlenmemistir Izlenmemistir
Hasta 3 | Mevcut Degil +3 Nukleer Boyanma
Izlenmemistir
Hasta4 | +1 +1 Nukleer Boyanma
Izlenmemistir
Hasta5 | +1 Nukleer Boyanma | Nukleer Boyanma
Izlenmemistir Izlenmemistir
Hasta6 | +1 +3 +3
Hasta 7 | Mevcut Degil +2 Nukleer Boyanma
Izlenmemistir

Cizelge 3’te ¢alismaya alinan ve TIL izole etmenin basarildigi 7 malign meme
kanseri hastas1 tiimor 6rneklerinin patolojik klinik bilgileri verilmistir. Bu gizelgeye
gore 3 oOrnekte Cerb-B2 asir1 salinimi (tiimor hiicrelerinde sitoplazmik boyanma)
gbzlemlenmemistir ve skor +0 olarak izlenmistir. 7 6rnegin 4 tanesinde ise dstrojen
reseptor ile tmor hucrelerinde niikleer boyanma izlenmemistir. 7 6rnegin 6’sinda ise

progesteron reseptorii ile timor hiicrelerinde niikleer boyanma izlenmemistir.
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Cizelge 4 Orneklerin Patolojik Tiir Dagilim1 ve basar1 yiizdesi

Patolojik Siif | Adet
Triple - 2
Her2 + 0
Hormon+ 5

Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore kiiltiirlenmis TIL’lerin fenotipik
ozellikleri su sekilde ifade edilebilir: toplam 7 hastaya TIL kiiltiirlerinde total lenfosit
orani ortancast %6,80°dir (ortalama %18.52) (Cizelge 5). Lenfositler icerisinde CD3+
hiicrelerin ortancas1 %83,25 (ortalama %83,28) gibi yiiksek bir degere sahiptir. CD3+
hiicreler iizerinde CDS8+ hiicre ortancast %34,22 (ortalama %35,12) olarak
bulunmugstur. CD8+ (sitotoksit T lenfositler) iizerindeki CD28 ekspresyonunun
ortancast %0,36 (ortalama 9%1,18) olup, CDS8+ hiicreler iizerindeki CD137
ekspresyonunun ortancasi %58,68’dir (ortalama %47,40). Lenfositler icerisinde CD3-
CD56+ hiicrelerin ortancasi %2,05 (ortalama %35,51) olarak hesaplanmistir. Bu deger
bize TIL kiiltiirtindeki NK degerinin diisiik oldugunu goéstermektedir. TIL
kalturlerindeki akim sitometrik sonuglara gore CD3+ hiicreler Gzerinde CD4+ hicre
ortancasi %39,79’dir (ortalama %44,54). Benzer sekilde sitotoksit T hiicreler izerinde
CD57 pozitif hiicre varliginin ortancast %9,78 (ortalama %11,40) olup, NK hiicreleri
iizerinde CD57 ekspresyonunun ortancast %0,45 (ortalama %3,79) olarak

hesaplanmuigtir.



