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OZET

Dr. Binnaz Handan Ozdemir

Antikor aracili rejeksiyonu olan renal allogreftlerde programlanmis 6liim-ligand-1'in
(PD-L1) graft sagkalim iizerine olan etkisi

Baskent Universitesi

Saghk Bilimleri Enstitiisii

Transplantasyon immunolojisi yiiksek lisans programi, 2023

Giris: PD-L1'in T hiicre biyolojisindeki kritik rolii ve solid organ nakillerindeki iglevi
hakkindaki bilgiler artmasina ragmen, ABMR'deki rolii bilinmemektedir. PD-1/PD-L1
etkilesiminin graft toleransinin siirdiiriilmesinde énemli oldugunu gosteren bazi caligsmalar
olsa da ABMR'li renal allograftlarda PD-1/PD-L1 etkilesiminin bagisiklik hiicreleri iizerinde
farkli etkileri olabilir. Bagisiklik hiicreleri ile hedef greft arasindaki ilk arayiiz oldugu igin,
amacimiz peritiibiiler kapillerlerde (PTK) endotel hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri iizerinde

PD-1/PD-L1 etkilesiminin durumunu anlamaktir.

Materyal ve Yontem: 110 olgunun 68'inde saf ABMR (Grup 1) ve 42'sinde hem akut
ABMR hem de akut TCMR bulunmaktadir (Grup 2). Ilk belirti biyopsileri yeniden
degerlendirildi ve glomeriiler, PTK, interstisyel 10kosit, makrofaj, CD4 ve CDS8 pozitif
lenfositlerin derecesi siniflandirildi. PTK, tiibiiler ve interstisyel l0kositlerin HLA-DR
ekspresyonu incelendi. PTK-DR ekspresyonunun kaybi, PTK yikim olarak kabul edildi.
Tiibiil, endotel ve inflamatuar hiicrelerde PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu degerlendirildi.
Ayrica tiibiil ve interstisyel inflamatuar hiicrelerde CD80, CD86, TGF-f, IFN-y ve TNF-a
ekspresyonlar1 arastirildi. Takip biyopsileri, diffiiz interstisyel fibrozis (IF) gelisimi

acisindan degerlendirildi.

Bulgular: Grup 2 hastalarda, Grup 1'e gore endotel ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 daha
yiiksek oranlarda ekspresyon gosterdi (p<<0,001). Endotel ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1
etkilesimi, interstisyel, glomertiler, PTK 16kosit, makrofaj, CD4 ve CDS pozitif lenfositlerin
artmastyla birlikte artt1 (p<<0,001). PTK-DR ekspresyonu ile PD-1/PD-L1 etkilesimi arasinda
ters bir iligki bulundu ve tubiiler HLA-DR ifadesi ile pozitif bir iligki saptand1 (p<0,001).
Endotel PD-1/PD-L1 etkilesimi olan hastalarda IF gelisimi %52,3 iken, endotel PD-1/PD-
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L1 etkilesimi olmayan hastalarda %12,1 idi (p<0,001). Genel 10 yillik sagkalim, endotel
PD-1/PD-L1 etkilesimi olan hastalarda %27,3 iken, endotel PD-1/PD-L1 etkilesimi olmayan
hastalarda %66,7 idi (p<0,001). Benzer sekilde, genel 10 yillik sagkalim, inflamatuar hiicre
PD-1/PD-L1 etkilesimi olan hastalarda %31,3 iken, inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1
etkilesimi olmayan hastalarda %66,1 idi (p<0,001).

Sonug¢: Sonuglarimiz, ABMR'nin yiiksek immiinolojik niteliginin renal allograftlarda PD-
L1'in beklenmedik islevlerinin temelini olusturabilecegini gostermektedir. Gergekten de PD-
1/PD-L1 yolunun koruyucu etkisini gosteren ¢ogu deneysel organ nakli ¢alismasinda,
eszamanli immiinsiipresyon nedeniyle, sinirli T hiicre reaktivitesi olan nakil modelleri
kullanilmistir. PD-1/PD-L1 yolunun inhibisyon fonksiyonlarinin, ABMR gibi yiiksek
immiinolojik kostimiilatorle birlikte giiglii T aktivasyonu altinda etkili olmayabilecegini 6ne

surdik.

Anahtar kelimeler: PD-L1, PD-1, Antikor aracili rejeksiyon, T-hiicre aracili rejeksiyon,

Greft yasami

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: KA22/402) ve Baskent Universitesi Arastrma Fonunca

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Dr. Binnaz Handan Ozdemir

The Effect of Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) on Graft Survival in Renal
Allografts with Antibody-Mediated Rejection

Baskent University

Institute of Health Sciences

Transplantation immunology master's program, 2023

Introduction: Despite the critical role of PD-L1 in T-cell biology and increasing knowledge
of the function of PD-L1 in solid organ transplantation, its role in ABMR is unknown.
Although some studies demonstrated that PD-1/PD-L1 interaction is essential for
maintaining graft tolerance, PD-1/PD-L1 interaction in renal allografts with ABMR might
exert different effects on immune cells. Since the vasculature is the first interface between
the immune cells and the target graft, we aimed to understand the status of PD-1/PD-L1

interaction on endothelial cells and immune cells in peritubular capillaries (PTCs).

Materials and Methods: Pure ABMR was present in 68 out of 110 patients (Group 1), and
both acute ABMR and acute TCMR were present in 42 patients (Group 2). Initial biopsy
samples were re-evaluated, and the degree of glomerular, PTC, interstitial leukocyte,
macrophage, CD4, and CD8 positive lymphocyte infiltration was classified. HLA-DR
expression on PTCs, tubules, and interstitial leukocytes was examined. Loss of PTC-DR
expression was considered PTC destruction. Expression of PD-1 and PD-L1 on tubular,
endothelial, and inflammatory cells was evaluated. CD80, CD86, TGF-f, IFN-y, and TNF-
a expressions were investigated in tubules and inflammatory cells. Follow-up biopsies were

assessed for diffuse interstitial fibrosis (IF) development.

Results: In Group 2 patients, endothelial and inflammatory cell PD-1/PD-L1 showed higher
expression rates compared to Group 1 (p<0.001). The interaction of endothelial and
inflammatory cell PD-1/PD-L1 increased along with the increase in interstitial, glomerular,
PTC leukocytes, macrophages, CD4, and CD8 positive lymphocytes (p<0.001). There was
an inverse relationship between PTC-DR expression and PD-1/PD-L1 interaction and a

positive relationship with tubular HLA-DR expression (p<0.001). The development of IF
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was 52.3% in patients with endothelial PD-1/PD-L1 interaction, while it was 12.1% in
patients without endothelial PD-1/PD-L1 interaction (p<0.001). The overall 10-year survival
was 27.3% in patients with endothelial PD-1/PD-L1, whereas it was 66.7% in patients
without endothelial PD-1/PD-L1 (p<0.001). Similarly, the overall 10-year survival was
31.3% in patients with inflammatory cell PD-1/PD-L1, while it was 66,1% in patients
without inflammatory cell PD-1/PD-L1 (p<0.001).

Conclusion: Our findings demonstrate that the high immunological nature of ABMR may
underlie the unexpected functions of PD-L1 in renal allografts. Indeed, most experimental
organ transplantation studies demonstrating the protective effect of the PD-1/PD-L1 pathway
have used transplantation models with limited T-cell reactivity due to concurrent
immunosuppression. We suggest that the inhibitory functions of the PD-1/PD-L1 pathway
may not be effective under strong T cell activation with high immunological costimulation

such as ABMR.

Keywords: PD-L1, PD-1, Antibody-mediated rejection, T-cell mediated rejection, Graft

survival

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project no:

KA22/402) and supported by Baskent University Research Fund.
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ONSOZ

Bu tez, renal allogreftlerde antikor aracili rejeksiyonun gelistigi durumlarda,
programlanmis 6liim ligand-1'in (PD-L1) greft sagkalimi iizerindeki etkisini arastirmak
amaciyla hazirlanmistir. Bu ¢alisma, bobrek nakli olan hastalarda sik¢a goriilen bir

komplikasyon olan rejeksiyon gelisimini anlamaya yonelik 6nemli bir adimdir.

Bobrek nakli, terminal bobrek yetmezligi olan hastalarin hayatta kalma ve yasam
kalitesini artirma agisindan Onemli bir tedavi secenegidir. Bununla birlikte, bagislanan
bobregin alici tarafindan reddedilmesi, nakil sonras1 donemde karsilasilan ciddi bir sorundur.
Antikor aracili rejeksiyon, aliciya karsi olusan antikorlarin greft dokusuna saldirmasi
sonucunda meydana gelir ve greftin fonksiyon kaybina neden olabilir. Bu durum, hastalarin

sagkalimini olumsuz yonde etkileyebilir ve ikinci bir bobrek nakli gereksinimini artirabilir.

Bu tezde, programlanmis 6liim ligand-1'in (PD-L1), antikor aracili rejeksiyonun
Onlenmesi veya tedavisi lizerindeki potansiyel etkisini aragtirmay1 hedeflemektedir. PD-L1,
immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan bir ligand olarak bilinir ve
bagisiklik sistemi tepkilerini baskilayabilir. Bu nedenle, PD-L1'in, antikor aracilt

rejeksiyonu onlemede veya tedavi etmede potansiyel bir etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma, patolojik ve klinik verileri bir araya getirerek, PD-L1'in antikor aracili
rejeksiyon iizerindeki etkilerini degerlendirecektir. insan bdbrek nakli modeli iizerinde
yapilan deneyler ve hastalarin klinik verilerinin analizi, bu tezin temelini olusturacaktir.
Sonuglar, PD-L1'in rejeksiyonun 6nlenmesi veya tedavisinde potansiyel bir hedef olarak

kullanilabilirligini belirlemeye yonelik 6nemli bir adim olacaktir.
Bu tez ¢aligmasi, bobrek nakli alan hastalarin saglik ve yasam kalitesini iyilestirmek

amaciyla onemli bir bilimsel katki sunmay1 hedeflemektedir. Sonuglar, transplantasyon

immiinolojisi alanindaki bilgimizi genisletebilir ve gelecekteki arastirmalara 151k tutabilir.
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1. GIRIS

Immiin sistem, cevremizde saldirmak icin hazir bekleyen cok cesitli sayidaki
organizma ve molekiilleri taniyan ve etkisiz hale getiren bir savunma mekanizmasidir.
Bagisikligin temelini “kendinden olmayan” ile “kendinden olanin” ayirt edilmesi
olusturmaktadir. Bagisiklik sistemi, yabanci etkenlere karsi 6ldiirmek, yok etmek ve izole
etmek gibi birka¢ savunma diizenegine sahiptir ve olas1 aksiliklere kars1 birbiriyle ortiisen

yedek sistemler mevcuttur (1).

Yabanci bir antijenik uyar1 durumunda, 6rnegin viicuda bir mikroorganizma (bakteri,
viriis, mantar veya parazit gibi) girdiginde ilk olarak dogustan gelen (dogal) immiin sistem
mekanizmas1 yabanci antijenleri ortadan kaldirmaya c¢alisir. Dogal immiin sistem evrim
stirecindeki en eski savunma sistemi olup, enfeksiyonlarin 6nlenmesi icin patojenlere karsi
verilen ilk bagisiklik yanitidir. Dogustan gelen immiin sistem patojenleri ¢ok genel yapilar
ile tantyarak ¢ok hizli sekilde yanit verir. Cok hizli sekilde ger¢eklesen immiin yanitlar dogal
bagisikligin genetik bilgilerinin hazir olarak kalitimla gecisine bagl olarak meydana gelir
(1-3). Dogal bagisiklikta gbrev alan savunma hiicreleri, bireyin kendi hiicreleri ile patojenleri

birbirinden ayirt edebilir, boylece bireyin saglikl hiicreleri zarar gérmez.

Ancak dogal immiin cevabin yeterli olamadig1 durumlarda devreye daha spesifik ve
etkili bir sistem olan kazanilmis (adaptif) immiin sistem girer. Viicudun iki ana bagisiklik
sisteminden birisi olan kazanilmis immiin sistem, hiimoral ve hiicresel olmak {izere ikiye

ayrilir (1-3).

Hiimoral bagisiklik, hiicre disinda bulunan patojenlere kars1 antikorlarin kullanilmasi
ile yapilan savunma sistemidir. Bu bagisiklikta B hiicreleri gorev alir ve iirettikleri ¢esitli
antikorlar ile sistemi kontrol ederler. Antikorlar viicuda giren patojene kars1 spesifik olarak
tiretilen proteinlerdir. Antikorlarin ¢ok sayida degisik sekillerde icra ettigi gorevleri vardir.
Antikorlardan bazilar1 bakterilerin antijenine tutunarak bunlarin fagosite edilmesini

saglarken baz1 antikorlar da viriislerin antijenine tutunarak hiicrelerin enfekte olmasini 6nler.

Hiicresel bagisiklik ise viriisler tarafindan enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor

hiicrelerinin yok edilmesinden sorumludur. Bu bagisiklikta T hiicreleri gorev alir ve T



hiicreleri, sitotoksik (6ldiiriicii) T hiicreleri ve yardimer (helper) T hiicreleri olarak ikiye
ayrilirlar. Sitotoksik T hiicreleri, ylizeylerinde bulunan 6zel reseptorler sayesinde normalde
bulunmamasi gereken antijenleri tanirlar. Bu tanima sonrasinda, o antijeni bulunduran
hiicrenin 6liimiine yol agan baz1 mekanizmalar1 aktiflestirirler. Yardime1 T hiicreleri ise yine
ylizeylerinde bulunan 6zel reseptorler sayesinde antijenleri tanirlar ve makrofajlar1 ve diger

lenfositleri uyaran kimyasallar salgilarlar

Sonradan kazanilmis adaptif bagisiklik sistemi, bedenimizde gelisen neredeyse tiim
tehditleri ortadan kaldiracak sekilde ileri derecede gelismis bir bagisiklik sistemidir. CD4+
T-helper hiicrelerinin, CD8+ T-sitotoksik hiicrelerinin ve B hiicrelerinin birlesik efektor
potansiyelleri sayesinde, kazanilmis bagisiklik sistemi zararh istilacilara olaganiistii hasar
verebilirler. Bununla birlikte, bagisiklik sistemi bunu saglikli hiicreleri koruyarak ve self
toleransin devamini saglayarak yapmalidir. Bu goérev, merkezi lenfoid organlarda (santral
tolerans) ve periferde (periferik tolerans) lenfosit gelisimi sirasinda iglev géren bagisiklik

tepkileri lizerindeki ¢oklu kontroller ve dengeler yoluyla gergeklestirilir (3).

Bu sitemlerden en 6nemlilerinden biri de immiin kontrol noktalaridir. Immiin kontrol
noktalari, immiin yanitlar1 hassas sekilde ayarlamak i¢in ortak uyarici yolaklar fizyolojik
olarak dengeleyen inhibitor yolaklardir. Baska bir deyisle, bir immiin yanit1 durdurabilen
normal immiin sinyalleridir (1-6). Bir immiin kontrol noktasinin iki bileseni ile ilgili olarak,
immiin hiicreler iizerinde eksprese edilen molekiiller genellikle immiin kontrol noktasi
reseptorleri olarak adlandirilirken, antijen sunan hiicrelerde, tiimor hiicrelerinde veya diger
hiicre tipleri iizerinde eksprese olan molekiiller ise immiin kontrol noktasi ligandlar1 adin1
alirlar. Inhibitdr veya uyarici immiin kontrol noktast molekiilleri, farkli tiimor tiplerinde
tiimor hiicrelerinin oldukga biiyiik bir kismi iizerinde eksprese edilir. Son yillarda, tiimor
hiicrelerinde immiin kontrol noktasi molekiillerinin ekspresyonunun, tiimor hiicrelerinin

biyolojisi lizerinde dnemli sonuglart oldugu ortaya ¢ikmistir (2).

T-hiicresinin ilk antijen aracili aktivasyonunu baslatan T-hiicre reseptorii (TCR) ve
MHC peptid baglanmasi birkag¢ diizenleyici mekanizma ile indiiklenmektedir. T hiicreleri
tizerindeki CD28 ile antijen sunan hiicreler (“antigen-presenting cells”, APC) tizerindeki
CD80 (B7.1) veya CD86 (B7.2) arasindaki etkilesimler gibi pozitif uyarici sinyaller devreye
girer (3-5). T-hiicre aktivasyonu siirecinin baslarinda, aktivasyon programina karst koymak

i¢cin negatif diizenleyiciler de indiiklenir. Sitotoksik T lenfosit antijeni 4 (“Cytotoxic T-cell
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Antigen-4” CTLA-4, CD152) indiiklenen ilk negatif diizenleyicilerden biridir. CTLA-4,
CD80 ve CDS86 ligandlari i¢in dogrudan CD28 ile rekabet etmektedir (4).

T hiicre aktivasyonu sirasinda programlanmis hiicre 6lim proteini-1’de (PD1,
PDCD1, CD279) hiicre yiizeyinde ekspres olur ve PD1 kendi ligandlar1 olan PDL-1 (CD274,
B7-H1) veya PDL-2'yi (CD273, B7-DC) baglayarak TCR ve CD28 aracilifiyla pozitif

sinyallere direng gosterirler (4-8).

Inhibe edici reseptorler, kazanilmis bagisiklik cevabindan bir mola olarak islev goriir
ve efektor T hiicrelerinin tam islevlerini yerine getirmek icin gegmesi gereken bagisiklik
kontrol noktalar1 (immune checkpoints) olarak hizmet ederler (6-8). Inhibitdr nitelikteki
sinyaller, bagisiklik sisteminde dengeyi korumak icin bir¢cok sekilde kullanilir. PDI1
yolundaki sinyaller, T-hiicresinin ilk aktivasyonunun diizenlenmesine, T-hiicresinin
kaderinin ve fonksiyonlarinin ince ayarina, T-hiicresinin tolerans ve bagisiklik homeostazina

geri doniisiine katkida bulunur (4, 9-11).

PD/PD-L1 yolagiin bozulmasi konak fizyolojisini derinden etkileyebilir. Genetik
olarak Pdcdl'in (PD1'i kodlayan gen) eksik oldugu farelerde, ¢ok hizli bir sekilde
otoimmiinitenin gelistigi gosterilmistir (12,13). Bunun tam tersi, kronik enfeksiyon ve
kanser vakalarinda yaygin sekilde PD1 ve ligandlarmin yiliksek ve siireklilik gosteren
ekspresyonu izlenebilmektedir. Bu hastalarda PD1 yolunu bloke etmek, T hiicre
fonksiyonlarini iyilestirebildigi gibi viral yiikii ve tiimor yiikiinli de azaltabilmektedir (14-
17).

PD/PD-L1 yolagi, kalict antijen stimiilasyonuna bagli olarak T hiicresinde
tilkenmeye yol acabilecek kanser ve kronik enfeksiyonlar gibi antijenik uyart durumlarinda
T hiicresi tepkilerini diizenlemedeki rolii nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir. Ancak PD1, akut
T hiicresi aktivasyonu sirasinda tiim CD4+ T-hiicreleri, CD8+ T-hiicreleri ve hafiza T-
hiicreleri ile toleransh T-hiicrelerinin bazi alt gruplar tarafindan da eksprese edilmektedir

(14,15,18).

PD1 ayrica regiilator T-hiicreleri (Treg), T- folikiiler yardimci hiicreleri (TFH), T-
folikiiler diizenleyici hiicreleri (TFR), B-hiicreleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK) ve bazi

myeloid hiicreler tarafindan da eksprese edilmektedir. PD1'in bu hiicre tiplerindeki c¢esitli
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rollerini hesaba katmak, kontrol noktast blokajinin ardindan meydana gelecek immiinolojik

degisiklikleri tahmin etmek i¢in ¢ok 6nemlidir (18).

PD-L1'in ekspresyonu ise genel olarak, T-lenfositler, B-lenfositler, antijen sunan
hiicreler ve bazi lenfoid olmayan dokularda gozlenir. Ayrica PD-L1'in kalp endoteli, plasenta
ve pankreatik adaciklarda saptanmasi, PD-L1'in immiinolojik toleranstaki roliine de isaret
eder (9,19). Tolerans, bagisiklik sisteminin kendi hiicrelerine zarar vermesini 6nleyen bir
mekanizmadir. PD-1, aktivasyon sinyalleri ile T hiicrelerinde ifade edilir ve PD-L1 ve PD-
L2 adli ligandlar1 ile etkilesime girer. PD-L1, kendisine baglanan PD1 reseptoriiniin inhibe
edici sinyal yolaklarini aktive ederek, T hiicrelerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu
engeller. Bu, 6zellikle dokularin ¢evresinde, potansiyel olarak zararli olan otoantijenlere
maruz kalinan durumlarda onemlidir (9). Bu tolerans mekanizmasi, kanser hiicrelerinin
immiin sistemin saldirisindan ka¢gmasina yardimci olur ve immiin yanitin agiri
aktivasyonunu Onler. Ancak, bazi kanser hiicreleri, PD-L1'in ifadesini artirarak ve PD1/PD-
L1 yolagini manipiile ederek, immiin tolerans mekanizmasindan yararlanirlar ve bagisiklik
sisteminden kacarak biiyiimeye devam ederler (9,14,16,17). immiinoterapi, PD-1/PD-L1
yolagini hedef alarak, kanser hiicrelerine karst immiin yanit1 yeniden canlandirmayi ve

kanser hiicrelerinin immiin tolerans mekanizmalarindan kagmasini 6nlemeyi amaglar (16).

Ozetlenecek olursa, PD1/PD-L1 yolagi, bagisiklik sisteminin kendini diizenleme
mekanizmalarindan biridir ve viicuttaki saglikli hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan
yanliglikla saldirilmasini 6nler. PD-1/PD-L1 yolagi, lenfositler lizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. PD-1, bir tiir T hiicresi yiizey molekiiliidiir ve lenfositlerde yaygin olarak ifade
edilir. PD-L1, ise bir tiir hiicre ylizey molekiiliidiir ve bir¢ok farkli hiicre tipi, 6zellikle tiimor
hiicreleri, immiin hiicreleri ve baz1 dokularin hiicreleri tarafindan ifade edilir. PD1/PD-L1
yolag: ayrica diger lenfositler iizerinde de etkilidir. Ornegin, baz1 B hiicreleri, PD-L1 ifade
edebilir ve PD1/PD-L1 yolagi, B hiicrelerinin antikor iiretimini diizenleyebilir. Bu nedenle,
PD1/PD-L1 yolagi, bagisiklik sistemi lizerinde genis bir etki alanina sahip olan 6nemli bir

immiinolojik yolakdir.

Immiin hiicrelerde eksprese edilen CTLA4 ve PD-1 gibi tiim bu immiinosiipresif
molekiiller, kazanilmig immiin yanit1 diizenlemek icin fren gérevi gormektedirler. Bugiine
kadar, bu baskilayici sinyaller, bagisiklik sisteminin dengesini korumak i¢in ¢esitli sekillerde

kullanilmistir. Bunlarin en basinda kanser tedavisi gelmekte olup, son yillarda anti-PD1,
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anti-CTLA4 ve anti-PD-L1 antikorlarinin g¢esitli kanser tiirlerinde yaygin olarak
kullanildigina tanik olunmustur (16, 19-22). Tedavi amagla kullanima sokulan bu
molekiillerin kanser tedavilerindeki basarisi PD1/PD-L1 yolunun diger hastaliklar ve
transplantasyondaki roliine de dikkat ¢ekmistir (20, 23-26). Bu veriler, kanserdeki rollerinin
otesinde, PD1/PD-L1 yolaginin transplantasyonlarda rejeksiyon tedavisi i¢in iyi bir aday
olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak, bu hedeflemenin basarili olup olamayacaginin daha
fazla arastirilmasi gerekmektedir. Bundan dolayi, solid organ transplantasyonunda
PD1/PDL1 yolaginin etkileri hakkinda net bir bilgi olmamasi nedeniyle bdbrek
transplantasyonlarinda rejeksiyon gelisimi ve renal allograft sagkaliminda PD1/PDL-1

yolaginin roliinii ve mekanizmalarini arastirmay1 hedefledik



2. GENEL BILGILER

2.1. PD1 Ekspresyonu ve Regiilasyonu

PD1 reseptorii ve ligandlari, PDL1 (B7-H1) ve PDL2 (B7-DC) yakin zamanda
karakterize edilmistir. ~ Farklilasma kiimesi 279 olarak da bilinen PD1 (CD279)
immiinoglobulin gen siiper ailesine ait bir hiicre yiizeyi reseptorii olup, ilk olarak 1992'de
interlokin-3 (IL-3) yoksun LyD9 (murin hematopoietik progenitér) ve 2B4-11 (murin T-
hiicresi hibridom) hiicre dizilerinde kesfedildi. Baslangicta, PD1'in daha ¢ok apoptotik
hiicrelerde eksprese edildigi diisiiniiliiyordu. Ancak daha sonra bunun aslinda T ve B
hiicrelerinin antijen tepkilerinin esigini diizenleyen kritik bir bagisiklik kontrol noktasi

oldugu anlasildi (1-4, 6-8).

PD1, CD28'in amino asit sekansina %15, CTLA-4'e %20 ve indiiklenmis T-hiicre ko-
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Sekil 2.2. PD-L1 ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalara genel bakis

PD-L1 ekspresyonu primer olarak (1) genomik sapmalardan (2) mikro RNA bazli kontrollerden (3) onkojenik
transkripsiyon faktorlerinden (4) posttranslasyonel modiilasyonlardan etkilenmektedir. RAS/MEK/ERK yolu,
PI13K/Akt/mTOR yolu, JAK/STAT sinyali ve TLR'ler/IKK'ler, PD-L1 ekspresyonunu diizenleyen ana
yollardir. PD-L1'in IFN gama gibi sitokinler tarafindan uyarilmasi, ikincil mekanizma olarak kabul

edilmektedir. (Ai et al. 2020)*.

PD1/PDL-1 etkilesimi T hiicresi proliferasyonunun baskiladig gibi sitokin iiretimini
de baskilar (6). Yiiksek konsantrasyonlarda anti-CD3 antikorlari ile aktive olarak artan TCR
uyarici sinyalleri ve T-hiicre proliferasyonu, takip eden PD1/PD-L1 etkilesimi sonucu azalir.
Hem sayica azalan T-hiicreleri nedeniyle hem de mevcut T-hiicrelerinden salgilanan
sitokinleri seviyesinin diismesi nedeni ile T-hiicrelerinden salgilanan sitokin seviyeleri
onemli dl¢giide diiser. IFN seviyesi 6nemli 6l¢iide diiserken, IL-10 ve hatta IL-2 i¢in sitokin

seviyesi tespit edilebilir esigin ¢ok altinda kalir (6).

Degisken konsantrasyonlarda agonistik bir anti-CD28 antikorunun eklenmesi,
kostimiilasyon saglayarak, PD-L1 tarafindan proliferasyon tlizerindeki inhibe edici etkiyi
azaltir. Yiiksek konsantrasyonlardaki anti-CD28 antikoru ile PD-L1 tarafindan

gerceklestirilen inhibisyonun seviyesinin azaltilabilmesinden dolayr PDL-1’1 inhibisyon
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etkisinin TCR ve CD28 sinyallerinin giiciine bagli oldugunu diigiindlirmektedir. Bununla
birlikte, T hiicre cogalmasi optimal bir anti-CD3 stimulasyonu ile temin edildiginde, PD-
L1'in baskilayici etkisi, yalnizca ko-stimiilasyonun tamamen yoklugunda elde edilebilmistir
(6). Bu veriler 1s181nda goriiliiyor ki, gli¢lii bir TCR stimiilasyonu sonucu sitokin tiretimi PD-
L1 yoluyla azalir, ancak T-hiicre proliferasyonu inhibe olmaz. Proliferasyonu baskilayan
mekanizmanin, apoptozdan ziyade hiicre siklusunun PD-L1 tarafindan G0/G1 fazinda

durdurulmasidir (7).

PDI yolagimin asil hedefi hiicrenin sagkalimi, biiyiime ve ¢ogalmasinda gorev alan
PI3K-Akt-mTOR yolagidir. Normalde Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu (PTEN)
fosforile olarak inaktiflesirken defosforile oldugunda aktifleserek PI3KAkt-mTOR yolagin
inhibe eder. PD1 bu yolakta ayn1 zamanda PTEN’in stabilizasyonunu bozar ve fosfataz
aktivitesini artirir. PD1’in hedef aldig1 ikinci 6nemli yolak Ras-MEK-ERK yolagidir. Hiicre
¢ogalmasi, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre boliinmesi ve farklilasmay etkileyen ve IL-2
salinimini saglayan bu yolagi inhibe eder. Bu yolaklardaki inhibisyon etkisinin aksine BATF
ve p38’in olusumunu aktive ederek apoptozis, otofajiyi indiikler ve diferansiasyonu engeller
(1-3). PD-L1 ayrica, CD28’e kiyasla CD80’e daha yiiksek bir afinite gostererek direkt olarak
baglanabilir. Bu durum CD80 heterodimerinin bozulmasina yol agarak potansiyel CD80
baglanma ortaklarinin spektrumunu diisiiriir (31). CD80-PD-L1 etkilesimi, CD80-CD28
sinyalini saglam tutarken, CD80 homodimer olusumunu 6nleyerek, PD1/PDL-1 yolaginin
kismi inhibisyonunun yani sira CTLA-4 aracili CD80 tiikenmesine neden olabilmektedir
(32) (Sekil 1). PD-L1-CD80 etkilesimini bloke eden antikorlarin, PD1/PD-L1-etkilesimini

eski haline getirerek otoimmiiniteyi hafiflettigi gosterilmistir (33).

PD-L1 aracili adaptif bagisiklik direnci ilk 6nce melanomda tarif edilmistir. Bu
mekanizmada, gozetleyici T hiicreleri, timor neoantijenlerini yabanci olarak tanir ve aktif
hale gelirler, PD1'1 diizenler ve interferon gama (IFN-y) salgilarlar. IFN-y'ye cevap olarak,
tiimOr mikrogevresindeki tiimdr hiicreleri ve immiin hiicreler PD-L1'i eksprese eder. PDL1
daha sonra PD1'i baglayarak gozetleyici T hiicrelerini bloke ederler (33). PD1/PD-L1 immiin
kontrol noktas1 yolunun antikorlar kullanilarak hedeflenmesi, kanser tedavisi

denemelerinden ¢ok 6nemli sonuglar elde edilmistir (16, 22, 23, 29-31).

