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OZET

Giindiiz Mualla ilknur. Pankreas Kanserinde Nectin-2 Ekspresyonu ile
Sitotoksik T Hiicre Fonksiyonlar1 Arasindaki iliski, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tiimor Biyolojisi ve Immiinolojisi Program Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2023. Cesitli kanserlerin tedavisinde anti-CTLA-4, anti-PD1 ve
anti-PDL-1 gibi kontrol noktasi inhibitorleri kullanilmaktadir. Fakat pankreas
kanserinde PDL-1 ekspresyonunun bulunmamasi nedeniyle
kullanilamamaktadir. Diger kontrol noktas1 molekiilleri arasinda TIGIT ailesi Uyeleri
TIGIT, CD96, DNAM-1, PVRIG yer almaktadir. Bu reseptorlerin ligandlar1 polio
virs reseptort (PVR) ve Nectin ailesi Gyeleridir. Nectin-2 bu reseptorler icin ligand
gorevi gorur ve Pankreas kanserindeki roli ise tam olarak bilinmemektedir. Bu tezin
amaci; Nectin-2 ekspresyonu ile ligand1 oldugu reseptorleri TIGIT, PVRIG, DNAM-
1’in ekspresyon diizeylerinin kesitsel olarak incelenmesidir. Calismamizda pankreas
kanseri tanisi almis 131 hastanin tiimor dokularinda, Nectin-2, CD8, TIGIT, PVRIG,
DNAM-1, PD-1, PD-L1, LAG3, TIM3, VISTA, Ki-67 molekillerinin
ekspresyonlarina bakildi. Nectin-2 hastaliksiz pankreas dokusunda eksprese
olmazken, timoérlii dokularin %30,5’inde eksprese oldugu goriilmiistiir. Hastalarin
hicbirinde PD-1 ve PD-L1 ekpsresyonu goriilmemistir. CD8 TIL’lerin diisiik
yogunlukta oldugu grupta, Nectin-2 ekspresyonunun negatif oldugu hasta sayisinin,
pozitif olan hasta sayisina gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Nectin-2’nin pozitif
ekspresyonuna sahip 32 hastada KI-67 proliferasyon belirtecinin yiiksek oranda
eksprese edildigi belirlendi. Nectin-2’nin ekspresyon gostermedigi hasta grubunda
TIGIT ekspresyonu gosteren hasta sayisinin arttigi goriilmiistiir. Nectin-2 yoklugunda
PVRIG ve DNAM-1 de izlenmemistir. Nectin-2 ekspresyonu olmayan hastalarda
LAG3 ve TIM3 ekspresyonu gostermeyen hasta sayisi daha yiiksekti. Nectin-2’nin,
pankreas kanserinin 3 ve 4. evrelerinde anlamli olarak diisiik eksprese edildigi
gozlemlenmistir. TIGIT reseptoriinin PVRIG ve DNAM-1 molekdllerinin
ekspresyonlari ile iliskisine bakildiginda negatif yonde iliski saptanmus, istatistiksel
olarak da anlamli bulunmustur. PVRIG ile pozitif boyanan grupta timoér boyutunun
medyant 4 cm iken, negatif ekspresyon gosterdigi grupta ise 3 cm oldugu
belirlenmistir. PVRIG ve DNAM-1 pozitifligi evre 2’de, evre I’e gore daha eksprese
edildigi gozlenmistir. LAG3 ekspresyonu ile TIM3 ekspresyonu arasinda pozitif
korelasyon oldugu goriilmiistiir. LAG3 ve VISTA ekspresyonu pozitif olan hastalarda
Lenfovaskiiler invazyon varliginin da arttig1 gézlemlenmistir. LAG3, TIM3 ve VISTA
ekspresyonlar1 pozitif olan hastalarda lenf nodu metastazi da anlamli dl¢iide arttig
tespit edilmistir. VISTA molekiiliiniin ekspresyon diizeylerinin klinik evre 3’de
anlamli fark gosterdigi belirlenmistir. Bu veriler Nectin-2 ekspresyonu ve CD8+
hiicrelerin fonksiyonu arasinda yakin bir iliski olabilecegini gdstermektedir. Bu
iliskinin mekanizmasin1 aciklayabilmek ve Nectin-2’nin hedeflenebilirligini
gosterebilmek i¢in ileri arastirmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Nectin-2, TIGIT, DNAM-1, PVRIG, PD-1, PD-L1, LAG3,
TIM3, VISTA, Sitotoksik T Hucre.
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ABSTRACT

Giindiiz Mualla flknur. The Relationship Between Nectin-2 Expression
and Cytotoxic T Cell Functions in Pancreatic Cancer, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Tumor Biology and Immunology Program
Master Thesis, Ankara, 2023. Checkpoint inhibitors such as anti-CTLA-4, anti-PD1
and anti-PDL-1 are used in the treatment of various cancers. However, they cannot be
used in pancreatic cancer due to the lack of PDL-1 expression. Other checkpoint
molecules include TIGIT family members TIGIT, CD96, DNAM-1, PVRIG. The
ligands of these receptors are polio virus receptor (PVR) and Nectin family members.
Nectin-2 acts as a ligand for these receptors and its role in pancreatic cancer is not fully
known. The aim of this thesis is to cross-sectionally analyze the expression levels of
Nectin-2 and its ligand receptors TIGIT, PVRIG, DNAM-1. In our study, the
expressions of Nectin-2, CD8, TIGIT, PVRIG, DNAM-1, PD-1, PD-L1, LAG3, TIM3,
VISTA, KI-67 molecules were examined in tumor tissues of 131 patients diagnosed
with pancreatic cancer. Nectin-2 was not expressed in undiseased pancreatic tissue,
whereas it was expressed in 30.5% of tumor tissues. PD-1 and PD-L1 expression was
not observed in any of the patients. In the group with low density of CD8 TILs, the
number of patients with negative Nectin-2 expression was higher than the number of
patients with positive expression. In 32 patients with positive expression of Nectin-2,
KI-67 proliferation marker was highly expressed. In the patient group where Nectin-2
was not expressed, the number of patients showing TIGIT expression increased.
PVRIG and DNAM-1 were also not observed in the absence of Nectin-2. Patients
without Nectin-2 expression had a higher number of patients without LAG3 and TIM3
expression. Nectin-2 was observed to be significantly underexpressed in stages 3 and
4 of pancreatic cancer. When the relationship between TIGIT receptor and the
expression of PVRIG and DNAM-1 molecules was analyzed, a negative relationship
was found and it was statistically significant. The median tumor size was 4 cm in the
PVRIG positive staining group and 3 cm in the negative expression group. PVRIG and
DNAM-1 positivity was more expressed in stage 2 than in stage I. There was a positive
correlation between LAG3 expression and TIM3 expression. It was also observed that
the presence of lymphovascular invasion increased in patients with positive LAG3 and
VISTA expression. Lenf node metastasis was also significantly increased in patients
with positive LAG3, TIM3 and VISTA expressions. Expression levels of VISTA
molecule showed a significant difference in clinical stage 3. These data suggest that
there may be a close relationship between Nectin-2 expression and the function of
CD8+ cells. Further studies are needed to explain the mechanism of this relationship
and to demonstrate the targetability of Nectin-2.

Keywords: Nectin-2, TIGIT, DNAM-1, PVRIG, PD-1, PD-L1, LAG3, TIM3,
VISTA, Cytotoxic T Cell.
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1. GIRIS

Pankreas kanseri, agresif seyreden timaorlerdendir. Bu nedenle kotl prognozlu
kanserler arasinda yer almaktadir. Kansere bagl dliimlerde kadin ve erkeklerde tim
diinyada 7. sirada yer almaktadir (1). Pankreas kanserinin erken teshisi, oldukca
zordur. TUmor ileri evreye ya da diger organlara yayilana kadar genellikle semptom
gostermeden seyretmektedir. Geg teshis edilen bir hastalik olmasi1 nedeniyle basarili

tedavi ihtimali oldukca azalmaktadir

Pankreas kanseri, yaklagik %10’luk 5 yillik genel sag kalim (OS) orani ile kotu
prognoza sahip bir kanser turidir (2). Glnlmuzde cerrahi rezeksiyon pankreas
kanserini iyilestirme potansiyeli olan tek tedavi yontemidir ve 6énemini korumaktadir
(3). Cerrahi rezeksiyonu belirleyen temel prognostik faktorler ise tumor evresi, cerrahi
sinirlarin durumu ve tiimor derecesi olarak bilinmektedir. Cerrahi rezeksiyonun
ardindan koruyucu kemoterapi alan hastalarda 5 yillik sag kalim oran1 % 20 iken
kemoterapi almayanlarda bu oran sadece % 10 civarindadir. Bununla birlikte, ayni
evre ve derecede ki tlimorlerde bile farkli davranis modellerinin bulunmasi prognozu
etkileyen bagka faktorlerin de oldugunu diisiindiirmektedir (4). Sonucta, pankreas
kanserinin erken teshis i¢in ulusal tarama testlerinin giindeme alinmasi, tanisi i¢in yeni
biyobelirteglere gereksinim duyulmasi ve tedavisi i¢in yeni stratejilerin

gelistirilmesinin hayati bir dneme sahip oldugu agik¢a goriilmektedir.

Bircok kanser turuniin tedavisinde etkili bir yol olarak kontrol noktasi
inhibitdrleri yer almaktadir. immiinoterapi ilaglar1 oldukca yeni olmalarina karsilik,
kemoterapi ve radyoterapiden daha once kesfedilmistir. Immiinoterapi, bagisiklik
sistemini aktiflestirerek aslinda cerrahi olmayan ilk kanser tedavisidir. Glnimuzde
anti-CTLA-4, anti-PD-1 ve anti-PD-L1 antikorlari, basta kiigiik hiicre dis1 akciger
kanseri olmak Uzere malign melanom ve renal hiicreli kanserlerde immuinoterapi
ajanlar1 olarak kullanilmaktadir (5). Immiinoterapi ajanlarini kullanan ¢ok sayida
kanser hastasinin ancak %10-30’u tedaviden fayda gorebilmektedir. Bazi kanser

tdrlerinin tedavisinde ise immiinoterapi ajanlart hi¢ kullanilamamaktadir. Bununla



beraber, baslangicta immiinoterapi ajanlarina yanit veren ¢ogu hastada bu ajanlara
sonradan kazanilmis direng gelisebilmektedir (6). Bu nedenle immiinoterapilerde bu
molekiillerin disinda alternatif ya da daha iyi hedef olabilecek diger kontrol noktasi
antijenlerinin  belirlenmesi veya kombine tedavi olarak kullanilmasi kanser

prognozunu iyi yonde etkileme agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Tumor infiltre edici lenfositler (Tumor infiltrating Lymphocyte, TIL) ler, timor
mikrocevresi (tumor microenvironment, TME)'nin onemli bilesenlerindendir ve
tiimoriin ilerlemesine karst immiin yanit1 ifade etmektedirler (7). T ve B lenfositler,
dogal oldiriicii hiicreler (Naturel Killer, NK), makrofajlar, notrofiller ve dendritik
hlcreler "timdr infiltre eden hiicreler" olarak siniflandirilir, TIL ler bunlarin icerisinde
yer almaktadir. TIL' ler ¢ogunlukla tiimor stromasinda ya da tiimoriin kendisinde
bulunabilmektedirler. CD8" ve FoxP3" lenfositler, TIL lerin arasinda 6nemli yere
sahip olmakla birlikte zit roller listlenmis iki spesifik TIL alt kiimesidir (8). CD8*
TIL'ler, apoptozu tetikleyerek kanser hicrelerini 6ldiren ve kanser imminitesinde
kritik bir role sahip olan hicrelerken Foxp3* TIL'ler CD8" TIL'lerin ¢ogalmasini ve
aktivasyonunu baskilayan, immin slipresyon islevi olan diizenleyici (regulatuvar) T
hicreleridir (Treg'ler). Yapilan ¢aligmalarda artmis sayida CD8" TIL'in kolorektal,
meme ve over karsinomlarinda iyi bir prognoz ile korele oldugunu gosterilmistir (9,
10).

T hicreler; tumor bolgesinde en fazla gorulen bagisiklik sistemine ait
hicrelerdir (11). Ancak bu hiicrelerin timorin evresine gore fonksiyonlari degisiklik
gOstermektedir. Bunlarin arasinda, sitotoksik T lenfositler (Cytotoxic T Lymphocyte,
CTL) ve NK ’ler, kanser hucrelerinde eksprese edilen normal olmayan timaor
antijenlerini taniyarak onlar1 yok etmek i¢in sitokinler salgilayarak timor antijenlerini
hedef almaktadirlar. CTL’ler Thlsitokinlerine benzer bir sitokin profiline sahiptirler
ve bu hicreler CTL1 olarak da adlandirilmaktadirlar. Sitotoksik T hucreler, timor
hiicrelerini 6ldiirmenin yani sira interferon gama (IFN-y ) salgilayarak anjiyogenezi de
baskilamaktadirlar. Ayn1 zamanda CTL ve NK hiicreleri litik graniiller olarak
isimlendirilen ¢ok sayida hiicre i¢i graniil tasimaktadirlar. Bu litik graniiller, protein

yapida olup por olusturan perforin ile graniillerle iliskili enzimler olan granzimleri



icermektedirler. Perforin, membranda porlar olusturarak granzimlerin sitoplazmaya
girmesini ve hedef hucrede apoptozun baslatilmasini saglamaktadir. TUmOor
mikrogevresinde sitotoksik T hiicrelerinin varligi, kanser hastalarinda siklikla pozitif

prognoz ile iliskilendirilmektedir (12).

Immiinglobulin ve ITIM domain iceren T hiicre (TIGIT) reseptorii yakin
zamanda tamimlanmis bir koinhibitér reseptordiir ve ¢esitli lenfoid hicrelerin
yizeyinde bulunabilmektedir. Bir immdin kontrol reseptorii olmasi nedeniyle 6nemi
her gegen giin artmaktadir (13). TIGIT, DNAM-1/CD226, CD96/TACTILE ve
CD112R/PVRIG ligand olarak PVR/CD155 velveya Nectin-2/CD112/PVRL2
paylasan, ancak lenfosit fonksiyonlar1 {izerinde =zt etkilere aracilik eden
immunoglobulin stper ailesi (IgSF) reseptorleridir. Bunlar arasinda DNAM-1, uyarici
bir reseptor gorevi gorirken, TIGIT, PVRIG ve CD96' nin inhibe edici reseptorler
olarak islev gordiigii one siiriilmektedir. Bu aile icerisinde yer alan TIGIT, DNAM-1,
CD96 ve PVRIG, T hicreleri ve NK hicreleri tzerinde eksprese edilirler. TIGIT,
tiimor hiicreleri ve antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilen PVR ve Nectin-2
olmak fizere iki liganda baglanir(14). Bu iki ligand arasinda TIGIT® in PVR’ye olan
baglanma afinitesi Nectin-2’ye baglanma afinitesine gore daha yiksektir (15).
TIGIT’1n ligand1 olan PVR’e baglanmasiyla birlikte T hiicrelerin ¢ogalmasini ve
aktivasyonunu negatif yonde etkiledigi gosterilmistir. Bu ligandlarin da diger immiin
kontrol noktasi molekiillerin ligandlar1 gibi tlimor hiicrelerinde yogun bir sekilde

eksprese edildigi bilinmektedir.

PVRIG, DNAM/TIGIT/CD96 nectin ailesi igerisinde yiksek afinite ile Nectin-
2'ye baglanan tek koinhibitdr reseptordiir. Nectin-2’ye baglanmasiyla T ve NK
hiicrelerinin fonksiyonlarinin baskilandigi ¢alismalarda gésterilmistir (16, 17). Ayrica
PVRIG ve TIGIT anta gonistlerinin CD8" T hiicrelerde sitokin Gretimini ve sitotoksik
aktiviteyi artirdigi gosterilmistir. PVRIG ve TIGIT birbirini tamamlayict ve ayni
biyolojik eksenin parcalar1 olsalarda, yapilan arastirmalar birbirlerinden farkli
olduklarin1 da gostermektedir. PVRIG ve TIGIT farkli ligandlara baglanip (Nectin-2
ve PVR), farkli immiin hiicre tiplerinde eksprese edilirler ve baglandiklar1 ligandlar

farkli ekspresyon modellerine sahiptirler (18). PVR ile ilgili yapilan ¢aligmalarda



belirli bir ilerleme kaydedilmesiyle birlikte, ayn1 kontrol noktasi molekiillerini
kullanmalar1 nedeniyle Nectin-2 molekilinun de 6nemi artmaktadir. Nectin ve nectin
benzeri (NECL) molekiillerin reseptorleri yakin zamanda kanser immiinoterapisi igin

umut verici hedefler olarak giindemdeki yerini almigtir (19).

Nectinler, Nectin-1, Nectin-2, Nectin-3 ve Nectin-4 olmak Uzere dort dyeli bir
ailedir ve bu molekiller imminoglobulin benzeri hiicre adhezyon molekdlleridir.
Nectinler, homofilik ve heterofilik trans-dimerler olusturan bir F-aktin baglayici
protein olan afadin araciligiyla aktin hiicre iskeleti ile iliskilidir(20, 21). Buna bagl
olarak hicre-hiicre adhezyon molekiilleri olarak islev goriirler ve epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde hem adherens junction (AJ) hem de tight junction (TJ) 'nin

hicre-hiicre baglanti olusumunun ilk adimin1 diizenlerler.

Nectin-2'nin esas olarak epitel hiicrelerinde AJ’de lokalize oldugu ve epitel
hiicreleri, endotel hicreleri, noéronlar ve fibroblastlar dahil olmak iizere g¢esitli
hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir (22). Huicre adhezyon molekullerinden biri
olan Nectin-2, hcre aktivasyonu, migrasyonu, biiyiimesi, farklilagsmasi ve hatta hiicre

6lumu gibi birgok olayin diizenlenmesinde rol oynar.

Yapilan deneysel ¢aligmalarda Nectin-2 ekspresyonunun normal dokulara gére
kanser dokularinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir. En fazla ekspresyonu Meme,
endometriyal, akciger ve over kanserlerinde goriilmiistiir (23). Literatiire bakildiginda,
PVRIG reseptori yeni bir T hiicre immiin kontrol noktast olarak tanimlanmaktadir.
Ayrica, PVRIG-Nectin-2 etkilesiminin antikor ile bloke edilmesinin, anti-timor etkiyi
arttirmak tlizere PD-1 veya TIGIT blokaj1 ile birlestirilme potansiyeline sahip oldugu
yapilan son caligmalarla ortaya konulmaktadir. Bu bilgiler, kanser tedavisi i¢in B7
ailesi kontrol noktalarina ek olarak PVRIG'i hedeflemenin yararini gostermektedir
(24).

Son yillarda kanser tedavisinin en basarili yaklasimlardan biri olan PD-1 veya
CTLA-4"in sinyal yolaklarinin bloke edilmesinin klinik basarisinin sinirli kalmasi

nedeniyle, diger kontrol noktasi sinyal yollarim1 hedefleyen ek immiinoterapilere



ihtiyag duyulmaktadir. Giiniimiizdeki ¢aligmalar daha ¢ok PVR'nin kanser tedavisi
Uzerindeki etkisine odaklanirken, diger ligand olan Nectin-2 iizerinde sinirli sayida
¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, pankreas kanseri hiicre hatt1 ve pankreas
kanseri dokularinda Nectin-2 ligandi ile bunun reseptorleri olan TIGIT, DNAM-1 ve
PVRIG molekiillerinin normal dokuya gore ekspresyon degisimlerini molekuler
diizeyde gostermek ve ekspresyon diizeylerinin sitotoksik T lenfosit fonksiyonlari
Uzerine etkisini arastirma ve bu molekullerin Klinikopatololojik bulgularla olan
iliskisini incelemektir. Ayrica Nectin-2 molekullinin, pankreas hiicre hatlar1 ile
yapilan ¢aligmalar sonucunda immiin kontrol noktas1 ligandi olarak ne derece dnemli

oldugunu arastirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser Biyogenezi

Kanser, hucre icerisinde ¢ok sayidaki molekiiler degisim sonucunda normal
hiicreden farkli 6zellikler kazanan kontrolsiiz bir hiicre toplulugundan olugmaktadir.
Kanser hiicrelerindeki bu degisimler, 6lime kars1 diren¢ kazanmasini, ¢ogalmasini
saglayan sinyallerin artmasini, biiylimesini baski altinda tutan sinyallerin azalmasini,
simnirsiz - boliinme yetenegi kazanmasmi hatta yeni damarlarin  olusumunu
(Anjiogenesis) invazyon ve metastaz yapmasini saglayarak immin sistemden kagis
yetenekleri kazandirmaktadir. 2000’1i yillarda D. Hannahan ve Weinberg tarafindan
tanimlanmis kanser ayirt edici Ozelliklere, gecen son yirmi yil i¢inde bu
mekanizmalarin daha fazla anlasilmas: ile hiicresel plastisite ve dzellikle polimorfik
mikrobiyomlarin kanser fenotipleri Gzerinde etkiside bu 6zelliklere eklenmistir (25).
Insan pankreas duktal adenokarsinomunda (PDAC) yapilan iliskilendirme ¢alismalar
ve tlimor tasiyan farelere fekal transplantlar yoluyla yapilan fonksiyonel testler, timor
mikrobiyomunda ve iliskili bagirsak mikrobiyomunda bulunan cesitliligin immdn
fenotipi ve sagkalimi modiile ettigini ortaya koymaktadir (26). Sonug olarak kanser
biyolojisi, genetigi ve patogenezini tanimlayan bu parametrelerin kanser

arastirmalarinda yeni deneysel ¢aligmalar1 tesvik edecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 2.1. Kanser hiicresini tamimlayan ozellikler (2022) Ref. 25°ten
uyarlanmistir.

2.2. Pankreas Kanseri

Pankreas, viicutta hayati 6nemi olan bir organdir. Pankreasta meydana gelecek
en ufak bir hasarda bile tim vicudumuzu etkileyebilecek durumlar meydana
gelmektedir. Fonksiyonel olarak kan sekerini diizenleyen insiilin ve glukagon
hormonlarini salgilamasina yaninda sindirim sistemi i¢in gerekli ¢ok sayida enzimin

yapiminda da gorev almaktadir.

Gunumuzde dinyadaki 6liim nedenlerine bakildiginda, kanser kaynakli 6liim
oranlari ilk siralarda yer almaktadir. WHO GLOBOCAN 2020 y1l1 verilerine gore tiim
diinyada kadin ve erkeklerde pankreas kanserinden kaynakli 6liim oraniyla yedinci

sirada yer almaktadir (1).
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Sekil 2.2. 2020 yilinda bolgelere 6zgili pankreas kanserinin cinsiyet ve yasa
gore gorulme oranlari.(GLOBOCAN 2020)(1).