Cizelge 5 Timorlerin sitokinler ile genisletilmesiyle olusan TIL kilttrlerinin akim sitometrik sonuglari
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l:mositler CD3 CD3 CD8 CD8 CD8 CD56
. Total Tim Lenfositler | Uzerinde Uzerinde Uzerinde Uzerinde Uzerinde Uzerinde Uzerinde
Ornek No | Tarih Sitokin Cesidi Lenfosit | Uzerinde CD3 | CD56 CD4 CD8 CD28 CD57 CD137 CD57
Hastal | 56.09.2017 | 6000 IU IL-2 21,66% | 84,66% 58,59% | 32,66%
11.10.2017 | 6000 IU IL-2 74,09% | 66,19% 18,9% 37,56% | 27,73% | 0,35% 15,72% 96,18% 9,71%
27.10.2017 | 6000 IU IL-2 38,24% | 73,35% 1253%  |3877%  |49,97% | 0,07% 16,69% 79,03% 16,61%
Hasta2 | 102017 | 6000 1U IL-2 10,46% | 67,62% 1,23% 3477%  |63,31% | 2,34% 18,2% 3,08% 9,09%
18.10.2017 | 6000 IU IL-2 6,79% | 83,25% 0,70% 37,26%  |47,28% | 0,36% 9,78% 1,09%
Hasta3 | 26.10.2017 | 6000 IU IL-2 3,75% | 69,81% 1,06% 53,71% | 24,0% 7,02% 14,04% 64,9% 9,09%
1.11.2017 | 6000 IU IL-2 6,8% | 70,47% 9,8% 60,0% 39,0% 0,01% 22,0% 95,59% 5,2%
Hasta4 | 51.11.2017 | 6000 1U IL2 23,58% | 75,16% 9,36% 58,95%  |36,93%  |5549%  |9,73% 73,41% 1,22%
28.11.2017 | 6000 U IL2 18,95% | 51,63% 16,77% | 63,79% | 20,0% 42,14% 1,25% 68,58% 2,84%
5.12.2017 | 6000 IU IL-2 38,44% |82,11% 1259%  |4814%  |2221%  |1,93% 0,93% 58,68% 0,88%
5.12.2017 | 6000 1U IL2 6,78% | 67,88% 1,02% 64,88%  |31,26% | 3,03% 10,6% 82,58% 12,5%
12.12.2017 | 6000 IU 1L2 9,34% | 60,42% 7,08% 62,3% 19,66% | 2,66% 7,45% 69,15% 45,71%
Hasta5 | 20.12.2017 | 6000 IU IL2 561% | 87,96% 0,01% 49,3% 22,13% | 0,9% 16,2% 76,58% 0,01%
Hasta6 | 15 122017 | 6000 IU IL-2 3,88% | 76,96% 3,23% 43,71%  |50,90% | 18,82% 24,71% 96,47% 28,57%
20.12.2017 | 6000 IU IL-2 6,52% | 96,67% 2,05% 39,79%  |34,22% | 4,80% 8,80% 13,60% 0,01%
Hasta7 | 26.12.2017 | 6000 IU IL-2 13,30% | 73,61% 5,20% 60,26% | 30,59% | 0,45% 1,35% 73,58% 6,31%
3.01.2018 | 6000 IU IL-2 1,95% |1,38% 0,90% 16,30% | 6,16% 6,25% 0,01% 6,25% 0,01%
15.01.2018 | 6000 IU IL-2 27,21% | 89,15% 0,90% 38,53%  |31,04% | 0,18% 5,42% 7,20% 0,01%
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Hastalarda IL-2 ile TIL’lerde genisleme saglanmistir. Bu 7 hastanin
%357,14’tlinde genisleme devam ettiginden dolay1 2 pasajlama yapilmigken, geri kalan
hastalarda 1 pasajlama yapilmistir. 2 pasajlama yapilan hastalarin %50,0’sinde ilk
pasajlama sonrasi tiim hiicreler iizerindeki toplam lenfosit yiizdesi artmis, ikinci
pasajlama sonrasinda ise bu yiizde azalmistir. Geri kalan %50’sinde ise ilk pasajlama
sonrasinda tiim hiicreler tizerindeki toplam lenfosit yilizdesi azalmig ve ikinci
pasajlama sonrasinda bu yilizde artmistur.

Ayrica CD3+ lizerinde CD4+ popiilasyonu 7 drnegin %28,57’sinde ekimler
sonucunda artig gdzlemlenmisken, geri kalaninda azalma goriilmiistiir. CD3+ iizerinde
CD4+ popiilasyonunun artig gosterdigi hastalarda artig orani ortalama %4,29, azalma
gOsteren hastalarda azalma orani ise ortalama %10,61 dir.

CD3+ fiizerinde CD8+ popiilasyonu 7 Ornegin %42,86’sinda ekimler
sonucunda artig gdzlemlenmisken, geri kalaninda azalma goriilmiistiir. CD3+ iizerinde
CD8+ popiilasyonunun artig gosterdigi hastalarda artig orani ortalama %10,92, azalma
gosteren hastalarda azalma orani ise ortalama %14,14 tiir.

Cizelge 6 Calisma Sonuglar1

Ornek No | Aciklama

Hastal |27.10.2017'de donduruldu. Azot tankima alind:.

Hasta 2 | CD56 diisiik oldugu i¢in hesaplanamadi. 24.10.2017'de sonlandirild1

Hasta 3 | CD3lerde artis olmadigi i¢in 01.11.2017'de sonlandirild1

Hasta4 |06.12.2017'de donduruldu. Azot tankma alind:.