PDI, metabolik yeniden programlama, T hiicre farklilagmas1 ve fonksiyonu iizerinde

biiylik etkiye sahiptir. Aktive T hiicreleri aerobik glikoliz yoluyla metabolizmasini idame
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ettirir. Glutaminin geri alimi1 ve metabolizmasi, efektdr ve bellek T hiicreleri i¢in ¢ok
onemlidir. PD1, oksijen tiiketimini baskilar ve aktive olmus T hiicrelerinin glikoliz ve
glutaminolizis yapma kabiliyetini bozarak beta oksidasyon ile yag asitlerinin kullanimini
tesvik eder. Ayrica ¢oklu doymamis yag asitlerinin hiicre i¢inde birikmesine neden olarak T

hiicre fonksiyonlarini bozar. Sonucta T hiicre farklilagmasini engellemis olur (28,34,35).

2.3. PD-1/PD-L1 Etkilesimi

T hiicrelerinin yiizeyindeki PD-1 reseptoriiniin, antijen sunan hiicrelerinin veya
timdr hiicrelerinin yilizeyinde eksprese edilen PD-L1 ligandlarina baglanmasi, PD-1'in
konformasyonel degisikligine neden olarak, PD-1'in hiicre i¢i alanindaki ITIM ve ITSM
sinyal motiflerinde tirozinin fosforilasyonuna yol agar (Sekil 2.3). Fosforile edilmis PD1,
fosfataz 1/2 (SHP1/2) ve SHP1/2 igeren Src homoloji bolgesi 2 alan1 gibi protein tirozin
fosfatazlar1 alir ve zeta zinciri ile iliskili proteinkinaz (ZAP70) ve fosfoinositid 3-
kinaz/serin-treonin kinaz 1 (PI3K/AKT) gibi TCR ve CD28 asag1 akis sinyal kinazlarinin
fosforilasyonunu indiikler (43-45). Buna karsilik, protein kinaz C (PKC), hiicre dis1 sinyalle
diizenlenen kinaz (ERK), fosfolipaz Cy (PLCy) ve RAS gibi ZAP70 ve PKC'nin aracilik
ettigi T hiicresi aktivasyon sinyalleri bloke edecektir. Sonu¢ olarak, yukaridaki sinyal
kaskadi, T hiicresi aktivasyonuna ve proliferasyon inhibisyonuna, tiikkenmeye, Treg hiicre
farklilasmasina, apoptoz baslangicina, sitokin iiretiminin azalmasina ve metabolik
degisikliklere yol agar (43,44). Baz1 arastirmalar, TCR sinyali ile karsilastirildiginda, PD-1
yolunun, esas olarak CD28 es uyarici sinyaline miidahale ederek T hiicresi aktivasyonunu

etkileyebilecegini gostermistir.
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Sekil 2.3. PD-1 ve PD-L1 arasindaki etkilesim

T hiicrelerinin yiizeyindeki PD-1 reseptdriiniin, APC'lerin veya tiimor hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen PD-
L1 ligandlarma baglanmasi, PD-1'in konformasyonel degisikligine neden olarak PD-1'"in hiicre i¢i alanindaki
ITIM ve ITSM sinyal motiflerinde tirozinin fosforilasyonuna yol agar. Fosforile olan PD-1, SHP1/2 gibi protein
tirozin fosfatazlari toplar ve bu topladigi SHP1/2’ler asagi akis TCR ve CD28 sinyal dizisini inhibe eder.
Boylece T hiicresinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eder. Ayrica T hiicresinde tiikkenmeye, Treg
hiicresinde farklilagmaya, apoptozin baglamasina, sitokin iiretiminin azalmasina ve metabolik degisikliklere
yol agar. Ote yandan PD-L1, biyolojik sinyalleri PD-L1 eksprese eden hiicrelere iletebilir ve tiimdr hiicresi
invazyonunu, EMT'yi ve apoptoz direncini etkileyebilir. (Zhao, Y et al. 2023)%

APC, antijen presente eden hiicrei; EMT, epitelyal-mezenkimal transformasyom,; TCR, T hiicre reseptorii;
ZAP?70, zeta zinciri ile iliskili protein kinaz, PKC, protein kinaz C; SHP1/2, Src homoloji bélgesi 2 alani igeren
fosfataz 1/2; ITIM, immiinoreseptor tirozin bazly inhibitér motif; ITSM, immiinoreseptor tirozin bazli anahtar
motifi; PI3K, fosfoinositid 3-kinaz/serin-treonin kinaz 1; NFAT, aktiflestirilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii;

AP-1, aktivatér protein 1; NF-kB, aktif B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir arttiricist.

PD-L1 proteininin hiicre i¢i alaninda klasik sinyal motiflerinin bulunmamasi
nedeniyle, PD-1/PD-L1 etkilesiminin incelenmesi genellikle PD-1 ifade eden hiicrelerdeki
sinyal iletim siirecine odaklanir, ancak PD-L1'in aracilik ettigi hiicre i¢i sinyallemeye daha
az dikkat edilir. Bununla birlikte, PD-1 ve PDL1'in baglanmasinin, biyolojik sinyalleri PD-
L1 eksprese eden hiicrelere de iletebilecegi ve bunlarin fonksiyonlarini da etkileyebilecegi
gosterilmistir. Ornegin, tiimdr hiicrelerinin PD-1 rekombinant proteinlerle uyarilmasi, PD-
L1 sinyalini etkinlestirebilir ve tiimor hiicrelerinin apoptoz direncini artirabilir (46). T

hiicreleri olmayan bir in vitro modelde, tiimor hiicrelerinde PD-L1 sinyalini PD-L1 antikoru

13



ile bloke etmek, glikoz metabolik aktivitelerini 6nemli dlgiide etkileyerek hiicre canliligini

inhibe eder.

2.4. Non-sitomembran PD-1 ve PD-L1

Daha once bahsedildigi gibi, PD-1 ve PD-L1, plazma zari {izerinde yer alan tipik
transmembran proteinlerdir ve bunlarin protein yapilari, hiicre dis1 alan1 (ekstraselliiler), zar-
Otesi alani1 (transmembran) ve hiicre i¢i alanmi (intraselliiler) icerir. PD-1 ve PD-L1'in
baglanmasi, c¢esitli hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 aktive ederek c¢esitli hiicresel
fonksiyonlar1 diizenler. Klasik zara bagli olan formuna ek olarak, ¢alismalar PD-1 ve PD-

L1'in hiicre dis1 veya hiicre i¢i bolgelerde zara bagli olmayan bir bigimde de dagilabilecegini

gostermistir (47).

Enzyme
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Sekil 2.4. PD-1 ve PD-L1'in dagilim

Klasik membrana bagli forma ek olarak, PD-1 ve PD-L1, membrana bagli olmayan bir bigimde hiicre dis1 veya

hiicre i¢i bolgelerde de izlenebilmektedir. Hiicre dist PD-1 ve PD-L1 ¢6ziiniir formda veya eksozom yiizeyinde

bulunur. Hiicre i¢i PD-L1, sitoplazmada veya c¢ekirdekte izlenebilirken, PD-1 yalnizca sitoplazmada

bulunmaktadir. (Zhao, Y et al. 2023)%
Ekzo-PD-1/PD-L1, ekzozomal PD-1/PD-L1; sPD-1/PD-L1, ¢oziiniir PD-1/PD-L1; mPD-1/PD-L1, membran

PD-1/PD-L1; cPD-1/PD-LI, sitoplazmik PD-1/PD-L1; nPD-L1, niikleer PD-L1; AS, alternatif splicing; GA,
golgi aygiti; ER, endoplazmik retikulum; TF, transkripsiyon faktorii.
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Hiicre dis1i PD-1 ve PD-L1, esas olarak ¢esitli viicut sivilarinda ¢oziiniir formda
bulunur veya eksozom zarmin yiizeyinde bulunur. Coziiniir PD-1 (sPD-1) veya ¢oziiniir PD-
L1 (sPD-L1), mRNA'nin veya zar proteini proteolizinin alternatif eklenmesiyle iiretilirken,
ekzozomal PD-1 (Ekzo-PD-1) veya ekzozomal PD-L1 (Ekzo) -PD-L1), multivezikiiler
cisimlerin hiicre zar1 ile fiizyonu ile salinir (Sekil 2.4). Hiicre i¢ci PD-L1, sitoplazmada veya
cekirdekte dagilabilir ve farkli mekanizmalara bagl olarak benzersiz sinyal iletim islevleri

sergileyebilir (48). Bununla birlikte, hiicre i¢i PD-1 ile ilgili aragtirma eksikligi vardir.

2.5. Hiicre Dis1 PD-1 ve PD-L1

Hiicre dis1 PD-1 ve PD-L1I, esas olarak kan dolasimi ile viicutta dagilabilen serbest
¢Oziiniir formlar1 veya eksozomal zara bagli formlari igerir. Caligmalar, PD-1 ve PD-L1'in
bazi ¢Oziiniir ve ekzozomal formlarmin, intakt bagisiklik aktivitesini korudugunu ve
immiinomodiilatér fonksiyonlar sergilemek i¢in hiicre zar1 reseptorlerine/ligandlarina
baglanabilecegini gostermistir (49). Immiin kontrol noktas: blokaj tedavisinde, hiicre dist
PD-1 ve PD-LI1, terapdtik antikorlara spesifik olarak baglanmak i¢in molekiiler tuzaklar
olarak hareket edebilir ve boylece etkinligi etkilerler. Ek olarak, hiicre dis1 ¢oziiniir ve
ekzozomal PD-1 ve PD-L1'in genis dagilim1 ve kolay tespiti nedeniyle, hastalik teshisi veya
prognoz degerlendirmesi i¢in biyobelirtecler olarak biiyiikk degere sahiptirlerdir (50).
Ekstraseliiler PD-1 ve PDL1'in immiinomodiilator yetenegi, bunlarin gelecekte terapotik

hedefler haline gelebilecegini de diistindiirmektedir.

sPD-1 ve sPD-L1, hiicre zar1 PD-1 ve PD-L1'in transkripsiyonu veya proteolizi
sirasinda mRNA'nin alternatif olarak eklenmesiyle iiretilir ve tipik transmembran
alanlarindan yoksundur (51,52). PDCD1 geni, PD-1 proteininin hiicre disi, transmembran
ve hiicre i¢i yapilarini kodlamaktan sorumlu bes ekzon igerir. Bunlarin arasinda, PD-1'in
transmembran alani, ekson 3 tarafindan kodlanir ve segici silinmesi, sPD-1"in iiretimine yol
acar. Yalnizca ekson 3 eksik oldugunda, sPD-1 saglam bir hiicre dis1 alana sahiptir ve spesifik
olarak PD-L1 ligandina baglanabilir (53). PD-L1 i¢in, PDCDLI geninin intronunda endojen
retroelement LINE-2A'min amplifikasyonu, PD-L1 proteininin transmembran ve sinyal

alanlarinin silinmesine yol agacak ve boylece sPD-L1 iiretimini indiikleyecektir.
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Ayrica, bu tip sPD-L1, PD-1 sinyalini aktive edemez, bunun yerine membran PD-
L1'in immiinosiipresif aktivitesini antagonize etmek i¢in molekiiler bir tuzak gdrevi goriir
(54). Diger ¢alismalar, ¢esitli endojen metalloproteinazlarin, membran PD-L1'in proteolizine
dahil oldugunu ve bunun da sPD-L1 iiretimiyle sonuglandigini bildirmistir. Ornegin, matriks
metalloproteinaz 9 (MMP9) ve MMP13, fibroblastlarin ylizeyinde PD-L1 ve PD-L2'nin
bozulmasini katalize ederek sPD-L1 {iretimini indiikler ve fibroblastlarin PD-1 sinyal yolunu
aktive etme yetenegini azaltir. Boylece dolayli olarak T hiicresi bagisikligini destekler (55).
Bu nedenle, sPD-1 ve sPD-L1'in sahip oldugu biyolojik aktivite, nasil tiretildigine baghdir.

Intakt bir hiicre dis1 alan icerdiklerinde, bagisiklik diizenlemesine aracilik etmek icin
karsilik gelen reseptore veya liganda spesifik olarak baglanabilirler. Bunlar arasinda, sPD-
L1'in islevi, PD-1'e baglanarak inhibitor bagisiklik sinyallerini aktive eden, zara bagli PD-
L1'inkine benzerdir. sPD-L1, T hiicrelerinin efektor fonksiyonunu inhibe etmek igin ¢esitli
PD-L1-pozitif tiimor hiicreleri tarafindan salinabilir. Kanser hastalarinin serumunda sPD-
L1 seviyelerinin 6nemli 6lgiide arttig1 bulgusu géz oniline alindiginda, sPD-L1'in tiimor

hiicrelerinin immiin sistemden kagis1 icin 6énemli bir gérev aldigini gosterebilir.

PD-L1 aracili immiinosupresif etki ile karsilastirildiginda, sPD-1, PD-1 sinyalinin
aktivasyonunu PD-L1'e baglanmada rekabet gostererek onleyebilir ve dolayl olarak anti-
timdr immiin etkisini artirabilir (56). Melanomda, PD-1'in hiicre dis1 alanin1 kodlayan
intravendz aplazmid enjeksiyonunun, PD-1/PD-L1 sinyal yolunu bloke edebildigi ve akciger
metastazini ve timor hiicrelerinin ilag direncini Onleyebildigi gosterilmistir (57). Sonug
olarak, sPD-1 ve sPD-L1'in ¢ok ¢esitli kaynaklar1 ve ¢esitli islevleri vardir ve bunlarin
immiinomodiilatér mekanizmalar1 ve klinik uygulama degerlerinin daha ¢ok arastirilmaya

ithtiyaci vardir.

Exo-PD-1 ve Exo-PD-L1, eksozom zar1 {lizerinde lokalizedir, hiicre zar1 formuyla
ayn1 protein yapisini korur ve eksozomlarin salinmasiyla hiicre disina salgilanir (58).
Akciger kanseri, prostat kanseri, meme kanseri ve melanom dahil olmak tizere bir¢ok tiimor
hiicresi, PD-1'e baglanarak efektor T hiicrelerinin aktivasyonunu 6nleyen ve baskilayici bir
timdr immiin mikro ortaminin olusumunu destekleyen PD-L1 eksprese eden eksozomlari
serbest birakabilir (48). N-SMase2 ve Rab27a gibi eksozom sentezi ve salinimu ile ilgili
genlerin inhibisyonu, eksozom salimimini bloke ederek eksozom PD-L1 seviyesini

azaltabilir ve anti-PD-L1 immiinoterapisinin etkinligini énemli 6l¢iide artirmaktadir (59).
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Exo-PD-L1 seviyesi, IFN-y gibi enflamatuar faktorlerin uyarilmasina yanit olarak énemli
Ol¢iide artabilir (58). Bu nedenle, bagisiklik kontrol noktasi inhibitorii tedavisinin yanit
oranini ve etkinligini degerlendirmek ic¢in kullanilabilmektedir. Tedaviden O6nce hastalarin
periferik kanindaki yiiksek Exo-PD-L1 seviyesi, T hiicrelerinin siddetli tiikenmesini
yansitabilir, bu da bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin etkinligini saglamanin zor
oldugunu diistindiiriir. Tedaviden sonra hastalarin periferik kanindaki Exo-PD-L1 seviyesi
ylukselirse, bu genellikle T hiicresi immiin yanitinin diizeldigini ve anti-timdr immiinitesinin

yeniden basladigin1 gosterir (60).

sPD-L1 ile karsilastirildiginda Exo-PD-L1, MHC molekiilleri ile birlikte eksprese
edilebilir ve bu nedenle daha Onemli bir immiinosupresif yetenege sahiptir (61).
Eksozomlarin kararliligi nedeniyle, Exo-PD-L1 yalnizca yerel bagisiklik mikrogevresini
diizenlemekle kalmaz, ayn1 zamanda sistemik bagisiklik homeostazini koordine etmek igin
kan dolasimmna da girer (62). PD-L1'in aksine, Exo-PD-1 yalmizca T hiicre kaynakli
eksozomlarda tanimlanmistir. Aktive edilmis T hiicreleri, hiicre yiizeyine veya ekzozomal
PD-L1'e bir molekiil tuzag: olarak baglanabilen ve klatrin aracili endositoz yoluyla PD-L1
icsellestirmesini indiikleyebilen PD-1 tasiyan eksozomlari serbest birakabilir, boylece PD-1
sinyalinin aktivasyonunu ve dolayli olarak PD-L1 aracili immiinosupresyonu inhibe eder
(63). Sonug olarak, Exo-PD-1 ve Exo-PD-L1 sadece terapdtik hedefler olarak kullanilmaz,
ayni zamanda immiin kontrol noktasi blokajimin klinik yanit oranini ve etkinligini

degerlendirmek i¢in de kullanilabilmektedir.

2.6. Hiicre i¢i PD-1 VE PD-L1

Hiicre i¢i PD-L1, sitoplazmada veya cekirdekte bulunabilir. Niikleer PD-L1
(nPDL1), dogrudan DNA'ya veya transkripsiyon faktorlerine baglanarak transkripsiyon
prosediiriinii diizenleyebilir ve ardindan hiicre aktivitelerini etkileyebilir (64). Su anda, nPD-
L1 ekspresyonu bir¢ok tiimdr hiicresi tipinde bulunmustur. Kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinde, nPD-L1 dogrudan SP1 transkripsiyon faktoriine baglanabilir ve growth arrest-
specific 6 'nin (GAS6) ekspresyonunu artirabilir. GAS6, asag1 akis MerTK sinyal yolu
aracilig1 ile tiimor hiicresi proliferasyonunu artirmaktadir (65). Ek olarak, nPD-L1 ayrica

enflamatuar yollar1 aktive edebilir ve tiimor antijenlerinin sunumunu destekleyebilir; bu,
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yiiksek diizeyde PD-L1'e sahip tiimorlerde PD-1/PD-L1 blokajmin yiiksek yanit oraniyla
iliskili olabilir.

Giiniimiizde halen nPD-L1'in olusum mekanizmasi net degildir. Ik basta, membran
PD-L1'in endositozundan kaynaklandigi disiiniiliyordu. Bununla birlikte, sonraki
arastirmalar, nPD-L1'in membran PD-L1'den daha karmasik glikosilasyon gruplari
igerdigini gostermistir; bu, PD-L1'in bir kisminin, endoplazmik retikulum ve Golgi
aparatinda translasyondan sonra yiiksek oranda glikosile edilmis reaksiyonlara maruz
kalabilecegini ve daha sonra dogrudan cekirdege tasinabilecegini diisiindiirmektedir (66).
Sitoplazmik PD-L1'in (cPD-L1) akciger, bobrek ve pankreas gibi tlimor hiicrelerinin yani
sira makrofajlar, fibroblastlar ve epitel hiicreleri gibi tiimoér olmayan hiicrelerde de var
oldugu dogrulanmistir (67). Tiimor hiicrelerinde PD-L1, sitoplazmada birikmek i¢in sinyal
transdiiserine ve transkripsiyon 3 (STAT3) sinyal yolunun aktivatorlerini kullanmaktadir

(45-48).

PD-L1 ile karsilastirildiginda, hiicre i¢i PD-1 ile ilgili arastirma ¢ok fazla yoktur. T
hiicreleriyle ilgili yalnizca birka¢ arastirma, hiicre i¢i PD-1'in varligmi dogrulamistir.
Arastirmalar, PD-1'in T hiicrelerindeki lokalizasyonunun fenotipik switching ile degistigini
gostermistir. Ornegin, T hiicresi aktivasyonu sirasinda PD-1 ekspresyonu artarak hiicre
yiizeyine dagilirken, dinlenme halindeki Treg hiicrelerinde PD-1 ekspresyonu esas olarak
hiicre i¢inde lokalizedir. Treg hiicrelerinin TCR sinyali aktive edildiginde, hiicre i¢i PD-1
hiicre zarina yer degistirebilir ve bdylece bagisiklik diizenlemesine aracilik eder (68). Ek
olarak, aktive edilmis T hiicrelerinde, PD-1 Golgi aparatinin yakininda da mevcuttur. Ancak
PD-1 sentezinin hiicre i¢i trafiginde gorevi olan endozomlar ve lizozomlarda izlenmez (69).
Ilerlemis melanomlu hastalarin periferik kaninda, PD-1 dolasimdaki T lenfositlerin
sitoplazmasinda birikir, bu da T hiicre zarindaki PD-1 kaybini tamamlayarak T hiicre

fonksiyonunu etkiler ve tiimoér immiin kagisina aracilik eder (70).

2.7. PD-L1 Ekspresyon Yolag:

PD-L1 kodlayan CD274 geninin klasik olarak ekspresyonu, inflamasyonu tetikleyen
sitokinler tarafindan uyarilan Janus Kinaz (JAK)/Sinyal Déniistiiriicii ve Transkripsiyon

Aktivatorleri (STAT) yolunun aktiflenmesi ile meydana gelmektedir (71). Bu modiilatorler
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ozellikle interferonlart (IFN'ler) igerir ve aktive edilmis bagisiklik hiicreleri tarafindan
salinirlar (71). IFN-IFN-reseptor etkilesiminden kaynaklanan sinyal, hiicre i¢inde Tirozin
Kinaz (TYK) 2/JAK1 ve JAKI1/JAK2 yoluyla aktarilir ve farkli STAT iiyelerinin

fosforilasyonuna ve ardindan birka¢ kompleksin olusumuna yol agar (72).

En ¢ok STAT1, STAT2 ve STAT3 olmak {izere farkli STAT faktdrleri bu siirecte rol
oynar. Interferon regiilator faktorler (“Interferon Regulatory Factors” IRF) 1 ve IRF9 bu
modiilatorlere aracilik ederler (Sekil 2). Tiim bu transkripsiyon faktorlerinin, pozitif bir geri
besleme dongilistinde IFN stimiilasyonundan sonra yukari dogru diizenlendigi bulunmustur
(72). Olusan komplekslerin en dikkate deger olani, STAT1/STAT2/IRF9'dan olusan “IFN-
Stimulated Gene Factor 3” (ISGF3) kompleksi ve fosforile edilmis bir STAT1 dimerinden
olusan “Gamma-Activating Factor” (GAF) kompleksidir. Her iki kompleks de daha sonra
¢ekirdege dogru yer degistirir ve IRF1 lizerindeki Gamma-Activated Sekans (GAS) lizerinde
transkripsiyon faktorleri olarak hareket ederler. Bununla birlikte, ISGF3 kompleksi ayrica
interferon ile uyarilan tepki elemani (“Interferon Stimulated Response Element” ISRE)
aktivitesini indiikleme yetenegine de sahiptir. Bu siireg, interferonun aktifledigi bir¢cok genin
indiiklenmesine yol acarken, GAS etkilesimi daha sonra PD-L1 promotoruna baglanabilen
ve onun transkripsiyonunu saglayan IRF1 ekspresyonunu baslatir (72-74). PD-L1
ekspresyonunun gelisiminde IRF1 baglanma bolgelerinin 6nemi Lee ve digerleri tarafindan

gosterilmistir (75)

Bunlara ek olarak diger bir¢cok ek yolunda PD-L1 ekspresyonu i¢in 6nemli oldugu
bildirilmigtir. Monosit tiirevli dendritik hiicrelerde (moDC'ler) ¢ok énemli olan MEK/ERK
yolu (76) ve PI3K-AKT ve MAPK-ERK yolu PD-L1 ekspresyonunu artirmaktadir (Sekil 2,
3). PD-1 sinyalinin bu iki yolu asag1 dogru diizenleme yetenegi hem ligand1 hem de reseptorii
eksprese eden hiicrelerde negatif bir geri besleme dongiisii olusturmaktadir (77,78). PI3K
yolunun inhibisyonu, sitokinle uyarilan moDC'lerde PD-L1 ekspresyonunu azaltir. Bununla
birlikte, MAP kinaz iiyesi olan p38'in azalmasi benzer bir etki gostermemektedir. Sitokin
kaynakli PD-L1 artis1 icin hem ERK hem de p38 aktivasyonu gerekli oldugundan, myeloid
DC'lerde (mDC'ler) p38'in daha belirgin bir etkisi oldugu saptanmistir. Ayrica yeni izole
edilmis plazmasitoid DC'lerdeki (pDC'ler) ekspresyon artist da daha ¢ok p38 yolagina
bagimlidir (76). Kisacasi, IFN yoluyla baglatilan JAK/STAT yolu, PD-L1 ekspresyonunu
baslatmak i¢in ana ve klasik yoldur ve diger yollar belirli kosullar altinda 6énem teskil

etmektedir.
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2.8. PD-L1 Ekspresyonunu Etkileyen Proteinler

PD-L1 ekspresyonu IFN-y, TNF-a, VEGF, graniilosit-makrofaj koloni-uyarici faktor
(GM-CSF) ve IL-10 gibi ¢esitli pro-inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenebilir (Sekil
2.5). PD-L1 ayrica Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), IRF1, STAT1, STAT3 ve “hypoxia
inducible factor 1-alfa” (HIF-la) ile de indiiklenebilmektedir (1, 3, 7, 29, 74, 76).

2.8.1. interferon gama (IFN-y)

IFN-y, PD-L1 ekspresyonunun en giiclii indiikleyicilerinden biri olarak kabul
edilmektedir. IFN-y, CD8+ T hiicreleri, NK hiicreleri ve CD4+ T hiicreleri tarafindan tiretilen
bir sitokin olup, enfeksiyonlar ve kanser gibi durumlarda immiin yanit1 arttirir. IFN-y
ozellikle enfeksiyonlarla miicadele eden T hiicreleri tarafindan salgilanir. IFN-y, hiicreler
arasinda iletisim kurarak immiin yanitin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. IFN-y {iretimi,
bir enfeksiyon veya diger uyarici bir sinyal tarafindan tetiklenebilir (79). Ornegin, enfekte
olmus hiicreler tarafindan iiretilen antijenler, T hiicrelerinin aktivasyonunu baslatir (80,81)
ve IFN-y tretimini artirabilir. Benzer sekilde, dogal oldiiriicii hiicreler de enfekte olmus
hiicrelere kars1 yanit verirler ve IFN-y iiretirler. [FN-y {iretimi ayrica diger sitokinler veya
molekiiller tarafindan da uyarilabilir. Ornegin, makrofajlar gibi immiin hiicrelerin IFN-y'ye
maruz kalmasi, kendi IFN-y iiretimlerinide artirabilmektedir (79, 80). IFN-y iiretimi, ayrica

bazi viriislerin veya bakterilerin dogrudan enfekte ettigi hiicreler tarafindan da uyarilabilir.

Bu hiicreler, enfeksiyonu algiladiginda IFN-y {iretimi baglatabilirler ve enfeksiyonu
sinirlamak veya ortadan kaldirmak i¢in immiin yanitin baglatilmasina katkida bulunabilirler
(80). Ayrica IFN-y iiretimi baz1 durumlarda yapay olarak da indiiklenmektedir. Ornegin, bazi
kanser tiirleri veya baz1 enfeksiyon ve hastaliklarda kullanilan IFN-y tedavisi gibi
durumlarda IFN-y seviyesi yapay olarak artig gosterir (21, 80, 82). IFN-y iiretimi, birgok
farkli mekanizmaya baglidir ve bu mekanizmalar, farkli durumlar veya uyaricilara bagl
olarak degisebilir. IFN-y iiretiminin indiiklenmesi, bagisiklik sistemi yanitin1 giiclendirmek
ve enfeksiyonlara karsi korunmak i¢in 6nemlidir. IFN-y, viriisler, intraselliiler bakteriler ve
timorlere karsi immiin yanitin dnemli bir bilesenidir. IFN-y, makrofajlar1 aktive eder ve
mikroplar1 yutarak ve sindirerek yok etme yeteneklerini arttirir (81). Ayrica makrofajlarin

nitrik oksit iiretimini arttirirak bir¢ok enfeksiyona karsi etkili bir antimikrobiyal ortam
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olusturur. IFN-y, Th1 hiicrelerinin gelisimini tesvik ederek bu hiicrelerden sitokinler iireterek
hiicresel immiiniteyi arttirir (79, 80). IFN-y, ayrica inflamasyonun diizenlenmesinde, hiicre
bliylimesinde ve hiicre farklilagmasinda da onemli rol oynarken hiicrelerde apoptozu
(programl1 hiicre 6liimii) uyararak, zararl hiicrelerin 6liimiinii de tesvik edebilmektedir (79-
82). Bununla birlikte, IFN-y {iretimi bazi durumlarda zararli olabilir ve otoimmiin
bozukluklar gibi bazi patolojik durumlara yol agabilir. Bu nedenle, IFN-y iiretimini kontrol

etmek ve duzenlemek onemlidir.