Pankreas kanserinin 2030 yilina kadar akciger kanserinden sonra onkolojik

kaynakli 6liimlerin ikinci nedeni olacagi 6ngoriilmektedir (27). Kanser tedavilerinde

kaydedilen ilerlemeye ragmen, pankreas kanseri tanisi1 almis hastalarin sagkalim orani

son on yilda neredeyse hi¢ degismeden kalmigtir (28). Tim solid malign timorler

arasinda yaklasik %10Tuk 5 yillik genel sagkalim (OS) orani ile en kotii prognoza

sahip olan bir kanser taridur.

Pankreasta meydana gelen maligniteler

ekzokrin veya no6roendokrin

kaynaklidirlar. Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), % 90’dan fazla goriilme



siklig1 ile pankreas maligntineleri arasinda yer almaktadir. PDAC vakalarinin yaklagik
%60-70'1 pankreasin bas kismindan kaynaklanir ve bu tiimdrler genellikle pankreasin
basi ile ortak safra kanalinda bulundugu i¢in gévde ve kuyruk kismindan kaynaklanan
timorlerden daha erken teshis edilebilmektedir(29). Pankreas malignitelerinde gévde
ve kuyruk kismindan kaynaklanan tiimérler, kotii prognozla iliskilendirilmektedir(30).
Pankreas kanseri, bu kadar kotli bir prognoza sahip olmasinin nedeni erken evrede
herhangi bir belirti géstermemesi ve taninin ancak ileri evrelerde ve genellikle
metastaz yaptiginda konulabilmesidir. Bu da hastalarin tedavi sansini oldukca
siirlamaktadir. Dolayisiyla tek basina cerrahi yontemlerle ya da klasik kemoterapi
yontemleri ile tedavi edilmesi oldukga guictiir(31). En iyi tedavi segenegi olarak cerrahi
rezeksiyon gorilmekle olmakla birlikte hastalarin ancak %10-20 kadar1 ameliyat
olabilmektedir, hastalarin bircogunda ise hastalik niiks etmekte olup metastazlar

nedeniyle sagkalim azalmaktadir (32).

Pankreas kanserinin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte cesitli genetik
mutasyonlar ve g¢esitli ¢evresel faktorler pankreas kanserinin olugsmasina neden
olmaktadir. Cevresel faktorler arasinda bulunan sigara kullaniminin, pankreas
kanserini yaklasik %75 oraninda arttirdigi bildirilmistir (33). Alkol tiiketimi ve obezite
diger risk faktorleri arasinda yer alirlar. Ayrica pankreas kanseri hastalarinin %60-

80'inde diyabet bulunmaktadir (34).

2.2.1. Pankreas Prekanser6z Lezyonlar

PDAC’lar arasinda en sik gorulen duktal tiptir. Bununla birlikte asiner hicreli
karsinomlar, ampdller tiimdorler, endokrin timoérler, kist adenokarsinomlar, intraduktal
papiller musindz neoplazmlerde nadir olarak gortlmektedir (35). Yapilan genetik
arastirmalar, pankreatik duktal adenokarsinomlarin morfolojik yonden Onci
lezyonlarinin tanimlanmasina yardimci olmustur. Pankreasta en sik prekanserdz
epitelyal lezyonlar gorilmekle birlikte pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN),
intraduktal papiller misindz neoplazm (IPMN), musinoz kistik neoplazm (MCN)’lar
da olusturmaktadir (36).
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Gilinimiizde pankreatik duktal adenokarsinomun gelisimi, kolorektal
karsinomlarda oldugu gibi, basamakli tiimor gelisim modeli seklinde oldugu kabul
gormektedir. Bu modelde birbirini takip eden preinvaziv evreler oldukca iyi
tamimlanmistir ve morfolojik olarak birbirlerinden farklidir (37). Prekansertz
lezyonlar arasinda en yaygin olarak PanIN’ler karsimiza ¢ikmaktadir. Kadin ve

erkeklerde goriilme siklig1 birbirine esittir.

S5 ;:'.11.11\5

- é«b@ ;
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<C—axrsE—> < T e—
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CDKN2A

= Prigenetk i,

Disregiilasyon

Sekil 2.3. PDAC’ lerin olusum sirasinda goriilen mutasyonlar. Ref.38’den
uyarlanmistir.

PanIN’lerin PanIN-1A/B, PanIN-2 ve PanIN-3 seklinde (¢ evresi
bulunmaktadir. Bu evreler hiicresel displazi derecelerine gore belirlenmektedir.
PanIN-1A/B ve PanIN-2 diisiik dereceli, PanIN-3 ise yiiksek dereceli PanIN’ler olarak
nitelendirilirler (39).

PanIN-1A uzun kolumnar hiicrelerden olusan yass1 bir lezyondur, hiicrelerdeki

nukleuslar yuvarlak ya da ovalimsi olup bazalde yerlesik sekilde yer alirken, i¢eriginde
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bol miktarda miisin bulunmaktadir. PanIN-1B’ler papiller, mikropapiller veya bazalde
yalanci ¢ok katli epitelden olugan bir yapr seklinde izlenmektedir. Bununla beraber

PanIN-1A ile ayn1 6zellikleri gostermektedirler (36).

PanIN-2 lezyonlar, papiller sekilde olup niikleer atipi nitelikleri ile bilinirler.
Bu atipiler icinde nukleus boyutunun artisi, artan kromatinlesme ve polarite kaybi
bulunmaktadir (40).

PanIN-3 lezyonlar ise genellikle papiller veya mikropapiller yapidadirlar. Bu
lezyonlar ciddi anlamda hiicresel ve yapisal atipik 6zellikler icermektedirler ki bunlar
invaziv karsinoma ait pek ¢ok karakter tagimaktadirlar. Bunlarin basinda yapisal
olarak papiller, mikropapiller veya kribriform sekilli, pleomorfik nukleuslu, nukleusta
polarite kaybi, niikleer hiperkromatizm ve nadirde olsa mitozlar ve bazen nekrotik
alanlar bulunmaktadir. Epitelyal hucrelerin igerisinde tomurcuklanmaya benzer
yapilar goriilebilmektedir. Bu nedenle PanIN-3 lezyonlarin tamami invaziv duktal

adenokarsinomlar ile iliskili gosterilmektedir (41).

PanIN 1A/1B, PanIN-2 ve PanIN-3’ {in her biri, belirli hedef genleri ve genetik
yollar1 etkileyen ¢esitli mutasyonlarla karakterize edilmis ¢oklu molekiiler siireclerle
tanimlanabilmektedirler. PDAC’larda hemen hemen tiim genetik degisiklikler duktus
lezyonlarinda goriilmistiir. Duktus lezyonlarinda hiicresel atipi derecesi arttikca

genetik degisimlerde artmaktadir (40).

2.2.2. Pankreas Prekanseroz Lezyonlarin Karsinogenezi

Pankreas karsinogenezinde erken evrede genomik kararsizliga yol agan
nedenin telomerlerin erezyonu sonucu ile baglayan telomerik kriz oldugu
diistiniilmektedir. Bu durum PanIN 1A lezyonlarinin %90'indan fazlasinda, tiim PanIN
lezyonlarinin ise %95'inden fazlasinda goriiliir(37). Pankreas kanserlerinde timor
baskilayic1 genler inaktive olurken onkogenler aktive olmaktadirlar. Bunun nedeni
olarak, kisalan telomerli hiicrelerin boliiniirken normal olmayan bir ayrisma

sonucunda olusan yeni yavru hiicrelerin bazilarinda bu genetik materyalin
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eksikliginden ileri geldigine inanilmaktadir (42). Onkogenler, mutasyonlar veya gen
amplifikasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla aktive olup, bllylimeyi uyaran genlerden

olusmaktadir. Tiimor dokularinda baskin olarak etkilerini géstermektedirler (36).

K-ras onkogeni, 1988 yilinda bilinen tek anlamli genetik degisiklige sahip
onkogen olarak ortaya ¢ikmistir (43). Bu onkogen hicre siklusunun progresyonundan
sorumludur (36). K-ras onkogenindeki nokta mutasyonlarindan en sik K-ras geninin
ekson 2’si ile kodon 12 ve 13°te goriilmektedir (41). K-ras2 mutasyonlari, pankreas
karsinogenezinde izlenmis en erken genetik degisikliklerdir. K-ras2 mutasyonlari
PanIN 1A/B'in %10 ila %30'unda, PanIN-2'nin %45'inde ve PanIN-3 lezyonlarinin
%85'inde gorulmektedir (44). Benzer sekilde, Her-2/neu onkogeninin ise nadir olarak
hem sitolojik hem de yapisal anlamda atipik hiicrelerle pankreasin tiim duktal
lezyonlarinda anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, duktus
lezyonlarindaki atipi derecesi arttiginda K-ras mutasyonunun da goriilme sikliginin
arttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla K-ras ve Her-2/neu'deki bu degisiklikler minimal
atipili pankreatik duktus lezyonlarda gorilur ve pankreatik neoplazi gelisiminde

“erken” bir genetik olayin meydana geldigini diisiindiimektedir (43).

Onkogenlerin aksine timor baskilayict genler, inaktif olduklarinda timor
gelisimini  desteklemektedir. Dolayisiyla timor dokularinda cekinik olarak etki
gostermektedirler. Tiimor baskilayict genler, bir allelin baskilayici mutasyona sahip
oldugu ve digerinin bulunmadigi homozigot delesyonlar veya promotor metilasyonu
yolu ile epigenetik gen susturma ile inaktive edilirler. Bu genlerin inaktivasyonlari

sonucu kromozom instabilitesine neden olan {i¢ timor baskilayici gen bulunmaktadir.

Pankreas kanserinin gelisiminde rol oynayan tiimor baskilayici genler arasinda
pl6/CDKN2A/INKA4A, timor proteini 53 (TP53) ve 4 genden olusan SMAD ailesi
(SMAD4/DPC4/MADH4) bulunmaktadir (36, 37, 41). Bunlardan
pl6(CDKN2a/INK4a) geni, hiicre dongust kontrolinin pl6/siklin bagimli
kinaz/retinoblastoma asamasinda yer alan 6nemli bir tiimor baskilayict gen olarak
bilinmektedir. P16 proteini, yolun negatif dizenleyicisi olarak kabul edilmektedir

(45). P16 geninde olusan ekspresyon kaybmin goriilme sikligi displazi derecesi
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arttikca artmaktadir. Pankreatik adenomkarsinomlarin gelisiminde P16 genindeki
delesyonun TP53 ve SMAD ailesinden DPC4’iin inaktive olmasindan Once
gerceklestigi ve kotii prognozla iliskili oldugu disiiniilmektedir (45). TP53 geninin
fonksiyon kayb1 panreatik adenokarsinomlarin yaklasik %50-75’inde goriilmektedir.
TP53 gen mutasyonlariin daha ¢ok pankreas karsinogenezinin PanIN-3 evresinde
meydana geldigi belirtilmektedir (37). SMAD4 genindeki fonksiyon kayb1 daha ¢ok
yiiksek dereceli lezyonlarda goriilmekte olup bu durumun pankreas kanser gelisiminin
gec evresinde olustugu bildirilmistir (45). PanIN gelisim modeli tiimor gelisimi
asamalarinda sirasiyla K-ras, P16/CDKN2A, TP53 ve SMAD4/DPC4 genlerinde ek
mutasyonlarin olusmasi ile sekillenmektedir (46) (Sekil 2.4).

o =§. : [ Kuyruk

b—— Endokrin Kismi
- \Duktal Hiicreler
Asiner Hilcreler ———

| Polarizayson Kaybi & Hiicre Biyimesi |

[ Hiicre Biyiimeye Baslar |

(aX=X»
| PaniNTave 1b " PaniN2 | | PanIN3 | PDAC
- - —— | NS
\ Diglik Dereceli Lezyon Orta Siddetli | | Siddetli
Teshis Olasilig

Sekil 2.4. PanIN gelisim modeli. Ref. 46’dan uyarlanmstir.

Bir diger prekanserdz lezyon olan intrapapiller misindz neoplazmlar

(IPMN)’ler pankreasin en sik goriilen miisin iireten kistik tiimoriidir. Kadinlara
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nazaran erkeklerde goriilme sikligi daha fazla olup ortalama olarak goriilme yaslar
60-70’tir. Bu lezyonlarin, yaklasik olarak %80’i pankreasin bas kisminda goriiliir (36).
Ilgingtir ki IPMN’lerin seker hastalig1 arasinda anlamli bir iliski saptanmis ve IPMN
hastalarinin %10-45 ‘inde ilaveten seker hastaligi da oldugu da goriilmiistiir (47).
Yapilan c¢aligmalarda IPMN’lerde ¢ok c¢esitli molekiiler degisiklik gosterilmistir.
Ozellikle PanIN lezyonlar icin gorilen K-ras, pl6/CDKN2A, SMADA4 ve TP53 gen
degisikliklerinin yaninda PIK3CA (phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha) ve
BRAF (v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) gen mutasyonlar: da
gorulmektedir(41). Arastirmalara gore, IPMN lezyonlarmi olusturan hiicrelerde
displazi arttikca K-ras gen mutasyonunun goriilme sikligi da artmaktadir (48). Bununla
birlikte IPMN'lerin %95’in {izerinde ya bir GNAS kompleks lokusuna (GNAS) ya da
bir K-ras mutasyonuna sahip oldugu ve GNAS mutasyonlarinin IPMN lezyonlarina
0zgii oldugu bildirilmistir (41). Tiim bu mutasyonlarin ¢ogu IPMN’ lerin yiiksek
dereceli lezyonlarinda goriilmektedir (47).

Musin6z kistik neoplazmlar (mucinous cystic neoplasm, MCN) pankreasin gok
nadir goriilen kanser Onciisii lezyonlarindandir. Bu lezyonlarin neredeyse tamami
kadin hastalarda goriilmekte olup ortalama olarak 40- 50 yaslarda tan1 almaktadirlar.
Lezyonlar siklikla pankreasin gévde ve kuyruk kisminda olusmaktadirlar(36). K-ras
mutasyonu diisiik dereceli displazili MCN’lerde goriilmekle birlikte ilerlemis
vakalarda bu mutasyonun goriilme siklig1 artmaktadir. TP53, p16 ve SMAD4/DPC4
daha ¢ok ytiksek dereceli displazi ve invaziv karsinomlarda gozlenmektedir. Bunlarin
disinda MCN’lerin GNAS mutasyonu igermemesi [IPMN’den ayiran 6nemli bir ayirici

belirte¢ olmaktadir (41).

2.3. Pankreas Kanserinin Tan1 ve Tedavisi

Pankreas kanseri hastalarinda genellikle yorgunluk, kilo kaybi, istahsizlik,
sarilik, bulant1 ve karin agris1 gibi semptomlar goriilmektedir. Ancak bu semptomlarin
erken evrede goriilmemesi sebebiyle hastalarin ileri evrede tani almasina neden
olmaktadir. Bu durum pankreas kanserlerinin en sik oliimciil kanserler arasinda

olmasinin en bilylik nedenidir. PDAC tedavisinin etkinligi ve sonucu, biiyiik dl¢iide
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tan1 anindaki hastaligin evresi ile belirlenir. Hastaligin hizli ilerlemesi, ge¢ tani
konulmas1 ve sistemsel tedavi yontemlerinin kisitliligi hastanin sagkalim siirecini
olumsuz yonde etkilemektedir. Cerrahi yontemler gunumuzde halen tek tedavi
secenedi gibi goriinse de PDAC’1n ¢ok sessiz bir sekilde ilerleyisi nedeniyle ancak
hastalarin %15-20 kadar1 bu islemden fayda goOrebilmektedir. Sonug¢ olarak bu
hastalarda hastalik tekrardan niikks etmekte ve metastaza baghi dliimler
gerceklesmektedir(32). Bu nedenle hastaligin etkin bir sekilde tedavisi i¢in yeni
ilaglara ve stratejik tedavi yontemlerine ek olarak erken tani i¢in pankreas kanserine
0zel spesifik biyobelirteglere duyulan ihtiyag giderek 6nemini arttirmaktadir. PDAC'in
en belirgin 6zelligi ise neredeyse her tiirlii tedaviye karsi yiiksek derecede direng
gostermesidir. Dolayisiyla yapilacak olan ¢alismalarda ilk hedef bu direncin
ustesinden gelebilmek icin alternatif yollar bulabilmektir. Cesitli kombine
kemoterapiler gelistirilmesine ragmen PDAC’1i hastalarin sagkalim oranlarinda yeterli
uzama elde edilememektedir. Bu nedenle PDAC i¢in daha yliksek 6zgiilliige sahip
tumor odakli biyolojik hedeflere daha ¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.4. Pankreas Kanserine Immiinoterapétik Yaklasim

Immiin sistem, etrafimizda sayilamayacak kadar ¢ok sayida saldirmak igin
bekleyen mikroorganizmalara karsi onlar1 taniyan ve etkisiz hale getiren bir savunma
sistemidir. Immiin sistemin iki temel gérevi vardir; viicudumuz yabanci patojenlere
kars1 korumak ve ayn1 zamanda Slmiis ya da anormal hiicreleri yok etmektir. Immiin
sistem kendiliginden gelisen tiimorlerin ilerlemesini ve baskilanmasini esas alan
bagisiklik ile kanser arasindaki iliskinin temelini olusturmaktadir. Kanserin en temel
0zelligi arasinda immiin sistemden kacarak goriinmez olmasi yer almaktadir. Kanser
hiicreleri de aslinda kendimize ait hiicrelerden kdken aldigi i¢in, bazen savunma
hicrelerinden olan T ve B lenfositler tarafindan tam bir yabanci olarak taninmalari
mimkin olamamaktadir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin bagisiklik hiicreleri
tarafindan taninmasinin saglanmasi ve sinyal iletim yollarmin daha iyi anlagilarak
immunoterapi ile timore karsi immiin yanitin giiclendirilmesi arastirmalarda
hedeflenmektedir (sekil 2.5).



16

Normal Doku A) Eleme : Bagisiklik Hucreleri Kanser
/' Huicrelerini Oldriir

|
| ! ! Oa3azaxlzktan
wriing

Sagrziklak
keranass

Anormal Hiicre/doku
kontrolli buyiime
,./' Y

B) Denge : Badisiklik Hucreleri Kanser
Hucrelerini Kontrol Altinda Tutar

Anormal Hiicre/doku

,,/' byimeye devam eder C) Kagis : Kanser Hucreleri

Bagisiklik Hiicrelerden Kurtulur

1 ‘ |
| ! Bagagaklav

Rerunasl
—
- 7\
/
\ -
.-
Esgassklanzan
kurtslra

Sekil 2.5. Immiin sistem ve kanser gelisimi arasindaki iliski. Ref. 49°dan
uyarlanmstir.

Kanserde imminoterapi denince aklimiza ilk gelenlerden biri immin kontrol
noktas1 dlzenleyicileridir. Immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin kesfi kanser
tedavisinde yeni bir umut olmustur ve bu nedenle immiinoterapi, artik kanser
tedavisinin dordincl ayagi olarak adlandirilmaktadir. Bu tedavilerdeki amag; immiin
sistemin kanserle miicadele edebilmesi igin onu tetikleyerek yeniden gi¢lendirmektir.
Neredeyse bir asira yakin zamandir kanser tedavisi lizerine yapilan ¢alismalar kanser
hiicresini direkt hedef alan 6ldiiriicii yontemler lizerine olmustur. Bu tedavi seklinde
kullanilan ilaglar klasik kemoterapi ilaglarindan farkli bir mantik ile ¢aligmaktadirlar.
Hedef, saglikli olan hiicrelerden ziyade kanserli olan hiicrelere odaklanmaktir. Klasik
kemoterapi ilaglar1 hem toksik etki yaratmakta hem de saglikli hiicrelere de zarar
vermektedir. Hedefe yoOnelik ilaglar ise sadece kanser hiicrelerine yonelerek onlarin

kendilerine benzer sekilde ¢ogalmalarini dnleyerek etki etmektedir.
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Sekil 2.6. Monoklonal antikorlar ile kanser hicresinin yok edilmesi. Ref.
50’den uyarlanmastir.

Gilnumuzde anti-CTLA-4, anti-PD-1 ve anti-PD-L1 antikorlar1 basta kiigiik
hicre dis1 akciger kanserlerinde olmak Uzere malign melanomlu hastalarda 6ncul
CD8* T hiicrelerin roliinii ortaya koyarken, renal hicreli kanserlerde T hiicre
gelisimini indiikleyen immiinoterapi ajanlar1 olarak kullanilmaktadir (5). Bu kontrol
noktasi inhibitdrler, kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri, malign melanom ve renal hiicreli
kanserlerde etkili kullanilmasina ragmen pankreas kanserinde istenen basariya
ulagamamustir. Yapilan ¢alismalar, PDAC’1n ¢esitli mutasyonel degisimler ile primer
tiimor i¢inde bile heterojenlige sahip oldugunu gostermektedir. Bunun sonucunda,
hastaligin tedavisine karsi gelisen direng mekanizmasini olusturan genetik
kararsizligin etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla tedavi igin sayisiz zorluklar ile
kars1 karsiya kalinmaktadir. Ayrica PDAC mikro c¢evresinin tumoér biyumesini ve
metastazi destekledigini ve ila¢ dagiliminda fiziksel bir bariyer olusturdugu bazi
caligmalarda ortaya konulmustur (51). Bu konuyla ilgili yapilan birgok galismada
PDAC mikrogevresini, TME) olusturan bilesenlerin kotii prognozla iliskili oldugu ve

tedavi zorlugunun temel nedeni olabilecegi belirtilmistir.

PDAC’a ait stromal yapi, pankreas kanseri hiicrelerinin geligsebilecegi ve

kolayca metastaz yapabilecegi bir mikrogevre yaratmaktadir (52). Stroma, bir organ
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yiizeyinin hemen altinda bulunan bir bag dokusudur ve organin diger kisimlarini bir
arada tutmaya yardimei iskelet gorevi gormektedir. Stromada fibroblast adi verilen
dokuya sekil ve dayaniklilik saglayan hiicreler yer almaktadir. Bu yapinin igerisinde
ayrica besin ve oksijen tasiyan kan damarlar1 ile fazla siviyr uzaklastiran lenfatik
kanallar bulunmaktadir. Stromanin goriiniimii, yaralanma veya kansere yanit olarak
degisim gostermektedir. Patolojik olarak bu gdriinlim desmoplazi olarak adlandirilir.
TME yogun bir desmoplastik alan igermesinden dolay1 stroma igerisinde damarlarin
az olmasina, immiin sistem hiicrelerinin infiltrasyonunun degismesine, hipoksik
ortamin artmasina, timor boyutunun artisinin desteklenmesine ve etkin ilag

tedavisinin engellenmesine neden olmaktadir (53).