Hasta5 |20.12.2017'de donduruldu. Azot tankina alindi.

Hasta 6 | Lenfosit miktar1 az oldugu i¢in 21.12.2017'de sonlandirild1

Hasta7 |15.01.2018'de donduruldu. Azot tankima alind:.

Cizelge 6 caligilan 7 hasta malign meme tumart Gzerinde sitokinler ile yapilmig
olan kultirleme sonucunda elde edilen akim sitometrik degisimlere bagli olarak

calismanin nihai durumunu goéstermektedir.
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Sekil 10.2 Hasta 4'e ait TIL klturunin IL-2 ile genisletilmesinden 7 giin sonraki akim
sitometri sonuglar1
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Sekil 10.3 Hasta 4’e ait TIL kultirinin IL-2 ile genisletilmesinden 14 giin sonraki

akim sitometri sonuclari

Sekil 10.1, 10.2 ve 10.3’te gosterildigi gibi IL-2 araciligi ile TIL

geniglemesinin saglandigi olumlu 6rnekler vardir. Bunlar akim sitometrik gorintilerle

desteklenmistir.
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11. TARTISMA

Kadimlarda en sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir. Hayat boyu her 8
kadmdan birinin meme kanserine yakalanma riski vardir. Kadinlarda mortalitesi en
yiiksek olan kanser tiirii yaklasik %15,7 ile meme kanseridir. Meme kanseri, meme
dokusundaki hiicrelerden gelisen kanserlerdir. Meme dokusunun herhangi bir yerinden
kaynaklanabilir.(Kanser Trleri 2018)

Meme kanserinde erken tani konulmasinin hastanin yasam kalitesini ve yasam
stiresi olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir. Meme kanseri denilince en 6nemli risk
grubunun kadinlar olarak belirlenmesinin yanisira bu tip kanser yaklasik %1 oraninda
erkeklerde de gorulmektedir.

Malign melanom gibi kanser turlerinde immunoterapi tUzerine oldukc¢a fazla
sayida caliyma yapilmis olmasina karsim, meme kanserinde yapilmis immiinoterapi
calismalarinin sayis1 daha azdir.

Son yillarda, kanser immiinoterapisi, ilave bir tedavi alternatifi olarak ortaya
cikmistir. Popiiler kanser immiinoterapotik yontemleri, immiin kontrol noktalarmi
hedef alan monoklonal antikorlarin uygulanmasini, tiimor asilanmasint ve kimerik
antijen reseptorlerine (CAR-T hiicreleri) veya tumaor hticrelerini hedef alan TIL’lere
sahip olmak iizere tasarlanan T hiicrelerinin uyarici transferini igerir. (Bang 2017).

Immiin cevabi baslatan antijene spesifik efektdr yaniti, periferik kandaki T
lenfositleri olusturmaktadirlar. Lenfositlerin diizenleyici ve etki edici olmak Uzere iki
ayr1 fonksiyonu vardir.Cesitli ¢ozlinlir maddeler tireterek diger 16kositaktivitelerini de
diizenlerler. T lenfositleri, etkili bir timdr immiin yanitin gelismesinde en 6nemli
hicrelerdir. Bu sebeple, malign tiimorlii olgularda T hiicre yaniti immiin tedavide
onemli bir rol oynar. (Akhisaroglu 2009)

Bu ¢alismanin amaci, meme tiimori hastalarindaki TIL’lerin akim sitometri
yontemi ile imminofenotipik 0Ozelliklerinin belirlenmesidir. Bununla beraber,
caligmanin odaklandig1 noktalardan biri de lenfositleri uyarici etkiye sahip olan IL-2
sitokini ile kiiltiire ederek lenfosit miktarini artirarak akim sitometri yontemi ile T
hiicre oranindaki degisiminin saptanmasidir. Degisimin olumlu yonde ilerlemesi ile
baraber ileriki yillarda meme tiimoriinde immiinoterapik bir tedavinin

uygulanabilirliginin ¢ikarimina ulasmay1 hedeflemektedir.
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Bu nedenle 22 meme tumorli hastadan cerrahi operasyonla timaorli meme
alimmistir. Alman tiimor dokusundan verilen 6rnek mekanik yollarla par¢alanmistir.
Mekanik par¢alamanin sonunda fikol yontemi ile mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi
gerceklestirilmistir. Ayrilan hiicrelerde akim sitometri ile CD57, CD3, CD4, CDS8,
CD28, CD137 ve CD56 monoklonal antikorlarin ekspresyonlarinin belirlenmesi
islemi yapilmigtir. Akim sitometri analizi sonucu TIL’lerin oranma bagh olarak IL-2
ile genigletme amaciyla kiiltiire edilmistir. TIL oranmnin degisimini gosterir tablolar
olusturulmustur.