IFN-y, PD-L1 ekspresyonunu diizenlemek i¢in 6nemli bir sinyal molekiilidiir (71,
72,74, 76,83, 84). IFN-y, PD-L1 ekspresyonunu arttirabilir veya azaltabilir (84-86). IFN-y,
PD-L1 ekspresyonunu arttirarak, hiicrelerin immiin yanita karsi direncini arttirabilir. Bu
nedenle, PD-L1'in IFN-y tarafindan diizenlenmesi, immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemli
bir mekanizmadir. IFN-y, PD-L1 ekspresyonunu arttirarak, immiin yanitin baskilanmasina
neden olarak immiin sistemin kanser hiicrelerine veya enfekte olmus hiicrelere karsi
saldirmasin1 engelleyebilir (83-86). Bu nedenle, PD-L1 ve IFN-y arasindaki etkilesim,
kanser tedavisi ve immiin terapi stratejilerinde dnemlidir. PD-L1 ekspresyonunun IFN- y
tarafindan diizenlenmesi, timér ve bagisiklik hiicrelerinde farkliliklar gosterir. Ornegin,
IFN-y blokajli bir fare sarkom modelinde, PD-L1'in ekspresyonu tiimor hiicrelerinde biiyiik
Olciide azalir, ancak tiimorle iliskili makrofajlarda (TAM) PD-L1 ekspresyonundaki azalma
kismen olur (87). Bu ornekten anlasilacagi iizere IFN-y, TAM'ler iizerindeki PD-L1
ekspresyonunu sadece kismen diizenleyebilmeltedir (88). Bazi tiimor hiicreleri, [FN-y'ya
maruz kaldiklarinda bile PD-L1 ekspresyonunu artirabilirler. Bu, timor hiicrelerinin immdiin
sisteme kars1 direnglerini artirmasina ve immiin yanitin baskilanmasina neden olabilir (87,
89). Ayrica, bazi tiimor hiicreleri, PD-L1 ekspresyonunu arttirmak icin alternatif
mekanizmalar kullanabilirler (84, 87). Bagisiklik hiicreleri ise genellikle IFN-y'ya maruz
kaldiklarinda PD-L1 ekspresyonunu artirirlar (1, 9, 72, 73). Bu, bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonunu sinirlayan bir negatif geri besleme mekanizmasidir. Ancak bazi1 bagisiklik
hiicreleri de PD-L1 ekspresyonunu artirmak yerine, IFN-y'nin varligina karst koymak i¢in

alternatif yollar kullanabilirler.

21



2.8.2. Transformik growth faktor beta (TGF)-p

TGF-B, hiicre biiyiime, boliinme, farklilasma ve hiicre hareketleri iizerinde etkili olan
bir protein ailesidir. TGF-f ailesi, hiicrelerin hayatta kalmasi, dokularin yenilenmesi ve
bagisiklik sistemi fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi birgok siireci kontrol eder. TGF-f,
hiicreler arasindaki iletisimi saglar ve hiicre ¢evresindeki degisikliklere tepki verir. TGF-p,
hiicrelerin ¢cogalmasin1 ve hareketini inhibe edebilir, yani hiicreleri biiylimeye veya gog
etmeye zorlayan diger sinyallerin etkisini azaltabilir. Ayrica TGF-B, hiicrelerin
farklilagsmasini ve apoptoz (programli hiicre 6liimii) gibi hiicresel islevleri kontrol edebilir

(90).

TGF-B, immiin sistem tizerinde de 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu protein, bagisiklik
sisteminin ¢esitli hiicreleri tarafindan iretilir ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢ogunun
biiyiimesi ve aktivasyonu iizerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir. Bu nedenle, TGF-f
genellikle bagisiklik sisteminin agir1 aktivasyonunu ve otoimmiinite gibi hastaliklarin
olusumunu 6nlemek i¢in kullanilir (90-92). Ancak, bazi durumlarda TGF-f'nin immiinite
tizerindeki inhibe edici etkisi, kanser ve enfeksiyonlarin bagisiklik sistemince taninmasini
ve yok edilmesini zorlastirabilir. Kanser hiicrelerinin biiylimesi, invazyonu ve metastazi
tizerinde etkisi olur. Bu nedenle, bazi kanserlerde TGF-f'nin hedeflenmesi, immiinoterapinin

etkinligini arttirmak i¢in kullanilabilir (91, 92).

TGF-B yiiksek seviyelerde salgilandiginda, PD-L1 ekspresyonunu da artirdigi ve
bagisiklik sistemi hiicrelerinin tiimdr hiicrelerini yok etmesini daha da zorlagtirdig:
saptanmistir (93). TGF-B, PD-L1'in transkripsiyonel aktivasyonunu artiran bazi sinyal
yollarini etkileyerek etkili olmaktadir. Ornegin, TGF-B, Smad sinyal yolag1 araciligtyla PD-
L1 ekspresyonunu artirmaktadir. Smad sinyal yolagi, TGF-f 'nin hiicrelerdeki etkilerini
ileten bir sinyal yoludur ve bazi kanser tiirlerinde asir1 aktive olabilir. TGF-p, aktif bir TGF-
B reseptor kompleksi olusturur ve bu kompleks Smad2 ve Smad3 adhi iki protein
kompleksinin fosforilasyonunu tetikler. Fosforilasyon, Smad2 ve Smad3'in hiicre
cekirdegine hareket etmesine ve hedef genlere baglanmasina neden olur. Smad kompleksleri,
hedef genlerin transkripsiyonunu etkiler ve TGF-B'nin hiicreler iizerindeki ¢esitli etkilerine
yol acar. Smad sinyal yolu, hiicre farklilagmasi, hiicre biiylimesi, hiicre 6liimii, immiinite ve
tiimor siirecinde 6nemli bir rol oynar. TGF-B'nin Smad sinyal yolag1 araciligiyla hiicrelerdeki

etkileri, hiicre tipine, TGF-B konsantrasyonuna ve diger sinyal yollarina bagl olarak
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degisebilir. Bu nedenle, TGF-f'nin Smad sinyal yolu araciligiyla etkilerinin daha iyi
anlasilmasi, bu molekiiliin ¢esitli hastaliklarin  patogenezindeki roliiniin daha 1iyi

anlasilmasina yardimci olabilir (94, 95).

Spesifik olarak monositlerin ve tiibiil epitel hiicrelerinin in vitro olarak TGF-p ile
muamele edilmesi sonrasinda PD-L1 ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (96). Ornegin, bir
calismada insan monositlerinin TGF-f ile stimiilasyonu sonrasinda PD-L1 ekspresyonunun
arttig1 ve bu artisin Smad2/3 sinyal yolagi araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir (97).
Ayrica, tiibiil epitel hiicreleri lizerinde yapilan bir baska ¢alismada TGF-f'nin bu hiicrelerde
PD-L1 ekspresyonunu arttirdig1 ve bu artisin Smad3 aracilifiyla gerceklestigi gosterilmistir
(98). Bir pankreatik adacik transplantasyon modelinde, monosit ve epitel hiicreleri iizerinde

PD-L1’in siirekli ekspresyonu i¢in TGF-f’nin gerekli oldugu gdsterilmistir (99).

2.8.3. Tiimor nekrozis faktor- alfa (TNF-a)

TNF-0, immiin yanitin bir parcasi olarak enfeksiyonlar ve inflamasyonlarda 6nemli
bir rol oynar. TNF-a ekspresyonu, hiicrelerin uyarilmastyla baslar. Ornegin, enfeksiyon veya
yaralanma gibi ¢esitli uyaricilara maruz kalindiginda, immiin hiicreler TNF-a iiretmek i¢in
genetik  bilgiyi aktive edebilirler (100). TNF-a ekspresyonu, immiin yanitin
diizenlenmesinde kritik bir faktordiir (100, 101). Farkl1 hiicre tipleri, farkli durumlarda farkli
seviyelerde TNF-a tiretebilirler. TNF-alfa, 6zellikle T lenfositler ve makrofajlar gibi immiin
hiicreler tarafindan tiretilir ve salgilanir. TNF-a ayrica, hiicreler arasinda iletisim saglayarak

immiin hiicrelerin aktivasyonunu, gé¢iinii ve diger fonksiyonlarin1 modiile eder (101).

TNF-a, inflamasyon ve enfeksiyonlarla miicadelede énemli bir rol oynar. Immiin
hiicreler tarafindan salgilanan TNF-a hedef hiicrelerin 6liimiine apoptozuna neden olabilir.
Bu 6zellikleri sayesinde, TNF-a, enfeksiyonlar, tiimdral hiicreler, bakteriler ve diger yabanci
maddelerle miicadelede etkili bir aragtir (101, 102). Kanser hiicrelerinin 6liimiine ve tiimor
biiylimesinin kontrol altina alinmasinda etkisi biiytiktiir. TNF-a ayrica, enfeksiyonlarin ilk
savunma hatt1 olan inflamasyonu baslatmak i¢in de kullanilir. Bu, viicudun enfeksiyonla
savagmak i¢in gerekli olan immiin hiicreleri bolgeye ¢cekmesine ve enfeksiyonu sinirlamak

ve yok etmek i¢in gerekli kosullar1 yaratmasina yardimci olur. TNF-q, ek olarak damarlarin
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gecirgenligini artirarak, immiin hiicrelerin enfeksiyonun oldugu boélgeye daha hizli

ulagmasini saglar (100).

Ancak TNF-a agir1 iiretildiginde, otoimmiin hastaliklar gibi hastaliklara ve sistemik
enflamatuar yanit sendromuna (SIRS) neden olabilir. TNF-0, romatoid artrit, Crohn
hastalig1, psoriasis ve ankilozan spondilit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
hedeflenen bir molekiildiir (101-103). TNF-o, immiin hiicrelerin aktivasyonunu artirirarak
bagisiklik yanitin1 da giiglendirir. Bu nedenle, baz1 immiin yetmezlik hastaliklarinda, TNF-

a'nin sentetik versiyonlar1 kullanilarak immiin yanit1 artirmak miimkiindiir (102) .

TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonu lizerindeki etkisi, farkli ¢aligmalarla farkli sonuglar
gostermistir (104-106). Baz1 ¢alismalar, TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonunu artirabilecegini
gosterirken (105), digerleri ise TNF-a'min PD-L1 ekspresyonunu azaltabilecegini
gostermektedir (106). Bu nedenle, TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonu iizerindeki etkisi net
olarak belirlenmemistir. Ornegin, TNF-a'nin yiiksek seviyeleri, PD-L1'in ifadesini artirarak,
immiin hiicrelerinin kanser hiicrelerine saldirmasini engelleyebilir. Ancak diger durumlarda,
TNF-a, PD-L1 ifadesini azaltarak, immiin hiicrelerinin kanser hiicrelerine saldirmasina izin

verebilir (105, 106).

TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonunu indiikledigi hiicreler arasinda dendritik hiicreler,
monositler, endotel hiicreleri ve kanser hiicreleri (meme kanseri, akciger kanseri, prostat
kanseri, renal hiicreli karsinom, kolon kanseri) yer alir (104-106). Ek olarak,
miyelodisplastik sendromun blastik hiicrelerinde ve prostat hiicrelerinde TNF-o'nin PD-L1

ekspresyonunu indiikledigine dair de bazi calismalar mevuttur (104, 105).

Dendritik hiicreler ve monositler immiin yaniti baglatan ve diizenleyen 6nemli
hiicrelerdir. TNF-a'nin dendritik hiicrelerde ve monositlerde PD-L1 ekspresyonunu
artirmasi, immiin yanitt baskilayacaktir (107). TNF-a'nin endotel hiicrelerinde PD-L1
ekspresyonunu artirmasi, inflamasyonu azaltarak, kardiyovaskiiler hastaliklarin

Oonlenmessnde potansiyel bir rol oynamasina yol agmaktadir.

Bununla birlikte TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonunu inhibe ettigi hiicreler hakkinda
bilgiler halen c¢eliskilidir. Baz1 ¢alismalar TNF-a'nin PD-L1 ekspresyonunu diisiirdiigiinii

one siirmektedir. Ornegin, akciger kanseri hiicrelerinde TNF-a, PD-L1 ekspresyonunu
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azaltarak immiin yanit1 artirabilir (106). Ayrica, TNF-o'nin IFN-y ile kullanimi, melanom
hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu azaltabilir (108). Bununla birlikte, TNF-a'nin PD-L1
ekspresyonunu inhibe ettigi hiicrelerin tam olarak hangileri oldugu ve mekanizmasi hala

arastirma konusudur.

2.8.4. interlokin-12 (IL-12)

IL-12, bagisiklik sistemi tarafindan tiretilen bir sitokindir. Bu sitokin, T hiicrelerinin
etkinlestirilmesi ve farklilagmasi gibi birgok immiinolojik islevde 6nemli bir rol oynar.
Ozellikle, Th1 hiicrelerinin gelisimini uyarmak igin gerekli olan sinyalleri saglar. Bu, enfekte
hiicrelere veya kanser hiicrelerine karsi etkili bir immiin yanitin olusturulmasina yardimci
olur. Ayrica, dogal dldiiriici (NK) hiicrelerinin etkinlestirilmesinde ve IFN-y iiretiminde de
rol oynar. IL-12, IFN-y iretimini uyararak immiin sistemin diger hiicreleri ile iletisim
kurmasina yardimei olur (109, 110). IFN-y, immiin sistemin antiviral ve antitiimor yanitini
giiclendirir ve iltihaplanmaya kars1 savunmaya katkida bulunur. 1L-12, 6zellikle virtis,
bakteri ve parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasi ve immiin
cevabin uygun bir sekilde diizenlenmesi i¢in 6nemlidir. Bunun yani sira, IL-12 otoimmiin

hastaliklar ve kanser tedavisi gibi diger klinik durumlarda da 6nemlidir (110, 111).

IL-12, hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicre i¢i sinyalleri baglatir ve
immiin hiicrelerinin etkinlestirilmesine, ¢ogalmasina ve farklilasmasina yardimeci olur.
Bunun sonucunda, T hiicreleri etkin hale gelir ve enfekte hiicreleri taniyarak yok eder. NK
hiicreleri de IL-12 ile etkinlestirilerek enfekte hiicreleri dogrudan 6ldiirebilir veya viriis ve

bakterilerin ¢cogalmasini engelleyebilir (109, 110).

IL-12'nin PD-L1 ekspresyonunu nasil etkiledigi konusunda c¢eliskili sonuglar
bulunmaktadir. Yapilan bazi ¢caligsmalar, IL-12'nin, endotel hiicreleri ve baz1 monosit tiirevli
makrofajlarda PD-L1 ekspresyonunu arttirdigini gostermektedir. Bununla birlikte, diger
calismalar, IL-12'nin THP-1 hiicre grubundan tiiretilmis makrofajlarda PD-L1 seviyelerini
negatif olarak diizenledigini gostermektedir (112). Bu ¢eliskili sonuglarin nedenleri arasinda
kullanilan hiicre tipleri, farkli dozlar veya siirelerde IL-12 maruziyeti, arastirma kosullar1 ve
metodolojileri gibi faktorler yer alabilir. Ayrica, IL-12'nin PD-L1 iizerindeki etkisi, farkl

hiicre tiplerinde farkl olabilir ve bu hiicre tipleri arasinda ciddi farkliliklar olabilir.
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Bununla birlikte, bazi1 arastirmalar, IL-12'nin, 6zellikle tiimor hiicreleri ve kanserle
iligkili hiicrelerde PD-L1 ekspresyonunu uyardigini gostermektedir (113, 114). Bu durum,
tiimor hicrelerinin, PD-L1 aracilifiyla immiin sistemin saldirisindan kagimmmalarina
yardime1r olur. IL-12 ayrica, PD-L1'in etkinligini artirarak, immiin sistemin kanser
hiicrelerine karst daha az etkili olmasina neden olabilir. Bu nedenle, bazi kanser
tedavilerinde, PD-L1 ve IL-12 diizeyleri birlikte degerlendirilir ve PD-L1'in asir1 ifadesinin
IL-12 ile iliskisi arastirilir. Ancak, IL-12"nin PD-L1 ekspresyonu iizerindeki etkisi, aragtirma

konusu olmaya devam etmektedir ve tam olarak anlagilamamistir

2.8.5. Diger yaygin gama zinciri interlokinleri

IFN sinyalinin yani sira, sitokin reseptorii ortak alt birimi gama (“cytokine receptor
common subunit gamma” IL2RG) araciligryla sinyal veren interlokinler (IL-2, IL-7, IL-15
ve IL-21) STATI ve STAT3'i aktifleyebildigi gibi PD-L1 ekspresyonu da
indiikleyebilmektedir (115). Bu sitokinlerin ¢ogu, T hiicreleri iizerindeki PD-L1
ekspresyonunu indiikkleme yetenegine sahipken, IL-21'in bu etkiyi gostermedigi
saptanmistir. Bununla birlikte, B hiicrelerinde protein ekspresyonunu stimiile edebildigi
gosterilmistir [36]. Ayrica immiinsupresif nitelikteki sitokin IL-27'nin STAT1 aktivasyonu
yoluyla PD-L1 ekspresyonunu indiikledigi bildirilmistir (116). Farkli bir sinyal yolagina
sahip bagka bir 6nemli proinflamatuar sitokin olan TNF, IFN reseptorlerinin ekspresyonunu
artirarak PD-L1’in yukar regiilasyonunda IFN ile sinerji olusturmaktadir (117). IL-17 ise
nitrik okside bagimli bir mekanizma yoluyla bu indiiksiyonu daha da artirma yetenegine

sahiptir (118).
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Sekil 2.5. PD-L1 ekspresyonunun interferonlar ve sitokinler yoluyla diizenlenmesi

PD-L1 ekspresyonu, ¢ok farkli sinyal yolaklar: ile baslatilabilir. Bunlarin arasindaki en 6nemli yolak IFN
sinyalidir. STAT faktorlerinin fosforilasyonu ve ardindan ¢ekirdege sinyal iletimi, IRF1'in ekspresyonunu
tetikler ve bu da PD-L1 promotorunu aktive eder. TLR4 sinyali veya IL-18 araciligiyla etkinlestirilen NFxB,
PD-L1 promotorunu dogrudan etkinlestirebilir. TNF, IFN reseptoriinii indiikleyerek IFN ile sinerjistik olarak
etki eder. PD-L1 ekspresyonu, gesitli sinyal adimlarina miidahale edebilen farkli inhibitor nitelikteki faktorleri
ile zayiflatilabilmektedir. Farkli modiilatorlerin 6nemi hiicre tipine goére degisiklik gostermektedir. (Beenen et

al)123

Ek olarak, IL-10'un monositlerde (119) PD-L1 ekspresyonunu STAT3'e bagiml1 bir
sekilde (120) uyarabildigi bulunmustur. Bununla birlikte, IL-10 hiicre tipine bagli olarak zit
etkiler gosterebilir. Kanser hiicresi c¢alismalarinda bu hiicrelerdeki daha yiiksek IL-10
seviyelerine bagli olarak IL-10 MAPK yolunu inhibe ederek PD-L1 ekspresyonlarinda
azalmaya yol agmistir (121)

2.8.6. PD-L1 indiiksiyonunun negatif diizenleyicileri

Sinyal kaskadi boyunca birka¢ adim1 modiile edebilen ¢ok sayida inhibe edici faktor
tanimlanmistir. Tirozin-protein fosfataz non-reseptor tip (“tyrosine-protein phosphatase non-

receptor type” PTPN)11, PTPNG6 ve Protein Tirozin Fosfataz Reseptor tip C (PTPRC) gibi
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yukari akig faktorleri JAK1 fosforilasyonunu inhibe ederler (Sekil 2.5). Sitokin Sinyalinin
Bastiricist (“Suppressor Of Cytokine Signaling” SOCS) 1, SOCS2 ve SOCS3, STAT
faktorleri lizerinde daha da fazla inhibisyon uygular. Fosforile STAT faktorleri ve eslik eden
interferon diizenleyici faktorlerin olusturdugu kompleksler, Aktiflestirilmis STAT1 Protein
Inhibitérii (“Protein Inhibitor of Activated STAT1” PIAS)1 ve PIAS3 tarafindan inhibe
edilebilmektedir (122). Bu sonuglar, PD-L1 ekspresyon diizenleyicilerindeki c¢esitliligi ve
cesitli hiicre tipleri arasindaki farkliliklar1 gosterir. Tiim bu diizenleyiciler arasinda IFN ana
indiikleyicidir. Cesitli sitokinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin etkisine genel bir bakis
Tablo 2.1'de verilmis olup, bunlarin etkilesimi Sekil 2.5’te ayrintili olarak

gorsellestirilmistir.

2.9. PD-1/PD-L1 Aksinin Fonksiyonlar:

PD-1/PD-L1 ekseninin temel islevi, bagisiklik toleransini korumak, inflamatuar
yanitlart ortadan kaldirmak ve doku hasarini 6nlemek i¢in T hiicrelerinin asir1 aktivasyonunu
sinirlamaktir. T hiicresinin proliferasyonu, farklilagmasi, sitokin salgilamasi, efektor islevi,
bagisiklik bellegi, apoptoz ve tiikenme biyolojik siire¢lerinin tiimii PD-1/PD-L1 sinyali ile
diizenlenmektedir (Sekil 2.6). Ayrica ¢esitli immdiin hiicrelerin (B hiicreleri, makrofajlar, DC,
NK hiicreleri gibi) ve immiin olmayan hiicrelerin (fibroblastlar, epitel hiicreleri, ¢esitli timor
hiicreleri) aktivasyonu, fagositozu, migrasyonu, invazyonu ve EMT's1 gibi ¢esitli hiicresel

aktiviteleri de PD-1/PDL1 aks1 tarafindan diizenlenmektedir (3, 7, 9, 11, 18, 23, 25).
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Tablo 2.1. PD-L1 ekspresyonunun diizenlenmesiyle ilgili faktorler

Kolorektal kanser hiicrelerinde ekspresyon artigi

Molekiil PD-L1 ifadesi Uzerindeki Ana Etki Referans
JAK1 & JAK 2 Yukar akis kinazi: Her biri PD-L1 ekspresyonu i¢in gereklidir | 122
Her biri olmadiginda PD-L1 mRNA azalir
TYK2 Yukar akis kinazi: PD-L1 ekspresyonu i¢in gereklidir 122
IRF1 PD-L1 promotor islevi i¢in temel faktor: PD-L1 ekspresyonu | 122
icin gereklidir; yoklugunda PD-L1 ekspresyonu azalir
IRF9 Asagi akis kinazi: PD-L1 ekspresyonu i¢in gereklidir 122
STAT1, STAT2, STAT3 Inhibe olduklarinda PD-L1 ekspresyonundaki etkileri azdir 122
PD-L1 ifadesi i¢in STAT3 gereklidir
PTPN11, PTPN6, PTPRC | JAK1 aktivasyonunun negatif diizenleyicileridir 122
SOCS1, SOCS2, SOCS3 STAT faktorlerinin inhibitorleri 122
IFN-a PD-L1 ekspresyonunu uyarir; DC'lerde PD-L1'1 artirir 117
IFN-p PD-L1 ekspresyonunu uyarir 124
IFN-y PD-L1 ifadesinin baslica indiikleyicisidir; TNF ile birlikte daha | 118, 125,
yliksek PD-L1 mRNA ekspresyonuna neden olur 126
IL-2 PD-L1 ekspresyonunu uyarir 115
IL-7 PD-L1 ekspresyonunu uyarir 115
IL-10 Monositlerde PD-L1'i uyarir; kanser hiicrelerinde ise PD-L1 | 126
ekspresyonunu azaltir
IL-15 PD-L1 ekspresyonunu uyarir 115
IL-17 PD-L1 ekspresyonunu uyarir; IFN ve TNF ile kombinasyon | 118, 126
halinde PD-L1 ekspresyonu daha fazla uyarir
IL-18 Breg'de PD-L1 ifadesini artirir 115
IL-21 PD-L1 ekspresyonu iizerinde stimiile edici etki 126
IL-27 PD-L1 ekspresyonunu uyarir 116
TNF PD-L1 ekspresyonunu uyarir; IFN ile kombinasyonunda PD- | 118, 126
L1'in ekspresyonunu artirir
LPS Insan monositlerinde PD-L1 mRNA'nin yukari regiilasyonu; 125
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Sekil 2.6. PD-1/PD-L1 aksinin fonksiyonlari

Farkli kosullar altinda, PD-1/ PD-L1 aksi sirasiyla T hiicrelerinin, makrofajlarin, fibroblastlarin, epitel

hiicrelerinin ve endotel hiicrelerinin aktivasyonunu, ¢ogalmasini, farklilasmasini, sitokin salgilanmasini,

tilkkenmesini, fagositozunu, invazyonunu, gogiinii ve EMT'sini diizenleyebilmektedir. (Zhao, Y et al. 2023)%

2.9.1. T hiicre fonksiyonunun PD-1/PD-L1 aksi ile diizenlenmesi

T hiicrelerinin aktivasyonu, iki sinyalin sinerjisine baghdir. ilk sinyal, APC'nin
ylzeyindeki antijen peptit-MHC molekiilii kompleksinin T hiicresi reseptoriine baglanmasi
ile meydana gelir. ikinci sinyal, APC iizerindeki CD80 (B7.1) ve CD86 (B7.2) yardimci
uyarict molekiillerin T hiicresi uyarici bagisiklik kontrol noktas1 CD28'e baglanmasi sonucu
gerceklesir (Sekil 2.7). Ikinci sinyalin yoklugunda, T hiicreleri tam olarak aktive olmaz ve
bu durumda T hiicreleri anerjik veya toleranshi bir duruma girer ve bagisiklik sisteminde

yetmezlik gelisir (127).

T hiicresi aktivasyonunun erken asamasinda, bagisiklik kontrol noktast molekiilleri
olarak adlandirilan T hiicrelerinin asir1 aktivasyonunu siirlamak ic¢in ¢ok sayida negatif
diizenleyici faktor indiiklenir. CTLA-4, CD28 sinyalini inhibe etmek i¢in APC'nin
ylizeyindeki yardimei uyarict molekiilleri (CD80 ve CD86) rekabetgi bir sekilde baglayarak

T hiicresi aktivasyonunu sinirlayan ilk tanimlanmig bagisiklik kontrol noktasidir (2, 10, 25,
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128). PD-1, aktiflestirilmig T hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen bir baska 6nemli inhibe
edici bagisiklik kontrol noktasidir (1, 3, 11, 16). PD-1, ligandlar1 PD-L1 ve PD-L2 ile
birleserek, TCR ve CD28 gibi T hiicresi aktivasyon sinyallerini antagonize eder (Sekil 2.7).
PD-1/PD-L1 yolu, T hiicresi aktivasyonu, farklilagsmasi, cogalmasi, sitokin salgilanmasi ve
apoptozun biyolojik slireclerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve T hiicresi
tolerans1 ve homeostaz1 korumak i¢in anahtar bir sinyaldir. Bu nedenle, PD-1/PD-L1
sinyalinin kaybi, otoimmiin hastalifa neden olurken, hiperaktif PD-1 sinyali, azalmis
immiin siirveyansa yol acar (1, 3, 12-15, 28). Tiimo6r mikrogevresinde, tiimor hiicreleri, PD-
L1'in ekspresyonunu artirir ve T hiicrelerinin yiizeyinde PD-1 ile birlesir, ayrica CD8+ T
hiicrelerinin tiikkenmesine neden olur ve bagisiklik kagisint saglamak i¢in tiimdr 6ldiirme
yeteneklerini zayiflatir (14, 16, 22). Sonraki klinik deneyler, PD-1/PD-L1 sinyal yolunun
hedeflenen inhibisyonunun, anti-timor bagisiklik tepkisini siirekli olarak aktive
edebildigini, timor biiyiimesini inhibe edebildigini ve hastalarin hastalik yiikiini

azaltabildigini dogrulamistir (17, 19, 22).

Sonug olarak, PD-1/PD-L1 aksi, T hiicresi bagisikliginin ana diizenleyicisidir. PD-
1/PD-L1 sinyal yolunun hedeflenen inhibisyonu veya aktivasyonu, T hiicresine bagl adaptif
bagisikligin islev bozuklugunu iyilestirebilir, bagisiklik homeostazini eski haline getirebilir

ve boylece bagisiklikla ilgili hastaliklar1 tedavi edebilir.

2.9.2. Makrofaj fonksiyonlarininn PD-1/PD-L1 aksi tarafindan diizenlenmesi

Makrofajlar, oldukca esnek ve ¢ok yonlii immiinomodiilatdr yetenekleri sayesinde
cok farkli, karmasik fizyolojik ve patolojik immiin yanitlarda yer alirlar. Timor
mikrocevresindeki tiimorle iliskili makrofajlar (TAM'ler), T hiicrelerinin antitimor efektor
fonksiyonunu inhibe ederek PD-1/PD-L1 sinyal yolunu ele gegirir ve tiimor hiicrelerinin
bagisikliktan kagis yetenegini gelistirirler. Ote yandan, TAM'lerin fenotipik dzellikleri ve
islevleri de PD-1/PD-L1 sinyali ile diizenlenmektedir (129). PD-1/PD-L1 sinyali, makrofa;
fagositozu, sitokin iiretimi ve polarizasyonun kontrol edilmesi gibi birgok yolla
makrofajlarin immiin yanitlarin1 diizenlemektedir. Fagositoz, makrofajlarin effektor islevleri

arasindaki en 6nemli fonksiyonudur (129, 130).
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Sekil 2.7. PD-L1 aracili blokaj yoluyla T-hiicre fonksiyonunun inaktivasyonu

TCR'nin aktivasyonuna paralel olarak, PD-L1, T hiicresine inhibe edici bir sinyal ileten PD-1 ile birlesir. PD-
L1 ayrica CD80'i baglayarak bir heterodimer olusturabilir ve CD80 homodimerini ¢dzer. Bu durum, CD28’in
baglama yetenegini korurken CD80—CTLA-4 etkilesimini 6nler. PD-1-PD-L1 etkilesimi, PD-1'i aktive ederek
CD28'in fosforilasyonuna yol agar ve CD28 yoluyla T-hiicresinin ko-stimiilasyonunu 6nler. Siyah oklar,
proteinler arasindaki bir etkilesimi gosterirken, kirmiz1 ¢ekigler ve oklar, sirasiyla bir inhibe edici ve aktive

edici bir etkiyi gosterir. (Beenen et al)'?3

TAM'lerde PD-1’in ekspresyonu belirgin sekilde yiiksektir ve yiiksek oranda PD-1
ekspresyonu olan TAM’ler kopiik hiicreleri olarak ortamda izlenir. Ayrica bazi ¢alismalar,
PD-1 pozitif TAM’lerin fagositoz yeteneginin 6nemli dl¢lide azaldigini bildirmistir. Bundan
dolayi, PD-1/PD-L1 sinyalini bloke edilmesi sonucu makrofajlarin tiimor hiicrelerini
fagosite etmesi artar ve bdylece makrofaj iligkili anti-tiimor bagisiklik tepkiside artirilmis
olur (129, 130). Sitokinlerin salgilanmasi, makrofajlarin immiinomodiilator etkiler
gosterdigi mekanizmalardan biridir. Kronik hepatit C viriisii enfeksiyonu olanlarda, PD-
1/PD-L1 sinyali STAT1 yolagim etkileyerek IL-12 ekspresyonunu azaltabilmektedir
(131,132).