Tiimorlere karsi en 6nemli immiin savunma sistemlerinden birisi de CD8* T
hiicreleri ile NK hiicrelerin aracilik ettigi hiicresel sitotoksisitedir. Bu siireg icerisinde,
T ve NK hiicrelerinin aktivasyonu ve inhibisyonu, bu bagisiklik hiicreleri tizerinde
ifade edilen uyarici ve engelleyici reseptorler ile tiimor hiicreleri tizerinde ifade edilen
ayn1 kokenli ligandlar1 arasindaki etkilesime bagli olmaktadir. Bu etkilesimlerle,
uygun bagisiklik fonksiyonu i¢in gerekli olan aktivasyon ve inhibisyon arasinda hassas
bir dengenin olugmasi saglanmaktadir. Eger yeterli aktivasyon saglanamaz ise,
tiimorlere kars1 bagisiklik tepkisi yeterli olmayacak ve tiimor hiicresinin hayatta
kalmasina neden olacaktir. Diger taraftan, immiin sistem hticreleri, diger hucreleri
tanimada 6zgilin degilse ya da her zaman aktif durumdalar ise, o zaman da bagisiklik
sisteminin hiper aktivasyonu ve otoimmiinite ile sonuglanmasi kaginilmaz olacaktir

(54).

2.5. Tumor Infiltre Edici Lenfositler (TIL)

Timor infiltre edici lenfositler, timor mikrogevresinin 6nemli bilesenlerinden

biridir. Tiimdriin ilerlemesine kars1 immiin yanit1 ifade etmektedirler (55).
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Sekil. 2.7. Pankreas kanserinde tumor mikrogevresi. Ref. 53’den uyarlanmustir.

1980'lerin sonlarinda arastirmalarda, timor infiltre edici lenfositlerin 6zel
bagisiklik hiicreleri oldugu ve tiimor biiyliimesini engelleme konusunda daha iyi bir
yetenege sahip olduklari ortaya ¢ikmustir. TIL lerin alt tipleri igerisinde CD4" ve CD8"
T hiicreler, B hiicreler, NK ve Treg'ler yer almaktadir. Bununla beraber, TIL ‘lerin
blylk bir bdlumaini timore spesifik T hiicrelerden CD8* CTL'ler ve CD4" T yardimci
(Thelper, Th) hiicrelerinden olustugu gosterilmistir (56). TIL’ler ile ilgili yapilan
caligmalarin baginda tiimorin ya da TME’de bulunan TIL’lerden kaynakli
inflamasyon ile kanserin olusumuna katki sagladigi diisiinilmiis daha sonra bu
TIL’lerin kanser olusumunu hazirlayan bir ¢evre mi yarattiklart yoksa tlmor
olusumuna kars1 tepkisel bir cevap olarak mi1 bulunduklar: tartisma konusu olmustur
(56). Calismalarin devaminda ise tumoér mikrogevresinde sitotoksik T hicrelerinin
varlig1, kanser hastalarinda siklikla iyi prognoz ile iligkilendirilmistir (57). Dolayisiyla
immiinoterapik tedavilerin temelini olusturan hiicrelerin baginda TIL’ler yer
almaktadir. TIL icerisinde yer alan ve timor hiicresini 6ldurme kapasitesi yiksek olan
CTL popiilasyonlar1 TIL bazli kisisellestirilmis tedavilerin 6zgiilliiglinii  ve

sitotoksisitesini arttirmada onemli bir potansiyel gii¢ olusturmaktadir.
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2.5.1. Sitotoksik T Lenfositler (CTL)

Sitotoksik T lenfositler, tumoér hicreleri ve virtsler gibi hicre ici
enfeksiyonlara cevap veren T hiicrelerinin dnemli bir alt kiimesini olugturmaktadir. Bu
hiicreler yilizeylerinde CD8 belirteci tagirlar (CD8" T lenfositler) ve enfekte olmus
hiicreleri dogrudan oldiiren sitotoksik 6zellik gosterirler. CD8" T lenfositler,
antijenleri major doku uygunluk kompleksi (MHC) smif I (insan l6kosit antijeni
[HLA] A, B, C) tarafindan sunulan 8 ila 10 aminoasit uzunlugundaki polipeptidlerden
olusan antijen epitoplarini tantyabilmektedirler. MHC sinif I proteinleri temel olarak
tim cekirdekli hiicrelerde eksprese edilirler. CD4* T hiicrelerin ¢ok az bir kismida
CTL’lerin igerisinde yer almaktadir. Bunlar, MHC smf II molekiilleri tarafindan
sunulan antijenleri tanimaktadirlar. CTL'ler, tiimor hiicrelerini dogrudan ve dolayli
olarak oldurebilirler. Timor antijenlerini dogrudan taniyabilirler, litik mekanizmasiyla
perforin ve granzim gibi proteinler salgilarlar ve tiimor hiicresi 6liimiine neden olurlar.
Aktif CTL’ler litik graniiller adi verilen birgok hiicre i¢i graniil tasirlar. Hedef
hiicrelerin taninmasi lizerine bu granuller polarize olur ve igeriklerini hedef hiicreler
ile CTL'ler arasindaki kontakt kurdugu alana bosaltirlar. iki hiicre arasinda kurulan bu
kontakt bolgesi ‘immiinolojik temas’ olarak adlandirilmaktadir. Litik graniller por

olusturan perforin ile graniillerle iligkili enzimler olan granzimler icermektedirler (58).
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IFNs

Apoptosis
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Sekil 2.8. CTL’ler tarafindan salgilanan Perforin ve Granzim B ile apoptozun
gerceklesmesi. Ref. 58’den uyarlanmustir.

Perforin and
granzyme

a) Perforin

CTL’ler ve NK hiicreler1 hedef hiicreleri tanimada farkli mekanizmalar
kullansa da, hedef hiicreleri yok etmek icin aym lizis mekanizmasini
kullanmaktadirlar. Buradaki anahtar protein olan perforin por olusturucu monomerik
bir proteindir. Perforin, kompleman bilesenlerden biri olan C9'a yapisal ve islevsel
olarak benzerlik gostermektedir. Perforin granuller icindeyken inaktif haldedir ancak
ortamdaki Ca*? iyonlarmin varligma yamt olarak konformasyonel degisiklikler
yoluyla aktif hale gelir. C9 gibi perforin de homopolimerler olusturabilme yetenegine
sahiptirler. C9'un aksine, bir perforin zinciri Ca2+ varliginda islenebilir ve dogrudan

membran fosfolipitleriyle iliskilendirilebilir (58).

b) Granzim

Litik graniiller igeriginde yer alan diger bir molekiil de granzimlerdir.
Granzimler serin proteaz grubunda yer almaktadirlar. Immiin savunma hiicreleri, hedef
hicrenin icine girebilmek igin ayrica perforine ihtiya¢ duymaktadirlar. Sitoplazmanin
icine girdikleri zaman bir¢ok substrati keserek apoptozu baslatirlar. Bu olay su sekilde

gerceklesmektedir:
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- Granzim B bazi prokaspazlar keserek kaspaz 10, 3 ve 7’nin uyarimina yol
acarak hedef hiicrenin apoptoza girmesini tetiklemektedir.

- Granzim A ise kaspazlardan bagimsiz bir mekanizma kullanir ve substratlardan
birini katalize etmektedir. Bu substrat SET olarak adlandirilir. SET,
endoplazmik retikuluma bagli olan bir protein komplekstir ve DNAz’lar1
uyarmaktadir. DNAz’lar DNA molekiillerini keserek niikleer kirilmalara yol
acarlar.

- Granzim C de kaspazlardan bagimsiz olarak bir mekanizma ile apoptoza destek

olmaktadir. Heniliz bu mekanizma aydinlatilamamistir.

CTL'ler, timor hicresi apoptozunu induklemek icin Fas-FasL yolunu dolayli
olarak aktive edebilir.. Tumor nekroze faktor (TNF) reseptdr grubundan molekdller
araciligiyla hedef hiicrelere oldirici sinyaller gonderebilmektedir. TNF reseptor
grubundan bu molekiiller arasinda; Fas (CD95) ve TNF reseptorleri de yer almaktadir.
Hem CD4 hem de CD8 T lenfositleri, Fas ligandini eksprese ederek hiicre 6liimiinii
baglatabilmektedirler. Fas ligand1 TNF ailesinin bir Giyesidir ve bir¢cok hicrede bulunan
CD95’e baglanmaktadir. Capraz baglantilar Fas molekiiliiniin trimerizasyonuna neden
olmaktadir. Takiben Fas’in sitoplazmik kuyrugunda yer alan 61im déngtsune FADD
(death domain, DD) baglanmaktadir. FADD daha sonra, kaspaz 8 ve 10’a baglanarak
kaspaz kaskadini aktive eder ve Ca+2'ye bagimli apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine yol
acar (58). CTL'ler yalnizca hedef hiicrelerde apoptozu indiiklerler; komsu dokularda

ki hiicreler bu durumdan etkilenmez.

2.6. Immiin Hiicrelerde Kontrol Noktas1 Molekiilleri

Immiin kontrol noktas: molekiillerinin immiin yamtlarin diizenli bir sekilde
devamliligini saglamak i¢in dnemli rolleri bulunmaktadir. Bu molekiller 6zellikle T
lenfositler Uzerinde artan ekspresyonlar ile efektor T lenfositlerin aktivasyonunu
baskilamaktadirlar. 1k olarak ortaya ¢ikan kontrol noktas: inhibitdrlerinden olan PD-
1/PD-L1 ve CTLA-4 molekdllerinin monoklonal antikorlar: ile kanser tedavisinde

olumlu yanit almada 6nemli katkilar1 olmustur. Bu immunoterapiler sonrasi bazi
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hastalarda tedaviye direng gelistigi gibi bazi kanser tiirleri i¢in de mevcut inhibitorlerle
beklenen klinik basari elde edilememistir. Dolayisiyla yeni immiin kontrol noktasi
inhibitorlerini bulmaya yonelik ¢alismalar artarak devam etmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda lenfosit aktivasyon geni 3 (lymphocyte activation gene 3, LAG3),
T hiicre immiinoglobulin ve miisin alan1 3 (T cell immunoglobulin and mucin domain
3,TIM3), Ig ve immiinoreseptor tirozin bazli inhibe edici motif alanlar1 (T cell
immunoreceptor with Ig and immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif
domains, TIGIT), T hicresi aktivasyonunun V-domain imminoglobulin iceren
baskilayicisi (V-domain immunoglobulin-containing suppressor of T cell activation,
VISTA) gibi immin kontrol noktast molekiillerinin hedeflenebilir bir biyobelirteg
olduklari bulunmustur. Bu molekiillerle ilgili preklinik arastirmalar ve deneylerde

umut vaad eden sonuglar elde edilmistir (60).

Timor
Hicresi

k)
X. 5
> &

6‘\

O

Sekil.2.9. Immiin Kontrol Noktas1 Moleklleri. Ref. 61°den uyarlanmugtir.
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Yaping Chen ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada, fare modelinde
TIGIT'i eksprese eden timdorde, TIGIT inhibitorlerine maruz birakildiginda, bunun
sagkalimi uzattig1 ve tiimoriin ilerlemesini yavaslattigi sonucuna ulasmiglardir (62).
TIGIT'i kuglk hiicre dis1 akciger kanseri dahil olmak Gzere ileri evre solid timdrlerde
ya tek bir monoklonal antikor olarak ya da diger immiin kontrol noktasi molekiilleriyle
kombine antikorlar olarak hedef alan ¢ok sayida klinik ¢alisma su anda devam
etmektedir(63). Pankreas kanserlerinde TIGIT ile yapilan g¢alismalarin ¢ok kisith
oldugundan bizde bu molekullin pankreas kanserindeki 6nemini ortaya koymak icin

TIGIT ile ¢alismaya karar verdik.

2.6.1. TIGIT Ailesi

a) TIGIT Molekiiliiniin Yapis1 ve Onemi

Ik defa 2009 yilinda bir grup arastirmaci tarafindan immiinomodiilatdr
reseptorler icin spesifik alanlari igeren proteinleri tanimlamayr amaglayan genom
diizeyinde yapilan analizler yoluyla kesfedilmistir. TIGIT/ WUCAM/Vstm3/VSIG9
molekdlunin yapisinda hiicre disinda immiinoglobulin degisken bolge, tip |
transmembran bolgesi, hiicre i¢i immunoreseptor tirozin bazli inhibisyon motifi
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif, ITIM) ve bir immunoglobulin
tirozin kuyrugu (immunoglobulin tail tyrosine, ITT) benzeri motif yer almaktadir(64,
65, 66). Nectin ve nectin benzeri molekiiller (Necls) ile etkilesime giren bir
immunoglobulin super ailesi reseptorlerden olan TIGIT ailesi reseptorleri icinde
TIGIT, DNAM-1, CD96 ve PVRIG yer almaktadir. Bu reseptorler, yakin zamanda
kanser tedavisinde immunoterap0tik potansiyeli yuksek birer hedef olarak ortaya
cikmiglardir(67). TIGIT, fareler ve insanlarda bulunan NK hicreleri ile T
hiicrelerinden olan CD4* T, CD8" T hiicreleri ve Tregler lizerinde ifade edilmektedir.
Naif hiicrelerde TIGIT ekspresyonu genellikle diisiiktiir ancak T ve NK hcrelerinin
aktivasyonunun Uzerine naif hicrelerde de TIGIT ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir(64). TIGIT"1n Nectin ve Necl ailesine ait olan CD155, CD112 ve CD113
ve Nectin-4 olmak Uzere dort ligand1 vardir. PVR esas olarak dendritik hicreler

(DC'ler), T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar iizerinde, ayrica bobrek, sinir sistemi
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ve bagirsaklar gibi hematopoietik olmayan dokularda da eksprese edilir. Nectin ailesi
uyelerinden Nectin-2, kemik iligi, bobrek, pankreas ve akciger gibi hem hematopoietik
hem de hematopoietik olmayan dokularda genis bir ekspresyona sahiptir, ancak
CD113"%in ekspresyonu, plasenta, testis, bobrek, karaciger ve akciger gibi
hematopoietik olmayan dokularla sinirlidir (68, 69, 70 71). Literatlire bakildiginda
ilging bir sekilde, PVR ve Nectin-2’nin birgok insan malign tiimoérlerinde asirt
eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica onkogen ekspresyonu veya interferon (IFN)- y
gibi sitokinlerinde bulundugu bir¢ok faktoriin tiimor hiicreleri iizerinde PVR ve

Nectin-2 ekspresyonlarinin artmasina neden oldugu gosterilmistir.

b) DNAX Yardimc1 Molekiil-1 (DNAX Accessory Molecule-1, DNAM-1)/
CD226 Molekiiliiniin Yapis1 ve Onemi

Immiinoglobulin  siiper ailesinin bir transmembran nectin benzeri
glikoproteinidir. Baslangigta NK hiicreleri ve CD8* T hiicreleri tarafindan
sitotoksisiteyi ve sitokin salgilanmasini destekleyen bir molekiil olarak tanimlanmigtir
(76). Daha sonralar1 yapilan ¢alismalarda, DNAM-1'in melanom, rabdomyosarkom ve
Ewing sarkom hiicreleri gibi tiimér hiicrelerinin NK hiicre aracili hiicre 6limleri igin
onemli oldugu ortaya konulmustur (77, 78, 79). NK hticreleri, sitotoksik T hucreler ve
monositler ile kiiglik bir kistm B hiicresi tarafindan eksprese edilen aktive edici bir
reseptor olarak gorev gormektedir(80). Ligandlar1 ise yine nectin ailesi tyelerinden
olan Nectin2 ve PVR’dir. Bununla birlikte, DNAM-1-Nectin2/PVR ekseni, timor
hicrelerinin - NK hiicre aracili 6ldiiriilmesinde 6nemli bir kilit rolii bulunmaktadir.
Ayrica bu eksenin, miyeloid hiicrelerde migrasyonu etkiledigi de bildirilmistir (81).
Ig siiper ailesinin bir pargasi olmasina ragmen, DNAM-1 diger reseptorlerden oldukca
farklidir. Bu farklilik, 6zellikle diger Ig siiper ailesi iiyeleriyle ¢ok az homoloji
paylasmasi ya da hi¢ olmayan sitoplazmik alanda kendini gostermesidir (82). DNAM-
1 ayrica liganda baglanmasi i¢in kostimiilatdr reseptorlerden 6zellikle TIGIT ile
dogrudan rekabet edecek sekilde hareket edebilmektedir. PVR’nin DNAM-1'e
baglanmasi, proinflamatuar sitokinlerin salinimin1 ve T hiicreleri ile NK hiicrelerinin
sitotoksisitesini arttiriken, TIGIT'e baglanmasiyla anti-inflamatuar, proliferatif ve

sitotoksik olmayan bir profili indiikledigi gosterilmistir (83, 84). NK hticrelerinde
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DNAM-1'in ekspresyonu iizerine yapilan ¢alismalarda, bunun timér hiicreleri
tizerindeki ligandlar ile etkilesiminin farkli kanser tiirlerine karsi 6nemli bir rol

oynadigimi desteklemektedir (85).

¢) CD96/TACTILE Molekiiniin Yapisi ve Onemi

CD96 olarak da bilinen insan TACTILE, 1992 yilinda kesfedilmistir (86). Ig

stiper ailesinin bir tyesi olan CD96 ’nin ekspresyonu T ve NK hiicreleriyle sinirhdir.

Fare ve insanlarda CD96, ligand olarak PVR ile etkilesime girerken yalnizca
farelerde CD96 Nectin-1'e baglanmasi gozlemlenmistir. Farelerde, PVR' ye CD96’nin
baglanmasi, IFN-y Gretimini inhibe eder ki bu da CD96in inhibitér roliini
gostermektedir(87). Bununla birlikte, insanlarda, CD96 reseptoriinin NK hiicre
aktivitesinin kontroltindeki rolii belirsizdir ¢linkli CD96 reseptort, bu hiicrelerde hem
pozitif hem de negatif sinyallesmeye aracilik edebilmektedir. Bu nedenle, CD96'nin
insan NK hiicre aktivasyonunda bir kontrol noktasi olarak roliinii ortaya ¢ikarmak i¢in

daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (85).

d) PVRIG /CD112R Molekiiliiniin Yapis1 ve Onemi

Ik olarak Zhu ve arkadaslari tarafindan adlandirilmis ve tanimlanmustir. 2016
yilinda PVRIG’in, polioviris reseptorii (PVR) ailesine ait yeni bir ko-inhibitor
reseptor oldugu ortaya konmustur (16). Yakin zamanda kesfedilen bu reseptor iizerine
yapilan arastirmalar ile TIGIT, CD96 ve DNAM-1 reseptorleri ile ilgili yapilan
arastirmalar karsilastirildiginda PVRIG hakkindaki yayinlar oldukg¢a sinirlidir.
PVRIG’in hiicre dis1 degisken bir alan ile transmembran ve sitoplazmik bélgeden
olusmaktadir. PVRIG’in hiicre i¢i alaninda ise fosfatazlar igin potansiyel bir
yerlestirme yeri olabilecek ITIM benzeri bir motife sahiptir. PVRIG reseptori NK ve
T lenfosit hicreleri tizerinde eksprese edilirken, monosit tirevli dendritik huicrelerde,
nétrofillerde (CD66b*) eksprese edilmemektedir. PVRIG, hedef hiicrelerde ki Nectin-
2 ligandina yiiksek afinite ile baglanir, béylece T ve NK hiicrelerinin sitotoksik

fonksiyonunu inhibe ederek IFN- y iiretimini azalttig1 gosterilmistir(17). PVRIG ve
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DNAM-1, Nectin-2 iizerinde ortak bir baglanma bdlgesi icermektedirler. T lenfositler
uzerindeki PVRIG, Nectin-2'ye baglanmak icin DNAM-1 ile rekabet eder ve DNAM-
1’den farkl1 olarak inhibisyon yoninde sinyallesmede rol almaktadir. Ayrica, PVRIG
eksikligi olan farelerde yapilan bir ¢alismada, gelismis CD8" T hiicre fonksiyonu
nedeniyle timor buyimesini onemli Olcude azalttigi gosterilmistir (90). PVRIG
reseptorinun bloke edilmesiyle sadece sitokinlerin salinmasint ve T lenfositlerin
proliferasyonunu desteklemekle kalmayip, ayn1 zamanda NK hiicrelerinin de antikora
bagimli hiicre aracili sitotoksisitesini arttirdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, solid
timorlerin mikrogevresindeki NK hticrelerinin diizenlenmesi ve imminoterapisinde

PVRIG'nin rolii heniiz arastiriimamustir (91).

Tumor Hicresi
a da APC

CD112 con3 com
PVRL4 PVR (PVRL2, (PVRL3, (PVRL1,
(Nectin4) (CD155) Nectin-2) Nectin-3) Nectin-1)
i
- - + + - -
KIR2DL5A TIGIT CD226 CD% CONZ2R

(ONAM-1)  (TACTILE)  (PVRIG)

T Hucresi ya da J
NK Hiicresi

Sekil 2.10. TIGIT/DNAM-1/CD96/PVRIG ekseni. Ref. 92°den uyarlanmstir.
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2.6.2. TIGIT Ligandlar

Nectin Ailesi

Cok hucreli organizmalarda hticre-hiicre yapisma siiregleri fizyolojik olaylarin
merkezinde yer almaktadir. Hiicre adhezyon molekdllerinin cogu dort biiylk protein
ailesinde yer almaktadirlar. Bunlar; integrinler, selektinler, immunoglobulin stper
ailesi ve kaderinlerdir. Integrinler, hiicre-hiicre ile hiicre-hiicre dist matriksin
fibronektin ve kollajen gibi protein yapisindaki bilesenleri baglayan biiyiik
heterodimerik bir transmembran proteinidirler. Selektinler ise lektin uglari ile diger
hiicrelerin ylizeyinde bulunan miisin gibi glikoproteinlerin karbonhidrat kisimlarin
taniyarak hiicre-hiicre yapismasina aracilik etmektedirler (93). IgSF ve kaderin protein
ailelerinin iiyeleri, kendi ailelerine ait proteinlerin homotipik olarak komsu hucrelere
baglanmasi yoluyla hiicre-hiicre yapismasinda gorev almaktadirlar. Nectinler ve nectin
benzeri molekiiller, IgSF ailesi icindeki iki énemli hiicre yapigma molekiilii sinifi

icinde yer almaktadirlar (94, 95, 96).

