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OZET

Immiinoterapide Kompleman Sisteminin Roliiniin Arastirilmasi

Amag¢: Kanserde immunoterapi, giiniimiizdeki kanser tedavi yontemlerine gore
daha spesifik ve daha az yan etkiye sahip olmasi nedeniyle son yillarda 6nem kazanmustir.
Kanser hiicrelerine kars1 immun sistemin giiglendirilmesi kanser immunoterapisinin ana
hedefidir. Tiimdr immiinolojisinde kompleman proteinlerinin rolii, kanserde monoklonal
antikor tedavisinin uygulanmasi ile 6nem kazanmistir. Programlanmis hiicre 6liimii-1
hedefleyen immun kontrol nokta inhibitdr ilaglar1 olan Pembrolizumab ve Nivolumab
metastatik kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinde ikinci basamak tedavisi olarak
kullanilmaktadir

Materyal ve metot: flismamizda akciger kanseri hastalarinda anti-PD-1
monoklonal antikorlar1 olan Nivolumab ve Pembrolizumabin kompleman yolaklarinin
lizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmustir. Arastirmaya indnii Universitesi Turgut
(it Tip Merkezi Onkdoji Hastanesinde tedavi goren ayaktan kemoterapi biriminde
takip edilen 48 KHDAK hastas1 dahil edilmistir. Hastalarin klinik ve demografik verileri
kaydedilmistir. §lismamizda 24 kemoterapi sonrasi Nivolumab ve Pembrolizumab alan
hasta grubu ve sadece kemoterapi alan 24 hasta grubu secilmistir. Hastalardan toplanan
serumlarda g, Gb ve Ba kompleman proteinlerinin seviyerleri ELISA yontemi ile
aragtirtlmistir.  Patoloji arsivinde bu hastalardan alinan biyopsilerde ise 59
ekspresyonlari incelenmistir.

Bulgular: Sadece kemoterapi alan hastalarin serumunda C5b konpleman protein
seviyesinin (105.3+38.4 pg/mL) kemoterapi sonrast monoklonal antikor alan hasta
grubuna (96£21.5 pg/mL) gore daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Kemoterapi sonrasi
anti-PD-1 monoklonal antikor tedavisi alan hastalarin serumunda A q ve Ga kompleman
protein seviyesi (33£17 ng/mL ve 552.4+380.3 pg/mL) sadece kemoterapi alan hasta
grubuna (26.5£16.8 ng/mL ve 483.9+352.6 pg/mL) gore daha yiiksek bulunmustur.
Kemoterapi alan hastalar ve kemoterapi sonrasi antikor tedavisi alan KHDAK hasta
biyopsilerinde yapilan D59 immunohistokimya boyamast sonucunda sadece
monoklonal antikor tedavisi almayan iki hastada immunekspresyon gozlendi, diger
vakalarda ekspresyon tespit edilmedi.

Sonug: ilerlemis KHDAK tedavisinde PD-1’i hedefleyen monoklonal antikorlarla
kemoterapinin kombinasyonunun kompleman proteinlerine etkisi incelendiginde gruplar
arasinda anlamli fark tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, KHDAK’da kemoterapi ve
neoadjuvan immiin kontrol noktasi inhibitdrlerinin kombinasyonunun kompleman
proteinlerinin eskpresyon seviyesinde degisiklige yol actig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: PD-1, Monoklonal antikorlar, Immiinoterapi, Kompleman
sistem, Akciger kanseri
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ABSTRACT

Investigating the Role of the Complement System in Immunotherapy

Aim: Cancer immunotherapy has gained importance in recent years because it is
more specific and has fewer side effects than current cancer treatment methods.
Strengthening the immune system against cancer cells is the main goal of cancer
immunotherapy. The role of complement proteins in tumor immunology has gained
importance with the application of monoclonal antibody therapy in cancer.
Pembrolizumab and Nivolumab, immune checkpoint inhibitor drugs targeting
programmed cell death-1, are used as second-line treatments in metastatic non-small cell
lung cancer.

Material and method: The aim of our study was to investigate the effects of anti-
PD-1 monoclonal antibodies Nivolumab and Pembrolizumab on complement pathways
in lung cancer patients. 48 s NSCLC patients who were treated in the outpatient
chemotherapy unit of Inonu University Turgut Ozal Medical Center Oncology Hospital
were included in the study. Clinical and demographic data of the patients were recorded.
In our study, 24 patients who received Nivolumab and Pembrolizumab after
chemotherapy and 24 controls who received only chemotherapy were selected. The levels
of Clg, C5b and C3a complement proteins were investigated in the sera collected from
the patients by ELISA method. CD59 expressions were examined in the biopsies taken
from these patients in the pathology archive.