Makrofajlarin fonksiyonlari, fenotipik gecisleriyle degisiklik gosterir. Ornegin, M1
makrofajlar1 esas olarak proinflamatuar bir rol oynarken, M2 makrofajlar1 esas olarak

immiinosiipresif bir islev goriir. TAM'ler genellikle yiiksek PD-1 ekspresyonu ile CD206 ve
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CDll1c gibi M2 makrofajla iliskili belirtegleri de yiiksek oranda eksprese etmektedir (129).
Bu durum PD-1/PD-L1 sinyalinin M2 makrofaj polarizasyonuna dahil oldugunu
gostermektedir (Sekil 2.8). PD-1 spesifik olarak devre dis1 birakildiginda, makrofajlarin M1
tipine aktive oldugu ve cesitli proinflamatuar faktorleri salgiladigi izlenmistir. Ayrica, PD-
1/PD-L1 sinyali, aktif hale gelmis makrofajlarin yiizeyindeki CD80 ve CD86 ve MHC
molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek makrofajlarin adaptif bagisiklik hiicrelerine
aracilik etme yetekneklerine de miidahale edebilmektedir (131). Sonug olarak, PD-1/PDLI
sinyali, immiin homeostazi korumak i¢in makrofaj fonksiyonunu c¢oklu yollarla

diizenleyebilmektedir.

2.9.3. Epitel hiicre fonksiyonlarinin PD-1/PD-L1 aksi ile diizenlenmesi

Epitel hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere (“Epithelial to Mesenchymal Transition”-
EMT) gecisi, fibrotik yanmitta onemli bir hiicresel olaydir. EMT olusumunun timér
invazyonu ve metastazi ile olan yakin iliskisi bilinmektedir (Sekil 2.9) (133, 134). Ek olarak,
PD-L1 ve EMT arasindaki yakin iligki, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, meme
kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom gibi gesitli tiimorlerde gosterilmistir
(134,135). Cok farkl: tiimor dokularinda PD-L1 stromal hiicrelerde yiiksek oranda eksprese
edilirken, epitel hiicrelerinde diisiik diizeyde eksprese olmaktadir. PD-L1 ekspresyon
derecesi, Snail, ZEB1, Vimentin ve N-cadherin gibi EMT belirte¢lerinin ekspresyonlar ile
pozitif korelasyon gosterirken, epitelyal bir isaretleyici olan E-kadherin ekspresyonu ile
negatif korelasyon gostermektedir (136,137). Crk proteini, EMT’nin belirtecleri olan
ZEB1ve N-cadherin ekspresyonunu desteklemede oldukg¢a dnemli bir rol oynar. Crk proteini
spesifik olarak devre dis1 birakildiginda, PD-L1'in ekspresyonu da 6nemli Sl¢lide inhibe
olmaktadir (138).

Ek olarak, MUC1, NF-«xB/ZEB1 yolunu aktive ederek EMT'"yi indiikleyebilmektedir.
NF-kB'nin p65 alt birimi transkripsiyonunu desteklemek i¢in dogrudan PD-L1 promotoriine
baglanmaktadir (139). EMT'nin ana indiikleyicisi olan TGF-f de, PI3K/AKT ve MEK/ERK
sinyal yollari aktive ederek, PD-L1'in ekspresyonunu diizenleyebilmektedir (140, 141).
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Sekil 2.8. PD-1/PD-L1 aks1 ve makrofaj fonksiyonu

PD-L1'in yiiksek ekspresyonu ile TAM'lerin M2 polarizasyonu arasinda onemli 6l¢iide iligki mevcuttur.
TAM'lerdeki PD-L1 ekspresyonu TAM'lerin M2 polarizasyonunu modiile eden kritik sinyal yollartyla
iligkilidir. PD-L1'in insan tiimorlerinde TAM'lerin aktivasyonuna ve M2 polarizasyonuna katkida
bulunabilecegini gosterilmistir. Biiylik miktarlarda PD-L1 tastyan eksozomlar, M2 makrofaj polarizasyonuna
yol agarlar ve TAM ile iligkili PD-1/PD-L1 blokaj direncini indiiklerler. M2 polarize TAM'ler, graniilin gibi
biyoaktif molekiiller salgilayarak CD8+ CTL'lerin toplanmasimni, dagilimini ve lokalisazyonunu
engelleyebilirler. Ote yandan, M2 TAM'den tiiretilen IDO, CD8+ CTL'lerin aktivasyonunu ve fonksiyonlarini
bozabilir, bu da tiimoéral antijenlere karsi patolojik immiin toleransla sonuglanir. M2-polarize TAM'ler
tarafindan ortaya ¢ikan hem T-hiicre diglamas1 hem de tolerans, PD-1/PD-L1 blokaj direncine katkida bulunur.

PD-1, programlanmis hiicre 6liimii proteini 1; PD-LI1, programlanmus hiicre 6liimii ligand: 1; TAM,
tiimorle iliskili makrofajlar; CTL, sitotoksik T hiicreleri; IDO, indoleamin 2,3 -dioksijenaz.

Tim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, EMT'yi diizenleyen anahtar
sinyallerin ayn1 anda PD-L1 ifadesini de etkileyebilecegini gostermektedir. Ek olarak, PD-
L1 ekspresyonunun artis1 da EMT'yi indiikleyebilmektedir. Glioblastomali vakalarda, PD-
L1’in Slug ve B-katenin'i aktive ederek EMT belirtecleri olan N-cadherin ve vimentin’in
ekspresyonlarini artirdig1 gosterilmistir (142). Ayrica PD-L1 ekspresyonunun renal hiicreli
kanser hiicrelerinin gogiinde rolii oldugu gosterilmis olup, PD-L1’in inhibe edilmesi sonucu
EMT belirtecleri olan vimentin ve F-aktin ekspresyonlarinin da belirgin sekilde azaldig:
izlenmigtir. PD-L1'in agir1 ekspresyonu, transkripsiyon faktorii sterol diizenleyici element
baglayici protein 1'1 (“Transcription factor sterol-regulatory element binding protein
1”SREBP1) aktive ederek EMT'yi indiiklemektedir (143). Sonug¢ olarak, PD-L1'in
ekspresyonu, EMT gelisimi ile yakindan iligkilidir. EMT gelisimini bagslatan ¢oklu sinyaller,
PD-L1'in ekspresyonunu artirabilirken, artmis PD-L1 ekspresyonu da EMT siirecini
indiikleyebilmektedir.
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Sekil 2.9. Epitelyal-Mezenkimal transformasyon (EMT) ve Interferon gama (IFNYy) ile

indiiklenen PD-L1 ekspresyonu arasindaki iligkiye sematik genel bakis
IFNy kaynakli PD-L1 ekspresyonu, EMT olusumunu tesvik eder. Ayrica, TGFp tarafindan indiikklenen EMT,

PD-L1 ekspresyon seviyelerini artirarak tiimdr immiinoinvazyonunu kolaylastirir. (Alsuliman et al.)'*!

2.9.4. Fibroblast fonksiyonlarinin PD-1/PD-L1 aksi ile diizenlenmesi

Fibrotik yanitta, fibroblastlar, miyofibroblastlarin ana kaynagidir. Fibroblastlarin
aktivasyonu, istilas1 ve immiin diizenleyici islevileri de PD-1/PD-L1 sinyal yolu tarafindan
diizenlenebilmektedir. TGF-f, fibroblastlarin miyofibroblastlara transdiferansiyasyonunu
indiikleyen en Onemli biliylime faktoriidiir (90-92). Bir¢ok c¢alisma, fibroblastlarin
aktivasyonu sirasinda TGF-fB'nin PD-L1'in ekspresyonunu artirdigini gostermistir (93-96).
Ayrica PD-L1 aracil sinyal, fibroblast aktivasyonu icin de gereklidir (Sekil 2.10). Primer
insan akciger fibroblastlarinda TGF-B, PD-L1 ekspresyonunu indiikler ve SMAD?3, p38 ve
PDZ-baglama motifi (YAP/TAZ) sinyallemesine sahip yes-iligkili protein/transkripsiyonel
ko-aktivatore bagli olarak transdiferansiyasyonu tesvik eder. PD-L1'in siRNA tarafindan
susturulmasindan sonra, fibroblastlardaki alpha-SMA, kollajen I ve fibronektin ekspresyon
seviyeleri onemli dl¢iide azalmaktadir (144). Mekanik olarak, PD-L1 bir kofaktdr gorevi
goriir ve bir protein kompleksi olugturmak i¢in anahtar transdiferansiyasyon transkripsiyon
faktorii SMAD3'e baglanir ve ardindan a-SMA gibi transdiferansiyasyon genlerinin
transkripsiyonunu dogrudan aktive eder. Ote yandan, PD-L1, fibroblastlarin aktivasyonunu
dolayli olarak tesvik etmek i¢in GSK3p/B-katenin sinyalinin transdiiksiyonuna da aracilik
eder. PD-L1'in, PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla otofajiyi bozarak
TGF-B ile indiiklenen fibroblast transdiferansiyasyonunu destekledigi de gosterilmistir (95,
144). Monoklonal antikor kullanilarak PD-L1 inhibe edildiginde, otofaji aktivitesi eski
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haline gelirken fibroblast aktivasyonu ise Onlenmektedir (145). Bu nedenle, PD-L1,
fibroblastlarin aktivasyonunu diizenlemek igin transdiferansiyasyonla ilgili ¢oklu sinyal
yollarinin aktivitelerini koordine etmek i¢in bir ara iiriin olarak hareket etmektedir. Ek
olarak, PD-L1, fibroblastlarin invaziv fenotipinin devamliliginda da 6énemli bir faktordiir.
Idiyopatik pulmoner fibrozisli (IPF) hastalarin akciger dokusunda yiiksek PD-LI
ekspresyonu gdosteren invaziv fibroblastlar, pulmoner fibrozisin ilerlemesi ile yakindan
iliskilidir. Yiiksek derecede PD-L1 ekspresyonu gosteren normal fibroblastlarin invazyon ve
goc yeteneklerinin arttign saptanmistir. Invaziv fibroblastlarmn immiin yetmezligi olan
farelere enjeksiyonu sonucu bu farelerde belirgin olarak pulmoner fibrozisin indiiklendigi
izlenmistir (146). Ayrica PD-L1 eksprese eden fibroblastlar, T-hiicresi iliskili bagisiklik
yanitlarini da diizenleme kabiliyetleri vardir. In vitro ¢aligmalarda TGF-B’nin fibroblastlarin
aktivasyonu sirasinda hiicre zar1 lizerinde PD-L1 ekspresyonunu arttirdig1 ve fibroblastlari
PD-L1 iceren eksozomlar salgilamaya tesvik ettigi gosterilmistir (147). Bu salgilanan PD-
L1pozitif eksozomlarm ise T hiicrelerinin cogalmasini engelleyebildigi bildirilmistir. In vivo
calismalar ise PD-L1'in fibrotik akcigerdeki fibroblastlar lizerindeki yukari regiilasyonunun,
T hiicrelerinin tilkenmesine neden olabilecegini ve immiinosiipresif mikrogevre olusumunu
destekleyebilecegini gostermistir (148). Sonug olarak, PD-1/PD-L1 sinyali, fibroblastlarin
aktivasyonunu ve immiinomodiilatér kapasitelerini diizenleyerek fibrotik cevaba dogrudan

veya dolayli olarak katilabilmektedir.

2.9.5. PD-1/PD-L1 aksimin endotel hiicre fonksiyonlari iizerine etkisi

Endotel hiicreleri, 16kosit fonksiyonunu inhibe eden immiin kontrol noktalar1 ve
immiin hiicrelerin apoptozunu indiikleyen PD-L1 molekiilleri eksprese ederler (Sekil 2.11).
Ayrica epitel hiicreleri gibi, endotel hiicreleri de belirli uyaranlar altinda dogrudan
miyofibroblastlara dontisebilir veya bagisiklik tepkilerini modiile ederek fibrozise
katilabilirler (149). Bununla birlikte, sadece az sayidaki ¢aligma endotelyal hiicre aracili PD-
1/PD-L1 sinyalinin fibrozisdeki roliine odaklanmistir (149-152). Radyasyon tedavisinin
neden oldugu pulmoner fibrozisde, PD-L1 pozitif endotel hiicreleri TGF-B'y1 birlikte
eksprese eder (150). PD-L1 ve TGF-f'nin inhibitérii olan Bintrafusp alfa adli ilacin,
radyasyon tedavisinin neden oldugu pulmoner fibrozisi Onemli Olciide iyilestirdigi

izlenmistir (150).
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Sekil 2.10. TGF-B tarafindan indiiklenen fibroblasttan miyofibroblasta transformasyon

(FMT) siirecinin PD-L1 tarafindan diizenlenmesi

Aktif TGF-B’nin hiicre yiizeyi reseptorleri (TGF reseptorii I ve II, TBRI ve TPRII) ile baglanmasi, Smad3'ii
daha fazla fosforile eden ve ortamda artigini saglayan reseptor kinazi aktive eder. Aktiflenen Smad3 daha sonra,
FMT ile ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive etmek icin diger yardimci faktorlerle baglandig: gekirdege
dogru gocer. PD-L1, TGF-f'nin asag: regiilasyonundaki Smad3 ve p38 yollar ile arttirilabilir. Artan PD-L1,
Smad3'e daha fazla baglanir ve a-SMA dahil olmak tizere FMT genlerinin transkripsiyon aktivasyonunu arttirir.
Ek olarak, PD-L1 ayrica Ser9'da GSK3p fosforilasyonunu kolaylastirir ve boylece B-katenin'in GSK3f'ya bagh
azalmasini inhibe eder. Artan B-katenin, transkripsiyon faktorii T hiicre faktorii (TCF) ile baglanarak TGF-f ile
indiiklenen FMT gen ekspresyonuna da katkida bulunabilir.

Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde gortiliiyorki, endotel hiicre aracili PD-L1
sinyali profibrotik nitelige sahiptir. Artmis endotel PD-L1 ve TGF-f ekspresyonu bir
profibrotik yaniti1 dogrudan aktive ederken, bagisikligi baskilayicit bir mikro ortamin da
gelismesine neden olabilmektedir. Bununla birlikte, pulmoner arteriyel hipertansiyon ile
iligkili fibrozisde, sag ventrikiil vaskiiler endotel hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunun Treg
tarafindan siirdiiriilmesi, fibrozisin inhibisyonu i¢in dnemlidir. Treg tiikendiginde, endotel

hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyonun azaldigi ve bunun sonucu olarak sag ventrikiilde
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inflamasyonun ve fibrozisin 6nemli Ol¢lide siddetlendigi saptanmistir (153). Bu bulgu,
Treg'in endotel hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu indiikleyerek inflamasyonu ve fibrozisi

baskilayabildigini diistindiirmektedir.

Ilging bir sekilde, murin vaskiiler endotel hiicreleri, PD-L1 iliskili bir sekilde
allojenik Treg olusumunu indiikleyebilir ve bu indiiklenen Treg'ler, alloreaktif T hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe edebilirler (154). Bir¢ok durumda, Treg'ler, IL-10 ve TGF- gibi
immiinosupresif ve profibrotik faktorleri serbest birakarak fibrozisin ilerlemesini tesvik eder.
Bu durum, endotel hiicrelerinin, PD-L1 sinyali yoluyla Treg aktivasyonunu indiikleyerek

fibrozisi dolayli olarak destekledigini diisiindiirmektedir.

Bir murin kalp allograft modelinde, “Lymphotoxin-Beta” reseptoriiniin blokaji,
vaskiiler endotelyal hiicrelerde PD-L1 ekspresyonunda azalmaya neden olarak kardiyak
inflamasyon ve fibrozis gelisiminde indiiksiyona neden olmustur (155). Ek olarak, PD-L1'in
endotel hiicrelerinde ekspresyonu, immiin toleransin korunmasi icin de Onemlidir.
SARSCoV-2'nin neden oldugu akciger hasarinin erken evresinde, pulmoner veniiller ve
kilcal damarlarin endotel hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunda 6nemli bir artisla izlenirken,
damarlarda belirgin sekilde proliferasyon, dilatasyon ve distorsiyon saptanmistir.
Enfeksiyonun siddetlenmesiyle birlikte, akciger hasar1 kademeli olarak fibrozise
doniistirken, endotelyal hiicrelerde devamlilik gdsteren yliksek seviyelerde PD-L1

ekspresyonu gosterilmistir (156).

Sonug olarak tiim bu bulgular endotel hiicrelerindeki PD-L1 sinyalinin fibrogenezin

onemli bir diizenleyicisi oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2.11. Endotel hiicresi PD-L1 ekspresyonu

Endotel hiicreleri, 16kosit fonksiyonunu inhibe eden immiin kontrol noktalar1 ve immiin hiicrelerin apoptozunu
indiikleyen PD-L1 molekiilleri eksprese ederler. Pro-anjiyojenik faktorlerin bagisiklik hiicreleri iizerindeki
dogrudan inhibe edici etkisi ve hipoksik ortam durumlari da endotel aracili anerji olusumuna neden

olabilmektedir. (Huinen et al)'>?

2.10. PD1 ve PD-L1 Ekspresyonlarmin Cevresel Faktorler ile Tliskisi

PD1/PD-L1 yolagmin isleyisi, cevresel faktorlerden etkilenebilir. Zamanlama,
konum, T-lenfosit farklilasma durumu, antijen yiikii, inflamasyonun derecesi, sitokin ytikii,
metabolik durum ve diger faktorlerin tiimii, PD1’in ligandlara baglanmasinin fonksiyonel
sonucunu etkiler (1,6,9). Ornegin, inflamatuar bir ortam, yani yiiksek sitokin diizeylerinin
oldugu bir ortam, T hiicre aktivasyonunu artirir ve bu da PD1/PD-L1 yolag: aktivitesinin
azalmasina neden olabilir. Bu durum, T hiicrelerinin asir1 aktive olmasina ve immiin
sistemde asir1 aktivasyona neden olabilir ve otoimmiin hastaliklar gibi durumlara yol agabilir
(9). Ayrica, kanser hiicreleri de bu yoldan bagisiklik sisteminden kagabilirler (19,21).
Bununla birlikte, immiinosupresif bir ortamda, yani diisiik sitokin diizeylerinin oldugu bir
ortamda, PD-L1/PD-1 yolagi daha aktif hale gelebilir ve T hiicre aktivasyonunu
baskilayabilir. Bu durum, bagisiklik sistemi tarafindan kabul edilemeyen yabanci
maddelerin (6rnegin, organ transplanti gibi) reddedilmesine kars1 dnlem olarak kullanilabilir
(9,20,21). Ancak PDI1/PD-L1 yolagindaki bu aktivasyon tiimorlerin bu durumdan

faydalanmasina neden olarak tiimoriin yok edilmesini 6nler (19,21). Bu nedenle, tiimoriin
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eradike edilmesini saglayabilmek icin bagisiklik sistemini harekete gecirmek ve

immiinoterapi gibi tedaviler ile sitokin diizeylerini artirmak dnemli bir strateji olacaktir.

T-lenfositler, farklilasma asamalarinda PD1 ve PD-L1 ifade edebilirler. Ozellikle
farklilasmanin ileri asamalarinda, PD1 ifadesi artar ve lenfositlerin aktivitesini diizenler. PD-
L1 ise, lenfositlerin aktivitesini baskilayabilir. Bu nedenle, T-lenfositlerin farklilasma

durumu, PD1/PD-L1 yolagimin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (1, 11, 18, 25).

2.10.1. Lenfosit farkhlasma asamalarindaki PD1 ve PD-L1 ekspresyon
farklhilhiklarina genel bakis

¢ Naif (diisiik aktivasyonlu) lenfositler: Naif lenfositler genellikle PD1 ve PD-L1
ekspresyonu diisiiktiir. Bu nedenle, bagisiklik sisteminin normal islevi sirasinda, naif

lenfositlerin aktivitesi PD1/PD-L1 yolagi tarafindan diizenlenmez.

e Aktive edilmis (T-hiicresi reseptorii stimiilasyonu sonrasi) lenfositler: Aktive
edilmis lenfositler genellikle PD1 ekspresyonu artar ve PD-L1 ekspresyonu da artabilir. Bu,
lenfositlerin aktivitesinin diizenlenmesine ve bagisiklik yanitinin kontrol edilmesine katkida

bulunur.

e Farkhlasmis (effektor) lenfositler: Farklilasmis lenfositler genellikle PDI
ekspresyonu yiiksektir. Bu, lenfositlerin aktivitesinin diizenlenmesine ve bagisiklik yanitinin

kontrol edilmesine katkida bulunur.

2.10.2. PD-L1 ekspresyonu farklilasmis lenfositlerin alt kiimesine gore degisir

e CD8+ T hiicreleri: CD8+ T hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri olarak da bilinirler ve
enfekte hiicreleri tantyip oldiirerek bagisiklik yanitina katkida bulunurlar. CD8+ T hiicreleri,
bazi durumlarda PD-L1 ekspresyonu artirabilirler. Ornegin, viriis enfeksiyonlar1 sirasinda,
viriis tarafindan enfekte edilen hiicreler PD-L1 ekspresyonu artirarak CD8+ T hiicrelerinin

aktivasyonunu kontrol edebilir.
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e T regulator hiicreleri: T regulator hiicreleri, bagisiklik sistemi yanitint inhibe
eden hiicrelerdir ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilan immiinsupresif ilaglarin
hedefi olabilirler. T regulator hiicreleri, bazi durumlarda yiiksek seviyelerde PD-LI
ekspresyonu gosterebilirler. Bu, lenfosit aktivitesini baskilayarak bagisiklik yanitini

diizenlemeye katkida bulunabilir.

¢ B hiicreleri: B hiicreleri, baz1 durumlarda PD-L1 ekspresyonu gdsterebilirler.
Ornegin, yiiksek PD-L1 ekspresyonu gdsteren B hiicreleri, lenfoma gibi kanserlerde kotii

prognoz ile iliskilendirilmistir.

Yukaridaki Ornekler, farklilasmis lenfositlerin alt tiplerine goére PD-L1
ekspresyonunun degisebilecegini gostermektedir. Ancak, bu durum her zaman ayni
olmayabilir ve PD-L1 ekspresyonu, lenfositlerin aktivasyon durumu, ¢evresel faktorler ve

hastalik durumuna gore degisebilir (1, 11, 18, 25, 157).

2.10.3. PD-L1 ekspresyonunu etkileyen 6nemli ¢evresel faktorler

Antijen yiikii, PD1 ve PD-L1 ekspresyonunu etkileyerek bagisiklik yanitinin
diizenlenmesine katkida bulunan diger 6nemli bir faktordiir. Antijen yiikii, bir organizmada
bulunan antijen miktarini ifade eder. Antijen yiikii yiiksek olan durumlarda, PD1 ve PD-LI
ekspresyonu genellikle artar (158, 159). Bu, lenfositlerin aktivasyonunun kontrol edilmesine
yardimci olabilir ve asir1 bagigiklik yanmitinin dnlenmesine katkida bulunabilir. Ornegin,
kanser hiicreleri yliksek bir antijen yiikiine sahip olabilirler ve PD-L1 ekspresyonu artarak,
bagisiklik yamitin1 baskilayarak tiimorlerin kagmasma yardimci olabilirler. Ancak,
immiinoterapi gibi tedaviler, PD1 ve PD-L1 yolagin1 hedef alarak, lenfosit aktivasyonunu
artirabilir ve tiimorlere kars1 bagisiklik yanitini tesvik edebilir (159). Benzer sekilde, viriis
enfeksiyonlar1 sirasinda, viriis yiikii yiliksek oldugunda, viriis enfekte hiicrelerde PD-L1
ekspresyonu artabilir ve virlise karsi bagisiklik yanitinin baskilanmasina yardimci olabilir
(158). Ancak, virlise karst immiin yanit1 artiran tedaviler, PD1 ve PD-L1 yolagini hedef

alarak, enfeksiyonla miicadele edebilir.

Metabolik durum, hiicrelerin enerji tiretimi ve tiikketimi ile ilgili faktorlerin timiinii

ifade eder. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, metabolik durumun PD1 ve PD-LI
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ekspresyonu iizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (160, 161).
Ozellikle, T hiicrelerinin PD1 ve PD-L1 ekspresyonu, metabolik durumlarina bagl olarak
degisebilir. T hiicreleri, aktivasyonlar1 sirasinda enerji gerektirirler ve bu enerjiyi anaerobik
veya aerobik yolla liretebilirler. Aerobik metabolizma, daha fazla enerji saglarken, anaerobik
metabolizma daha hizli bir sekilde enerji saglar. Aerobik metabolizma sirasinda, T
hiicrelerinde PD1 ve PD-L1 ekspresyonu genellikle azalirken, anaerobik metabolizma
sirasinda artar (161). Bu, aerobik metabolizmanin T hiicrelerinde bagisiklik yanitinin
artmasina, anaerobik metabolizmanin ise bagisiklik yanitinin baskilanmasina neden
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, metabolik durumun etkisi, T hiicreleri ve kanser
hiicreleri arasindaki etkilesimde de gozlemlenebilir. Kanser hiicreleri, daha az aerobik
metabolizma yoluyla enerji iiretirler ve bu nedenle T hiicrelerinin aerobik metabolizma
yolunu engelleyerek, PD1 ve PD-L1 ekspresyonunu artirarak bagisiklik yanitini
baskilayabilirler (161, 162). Sonug olarak, metabolik durumun PD1 ve PD-L1 ekspresyonu
tizerinde onemli bir etkisi oldugu diislinlilmektedir. Aerobik metabolizmanin T hiicre
aktivasyonunu artirarak, bagisiklik yanitini tesvik edebilecegi ve anaerobik metabolizmanin

ise bagisiklik yanitin1 baskilayabilecegi diisiintilmektedir.

T hiicrelerinin aktivasyonu ve PD1/PD-L1 yolagi arasindaki etkilesim, lenfoid
dokularm yapisal dzelliklerine de baghidir. Ornegin, lenfoid dokularn daha yogun bir sekilde
organize oldugu bir ortamda, PD1/PD-L1 yolag: daha etkin bir sekilde islev gorebilir (1,9,
163-164). Lenfoid dokular, belirli hiicrelerin bir araya gelerek bagisiklik sisteminin aktif
oldugu alanlardir. Bu alanlar, hiicreler arasindaki sinyallemeyi kolaylastirmak i¢in yapisal
olarak 6zellesmistir. Bu 6zellikler, PD-1/PD-L1 yolag: {izerindeki etkilerini de belirler. Bu,
lenfositlerin daha yogun bir sekilde var oldugu lenfoid dokularda, PD-L1/PD-1
sinyallemesinin daha etkili bir sekilde gerceklesebilecegi anlamina gelir. Bunun nedeni, daha
yogun lenfosit varligi, PD-1/PD-L1 sinyallemesinin hedeflerinin daha fazla var olmasidir.
Ornegin, lenfoid dokulardaki T hiicreleri, PD-L1 ekspresyonunu uyararak 6zgiil hedeflere
dogru yonlendirilir. Bu, lenfoid dokularin ozellesmis yapis1 sayesinde gerceklesir. T
hiicreleri, 6zellikle lenfoid dokulardaki T folikiiler yardimer hiicreler, PD-L1 ekspresyonunu
yiikselterek B hiicrelerinin antikorlarini iiretmelerine yardimci olurlar (163). Boylece,
lenfoid dokulardaki T hiicreleri, PD-1/PD-L1 yolag1 aracilifiyla B hiicre yanitim
diizenleyebilirler. Ancak, lenfoid dokularin yapisal 6zellikleri degistirildiginde, PD-1/PD-
L1 yolag iizerindeki etkileri de degisebilir. Ornegin, HIV enfeksiyonu lenfoid dokularin
yapisin1 bozabilir ve T hiicreleri arasindaki etkilesimi engelleyebilir (164, 166). Bu, PD-
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1/PD-L1 yolag: araciligiyla HIV enfeksiyonuna karsi immiin yanitin etkililigini azaltabilir.
Ayrica, diger bir ¢evresel faktor olan iskemi de PD-1/PD-L1 yolaginin lenfoid dokulardaki
etkinligini etkileyebilmektedir (164). Iskemi, dokularda oksijen ve besin maddeleri eksikligi
nedeniyle hasara neden olabilir. Bu nedenle, iskemi durumunda lenfoid dokularin
organizasyonu bozulabilir ve lenfosit sayisi azalabilir Bu durumda, PD-1/PD-L1

sinyallemesi daha az etkili olabilir ve immiin yanitin yetersiz olmasina neden olabilir.

Sonug olarak, lenfoid dokularin yapisal 6zellikleri, PD-1/PD-L1 yolagi ve immiin
yanit arasindaki etkilesimi belirleyebilir. Bu nedenle, lenfoid dokularin yapisal 6zelliklerinin
korunmasi ve gerektiginde yeniden yapilandirilmasi, etkili immiin yanitlarin gelistirilmesi

acisindan 6nemlidir.

Lenfoid dokularin yapisal 6zelliklerini bozarak PD1 ve PD-L1 ekspresyonunu
etkiledigini gosterilen iskemi (doku hasar1 nedeniyle dokuya yeterli oksijen ve besin maddesi
saglanamamasi) ayn1 zamanda tiim diger dokularda da PD1 ve PD-L1 ekspresyonu
lizerinden cesitli kosullar altinda immiin yanit1 etkileyebimektedir (164). iskemi, hiicrelerde
hipoksi (oksijen yetersizligi) ile sonuglanir ve hiicrelerin metabolik durumunu degistirir.

PDI1 ve PD-L1 ekspresyonu, bu degisikliklere yanit olarak artabilir veya azalabilir.