Nectinler baslangicta virlis reseptorleri olarak tanimlanmis olsalar da, son
zamanlarda yapilan calismalarda Necls molekiilleri ile birlikte hiicreler i¢in ¢ok 6nemli
olan bir takim fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicre adhezyon molekiilleri olarak ortaya
cikmistirlar. Bu 6zellikler arasinda bir hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagsmasi, hareketi,
polarizasyonu ve yasamina devam edebilme giicli gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar
olarak gosterilmektedir. Nectinler esas olarak hicre-hiicre adhezyonlarini
diizenlerken, Necls’lar ise daha ¢ok hiicresel fonksiyonlarin dizenlenmesinde rol
alirlar (95).
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Sekil 2.11. Nectin ailesinin hicresel fonksiyonlardaki roli. Ref. 95’den
uyarlanmistir.

Nectin ile Necls ailesi esas olarak kalsiyumdan bagimsiz immiinoglobulin (Ig)
benzeri bir yapiya sahiptirler. Nectinler; Nectin-1/PVRL1/CD111, Nectin-2/PVRL2/
CD112, Nectin-3/PVRL3/CD113), Nectin-4/PVRL4 olmak (zere dort Uyeden
olusurken Necl ailesi ise Necll, Necl2, Necl3, Necl4 ve PVR/CD155/ Necl5 olmak
tizere bes iiyeden olusmaktadir (97). Nectin ailesinin tm tyeleri, homodimerik veya
heterodimerik yapilarin olusmasiyla sonuglanan homofilik ve heterofilik etkilesimler
olusturabilen ii¢ immiinoglobulin benzeri alan ile tek bir transmembran bolgesine ve
bir sitoplazmik kuyruk bolgesine sahip bir hiicre dis1 bolgeden olusan Tip I integral
membran proteinleridir (64, 98, 99, 100, 101, 102). Hucre temelli biyokimyasal
caligmalarda, heterofilik formlarin homofilik formlardan daha giiclii oldugunu ve bir

takim fizyolojik olaylar1 kontrol ettigi 6ne stiriilmektedir (95, 103, 104).



Tablo 2.1. Nectin ve Necl Ailelerinin ve Hiicresel fonksiyonlar1 (105)

Proteinler

Heterofilik benzeri

Fonksiyonu

Mectin ailesi

nin fivelers

MNectin-1 Mectin-3, Nectin-4. Necl-1 Hiicre adezyonu

CDo4 Bagisikhik modiilasyonu
Nectin-2 Nectin-3 Hiicre adezyonn

CD226, TIGIT Bagisiklik modiilasyonu
Nectin-3 Mectin-1, Nectin-2, Necl-1, 2, 3 Eiicre adezyonu

TIGIT Bagiziklik modiilasyonu
Mectin-4 Nectin-1 Hiicre adezyonu

Necl ailesini

n fiveleri

Necl-1 MNectin-1, Nectin-3. Necl-2, 3. 4 Hucre adezyonu

MNecl-2 Mectin-3, Necl-1, Necl-3 Hiicre adezyonu
CETAM Bagsiklhik modiilasyonu

Necl-3 Necl-1, Mecl-2 Hiicre adezyonu

Mecl-4 Necl-1 Hiicre adezyvonu

Mecl-3 Nectin-3 Hiicre adezyonu

CDo6, CD226, TIGIT

Bagisiklik modiilasyonu

a) Nectin-1/PVRL1/CD111 Ligandinin Onemi

Kendisiyle veya diger nectinlerle

trans-etkilesime girdigi,

30

adherens

junction’larda bulunan bir hiicre yapisma molekiiliidiir. Ayni1 zamanda herpes

simpleks virtsu icin de 6nemli bir reseptordur(106). Nectin-1 ¢ok cesitli epitel

dokularinda eksprese olmaktadir. Buna ragmen epitel kokenli malign tiimoérlerde

ornegin; servikal skuamoz hiicreli karsinomlarda, pankreas duktal adenokarsinomlarin

kanserle iliskili fibroblastlarinda, kolorektal kanserlerde ve mide kanserlerinde

normale gore daha diisiik seviyelerde eksprese edildigi gosterilmistir(107). Insan

nectin-1 geninde meydana gelen mutasyonun yarik dudak/damak ektodermal displazi

sendromu (cleft lip/palate-ectodermal dysplasia syndrome, 1CLPEDI1) ile iliskili
oldugu bildirilmistir(108).
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b) Nectin-2/PVRL2/CD112 Ligandinin Yapisi ve Onemi

Poliovirls reseptorii ile iligkili protein 2 (PVRL2) olarak da adlandirilan
Nectin-2, ilk olarak hiicre-hiicre baglantilarinin olusumunda rol oynayan bir adhezyon
reseptorii olarak tanimlanmigtir (109). Nectin-2, nectin ailesinin diger tiyeleriyle ayni
alanlardan olusmaktadirlar. Ug¢ Ig benzeri alan (iki IgC ve bir IgV alani), bir
sitoplazmik kuyruk ve tek bir transmembran bolgesi igeren bir hiicre dis1 bolge
igermektedir. Nectin aile iiyelerinin ¢ogu homo-cis-dimer yapidadir. Fakat Nectin-2a
ve Nectin-2y hetero-cis-dimer yapilara da sahiptirler. Nectin-2’nin birinci Ig-benzeri
alan trans-dimerik yapimnin olusumu igin gerekli iken Nectin’in ikinci Ig-benzer alani
cis-dimerik yapmin olusumu i¢gin gereklidir. Ugiincii 1g-benzeri alanin islevi ise heniiz
bilinmemektedir. Afadin, Nectini aktin hiicre iskeletine baglayan nectin ve aktin-
filament baglayict bir proteindir. Nectin, F-aktin vasitasiyla sitoplazmik son kismi
boyunca afadin ile baglanmaktadir. Boylece Nectin temelli baglanmalarin, kaderin
temelli baglanmalardan daha hizli olustugundan, nectin-afadin yapisinin hiicre
tanimada onemli bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (110). Dolayisiyla Nectin-2
endotelyal hiicrelerin bir ylizey belirteci olarak da tanimlanmasiyla birlikte, bir
yapisma proteini olarak, endotelyal gog¢, proliferasyon ve hiicre gecirgenligin

diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip oldugunu diisiiniilmektedir (111).

Formation of a cis-dimer

Formation of a trans-dimer
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Sekil 2.12. Nectin-2’nin hiicreler arasi adhezyon aktivasyon modeli ve
yapis1(110).
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b) Nectin-3/PRR3/PVRL3 Ligandinin Onemi

Hicre TJ’larda fonksiyonu bulunan bir hiicre adhezyon molekuludur.
Normalde kosillarda epitel hiicreleri, fibroblastlar, ndronlar ve spermatidler gibi gesitli
dokularda yaygin olarak ecksprese edilmektedirler. Meme kanseri ve pankreas
adenokarsinomlarinda Nectin-3’{in gen ekspresyonunun azalmasi, metastaz ve
invazyon gibi malign 6zelliginin artmasina neden olmaktadir. Buna karsin akciger
adenokarsinomu ve over kanserinde ise Nectin-3’iin gen ekspresyon seviyesinin arttig1
tespit edilmistir. Bununla birlikte Nectin-3’iin, over kanserine ait hiicrelerinde, matris
metalloproteaz-2 ve -9 (MMP2 ve MMP9) gen ekspresyon seviyelerini arttirarak hiicre
migrasyonu ve invazyonun gelismesine neden olmaktadir(112). Ayrica Nectin-3
ligandi, kronik hastaliklarla da iligkisi olan 6nemli bir molekiildiir. Strese bagl
sinaptik anormallikleri ve stresle iligkili bilissel bozukluklar1 tedavi etmede umut

verici bir hedef olarak karsimiza ¢ikmaktadir (113).

¢) Nectin-4/PVRL4 Ligandinin Onemi

Nectin ailesinin diger iiyeleri eriskin dokularinda yaygin olarak bulunurken
Nectin-4 ligandi embriyo ve plasentada bol miktarda bulunmaktadir ve eriskin
yasaminda ise gen ekspresyonu giderek azalmaktadir. Bununla birlikte, Nectin-4'ln
akciger, over, meme ve pankreas kanseri dahil olmak Uzere insan kanserlerinin
birgogunda asir1 eksprese edildigi bildirilmistir (114). Klinik ¢alismalar, Nectin-4 gen
ekspresyonunun proliferasyon, anjiyogenez, epitelyal-mezenkimal gegis (EMT),
metastaz ve tUmor nuksi gibi kot prognostik 6zelliklerle ilgili olarak timor

biyolojisindeki potansiyel roliinii ve islevini gostermistir (115).
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d) PVR/CD155/Necl5 Ligandimin Yapisi ve Onemi

Insan polioviriis reseptdrii (PVR), hiicre adhezyonu ve migrasyonu,
proliferasyonu ve immiin yanitlarin modiilasyonu gibi pek ¢ok farkli fizyolojik siirecte
yer alan bir immunoglobulin slper ailesi adhezyon molekiiliidiir. Yapilan son
arastirmalar, PVR'nin hiicre yapismasi ve gocili disinda adaptif bagisiklik ve kanser ile
biiyiik olgtide iliskili oldugunu géstermektedir (116). CD155'in hiicre dis1 bolgesi, IgV
(degisken) alanlari, bir C1 benzeri alan ve bir C2 alan1 a, 3, 6 ve y olarak adlandirilan
dort izoformu vardir. Necl ailesi liyesi olan PVR, nectinler ile IgV alaninda korunmus
i¢ ortak bolgeye sahipken, ancak hiicre i¢i alani yoluyla F-aktin baglayici protein
afadin'e baglanamamasiyla nectinlerden farklilik gosterir (95). PVR ve Nectin-2,
tiimor epitelyal ve miyeloid hiicreler lizerinde yapisal olarak eksprese edilen iki ana
liganddir (117). PVR, DNAM-1, CD96 ve TIGIT gibi immunoreseptorlerini
baglayabilmektedir bu da efektor lenfoid hiicre aktivasyonunda farkl: profillerin ortaya

¢ikmasina neden olmaktadir.

PVR’nin DNAM-1'e baglanmastyla, proinflamatuar sitokinlerin salinmasini, T
hiicreler ile NK hiicrelerinin sitotoksisitesini arttirirken, TIGIT'a baglanmasi ise daha
cok antiinflamatuar cevap ile beraber hem proliferatif hem de sitotoksik olmayan bir
immiin yanitin olusmasina neden olmaktadir (118). Ayrica son zamanlarda Th9 ve NK
hiicreleri lizerinde inhibe edici bir reseptor olarak tanimlanan, immiinoglobulin siiper
ailesinin baska bir reseptor liyesi olan CD96'ya da baglanmaktadir (119). Sonug olarak
PVR, hem aktive edici hem de inhibe edici reseptorlerle etkilesime girerek immiin

yanitin seyrini etkileyen bir immiin diizenleyici molekiil olarak gérev almaktadir.

Ilk olarak 1990‘li yillarda kanser hiicrelerinde yiiksek dizeyde
ekspresyonunun bulunmasiyla birlikte anti tiimor tedavide bir hedef molekiil olarak
gosterildi(120). Bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda ozellikle kolorektal kanser,
glioma, ndroblastom, miyeloid l6semi, over kanseri, akciger adenokarsinomu ve
pankreas kanseri gibi pek cok kanser tiirlinde yiiksek diizeylerde PVR’nin ifade
edildigi gosterilmistir (121). Ozellikle anti tiimor tedavilerde immiin kontrol noktasi

inhibisyonunun, bu ligandlar ve ilgili reseptdrleri arasindaki etkilesime bagh
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oldugundan, bunlardan birinin veya her ikisininde antikor ile bloke edilerek,

immiinsiipresyonun tersine c¢evrilmesinde etkili bir yaklasim oldugu gdsterilmistir

(122).

Glinlimiizde PVR’yi hedefleyen kanser tedavilerinde klinik deneylerde
arastiltyor olsa da onkolitik polioviriisler disinda dogrudan PVR'yi hedefleyen
yaklasimlar hala az oldugu gériilmektedir. Immiinoterapik tedavilerin sagladig
avantajlara ragmen hala daha klinik deneylerde anti PVR antikorlarinin
kullanilmamasi aslinda normal hiicrelerdeki PVR indiiksiyonu hakkinda yeterli bilgi
birikiminin olmayigindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Bugiine kadar yapilan in
vivo fare caligmalarinda daha ¢ok inhibitor bir reseptdr olan PVR ‘nin bir immiin
kontrol noktasi blokorii olarak umut vaat eden bir immunoterapik hedef olabilecegini
acikca gostermektedir (123). Ayrica kombine yapilan immiino tedavilerin basari
potansiyelleri bu kadar giicliiyken gelecekte PVR’nin tiimér hiicrelerindeki
bagisiklikla ilgili 6nemli fonksiyonlarini1 destekleyen kesifler arttikca yeni hedefler

listesinde Ust siralarda yerini alacaktir.

2.7. Nectin-2 Ligandinin Tiimor Patogenezindeki Rolii

Gunlimize kadar Nectin-2 ile ilgili yapilan ¢alismalarda bu ligandin timor
biiyiimesi, anjiyogenezi ve metastazi ile iliskili oldugu bildirilmistir (124). Ozellikle
skuamoz hiicreli karsinomlar ile meme, yumurtalik, akciger, prostat, pankreas duktal
adenokarsinomlar1 gibi epitel kokenli tiimorlerde ve akut miyeloid 16semi, multiple
miyelom gibi farkli kanser tiirlerinde Nectin-2 geninin asir1 eksprese edilerek timor
olusumuna katki saglamakla birlikte tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini, invazyonunu ve
hiicre go¢ii ile lenf nodu metastaz olusumunu kolaylastirdigi bulunmustur (125, 126,
127, 128). Nectin-2 gen ekspresyonunun artisi, safra kesesi kanserinin agresifligi ve
kot prognozu ile iliskiliyken (129), Nectin-2 gen ekspresyonunun azalmasinin

hepatoseliiler karsinomda (HCC) kétii prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (130)

Bu ligandin PVR benzeri bir sinyal yolunun pargast olduklarindan, immiin

yanitin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 gosterilmistir. Kanser hiicreleri veya antijen
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sunan hiicreler tizerinde asir1 eksprese edilen Nectin-2, CTL ve NK hicrelerinin
yuzeyinde eksprese edilen TIGIT ve PVRIG'e baglanir, boylece immiin hiicre
aktivasyonunu inhibe etmek icin bir immin kontrol noktas: gorevi goériir. Bunun
aksine, Nectin-2 ligand1 immin sistem htcreleri Gzerindeki baska bir reseptor olan
DNAM-1'e baglanarak bu hicrelerin aktive olmasinda rol oynaktadir.

Ancak, ligand-reseptor arasindaki iligkiye baktigimizda PVR'nin TIGIT'e
guclu afinite ile baglandigi, Nectin-2'nin ise TIGIT'e ¢ok daha zayif afinite ile
baglandig1 bildirilmistir (64). Immiin yamitlar1 diizenlemede PVR islevine yonelik bu
giiclii afinite goz Oniine alindiginda, Nectin-2 ayrica immiinoterapi i¢in ilging bir hedef
olabilmektedir. Aslinda, zayif PVR ekspresyonu durumunda, Nectin-2 ve antagonist
antikorlar kullanilarak TIGIT ile etkilesiminin bloke edilmesi alternatif bir yaklagim

olabilecegi goriilmektedir.

Hem hedefe 6zel hem de daha az yan etki ile bagisiklik hiicrelerinin
potansiyelini ortaya ¢ikaran kontrol noktasi inhibisyonunu i¢eren immiinoterapiler son
yillarda biiyiik basarilar elde edilmistir. Nectin-2'nin, immunomodulator fonksiyonu
araciligiyla insan pankreas kanserinde de rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Spesifik prognostik faktorlerin pankreas kanseri tedavisinde kullanilmasi umut verici
olmaktadir. Nectin-2 hedefli tedavi giiglii bir silah olacaktir ¢linkii pankreas kanseri
hucrelerinin yani sira birgok immiin sistem hticresi de etkilenir ve immin sisteminin

hedef ve savasan hiicrelerini harekete gegirir.

Nectin-2, immiin hiicrelerin kontrol noktas1 molekiillerinden TIGIT, PVRIG
ve DNAM-1 icin ligand gorevi goren bir molekuldir. Pankreas kanserindeki rolu ve
hedeflenebilirligi tam olarak bilinmemektedir. Bu arastirmanin amaci; Nektin-2
ekspresyonu ile reseptorlerinin ve diger bazi kontrol noktast molekiillerinin

ekspresyonu arasindaki iligkiyi arastirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Histopatolojik arastirmalar (immunohistokimyasal analizler) Gazi Universitesi

T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda yapilmistir.

3.1. Olgularin Se¢cimi

Calismada ilk olarak, Gazi Universitesi Hastanesi Patoloji Anabilim Dalinda
2008-2015 yillart arasinda pankreas kanseri tanisi almig hastalar hastane otomasyon
sistemi olan Nukleus sistemi kullanilarak taranarak dahil edildi. Pankreas kanseri tanisi
ile whipple ameliyati, total/subtotal pankreatektomi yapilan hastalarin hastaliksiz
(normal) ve kanserli dokular1 kullanildi. Bu retrospektif ¢alismaya primer pankreatik
duktal adenokarsinom, adenokarsinom, adenoskuamoz karsinom ve musingz

adenokarsinom tanisi olan 131 hasta dahil edildi.

Primer timort pankreasta olmayan, pankreatik duktal adenokarsinomu

metastazi bulunan vakalar calismaya dahil edilmemistir.

Vakalara ait patoloji raporlarindan tani yasi, cinsiyet, timor capi, timor
derecesi, anjiolenfatik invazyon, perinoral invazyon, metastatik lenf nodu tutulumuna

ait bilgiler kayit altina alindu.
3.2. Olgularin Hazirlanmasi
Pankreas kanseri tanis1 almis olan hastalarin whipple ve pankreas rezeksiyonu

materyallerine ait parafin bloklar Gazi Universitesi Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim

Dali arsivinden secildi.
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Biyopsilerde arastirmanin verimliligini artirmak i¢in pankreas tumdrlerinin
incelenmesi sirasinda Hematoksilen&Eosin ile boyanmis preparatlardan normal
pankreas dokusuna ait hiicrelerin yaninda timaor hiicrelerinin en fazla oldugu ve tiimor
etrafinda lenfositik hiicreler yoniunden zengin alanlarin yogun bulundugu, nekroz
alanlarin ise en az oldugu parafin bloklar se¢ildi. Segilen bu bloklarda Nectin-2,
DNAM-1, TIGIT, PVRIG, LAG3, TIM3, VISTA, PD-1, PD-L1, CD8 ve Ki-67
antikorlarinin immiin ekspresyonlarini gostermek icin immunohistokimyasal boyama

yontemi uygulandi.

3.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Calismaya dahil edilen tiim dokular oncelikle %10’luk formaldehit ile fikse
edildi. Immiinohistokimyasal boyama igin segilen parafin bloklardan Rotary Mikrotom
kullanilarak 4pum kalinliginda pozitif sarjli lamlara her lama iki ya da ti¢ adet vaka kesiti

alinarak hazirlandi.

Immiinohistokimyasal boyama asamasina baslamadan 6nce, antikorlarin uygun
diliisyon oranini bulmak ve antijenlerin geri kazanilmasi saglamak, uygun PH degerini
belirlemek i¢in antikorlara ait kullanim kilavuzlarinda belirtilen pozitif —doku
orneklerinde optimizasyon denemeleri yapildi. Nectin-2 antikoru i¢in normal testis
dokusu, DNAM-1 antikoru i¢in akciger karsinomu, TIGIT, PVRIG, LAG3, TIM3,
VISTA, PD1, PDL1, CD8 ve Ki-67 antikoru igin normal tonsil dokusu pozitif kontrol
i¢in kullanildi.

Immiinohistokimyasal boyama islemi ROCHE Ventana marka Benchmark
Ultra model tam otomatik imminohistokimya boyama (Tucson, Amerika) cihazi
kullanild1. Ticari formda hazirlanmis 3,3- diaminobenzidin (DAB) UltraView universal
DAB ile UltraView Alkalen Fosfataz (FAST RED) detection kitleri kullanilarak
boyama yapildi.

Uygun bloklardan hazirlanmis kesitler 70°C sicakliktaki etiivde 30 dakika

bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in lamlar boyama makinesinin igine
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yerlestirilerek  72°C’de “EZprep’” sollisyonu wuygulanarak yapildi. Ardindan

antijenlerin geri kazanilmasi i¢in dokulara ‘Antigen Retrieval’ islemi uygulandi.

Immiinohistokimyasal ¢alismalarda kullanilan antikorlarin klon, marka bilgileri
ve antikorun calistigini gostermek igin kullanilan pozitif kontrol dokularu Tablo 3.1°de

listelendirilmistir.

Tablo 3.1. Immiinohistokimyasal boyamada kullanilan antikorlarin marka,
klonlar1 ile kullanilan pozitif kontrol dokulari.

Antikor Ad1 Klon Marka Pozitif Kontrol

Anti-Nectin-2 D8D3F, Cell Signaling Testis dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-TIGIT BLRO47F, Abcam Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-DNAM1 BLR063G, Abcam Akciger Karsinomu
Tavsan monoklonal

Anti- PVRIG Poliklonal, Tavsan Proteintech Tonsil dokusu

Anti-LAG3 D2G40, Cell Signaling Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-TIM3 D5D5R, Cell Signaling Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-VISTA D1L2G, Cell Signaling Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-PD-1 NAT105, Roche Tonsil dokusu
Fare monoklonal

Anti-PD-L1 SP263, Roche Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-CD8 SP57, Roche Tonsil dokusu
Tavsan monoklonal

Anti-Ki-67 30-9, Roche Tonsil dokusu

Tavsan monoklonal
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3.3.1. Nectin-2 ve CD8 Antikorlarimin Immiinohistokimyasal Doublestain

Boyama Ydntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri Nectin-2 ve CD8 antikorlar1 kullanilarak

“doublestain” metodu ile asagidaki prosediire gore beraber boyandi.

. Secilen parafin bloklardan pozitif sarj yiiklii lamlara 4pum kalinliginda doku
kesitleri alindi.

\9)

. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
solisyonunda 72°C’de 8 dakika inklbe edilerek deparafinizasyon iglemi
yapildi.

3. Nectin-2 ve CD8 antikorlarina Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri
etilenediamin tetraasetik asit (EDTA) soltsyonu (buffer) (pH 8,0) iginde
yaklasik 100°C’de 76 dakika siireyle cihazda 1sitma islemi uygulandi.

4. Nectin-2 primer antikoru inkubasyonu i¢in 1/200 diliisyonda otomatik cihazda

32 dakika bekletildi.

Nectin-2’yi renk vererek goriintiilemeyi saglamak igin Ventana marka

o

“Ultraview universal DAB detection kit” kullanildu.