Calismadaki patolog tarafindan verilen tiimor parcalarinda yag dokusunun tam
ayrilamadig1 orneklerde ya da kikirdakli yapiya sahip tiimor pargalarinda akim
sitometri sonuglar1 lenfosit oranindaki diisiisii gdstermektedir.

Literatlirde birgok kanser tiirii i¢in TIL genisletmesi protokolii kullanilarak
adoptif immiinoterapinin yer aldigi calismalar vardir. Nguyen ve dig. (2019)’1n yapmis
oldugu ¢aliymada metaztazik melanomda diisiik doz IL-2’nin intravendz uygulamasi
ile hastalar tedavi siirecine alinmis ve 6nemli bir ilerleme kaydedilmistir. Nguyen ve
dig. (2019)’ta yapilan c¢aligma kanser tiiri ve uygulama sekli bakimindan bu
calismadan farkliliklar gostermektedir.

Wickstrom ve Lovgren (2019)’m yaptigi ¢alisma melanomda tiimor kiiltiirii
iizerine yapilmis olup T lenfosit artigin1 IL-2 ile gergeklestirmeyi amaglamistir. Bunun
icin yontemimize benzer sekilde tiimor pargalara ayrilmig, kontaminasyon
engellenmeye ¢alisilmis ve TIL genisletmesi 6000 IU IL-2 ile saglanmustir. Wickstrom
ve Lovgren (2019)’de her pasajda TIL’ler inverse mikroskopta takip edilmisken,
calismamizda akim sitometri testinde T lenfosit monoklonal antikorlar1 kullanilmistir.

Uterus, serviks, akciger ve gastrointestinal sistem de dahil olmak iizere diger
solid tiimorlere adoptif TIL tedavisi uygulandiginda, bazi hastalar da miikkemmel klinik
tepkiler gdstermistir. Bu sonuglar, meme kanseri gibi diger kati kanserlerin AHT
uygulamasi i¢in uygun hedefler olabilecegi anlamimna gelir; Bununla birlikte, meme
kanserinde, TIL kiiltiiriiniin meme kanserinde miimkiin oldugu bildirilse de, genis TIL
kalturleri ve adoptif TIL tedavisinin terapotik potansiyelinin degerlendirilmesi
bildirilmemistir. Ayrica, uzun omiirlii bellek T hiicresi alt gruplarmin ex vivo olarak
genisletilmis TIL'lerin klinik 6nemi, bir dizi kanserde iyi tanimlanmis olmasina

ragmen, meme kanserinde, bellek T hiicresi alt gruplarmin bilesimi, dogrudan kanser
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dokularindan tiiretilmis ve ex vivo olarak genisletilmis taze TIL'ler arasinda
olusturulmustur. TIL'ler hi¢ tanimlanmamistir. (Bang 2017)

Her durumda basarili olmamakla birlikte, bu tiir immiinoterapilerle tedavi
edilen hastalarmm 6nemli bir kisminda iyi bir klinik fayda saglamstir. TIL'ler
kullanilarak AHT boyle bir imminoterapidir. TIL'lerin kanserli hastalardan ex vivo
genislemesine ve TIL'lerin hastalara yeniden inflizyonuna dayanir; Baslangicta ileri
melanomali hastalarin tedavisi i¢in gelistirilmistir. Etkileyici olarak, adoptif TIL
tedavisinden sonra metastatik melanomali hastalarda %50'nin tzerinde objektif cevap
oranlar1 gozlendi ve tam remisyon orani %24'e ulasti. (Bang 2017)

Bu c¢aligmada, meme tiimor orneklerinden TIL'leri basariyla genislettik ve
merkezi bellek fenotip T hiicreleri igeren genisletilmis TIL'lerin bir AHT kaynag1
olarak faydali olabilecegini gdsterdik. Buna gore Adoptif T hiicre tedavisi meme CA’l1
hastalarda da ileriki yillarda kullanilabilecek bir tedavi yodntemi olarak
ongorilmektedir.