Iskemi, T hiicrelerinde PD1 ekspresyonunu artirabilir. Bunun nedeni, T hiicrelerinin
iskemiye maruz kalmasi durumunda, bu hiicrelerin aktif hale gelmesi ve PD1 ekspresyonunu
artirmasidir (167, 168). Ayrica, PD-L1 ekspresyonu da iskemi ile artabilir (168). iskemi
nedeniyle, hasarli dokudaki hiicrelerin PD-L1 ekspresyonu artabilir. Bu, hasarli dokunun T
hiicrelerinin saldirisindan kaginmasina yardimci olabilir. Bununla birlikte, baz1 ¢aligmalar
iskemi ile PD1 ve PD-L1 ekspresyonunun azaldigini gostermistir. Ornegin, iskeminin
etkilerine maruz kalan kanser hiicreleri, PD-L1 ekspresyonunu azaltabilirler (168). Bu,
kanser hiicrelerinin bagisiklik sistemine karst savunmasiz hale gelmesine ve

immiinoterapinin etkinliginin artmasina neden olabilir.

Sonugcta, iskeminin PD1 ve PD-L1 ekspresyonu lizerindeki etkisi, kosullara bagh
olarak degisebilir. Iskemi, T hiicrelerinde PD1 ve PD-L1 ekspresyonunu artirabilir veya
azaltabilir. Benzer sekilde, kanser hiicrelerinde de PD-L1 ekspresyonu, iskeminin etkileri

nedeniyle azalabilir veya artabilir.
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PD1/PD-L1 ekspresyonu, hipoksik kosullarda HIF 1-alfa (Hipoksi Indiiktif Faktor 1-
alfa) sinyal yolunun etkisi altinda olabilir. HIF1-alfa, hipoksik kosullar altinda hiicrelerde
oksijen duyarh bir transkripsiyon faktoriidiir (169, 170). HIF1-alfa'nin etkinligi, oksijen
seviyelerinin diisiikliigline bagli olarak artar. HIF1-alfa, hiicrelerde birgok genin
transkripsiyonunu artirarak, hipoksik kosullarda hiicrelerin metabolik durumunu degistirir
ve hiicrelerin hayatta kalmasini saglar. PD1/PD-L1 ekspresyonu, HIF1-alfa sinyal yolunun
etkisi altinda artabilir (170-172). Ornegin, bir calismada, CD8+ T hiicrelerinde PD1
ekspresyonunun, hipoksik kosullarda HIF1-alfa sinyal yolunun etkisi altinda arttigi
gosterilmistir (171). Ayrica, bir baska ¢alismada, melanom hiicrelerinde HIF1-alfa sinyal
yolunun aktive edilmesi, PD-L1 ekspresyonunu artirmistir (172). Bu nedenle, HIF1-alfa
sinyal yolunun PD1/PD-L1 ekspresyonu fiizerindeki etkisi, immiinoterapi stratejilerinin
gelistirilmesinde 6nemlidir. HIF1-alfa sinyal yolunun inhibe edilmesi, PD1/PD-L1

ekspresyonunun azaltilmasina ve immiinoterapinin etkinliginin artirilmasina neden olabilir.

Iskemi sartlarinda hiicrelerdeki oksijen seviyesi diistiigiinde, HIF1-alfa hiicrenin
sagkalimi icin gerekli olan biyokimyasal reaksiyonlarin gergeklesmesini saglayan
anjiogenez siirecini baslatir (170-172). Ayrica glukoz metabolizmasi ve hiicrenin hayatta

kalmasi ile ilgili genleri etkinlestirir (171).

Anjiogenez yeni kan damarlarinin olusumu siirecidir ve bir¢ok farkli faktor
tarafindan kontrol edilir. HIF1-alfa, bu faktorlerden biridir ve diisiik oksijen seviyelerinde,
HIF1-alfa, hiicrelerin oksijen ihtiyacini karsilamak icin yeni kan damarlar1 olusturulmasini
tetikleyen diger faktorlerin tiretimini artirir (170-172). PD-L1 ekspresyonu ve angiogenesis,
kanser hiicrelerinin bilyiimesi ve metastazi igin birbirleriyle etkilesim halindedirler. Ornegin,
PD-L1 ekspresyonu yiiksek olan kanser hiicreleri, immiin sistem tarafindan tespit edilmesini
onlerler ve boylece c¢ogalmalar1 igin gerekli olan besin ve oksijenin saglanmasini
kolaylastiran angiogenesis siirecini destekleyebilirler. Bu nedenle, PD-L1 ve angiogenesis,
kanser tedavisi icin birlikte hedeflenmesi gereken konulardir. Yapilan arastirmalar, bu

konuda yeni tedavi yontemleri gelistirilmesine yardimci olmaktadir.
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2.11. Saghkh bobrekte PD-1 aksi

Renal interstisyumdaki yerlesik dogal immiin hiicreler arasinda makrofajlar,
dendritik hiicreler ve mast hiicreleri bulunur (173-175). Kii¢iik immiin komplekslerin
intravendz enjeksiyonu ile karakterize fare modelinde, peritiibiiler kapillerlerin (PTK)
cevresinde lokalize olan makrofajlarin, FcyRIV gibi Fe reseptorleri (FcR'ler) yoluyla immiin
kompleksleri tanidig1 izlenirken, albliminin transendotelyal yol ile interstisyuma gegisini de
kontrol ettigi gosterilmistir (174). PD-1 veya ligandlar1 PD-L1 ve PD-L2'in saglikli
dokudaki bu tanimlanan makrofajlar {izerindeki ekspresyonu heniliz tam olarak

bilinmemektedir.

PD-L1 ve PD-L2, murin interstisyel dentritik hiicrelerde ve diisiik molekiiler agirlikl
antijenleri ve peptitleri yakalayan, bobrek drenajini yapan lenf i¢indeki dentritik hiicrelerde
saptanmistir (176). Ayrica, bobrek lenf nodlarindaki PD-L1+ dentritik hiicreler, drenaj
lenfindeki sitotoksik T hiicrelerinde eksprese edilen PD-1 ile baglanarak toleransi arttirirlar
(177). Mast hiicreleri in vivo olarak kan damarlarina, epitel dokularina ve noral bag
dokusuna lokalizedir (175). In vitro olarak, kemik iligi kaynakli mast hiicrelerinde PD-L1
ve PD-L2 ekspresyonu mevcuttur (178). Bu nedenle PD-1 immiinoterapileri, sagliklt
bobrekteki cesitli bagisiklik hiicreleri tizerindeki PD-1 ve ligandlarinin ekspresyonlarini ve

fonksiyonlarini degistirebilir.

Insanda renal proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu hem
in-vivo hem de in vitro olarak gosterilmistir. Renal allogreftleri olan hastalarin
biyopsilerinde, PD-L1 ve PD-L2 mRNA seviyelerinin artis gosterdigi saptanmistir. Ayrica
bu allogreftlerde tubulointerstisyel alanda infiltrasyon gosteren hiicrelerde ve tiibiil epitelyal

hiicrelerinde de PD-L1'in ekspresyonu izlenmistir.

Ayrica, CD4+ ve CD8+ T hiicreleri iizerindeki PD-1 ile tiibiil epitelleri tizerindeki
PD-L1’in baglanmasinin in vitro blokaji, alloreaktif T hiicre proliferasyonunu ve sitokin
tiretimini azaltir. Bu da PD-L1'in tiibiil epitel hiicreleri iizerinde koruyucu bir etkisi oldugunu

diistindiirtir (Sekil 12).

PD-L1, bobrek disi diger dokulardaki fibroblastlarda ve endotelyal hiicrelerde

eksprese edilmesine ragmen, bu molekiiliin bobrekteki bu hiicreler tizerindeki varligi heniiz
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degerlendirilmemistir (179). Podositler ve mezangiyal hiicrelerde MHC-II ekspresyonu
oldugu i¢in bu hiicrelerinde antijen sunan hiicreler gibi MHC molekiillerine ek olarak kontrol

noktas1 molekiillerini de eksprese edebilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 2.12).

2.12. Glomerulopati ve Tubulopatilerde PD-1 aks1

Glomeriilopatiler hem inflamatuar olmayan (nefrotik) hem de inflamatuar (nefritik)
olan glomeriiler hasarlanmalar ile karakterizedir (180). Hem nefrotik hem de nefritik
sendromlar, anti-PD1 tedavisi ile iligkilendirilmistir (181-189). Glomeriilopatilerin
patofizyolojisi ¢ok c¢esitlidir. Tanimlanan faktorler arasinda viral enfeksiyonlar
(Sitomegaloviriis, Epstein-Barr viriisii, hepatit C viriisii, herpes simpleks viriisii), otoimmiin
bozukluklar (sistemik lupus eritematozus, goodpasture sendromu, poliarteritis), belirli
ilaclar (antibiyotikler, ditiretikler, kemoterapotikler) genetik mutasyonlar (Apolipoprotein

L1) ve idiyopatik hastaliklar (minimal degisiklik hastalig1) vardir (190-192).

PD-1 immiinoterapisine sekonder gelisen glomeriilopatiler giin gectikce sayis1 artan
karmagik bir patolojidir. Proton pompasi inhibitdrii, sitotoksik T-lenfosit ile iliskili protein 4
(CTLA-4) antikoru veya nonsteroidal antiinflamatuar ilag (NSAID) kullanan hastalarda PD-
1 immiinoterapisine sekonder nefrotoksite daha ¢ok gelismektedir. Ozellikle bir aydan uzun
sire PD-1 immiinoterapisi alan hastalarda bu risk daha fazladir (193,194). PD-1
immiinoterapisi ile iliskili nefrotik sendromlar arasinda minimal degisiklik hastaligi (MCD)

ve fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS) yer alir.
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Sekil 2.12. Saglikli Jukstaglomeriiler apparatus, glomertil, renal tiibiil ve perinefrik lenf
digimii

(1) Glomertiler kapiller ag, afferent arteriyol tarafindan beslenir ve efferent arteriyol tarafindan bosaltilir. (2)
Makula densadaki 6zellesmis epitel hiicreleri distal tiibiildeki NaCl konsantrasyonlarini algilar. (3) Diisiik NaCl
konsantrasyonu makula densadaki hiicrelerden prostaglandin (PGE2) salgilamasina neden olur ve bu da
afferent arteriyollerde dilatasyona neden olur. (4) PGE2 afferent arteriyoliin ¢evresindeki jukstaglomeriiler
hiicrelerden pro-renin salinimini uyarir. (5) Pro-renin, endotelyal hiicre kallikreini tarafindan renine ayrilir ve
hem renin hem de anjiyotensin donistiiriicii enzim (ACE), renin anjiyotensin sistemindeki (RAS) anahtar
enzimlerdir. (6) Glomeriiler kapiller damar duvarlarindaki endotel, glomeriiler bazal membran ve podositin
ayaks1 uzantilari bir trilaminer yap: meydana getirerek makromolekiillerin plazmadan iiriner bosluga gecisini
diizenler. Bu yap1 hem boyut secici hem de yiik segici bir filtre saglar. Podositler ACE2 iiretebilmektedir. (7)
Ekstraglomeriiler ve intraglomeriiler hiicreler yapisal destek saglarlarken g¢ok g¢esitli sitokin ve ACE2
iretebilirler. (8) Gegirgen olmayan proteinler ve kan hiicreleri kapiller damarlarda kalir, ancak gecirgen
¢oziinen maddeler (6rnegin NaCl, glikoz), kii¢iik molekiiller ve birgok protein Bowman araligina geger. (9)
Proksimal tiibiil epitel hiicreleri, D3 vitamini iretir. Ayn1 zamanda hem PD-L1 hem de PDL2 eksprese ederler.
PD-L1, CDS8 T hiicresi toleransinda dnemlidir. (10) Fc reseptorlerini eksprese eden makrofajlar, peritiibiiler
kapillerleri gevreler ve molekiillerin renal interstisyuma trans-endotelyal olarak taginmasini diizenlerler. (11)
Intertisyel dendritik hiicreler PD-L1 ve PD-L2'yi eksprese ederler. (12) Mast hiicreleri saglikli interstisyumda
izlenir (13) Fibroblastlar eritropoietin (EPO) tretir. (14) Dendritik hiicreler, bobrek lenfindeki CD8+ T

hiicrelerine zararsiz peptitler sunarak PD1/PD-L1 aksi iizerinden tolerans: diizenlerler. (Curran et al)'>!
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PD-1 molekiillerinin HIV-1 (195), sitomegalovirlis (196) ve Epstein-Barr
viriistindeki (197) etkileri gosterilmistir. Bu nedenle PD-1 immiinoterapileri, altta yatan
tanimlanmis genlerin veya patojenlerin aktivitesini degistirerek nefrotik sendromlari
indiikleyebilmektedir. Nefritik sendromlar c¢ogunlukla otoantikorlarin olusumuna veya
diizensiz bir kompleman sistemine yanit olarak ortaya c¢ikar. Komplemanlar ve PD-1
molekiilleri arasinda parakrin  bir aktivite gelisebilecegi gosterilmistir  (198).
Tubulointerstisyel inflamasyon ve hasar, ilerleyici glomeriiler bozukluklarda yaygindir ve
interstisyel bobrek hastaligini tanimlayan 6zelliklerdir (190,191). Cok merkezli retrospektif
bir analizde, PD1/PD-L1 immiinoterapisinin yanisira proton pompast inhibitdrii veya bir
CTLA-4 inhibitori alan hastalarin %93'tinde tubulointerstisyel nefrit gelismistir (193). Anti-
PD-1 immiinoterapisinin neden oldugu glomeriilopatilerin ve tubulopatilerin tanisi i¢in

bobrek biyopsisi gereklidir.

Anti-PD-1 immiinoterapisine sekonder akut bobrek hasar1 gelisen hastalarin bobrek
biyopsilerinde akut interstisyel neftrit bulgularinin yani sira tiibiil epitel hiicrelerinde de
artmis PD-L1 ekspresyonu izlenmistir (199). Bu hastalarda izlenen tiibiiler PD-L1
ekspresyonu sadece akut tiibiiler nekrozu olan kontrol hastalar ile karsilastirildiginda,

bunlarda tiibiiler PD-L1 ekspresyonu ¢ok daha fazla olarak saptanmistir (199).

2.13. Fibrozis Gelisiminde PD-1/PD-L1 Aksinin Rolii

Fibroz, bagisiklik sistemi tarafindan ince bir sekilde diizenlenen patolojik bir yanittir
ve olusumu ve gelisimi, cesitli bagisiklik hiicrelerinin ve cesitli bagisiklik diizenleyici
faktorlerin katilimim igerir. PD-1/PD-L1 aksi, T hiicresi bagisikligini, fibroblast
aktivasyonunu ve epitelyal EMT'y1 diizenleyerek fibrotik siirece aracilik etmektedir. Genel
olarak, PD-1/PD-L1 aks1 esas olarak pro-fibrotiktir, ancak belirli mekanizmalar yoluyla

fibrozisin ilerlemesini de 6nleyebilmektedir (45, 134-137, 140-148).

PD-1/PD-L1 aksmin farkli faktorlerin neden oldugu pulmoner fibrozisin (144-146)
patogenezinde 6dnemli bir diizenleyici oldugu bildirilmistir (Sekil 2.13). PD-1/PD-L1 aksi1
ayrica karaciger fibrogenesisinde ve siroza bagl fibrozis gelisiminde de rol oynamaktadir.
Hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonunun neden oldugu karaciger fibrozisinde, karacigerde

PD-1 ve PD-Ll'in ekspresyonu onemli ol¢iide artis gosterir (45). PD1 ve PD-LI
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ekspresyonunun artist ile CTLA-4, T hiicresi immiinoglobulini ve miisin alani igeren
protein3 (“Mucin domain-containing protein3” TIM-3) ve lenfosit aktivasyon geni 3
(LAG3) gibi diger bagisiklik kontrol noktas1 molekiilleri de artis géstermektedir (200). Tiim
bu bagisiklik kontrol noktast molekiilleri hep birlikte karacigerde bir bagisiklik bastirici
mikro-ortamin olusumunu da tesvik ederler. Ayrica, PD-1 ve PD-L1 seviyeleri ile karaciger
fibrozisin siddeti arasinda pozitif bir korelasyon mevcuttur. Bu bulgular, PD-1/PD-L1
sinyalinin karaciger fibrozisinin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Ozellikle, PD-1/PD-L1 ekseni aracili immiinomodiilasyon, karaciger makrofajlari, DC ve T
hiicrelerinin  islevini yeniden programlayarak karaciger fibrozisinin gelisimini
diizenleyebilir (201).

Ancak fibrotik hastaliklarda PD-1/PD-L1 aksina ait klinik ve deneysel veriler halen
cok sinirlidir ve PD-1/PD-L1 aksinin fibrogenesis senaryolarindaki benzersiz rolii daha fazla

arastirilmalidir.

2.14. Renal Fibrozis ve PD-1/PD-L1 Aks1

Tubulointerstisyel nefrit (TIN), akut bobrek hasarinin baslica nedenlerinden biridir
ve sonunda renal fibrozise neden olarak kronik bobrek yetmezligi ile sonuglanir (190,191).
Cok yaygin olmamakla birlikte, ¢esitli kanserlerin tedavisi sirasinda kulanilan PD-1 veya
PD-L1 inhibitorlerinin TIN ve renal fibrozis gelisimini indiikledigi gosterilmistir (185-189,
192-194). Niiks mide kanserinin tedavisinde kullanilan Nivolumab tedavisi sonrasinda bir
hastada akut graniilomatdz TIN gelisimi bildirilmistir (Resim 2.1) (203). Bu vakada hem
graniilomatdz lezyondaki makrofajlarda hem de dejenere renal tiibiiler epitel hiicrelerinde
yiiksek oranda PD-L1 ekspresyonu izlenmistir. CTLA-4 ve PD-1 inhibitorleri ile tedavi
edilen metastatik malign melanomlu hastalarda da TIN gelisimi bildirilmistir (186,188). Bu
vakalarin histopatolojik degerledirmelerinde renal interstisyumda inflamatuar hiicre

infiltrasyonu, 6dem ve fibrozis saptanmistir.
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Sekil 2.13. PD-1/PD-L1 aksinin Idiopatik Pulmoner Fibrozis'deki (IPF) profibrotik rolii

(A) Th17 T hiicreleri tizerindeki PD-L1 yukar1 regiilasyonu, STAT3 aracili IL-17 ve TGF-p iiretimini artirarak
pulmoner fibrozisi indiikler; (B) Akciger fibroblastlari iizerindeki PD-L1’in yukari regiilasyonu, p53, FAK,
Smad3 ve B—katenin sinyal yollar1 araciligryla pulmoner fibrozisi indiikler. Ote yandan, akciger fibroblastlari
tizerindeki PD-L1 ekspresyonu, p53 yolunu inhibe ederek ve FAK yolunu aktive ederek, sonugta IPF'yi
tetiklemek igin miyofibroblastlarin asir1 ¢ogalmasina yol agarak, miyofibroblastlarin makrofajlar yoluyla
apoptoz direncine ve fagositozu kagirmasina neden olabilir. Bir yandan, akciger fibroblastlar1 {izerindeki PD-
L1 yukari regiilasyonu, p53 yolunu inhibe ederek ve FAK yolunu aktive ederek miyofibroblastlarin apoptozise
direng gostermesine ve makrofajlarin fagositozundan kagmasma neden olabilir. Sonu¢ olarak IPF'yi
tetikleyecek olan myofibroblastlarin asir1 sekilde ¢ogalmasina yol acar. Ayrica, PD—L1, Smad3 ve p—katenin
sinyal yollar1 araciligtyla akciger fibroblastlarinin miyofibroblastlara transforme (FMT) olmasini saglayarak
pulmoner fibrozis gelismesini destekler; (C) Akciger fibroblastlar iizerindeki PD-L1’in yukari regiilasyonu,
otofajiyi inhibe ederek miyofibroblast proliferasyonunu ve ECM birikimini indiikleyebilir ve sonunda
pulmoner fibrozisi indiikler; (D) Akciger fibroblastlar1 {izerindeki PD-L1’in yukari regiilasyonu, adaptif
bagisiklig1 inhibe ederek pulmoner fibrozisi tesvik eder. JUN, fibroblastlarda ve hareketsiz makrofajlarda PD-
L1 ve CD47'nin ekspresyon seviyelerini artirir. Sonug olarak, bu hiicreler tiikenmis T hiicrelerine ve hareketsiz
makrofajlara evrilir. Bu baglamda, miyofibroblastlar, bagisiklik temizliginden kagabilir ve makrofajin neden
oldugu fagositoza direnebilirler. Ek olarak JUN, IL-6'y1 kromatin seviyesinde dogrudan da diizenleyerek,
baglica T hiicresi titkenmesi ve aktiflestirilmis Treg'lerin yukar1 regiilasyonu gibi inhibitdr adaptif bagisiklik

tepkilerine yol agar. (Jiang et al)??
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Interstisyel infiltrat iginde PD-1 negatif ve PD-L1 pozitif olan ¢ok sayida CD3+ T
hiicreleri ve CD163+ makrofajlart izlenmistir (186). Bu, T hiicrelerinin ve makrofajlarin,
PD-1/PD-L1 sinyal dengesizliginin neden oldugu renal fibrozisde énemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bunlara ek olarak, metastatik renal hiicreli karsinomun atezolizumab ile
tedavisi sonrasinda hem CD4+ hem de CD8+ T hiicreleri TIN patogenezinde anahtar

oyuncular olarak tabloya hakim olmuslardir (204).

Tiim bu klinik veriler, PD-1/PD-L1 aksinin TIN ve renal fibrozis gelisimi ile iliskili
oldugunu gostermektedir. Renal tiibiiler epitel hiicreleri (TEH), baz1 kosullar altinda yapisal
olarak MHC-II molekiillerini ve fizyolojik olarak PD-L1'i zayif bir sekilde eksprese edebilen
bobrekteki 6zel bir APC tipidir (205, 206). IFN-y gibi proinflamatuar faktorler tarafindan
uyarildiginda, TEH'de PD-L1'in ekspresyonu doza bagimh sekilde artis gostermektedir.
Ayrica, [FN-y ile aktive olan TEH ve T hiicresi ortak ortaminda PD-1/PD-L1 sinyalini bloke
etmek, TEH'in Th1 ve Th2 sitokin tiretimi izerindeki inhibe edici etkisini azaltabilmektedir
(205). Ilging bir sekilde, ¢ok onemli bir profibrotik faktér olan TGF-B, TEH'de PD-L1
ekspresyonunu azaltirken, CD8+ T hiicrelerini aktive etme yeteneklerini arttirmaktadir (98).
Tiim bu veriler, TGF-f'nin TEH ve T hiicreleri arasindaki etkilesimi diizenleyerek TIN
olusumunu destekleyebilecegini ve ardindanda renal fibrozisi indiikleyebilecegini

diistindiirmektedir.

Mekanik olarak, PD-1/PD-L1 aksinin bazi yonlerden TIN ve renal fibrozise aracilik
ettigi varsayilmaktadir. Birincisi, bagisiklik kontrol noktasi inhibitérlerinin kullanimi
sirasinda Ozellikle T hiicreleri asir1 sekilde aktive olur ve bunun sonucu inflamatuar yanit
baglar. Bu nedenle, PD-1 veya PD-L1 inhibitorleri tarafindan indiiklenen TIN ve hatta renal
fibrozis, aslinda bir otoimmiin yaniti temsil edebilir. Ikincisi, renal tiibiiler epitel
hiicrelerinde PD-L1'in fizyolojik ekspresyonu, renal interstisyumda immiin toleransin
korunmas: i¢in dnemlidir. PD-1 veya PD-L1 inhibitorlerinin uygulanmasi sonucu renal
interstisyel immiin homeostaz bozulur, bu da T hiicresinin asir1 aktivasyonuna ve
nihayetinde TIN'e yol agar (45). Renal tiibiiler epitel hiicreleri ile T lenfositleri arasindaki
etkilesimde TEH, T hiicresi aktivasyonunu baglatmak icin antijenler sunabilirken, diger
yandan yiizeyindeki PD-L1'1 T hiicresindeki PD-1 reseptoriine baglayarak T hiicresi
aktivasyonunu inhibe edebilir. Ugiinciisii, PD-1 veya PD-L1 inhibitorleri tarafindan
indiiklenen TIN'de, bazi hastalarin immiin kontrol noktasi inhibitorii tedavisi almadan 6nce

proton pompasi inhibitdrleri ve non-steroidal anti-inflamatuar ilaclar gibi nefrotoksisiteye
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sahip bazi ilaglara da maruz kaldiklarin1 belirtmekte fayda vardir (45). Bu durum, PD-1 veya
PD-L1 inhibitorlerinin, dinlenme durumunda ilaca 6zgii efektor T hiicresi klonlarini yeniden
etkinlestirmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonug olarak, PD-1/PD-L1 aks1 renal fibrozis

patogenezinde 6nemli bir role sahiptir.

Resim 2.1. Tubulointerstisyel nefrit ve graniilomatdz vaskiilit

(A) Tubulointerstisyumda yaygin inflamasyon izlenmektedir. (B) Glomeriiler intakttir. (C) Eozinofil (ok bas1)
iceren mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu ve hafif tiibiilitis (ok) (D, E) Arterde non-nekrotizan
graniilomatdz vaskiilit varligi (F) Graniilomatdz arterit ile uyumlu intima, media (ok basi) ve adventisyada

inflamatuar hiicre infiltrasyonu. (Tominaga et al)>%

2.15. Transplantasyon ve PD1/PDL1 Aks1

PD1'in PD-L1 ile etkilesiminin, T-hiicre proliferasyonunu ve T hiicrelerinin hayatta
kalmasini azalttig1 ve otoimmiin hastaliklarin ve transplantasyonun deneysel modellerinde
inhibitdr fonksiyonlar uyguladigi diislinilmektedir. Periferik dokulardaki ekspresyonlar
nedeniyle, PD-1:PD-L1/PD-L2 aksi allogreftlerde kendi kendine toleransin korunmasi, doku
inflamasyonunun diizenlenmesi ve immiin yanitlarin modiilasyonu i¢in 6zel bir role sahiptir.
Alloantijenin T hiicre tanimasi, greft yetmezliginin efektor mekanizmalarina bagka birkag
faktor de katkida bulunabilmesine ragmen, sonugta greft reddine yol agan merkezi ve birincil
olaydir (6, 9, 10, 24-27). T hiicreleri, tam aktivasyon i¢in iki farkli sinyal gerektirir. Tlki,
TCR'min APC'ler iizerindeki MHC art1 peptit kompleksi ile birlesmesi ile saglanir ve bu,
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yamtin Ag 6zgiilliigiinii belirler. Ikinci pozitif birlikte uyarici sinyal, APC'ler iizerindeki
spesifik ligandlar1 ile bir veya daha fazla T hiicresi yiizey reseptoriiniin baglanmasiyla
saglanir. En 1yi karakterize edilmis ve belki de en oOnemli birlikte uyarici yol,
CD28/CTLA4:B7-1/B7-2 yoludur (6, 10, 27). T hiicrelerinde yapisal olarak eksprese edilen
CD28'in APC'lerde eksprese edilen B7-1 ve B7-2 ile etkilesimi, sitokin iiretimi, klonal
genisleme ve anerjinin 6nlenmesi ve T hiicresinin hayatta kalmasi dahil olmak iizere tam T
hiicresi aktivasyonu ile sonuglanan ikinci bir pozitif sinyal saglar (27). CD28'in B7-1 veya
B7-2 ile ligasyonu, bir IgG H zinciri kuyruguna kaynagmis CTLA4'lin hiicre dis1 alanini

iceren bir rekombinant fiizyon proteini olan CTLA4Ig tarafindan bloke edilir.

Calismalar, CD28-B7 blokajimnin akut allogreft reddini 6nledigini ve ¢esitli deneysel
hayvan modellerinde dondre 6zel toleransi gelismesini sagladigini gostermistir (24-26).
Preklinik c¢aligmalar, primat renal ve adacik transplantasyon modellerinde CTLA4 Ig
tarafindan B7 blokajinin etkinligini gostermektedir (24-27). Renal transplant alicilarinda
CTLA4Ig'min mutant bir formu olan Belatacept (LEA29Y) ile yakin zamanda yapilan bir
klinik calisma, akut rejeksiyonu 6nlemenin bir yolu olarak siklosporin kadar etkili oldugunu
ve glomeriiler filtrasyon hizim1  koruyabilecegini ve CAN"1 azaltabilecegini
diistindiirmektedir (20). Sub-maksimal TCR veya pozitif birlikte uyaric1 sinyal blokaj
baglaminda, PD1 sinyallemesinin allogreft reddini engelleyebilecegi ve in vivo T ve B
hiicresine bagli patolojik bagisiklik tepkilerini modiile edebilecegi yakin zamanda
gosterilmistir  (25-27). Bir adacik transplantasyon modelinde PDL-1.Ig'nin, adacik
allogreftlerinin uzun siireli sagkalimini indiiklemek icin anti-CD154 mAb ile sinerji

olusturdugu saptanmistir (24).

Konak antijenleri tarafindan aktive edilen “carboxyfluorescein succinimidyl ester”
(CFSE) etiketli dondr hiicrelerin kaderinin incelenebildigi bir fare graft versus host hastaligi
(GVHD) modeli kullanilarak, PD-L1 ve PD-L2’nin T hiicre alloaktivasyonunda oynadig:
degisken roller incelenmistir. CD28 aracili kostimiilasyon varligindan bagimsiz olarak, bir
mAb ile PD-L1 blokajinin, CD4+ veya CD8+ T hiicrelerinin proliferasyonunu etkilemedigi
izlenmistir. Ancak ayni sekilde PD-L2’nin bloke edilmesi sonucunda alloreaktif CD8+ T
hiicrelerinin proliferasyonunda ¢ok fazla bir artis oldugu saptanmistir. Bununla birlikte
alloreaktif CD4+ T hiicrelerinin proliferasyonu bu hayvanlarda énemli 6lgiide farklilik
gostermemistir (211). Ayrica ayni ¢alisma, PD-L2 blokajinin CD8+ T-hiicresi proliferasyonu

tizerindeki etkisinin, 6zellikle CD4+ T hiicrelerinin veya CD28-aracili kostimiilasyonun
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yoklugunda belirgin oldugunu gostermislerdir. Ozet olarak, bu bulgular, PD-1/PD-L1 ve PD-
1/PD-L2 yolaklarinin, alloimmiin T hiicre yanitlarinin diizenlenmesinde farkli islevlere
sahip oldugunu ve PD-L2min CD8+ T-hiicre proliferasyonunun baskin diizenleyicisi
oldugunu gostermektedir. Baska bir ¢alisma ise farkli ortamlarda Treg'ler i¢cin PD-1/PD-L1
aksinin 6nemini arastirmistir. Monoklonal anti-PD-L.1 mAb kullanarak in-vitro sekilde PD-
L1 bloke edildiginde, Treg'lerin CD4+ CD25 T hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki

diizenleyici etkisinin inhibe oldugu izlenmistir (212).