6. Doublestain boyamasi1 yapabilmek i¢in 90°C’de 4 dakika denatiirasyon islemi
uygulandi.

7. Kullanima hazir formda olan CD8 primer antikoru inkiibasyon igin otomatik
cihazda 28 dakika bekletildi.

8. CD8 antikoru i¢in renk vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla Ventana
marka “ultraView universal Alkalen Fosfataz (FAST RED) detection kit”
kullanilda.

9. Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen II’de 12 dakika
bekletildi.

10. Postcounterstain yapmak icin VVentana marka Bluing Reagent soliisyonunda 8
dakika bekletildi.

11. Boyanan lamlar ¢gesme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi icin

sirastyla 2 dakika %96°lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.
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12. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiytikliikteki lamellerle kapatilda.

3.3.2. TIGIT Antikorunun Immiinohistokimyasal Boyama Yoéntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri TIGIT antikoru streptavidin-biotin U¢li
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gére boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yiikli lamlara 4um kalinliginda doku Kesitleri alind1.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi
yapildi.

3. TIGIT antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) solisyonu (buffer) (pH 8,0) iginde yaklasik 100°C’de
76 dakika siireyle cihazda 1sitma islemi uygulandi.

4. TIGIT primer antikoru inkiibasyonu i¢in 1/400 diliisyonda otomatik cihazda 1
saat 32 dakika bekletildi.

5. TIGIT 1 renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana marka “Ultraview
universal DAB detection kit” kullanilda.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen II’de 12 dakika
bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak i¢in Ventana marka Bluing Reagent solisyonunda 8
dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’ lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.3. DNAM-1 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Y 6ntemi
Hazirlanan parafin doku kesitleri DNAM-1 antikoru streptavidin-biotin Ucli

indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gére boyama

yapild.
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1. Pozitif sarj yiiklii lamlara 4um kalinliginda doku kesitleri alindi.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi
yapild.

3. DNAM-1 antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri Sitrat (buffer)
soliisyonu (pH 6,0) icinde 68 dakika sureyle cihazda bekletildi.

4. DNAM-1 primer antikoru inkibasyonu i¢in 1/200 dilisyonda otomatik cihazda
40 dakika bekletildi.

5. DNAM-1’i renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana marka
“Ultraview universal DAB detection kit” kullanildi.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen II’de 12 dakika
bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak i¢in Ventana marka Bluing Reagent solusyonunda 8
dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.4. PVRIG Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri PVRIG antikoru streptavidin-biotin Ggli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yiiklii lamlara 4um kalinliginda doku kesitleri alind1.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi
yapildi.

3. PVRIG antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) solisyonu (buffer) (pH 8,0) icinde yaklasik 100°C’de
92 dakika siireyle cihazda 1sitma iglemi uygulandi.
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4. PVRIG primer antikoru inkiibasyonu igin 1/100 diliisyonda otomatik cihazda
1 saat 32 dakika bekletildi.

5. PVRIG’1i renk vererek goriintiilemeyi saglamak icin Ventana marka “Ultraview
universal DAB detection kit” kullanildi.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen II’de 12 dakika
bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak i¢in Ventana marka Bluing Reagent sollisyonunda 8
dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.5. LAG3 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri LAG3 antikoru streptavidin-biotin cli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yiikli lamlara 4pm kalinliginda doku kesitleri alind1.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi yapildi.

3. LAG3 antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) solusyonu (buffer) (pH 8,0) icinde yaklasik 100°C’de 76 dakika
stireyle cihazda 1sitma islemi uygulandi.

4. Kullanima hazir formda olan LAG3 primer antikoru inkiibasyonu i¢in
otomatik cihazda 1 saat bekletildi.

5. LAG3 antikorunu renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana marka
“Ultraview universal DAB detection kit” kullanildi.

6.Counterstain yapmak igin cihazin Ventana marka hematoksilen 1I’de 12
dakika bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak icin Ventana marka Bluing Reagent solisyonunda
8 dakika bekletildi.
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8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96°lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.
9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.6. TIM3 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Yo6ntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri TIM3 antikoru streptavidin-biotin dgli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yiikli lamlara 4pm kalinliginda doku Kesitleri alind1.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
solusyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi
yapildu.

3. TIM3 antikoru Antigen Retrieval iglemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) sollsyonu (buffer) (pH 8,0) iginde yaklasik 100°C’de
76 dakika siireyle cithazda 1sitma islemi uygulandi.

4. Kullanima hazir formda olan TIM3 primer antikoru inkiibasyonu igin otomatik
cihazda 1 saat bekletildi.

5. TIM3’i renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢cin Ventana marka “Ultraview
universal DAB detection kit” kullanilda.

6.Counterstain yapmak i¢in cihazin Ventana marka hematoksilen 1I’de 12 dakika
bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak icin Ventana marka Bluing Reagent sollisyonunda 8
dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.
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3.3.7. VISTA Antikorunun Immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri VISTA antikoru streptavidin-biotin ¢l
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapild.

1. Pozitif sarj yiiklii lamlara 4um kalinliginda doku kesitleri alindi.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi yapildi.

3. VISTA antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri Sitrat (buffer)
soliisyonu (pH 6,0) icinde 68 dakika sureyle cihazda bekletildi.

4. Kullanima hazir formda olan VISTA primer antikoru inkibasyonu igin
otomatik cihazda 32 dakika bekletildi.

5. VISTA antikorunu renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana
marka “Ultraview universal DAB detection kit” kullanildu.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen 1I’de 12
dakika bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak igin VVentana marka Bluing Reagent soltisyonunda
8 dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢gesme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96°lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.8. PD-1 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Yéntemi
Hazirlanan parafin doku kesitleri PD-1 antikoru streptavidin-biotin Ggcli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yiiklii lamlara 4pum kalinliginda doku Kkesitleri alindu.
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2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
soliisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi yapildi.

3. PD-1 antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) solisyonu (buffer) (pH 8,0) icinde yaklasik 100°C’de 76
dakika stireyle cihazda 1sitma islemi uygulandi.

4. Kullanima hazir formda olan PD-1 primer antikoru inkubasyonu igin
otomatik cihazda 36 dakika bekletildi.

5. PD-1 antikorunu renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana marka
“Ultraview universal DAB detection kit” kullanildu.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen 1I’de 12
dakika bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak icin Ventana marka Bluing Reagent sollisyonunda
8 dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon agamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.9. PD-L1 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Yontemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri PD-L1 antikoru streptavidin-biotin Gcli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gore boyama

yapildi.

1. Pozitif sarj yUkli lamlara 4pum kalinliginda doku kesitleri alind1.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
sollisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi yapildu.

3. PD-L1 antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) solisyonu (buffer) (pH 8,0) iginde yaklasik 100°C’de 32
dakika siireyle cihazda 1sitma islemi uygulandi.

4. Kullanima hazir formda FDA onayli PD-L1 primer antikor inkiibasyonu igin
otomatik cihazda 44 dakika bekletildi.
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5. PD-L1 antikorunu renk vererek gortintiilemeyi saglamak i¢in FDA onayli
Ventana marka “OptiView universal DAB detection kit” kullanildi.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen II’de 12
dakika bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak igin VVentana marka Bluing Reagent solusyonunda
8 dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin
sirastyla 2 dakika %96’lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.

9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiytikliikteki lamellerle kapatildi.

3.3.10. Ki-67 Antikorunun immiinohistokimyasal Boyama Y 6ntemi

Hazirlanan parafin doku kesitleri KI-67 antikoru streptavidin-biotin cli
indirekt immiinperoksidaz yontemi kullanilarak asagidaki prosediire gére boyama

yapildi.

1. Pozitif sarjli lamlara 4um kalinliginda kesitler alindu.

2. Roche Ventana Benchmark Ultra model otomatik boyama cihaziyla EZprep
sollisyonunda 72°C’de 8 dakika inkiibe edilerek deparafinizasyon islemi yapildu.

3. Ki-67 antikoru Antigen Retrieval islemi i¢in doku kesitleri etilenediamin
tetraasetik asit (EDTA) soltsyonu (buffer) (pH 8,0) icinde 64 dakika slreyle cihazda
bekletildi.

4. Kullanima hazir formda olan KI-67 primer antikoru inklbasyonu igin
otomatik cihazda 28 dakika bekletildi.

5. Ki-67 antikorunu renk vererek goriintiilemeyi saglamak i¢in Ventana marka
“Ultraview universal DAB detection kit” kullanildi.

6.Counterstain yapmak icin cihazin Ventana marka hematoksilen 1I’de 12
dakika bekletildi.

7. Postcounterstain yapmak icin Ventana marka Bluing Reagent sollisyonunda
8 dakika bekletildi.

8. Boyanan lamlar ¢esme suyunun altinda yikanip dehidrasyon asamasi igin

sirastyla 2 dakika %96°lik etil alkolde ve 2 dakika ksilende tutuldu.
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9. Lamlar entellan kullanilarak uygun biiyiikliikteki lamellerle kapatildi.

3.4. Immiinohistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi

Segilen bloklardan hazirlanan kesitler ticari formdaki multimer streptavidin-

peroksidaz yontemiyle boyandiktan sonra 151k mikroskobunda degerlendirilmistir.

3.4.1. Anti-Nectin-2 ve CD8 Antikorlarimin Degerlendirilmesi

Pankreas timorlerine ait kesitler anti-Nectin-2 ve CD8 antikorlar1 doublestain
olarak  calisilan  immiinohistokimyasal —boyanmalar mikroskop  esliginde
degerlendirildi. Mikroskop altinda bakildiginda kahverengi ile boyanan tiimor
hicrelerinde Nectin-2 ekspresyonu gosterilirken lenfositlerdeki kirmizi boyanmalar ile
CD8 ekspresyonu gosterildi. Nectin-2 i¢in tiimor hiicrelerindeki boyanmalarin
degerlendirilmesinde membrandz ve/veya sitoplazmik boyanma sekli pozitif olarak
kabul edildi ve boyanma skorlari belirlendi. Tiimorde boyanmanin olmadigi durumlar
negatif (0), boyanmanin goriildiigli durumlar ise pozitif (1) olarak degerlendirildi.
Boyanma paternleri Resim 3.2°de gosterilmistir. Anti-CDS8 antikoru ile yapilan
immunohistokimyasal boyamada stromada ve tumér ¢evresindeki CD8 ile boyanan T
lenfositlerin sayist yar1 kantitatif olarak belirlendi. (bkn. Tablo 4.3). CD8
immiinohistokimyasal boyanmasinin degerlendirilmesinde membrandz ve/veya
sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi. CDS8 ile boyanan hiicre sayilar1 3
kategoride degerlendirildi: +1 (boyanan hiicrelerin sayis1 <60’den az), +2 (boyanan
hiicrelerin sayis1 60-120 arasi), +3 (boyanan hiicrelerin sayis1 >120’den fazla) (Resim
3.1)
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Resim 3.1. A) CD8" T lenfositlerin diisiik diizeyde ekspresyonu B) CD8* T
lenfositlerin orta dizeyde ekspresyonu C) CD8" T lenfositlerin yiiksek diizeyde

ekspresyonu.

Resim 3.2. A) Nectin-2 pozitif ekspresyonu (siyah ok) ile CD8 yogun
miktarda ekspresyonu (kirmizi ok), B) Nectin-2 negatif ekspresyonu (siyah ok) ile
CD8 az miktarda ekspresyonu (kirmizi ok )
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3.4.2. TIGIT Antikorunun Degerlendirilmesi

Anti-TIGIT antikoru ile immunhistokimyasal boyanmalarda pankreas kanseri
dokularina kesitlerde hem tiimor hem de tiimor infiltre eden lenfositlerde boyanma
oldugu saptanmistir (Resim 3.3). Calismamizda lenfositlerdeki boyanmalar dikkate
aliarak degerlendirme yapilmistir. Degerlendirmeler sonucunda TIGIT ile boyanan
TIL’ lerde pozitif boyanan lenfositlerin sayisina gore skorlama yapildi. Buna gore
kesitlerde hi¢ boyanmanin olmadigi durumlar negatif ( 0 ) olarak kabul edildi. Pozitif
boyanmalarda ise skorlama; diisiik sayida boyanma olmasi durumu +1, orta sayida
boyanma olmasi durumu +2, yiiksek sayida boyanma olmasi durumu +3 olarak
degerlendirildi (Resim 3.4).

Resim 3.3. A) Anti-TIGIT in pankreasa ait tum0r hucrelerinde ekspresyon
durumu, B) Tumor infiltre eden lenfositlerdeki ekspresyon durumu.
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Resim 3.4. A) Anti-TIGIT diisiik diizeyde ekspresyonu B) Anti-TIGIT orta

duzeyde ekspresyonu C) Anti-TIGIT yiksek dizeyde ekspresyonu D) Anti-TIGIT
negatif ekspresyonu.

3.4.3. PVRIG Antikorunun Degerlendirilmesi

Anti-PVRIG antikoru ile yapilan immiinhistokimyasal boyamalarda pankreas
timor hicrelerini infiltre eden lenfositlerin  boyanma paternlerine bakarak
degerlendirilme yapildi. Anti-PVRIG antikorunun immiinhistokimyasal ¢alismada
kullanilmak tizere {iretilen antikorun klon ¢esitliliginin azlig1 ve tam otomatik boyama
cihazina uyumlulugunun kisitli olmasi bu antikorun degerlendirilmesini giiglestirmistir

olup tumar htcrelerini gevreleyen lenfositlerde boyanma olmamasi durumu negatif (0)
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olarak kabul edildi. PVRIG ile boyanma goriilen TIL’ler ise pozitif ( 1 ) olarak kabul
edildi (Resim 3.5).
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Resim 3.5. A) Anti-PVRIG antikoru ile boyanan lenfosit hiicresi, B) Anti-
PVRIG antikoru ile negatif ekspresyon gosteren lenfositler.

3.4.4. DNAM-1 Antikorunun Degerlendirilmesi

DNAM-1’in  immiinohistokimyasal boyanmasinin degerlendirilmesinde
membrandz ve/veya sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi. Anti-DNAM-1
antikoru ile boyanan pankreas tlimor dokularinin ¢evresinde ve igerisinde yer alan
lenfositlerdeki pozitif boyanmalar immiinohistokimyasal degerlendirilmesi sonucunda

belirlenen boyanma ytizdeleri kombine skorlama yontemiyle belirlendi.

DNAM-1 pozitif lenfosit sayis1 X 100

Tum Canh Tiimér Hiicre Sayisi
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Buna gore DNAM-1 ‘in kombine skorlama yontemiyle belirledigimiz boyanma
yiizdelerini; hi¢ boyanma olmamasi durumu negatif ( 0 ), diisiik oranda boyanma
olmasi durumu %1 (+1), orta oranda boyanma olmas1 durumu %5 (+2), yiiksek oranda

boyanma olmasi durumu >%10 (+3) olarak degerlendirildi. (Resim 3.6)

Resim 3.6. A) Anti-DNAM-1 diisiik diizeyde ekspresyonu B) Anti-DNAM-1
orta duzeyde ekspresyonu C) Anti-DNAM-1 yiiksek duzeyde ekspresyonu D) Anti-
DNAM-1 negatif ekspresyonu.



53

3.4.5. LAGS3, TIM3, VISTA Antikorlarinin Degerlendirilmesi

Anti-LAG3, TIM3 ve VISTA antikorlar1 ile yapilan immiinhistokimyasal
boyamalarda pankreas tumor hicrelerini infiltre eden lenfositlerin boyanma
paternlerine bakarak degerlendirilme yapildi. Timor hiicrelerini ¢evreleyen
lenfositlerde boyanma olmamasi1 durumu negatif ( 0 ) olarak kabul edildi. LAG3, TIM3
ve VISTA ile boyanma goriilen TIL’ler ise pozitif ( 1 ) olarak kabul edildi. Bu
antikorlar ile pankreas tumor dokularinda herhangi bir boyanma olmamistir (Resim
3.7,3.8,3.9)

A B

Resim 3.7. A) Anti-LAG3 antikoru ile boyanan lenfosit hiicresi, B) Anti-LAG3
antikoru ile negatif ekspresyon gaosteren lenfositler.

Resim 3.8. A) Anti-TIM3 antikoru ile boyanan lenfosit hucresi, B) Anti-TIM3
antikoru ile negatif ekspresyon gdsteren lenfositler.
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Resim 3.9. A) Anti-VISTA antikoru ile boyanan lenfosit hiicresi, B) Anti-
VISTA antikoru ile negatif ekspresyon gosteren lenfositler.

3.4.6. PD-1 ve PD-L1 Antikorlarimin Degerlendirilmesi

Anti- PD-1 antikoru ile yapilan immiinhistokimyasal boyamalarda pankreas
timor hicrelerini infiltre eden lenfositlerin  boyanma paternlerine bakarak
degerlendirilme yapildi. Calismaya dahil olan vakalarin tamaminda PD-1 ile hig bir

boyanma goriulmedi. Tum olgular negatif (0) olarak degerlendirildi (Resim 3.10)

FDA onayli olan Anti- PD-L1 antikoru ile yapilan immiinhistokimyasal
boyamalarda pankreas tiimor hiicrelerinde ¢alismaya dahil olan vakalarin tiimiinde
higbir boyanma goriilmedi. Tiim olgular negatif (0) olarak degerlendirildi (Resim
3.10).

A B

Resim 3.10. A) Anti-PD-1 antikoru ile negatif ekspresyon gosteren lenfositler
B) Anti-PD-L1 antikoru ile negatif ekspresyon gosteren timor hucreleri.
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3.4.7. Ki-67 Antikorunun Degerlendirilmesi

Pankreas kanseri dokularinda tiimoriin proliferasyon indeksini belirlemek igin
Anti-Ki-67 antikoru ile immiinohistokimyasal boyama yapildi. Tiimér hiicrelerinde
nilkleer boyanan KI-67 ekspresyon diizeyi; tiim kesit yiizeyinde bulunan tiimor
hicrelerinde igerisinde boyanan hiicre sayisina gore yari kantitatif olarak belirlendi.
Buna gore tum hcreleri igerisinde boyanan hiicre sayisi oran1 <%50’den az ise diisiik
(1), eger >% 50°den fazla ise yiksek ( 2 ) proliferasyon gosterdigi kabul edilerek
degerlendirilme yapildi (Resim 3.11).

Resim 3.11. A) Anti-Ki-67 antikoru ile > %50 yiiksek boyanma,
B) <%50 diisiik boyanma.

3.5 Calismada Kullanilan Malzemeler

Leica marka LM2145 model rotary mikrotom, Mikrotom bigagi (Feather,
Japonya), pozitif sarjli lam (TOMO, Japonya), Menzel marka lamel, Ventana
Benchmark Ultra immiinhistokimya Boyama Cihazi, UW DAB deteksiyon Kkiti
(Roche), UW Alkalen Fosfataz deteksiyon kiti (Roche), Olympos marka 11k
mikroskopu.

3.6. istatistiksel Analiz

Hastalara ait  klinik  bilgiler  dahilinde laboratuvarda  yapilan

immunohistokimyasal boyama yontemi ile ekspresyon duzeylerine bakilan
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antikorlardan elde edilen verilerin IBM SPSS 20.0 istatistik paket programi
kullanilarak analizleri yapildi. Yas ve tiimor boyutu gibi sayisal veriler normal dagilim
ktiterleri olan Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleriyle incelendi. Ikili
gruplarda normal dagilim gostermeyenlerde Mann-Whitney U testi kullanildi. Sayisal
veriler ile kategorik verilerin analizleri Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Gruplandirilan
klinikopatolojik bulgular ile kategorik olan ekspresyon duzeylerinin birbirleriyle
karsilastirilmasi icin Pearson Ki-kare testi kullanildi. Sagkalim analizi i¢in Kaplan-
Meier testi uygulandi. Genel sagkalim testi olan Log-Rank ile Breslow testleri
kullanarak analiz edildi. Veri analizlerin P degeri <0.05 olanlar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

3.7. Etik Kurul Onay1

Calismamiza yonelik ilk arastirma Onerisi 29.06.2021 yilinda Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul onayma sunuldu ve GO-21/764 proje
numarasiyla kabul edildi. Arastirmaci revizyonu i¢in yeniden Hacettepe Universitesi
Girisimsel Olmayan Etik Kurul onayina yeniden sunuldu. GO-21/764 nolu projemiz
15.11.2022 tarihinde yapilan toplanti karariyla ilgili teklifimiz kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Pankreas Kanserinde Nectin-2 ve Reseptorlerinin Ekspresyon

Analizleri

Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1 molekiillerinin ekspresyonlari
immiinohistokimyasal boyama yoOntemiyle degerlendirildi. Bu molekiillerin
birbirleriyle olan iliskileri yani sira sitotoksik T lenfosit belirteci olan Anti-CD8
molekiilii ve proliferasyon indeksini belirleyen Anti-Ki-67 molekili ile olan iliskileri

de degerlendirildi.

Tablo 4.1. Nectin-2 ve reseptorleri TIGIT, PVRIG, DNAM-1 ekspresyonunu
gosteren vaka sayisi.

Immiin Kontrol Noktasi Pozitif Vaka Negatif Vaka

Molekiilleri sayis1(%) sayis1(%)

NECTIN-2 40 (%30,5) 91 (%69,5) 131
TIGIT 69 (%52,6) 62 (%47,4) 131
PVRIG 34 (%26) 97 (%74) 131

DNAM-1 49 (%37,4) 82 (%62,6) 131
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Sekil 4.1. Nectin-2 ve Reseptorlerinin ekspresyonunu gosteren vaka sayist.

Tumor hicrelerindeki Nectin-2 pozitifligi dikkate alinarak boyanma skorlarina
gore ekspresyonu degerlendirildi. Normal pankreas hicrelerinde Nectin-2
ekspresyonu goriilmezken incelenen 40 (%30,5) vakanin tiimdr dokularinda Nectin-2
ekspresyonunun pozitif oldugu belirlendi. Buna karsilik 91 (%69,5) vakanin timor

dokusunda ise Nectin-2 ekspresyonu gortilmedi (Tablo 4.1.) (Sekil 4.1.)

CD8 molekiilii boyanarak, boyanmasi degerlendirilen timor infiltre eden
lenfositlerin sayisi ti¢ farkli diizeyde degerlendirildi; distik, orta, yiiksek. Calismaya
alinan tiim hastalarin tiimor dokularinda CDS8* hiicre pozitifligi mevcuttu fakat
yogunluklar1 farkliydi. Hastalarin 76 (%58)’sinda diisiik yogunlukta boyanma, 28
(%21,4)’inde orta yogunlukta, 27 (%20,6)’sinde ise yiiksek yogunlukta CD8* T
hlcresi izlendi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 CD8" hiicre sayisinin hastalara gére dagilimi.