Results: In the control group who received only chemotherapy, serum C5b
complement protein level (105.3£38.4 ng/mL) was found to be higher than in the patient
group who received monoclonal antibody (96+21.5 ng/mL). In the serum of patients who
received anti-PD-1 monoclonal antibody treatment after chemotherapy, serum Clq and
C3a complement protein levels (3317 ng/mL and 552.4+380.3 pg/mL) were found to be
higher than in the control group who received only chemotherapy (26.54+16.8 ng/mL and
483.9+£352.6 pg/mL).

Conclusion: When the effect of the combination of PD-1 targeting monoclonal
antibodies and chemotherapy on complement proteins was examined in the treatment of
advanced NSAIDs, a significant difference was found between the groups. In conclusion,
it was shown that the combination of chemotherapy and neoadjuvant immune checkpoint
inhibitors in NSAIDs caused changes in the expression level of complement proteins.

Keywords: Monoclonal antiboedies, Immunotherapy, Complement system, Lung
cancer.
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1. GIRIS

Akciger kanseri hem erkeklerde hem kadinlarda kanserden dliimlerin 6nde gelen
nedenleri arasinda yer almaktadir (1). Akciger kanseri, kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri
(KHDAK) ve kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olmak iizere iki grubta
incelenmektedir. KHDAK ayrica adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom olarak alt
gruplara ayrilmistir (2). Adenokarsinom tiim akciger kanserlerinin %40’ n1
olusturmaktadir. Son on yilda akciger kanserinin, 6zellikle akciger adenokarsinomunun
tedavisi i¢in umut vaat eden iki dnemli gelisme yer almaktadir (3). Bunlardan ilki, birden
fazla onkojenik etkenin tanimlanmasi ve akciger adenokarsinomunun bu etkenlere gore
alt boliimlere ayrilmasi ile tedavinin belirlenmesi ve hedefe yonelik tedavinin
gelistirilmesidir (4). Ikincisi ise yeni immiinoterapilerin dzellikle de immiin kontrol nokta
inhibitdrlerini hedefleyen antikorlarin kullanilmasidir. Bu tedavinin KHDAK’de etkili
oldugu gosterilmistir ve akciger adenokarsinomu alt gruplarinin yani sira KHAK i¢in de
onaylanmuistir (5).

Monoklonal antikor temelli immiinoterapi artik cerrahi, radyasyon ve
kemoterapinin yani1 sira kanser tedavisinin 6nemli bir parcast haline gelmistir.
Monoklonal antikorlar dogrudan tiimdr hiicrelerini hedef alabilirken ayni1 zamanda uzun
stireli anti-timor bagisiklik tepkilerinin indiiklenmesini de destekleyebilir. Tiimor
hiicrelerine 6zgli veya timor hiicreleri tarafindan asir1 ifade edilen antijenlere karsi
hedeflenen mAb'ler, ¢esitli mekanizmalarla tiimor hiicresi 6liimiine neden olabilir (6).
Bazi antikorlar (anti-EGFR, Setuksimab) biiylime faktorii reseptorii sinyallemesini bloke
ederek veya ligand baglanmasini engelleyerek tiimdriin biiyiimesi ve proliferasyonunu
engeller (7). Baz1 antikorlar (anti-HER2, Trastuzumab) reseptor heterodimerizasyonu ve
internalizasyonu inhibe ederek sinyal bozulmasina neden olurlar (8). Monoklonal
antikorlarin dolayli etki mekanizmasi olarak bagisiklik sisteminin katilimi ile kompleman
bagiml sitotoksisite (CDC), antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) ve antikor
bagimli hiicresel fagositoz (ADCP) sayilabilir. Hedeflenen mAb'lerin (Rituximab) ¢ogu
kompleman sistemi aktive edebilir. Antikor miihendisligi yoluyla CDC'nin
optimizasyonu anti-timér aktivitesini artirabilir. Ornegin, CDC aktivitesi artirilan anti-
CD20 mAb Ofatumumab’in, kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarinda yapilan bir
klinik ¢alismada rituksimabdan daha etkin oldugu tespit edilmistir (9).