Meme kanseri ile ilgili olarak, birkag rapor ilk TIL kiiltiirlerini tanimlamistir;
bununla birlikte, bu ¢aligmalardaki vaka sayilar1 kiigiiktii (<20) ve TIL'lerin otolog
tiimorlere reaktivitesi ve hafiza T hiicresi ile orani, terapotik etkinligi dngormek i¢in
kritik parametreler agiklanmamistir. (Bang 2017)

Bu olasilik g6z 6niinde bulundurularak, ex vivo kiiltiirden sonra yeterli sayida
TIL elde etmenin basar1 orani, bu ¢aligmada elde edilenden ¢ok daha yiiksek olacaktir
ve Tcm oranmnin, baglangictaki TIL ve REP kiiltiirleri, daha uzun kiiltiirlenmis
hiicrelerin in vivo olarak hayatta kalma ve daha kisa kiiltiirlii hiicrelere benzer sekilde
islev gorme kabiliyetine sahip olmalar1t muhtemeldir. (Bang 2017)

Meme tumoérid numunelerinden TIL’lerin in vitro ortamda genislemesinin
CD137 varliginda gergeklestigi saptanmustir. (Bang 2017)

Tiimor dokularinda yapilan rutin histolojik analizler, ex vivo olarak
genislemesi muhtemel TIL sayis1 hakkinda iyi bilgi verebilse de, AHT 'nin planlanmasi
Gok yararli olacaktir. Buna ragmen, bu ¢aligmada, ilk 2 hafta kiiltiiriinden sonra elde
edilen TIL'lerin sayisi, TIL'lerin yiizdesi ve doku kesitlerinde gdzlenen TLS'nin
(Tersiyer Lenfoid Yapilar) derecesi gibi TIL sayisina iligkin doku parametreleri ile

birlikte analizlere yer verilememistir. (Bang 2017)
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Bu calismada, TIL Kkiiltiirii, T hiicrelerini zenginlestirmistir. T hiicreleri
arasinda, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin oranlar1 ilk 2 hafta kiiltiirlenmis TIL'lerde
sonra CD8+ T hiicrelerinin oranlar1 baz1 6rneklerde artmistir. (Bang 2017)

Ana kanser oOnleyici efektor T hicrelerinin CD8+ T hiicreleri oldugu
bilindiginden, CD8+ T hicrelerinin anti-tiimor reaktivitesine aracilik etmede dnemli
bir rol oynayacagi diisiiniilmektedir. (Bang 2017)

Meme kanseri iizerine yapilan bu ¢alismada, Tcm oranmm in vitro TIL
kiiltiirleri swrasinda O6nemli Olgiide dlismedigini ve oranin in vitro kiiltiiriin
baslamasindan sonra bile arttigini gézlemlenmistir. (Bang 2017)

TIL kiiltiiriiniin baslatilmasindan sonra Tcwm popllasyonunun tercih edilen
artig1, immiinosupresif timor ortami tarafindan indiiklenen Tcwm proliferasyonu/hayatta
kalma/farklilasmanin baskilanmasindan kurtulustan kaynaklanabilir. (Bang 2017)