CD8 hiicre sayisi Hasta Sayisi, n (%)

<60 (Diistik) 76 (%58)

60<,< 120 (Orta) 28 (%21,4)
> 120 (Yiksek) 27 (%20,6)
Toplam n 131 (%100)

Tablo 4.3. Nectin-2 ekspresyonunun CD8 ve Ki-67 ekspresyon diizeyleri ile
iligkisi.

Nectin-2 CD8* Hasta sayisi, n ( %) Ki67+ Hasta sayisi, n ( %)
Pozitif 15 13 12 8 32
(%375)  (%325)  (%30) | (%19) (%36)
Negatif 61 15 15 34 57
(%67)  (%165)  (%165)  (%81) (%64)
P 0,0068 0,0788

Nectin-2 ekspresyonunun pozitif oldugu hastalarin sirasiyla %37,5 disiik,
%32,5’inde orta, %12’sinde yiiksek yogunlukta sitotoksik T lenfosit varlig1 izlendi.
Nectin-2’nin negatif oldugu hastalarin ise %S57’inde disiik, %16,5’inde orta,
%16,5’inde yiiksek yogunlukta CD8 varligi gorildi (Tablo 4.3). Nectin-2
ekspresyonunun varligi ile CD8" hiicrelerin yogunlugu arasinda istatiksel olarak
anlaml bir iligki tespit edildi (p=0,0068), (Tablo 4.3), (Sekil 4.2).

CD8 TIL’lerin diisiik yogunlukta oldugu grupta, Nectin-2 ekspresyonunun
negatif oldugu hasta sayisinin, pozitif olan hasta sayisina gore daha fazla oldugu

goriild. (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Nectin-2 molekiiliiniin CDS ile iligkisi.

Calismaya alinan hastalarin timor dokularinda, hiicre proliferasyon gostergesi
olan Ki-67 ekspresyonuna bakildiginda, vakalarin 42 (%32)’ sinin tiimér dokusunda
diisiik ekspresyon goriiliirken, 89 (%68) hastada yiiksek ekspresyon diizeyleri
gosterdigi belirlendi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Ki67+ hiicre sayisinin hastalara gore dagilimi proliferasyon indeksi.

Ki67+ Hiicre Sayis1 Hasta Sayisi n, (%)

< 50 (Diisiik) 42 (%32)
> 50 (Yuksek) 89 (%68)
Toplam n 131 (%100)

Nectin-2 ekspresyonu gorilen hasta grubunda, Ki-67 ekspresyonu 8 (%19)
hastada diisiik, 32 (%36) hastada yiiksek oranda poizitif olarak tespit edildi. Nectin-2
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ekspresyonunun pozitif oldugu grupta izlendi. Nectin-2’nin negatif oldugu hasta
grubunda ise %81 diisiik, %64 yiiksek oranlarda Ki-67+ hiicre bulundugu saptand.
(Tablo 4.3) Nectin-2 ekspresyonu ile Ki-67+ hiicre sayisi arasinda anlamli bir iliski
tespit edilemedi (p=0,0788), (Sekil 4.3)

Nectin-2’nin pozitif ekspresyonunun oldugu grupta, Ki-67 ekspresyonunun
yiiksek olan hasta sayisinin, diisiik ekspresyon gdsteren hasta sayisindan daha fazla

oldugu goriildii. (Tablo 4.3), (Sekil 4.3)

60- i
= disik
=3 yiksek

g 404 KI-67 ekspresyon duzeyl

@

©

H

T 20+

o-i
pozitif negatif
Nectin-2

Sekil 4.3 Nectin-2 molekiliinin Ki-67 ile iliskisi.
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Tablo 4.5 Nectin-2 ckspresyon varligi ile reseptorlerinin ekspresyonlari
arasindaki iliskisi.

Pozitif

Pozitif

Pozitif Negatif Negatif Negatif

(n) (n) (n) (n) (n) (n)
Pozitif 23 17 14 26 15 25
(%33,3) | (%27,4)  (%41,2)  (%26,8) (%30,5) = (%30,5)
Negatif 46 45 20 71 34 57
(%66,6) (%72,6) (%58,8) (%73,2) (%69,5)  (%69,5)
P 0,5866 0,1772 0,6565

(n= hasta sayisi)

Calismaya dahil olan hasta grubunun 62 (%47,4)’sinde TIGIT ekspresyonunun
negatif oldugu tespit edildi. TIGIT ekspresyonunun pozitif boyandig1 vaka sayisinin
69 (%52,6) oldugu belirlendi. PVRIG ekspresyonunun pozitif oldugu grupta hasta
sayist 34 (%26) iken negatif olan hastalarin sayis1 97 (%74) olarak tespit edildi.
Pankreas kanseri dokularindaki DNAM-1 ekspresyonunun 82 (% 62,6) hastada negatif
oldugu goriildii. DNAM-1 ekspresyonunun pozitif oldugu hasta sayisinin 49 (% 37,4)
oldugu belirlendi (bkn. Tablo 4.1).

Nectin-2 molekdlinin ekspresyon dizeyleri ile reseptorleri olan TIGIT,
PVRIG, DNAM-1"in ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulunamadi (p=.0,5866, p=0,1772, p=0,6565), (Tablo 4.5). Nectin-2 ekspresyonu
bulunmayan hastalarin %73,2’inde PVRIG, %69,5’inde ise DNAM-1ekspresyonunun
olmadigi tespit edildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Nectin-2’nin reseptdrleriyle olan iliskisi.

4.2. Pankreas Kanserinde TIGIT Ekspresyonu ile Nectin-2, PVRIG ve
DNAM-1’in Ekspresyon Analizleri

Tablo 4.6 TIGIT molekilunin Nectin-2, PVRIG ve DNAM-1 ile iliskisi

Pozitif Negatif Pozitif Negatif
(n) (n) (n) (n)
Pozitif 28 41 32 37
(9%040,6) (%59,4) = (%46,4) = (%53,6)
Negatif 6 56 17 45
(%9,68)  (%90,32) (%27,4)  (%72,6)
P <0,0001 0,004

(n= hasta say1s1)

TIGIT molekiiliiniin pankreas kanseri tanisi almis vakalardaki ekspresyon
diizeyi ile diger Nectin-2 reseptorleri olan PVRIG ve DNAM-1 ‘in ekspresyon
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu bulundu (sirasiyla
p<0,0001, p=0,004), (Tablo 4.6). TIGIT molekilinin negatif ekspresyonunun
bulundugu vakalarda PVRIG molekiiliiniin negatif oldugu vaka sayisinin da yiiksek
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oldugu goriildii (Sekil 4.5). TIGIT negatif vakalarda DNAM-1 molekiltndn
ekspresyonu olmayan vakalarin %72 oldugu tespit edildi (Sekil 4.5).

% %k *

60 - 50

Hasta sayisi
Hasta sayisi

TIGIT - - - -
DNAM-1 + - + -

Sekil 4.5 TIGIT molekilinin PVRIG ve DNAM-1 ekspresyonu ile iligkisi.

4.3. Pankreas Kanserinde LAG3, TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-L1

Molekullerinin Ekspresyon Analizleri

Tablo 4.7. immiin kontrol noktas1 molekiillerinin ekspresyonlarmin hastalara
gore dagilima.

Diger immiin Kontrol Noktasi Pozitif Vaka Negatif Vaka Toplam
Molekulleri sayisi(%) sayisi(%) n
PD-1 0 (%0) 131 (%100) 131
PD-L1 (Ligand) 0 (%0) 131 (%100) 131
LAG3 38 (%29) 93 (%71) 131
TIM3 39 (%29,8) 92 (%70,2) 131

VISTA 76 (%58) 55 (%42) 131
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Sekil 4.6. immiin kontrol noktas1 molekiillerinin ekspresyonu

Pankreas kanseri hasta dokularindan elde edilen kesitlerden 6nemli immin
kontrol noktast molekillerinden olan LAG3, TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-LI’in
ekspresyon diizeyleri de imminhistokimyasal yontemle belirlendi. Calismada yer alan
131 vakanin tiimiinde PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu negatif olarak izlendi. Buna karsin
Anti-LAG3 antikoruyla pozitif boyanan vaka sayis1 38 (%29) iken negatif gruptaki
vaka sayist 93 (%71) olarak belirlendi. Anti-TIM3 antikoruyla pozitif olan vaka sayisi
39 (%29,8) iken vakalarin 92 (% 70,2)’sinde negatif boyanma goriildii. Anti-VISTA
antikoruyla ekspresyon seviyesine bakildiginda 76 (%58)’ sinda pozitif boyanma

izlenirken 55 (%42) vakada ise negatif boyanma izlendi. (Tablo 4.7), (Sekil 4.6).
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Tablo 4.8. Nectin-2 ekspresyonu ile LAG3, TIM3, VISTA, PD-1 ve ligandi
PD-L1 ekspresyonu arasindaki iligki.

Pozitif =~ Negatif = Pozitif = Negatif =~ Pozitif = Negatif  Negatif = Negatif
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
Pozitif 18 22 16 24 27 13 40 40
(%47,4) | (%23,7)  (%41) @ (%26) @ (%35,5) (%23,6) (%30,5) @ (%30,5)
Negatif 20 71 23 68 49 42 91 91
(%52,6) (%76,3) (%59) (%74)  (%64,5) (%76,4) (%69,5) (%69,5)
P 0,0137 0,0909 0,1470 >0,05 >0,05
(n= hasta sayi1si)
Nectin-2  ligandinin ~ ekspresyonu ile T  hiicre aktivasyonunun

sonlandirilmasinda rol oynayan immiin kontrol noktas: molekiilleri TIM3, VISTA,

PD-1 ve PD-L1 ekspresyonlari karsilastirildiginda, oranlar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulanamadi. LAG3 ekspresyonu ile karsilastirildiginda ise oranlar

arasi farkin anlamli oldugu tespit edildi (p=0,0137). Nectin-2 ekspresyonunun negatif

oldugu hastalarda LAG3 ve TIM3 ekspresyonlarinin da negatif oldugu hasta sayisinin

daha fazla oldugu saptandi. Nectin-2’nin pozitif ekspresyon gosterdigi grupta VISTA

ekspresyonu pozitif hasta oraninin % 67,5 oldugu saptandi (Tablo 4.8), (Sekil.4.7).
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Sekil 4.7. Nectin-2 ekspresyonu ile LAG3, TIM3, VISTA ekspresyonu
arasindaki iligki

Tablo 4.9. LAG3 ile diger immiin kontrol noktas1 molekiillerinin ekspresyonu
arasindaki iliski.

Pozitif Negatif Pozitif Negatif Negatif Negatif

(n) (n) (n) () () (n)

Pozitif 34 4 32 6 38 38
(%87,2) (9%4,3) (%42,1) = (%10,9) (9%29) (9%29)

Negatif 5 88 44 49 93 93
(%12,8)  (%95,7)  (%57,9)  (%89,1) (%71) (%71)
P <0,0001 <0,0001 >0,05 >0,05

(n=hasta say1s1)

LAG3 molekiilii ile diger immiim kontrol noktast molekiillerinin
ekspresyonlar ile olan iligki diizeyleri incelendiginde LAG3’iin pozitif ve negatif
ekspresyonlarinin saptandigi bagimsiz gruplarda TIM3 ve VISTA ekspresyonlari
arasinda anlamli bir fark gorildi (p<0,0001) (Tablo 4.9). LAG3’in pozitif
ekspresyonunun oldugu 38 hastanin 32 (%84)’sinde VISTA pozitifligi saptandi.
LAG3 ekspresyonunun negatif oldugu grupta ise TIM3’Un de negatif ekspresyon
gosterme egiliminde oldugu gorildii (Sekil 4.8).



68

* %k 60— * %k
100+
80+ = —
5 2 40—
>
% 60+ b
il ©
o L
® 40~ 8 20
@© < =
T I
204
0- Ll 0-
LAG3 + + - - LAG3 + + - -
M3+ - 4+ - VISTA + - + =

Sekil 4.8 LAG3 ekspresyonu ile TIM3 ve VISTA ekspresyonu arasindaki
iligki.

Tablo 4.10. TIM3 ekspresyonu ile diger immiin kontrol noktas1 molekiillerinin
ekspresyonu arasindaki iliski.

Pozitif ~ Negatif Negatif Negatif
(n) (n) (n) (n)
Pozitif 30 9 39 39
(%39,5)  (%16,4)  (%29,8) (9%29,8)
Negatif 46 46 92 92
(%60,5) (%83,6) (%70,2) (%70,2)
P 0,0078 >0,05 >0,05

(n= hasta sayist1)

Calismadaki diger molekiil olan TIM3’iin ekspresyon diizeyi diger immun
kontrol noktast molekiillerinin ekspresyonlar: ile karsilastirildi. TIM3 inhibitoriiniin

pozitif ekspresyon gosterdigi grupta VISTA molekiiliinlin de pozitif ekspresyonlari
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arasinda anlamli bir fark oldugu gorildi (Sekil 4.9). TIM3 molekald ile VISTA
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski oldugu bulundu (p=0,0078), (Tablo 4.10)

50
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Sekil 4.9 TIM3 ile VISTA arasindaki iliski.

Tablo 4.11. TIM3 ve LAG3 molekullerinin CD8 ile iligkisi.

TIM3

CD8* Hasta sayisi, n ( %)

Diisiik Orta Yuksek
Pozitif 17 10 12
(%43,6) (%25,6) (%30,8)
Negatif 59 18 15
(%64,1) (%19,6) (9%16,3)
P 0,0226
Pozitif 16 9 13
(%42,1) (%23,7) (%34,2)
Negatif 60 19 14
(%64,5) (%20,4) (9%15,1)
P 0,0264
Pozitif 32 12 11
(%58,2) (%21,8) (9%20)
Negatif 44 16 16
(%57,9) (%21,1) (%21,1)
P 0,987
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Bu ¢alismada ayrica 6nemli immiin kontrol noktas1 molekiilllerinin sitotoksik
T lenfositlerle olan iligkisi de incelendi. LAG3 ve TIM3 molekdllerinin negatif
ekspresyon gosterdigi grupta CD8 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu
gorildi (p=0,007, p=0,009). Sonug olarak LAG3 ve TIM3 molekullerinin CD8" T
lenfositlerin ekspresyon miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu

belirlendi (p=0,0226), (p=0,0264), (Tablo 4.11), (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. TIM3 ve LAG3 ekspresyonunun CDS ile iliskisi.

4.4. Pankreas Kanseri Tanih Hastalarin Yas ve Cinsiyet Dagilimi

Calismamizda incelenen pankreas kanseri tanisi alan 165 olgunun
hematoksilen&eosin Kkesitleri yeniden degerlendirilerek 24 olgunun dokularmnda
yeterli timor alani bulunmadigindan degerlendirme dis1 birakildi. Degerlendirmeye
131 olgu ile devam edildi. Hastalarin cinsiyetine gore dagilimlarina bakildiginda 77’si
(%58,7) erkek, 540 (%41,2) kadindir. Hastalarin yas raligi 31 ile 85 arasinda
degismekte olup yas ortalamasi 63,27’dir. Pankreas kanseri tanist almig erkek
hastalarin sayisinin kadin hastalarin sayisindan fazla oldugu goriildii. Erkek hastalar
ile kadin hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi incelendiginde aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,1070, p>0,05). (Tablo 4.12)
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Tablo 4.12. Pankreas Kanseri Hastalarin Cinsiyet ve Yas Dagilimu.

Cinsiyet N Yas Standart Min.-Max.
Ortalama Sapma Yas Araligi
Erkek 77 62,36 1,185 34-81
Kadin 54 64,57 1,434 31-85

Pankreas kanseri tanist almis olan 131 vakanin tani alma yasinin immiin

kontrol noktasi inhibitdrleriyle olan iligkisine bakildiginda istatistiksel olarak anlamli

bir iliski bulunamadi (Sekil 4.11).

BS %50den daha az
504
B8 %50'en daha tazia

. . . .

. . . . . . . . .

Cas DONAM.1 KI6T LAGS Nectin.2 PVRIG TGIT TiM3 VISTA

marker

Sekil 4.11. Pankreas kanseri tanisi alma yasinin immiin kontrol
molekdllerinin ile karsilagtiriimasi.

noktasi
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45. Pankreas Kanseri Hastalarimn Klinikopatolojik Ozellikleri ile

Immiinhistokimyasal Bulgularin Karsilastirilmasi

Calismadaki hastalarin preparatlari yeniden degerlendirildiginde hastalarin
klinik oykiileri arastirilirken, dikkate alinan baslica histopatolojik 6zellikler sunlardir:
hastalara ait tiimorlerin histopatolojik alt tipleri ve dereceleri, tiimoriin cap,
lenfovaskiiler ve perindral invazyonlar ile hastalarin varsa metastatik lenf nodu
tutulumlar kaydedildi. Bu hastalarin klinik evre bilgileri klinik onkoloji boliimiiniin
hasta arsiv dosyalarindan yararlanildi. Genel sagkalim siiresi Medulla sistemi
kullanirak belirlendi. Hastalara ait klinikopatolojik bulgular Tablo 4.13’de

gosterilmistir.

Tablo 4.13. Hasta tiimor dokularinin histopatolojik ézellikleri.

Adenokarsinom 44 33.5
Adenoskuamoz 4 3.1
karsinom

Anaplastik karsinom 2 1.5
Histopatolojik Alt Tip Duktal Adenokarsinom 78 59.5
Muisin6z 3 2.2

Adenokarsinom
Iyi Diferansiye 42 32.1
Histopatolojik Grade Orta Diferansiye 67 51.1
Az Diferansiye 22 16.7
<4cm 95 72.6
Tiimoér Cap1 >4cm 36 27.4
var 90 68.7
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Lenfovaskuler invazyon yok 41 31.2
var 109 83.2
Perindral invazyon yok 29 16.7
var 86 65.6
Metastatik lenf nodu yok 45 34.3
1A 3 2.30
IB 22 16.8
2A 16 12.21

Klinik Evre
2B 47 35.87
3 35 26.71
4 8 6.10
Genel Sagkalim Yastyor 12 9.16
Ex 119 90.84

Preparatlar  yeniden degerlendirildikten sonra tum olgular icinde
Adenokarsinom tanili olgularin 44’4 (%33,5), Adenoskuamdz karsinom tanili
olgularm 4’4 (%3,1) Anaplastik karsinom tanist alan 2’sinin (%1,5), Duktal
adenokarsinom tanili olgularin 78’nin (%59,5) ve Miisindz adenokarsinom tanisi alan
3’niin (%2,2) tanis1 teyit edilmistir. Tamorlerin histopatolojik derecesine bakildiginda
en yaygin olarak Orta diferansiye (grade 2) izlenmis olup 67 hastanin (%51,1) bu
grupta yer aldig1 goriildii. 42 hastanin (%32,1) iyi diferansiye, 22 hastanin ise (%16,7)
az diferansiye tumoru oldugu goriildii. Mikroskobik incelemelerde lenfovaskuler ve
perindral invazyonlarin varligina bakildiginda 90 hastada lenfovaskiiler invazyon
goriiliirken hastalarin 109’unda ise perinoral invazyon varlig: tespit edilmistir. Eslik
eden diger bulgular arasinda metastatik lenf nodu tutulumu goriilen hasta sayis1 86
(%65,6) olarak belirlenmistir. Pankreas kanserine ait histopatolojik tipler Resim 4.1

A,B,C’ de gosterilmistir.



74

Resim 4.1.A) lyi derecede diferansiye adenokarsinom, pankreas, H&E x20

Resim 4.1.B) Orta derecede diferansiye adenokarsinom, pankreas, H&E x20
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Resim 4.1. C) Az derecede diferansiye adenokarsinom, pankreas, H&E x40

Mikroskobik incelemelerde lenfovaskiiler ve perindral invazyonlarin varligina
bakildiginda 90 hastada anjiolenfatik invazyon goriiliirken hastalarin 109’unda ise
perindral invazyon varligi tespit edilmistir (Resim 4.2). Eslik eden diger bulgular
arasinda metastatik lenf nodu tutulumu goriilen hasta sayist 86 (%65,6) olarak

belirlenmistir.
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Resim 4.2. Pankreas kanseri dokusundaki perindral invazyon varligi.

Pankreas kanseri tanisi almis hastalarin dokularindan elde edilen kesitlere
immunohistokimyasal boyama yontemiyle Nectin-2 ligandinin ve onun reseptorleri
olan TIGIT, PVRIG ve DNAM-1’in ekspresyon seviyeleri belirlendi ve elde edilen bu
bulgular hastalarin histopatolojik oOzellikleri ile karsilastirildi. Nectin-2, TIGIT,
PVRIG, DNAM-1 ekspresyonlari ile lenf nodu metastazi, perindral invazyon ve
lenfovaskiiler invazyon varhigini gosteren histopatolojik 6zellikler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi. Diinya saglik orgiitii tarafindan 2013
yilinda belirlenen Kriterlere gore timorlerin derecelendirilmesi az, orta ve iyi
diferansiye adenokarsinom olarak yapildi. Pankreas kanserindeki timor derecesini
Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1 ekspresyonlari ile karsilagtirdigimizda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir 1ligki olmadig1 goriildii (p>0.05). Bir diger histopatolojik
Ozellik olan tumor boyutunun Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1 ekspresyonlart ile
iliskisine bakildiginda PVRIG molekiilll ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulundu (p=0,02), (Tablo 4.14). PVRIG ile pozitif boyanan grupta tuimor
boyutunun medyani 4 cm iken, negatif ekspresyon gosterdigi grupta ise 3 cm oldugu
belirlendi (Sekil 4.12).