Antikorlarin yapisinda bulunan Fc bolgesi bagisiklik sistem hiicreleri ve
proteinleri ile etkilesime girer. Antikor Fc bolgeleri, ¢cok ¢esitli bagisiklik hiicrelerinde
bulunan Fc reseptorleri (FcR'ler) tarafindan taninir. IgG'lerin dogal oldiirtiicii (NK)
hiicrelerin yan1 sira notrofiller, monositler, dendritik hiicreler ve eozinofillerde bulunan
iligkili FcR tiirii FcyR ile etkilesime girerek ADCC ve CDC gibi 6zel islevleri aracilik
etmesi nedeniyle antikor tedavisinde en sik kullanilan formdur. IgG sinifi, Fc bolgesinin
bu islevleri kolaylastirma yetenegine gore daha da alt boliimlere ayrilabilir: IgG1 ve
IgG3, ADCC ve CDC'yi ortaya ¢ikarabilirken, IgG2 ve IgG4 bu aktiviteleri gostermezler
(10).

Kanser immiinoterapisi, uzun siiredir beklenen ve standart kanser tedavilerine
giiclii bir katk:i saglayabilecek bir adaydir. Etkili bir immiinoterapi i¢in, timoére karsi
gelisen bagisiklik yanitinin bilesenlerinin net bir sekilde tanimlanmasi biiyiik 6nem tasir.
Dogustan gelen bagisiklik sisteminin énemli bir mekanizmasi olan kompleman sistemi,
kanser tedavisinde 6onem kazanmistir. Yapilan ¢alismalar, kanser hiicreleri iizerinde zit
etkiler gdsteren iki farkli “kompleman durumu” olabilecegini 6ne siirmektedir:

Antitiimdr etkili bir kompleman profili, membrana bagli kompleman diizenleyici
proteinlerin (mCRP'ler) diisiik diizeyde ifade edilmesi, lizise neden olan membran atak
kompleksi (MAC) konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve orta diizeyde C5Sa
konsantrasyonu ile karakterizedir.

Pro-tiimor etkili bir kompleman profili ise, mCRP'lerin yiiksek diizeyde ifade
edilmesi, hiicreyi 6ldiirmeyen (sublitik) MAC varligi ve yiiksek C5a konsantrasyonu ile
tanimlanir (11).

Tiimdr olusumu ve ilerlemesinin engellenmesiyle iliskilendirilen bir yolak olarak
kabul edilen kompleman, ayn1 zamanda inflamasyonu tesvik ederek ve immiinsiipresif
yollar1 diizenleyerek akciger adenokarsinomu dahil olmak {izere bir¢cok kanserin
ilerlemesini desteklemektedir (12). Bu caligmalar, kompleman inhibitor ilaglarinin
KHDAK tedavisi i¢in giiclii yeni bir yaklasim olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
calismalar, komplemanin tek basma bir tedavi yontemi olarak ya da diger
immiinoterapilerle kombinasyon halinde hedeflenmesinin, akciger kanserinin tedavisi ve

hatta olas1 olarak 6nlenmesi i¢in yeni bir strateji sundugunu 6ne siirmektedir (13).



2. GENEL BIiLGILER

Akciger kanseri, 20. yiizyilin ortalarindan itibaren, 6zellikle sigara kullaniminin
artmasiyla beraber toplum sagligini tehdit eden, 6nemli mortalite ve morbite nedeni olan
bir hastalik haline gelmistir. Yiizyilin baginda nadir bir hastalik iken, giiniimiizde yaygin
goriilen bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. 2008 yilinda diinya genelinde toplam
1,6 milyon kisi yeni akciger kanseri tanis1 almistir ve akciger kanserleri tiim kanserlerin
% 13’Unii olusturmaktadir. 1,4 milyon kisi akciger kanserinden 6lmiis ve bu tiim
kanserlerin % 18’ini olusturmaktadir (14). Diinya Saglik Orgiitii'ne gore, akciger,
kolorektum, karaciger, mide ve meme kanseri, kanserle iliskili 6liimlerin ilk siralarinda
yer almaktadirlar (15,16).