(Bang 2017) yaptiklar1 c¢aligmada TIL genisletmesi prosediiriinii ele
almiglardir. Bu genigletme arastirmasi ile TIL’lerin ileriki yillarda meme kanseri
tedavisinde alternatif bir tedavi yontemi olarak sunulup sunulamayacagini belirlemeye
deginmislerdir. Bunu yaparken hastadan alinan TIL’leri ex vivo bi¢gimde genisletmeye
calismislardir. Ancak bizim ¢alismamizdan farkli olarak, timdr parcalarini besiyerine
ekip, 14 giin boyunca 37 °C’de inkiibe edip, 40 pm’lik gézenekli bir hiicre eleginden
doku fragmanlar1 ve TIL karisiminin gegirilmesinden sonra 5 dakika boyunca 1.500
rpm'de santrifiijlenerek geri kazanilmigtir. Burada iki ¢alisma arasinda yontemlerin
basamaklar1 ve uygulamalar1 agisindan farklililar goze ¢arpmaktadir. Buna 6rnek
olarak tez calismasinda hiicre eleginin timoriin  mekanik parcalanmaya
ugratilmasindan sonra kullanilmasi, buna karsilik (Bang 2017)’de hiicre eleginin IL-2
ile inkiibasyonundan 6nce kullanilmasi gosterilebilir. Bu farklilik T hiicre kaybina yol
acan etkenlerden biri olarak diisiiniilebilir. TIL genigslemesindeki oransal farkin da bu
uygulamalarin farkliligindan kaynaklanmakta olabilecegi gbze carpmaktadir. Buna
ilaveten tez ¢alismamizda uygulanan fikol yontemi, T lenfosit miktarmin azalmasma
sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii fikol ydontemi kani bilesenlerinden yani eritrosit
ve lokositlerinden ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Caliymanin kan yerine timor
dokusundan olmasi fikol ayriminda lenfosit kaybma neden olmus olabilir. Bang
(2017)’da ise fikol yontemi kullanilmayip dogrudan tiimdr pargasi iizerinde

calisilmistir.
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Yapilan bu tez ¢alismasini temel alarak bahsedilen yontem ve parametrelerin
degistirilerek calismalarin daha fazla 6rnek iizerinde gerceklestirilecek olmasi da
gelecek galismalar icin bir yol haritasi olabilecektir. Ornegin 14 giinliik inkiibasyon
periyodu, tez ¢aligmasmda 7 giin ilk inkiibasyon ve ardindan yapilan pasajlama ile
uygun orneklerde IL-2 ile beslenerek tekrar 7 giinliik bir inkiibasyona tabi tutulmasi
yontemsel farklardan en 6nemlilerinden biridir. inkiibasyon siirecinin degistirilerek
denemeler yapilmasi da sonuglar iizerinde etkili olacaktir. Buradaki benzer noktalar
ise inkiibasyon 1s1s1 ve hiicre eleginin gozenek genisligidir. Her iki calismada da ayni
degerlerin kullanilmis olmas1 optimum sonuca yakin olduklarmni géstermektedir.

Buna ilaveten TIL genislemesi i¢in besiyerine 1000 IU/ml IL-2 kullaniimistir.
Bu miktar yapilan tez calismasinda kullanilan miktardan daha azdir. Yapilan tez
calismasinda bu deger 6000 IU/ml olarak belirlenmistir. Yapilacak ileriki caligmalarda
bu IL-2 seviyesinin degiskenlik oranina gore TIL genigleme orami ile arasinda bir

korelasyon kurulabilecegi ongoriilmiistiir. (Bang 2017)
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12. SONUC

Bu calismada, TIL'leri tiim meme kanseri alt tipleri basariyla genislettik.
Sonuglar in vitro olarak genisletilmis TIL'lerin kullanildigi AHT'nin meme kanserinde
uygulanabilir oldugunu gostermektedir. Tiimoriin mekanik pargalanma igleminden
sonra fikol ile mononiikleer hiicrelerin ayrilmasi yontemi ile meme kanserinden TIL
ekspansiyonunun miimkiin olabilecegini gostermis olduk. Daha yiiksek sayida TIL
genislemesi saglayabilmek i¢in farkli ekspansiyon yontemleri ile daha fazla sayida
hasta {lizerinde ¢alisma sayisi artirilmasi gelecek ¢aligmalarin tabanini olusturacaktir.

Meme kanseri dokusundan elde edilen tumar infiltran lenfosit (TIL) lerin in
vitro ortamda ¢ogaltilmasi ve fenotiplerinin saptanmasi iilkemizde yapilmis olan ilk
caligma olup, diinyada da yapilmis olan sayili ¢aligmalardan biridir

Tez ¢aligmasinda TIL’ler farkli meme kanseri alt tiplerinden 6rnekler alinarak
yapilmistir. Bu ¢alisma bize gelecekte meme kanserinde uygulanabilirlik agisindan
umut verici bir yontem olarak kabul edilebilecegini gostermektedir. TIL elde edilen
hasta oranini arttirabilmek i¢in farkli ve daha etkin yontemlerin olusturulabilmesi daha

fazla ¢aligmaya ihtiya¢c duymaktadir.
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