PD-L1 ekspresyonunun greft icindeki koruyucu etkileri birgok ¢aligmada
vurgulanmigtir. Kardiyak transplantasyonun murin MHC smif 1 ve II uyusmazlik
modellerinde, wild tip ve PD-L17" greft alicilar1 arasinda greft sagkalimi acisindan higbir
fark gézlenmemistir. Ancak PD-L17- donérlerinden alman greftler, ¢ok hizli sekilde
rejeksiyon gerceklestirirken, PD-L27" dondrlerden alinan graftlerde bu izlenmemistir (207).
Bu nedenle, intragreft PD-L1 ekspresyonu, MHC sinif I ve II antijenlerine karsi alloimmiin
yanitlart diizenliyor gibi goriinmektedir ve greft icindeki negatif yardimci uyarici
molekiillerin uyarilmasi, donér dokusunu yikici alloimmiin yanitlardan korumak i¢in etkili
bir yaklagimi temsil edebilir. PD-L1-immiinoglobulin geninin aktarildigi F344 farelerinden

kardiyak greftler alan Lewis farelerinde de benzer fayda gozlenmistir (213).

Ayrica baska bir fare kalp nakil modelinde “inducible costimulator” (ICOS)-B7H
yolunun bir anti-ICOS antikoru ile bloke edilmesi ile, alloantijene 6zgii PD-1 ekprese eden
CD8+ regiilator T hiicrelerinin tiretildigi gosterilmistir (214). Bu regiilator T hiicreleri, aym
allo-spesifitiye sahip allogreft alicilarina transfer edildiginde, CD8+ T hiicrelerinin
yoklugunda greft sagkalimini 6nemli dl¢lide uzattig1 izlenmistir. Bu durum bu regiilatér T-
hiicrelerinin CD4+ alloreaktif T hiicrelerini inhibe etme yeteneklerini gostermistir. PD-1'in
mAbD ile bloke edilmesi, PD-1'in aslinda diizenleyici 6zellikler icin fonksiyonel molekiil

oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Anti-PDL1 mAb uygulamasiyla sonuglanan PDL1 blokaj1 sonras1 kardiyak allogreft
rejeksiyonunun ve Ozellikle kronik kardiyak rejeksiyonun olmazsa olmazi olan allogreft
vaskiilopasinin hizlandig1 da gosterilmistir (207-209). Bununla birlikte Koga ve arkadaslar
(210) daha 6nce anti-PDLI1 ile tedavi edilen kalp allogreft alicilarinda greft arter hastaliginin

siddetinde artis oldugunu ancak arter hastalifinin gelisiminde hizlanma olmadigini
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bildirmislerdir. Bu farkli sonuglarin olasi nedeni, her iki ¢alismada kullanilan anti-PDL1

antikorlarinin dozlariin farkliliklari ile agiklamaya ¢alismigslardir.

“Fully mismatch” bir kalp allogreft modelinde, erken ve gecikmis PD-L1 blokajinin
(ancak PD-L2 blokajmin degil) CTLA4-immiinoglobulin aracili periferik toleransi ortadan
kaldirdig1 gosterilmistir. Bununla birlikte bu bulgularin aksine, PD-L1/PD-L2 blokaj1, kemik
iligi transferini takiben karisik allojenik kimerizm tarafindan indiiklenen merkezi toleransi
ortadan kaldirmamistir. PD-L17- donérlerden alinan greftler, CTLA4-immiinoglobulin ile
tedavi edilen alicilara nakledilmis. Wild tip hayvanlardan alinan greftler ile
karsilastirildiginda PD-L17~ donérlerden alinan greftlerde ¢ok ciddi kronik vaskiilopati
gelisimi saptanmustir (215). Benzer sekilde, Wang ve arkadaglar1 (216) tamamen uyumsuz
(fully mismatch) bir kardiyak transplantasyon modelinde dondre spesifik antijen (DSA) veya
CTLA4-immiinoglobulin ile kombinasyon halinde anti-CD154 mAb ile pozitif
kostimiilasyonun blokajinin, intakt bir PD-1/PD-L1 aksmin yoklugunda, toleransin
indiiklenmesinde etkisiz oldugunu gostermistir. PD-1 ekspresyonu olmayan alloreaktif T
hiicrelerinin artmis proliferasyon ve sitokin iiretimine sahip oldugu ve PD-1 eksikligi olan

CD4+ hiicrelerde anerji indiiksiyonunun miimkiin olmadig1 saptanmaistir.

Tiim bu veriler esliginde diisiintildiiglinde PDL1’in kardiyak allogreftlerde CD4 T-
hiicre aracili alloimmiin tepkileri diizenlemede 6nemli bir rol oynadig: diisliniilmektedir.
Profesyonel APC'ler {izerine yapilan aragtirmalar, apoptotik hiicreler tarafindan
indiiklenebilen tolerojenik DC'lerin, konak¢1 ve graft toleransinin indiiklenmesi iizerinde
anlamli bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle olgunlasmanmis DC'ler, Th17

hiicrelerinin potansiyel indiiksiyonu yoluyla doku sagkalimini uzatma yetenegine sahiptir.

Liu ve arkadaslar1 (217), olgunlasmamis DC'leri PD-L1 ile kaplamak i¢in bir PD-L1-
Ig fiizyon proteini kullanmiglardir. Bu DC'ler, T-hiicre proliferasyonunu uyarmak i¢in 6nemli
Olciide azaltilmis bir yetenege sahip olup, Th2 sitokinlerini arttirirken, Thl sitokin
salgilanmasim azaltmislardir. In vivo olarak, bu DC'ler ayrica greftin hayatta kalmasin

uzatma ve Treg'leri indiikleme yetenegine de sahiptirler.

Geng ve arkadaslar1 (218) mikofenolik asidin dendritik hiicrelerde in vitro olarak PD-
L1 ve PD-L2 ekspresyonunu arttirdigin1 bildirmistir. Bu etkinin ek olarak dendritik

hiicrelerde es zamanl olarak goézlenen bozulmus allostimiilator kapasiteye de katkida
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bulunabilecegi one siiriilmiistiir. Bununla birlikte, ayn1 zamanda MHC ve hatta CD80/CD86

ekspresyonlari1 da azalma gdstermektedir.

PD-L1 sadece PD-1 ile degil, ayn1 zamanda pozitif kostimiilator olan CD28/B7
yolunun bir bileseni olan B7-1 (CD80) ile de etkilesime girmektedir (218). Bu etkilesim, T
hiicresi inhibisyonuna, T hiicresi proliferasyonunun azalmasina, aktivasyon ylizey
belirte¢lerinin azalmasina ve sitokin iiretiminin azalmasina aracilik eder. Bu molekiillerin iyi
karakterize edilmis reseptorlerine sahip olmayan farelerde B7-1-kapli veya PD-L1-kaplh
boncuklarin kullanimi, inhibe edici sinyalin ¢ift yonlii oldugunu goéstermistir (219). Bu
bulgular, PD-L1 iligkili bagisikligin diizenlenmesinin ¢ok karmasik ve/veya hiyerarsik bir
fonksiyana sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu saptanan karmagsik iliskinin

transplantasyondaki rolii arastirilmaktadir.

PD-L1'in T-hiicre biyolojisindeki kritik roliine ve solid organ transplantasyonunda
PD-L1'in islevi hakkindaki artan bilgiye ragmen, bobrek transplantasyonundaki rolii net
olarak bilinmemektedir. Bazi1 g¢alismalar PD1/PD-L1 etkilesiminin greft toleransinin
korunmasi i¢in gerekli oldugunu gosterse de akut rejeksiyon (AR) ile renal allograftlarda
PD-1/PD-L1 etkilesimi immiin hiicreler iizerinde farkli etkiler gosterebilecegi
diisiiniilmektedir. Vaskiiler endotelyal hiicreler immiin hiicreler ile hedef greft arasindaki ilk
arayiiz oldugundan, peritiibiiler kapillerlerde (PTK) endotel hiicreleri ve immiin hiicreler
tizerindeki PD-1/PD-L1 etkilesiminin durumunu anlamak ozellikle akut antikor aracili

rejeksiyonlarda (“antibody-mediated rejection” ABMR) 6nemlidir.

AR’lar, bobrek fonksiyonlarinda ilerleyici bir diisiisle birlikte kronik allogreft
hasaria yatkinlik olusturduklarindan dolay1 uzun vadeli allogreft sagkalimi i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Interstisyel fibrozis ve tiibiiler atrofi (IFTA) ile sonuglanan kronik allograft

nefropatisinin ¢ok farkli hasar sebebleri arasinda en basi akut rejeksiyonlar almaktadir.

Renal proksimal TEH’ler epitel hiicreleri tiibiilointerstisyel hasara neden olan
alloreaktif CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin ana hedefidir. Lokal inflamasyon, dondr
TEH'lerinde MHC siif I ve simif 11 ekspresyonunu indiikleyerek, alici T hiicreleri tarafindan
allojenik MHC'nin taninmasina olanak tanir (220). Ko-stimiilator ve ko-inhibitor
molekiillerin TEH'ler tizerindeki ekspresyon profili sinirlidir (221). TEH'ler, ko-stimiilator

molekiillerden olan B7.1 ve B7.2’yi tipik olarak eksprese etmese de ko-stimiilatér bir
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molekiil olan CD40" eksprese ederler (98, 221-223). PD-L1, TEH'ler {izerindeki en belirgin
ko-inhibitor molekiildiir (98). Bobrek nakilli farelerin rejeksiyonlarinda PD-L1in tiibiillerde
giiclii bir sekilde eksprese edildigi bildirilmistir. Fare TEH Kkiiltiirleri inflamatuar sitokinler
ile muamele edildiginde TEH ’lerinde PD-L1 ekspresyonlarinin arttigi gézlenmistir (205,
224). Ayrica, TEH'lerinde izlenen yiiksek PD-L1 ekspresyonu, antijene 6zgii CD4+ ve CD8+
T hiicre yanitlarin1 bozmaktadir (205, 221).

Starke ve arkadaslar1 (225), insan renal TEH'lerinde eksprese edilen ko-inhibitor
molekiil PD-L1'in insan alloreaktif T-hiicre yanitlarini baskiladigini ve akut bobrek allogreft
reddi ile iligkili oldugunu gostermislerdir. Daha 6nceki ¢aligmalar, CD4+ T hiicrelerinin,
IFN-y ile dnceden muamele edilmis allojenik TEH'lerine yanit vermedigini géstermistir. Bu
kismen kostimiilasyon eksikliginden, 06zellikle de TEH'lerinde B7.1 molekiillerinin
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (222, 226). Bununla birlikte, Starke ve arkadaslarinin
(225) calismasi, PD-1/PD-L1 ko-inhibitoér yolunun varliginin, alloreaktif T hiicrelerinin
renal TEH'lere yanit vermemesinde ¢ok dnemli bir rolii oldugunu ortaya koymustur. Cilinkii
TEH'leri tlizerindeki PD-L1 inhibisyonu, CD4+ ve CD8+ T-hiicre yanitlarimi giiclii bir
sekilde artirmistir. Artig gdsteren bir alloreaktif CD8+ T-hiicre yanit1, yalnizca IFN-y tiretimi
acisindan Olgiilebilirken, ayn1 CD8+ T hiicreleri, Jurkat hiicrelerine giiclii sitotoksik bir T-
lenfosit (STL) aktivitesi gostermis olmalarina ragmen, allojeneik renal TEH'lerini destriikte
edememislerdir. Bu sonuglar, insan TEH'lerinin in vitro olarak alloreaktif STL'lerin
saldirisina  karst  oldukg¢a direngli  oldugunu gdstermektedir. Giicli B7/CD28
kostimiilasyonunun olmamasi da dahil olmak tizere, TEH'ler iizerindeki sinirli kostimiilator

molekiil ekspresyonu, bu fenomeni en azindan kismen agiklayabilmektedir.

Bu sonuglar IFN-B ve IFN-y'nin TEH'leri lizerinde in vitro olarak PD-L1 ve PD-L2
ekspresyonunun yukari regiilasyonunda kritik bir role sahip oldugunu gostermektedir. Obata
ve arkadaglar1 (227), akut ve kronik renal allogreft rejeksiyon biyopsilerinde IFN-y mRNA
ekspresyonunun giiclii bir sekilde arttigini gostermistir. Lokal inflamasyon sirasinda, dogal
bagisikligin bir tepkisi olarak iiretilen IFN-B’nin ve infiltre olan alloreaktif T hiicrelerinden
salgilanan IFN-y'nin herikisi de renal tiibiilointerstisyel dokulardaki PD-L1 ve PD-L2
ekspresyonunun in vivo olarak artisindan sorumlu olmasi miimkiindiir. Bu varsayim,
inflamasyonun yoklugunda saglikli bobreklerde PD-1 ekspresyonunun olmamas: ile

tutarlidir (228). Akut rejeksiyon olan renal allogreft biyopsilerinde izlenen PD-1
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ekspresyonu, iltihabi hiicre infiltrasyonu olan bdbreklerdeki aktiflestirilmis T hiicrelerinin
varligmi gostermektedir. Onemli noktalardan biri olarak, tubulointerstisyel rejeksiyonlarda
siddetli tiibiilitis olan biyopsilerde daha diisiik PD-L1 ekspresyonu izlenirken, vaskiiler
rejeksiyonlarda bunun tam tersi gozlenmistir. Bu farklilik, akut vaskiiler rejeksiyon sirasinda
tubulointerstisyumun  eksprese ettigi kismen korunmus olan PD-L1 sayesinde
korunabilecegi fikrini diisindiirmektedir. Oysaki PD-L1 ekspresyonu gostermeyenn
vaskiiler endotel i¢cin durum bdyle degildir. Daha 6ceki ¢alismalarda bu sonuglari dogrular
nitelikte olup, diffiiz proliferatif lupus nefriti, IgA nefropatisi ve tubulointerstisyel nefrit gibi
cok farkli diger immiin aracili renal hastaliklarda da tiibiillerde yiliksek seviyede PD-L1
ekspresyonu bildirilmistir (224, 228). Tiim bu veriler birlikte diistiniildiigiinde, PD-1/PD-L1
aksinin immiin aracili insan bobrek hastaliklarinda ve 6zellikle akut tiibiilointerstisyel
rejeksiyonlarda 6nemli olarak yer aldig1 izlenmektedir. PDL1 6zellikle renal allogreftlerde,
periferik transplantasyon toleransi ve kronik allogreft rejeksiyonundan korunmak igin

gereklidir.

Sonu¢ olarak, farkli hiicre tiplerinde PD-L1 ekspresyonunun roliinii ve tam
mekanizmalarini anlamak, transplant sagkalimini uzatmaya yardimci olabilir ve potansiyel
olarak transplantasyondan once dokuya yonelik belirli tedavilerin gelistirilmesine yol
acabilir. Bu alanda yapilacak olan calismalar, reddi dnlemek i¢in immiinosiipresif ilag
tedavisini azaltarak, alicilarda ek enfeksiyon riskini azaltarak ve aymi anda transplant

sagkalimini uzatarak bir¢ok hastanin yasamini iyilestirebilecektir.

2.16. Fetal In-Utero PD1/PDL1 AKks1

PDL1'in ayrica fetomaternal toleransta énemli bir rol oynadigr da bilinmektedir.
Hamilelik ve cenin gelisimi, bagisiklik sistemine bir meydan okuma gibidir. Clinkii
gelismekte olan fetiis genetik olarak anneden farkli olmasina ve bu nedenle bagisiklik
sistemi tarafindan taninabilir ve reddedilebilir olmasina ragmen, ¢ogu durumda gebeligin
terme devam etmesine izin vermek icin fetiisiin rejeksiyonu onlenir. PD-1/PD-L1 yolu bu
siirecte hayati bir rol oynar ve PD-L1 ekspresyonu gebeligin ilerlemesi sirasinda artar.
Hayvan caligmalarinda PD-L1'in bloke olmasi sonucu gebe hayvanlarda daha yliksek

oranlarda prematiire dogumlar ve daha fazla gelisme gerilikleri izlenmistir (229).
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Ozellikle anne kaninin fetal doku ile dogrudan temas ettigi fetal-maternal arayiizii
temsil eden plasentada, sinsityotrofoblast ve sitotrofoblastlar yiiksek seviyelerde PD-L1
eksprese ederler. Hamilelik sirasindaki bu ekspresyondaki artis, PD-L1 ekspresyonundaki

artistan anne kaniyla temasin sorumlu oldugu hipotezini desteklemektedir (229, 230).

CD71+ eritroid hiicrelerin (CEC'ler) immiin yanit diizenlenmesinde yer aldigi
bulunmustur (231). Hamilelik sirasinda, CEC'ler periferik kanda ve plasentada zenginlesir
ve feto-maternal toleransin diizenlenmesinde yer alir. Gebelige baglh bu CEC'lerde, miyeloid
hiicrelere kiyasla yiiksek PD-L1 seviyeleri gozlenmektedir. Bu CEC'lerin, fetlise yonelik
agresif bir allojenik yanit1 6nlemek i¢in PD-L1 sinyali yoluyla T hiicre yanitlarini baskiladig:
bildirilmistir. Bunun aksine, “syngeneic” (immiinolojik olarak 6zdes) gebelikle ilgili olarak

CEC'lerde PD-L1 tespit edilememistir (232).

Treg'lerin hamileligin siirdiiriilmesi ile ilgisi Habicht ve arkadaslari tarafindan
bildirilmistir (233). Treg'lerin daha 6nce organ toleransi ile ilgili oldugu ve hem PD-1 hem
de PD-L1'1 yiiksek seviyelerde eksprese ettigi gosterilmistir. Hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda goriildigii gibi bunlarin gebelik sirasinda sayilari artar ve dogum sonrasi azalir.
Treg sayisi yetersizse, paternal antijene 6zgii Thl hiicrelerinin oranlarinin yiikseldigi,
gelismekte olan yavruyu hedef aldig1 ve gebelik kaybina katkida bulundugu bulunmustur
(234).

Fare modelleri, fetiisiin genetik olarak anne ile 6zdes oldugu “syngeneic”
gebeliklerde, bu koruma mekanizmalarinin higbirinin olmadigini, hatta PD-L1’in azalmasi
durumunda bile hamileligin etkilenmedigini gdstermistir. Bu da allojenik gebeliklerde

immiinojenik toleranstaki rollerini vurgulamaktadir (235).

Homeostatik kosullar altinda, bir organizmanin allojenik dokuyu nasil tolere

edebildigini anlamak transplant tibb1 ve aragtirmalarini ilerletmek i¢in faydali olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Genel Hasta Bilgisi

Akut antikor aracili rejeksiyonu (“antibody-mediated rejection” ABMR) olan toplam
110 hasta ¢aligmaya dahil edilmistir. Tiim hastalarin demografik bilgileri ve klinik takip
bilgileri hasta dosyalarindan ve transplant veri bankasindan alinmistir. Caligmaya dahil
edilen 110 hastanin toplam olarak 492 renal igne kor biyopsisi incelenmistir. Tan1 konan 110
biyopsi endikasyon biyopsisi olup, artmis kreatinin, yeni baslayan proteiniiri veya greft
disfonksiyonu nedeni ile yapilmistir. Renal allogreft biyopsileri her hastadan en az 3 kor
alinacak sekilde yapilmistir. Renal allogreft igne biyopsi korlar1 %10’luk tamponlanmis
formalin i¢inde fikse edildikten sonra, parafine gdmiilmiis ve 3 mikron kalinliginda olacak
sekilde ¢ok sayida seviyeli kesit alinmistir. Kesitlere sirasiyla Hematoksilen Eozin (H&E),
Periodic Acid Schiff (PAS), Masson's Trichrome (MT), PAS-Methenamine Silver ve Kongo
Red histokimyalar1 rutin olarak boyanmistir. Tiim renal allogreft biyopsileri yeniden
degerlendirilerek en son yayinlanan Banff siniflamasina gore siniflandirilmistir (236).
Merkezimizde klinik olarak siliphelenilen tiim akut rejeksiyon (AR) epizotlar1 allogreft

biyopsisi ile dogrulanmaktadir.

Hastalarin demografik ve klinik bilgileri Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilmistir. Tablo
3.1’de de goriilecegi lizere hastalarin 74t (%67,3) erkek iken, geri kalan1 kadindir. Alic1 ve
donoér yas ortalamasi sirasiyla 36,3+1,4 ve 45,6+1,4’tiir. Renal greftler 87 hastada (%79,1)
akrabalik bagi olan canli dondrlerden ve 23 hastada (%20,9) kadavradan elde edilmistir.
Hastalarin primer hastaliklar1 detayli olarak Tablo 3.1°de izlenmektedir. Tiim hastalar

ortalama olarak 63+4 ay takip edilmistir.

Transplantasyon sonrasi uygulan immiinosiipresif tedavi, kortikosteroid, kalsinrin
inhibitorleri (siklosporin veya takrolimus) ve mikofenolat mofetil veya mikofenolat asit ile
karakterize ti¢li bir immiinosupresif protokole dayanmaktadir. Akut T hiicresi aracili
rejeksiyon (“T-cell mediated Rejection” TCMR) tanis1 alan hastalar, iic ila dort pulse
metilprednizolon ile tedavi edilmistir. Akut aktif ABMR ataklar1 olan hastalar ise

plazmaferez (gilinlik veya alternatif giin x DSA titresine gore 4-6 giin), intravendz
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immiinoglobulin (plazmaferez tedavisinin sonunda 2g/kg veya her plazmaferez tedavisinden

sonra 100 mg/kg) ve kortikosteroidler ile tedavi edilmistir (237).

Tablo 3.1. Hastalarin demografik ve klinik verilerinin dagilimi

n %
Alci Cinsiyet Kadin 36 32,7
Erkek 74 67,3
Donor Cinsiyet Kadin 72 65,5
Erkek 38 34,5
Donor Tipi Canh-akraba 87 79,1
Kadavra 23 20,9
Ilac Takrolimus 59 53,7
Siklosporin 36 32,7
Rapamisin 15 13,6
Primer Hastahk Glomeriilonefrit 41 37,3
Polikistik bobrek 9 8,2

FMF 7 6,3
VUR 12 10,9

Alport 6 5,5

TiN 4 3,6
Bilinmiyor 31 28,2

Oliim Var 11 10
Yok 99 90
Oliim Nedenleri Sepsis 4 36,4
Myokard infarktiisi 3 27,3
Pnomoni 2 18,1

Intrakranial kanama 1 9,1

Akciger karsinomu 1 91

FMF: “Familial Mediterranean fever” Ailevi akdeniz atesi
VUR: Veziko iiretral refli
TIN: Tiibiilointerstisyel nefrit
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Tablo 3.2. Hastalarin demografik ve klinik verilerinin ortalama degerleri

Ortalama + SE Minimum Maksimum
Alici Yas 36,3 + 1,46 17 58
Donor Yas 45,6 + 1,44 21 63
Takip 63 £4 ay 8 ay 142 ay
Oliim 76,4 + 12,7 ay 12 ay 128 ay
ABMR Gelisimi 12,3 £1,75 ay 1 ay 38 ay

Hastalar rejeksiyonun tiiriine gore iki gruba ayrilmistir;

e Grup 1, sadece aktif ABMR tanis1 olan hastalar1 igermektedir.

¢ Grup 2, aktif ABMR ve akut TCMR bulgularini birlikte iceren miks rejeksiyonlu
hastalar1 igermektedir.
Ek olarak, aktif ABMR'si olan alicilar rejeksiyonun tani kondugu zamana gore iki

gruba ayrilmistir;

e Erken ABMR (eABMR), transplantasyondan sonra erken donemde (<30 giin)
aktif ABMR tanis1 alan hastalar1 igermektedir.

e Ge¢ ABMR (gABMR) transplantasyondan sonra ge¢ donemde (>30 giin) aktif
ABMR tanisi alan hastalar1 igermektedir.
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Resim 3.1. (A) PTKitis ve Glomertilitis; ABMR ile karakterize olarak glomeriilde (beyaz
ok) ve PTK’lerde (siyah ok) siddetli mikrovaskiiler inflamasyon (H&E X100), (B) PTKitis,
PTK liimeninde (ok) siddetli derecede inflamasyon (PAS x400), (C) Immiinofloresan
incelemede glomertil kapillerlerinde ve PTK’lerde diffiiz C4d ekspresyonu (x40), (D)
PTK’lerde sirkiiler (ok) C4d ekspresyonu (x400), (E) PTK’lerde diffiiz sirkiiler ve kuvvetli
C4d ekspresyonu. Dilate goriinimde PTK’lerin limenlerinde orta-siddetli derecelerde

inflamasyon dikkati gekmektedir (x200).

3.2. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Inceleme

Arastirmaya dahil edilen 110 hastanin tani sirasinda ve takipleri boyunca yapilan
toplam 492 adet renal allogreft biyopsisi histopatolojik olarak degerlendirilerek Banff (236)
sistemine gore peritlibliler kapiller (PTK), glomeriiler ve interstisyel iltihabi hiicre
infiltrasyonu yeniden skorlandi (Resim 3.1). Tiim immiinohistokimya (IHK) boyamalar1 tan1
sirasinda yapilan 110 adet allogreft biyopsisine yapilmistir. Geriye kalan 382 takip
biyopsisinde ise histopatolojik olarak difiiz (>%50) interstisyel fibrozis (IF) gelisimi

aragtirtlmistir. Her iki parametrede var veya yok olarak degerlendirilmistir.

IHK incelemesi i¢in tiim hastalarin tant konan biyopsilerinin (n:110) parafin
bloklarindan 3 mikron kalinliginda kesitler elde edilmistir. Renal biyopsi kesitlerinin hepsi

elektrostatik yiiklii lamlara (ISOTERM, pozitif yiiklii) alinip, 60°C’de etiivde deparafinize
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edilmistir. Tiim boyamalar tam otomatik IHK boyama cihazi (Dako, OMNIS, Agilent, CA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. IHK boya isleminde 3, 3’ diaminabenzidin tetrahidroklorit

(DAB) kromojeni i¢eren hazir kit (EnVision FLEX Visualization Systems for Autostainer,
Dako, Agilent, CA) kullanilmistir.

3.2.1. Renal inflamasyonun immiinohistokimyasal olarak incelenmesi

PTK'lerde, glomeriillerde ve interstisyumda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun
varligi ve yogunlugu sirasiyla CD68 ve CD3 antikorlar1 (Agilent, Dako, CA) ile
gosterilmistir (Resim 3, 4). Ayrica, PTK'lerde, glomeriillerde ve interstisyumda CD4+ T-
hiicreler, CD8+ T-hiicreler ve HLA-DR pozitif inflamatuar hiicreler bu hiicrelere spesifik
antikorlar ile (Agilent, Dako, CA) degerlendirilmistir (Resim 3.2, 3.3). Ayrica tim
interstisyel infiltrasyon gosteren lokositlerde TNF-a, IFN-y, TGF-B, CD80 ve CD86

ekspresyonlarinin varlig1 incelenmistir (Agilent, Dako, CA).

Interstisyumda infiltrasyon gosteren tiim immiin hiicrelerin yukaridaki antikorlar ile
boyanmasi ti¢lii bir 6l¢ek kullanilarak yari kantitatif olarak derecelendirilmistir (Resim 3);

e Grade 1: boyanma gosteren hiicreler tiim infiltrasyonun %10’undan az

e Grade 2: boyanma gosteren hiicreler tiim infiltrasyonun %10-30’u

¢ Grade 3: boyanma gosteren hiicreler tiim infiltrasyonun %30’undan fazla
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Resim 3.2. Interstisyel ve glomeriiler immiin hiicrelerin dagilimi, (A) interstisyel (siyah ok)
ve glomeriiler (beyaz ok) CD3+ T-lenfositler, (B interstisyel (siyah ok) ve glomeriiler (beyaz
ok) CD68+ makrofajlar, (C) interstisyel CD4+ T-lenfosit (ok) infiltrasyonu, (D) interstisyel
CD8+ T-lenfosit (ok) infiltrasyonu, (x100).

Glomertiler infiltrasyon gosteren tiim 16kositlerin immiin boyanmasi sonucu pozitif
olarak elde edilen tiim hiicreler toplam glomeriil sayisina boliinerek ortalama sayi elde
edilmigtir. Ortalama degerler asagida verildigi gibi {i¢ grub altinda degerlendirmeye

alinmistir (Resim 3.3);
e G1: Tiim glomertillerdeki ortalama hiicre sayis1 1’den diisiik

e G2: Tiim glomeriillerdeki ortalama hiicre sayis1 1 ile 2 aras1

¢ G3: Tiim glomertillerdeki ortalama hiicre sayis1 2’den yiiksek
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Resim 3.3. (A) Glomeriilde CD68+ makrofaj (ok) infiltrasyonu (x400), (B) glomeriilde
CD3+ T-lenfosit (ok) infiltrasyonu (x400).

PTK infiltrasyon gdsteren lokositlerin immiin boyama degerlendirmesi asagidaki
skala kullanilarak yapilmistir (Resim 3.1);

e PTK1: PTK iginde infiltrasyon gosteren pozitif hiicre sayis1 1-4 arasi

e PTK2: PTK i¢inde infiltrasyon gdsteren pozitif hiicre sayis1 5-10 arasi

e PTK3: PTK i¢inde infiltrasyon gdsteren pozitif hiicre sayis1 10’dan fazla

Ek olarak, interstisyumda infiltrasyon gosteren Iokositlerin ylizeyinde PDI1
(GenomeMe) ve PD-L1 (Agilent, Dako, 22C3, CA) ekspresyonunun birlikteligi aranmis
(Resim 3.4) ve her iki antikoru da eksprese eden vakalar pozitif birliktelik olarak kabul
edilmistir;

e iPD1/PD-L1 (-) : interstisyel 16kositlerde hem PD1 hem de PD-L1 negatiftir

e iPD1/PD-L1 (+) : Interstisyel 16kositlerde hem PD1 hem de PD-L1 pozitiftir.