Akciger kanserlerinin yaklasik %80-85'1 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) dir. KHDAK ana alt tipleri adenokarsinom, skuamdéz hiicreli karsinom ve
biiylik hiicreli karsinomdur. Farkli akciger hiicresi tiplerinden baslayan bu alt tipler,
tedavileri ve prognozlar1 genellikle benzer oldugu i¢cin KHDAK olarak gruplandirilir.
Akciger adenokarsinomu, akcigerdeki mukus {reten epitel hiicreleri adi verilen
hiicrelerde baslar. Epitel hiicreleri akcigerlerin yiizeyini kaplar. Adenokarsinom, kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserinin en yaygin tiiriidiir. Skuamoz hiicreli karsinom (SCC),
akcigerlerdeki hava yollarimin i¢ini kaplayan diiz hiicreler olan skuamdéz hiicrelerde
bagslar. SCC genellikle proksimal hava yolundan kaynaklanirken, adenokarsinomlar daha
distal konumlardan gelismektedir (3,4,5).

Biiytik hiicreli (farklilasmamis) karsinom akcigerin herhangi bir yerinde ortaya
cikabilir. Hizli biiylime ve yayilma egilimindedir, bu da tedavisini zorlastirabilir. Biiyiik
hiicreli karsinomun bir alt tiirii olan biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom (LCNEC),
kiiciik hiicreli akciger kanserine ¢ok benzeyen hizli biliyliyen bir kanserdir (4).

Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK), tiim akciger kanserlerinin yaklasik %10-
15’idir. Bu akciger kanseri tliri, KHDAK’dan daha hizli biliyiime ve yayilma
egilimindedir. Bu kanser tiiriinde, kanser teshis edildigi anda akcigerlerin Otesine
yayilmistir. Bu kanser hizli biiylidiigii icin, kemoterapi ve radyasyon tedavisine iyi yanit

verme egilimindedir, bununla birlikte cogu kiside kanser geri donebilmektedir (4,5).


https://www.cancer.org/cancer/types/lung-cancer/treating-small-cell/chemotherapy.html

2.1. Akciger Kanseri Mutasyon Cesitleri

2.1.1. Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii (EGFR), EGFR/ERBB1, HER2/ERBB2,
HER3/ERBB3 ve HER4/ERBBA4'i iceren bir reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine aittir.
Uyarildiklarinda, transmembran reseptorleri hiicre proliferasyonunu ve apoptozu
etkileyen bir hiicre i¢i sinyallesme kaskadini tetiklemektedir (Sekil 2.1). Bugiine kadar,
KHDAK tedavisinde kullanilan EGFR inhibitorleri iki ana kategoriye ayrilmaktadir:
EGFR'min hiicre dis1 alanina yonelik monoklonal antikorlar (Setuksimab ve
Panitumumab) ve adenozin trifosfatin otofosforilasyonunu engelleyerek hiicre i¢i tirozin
kinaz alanmi inhibe eden kii¢iik molekiiller (Gefitinib, Erlotinib, Afatinib vd). EGFR
blokaj1 iizerine yapilan bir faz III caligmasinda (BR.21), Erlotinib, platin bazl
kemoterapiden sonra ilerleyen veya daha fazla kemoterapiye uygun olmadig: diisiiniilen
kanserli hastalarda plasebo ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sag kalim

tespit edilmistir (17).

2.1.2. Anaplastik Losemik Kinaz Fiizyon Mutasyonu

KHDAK’l1 hastalarin yaklasik %3 ile %7'sinde Anaplastik 16semik kinaz (ALK)
flizyonu igeren tiimorler tespit edilmistir (18). ALK fiizyonlar1 daha siklikla hig¢ sigara
igmeyen veya az sigara i¢cen, daha geng olan ve kanseri adenokarsinom histolojik tipinde
olan hastalarda goriilmiistiir (19).

ALK fiizyon mutasyonlar1 ayrica EGFR veya KRAS mutasyonlarinin eksikligiyle
iliskilendirilmistir. Bugiine kadar akciger kanserinde birden fazla ALK varyanti
tanimlanmistir. Genomik ALK degisiklikleri barindiran akciger kanserleri, farmakolojik

ALK inhibisyonuna klinik olarak yanmit vermektedir. (20).

2.1.3. ROS1 Fiizyon Mutasyonu

C-ROS onkogen-1 (ROS1) flizyon mutasyonlart KHDAK hastalariin yaklasik
%?2' sinde bulunur (21). ALK fiizyon mutasyonlarida benzer sekilde, ROS1 flizyonlari
daha ¢ok hig sigara igmeyen veya hafif sigara igen adenokarsinom histolojik tipine sahip
olan hastalarda goriiliir. Klinik 6ncesi veriler, ROS1 flizyonlarin in vitro Krizotinibe

duyarli oldugunu gostermistir (22,23).