77

Tablo 4.14. Klinikopatolojik Ozellikler ile immiinhistokimyasal bulgularin
karsilastirilmast.

immiin Kontrol

Noktasi

Nectin-2

Pozitif = Negatif

Pozitif = Negatif

Pozitif = Negatif

Pozitif = Negatif

Molekalleri (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
Lenf Nodu var 27 59 47 39 26 60 34 52
Metastazi (%31,4) | (%68,6) | (%68,1) = (%63) | (%30,2)  (%69,8) | (%69,4) (%63,5)
yok 13 32 22 23 8 37 15 30
(%28,9) (%71,1) (%31,9) (%37) @ (%17,8) (%82,2) (%30,6) (%36,5)
P 0,7695 0,6791 0,1244 0,2955
Perindral var 34 75 54 55 29 80 43 66
invazyon (%31,2) (%68,8) (%78,3) (%88,7) (%26,6) (%73,4) (%87,8) (%80,5)
yok 6 16 15 7 5 17 6 16
(%27,3)  (%72,7)  (%21,7) @ (%11,3) | (%22,7) @ (%77,3) | (%12,2) (%19,5)
P 0.7183 0.1714 0.7077 0.2696
Lenfovaskdiler | var 28 65 50 43 28 65 37 56
invazyon (%30,1) | (%69,9) | (%72,5) | (%69,4)  (%30,1)  (%69,9) | (%75,5) (%68,3)
yok 12 26 19 19 6 32 12 26
(%31,6) (%68,4) (%27,5) (%30,6) (%15,8) (%84,2) (%24,5) (%31,7)
P 0,8694 0,7470 0,0911 0,2070
Tumor az 5 17 12 10 7 15 12 10
Derecesi (%22,7)  (%77,3) (%17,4) (%16,1) (%31,8) (%68,2) (%24,5) (%12,2)
orta 22 45 38 29 19 48 17 50
(%32,8) | (%67,2) | (%55,1) | (%46,8) | (%28,4)  (%71,6) | (%34,7) | (%61)
iyi 13 29 19 23 8 34 20 22
(%31)  (%69)  (%275) (%37,1) (%19) = (%81) (%40,8) (%26,8)
P 0,6018 0,4006 0,2239 0,7706
Tuamor Boyutu 40 91 69 62 34 97 49 82
(%30,5) (%60,5) (%52,7) (%47.3) (%26) = (%74) (%37,.4) (%62,6)
P 0,315 0,281 0,02 0,725
Klinik Evre 0,0652 0,6275 0,1279 0,018
Genel Sagkalim 0,663 0,748 0,291 0,148

(n= Hasta sayis1)
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Sekil 4.12. Pankreas kanserindeki timor boyutunun immiin kontrol noktasi
molekdlleri ile karsilagtirilmasi.

Bu c¢alisgmada yer alan immiin kontrol noktasi molekiilleriden olan LAG3,
TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-L1 molekdillerinin imminhistokimyasal yontemle
belirlenen ekspresyon diizeyleri histopatolojik oOzellikler ile karsilastirildi.
Lenfovaskuler invazyon varliginin LAG3 ve VISTA molekiilleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir iliski bulundu (p=0,0056, p<0,0001), (Sekil 4.13). TIM3, PD-1 ve
PD-L1 molekullerinin ekspresyon dizeylerinin lenfovaskiler invazyon varligi ile
arasinda anlamli bir iligki bulunamadi. LAG3, TIM3 ve VISTA ekspresyonlari ile lenf
nodu metastazi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu goriildi (sirasiyla
p=0,0040, p=0,0001, p=0,0006) (Sekil 4.14). Lenf nodu metastaz varliginin PD-1 ve
PD-L1 ekspresyonlar1 ile aralarinda bir iligki bulunamadi. Perindral invazyon
varliginin bu molekiillerin ekspresyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
saptanmadi. LAG3, TIM3, VISTA, PD-lve PD-L1 molekillerinin ekspresyon
diizeylerinin diger histopatolojik 6zelliklerden olan tiimor derecesi ve timor boyutu
ile karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi

(Tablo 4.15)



79

Tablo 4.15. Klinikopatolojik ozellikler ile immdinhistokimyasal bulgularin
karsilastirilmast

Diger immiin

Kontrol Noktasi

Molekulleri

Lenf Nodu | var

Metastazi

yok
P
Perindral | var
invazyon

yok
P
Lenfo var
vaskuler

invazyon | yok

P
Tumor az
Derecesi
orta
iyi
P

Tumor Boyutu

P
Klinik Evre
Genel Sagkalim

Pozitif Negatif
(n) (n)
32 54

(%37,2)  (%62,8)
6 39
(%13,3)  (%86,7)
0,0040
33 76
(%30,3)  (%69,7)
5 17
(%22,7) | (%77,3)
0,4805
34 59
(%36,6) = (%63,4)
4 34
(%10,5) = (%89,5)
0,0056
5 17
(%22,7)  (%77,3)
21 46
(%31,3) = (%68,7)
12 30
(%28,6)  (%71,4)
0,740
38 93
(%29) (%71)
0,255
0,1997
0,447

Pozitif Negatif
(n) (n)
35 51

(%40,7) = (%59,3)
4 41
(%8,9)  (%91,1)
0,0001
34 75
(%31,2)  (%68,8)
5 17
(%22,7) | (%77,3)
0,4322
32 61
(%34,4) | (%65,6)
7 31
(%18,4) = (%81,6)
0,0703
5 17
(%22,7)  (%77,3)
21 46
(%31,3) | (%68,7)
13 29
(%31) (%69)
0,629
39 92
(%29,8)  (%70,2)
0,409
0,3212
0,716

Pozitif Negatif
(n) (n)
59 27

(%68,6) = (%31,4)
17 28
(%37,8)  (%62,2)
0,0006
66 43
(%60,6)  (%39,4)
10 12
(%45,5) | (%54,5)
0,1935
68 25
(%73,1) | (%26,9)
8 30
(%21,1) = (%78,9)
<0,0001
14 8
(%63,6)  (%36,4)
43 24
(%64,2) = (%35,8)
19 23
(%45,2)  (%54,8)
0,126
76 55
(%58) (%42)
0,272
0,0531
0,564

Negatif
(n)

131
(%100)

>0,05
131
(%100)

>0,05
131
(%100)

>0,05

131
(%100)

>0,05
131
(9%100)
>0,05
>0,05
>0,05

Negatif
(n)

131
(%100)

>0,05
131
(%100)

>0,05
131
(%100)

>0,05

131
(%100)

>0,05
131
(%100)
>0,05
>0,05
>0,05
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Sekil 4.14. Lenf nodu metastazi varligi ile LAG3, TIM3 ve VISTA arasindaki
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4.6. Pankreas Kanseri Hastalarinda immiinhistokimyasal Bulgular ile

Klinik Evre ile Sagkalim Siirelerinin Karsilastirilmasi

Pankreas kanseri tanist almis olgularin [.LEvrede olan hasta sayis1 25, 2.Evrede
olan hasta sayis1 63, 3.Evrede olan hasta says1 35 iken 4. Evrede olan hasta sayis1 8’dir.
Bu hastalarin klinik evrelerinin CD8, Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1, LAGS3,
TIM3 VE VISTA molekiilleriyle olan iligkisine bakild.

Tablo.4.16. CD8, Nectin-2 ve reseptorlerinin klinik evrelerle olan iligkisi

CD8 Nectin-2 TIGIT PVRIG DNAM-1
Diistik Yiiksek Pozitif ~ Negatif Pozitif Negatif Pozitif ~ Negatif ~ Pozitif ~ Negatif
(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)
17 8 8 17 14 11 3 22 7 18
(%68) (%32) (%32)  (%68) (%56) (%44) (%12)  (%88)  (%28)  (%72)
88 30 24 39 30 33 17 46 21 42
(%52) (%48) (%38) (%62) (%48) (%52) (%27) (%73) (%33) (%67)
21 14 8 27 22 13 12 23 16 19
(%60) (%40) (%23)  (%77) (%63) (%37) (%34)  (%66)  (%46)  (%54)
5 3 0 8 3 B 2 6 5 3
(%62,5)  (%37,5)  (%0)  (%100)  (%37,5) (%625)  (%25)  (%75)  (%62)  (%38)
0,6252 0,6275 0,1279 0,018

(n=Hasta Say1s1)

CD8 ekspresyon duzeylerinde Klinik evreye gore bir degisim saptanamadi.
Fakat Nectin-2’nin evre I ve evre 2’ de ekspresyon varligi agisindan bir fark
gozlenmezken evre 3 ve 4’teki ekspresyonun negatif olma durumunun daha fazla
oldugu gdzlemlendi. Klinik evre 4’de hasta sayisinin az olmasi da dikkate alinmalidir.

Evre 3’ de Nectin-2’nin pozitif ekspresyonu olan vaka sayisi evre 4’e gore daha
fazlaydi (Sekil 4.15).

TIGIT molekiiliiniin ekspresyon diizeyleri ile klinik evreler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. PVRIG molekiiliiniin ekspresyonu
hem evre I hem de evre 2’de negatif olma egilimindeydi. PVRIG pozitifligi evre 2°de
(%27), evre I’e (%12) gore daha fazla oldugu goriildii. (Sekil 4.16).
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DNAM-1 molekiiliiniin klinik evre I ve 2’ deki ekspresyon duzeyleri PVRIG
ile benzerdi. DNAM-1’in evre 1 ve evre 2’ deki ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p= 0,018). Evre I ve 2’de negatif hasta sayisi
daha fazlayd: (Tablo 4.16).

50+
| | i
CD8 >60
40+
F 4 B3 CD8" <60
A
= A .
@ 30+ " P =3 Nectin-2 +
w 2 7
2 % / .
s 1n v 7 Nectin-2 -
» 20+ 1| P 1 P
s - A1Il U ©
+ 1 A ||lUIIHd nlA P
104 A P A1 F A P
A P AV A o P
AP A | P AT P
% /A AP g % %
0 2 Z 2 % A Z l'l
1 1

T T
Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4

Sekil 4.15 CD8 ve Nectin-2 molekiiliiniin klinik evre ile iligkisi.

50
i = TIGIT +
A
40 gg = TIGIT -
= Z 7
s s 8 2 =2 PVRIG +
& 30 \ 7 7
» S?? wz PVRIG -
1] N B
- S B2 %
gzo- S?Z 57 mm DNAM-1 +
3 w7
SNZR 7 VA
Iw NP gg 27 DNAM-1 -
o1 N ¥ ¥ A U/
NIU P AV
. NI ¥ A Y

2 Evre 3 Evre 4

Evre 1 Evre

Sekil 4.16 TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 molekiillerinin klinik evre ile iliskisi.
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Tablo 4.17 LAG3, TIM3 ve VISTA molekiillerinin klinik evre ile iligkisi

LAG3 TIM3 VISTA
Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif Negatif
(n) (n) (n) (n) (n) (n)

3 22 2 23 10 15
(%12) (9%688) (%8) (%92) (%40) (%060)
20 43 24 39 37 26
(%32) (%68) (%38) (%62) (%59) (%41)
21 14 12 23 24 11
(%60) (%40) (%34) (%066) (%68,5) (%31,5)
1 7 1 7 5 3
(%12,5) (%87,5) (%12,5) (%87,5) (%62,5) (%37.,5)

0,1997 0,3212 0,0531

(n=Hasta Sayis1)

LAG3’in evre I’ ve 2’ de negatiflik orani daha fazla iken, evre 3’ ve evre 4’ de
pozitif-negatif oranlarinda bir fark gozlemlenmedi. LAG3’iin, evre 2’de %32, evre
I’de ise %12 oraninda pozitif hasta sayisinin oldugu goriildi. Evre 4° de de negatif
ekspresyon yoniinde bir egilim olsa da, hasta sayisinin az olmasi karar vermeyi
giiclestirmektedir.

TIM3 molekiiliiniin ekspresyonu evre 1’de %92 negatif , %8 pozitif olarak
bulundu, evre 2’de ise ekspresyon diizeylerinde bir farklilik goriilmedi. Buna karsin
evre | ve evre 2 TIM3 pozitifligi agisindan karsilatirildiginda, evre 2°de daha fazla
hastada (%38) TIM3 pozitifligi tespit edildi. VISTA molekilinin ekspresyon
duzeylerinin Kklinik evre 3’de evre 2’ye gore pozitif hasta sayisinin negatif hasta
sayisindan daha fazla oldugu belirlendi (Tablo 4.17), (Sekil 4.17)
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Sekil 4.17 LAG3, TIM3 ve VISTA molekiillerinin klinik evre ile iligkisi

Pankreas kanseri tanis1 almig 131 hastanin 12’sinin yasadig: belirlendi. Genel

sagkalim siiresi ortalama 23,80 aydir. Nectin-2 ve reseptorleri olan TIGIT, PVRIG,
DNAM-1 ile diger immiin kontrol noktas1 molekiilleri olan LAG3, TIM3, VISTA nin

pankreas kanseri dokularindaki ekspresyon diizeylerine gore genel sagkalim siireleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (Sekil 4.18).

Survival Functions
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Sekil 4.18.Pankreas kanseri hastalarinda Nectin-2 ligandinin genel sagkalim

stiresi ile iliskisi.
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5.TARTISMA

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDAC), solid timorler icerisinde en yuksek
Oliim oranina sahip olan tiimorler arasinda yer almaktadir. Yakin zamanda kansere
bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alacagi ongoriilmektedir (131). PDAC
tedavisinde umut vaad eden ilerlemelere ragmen 5 yillik sagkalim orani1 %5’in {istiine
cikamamustir  (132). Pankreas kanseri erken evrelerde herhangi bir belirti
gostermediginden teshisi oldukga zordur ve hizli bir yayilim gostermektedir. Cerrahi,
kemoterapi gibi yontemlerin pankreas kanseri tedavisi i¢in basar1 orani oldukga diisiik
olmaktadir. Torphy ve arkadaslarina gore, kombine neoadjuvan yada adjuvan
kemoterapi veya radyoterapi tedavilerinin yaninda cerrahi islemlerin de yer aldig

modelleme tedavi yontemi hala altin standart olarak kabul edilmektedir (133).

Kanser tedavisinde PD-1 ve PD-L1 molekillerini hedefleyen immin kontrol
noktasi inhibitdrlerinin kullanimimin onaylanmasiyla birlikte ozellikle metastatik
kanserlerin tedavisinde yaygmlasmistir. Immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile kiiciik
hiicre dis1 akciger kanseri, seffaf hiicreli renal hiicreli karsinom ve malign melanom
gibi bazi kanserlerin klinik uygulamalarinda umut vaat edici sonuglar goriilmiis olsa
da, PDAC"n klinik tedavisinde immiinoterapiye neredeyse hi¢ yanit vermemistir (134,
135). Bugiine kadar PDAC ilerlemesinin molekiiler mekanizmalar1 belirsizligini
korumaya devam etmektedir bu nedenle pankreas kanserinin immunoterapisinde erken
taninin konulmasi, yeni ve etkili terapotik hedeflerin belirlenmesi ile birlikte tumor

immiinsiipresyonunun azaltilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (136).

Nectin ve Nectin benzeri molekdller, kalsiyumdan bagimsiz hiicreden hiicreye
yapisma olusumu, hiicre hareketliligi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve hiicre dliimiimde
onemli rol oynayan imminoglobulin benzeri transmembran proteini olsalarda
bazilarmin da immiinomodiilator iglevleri bulunmaktadir (95). Bu zamana kadar
Nectinler ve Nectin benzeri molekiillerle ilgili yapilan ¢aligmalarda bu molekiillerden
bazilarmin pozitif ekspresyonunun hiicrelerin tiimoér olusturma potansiyellerini

azalttig1 gosterilmistir (137,138). Buna karsilik yapilan bagka bir calismada pankreasin
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ndroendokrin timorlerinde Nectin-3 molekiiliiniin ekspresyon kaybinin tlimoriin daha
agresif bir hal almasma neden oldugu gosterilmistir. Basta meme, over ve
gastrointestinal kanserler olmak tizere, Nectin-2'nin kanser gelisiminde 6nemli bir rol
oynadig1 ve yapilan bir¢ok c¢alismada bu molekiiliin prognoz ilizerinde etkisi oldugu

gosterilmistir (139).

Calismamizda pankreas kanserinde Nectin-2 molekulinin ekspresyon
dizeyi ile bu molekilin reseptorleri olan TIGIT, PVRIG, DNAM-1’in ekspresyon
durumlarinin CTL’ler ile olan iliskisinin histopatolojik bulgular ile karsilastirmasi ve
bu molekilun pankreas kanseri igin imminotoropatik tedavilere yonelik bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilme imkani arastirilmistir. Ayrica Nectin-2’nin diger
onemli immiin kontrol noktas1 molekiilleri olan PD-1, PD-L1, LAG3, TIM3 ve VISTA
gibi molekiillerin TIL ler lizerindeki ekspresyonu ile olan iliskisine de bakilmistir. Cok
heterojen bir timor mikrogevresine sahip olan pankreas kanserinde sinerjistik
tedavilerle birlikte daha etkili bir immiin kontrol noktasi tedavisine katki saglayabilme
potansiyeli arastirilmigtir. Son olarak bu molekiillerin hastalarin genel sagkalim
stireleri ve klinik evre iliskisi degerlendirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda 2008-2015
yillar1 arasinda pankreas kanseri tanisi almig immiinohistokimyasal boyamalarda
kullanilmak tizere yeterli timdr hiicresine sahip olgular secilerek ¢aligsmalar

yapilmustir.

Pankreas kanseri tanist almig 131 hastanin doku kesitlerinde Nectin-2 ile CD8
antikorlari ile dual olarak immiinohistokimyasal boyama yontemiyle ¢aligilmistir. Bu
hastalarin normal pankreas hiicrelerinde Nectin-2 ekspresyonu goralmemistir.
Hastalarin 40 (%30,5)‘inda Nectin-2’nin pozitif ekspresyonu goralurken 91
(%69,5)’inde negatif ekspresyon goriilmiistiir. Bununla birlikte CD8 TIL’lerin diisiik
yogunlukta oldugu grupta, Nectin-2 ekspresyonunun negatif oldugu hasta sayisinin,
pozitf olan hasta sayisina gore daha fazla oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
tespit edildi. Tumodrde CD8" T lenfositlerin az sayida olmas1 Nectin-2 ekspresyonunu
negatif yonde etkileyebilir. CD8" T lenfositlerin timor hiicrelerine saldirmasiyla,
immiin sistemden kagis mekanizmasi olarak T hiicrelerini inhibe edici ligandlarin

ekspresyonu arttig1 bilinmektedir. Nectin-2’nin, inhibitdr reseptorler TIGIT ve
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PVRIG’in ligandi oldugu diisiiniildiigiinde CD8 varligindaki Nectin-2 ekspresyonu
aciklanabilir. Bu bulguyu destekler sekilde Pankreas kanserinde Nectin-2 ifadesinin
pozitif olmasinin over, safra kesesi ve pankreas kanseri koti prognoz ile olan iligkisini

belirten arastirmalar da bulunmaktadir (111, 129, 149).

Agresif bir timor olan pankreas kanser hiicrelerinde, proliferasyon gostergesi
olan Ki-67'nin ekspresyonuna bakildi. Nectin-2 ekspresyonu pozitif olan hasta
grubunda Ki-67’nin de yiiksek ekspresyon gosterdigi goriilmiistiir. Bu iliski, Nectin-2
varliginin proliferasyonla iligkili olabilecegini de diisindiirmektedir. Bununla birlikte

daha fazla hasta grubu ile ¢aligilan arastirmalara gereksinim vardir.

Nectin-2’nin hiicreler aras1 adezyon islevinin yaninda T lenfositlerde ve NK
hlcrelerinde dlzenleyici bir gérevi de bulunmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
Nectin-2 ligandinin TIGIT, PVRIG, DNAM-1 gibi farkli immiin reseptorlere
baglanarak bu reseptorlerin Ozellikle T lenfositlerin aktivasyonu ya da
inhibisyonundaki etkilesimine 1s1k tutmustur (140). Nectin-2 ligand1 TIGIT, PVRIG
ve DNAM-1 reseptorlerine baglanabilmektedir ve o6zellikle TIGIT ve DNAM-1
reseptorleri Nectin-2’nin yaninda PVR ligandini da paylasirlar. Boylelikle bu ligandlar
DNAM-1 ve TIGIT’a baglanarak spesifik bir aktivasyon ya da inhibisyon ile
immiinolojik yanitin olugmasii saglarlar. TIGIT reseptor ailesi kansere yonelik

immiinoterapinin olas1 hedefleri agisindan genis capta arastirilmaya devam etmektedir.

Calismamizda yer alan TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 reseptorlerinin pankreas
kanserindeki ekspresyonlart  immiinhistokimyasal =~ boyanmalarina  gore
degerlendirildiginde aralarinda vaka sayis1 bakimimdan en fazla pozitif ekspresyon
gosterenin TIGIT molekiilii oldugu gorildi (n=69). Fakat Nectin-2 molekdlinin
ekspresyon duzeyleri ile reseptorleri olan TIGIT, PVRIG, DNAM-1’in ekspresyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p=.0,5866, p=0,1772,
p=0,6565).

Nectin-2 ekspresyonu bulunmayan hasta grubunda PVRIG molekullinin

negatif oldugu hasta sayismnin pozitif olan hasta sayisindan daha fazla oldugu
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belirlendi. Bu hastalarin %73,2’sinde PVRIG negatifti. PVRIG, ligand olarak yalnizca
Nectin-2’ye baglanir. Nectin-2 yoklugunda PVRIG’in de cksprese edilmedigini
gosteren verilerimiz literatiirdeki bu bilgiyle uyusmaktadir (141-142) .

Nectin-2 ekspresyonu gorilmeyen hasta grubunda DNAM-1 molekulinin
negatif oldugu hasta sayisinin pozitif olan hasta sayisindan daha fazla oldugu géruldu.
Bu hastalarin %37,4’tinde ise DNAM-1 ekspresyonu oldugu, %62,6’sinda DNAM-1
ekspresyonunun olmadig1 tespit edildi (bkn. Sekil 4.4). DNAM-1 pozitif hasta
grubunda Nectin-2 ‘nin anlamli derecede az ekspresyon gosterdigi bulundu. Bu da

Nectin-2’nin DNAM-1 ekspresyonunu etkiledigini gosterebilir.

TIGIT reseptorinin PVRIG ve DNAM-1 molekiillerinin ekspresyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu gosterdik.  TIGIT 1
ekspresyonunun oldugu durumda PVRIG ekspresyonu agisindan fark olmamasina
ragmen, TIGIT ekspresyonunun olmadigi olgularda PVRIG’in ekspresyonunun %8,7
oldugu goriilmektedir. TIGIT ile PVRIG’in ortak ligandlarinin Nectin-2 olmas: TIGIT
ve PVRIG’in ekspresyonlarinin birbirleriyle olan iliskisini oldugunu gosterebilir fakat

bu iligskinin deneysel arastirmalarla gosterilmesine gereksinim vardir.

Literatiirdeki caligmalara bakildiginda TIGIT ve PVRIG molekiillerinin ¢esitli
kanserlerde TIL’ler iizerinde artan bir ekspresyon gosterdigi belirtilmistir ve bu da
bizim g¢alismamizin sonuglarimi destekler niteliktedir (141). PD-1/PD-L1 immin
kontrol noktas: inhibitoriiniin pankreas kanserinde etkisinin yeterli olmadig
bilinmektedir. TIGIT ve PVRIG molekiilllerinin bloke edilmesiyle CTL’lerin efektor
fonksiyonlarmi geri kazandig1 in vitro ¢aligmalarin basaris1 goz oniine alindiginda, bu
molekdllerin kombine tedavi ile blokajinin daha etkili olabilecegi vurgulanmistir
(142).