3.2.2. Peritiibiiler kapillerlerin (PTK) immiinohistokimyasal incelemesi

Merkezimizde renal allogreft biyopsilerinin incelenmesi sirasinda rutin olarak tiim
biyopsilere C4d (Medaysis®) ve HLA-DR (Agilent, Dako, CA) ile immiinohistokimyasal
olarak immiin boyama uygulanmaktadir. Calismaya dahil edilen hastalarin hepsinde tam
verilen biyopside PTK’lerde C4d antikoru pozitiftir (Resim 3.5). Pozitiflik derecesine gore

biyopsiler C4d agisindan ii¢ grupta incelenmistir;
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e C4d-1: <%10 PTK boyama,;
e C4d-2: %10-50 PTK boyama;
e C4d-3: >%50 PTK boyama.

Resim 3.4. (A) Interstisyel infiltrasyon gosteren inflamatuar hiicrelerde (ok) PD-
lekspresyonu (x200), (B) Interstisyel infiltrasyon gdsteren inflamatuar hiicrelerde (ok) PD-
L1 ekspresyonu (x200).
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Resim 3.5. (A) PTK’lerde diffiiz kuvvetli sirkiiler C4d ekspresyonu (ok) (x200), (B)
Sirkiiler C4d ekspresyonu gosteren PTK’in liimeninde belirgin inflamasyon (ok) (x400).

PTK’lerin endoteli normal sartlarda kuvvetli olarak HLA-DR ekspresyonu
gostermektedir (Resim 3.6). Bununla birlikte, HLA-DR ekspresyon kaybi endotel hasarina
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ve PTK yikimina isaret etmektedir (238). Bu nedenle PTK boyanma yiizdelerine gére PTK
destriiksiyonu da (D) iiglii bir 6lgek kullanilarak yar1 kantitatif olarak derecelendirildi;

e PTK-D0: HLA-DR ile PTK’lerde >%50 boyama.

e PTK-D1: HLA-DR ile PTK’lerde %10-50 boyama;

e PTK-D2: HLA-DR ile PTK’lerde <%10 boyama;

Ek olarak, PTK’leri doseyen endotel hiicrelerinin yilizeyinde PD1 (GenomeMe) ve
PD-L1 (Agilent, Dako, 22C3, CA) ekspresyonunun birlikteligi aranmis (Resim 3.7) ve her
iki antikoru da eksprese eden vakalar pozitif birliktelik olarak kabul edilmistir;

e ePD1/PD-L1 (-) : PTK endotel hiicrelerinde hem PD1 hem de PD-L1 negatiftir

e ¢ePD1/PD-L1 (+) : PTK endotel hiicrelerinde hem PD1 hem de PD-L1 pozitiftir.

eda

Resim 3.6. Bobrekte HLA-DR ekspresyonu. Normal bobrekte glomeriil (beyaz ok) ve
PTK’lerin endoteli kuvvetli ve sirkiiler olarak HLA-DR ile pozitif boyanir (x200).
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Resim 3.7. Endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu; (A) PTK endotel
hiicresinde (siyah ok) ve interstisyel immiin hiicrede (beyaz ok) PD-L1ekspresyonu (x400),
(B) PTK endotel hiicresinde (siyah ok) ve interstisyel immiin hiicrede (beyaz ok) PD-
lekspresyonu (x400).

3.2.3. Tiibiillerin immiinohistokimyasal incelemesi

Tibiillerde HLA-DR (Agilent, Dako, CA), “Tumor Necrosis Factor alpha” (TNF-a)
(Abcam, UK), “Interferon gama” (IFN-y) (Abcam, UK), “Transforming Growth Factor
Beta” (TGF-B) (Agilent, Dako, CA), CD80 (Rabbit, polyclonal, 1/100, Abcam, UK), CD86
(Rabbit, monoclonal, 1/100, Abcam, UK), PD1 (GenomeMe) ve PD-L1 (Agilent, Dako,
22C3, CA) ekspresyonlarinin varligi incelenmistir (Resim 3.8, 3.9). Tiibiiler PD1 ve PD-L1
ekspresyonlari var veya yok olarak degerlendirilirken (Resim 3.8), tiibiiller HLA-DR, TNF-
a, IFN-y ve TGF-p, ekspresyonlar1 asagidaki gibi degerlendirilmistir (Resim 3.9);

3.2.3.1. Tiibiiler HLA-DR ekspresyonunun degerlendirmesi

e TDRO: Tiibiillerde HLA-DR ekspresyonu yok
e TDRI1: Sadece proksimal tiibiillerde HLA-DR ekspresyonu var.
e TDR2: Tiim tiibiillerde HLA-DR ekspresyonu var
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3.2.3.2. Tiibiiler TNF- a ekspresyonunun degerlendirmesi

e TTNFO: Tiibiillerde TNF- a ekspresyonu yok
e TTNF1: Sadece proksimal tiibiillerde TNF- o ekspresyonu var.

e TTNF2: Tiim tiibiillerde TNF- o ekspresyonu var

Resim 3.9. (A) Tiibiiler TGF-f ekspresyonu, (B) Tiibiiler TNF-a ekspresyonu, (C)Tiibiiler
IFN-y ekspresyonu, (D) Tiibiiler CD86 ekspresyonu
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3.2.3.3. Tiibiiler IFN-y ekspresyonunun degerlendirmesi

e TIFNO: Tiibiillerde IFN-y ekspresyonu yok
e TIFN1: Sadece proksimal tiibiillerde IFN-y ekspresyonu var
e TIFN2: Tim tiibiillerde IFN-y ekspresyonu var

3.2.3.4. Tiibiiler TGF-p ekspresyonunun degerlendirmesi

e TTGFO: Tiibiillerde TGF-B ekspresyonu yok

e TTGF1: Sadece proksimal tiibiillerde TGF-f ekspresyonu var

e TTGF2: Tim tiibiillerde TGF-P ekspresyonu var

CD80+, CD86+ tiibiillerin say1s1 sayildi ve sonuglar pozitif tiibiillerin yiizdesi olarak
ifade edildi ve semikantitatif olarak asagidaki gibi grublandz;

3.2.3.5. Tiibiiler CD80 ve CD86 ekspresyonunun degerlendirmesi

e Grade 0: Pozitif boyanma yok
¢ Grade 1: Boyanma gosteren tiibiiller <%10

e Grade 2: Boyanma gosteren tiibiiller >%10

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin hepsi Windows i¢in gelistirilen SPSS yazilimi (IBM® SPSS®
Statistics 25.0) kullanilarak yapilmistir. Nicel degiskenler i¢in veriler ortalama + standart
hata (SE) olarak verilmistir. Siirekli degiskenler i¢in ¢eyrekler arasi aralik (IQR), kategorik
degiskenler icin yiizde degerler verilmistir. Tek degiskenli analizde gruplarin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U  testi  kullamilmistir.  Kategorik  verilerin
karsilastirilmasinda ise Fisher'in kesinlik testi ve ki-kare testi kullanilmistir. Korelasyon
analizi i¢in Spearman rank korelasyonu kullanilmistir. Greft kaybina kadar gecen siireyi

analiz etmek i¢in Kaplan-Meier yontemi ve log-rank testi uygulanmistir. Fonksiyonel
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allogreft ile 6len hastalar sansiirlenmistir. P degeri 0.05'ten kiigiik olan sonuglar istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

3.4. Arastirma Kurulu Onay1 ve Etik

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: KA22/402) ve Baskent Universitesi Arastrma Fonunca
desteklenmistir. Ayrica calisma, 1964 Helsinki Bildirgesi ve sonraki degisikliklerine uygun
olarak tasarlanmistir. Raporlanan arastirma ve klinik faaliyetler, “Organ Ticareti ve Organ
Nakli Turizmi Istanbul Deklarasyonunda” belirtilen Istanbul Bildirgesi Ilkeleri ile
uyumludur (239).
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4. SONUCLAR

Tiim hastalarda ortalama olarak 12,3+1,75 ay icinde ABMR meydana gelmistir.
Sadece 41 (%37,3) hastada erken donemde (<30giin) ABMR (eABMR) gelismistir. Geriye
kalan 69 (%62,7) hastada ise ABMR otuz giinden sonra gelismistir. Tiim hastalarin
biyopsilerinin yeniden degerlendirilmesinde 68 (%61,8) hastada saf ABMR tanisi
dogrulanirken geriye kalan 42 (% 38,2) hastaya ise TCMR ve ABMR’in birlikte eslik ettigi
miks rejeksiyon tanist verilmistir. Saf ABMR tanis1 olan hastalar grup 1 olarak miks

rejeksiyonu olan hastalar ise Grup 2 olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.1°de tiim hastalarin gruplara gore endotelyal ve inflamatuar PD-1/PD-L1
ekspresyonunun dagilimi izlenmektedir. Grup 1 ile karsilagtirildiginda, Grup 2 hastalarda
endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu insidansi daha yiiksek olarak
bulunmustur (p<0.01). Benzer sekilde erken donem rejeksiyon tanisi alan hastalar geg
donem tan1 alan hastalara oranla daha fazla oranlarda endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-

1/PD-L1 ekspresyonu gostermistir (p<0.001).

Endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonunun insidansi, artan PTK,
glomeriiler ve interstisyel 16kosit infiltrasyon dereceleriyle artis gostermektedir. (Sekil 4.2,
4.3). Benzer sekilde, endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-L1/PD-1 ekspresyon orani, PTK,
glomertiler ve interstisyel makrofaj infiltrasyonunun artan dereceleri ile artis gostermektedir
(Sekil 4.4, 4.5). Ek olarak, endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-L1/PD-1 ekspresyon orani,
artan PTK, glomeriiler ve interstisyel CD8+ ve CD4+ lenfosit infiltrasyonu dereceleriyle
artis gostermektedir (Sekil 4.6-4.9). Ayrica endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1
ekspresyonu, PTK, glomertiler ve interstisyel HLA-DR pozitif hiicre infiltrasyonu ile de
paralel bir artis gdstermektedir (Sekil 4.10, 4.11).
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10 l
0
Group 1 Group 2 eABMR gABMR
N ePD1/PDL1 yok 76,1 23,9 16,7 83,3
ePD1/PDL1 var 39,5 60,5 68,2 31,8
N iPD1/PDL1 yok 72,6 27,4 21 79
iPD1/PDL1 var 47,9 52,1 58,3 41,7

H ePD1/PDL1 yok ePD1/PDL1var miPD1/PDL1 yok iPD1/PDL1 var

Sekil 4.1. Grup 2 ve Erken ABMR (eABMR) grubundaki hastalar Grup 1 ve ge¢ ABMR
(gABMR) grubundaki hastalara gére daha yiiksek oranlarda endotelyal ve inflamatuar PD-
1/PD-L1 ekspresyonu gdstermektedir.

Endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, tiibiiler HLA-DR
ekspresyonu ve PTK C4d ekspresyonu ile pozitif bir iliski gostermektedir (Sekil 4.12, 4.13).
Artan endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu ile tiibiiler HLA-DR
ekspresyonu (p<0.001) ve C4d ekspresyonunun da (P=0.003) arttig1 dikkati celmistir.
Bununla birlikte PTK HLA-DR ekspresyonu, endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1
ekspresyon oranlar1 ile negatif bir iliski gostermektedir (p<0,001). HLA-DR
ekspresyonunun PTK’lerde kaybi bize endotel hasarini gosterdigi i¢in bu durun PTK
destriiksiyon olarak kabul edilmistir. Bu bulgu artan endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-
L1/PD1 ekspresyonu ile paralel sekilde PTK destriikksiyonunun da (PTK-D) arttigini
gostermektedir (Sekil 4.12, 4.13).

Interstisyumda infiltrasyon gosteren TGF-B, TNF-a, IFN-y ve CD86 pozitif
l6kositlerin sayisi arttik¢a ve tiibiiler TGF-f, TNF-a, IFN-y ve CD80 ekspresyonlar arttik¢a
endotelyal ve inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonlarinin da arttig1 dikkati ¢ekmistir
(Sekil 4.13-4.17). Tiibiiler HLA-DR, TGF-B, TNF-0, IFN-y ve CDS80 ekspresyonlar
birbirleri ile ¢ok anlamli sekilde korelasyon gostermektedir (Tablo 4.1).
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* PTK * Glomerdil * [nterstisyum
120
| | |
[ | [ \ ( \
100
80
x
20
0 - .
PTK-L1 | PTK-L2 | PTK-13 | G-11 | G2 | G3 | i1 i-13
mPD1/PDLlvar | 21,9 | 32,5 | 63,2 | 13,2 | 545 | 79,2 | 232 | 40 79,2
mePD1/PDL1yok| 78,1 | 67,5 | 368 | 868 | 455 | 20,8 | 768 | 60 20,8

Sekil 4.2. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel
16kosit infiltrasyonunun artisi ile paraleldir. (*p<0,001)

** PTC * Glomerulus ** Interstitium
120
| | I
[ \ [ \ \
100
80
R g
40
20
0
PTC-11 | PTC-L2 | PTC-I3 | G-11 | G-12 | G-I3 I-L1 -2 I-L3
mPD1/PDL1yes| 28,1 35 29,2 | 22,6 | 54,5 75 321 | 433 | 70,8
mPD1/PDL1 no| 71,9 65 70,8 | 77,4 | 455 25 67,9 | 56,7 | 29,2

Sekil 4.3. Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel
16kosit infiltrasyonunun artisi ile paraleldir. (*p<0,001, **p=0,001)

Ayrica interstisyel 16kositlerde izlenen HLA-DR, TGF-f, TNF-a, IFN-y ve CD86
ekspresyonu ile tiibiiler HLA-DR, TGF-B, TNF-a, IFN-y ve CD80 ekspresyonu arasinda da
cok anlamli sekilde pozitif iligki bulunmustur (Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. Tibiiler protein ekspresyonlarinin birbirleri ile korelasyonu

TUBUL
HLA-DR |TNF-a |TGF-p |[IFN-y |CD80 |PD-L1
Tiibiil-HLA-DR r=0,284 | r=0,421 | r=0,314 | r=0,389 | r=0,270
P=0,003 | P<0.001 | P=0,001 | P<0.001 | P=0,004
Tiibiil-TNF-a r=0,871 | r=0,825 | r=0,882 | r=0,745
P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-TGF-p r=0,852 | r=0,865 | r=0,807
P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-TFN-y r=0,704 | r=0,736
P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-CD80 r=0,673
P<0.001

Tablo 4.2. Tibiiler ve interstisyel protein ekspresyonlarinin korelasyonu

INTERSTISYUM
HLA-DR TNF-a TGF-p IFN-y CD86
Tiibiil-HLA-DR | r=0,448 r=0,433 | r=0,381 |r=0,408 | r=0,429
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-TNF-a r=0,488 r=0,543 | r=0,487 |r=0,655 | r=0,725
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil- TGF-p r=0,658 r=0,720 | r=0,691 |r=0,827 | r=0,841
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-IFN-y r=0,534 r=0,613 | r=0,572 |r=0,736 | r=0,719
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-CD80 r=0,449 r=0,498 | r=0,479 |r=0,585 | r=0,737
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001
Tiibiil-PD-L1 r=0,597 r=0,649 r=0,551 r=0,708 r=0,618
P<0.001 P<0.001 | P<0.001 | P<0.001 | P<0.001

Hicbir hastada tiibiiler PD-1 boyanmasi boyanmasi saptanamamistir. Bununla
birlikte bazi hastalarimizda tiibiiler PD-L1 boyanmasi saptanmistir. Tibiiler PD-L1
ekspresyonu hem endotelyal (r=0,340, p<0.001) hem de inflamatuar (r=0,247, P=0,009)
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hiicre PD-D1/PD-L1 ekspresyonlar: ile kuvvetli pozitif iliski gostermistir. Ayrica tiibiiler
PD-L1 ekspresyon varlig ile tiibiiler ve interstisyel 16kosit HLA-DR, TGF-f3, TNF-a, IFN-
v, CD80 ve CD86 ekspresyonu arasinda da kuvvetli pozitif iligki saptanmistir (Tablo 4.1,
4.2).

Hastalarin ortalama 6344 ay takibi sirasinda toplam olarak 31 (28,2) hastada
ortalama 15,6+1,7 ay i¢inde diffiiz (>%50) intertisyel fibrozis (IF) gelisimi saptanmistir.
Miks rejeksiyonu olan Grub 2 (%42,9) hastalar Grub 1 (%19,1) ile karsilastirildiginda bu
hastalarda daha fazla oranlarda IF gelistigi dikkati ¢cekmistir (P=0.007). Ayrica her iki grub
arasinda IF gelisme zamani agisindan da istatiksel olarak ¢ok anlamli fark vardir (P<0.001).
Grub 2 hastalarda IF gelisimi ortalama olarak §,8+0,9 ay i¢inde meydana gelirken IF Grub
1 hastalarda 23,9+1,8 ay icinde gelismistir. Erken ve ge¢c donem ABMR gelisimi birbiri ile
karsilastirildiginda IF gelisimi agsinda istatiksel olarak farklilik gdstermedigi izlenmistir.
Bununla birlikte her iki grub IF gelismin ortalama zamani agisindan degerlendirildiginde
istatiksel olarak ¢ok anlamli fark oldugu saptanmistir (P=0,001). Ertken ABMR grubundaki
hastalar ortalama 9,7+1,5 ay i¢inde IF gelisimi gosterirken, geg ABMR grubundaki hastalar
ise 20,3+2,2ay icinde IF gelisimi gdstermislerdir (P=0,001).

Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu pozitif ve negatif olan hastalarda IF
gelisimi sirastyla %52,3 ve %12,1 olarak saptanmistir (p<<0.001). Bu iki grub arasinda IF
gelisim zamani agisindan da istatiksel olarak farklilik izlenmistir. Endotelyal hiicre PD-
1/PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarda IF gelisimi ortalama olarak 12+1,4ay i¢inde
meydana gelirken, endotelyal PD-1/PD-L1 ekspresyonu negatif olan hastalarda ise IF
gelisimi ortalama 25,143, 1ay iginde saptanmistir (P<0.001). Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1
ekspresyonu pozitif ve negatif olan hastalarda IF gelisimi sirasiyla %47,9 ve %12,9 olarak
saptanmugstir (P<0.001). Ayrica her iki grub arasinda IF gelisim zamani1 agisindan da istatiksel
olarak farklilik izlenmistir (P=0,013). Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu pozitif
olan hastalarda IF gelisimi ortalama olarak 13+1,5 ay i¢inde meydana gelirken inflamatuar
hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu negatif olan hastalarda IF gelisimi ise 22,3+3,9 ay icinde
saptanmistir (P=0,013). Interstisyumda infiltrasyon gosteren HLA-DR, TGF-B, TNF-a, IFN-
vy ve CD86 pozitif 16kositlerin sayisi arttik¢a ve tiibiiler HLA-DR, TGF-, TNF-a, IFN-y
CD80 ve PD-L1 ekspresyonlari arttik¢a IF riskinin arttig1 dikkati ¢ekmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Tiibiiler ve interstisyel protein ekspresyonlarimin IFTA gelisimi ile korelasyonu

IFTA varh@

Tiibil-HLA-DR

r=0,345, P<0.001

Tiibiil-TNF-a r=0,316, P=0.001
Tiibiil-TGF-p r=0,391, P<0.001
Tiibiul-IFN-y r=0,297, P=0.002
Tiibiil-CD80 r=0,304, P=0.001
Tiibiil-PD-L1 r=0,316, P=0.001

Interstisyum- HLA-DR

r=0,448, P<0.001

Interstisyum- TNF-a

r=0,451, P<0.001

Interstisyum- TGF-f

r=0,332, P<0.001

Interstisyum- IFN-y

r=0,403, P<0.001

Interstisyum- CD86

r=0,412, P<0.001

Interstisyum-PD-L1

r=0,597, P<0.001

Takip sirasinda toplam 11(%10) hasta ortalama 76,4+12,7 ay icinde Olmiistiir.
Hastalarin 6liim nedenleri Tablo 3.1°de ayrintili olarak verilmistir. Hasta oldiigiinde graft
kayb1 yok ise bu durum graft survival testlerinde sansiirlenmistir. Hastalarin sadece 54’iinde
(%49) 26,6+3,4ay icinde greft kayb1 izlenmistir. Geriye kalan 56 hasta (%51) ortalama
98+2,6 ay siiresince fonksiyonel greft gostermistir. Grub 2 (14,3+2 ay) hastalar Grub 1
(28,14£3,4 ay) hastalara oranla ¢ok daha erken donemde greft kayb1 gostermistir (P=0,002).
Benzer sekilde erken donemde ABMR (16,142,2 ay) tanis1 alan vakalar ge¢ donemde ABMR
tanis1 (2643,4 ay) alan gruba gore daha erken greft kayb1 gostermistir (P=0,037). Ek olarak
endotelyal (16,7+1,7 ay) ve inflamatuar (18+1,8 ay) hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu pozitif
olan hastalarin greft kayb1 endotelyal (27,2+4,5 ay) ve inflamatuar (29,3+4,7) hiicre PD-
1/PD-L1 ekspresyonu negatif olan hastalarin greft kaybindan daha erken olarak bulunmustur

(endotelyal hiicre grubu i¢in P=0,04, inflamatuar hiicre grubu i¢in P=0,048).

Genel 5- ve 10 yillik greft sagkalimi Grub 1 hastalarda sirasiyla %60,3 ve %57,4 iken
Grub 2 hastalarda sirasiyla %45,2 ve %40,5’dur (P=0,023), (Sekil 4.18). Ek olarak, 5- ve 10
yillik greft sagkalimi endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarda
%31,8 ve %27,3 iken endotelyal ekspresyonu negatif olan hastalarda %69 ve %66,7’dir
(P<0.001) (Sekil 4.19). Benzer sekilde 5- ve 10 yillik greft sagkalimi inflamatuar hiicre PD-
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1/PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarda %35,4 ve %31,3 iken inflamatuar hiicre
ekspresyonu negatif olan hastalarda %69,4 ve %66,1°dir (P<0.001) (Sekil 4.20).

* pTK * Glomeriil *Interstisyum
120
A | |
( \ [ | [ |
100
80
60
xR
40
20
0 . : '
PTK-M1 | PTK-M2 | PTK-M3 | G-M1 G-M2 G-M3 I-mM1 1-M2 I-m3
(mePD1/PDL1var| 189 | 57,7 | 613 | 93 60 | 808 | 17,3 | 548 | 75
|mePD1/PDL1yok| 81,1 | 423 | 387 | 907 | 40 | 192 | 827 | 452 | 25

Sekil 4.4. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel
makrofaj infiltrasyonunun artis1 ile paraleldir. (*p<0,001)

** pTK * Glomeriil * interstisyum
120
A | |
[ | [ | [ |
100
80
60
X
40
20
0 . . :
PTK-M1 | PTK-M2 | PTK-M3| G-M1 | 6-M2 | Gm3 | imM1 | im2 | i-m3
WiPD1/PDLlvar| 283 | 50 | 645 | 185 | 60 | 769 | 269 | 548 | 688
miPD1/PDL1yok| 71,7 | 50 | 355 | 8.5 | 40 | 231 | 731 | 452 | 313

Sekil 4.5. Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel
makrofaj infiltrasyonunun artisi ile paraleldir. (*p<0,001, **p=0,001)
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* PTK * Glomeriil * interstisyum
120
| | ( | ‘
100 [ | ( |
80
60
X
40
20
0 PTK PTK PTK
) g’ " | G-CD8-1 | G-CD8-2 | G-CD8-3 | i-cD8-1 | i-cD8-2 | i-cD8-3
cD8-1 | CD8-2 | CD8-3
mePD1/PDL1var | 21,3 46,7 60,6 10,5 66,7 78,3 17,3 53,1 69,2
m ePD1/PDL1yok| 78,7 53,3 39,4 89,5 33,3 21,7 82,7 46,9 30,8

Sekil 4.6. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel CDS8

pozitif T lenfosit infiltrasyonunun artis1 ile paraleldir. (*p<0,001)

** PTK * Glomerdil * [nterstisyum
120
l [ : | l |
100 || l
80
60
xR
a0
20
L= PTK PTK
081 | cps.2 | cpga |GCPB1| GCD82 G-CD83| i-CD8-1 | i-CD8-2 | i-cD8-3
'miPD1/PDL1var| 27,7 | 433 | 667 | 193 | 667 | 73,9 25 59,4 | 61,5
'miPD1/PDL1yok| 72,3 | 567 | 333 | 807 | 333 | 261 75 40,6 | 385

Sekil 4.7. inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel CD8

pozitif T lenfosit infiltrasyonunun artis1 ile paraleldir. (*p<0,001, **p=0,001)
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* PTK * Glomeriil * [nterstisyum
A A

|
100
80
40
20
0

120

60
xR
PTK- PTK- PTK- ; ; ;
041 | cpaz | cpas  &CP41| G-CDA-2| G-CDA-3 | i-CD4-1  i-CDA-2 | i-CDA-3
EePD1/PDL1var | 20,5 a1 62,5 11,7 73,3 75 17,4 41,7 75
mePD1/PDL1yok| 79,5 59 37,5 88,3 26,7 25 82,6 52,3 25

Sekil 4.8. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel CD4
pozitif T lenfosit infiltrasyonunun artis1 ile paraleldir. (*p<0,001)

* PTK * Glomeriil * [nterstisyum
120 \ 0 I

100 | :
80
40
20
0

%
3

PTK'lcm’ PTK’:M' PTK',:M' G-CD4-1 | G-CD4-2 | G-CD4-3 | i-cD4-1 | i-cD4-2 | i-cD4-3
miPD1/PDLlvar | 25,6 a1 68,8 21,7 70 70 23,9 50 75
miPD1/PDL1yok| 74,4 59 31,2 78,3 30 30 76,1 50 25

Sekil 4.9. inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel CD4
pozitif T lenfosit infiltrasyonunun artisi ile paraleldir. (¥*p<0,001)
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* % . : .
PTK * Glomeriil * jnterstisyum
120
) X A
[ 1 [ | I |
100
80
o\°~ 60
40
20
0 | ] I
PTK-DR-1| PTK-DR-2 | PTK-DR-3| G-DR-1 | GDR-2 | GDR-3 | I-DR1 | i-DR2 | I-DR3
mePD1/PDLvar | 23,3 32,4 56,5 a3 61,3 71,9 13,5 35,3 69,2
mePD1/PDL1yok 76,7 67,6 43,5 95,7 38,7 28,1 86,5 64,7 30,8

Sekil 4.10. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel

HLA-DR pozitif hiicre infiltrasyonunun artis1 ile paraleldir. (*p<0,001, **p=0,003)

EE 3 . 2 .
PTK * Glomeriil * Interstisyum
120 A A A
[ \ [ | [ |
100
80
o\o 60
a0
20
0 ! ! ]
PTK-DR-1 | PTK-DR-2 PTK-DR-3| G-DR-1 = G-DR-2 | G-DR-3 | i-DR-1 | i-DR-2 | i-DR-3
miPD1/PDL1ivar| 26,7 38,2 58,7 14,9 61,3 68,8 24,3 38,2 66,7
miPD1/PDL1yok| 73,3 61,8 41,3 85,1 38,7 31,3 75,7 61,8 33,3

Sekil 4.11. Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, PTK, glomeriiler ve interstisyel

HLA-DR pozitif hiicre infiltrasyonunun artisi ile paraleldir. (*p<0,001, **p=0,005)
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120

100

80

40

20

0

* Thbiiler HLA-DR

* PTK destriiksiyonu

** C4d ekspresyonu

A

A

|

TDRO

TDR1

TD2

PTK-DO

PTK-D1

PTK-D2

C4d-1

C4d-2

Cad-3

m ePD1/PDL1 var

19

37

86,4

21,9

34,7

69

17,2

41,9

52

Hm ePD1/PDL1 yok

81

63

13,6

78,1

65,3

31

82,8

58,1

48

Sekil 4.12. Endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, tiibiiler HLA-DR ekspresyonu, PTK
destriikksiyonu ve C4d ekspresyonu ile pozitif bir iliski gostermektedir. (*p<0,001,

**p=0,003)
* Tibiiler HLA-DR * PTK destritksiyonu  * C4d ekspresyonu
120 I [ |
[ '| [ [ 'I
100
80
60
X
a0
20
0
TDRO | TDR1 | TD2 | PTK-DO | PTK-D1 | PTK-D2 | C4d-1 | C4d-2 | C4d-3
WiPD1/PDLivar| 28,6 | 41,3 | 77,3 | 21,9 | 408 | 724 172 | 32,3 66
WiPD1/PDL1yok| 71,4 | 587 | 22,7 | 781 | 592 | 27,6 | 828 | 67,7 34

Sekil 4.13. Inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu, tiibiiler HLA-DR ekspresyonu,

PTC destriiksiyonu ve C4d ekspresyonu ile pozitif bir iligki gostermektedir. (¥*p<0,001)
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* TNF-a * TGF-B * IFN-y * CD86

120
| | | |

[ | [ |

100

80

60

®

40

20
0 CD86- | CD86- | CD86
TNFO | TNF1 | TNF2 | TGFO | TGF1 | TGF2 | IFNO | IFN1 | IFN2 0 - 1 - 2 ;
mePD1/PDL1var | 17,5 | 34,3 | 71,4 17 50 71,4 | 22,6 | 367 | 77,8 | 23,7 | 37,5 77,8
mePD1/PDL1yok 82,5 | 657 | 28,6 83 50 286 | 77,4 | 63,3 | 22,2 | 763 | 62,5 @ 22,2

Sekil 4.14. Interstisyel infiltrasyon gosteren TGF-B, TNF-o, IFN-y ve CD86 pozitif
l6kositlerin sayis1 arttikga endotelyal hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu da artig
gostermektedir. (*p<0,001)

* TNF-a ¥ TGF-B ** |FN-y ** CD86
120
| | | |
[ [ | [ |
100
80
60
2
40
20
0 CD86- | CD86- | CD86
TNFO | TNF1 | TNF2 | TGFO | TGF1 | TGF2 = IFNO | IFN1 | IFN2 0 ) 1 ) ) -
‘liPDl/PDlear 27,5 | 37,1 | 686 | 27,7 | 50 | 667 | 30,2 433 | 70,4 | 30,5 | 458 | 70,4
‘liPDl/PDLlyok 72,5 | 62,9 | 31,4 | 72,3 50 | 333 69,8 567 | 29,6 | 69,5 | 54,2 | 29,6

Sekil 4.15. Interstisyel infiltrasyon gosteren TGF-B, TNF-o, IFN-y ve CD86 pozitif
l6kositlerin  sayis1 arttika inflamatuar hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu da artis
gostermektedir. (*p<0,001 ** p=0.001, ¥p=0,002)
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o ** TNF-a ** TGF-B * IFN-y * CD80

| | | |

| | [ [ | \

100

80

60

3

40

20
0 CD80- | CD80- | CDSO
TNFO | TNF1 | TNF2 = TGFO | TGF1 | TGF2 | IFNO | IFN1 | IFN2 o ) 1 : ) i
mePD1/PDL1var | 24 29,2 | 649 | 20,6 27,5 72,2 | 261 | 286 632 | 233 | 364 | 64,7
mePD1/PDL1yok 76 70,8 | 351 | 79,4 | 725 | 27,8 | 739 | 71,4 368 | 767 | 63,6 | 353

Sekil 4.16. Tiibiiler TGF-B, TNF-a, IFN-y ve CD86 ekspresyonlari arttik¢a endotelyal hiicre
PD-1/PD-L1 ekspresyonu da artmaktadir. (* p<0.001 **p=0,001)

¥ TNF-a *TGF-B ¥ IFN-y ** CD80
120
A A A A
[ | [ | [ | [ |
100
80
60
3
40
20
0 CD80- | CD80- | cD80
TNFO | TNF1 | TNF2 | TGFO | TGF1 | TGF2 | IFNO = IFN1 | IFN2 0 ) 1 ) 5 i
miPD1/PDL1 var 32 33,3 64,9 26,5 35 69,4 30,4 34,7 63,2 27,9 42,4 64,7
miPD1/PDL1 yok 68 66,7 35,1 73,5 65 30,6 69,6 65,3 36,8 72,1 57,6 35,3

Sekil 4.17. Tiibiiller TGF-B, TNF-a, IFN-y ve CD86 ekspresyonlari arttik¢a inflamatuar
hiicre PD-1/PD-L1 ekspresyonu da artmaktadir. (* p<0.001 **p=0,001 ¥ p=0,006)
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Sekil 4.18. Grup 1 ve Grup 2 hastalarin greft sagkalimi

ePD1/PD-L1 (-)
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Cum Survival
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00 20,00 4000 60,00 80,00 100,00 120,00
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Sekil 4.19. Endotelyal hiicre PD1/PD-L1 ekspresyonu negatif ve pozitif hastalarin greft

sagkalimi1

08
TL—_ ipD1/PD-L1(-)

08

Cum Survival

04

iPD1/PD-L1 (+)

op

00 20,00 40,00 60,00 60,00 100,00 12000

GREFT KAYBI

Sekil 4.20. inflamatuar hiicre PD1/PD-L1 ekspresyonu negatif ve pozitif hastalarin greft

sagkalim1

86



5. TARTISMA

PD-L1'in T-hiicre biyolojisindeki kritik roliine ve solid organ transplantasyonundaki
islevi hakkindaki artan bilgiye ragmen, bobrek naklindeki ve oOzelikle antikor aracili
rejeksiyonlardaki rolii net olarak bilinmemektedir. PD-L1, deneysel ve klinik ¢alismalarin
bliyiik ¢ogunlugunda T-hiicre regiilasyonu saglayan inhibitor bir molekiil olarak karakterize
edilmistir (3-6, 9, 11, 23). Bircok ¢calisma PD1/PD-L1 aksinin greft toleransinin korunmasi
icin gerekli oldugunu ve AR ataklarini engelledigini gostermistir (24-27, 207-218, 225-228).
Ancak calismamiz PD-1/PD-L1 aksinin T hiicre proliferasyonunu ve dolayisiyla AR
ataklarimi1 artirabilecegine dair beklenmedik bir sonu¢ ortaya c¢ikarmistir. Bizim
sonuclarimizin aksine birgok deneysel ve klinik transplant calismasinda PD-1/PD-L1
aksinin T-hiicre proliferasyonu ve T hiicrelerinin hayatta kalma siiresini kisaltarak inhibitor
fonksiyonlar uyguladigi ve rejeksiyon gelisimini azaltig1 bildirilmistir (24-27, 207-218,225-
228). Calismalar, PD-1/PD-L1 aksmin, periferik dokulardaki ekspresyonlar1 nedeniyle,
allogreftlerde kendi kendine toleransin korunmasinda, doku inflamasyonunun
diizenlenmesinde ve immiin yanitlarin modiilasyonunda 6zel bir role sahip oldugunu ve bu

nedenle akut allogreft reddini 6nledigi hilkkmiine varmiglardir (207-218, 225-228).

Anti-PDL1 monoklonal antikor (mAb) uygulamasiyla sonuglanan PD-L1 blokaj1
sonras1 kardiyak allogreft rejeksiyonunun ve 6zellikle kronik kardiyak rejeksiyonun en
onemli bulgusu olan allogreft vaskiilopatisinin hizlandig1 gosterilmistir (207-209). Bununla
birlikte Koga ve arkadaslar1 (210) daha 6nce anti-PDL1 ile tedavi edilen kalp allogreft
alicilarinda greft arter hastaliginin siddetinde artis oldugunu ancak arter hastaliginin
gelisiminde hizlanma olmadigini bildirmislerdir. Bu farkli sonuglarin olasi nedeni, her iki
caligmada kullanilan anti-PDL1 antikorlarinin dozlarinin farkliliklar1 ile agiklamaya
calismislardir. Bagka bir calismada ise, “Fully mismatch” bir kalp allogreft modelinde, erken
ve gecikmis PD-L1 blokajinin CTLA-4-immiinoglobulin aracili periferik toleransini ortadan
kaldirdig1 da saptanmislardir (215). Benzer sekilde bobrek transplantinin klinik ve deneysel
calismalarinda da PD-1/PD-L1 aksmin rejeksiyonu engelledigi gosterilmistir. PD-L1,
TEH’leri iizerindeki en belirgin ko-inhibitor molekiildiir (98). Starke ve arkadaslar1 (225),
insan renal TEH'lerinde eksprese edilen PD-L1'in insan alloreaktif T-hiicre yanitlarim
baskiladigin1 ve AR ile iligkili oldugunu gdstermislerdir. Yazarlar PD-1/PD-L1 varliginin,

alloreaktif T hiicrelerinin renal TEH'lere yanit vermemesinde ¢cok énemli bir rolii oldugunu
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ortaya koymustur. Cilinkii TEH'leri {izerindeki PD-L1 inhibisyonu, CD4+ ve CD8+ T-hiicre

yanitlarini giiclii bir sekilde artirmistir.

Solid organ naklindeki PD-1/PD-L1 aksinin roli ile ilgili tim bu verilerin aksine
calismamizda PD-1/PD-L1 aksmin AR ataklarini artirabilecegine ve bunu ¢ok sayida farkl
sitokin ve biiyiime faktorleri araciligi ile T hiicreleri ve diger immiin hiicrelerin
proliferasyonu ile gerceklestirdigini sasirtici bir sekilde saptadik. Endotelyal ve inflamatuar
hiicrelerde PD-1 ve PD-L1 pozitif olan hastalar ilging bir sekilde hem erken donemde ABMR
atagi hem de daha fazla oranlarda miks rejeksiyon varlig1 gostermistir. Ayrica endotelyal ve
inflamatuar hiicrelerde PD-1 ve PD-L1 pozitif olan hastalarda glomeriillerde, interstisyumda
ve PTK alanlarda artig gosteren CD4+ ve CD8+ T-hiicre, makrofaj ve HLA-DR pozitif hiicre
proliferasyonu saptanmistir. Ek olarak, IFN-y, TNF-a ve TGF-B gibi sitokin ve biiylime
faktorlerinin inflamatuar ve tiibiiler hiicrelerdeki ekspresyon derecesi endotelyal ve
inflamatuar hiicrelerdeki PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu ile yakin iligki gostermistir. Bu sitokin
ve bliylime faktorlerinin tiibiillerde ve interstisyel inflamatuar hiicrelerdeki ekspresyonu
arttikca endotel ve inflamatuar hiicrelerdeki PD-1 ve PD-L1’in pozitiflik oranlarinda da artis
izlenmistir. Benzer sekilde IFN-y, TNF-o ve TGF-B ekspresyonu tiibiillerde ve interstisyel
inflamatuar hiicrelerde arttik¢a glomertiler, interstisyel ve PTK alanlardaki l6kosit, CD4+ ve

CD8+ lenfosit, makrofaj ve HLA-DR pozitif hiicrelerin sayisinda da artis saptanmustir.

AR olan renal allogreft biyopsilerinde izlenen PD-1 ekspresyonu, iltihabi hiicre
infiltrasyonu olan bobreklerdeki aktiflestirilmis T hiicrelerinin varligini géstermektedir. Ayni
sekilde glomertilde, interstisyumda ve PTK’lerdeki HLA-DR pozitif inflamatuar hiicreler,
interstisyumda makrofajlarin yanisira aktiflesmis T-hiicrelerinin de olduguna isaret
etmektedir. HLA-DR, tipik olarak antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilen bir
molekiildiir ve antijenin sunumu ile iligkilidir. HLA-DR, T hiicresi aktivasyonu ile iligkili
olup, T hiicreleri iizerinde de eksprese edilebilmektedir (240). Interstisyel ve tiibiiler
hiicrelerdeki HLA-DR ekspresyonu ile allogreft reddi arasinda ¢ok onemli bir iliski
bildirilmistir (241). HLA-DR ekspresyonu indiiklenmis olan hiicreler, sirasiyla, allogreft
yanit1 i¢in daha fazla uyar1 saglayabilir ve rejeksiyon siirecinde bu HLA-DR pozitif olan
hiicreler potansiyel hedefler haline gelebilir (241). Bunlar1 destekleyecek sekilde ABMR
tanis1 olan hastalarimizin tiimiinde interstisyumdaki inflamatuar hiicrelerde PD-1, PD-L1 ve
HLA-DR pozitifligi acik sekilde izlenmistir. Inflamatuar hiicrelerde PD-1 ve PD-LI
negatifligi olan ve diisiik derecede HLA-DR pozitifligi gosteren vakalarda [IFN-y, TNF-a ve
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TGF-B gibi sitokin ve bliylime faktorlerinin de negatif veya ¢ok diisiik seviyede eksprese

oldugu saptanmastir.

PD-L1 ekspresyonunun IFN-y, TNF-a, TGF-B, VEGF, HIF-la, GM-CSF ve IL-10
gibi ¢esitli pro-inflamatuar sitokinler veya biiyiime faktorleri tarafindan indiiklendigi bir¢cok
deneysel ve klinik calismada gosterilmistir (1, 3, 7, 29, 74, 76, 89). Bu sitokinlerden olan
IFN-y, PD-L1 ekspresyonunun en gii¢lii indiikleyicilerinden biri olarak kabul edilmektedir.
IFN-y, CD8+ T hiicreleri, NK hiicreleri ve CD4+ T hiicreleri tarafindan iiretilen bir sitokin
olup, hiicreler arasinda iletisim kurarak immiin yanitin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar
(71-81,89). Calismamizdaki bulgularda bunu desteklemekte olup, IFN-y’nin tiibiilerdeki ve
inflamatuar hiicrelerdeki ekspresyon varlig1 ve siddeti interstisyel ve PTK CD4+ ve CD8+
T-lenfositlerinin yogunlugu ile ¢ok 6nemli derecede paralellik gostermistir. Sonucta, ABMR
zemininde artis gosteren CD4+ ve CD8+ T-lenfositlerinden salgilanan yogun miktardaki
IFN-y, tiibiillerde, endotelde, inflamatuar hiicrelerde PD-L1’in yaygin sekilde eksprese
olmasin1 indiikler. Bu siiregte PD-L1’in yogun sekilde eksprese olmasi rejeksiyon atagini ve
onun sonucu olan tiibiiler ve PTK destriiksiiyonunu ortadan kaldirmaya yonelik bir savunma
mekanizmasi olabilecegi fikrini akla getirmektedir. Ancak bu olasilig1 destekleyecek bulgu
olmadigi gibi tam aksine PD-L1’in bobrekte eksprese oldugu hastalarda PTK destriiksiiyonu
artmis ve ABMR nin siddeti ile paralelik gosteren PTK C4d espresyonunun siddeti de PD-
L1 pozitif vakalarda yliksek bulunmustur. Ayrica gézden kagirilmamasi gereken diger
onemli bir nokta PD-1/PD-L1 pozitif vakalarda yiiksek oranlarda izlenen CD4+ ve CD8+ T-
lenfositlerinin  varligidir. Klasik bilgi olarak PD-1/PDL-1 etkilesimi T hiicresi
proliferasyonunu baskiladig1 gibi sitokin iiretimini de baskilar (6, 7, 40, 89, 211). Yiiksek
konsantrasyonlarda anti-CD3 antikorlar1 ile aktive olarak artis gdsteren TCR uyarici
sinyalleri ve T-hiicre proliferasyonu, takip eden PD1/PD-L1 etkilesimi sonucu azalma
gosterir (6). Hem sayica azalan T-hiicreleri nedeniyle hem de mevcut T-hiicrelerinden
salgilanan sitokinlerin seviyesinin diismesi sonucu ortamdaki tiim sitokin seviyeleri dnemli
dlgiide diiser. Ozellikle IFN-y seviyesi dnemli olciide diiserken, IL-10 ve hatta IL-2 igin
sitokin seviyesi tespit edilebilir esigin ¢ok altinda kalir (6). Ancak tiim bu klasik bilgilerin
aksine ¢alismamizda PD-1/PDL-1in pozitif oldugu vakalarda 16kositler, CD4+ ve CD8+ T-
lenfositleri ve makrofajlarin sayis1 yiiksek olarak bulunmustur. Ustelik rejeksiyonlarm
patogenezinde rol alan aktif lenfosit ve makrofajlarin varligini kanitlayan HLA-DR pozitif
hiicrelerin sayis1 da yiiksek olarak saptanmistir. Benzer sekilde PD-1/PDL-1 pozitif olan
hastalarda diger 6nemli bir sitokin olan TNF-a ve biiylime faktorii olan TGF- da yiiksek
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oranlarda izlenmistir. Her iki proteininde PD-1 ve PD-L1’in ekspresyonu i¢in ¢cok énemli
oldugu bildirilmistir (93, 95-99, 104-107, 242). Hem TNF-a hem de TGF-B’nin yiiksek
oldugu hastalarimiz benzer sekilde yiiksek oranlarda PD-1/PDL-1 pozitifligi gosterdigi gibi
yuksek sayilarda interstisyel ve PTK lokosit, makrofaj, CD4+ ve CD8+ T-lenfosit
infltrasyonu gostermistir. Bizim sonug¢larimiz ile benzer sekilde Baas ve arkadaslarinin (242)
calismasinda dokuda yerlesik CD8+ lenfositlerinin TGF-f {irettigi, bunun sonucunda PD-1
ve PD-L1'in ekspresyonunun arttigini bildirmislerdir. Ancak bizim g¢alismamizdan farkli
olarak Baas ve arkadaglari, PD-1 ve PD-L1'i bloke eden antikorlarla tedavi yaptiklarinda
allogreftlerin hizla saldirtya ugradigini ve rejeksiyon gelistigini bildirmislerdir (242). Bu,
inhibe edici reseptdrlerin, ilk antikor tedavisinde CD8+ T hiicrelerini durdurmaya yardime1
oldugunu ve nakledilen organlarin uzun siireli hayatta kalmasina izin verdigini
gostermislerdir. Ayrica yazarlar antikorla tedavi edilen farelerde TGF-f biiylime faktoriiniin

de bloke edilmesi sunucu farelerde rejeksiyon gelistigini saptamiglardir (242).

CD8+ T hiicreleri, transplant reddinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Dogrudan sunum
yoluyla, CD8+ T hiicreleri, 6zellikle allogreftden sekonder lenfoid organlara go¢ eden
dendritik hiicreler olmak iizere dondr antijen sunan hiicreler tarafindan aktive edilirler (32.
93). Bu yanit hizli, yogun ve akut allogreft reddine neden olur. Alic1 APC ayrica allogreftden
dondr antijenlerini yakalar, bunlar1 kendi MHC I molekiilleri araciligiyla alloreaktif CD8+
T hiicrelerine sunar (capraz hazirlama/dolayli sunum) bdylece akut ve kronik allogreft
reddine katkida bulunur. Bu klasik bilgiyi destekleyecek sekilde bizim vakalarimizn
hepsinde CD8+ T-lenfositlerin varligi degisken derecelerde mevcuttu. Dogal olarak
hastalarimizin hepsinin tanist ABMR oldugu i¢in bu bulgu aslinda sasirtict degildir. Esas
sasirtict olan CD8+T-lenfositlerin yiiksek PD-1/PD-L1 varliginda halen yiiksek oranlarda
dokuda bulunmasidir. Bizim bulgularimiz ile benzer sekilde ancak litertlirdeki birgok
calismadan farkli olarak Nowicki ve arkadaslar1 (243) synovial sarkomlar ile iliskili
yaptiklari bir calismada artan PD-L1, PD-1 ve CD8 ekspresyonlarinin birbirleri ile dogrudan
iligkili oldugunu gdstermistir. Yazarlar ¢calismasinda synovial sarkomun invaziv sinirinda
CD8+ T-lenfositlerinin varliginin, eszamanli PD-1 ve PD-L1 ekspresyonu ile, PD-1
inhibisyonuna klinik yanit1 gosteren bir bulgu oldugunu 6ne slirmiislerdir (243). Timor
hiicrelerinin ve allogreft reddi birbiri ile ¢ok fazla benzerlikler gostermektedir. Ancak bu
veriler esliginde diisiiniirsek bizim hastalarimizda da artan PD-1, PD-L1 ve CD8+ T-lenfosit
paralelligini bu sekilde agiklamak miimkiin degildir. Ciinkii PD-1, PD-L1 ve CD8+ T-

lenfosit paralelligi gosteren hastalarimizda ¢ok daha fazla oranlarda greft kaybi izlenmistir.
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Bu nedenle, PD-1/PD-L1 ekspresyonu gdsteren hastalarimizdaki yiiksek sayidaki CD8+ T-
lenfositlerinin varliginin sebebi, bu hiicrelerin PD-1/PD-L1 yolagina direng gosterdigi
seklinde agiklanabilir. Bu varsayimizi kismen destekleyecek sekilde Kristen ve
arkadaslarinin (244) calismasinda anerjik CD4+ T-hiicrelerinin PD-L1 blokajina direngli
oldugu dikkati c¢ekmistir. Ek olarak, PD-L1, CD8+ T-hiicresi bagirsak toleransinin
indiiksiyonu i¢in kritik oldugu, ancak idamesi i¢in kritik olmadig: bildirilmistir. PD-L1
blokaji, efektdr T hiicrelerinin islevselligini arttirirken, yerlesik toleransli veya anerjik T
hiicreleri, tepkisiz kalmak i¢in PD-1/PD-L1 sinyaline bagimli olmadig1 izlenmistir. Sonug
olarak bu bulgular, PD-1/PD-L1 diizenlemesine bel baglamayan Ag deneyimli T hiicresi alt

kiimelerinin varligini vurgulamaktadir.

Hastalarimiza ait tiim bu veriler sonucunda ¢ok 6nemli ve yanitlanmasi gereken bir
soru ortaya ¢cikmaktadir. Klasik bir bilgi olan PD-1/PDL-1 aksiin immiin yanit1 baskiliyici
etkisi neden hastalarimizda izlenmemis ve kotii allogreft prognozu ile sonuglanmistir? Bu
sorunun cevabi belki Freeman ve arkadaglarinin PD-1/PDL-1 aks: ile ilgili gelistirdigi bir
hipotez ile agiklanabilir. Freeman ve arkadaslar1 (6), PD-L1'in T-hiicrelerinin aktivasyonu
tizerindeki diizenleyici fonksiyonunun, yalnizca diisiik T-hiicresi aktivasyonu seviyelerinde
mevcut oldugunu, oysa yliksek T-hiicresi aktivasyonu seviyelerinde belirsizlestigini
bildirmektedir. PD-1/PD-L1 etkilesiminin islevsel sonuclarinin TCR ve CD28 araciligiyla
iletilen sinyallerin goreli giiciine bagli oldugunu gostermislerdir. Artan TCR veya CD28
sinyal seviyelerinin, aktivasyon asamasinda PD-1 ligasyonunun inhibe edici etkilerini
onleyebildigini saptamislardir (6). Hastalarimizdaki T-hiicresi aktivasyonun yiiksek
seviyelerde oldugu T-hiicrelerimizin ¢ogunlugunun HLA-DR ile pozitif boyanmasi ile
gosterilmistir. Aktif olmayan T-hiicrelerinde boyanma gostermeyen HLA-DR hastalarimizin

hepsinde infiltratif T-hiicrelerinde pozitif olarak saptanmustir.

PD-1/PDL-1 ekspresyonu ve buna eslik eden artmis sayilardaki HLA-DR pozitif
aktif CD8+ T-lenfositlerinin varlifi ve buna mukabil gelisen kotii allogreft prognozu
literatlirdeki ¢alismalar ile geliskili olsa da bizim bu bulgularimiz ile benzer sekilde Subudhi
ve arkadaglar1 (245), PD-L1'in pankreatik adacik B hiicrelerinde asir1 ekspresyonunun,
nakledilen allojenik PD-L1 eksprese eden hiicrelerin reddini hizlandirdigini ve CD8 T-hiicre
proliferasyonunu arttirdigim gostermistir. Ozetle yazarlar ¢alismalarinda, B7-H1'in (PD-L1)

dokuya 6zgii ifadesinin, in vivo T hiicresi aracil1 tepkileri birlikte uyarabildigini, bunun da
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hizlandirilmig allogreft reddine, bagisiklik toleransinin bozulmasina ve otoimmiin hastalik

patogenezine yol actigini ortaya koymuslardir (6).

Verilerimiz ile daha 6nce yayinlanmis sonuglar arasindaki tutarsizliklarin bir diger
olasiligida, ABMR'nin immiinolojik dogasinin potansiyel farkliligina atfedilebilir. Daha
onceki ¢aligmalarin hepsi saf akut TCMR olan hastalarda veya hayvan TCMR modellerinde
yapilmistir. Tim bu calismalar, PD-1/PDL-1 aksimnin, TCMR gelisimini engelledigini ve
allogreft biyopsilerinde diisiik seviyelerde T-lenfosit ile makrofa;j infiltrasyonu gosterdigini
bildirilmistir (23-25, 207-210, 215, 225). Ayrica solid organ transplant hastalarinda kanser
tanis1 nedeni ile kullanilan, PD-L1 veya PD-1’1 inhibe eden, bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorii (BKI) tedavisi, hastalarin ¢ok énemli bir kisminda (%41,2) TCMR’ na ve %23,5
hastada ise graft yetmezligine neden olmustur. Bu hastalarda allogreft rejeksiyonu BKI
tedavisine ilk maruz kalmanin ardindan hizla ortalama tii¢ haftalik bir siire icinde
gerceklesmistir (246). Benzer sekilde Nguyen ve arkadaglarinin ¢alismasinda da rejeksiyon
gelisimi ortalama 21 giin (IQR=13-56 giin) olarak bildirilmistir (246). Literatiirdeki diger
calismalar ile benzer sekilde, Nguyen ve arkadaslari, anti-PD-1/PD-L1 tedavisi alan
kisilerde anti-CTLA4 tedavisi alan kisilere gore daha yiiksek oranlarda BKI iliskili
transplant rejeksiyonu gelistigini saptamiglardir (247, 248). Fark istatistiksel olarak anlamli
olmasa da BKI kombine terapilerinin, BKi monoterapilere kiyasla daha fazla oranlarda
oliimciil rejeksiyonlarla neden oldugu gosterilmistir (%40,7'ye kars1 %10,0, p = 0,08). BKI
tedavisi sonrasi izlenen mortalite, BK1 ile iliskili allogreft rejeksiyonun ortaya ¢ikmasidan
sonra %36,5 olarak saptanmistir (247). Bu hastalarin hepsinde biyopside akut TCMR
bulgular1 mevcut olup sadece ¢ok az hastada (6/28, %21,4) eszamanli olarak antikor aracil
rejeksiyon ile iligkili lezyonlar izlenmistir. Nguyen ve arkadaglarinin (247) caligmasinda
hicbir hastanin biyopsisi sadece antikor aracili rejeksiyon olarak kategorize edilmemis, bu
da dondre 6zgii antikorlarin BKI tedavisi uygulamasini takiben AR patogenezinde ¢ok az rol

oynadigim diisiindiirmektedir.

Hastalarimizin hepsinde tant ABMR oldugu ve miks rejeksiyonlarda eslik eden akut
TCMR vakalarinin cogunlugunda hiicressel rejeksiyon bulgusu olarak vaskiiler rejeksiyona
isaret eden arterit oldugu icin bir¢ok vakada belirgin bir tiibiilit yoktur. Var olan tiibiilitler
ise genellikle minimal derecede saptanmistir. Onemli noktalardan biri olarak,
tubulointerstisyel rejeksiyonlarda siddetli tiibiilit olan biyopsilerde daha diisik PD-L1
ekspresyonu izlenmektedir (224-228). Benzer sekilde siddetli tiibiiliti olan ¢ok az sayidaki
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hastamizda tiibiiler PD-L1 negatif olarak saptanmistir. Bununla birlikte siddetli tiibiilitisin
eslik etmedigi ve ozellikle vaskiiler rejksiyonun eslik ettigi miks rejeksiyon vakalarinin
cogunda tiibiiler PD-L1 ekspresyonu izlenmistir. Bu farklilik, akut vaskiiler rejeksiyon
sirasinda tiibiillerin eksprese ettigi PD-L1 sayesinde tiibiil epitel hiicrelerinin korunabilecegi

fikrini diistindiirmektedir.

Vaskiiler endotelyal hiicreler immiin hiicreler ile hedef greft arasindaki ilk arayiiz
oldugundan, PTK endotel hiicreleri ve immiin hiicreler {izerindeki PD-1/PD-LI
etkilesiminin durumunu anlamak 6zellikle akut ABMR’larda 6nemlidir. Akut ABMR ’larda
ilk hedef PTK endotel hiicresidir. Inhibitér bir yolak olan PD-1/PD-L1’in endotelyal
expresyonu normal sartlarda PTK icindeki inflamatuar hiicrelerin ¢cogalmasini ve endotelin
hasarlanmasini engellemesi gerekirken bizim c¢aligmamizda bunun tam tersi olarak PD-
1/PD-L1 eksprese eden PTK’lerin varligr kot allogreft prognozu ile sonuglanmustir.
Endotelyal PD-1/PD-L1eksprese eden hastalarin biiytik bir kisminda PTK destriiksiiyon ve
diffiiz interstisyel fibrozis gelisimi (%52,3) saptanmustir. PTK destriiksiiyona ek olarak, artan
hiicresel infiltrasyonun, immiin hiicrelerin ve sitokinlerin bir sonucu olarak beklendigi lizere
takip biyopsilerinde erken donemde IF gelisimi meydana gelmis ve tiim bu bulgular
kacinilmaz olarak kotii greft sagkalimia neden olmustur. Bundan dolay1 endotelyal PD-
1/PD-L1ekspresyonu pozitif olan hastalarda 10 yillik sagkalim %27,3 iken endotelyal PD-
1/PD-L1ekspresesyonu negatif olan hastalarda %66,7’dir. Benzer sekilde immiin hiicrelerin
tizerindeki PD-1/PD-L1 ekspresyonunun da allogreft prognozu iizerinde ¢ok 6nemli etkileri
saptanmistir. HLA-DR ekspresyonu ile aktif oldugu gosterilen T-lenfosit ve makrofajlarin
pozitif PD-1/PD-L1 ekspresyonu PTK destriiksiiyon, diffiiz interstisyel fibrozis (%47,9)
gelisimi ve kotii greft prognozu ile kuvvetli bir iliski gdstermistir. Ayrica immiine hiicrelerde
PD-1/PD-L1ekspresyonu pozitif olan hastalarda 10 yillik sagkalim %31,3 iken endotelyal
PD-1/PD-L1ekspresesyonu negatif olan hastalarda %66,1 dir.

Sonu¢ olarak bulgularimiz, endotel ve immiin hiicrelerdeki PD-L1 yukari
reglilasyonunun, T-hiicresi toleransini kolaylastirmak yerine T-hiicresine bagimli doku
yikimini artirabilecegi fikrini desteklemektedir. Calismamizdaki bu bulgular ile daha 6nce
yayinlanmis sonuglar arasindaki tutarsizliklarin bir olasiligi, ABMR'in immiinolojik
dogasinin potansiyel farkliligina atfedilebilir. Bu bulgular goz 6ntine alindiginda PD-1/PD-
L1 yolaginin inhibitdr fonksiyonlariin, ABMR gibi yiiksek immiinolojik kostimiilator

etkiye sahip kosullarda ve gii¢lii T-hiicre aktivasyonu altinda yeterli olmayabilecegini
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diistindiik. PD-1/PD-L1 yolagimin, ilgili bagisiklik hiicrelerinin tipine, T hiicrelerinin ve B
hiicrelerinin aktivasyon durumuna bagl olarak pozitif veya negatif sinyaller iletebilmesi
miimkiindiir. PD-1/PD-L1 yolaginin ¢ok acik bir sekilde goriilen ¢cok karmasik birbirine
tamamen zit olan ¢ift etkisini tam olarak anlayabilmek i¢in genomik ve transkriptomik

seviyelerde daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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