Calismamizdaki  pankreas kanseri vakalarinin  immiinhistokimyasal
boyanmasinda TIGIT molekiiliiniin ekspresyon gostermedigi vakalarin ¢ogunda
DNAM-1 molekiiliiniin de eksprese olmadigi goriildi. TIGIT ekspresyonunun
varliginda DNAM-1 ekspresyonunun yoklugu daha baskindir Bu reseptorlerin
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ligandlarina afinitesi iizerine yapilan ¢alismalarda TIGIT'in, DNAM-1'in cis
homodimerizasyonuna mudahale ederek DNAM-1 aracili T hiicresi kostimiilasyonunu
bozabilecegi One strilmiistir (143). Johnston ve arkadaslarini yaptiktiklar1 bir
calismada, TIGIT'in immiin diizenleyici etkisinin aslinda DNAM-1'e baglh oldugu
belirtmislerdir (143). Yu ve arkadaslari, TIGIT ve DNAM-1 reseptorlerinin
ligandlarina yonelik rekabetlerinin bu bagimlilig1 agiklayabilecegini ifade etmislerdir
(144). TIGIT'iIn DNAM-1 ile ligandlart i¢in rekabet etmek yerine onun
homodimerizasyonu bozarak sinyalizasyonunu engellemesi, inhibitér reseptorlerin

immun hucreler Gzerindeki duzenleyici etkilerini gostermektedir (145).

Immiinoterapi basta akciger, meme kanseri olmak iizere malign melanom gibi
diger kanser tiirleri i¢in ¢1gir acan bir basar1 gostermistir. Bununla birlikte, pankreas
kanseri mevcut immunoterapilere karsi oldukg¢a direnglidir. Bu durumdan dolayi
pankreas kanserine karsi etkili bir immiin cevabin yeniden saglanabilmesi i¢in
aragtirmalara konu olmaya devam edecektir. CTLA-4 ve PD-1 gibi inihibitor
reseptorler, T hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynarlar.
PD-1/PD-L1 inhibe eden antikorlarla yapilan faz 1 ¢aligmasinda PDAC hastalarinda
etkin bir cevap alinamamistir(146). Calismamizda yer alan pankreas kanseri
hastalarina ait dokularda Anti-PD-1 ve PD-L1 antikorlartyla immunhistokimyasal
boyanmalarda vakalarin hi¢ birinde bu antikorlara ait bir boyanma izlenmedi. Bu da
caligmamizin literatiirle benzer olarak pankreas kanserinde PD-1/PD-L1
molekiillerinin diigiik ekspresyon gosterdigini teyit etmektedir. Bu bulgular, pankreas
kanserinde Anti-PD-1/PD-L1 tedavilerinin basarisizlig1 ile uyumludur. Bu yiizden
tiimore kars1t immiin cevabin yeniden olusabilmesi i¢in yeni immiin molekiillerin

arastirilmasi devam etmektedir.

Calismaya dahil olan 131 hastanin tiimiinde PD-1 ile bunun ligandi olan PD-
L1 molekiillerinin ekspresyonu bulunmamistir. Yakin zamanda LAG3, TIM3 ve
VISTA gibi ortak inhibitor reseptorlerin pankreas kanseri i¢in birer potansiyel immin
kontrol noktas1 hedefi olabilmeleri ile ilgili arastirilmalarin yapildigini gérmekteyiz.
Calismamizda bu immiin kontrol noktast molekiillerinin ekspresyon diizeyleri ile

Nectin-2 ve reseptorlerinin ekspresyon seviyeleriyle aralarindaki iliskiyi inceledik. Bu
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molekdllerin 131 hastadaki ekspresyonlarina bakildiginda 38 olguda LAG3’{in, 39
olguda TIM3’in ve 76 olguda ise en yiksek pozitif ekspresyonun VISTA
molekiiliinde oldugunu gézlemledik. Nectin-2 ekspresyonu ile TIM3, VISTA, PD-1
ve PD-L1 molekillerinin ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
olmadigini gosterdik. Buna karsin LAG3 ve Nectin-2’nin ekspresyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu belirledik (p=0,0137). Henliz literattrde
T hiicreler Uzerindeki tikenmeyle iliskili LAG3 ve bir adezyon molekili olan Nectin-

2 arasindaki 1iliskiyi a¢iklayan bir ¢calisma bulunmamaktadir.

CD8+ T lenfositler tizerindeki LAG3 ve TIM3 ekspresyonuna bakildiginda
incelenen vakalarin sirasiyla %64,5 ve %64,1’ni bu inhibitor reseptorlerini ifade
etmedigini belirledik. LAG3, TIM3 ve VISTA molekiillerinin ekspresyon seviyelerini
de karsilastirdik. LAG3 molekiiliiniin TIM3 ile pozitif korelasyon gosterdigini ve
LAG3 ile TIM3’in pozitif ekspresyon gosterdigi olgularin ¢ogunda VISTA’nin da
pozitif ekspresyon gosterdigini belirledik. Bu sonuglar, Popp ve arkadaslarinin
pankreas kanseri lizerinde yaptiklari arastirmadaki verilerini destekler niteliktedir
(147).

Bu ¢alismada ayrica 6nemli immiin kontrol noktas1 molekiilllerinin sitotoksik
T lenfositlerle olan iligkisi de incelendi. LAG3 ve TIM3 molekiillerinin negatif
ekspresyon gosterdigi grupta CD8 ekspresyonlari arasinda bir fark oldugu goriildii.
Sonu¢ olarak LAG3 ve TIM3 molekillerinin CD8" T lenfositlerin ekspresyon
miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu belirlendi (p=0,0226),
(p=0,0264).

Pankreas kanseri erkeklerde kadinlara gore daha yaygin goriilmektedir.
Calismamiza dahil edilen 131 vakanin %58.7°si erkek, %41.2 ‘si kadin hastalardan
olusmaktadir. Hastalarin tan1 yas1 31 ile 85 arasinda de8ismekte olup yas ortalamasi
63.27°dir. Hasta tan1 yaslarinin ¢alismamizda yer alan Nectin-2 ve diger molekiillerle
istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi bulunamadi. Tan1 anindaki yasin tiim kanserler
icin 6nemli bir prognostik belirteg oldugu bilinmektedir. Wang ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada ileri yasta olan hastalarin hayatta kalma oraninin ¢ok diisiik

oldugunu ve bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegini ifade etmislerdir (148).
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Bizim ¢aligmamizdaki hastalarin tan1 yaglari ile genel sagkalim analizinde istatistiksel

olarak anlamli bir iligki bulunamadi (p=0.110).

Calismamiza dahil edilen pankreas kanseri vakalarinin %59.5’1 duktal
adenokarsinom  olarak  ¢ogunluktayken  %33.5’i  adenokarsinom, %3.1’i
adenoskuamoéz karsinom, %2.2°si miisindz karsinom ve %1.5’1 anaplastik
karsinomdan olusmaktadir. Vakalar, histopatolojik evreleri géz Oniine alinarak
siniflandirildiginda %51,1 oram1  ile c¢ogunlukla orta diferansiye timorler
izlenmektedir. Bunu, %32,1 ile iyi diferansiye, %16,7 az diferansiye timorler takip
etmektedir. Histopatolojik evrelemelerin ¢alismamizda yer alan Nectin-2 ve diger
molekdllerle istatiksel agidan anlaml bir iligkisi olmadig1 goriildi. Vakalarimizdaki
tiimor boyutlaria bakildiginda ¢ogunlugunun %72,6 ile 4 cm’den kiiciik tiimorlerden
olustugu goriilmektedir. Liang ve arkadaglarinin bir ¢alismasinda PDAC’lerde Nectin-
2 ekspresyonunun biyik timor capt ve lenf nodu metastaz varligmin klinik
progresyonda 6neme sahip oldugunu belirtmislerdir (149). Calismamizdaki Nectin-2
ve diger molekiillerin tiimor boyutu ile bir iligkisi oldugu saptanamamistir. Buna
karsin tiimor boyutu ile PVRIG reseptorii arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
oldugu goriildii (p=0,02). PVRIG ile pozitif ekspresyon olan grupta timaor boyutunun
medyan1 4 cm iken, negatif ekspresyon gosterdigi grupta ise 3 cm oldugu belirlendi.
Tumor boyutu ile PVRIG ekspresyonu anlamli bir iligki goriiliirken tek ligandi olan
Nectin-2 ile bu iliskinin bulunamamasi PVRIG ekspresyonunun ligand etkilesimi

disinda bagka bir mekanizma ile de diizenlendigini diistindliirmektedir.

Lenfovaskiiler invazyon varliginin %68,7 ile sik goriildiigiinii belirledik. Lenf
nodu metastazi olan vakalarin %76’sinda lenfovaskiiler invazyonun da mevcut oldugu
goruldi. Lenfovaskiler invazyon dagiliminin Nectin-2 ligandi ve bunun reseptorleri
olan TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 ile iliskisine bakildginda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski bulunamadi. Diger immiin kontrol noktas1 molekiillerinden olan LAG3 ve
VISTA ekspresyonlarinin pozitif olan olgularda lenfovaskiler invazyon varliginin

istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu gosterilmistir (p=0,0056, p<0,0001).
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Lenfovaskiiler invazyonun genel sagkalim verileri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligski olmadig: gorildi (p=0,594).

Pankreas adenokarsinomlarinda perindral invazyon varlig: siklikla karsilasilan
histopatolojik bir bulgudur. Calismamizdaki olgularin %83,2°sinde bu bulgunun
mevcut oldugu goriildii. Perindral invazyonun basta Nectin-2 molekili olmak (izere
diger tiim molekiiller ve genel sagkalim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulanamamustir (p=0,777).

Pankreas duktal adenokarsinomlarin cerrahisinde en énemli tartisma konusu
¢evre bag dokusu ile beraber lenf nodlarinin ne derecede ¢ikarilmasi gerektigidir. Doi
ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada lenf nodu metastaz varliginin pankreas
kanserinde ileri evreye gegise neden oldugu ve hasta prognozu agisindan en olumsuz
prognostik faktorlerden biri olduguna dair kanitlar sunmuslardir (150). Rezeke edilmis
olgularimizin %65,6’sinda lenf nodu metastaz varligi goriildi. Nectin-2 ve
reseptOrlerinin lenf nodu tutulumu ile iligkisi istatistiksel olarak anlamli degildi. Diger
immiin kontrol noktas1 molekiilleriyle iliskisine baktigimizda LAG3, TIM3 ve VISTA
ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu goriildii (p=0,0040, p=0,0001,
p=0,0006). Lenf nodu varligmin genel sagkalim analizinde anlamli bir fark

bulunamamistir (p=0,659).

Calismaya dahil edilen 131 hastanin klinik evrelerinin CD8, Nectin-2, TIGIT,
PVRIG, DNAM-1, LAG3, TIM3 VE VISTA molekiilleriyle olan iligkisine bakildi.
CD8 ekspreyon duzeylerinde klinik evreye gore bir degisim saptanamadi. Fakat
Nectin-2’nin evre I ve evre 2’ de ekspresyon varligi agisindan bir fark gdzlenmezken
evre 3 ve 4’teki ekspresyonun negatif olma durumunun daha fazla oldugu gozlendi.
Evre 4’de hasta sayisinin az olmasi da dikkate alinmalidir. Evre 3’ de Nectin-2’nin

pozitif ekspresyonu olan vaka sayisinin evre 4’e gore daha fazla oldugu goriildi.

LAG3’iin evre I’ ve 2’ de negatiflik oran1 daha fazla iken, evre 3’ ve evre 4’ de
pozitif-negatif oranlarinda anlamli bir fark gozlemlenmedi. LAG3, evre 2’de %32,

evre I’de ise %12 pozitif oraninda hasta sayisinin oldugu goriildii. Evre 4’ de de



93

negatif ekspresyon yoniinde bir egilim olsa da, hasta sayisinin az olmasi karar vermeyi
giiclestirmektedir.

TIM3 molekiiliiniin ekspresyonu evre 1’de %92 negatif , %8 pozitif olarak
bulundu, evre 2’de ise ekspresyon diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir fark
saptanamadi. Buna karsin evre I ve evre 2 TIM3 pozitifligi agisindan
karsilatirildiginda, evre 2°de daha fazla hastada (%38) TIM3 pozitifligi tespit edildi..
VISTA molekullnin ekspresyon duzeylerinin klinik evre 3’de evre 2’ye goére pozitif

hasta sayisinin negatif hasta sayisindan daha fazla oldugu belirlendi.

Pankreas kanseri tanis1 almig 131 hastanin 12’sinin yasadig: belirlendi. Genel
sagkalim siiresi ortalama 23,80 aydir. Nectin-2 ve reseptorleri olan TIGIT, PVRIG,
DNAM-1 ile diger immiin kontrol noktas1 molekiilleri olan LAG3, TIM3, VISTA nin
pankreas kanseri dokularindaki ekspresyon diizeylerine gore genel sagkalim siireleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Pankreas kanserinde Nectin-2 ekspresyonunun 6nemli olabilecegi, Nectin-2
ekspresyonun CD8" hiicrelerden etkilenebilecegi, kontrol noktasi molekiillerinin
ekspresyonunun da buna bagli eksprese olabilecegi, aralarinda bir ekspresyon iligkisi
olabilecegi bu caligmada gosterilmistir. Bu kesitsel aragtirmadan elde edilen verilerin
mekanizmalariin agiklanabilmesi ve Nectin-2 molekiiliiniin immiinoterapi acisindan
Ooneminin belirlenebilmesi amaciyla yeni deneysel arastirmalarin planlanmasina

gereksinim vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Pankreas kanseri 131 hastaya ait dokular immunhistokimyasal yéntemle analiz
edildi. Nectin-2’nin normal pankreas dokusunda ekspresyonu goriilmezken 40

hastanin tiimor dokularinda Nectin-2’nin gen ekspresyonunun arttig1 goriildii.

CD8* hiicre sayisinin diisiik yogunlukta oldugu grupta, Nectin-2
ekspresyonunun negatif oldugu hasta sayisinin, pozitif olan hasta sayisina gore

daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir.

Nectin-2’nin pozitif ekspresyonuna sahip 32 hastada Ki-67 proliferasyon

belirtecinin yiiksek oranda eksprese edildigi belirlendi.

Nectin-2 molekilunun ekspresyon duzeyleri ile TIGIT, PVRIG, DNAM-1’in
ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi

(sirasiyla p=.0,5866, p=0,1772, p=0,6565).

Nectin-2’nin ekspresyon gostermedigi hasta grubunda TIGIT ekspresyonu

gosteren hasta sayisinin arttigr dikkati ¢ekmistir.

Nectin-2  ekspresyonu bulunmayan hastalarm  %73,2’inde PVRIG

ekspresyonunun olmadig: tespit edildi.

Nectin-2’nin pozitif ekspresyon gosterdigi hasta grubuna nazaran negatif
ekspresyon gosterdigi gruba gore T lenfositleri aktive eden DNAM-1
ekpresyonunun arttig1 dikkati ¢cekmistir.

TIGIT molekilinin ekspresyon dizeyi ile PVRIG ve DNAM-1 ‘in ekspresyon
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu bulundu
(swrasiyla p<0,0001, p=0,004). PVRIG ve DNAM-1 molekiillerinin pozitif
ekspresyonunun TIGIT’1n ekspresyon degisimine bagl olarak azaldig tespit

edildi.
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Pankreas kanseri tanist almis hastalarin timérli ve saglikli dokularinda PD-1

ile PD-L1 ekspresyonu bulunamadi.

Nectin-2 molekullnin ekspresyonu ile TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-L1
ekspresyonlari karsilastirildiginda, oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulanamad: (sirasiyla p=0,0909, p=0,1470, p>0,05, p>0,05).

Nectin-2 molekdlinin ekspresyonu ile LAG3 ekspresyonu Karsilastirildiginda
aralarinda anlamli farkin oldugu tespit edildi (p=0,0137).

Nectin-2 ekspresyonunun negatif oldugu hastalarda LAG3 ve TIM3

ekspresyonlarinin da negatif oldugu hasta sayisinin daha fazla oldugu saptandi.

Onemli konrol noktas1 molekiillerinden olan VISTA ’nin pankreas tanisi almis
131 hastanin i¢inde en fazla pozitif ekspresyon gosteren molekiil oldugu

gorildi (n=76).

Nectin-2’nin pozitif ekspresyon gosterdigi grupta VISTA ekspresyonu pozitif

hasta oraninin % 67,5 oldugu saptandu.

LAG3’tin negatif ekspresyonlarinin bulundugu gruplarda TIM3 ve VISTA

ekspresyonlarinin da negatiflik gosterme oranlar1 daha fazlaydi.

LAG3 ekspresyonu ile TIM3 ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon oldugu
gorildi (p<0,0001).

LAG3’1in pozitif ekspresyonunun oldugu 38 hastanin 32 (%84)’sinde VISTA
pozitifligi saptandi (p<0,0001).

TIM3’lin pozitif ekspresyon gosterdigi hasta grubunda VISTA’nin da pozitif
ekspresyonunun arttigi ve aralarinda fark oldugu bulundu (p=0,0078).
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CD8 TIL’lerin diisiik yogunlukta oldugu grupta, TIM3 ve LAG3
ekspresyonlarinin negatif oldugu hasta sayisinin, pozitif olan hasta sayisina
gore daha fazla oldugu ve istatiksel olarak da anlamli oldugu tespit edildi

(p=0,0264, p=0,0226).

Hastalarin demografik 0Ozelliklerinden cinsiyetine gore dagilimlarina
bakildiginda 77’si (%58,7) erkek, 54’1 (%41,2) kadindir. Hastalarin yas araligi
31 ile 85 arasinda degigsmekte olup yas ortalamasi 63,27°dir.

Erkek hastalar ile kadin hastalarin yas ve cinsiyet dagilimi incelendiginde

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p=0,1070, p>0,05).

Calisamaya dahil edilen 131 hastanin %33,5’1 Adenokarsinom, %3,1°1
Adenoskuaméz karsinom, %1,5’i Anaplastik karsinom, %59,5’i Duktal
adenokarsinom ve %2,2’si Miisindz adenokarsinom tanili olgulardan
olugmaktadir. Histopataolojik alt tipler ile Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-
1 ve diger immiin kontrol noktasi molekiillerinin ekspresyonlari arasinda

anlamli bir fark bulunamadi.

Timdorlerin histopatolojik derecesine bakildiginda en yaygin olarak %51,1°1
orta diferansiye. %32,1°1 iyi diferansiye, %16,7’sinin az diferansiye tumor
oldugu gortldi. Histopatolojik grade ile Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1
ve diger immiin kontrol noktas1 molekiillerinin ekspresyonlari arasinda anlamli

bir iligki bulunamadi.

Nectin-2, TIGIT, PVRIG, DNAM-1 ekspresyonlar1 ile lenf nodu metastazi,
perinéral invazyon, lenfovaskuler invazyon gibi histopatolojik Ozellikler

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi.

Bir diger histopatolojik 06zellik olan tiimoér boyutunun, Nectin-2, TIGIT,
PVRIG, DNAM-1 ekspresyonlar1 ve diger immiin kontrol noktasi
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molekiillerinin ekspresyonlar ile iligskisine bakildiginda, PVRIG ile pozitif
boyanan grupta tiimor boyutunun medyani 4 cm iken, negatif ekspresyon

gosterdigi grupta ise 3 cm oldugu belirlendi (p=0,02).

LAG3, TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-L1 molekillerinin ekspresyon diizeyleri
histopatolojik 6zellikler ile karsilastirildi. Lenfovaskiiler invazyon varliginin
LAG3 ve VISTA inhibitorleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
bulundu (p=0,0056, p<0,0001).

LAG3, TIM3 ve VISTA ekspresyonlari ile lenf nodu metastazi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu goriildii (sirasiyla p=0,0040,
p=0,0001, p=0,0006).

Perinéral invazyon varhigi ile LAG3, TIM3, VISTA, PD-1 ve PD-L1
molekdllerin ekspresyonlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmadi.

CD8, TIGIT ekspresyon duzeylerinde klinik evreye gore bir farklilik

bulunmad:.

Nectin-2’nin evre 1 ve evre 2’ de ekspresyon varligi agisindan bir fark
gozlenmezken evre 3 ve 4’teki ekspresyonun negatif olma durumunun daha

fazla oldugu gorildii.

PVRIG ve DNAM-1 molekiillerinin ekspresyonlart hem evre | hem de evre
2’de negatif olma yoniindeydi. Ayn1 zamanda PVRIG ve DNAM-1 pozitifligi
evre 2’de, evre I’e gore daha fazlaydi. DNAM-1 ‘in evre I ve evre 2’deki

ekspresyon diizeyleri arasinda istatiksel olarak aralarinda anlaml fark bulundu
( p=0,018).

LAG3 ve evre I’ ve 2° de negatiflik oran1 daha fazla iken, evre 3’ ve evre 4° de

pozitif-negatif oranlarinda anlamli bir fark gézlemlenmedi.
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TIM3 molekiiliiniin ekspresyonu evre 1’de %92 negatif , %8 pozitif olarak

bulundu.

VISTA molekiiliiniin ekspresyon diizeylerinin klinik evre 3’de evre 2’ye gore

pozitif hasta sayisinin negatif hasta sayisindan daha fazla oldugu belirlendi.

ONERILER:

Nectin-2 tiimdrsiz dokuda eksprese olmazken, timaorli dokuda ekspresyonunu

tetikleyen etkenleri saptamak Uizere deneysel ¢alismalar yapilabilir.

Nectin-2 ile CD8" T hiicre ko-kiiltiirli yapilarak, hiicrelerdeki fonksiyonel ve
fenotipik degisimler saptanabilir.

Nectin-2 hedeflenerek inhibe edildiginde CD8" T hicre fonksiyonel

degisimlerini tespit edebilmek amaci ile bir proje yapilabilir.

TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 ekspresyonu tetikleyen mekanizmalar agiklamak

amaci ile caligma planlanabilir.

Nectin-2 ile reseptorlerinin ekspresyon paterni arasindaki iliskiyi ¢6zmeye

yonelik arastirmalar yapilabilir.

Nectin-2 i¢in hangi reseptoriin inhibisyonda daha énemli oldugunu bulmaya

yonelik arastirma yapilabilir.

TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 ekspresyonlarinin  zamanlamasini tespit
edebilmek i¢in zamana bagimli mRNA ekspresyon ve protein ekspresyonlari

icin western blot calismalari yapilabilir.
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TIGIT, PVRIG ve DNAM-1 ekspresyonu ile diger kontrol noktasi
molekiillerinin ekspresyon zamanlamasini ortaya koyacak bir arastirma

planlanabilir.

Neden pankreas tumoérinde PD-L1 ekspresyonu yerine Nectin-2 ekspresyonun

oldugunun ac¢iklanmasina yonelik arastirma yapilabilir.

Nectin-2’nin pankreas kanserinde hedeflenebilirligini gostermek iizere in vivo
bir arastirma planlanabilir ve tiimor biiyliimesi Uzerine olan etkileri

arastirilabilir.
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