2.1.4. ERBB2 Mutasyonu

ERBB2 (insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 [HER2]), EGFR ile birlikte
ERBB reseptor ailesinin bir iiyesidir. ERBB2 mutasyonlari, KHDAK!'lerin yaklasik
%2'sinde tanimlanmistir ve genellikle 776. kodon civarinda, 20. ekzona 3-12 baz ¢iftinin
cergeve i¢i eklenmesini igerir (24). Bu eklemeler fare modellerinde onkojeniktir ve
cogunlukla kadin hastalarda, hi¢ sigara igmemis kisilerde ve adenokarsinom histolojik
tipli kanserlerde goriilmektedir ve diger onkogenlerdeki mutasyonlar ile nadiren
ortiismektedir. Hem monoklonal antikorlar hem de tirozin kinaz inhibitorleri ile ERBB2

mutasyonlu akciger adenokarsinomlari tedavi edilmektedir (25).

2.1.5. KRAS Mutasyonu

Kirsten Ras Sarkoma Viral Onkogen (KRAS) mutasyonlar1 en yaygin
mutasyonlardir, akciger adenokarsinomu hastalarinin yaklasik % 15 ile % 25'inde tespit
edilmistir (26). KRAS mutasyonlarinin ¢ogunda anlamsiz mutasyonlar rol oynar. Bu
mutasyonlarin sonucu KRAS sinyal yollarinin yapisal aktivasyonudur. KRAS
mutasyonlar1 olan hastalarda, EGFR tirozin kinaz inhibitorlerine yanit gelismeyebilir

27).

2.1.6. RAF Mutasyonu

RAF proteinleri, RAS'!n asagi akisinda bulunan serin/treonin kinazlardir ve
memelilerde ii¢ izoformla temsil edilir (ARAF, BRAF ve RAF1 [CRAF olarak da
bilinir]). BRAF, akciger adenokarsinomunda bilinen bir onkogendir ve vakalarin yaklasik
% 3'inde mutasyona ugrar (Sekil 2.1) (28).

BRAF mutasyonlarinin ¢cogunlugunun ekson 15'teki valin 600'de (V600) meydana
geldigi melanomun aksine, V600 mutasyonlar1 akciger adenokarsinomu vakalarinin
yalnizca yarisini olusturur. BRAF mutasyonlar1 genellikle diger onkojenik mutasyonlarla
ortiismez. Spesifik bir VO0OOE BRAF inhibitorii olan Dabrafenib, V60OE mutasyonu
tastyan akciger adenokarsinomu hastalarini igeren bir faz I denemesinde % 40'lik umut

verici bir yanit oran1 géstermistir (28,29).
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Sekil 2.1. Akciger kanser mutasyonlar (12)
2.2. Akciger Kanser Mutasyonlarim1 Saptamak Icin Kullanilan Yéntemler

EGFR mutasyonunu saptamak i¢in en yaygin kullanilan yontem gen dizilemesidir,
ancak ALK ve ROS1 fiizyonlar1 rutin olarak floresan in situ hibridizasyon (FISH) veya
immunohistokimya ile tespit edilmektedir. Bu {i¢ yontem disinda SNaPshot, Sequenom
ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi multipleks tekniklerde kullanilmaktadir (29).

NGS, yizlerce ya da binlerce gendeki mutasyonlarin, kopya sayisi
degisikliklerinin ve yeniden diizenlemelerin, maliyet ve siireyi azaltarak es zamanl
olarak tanimlanmasina olanak tanir. KHDAK ‘mn hizli teshisinde farkli sivi biyopsi
teknikleri de yaygin olarak kullanilmaktadir. En sik kullanimi, birinci basamak EGFR
TKI'de ilerlemis hastalarda, bir diren¢ mutasyonunu degerlendirmek i¢in (T790M)
yapilir. Timori T790M barindiran hastalar, iglincii nesil TKI'lerden faydalanabilir. Sivi
biyopsi, biyopsi 0rnegi yetersiz olan ve tekrar biyopsi yapilmasi istenmeyen hastalarda

on molekiiler tarama i¢in de faydalidir (30,31).

2.3. Monoklonal Antikorlar

Kanser tedavisinde geleneksel yontemler olan cerrahi, radyasyon ve ozellikle
kemoterapi yaygin olarak kullanilir (32). Bununla birlikte, kemoterapotik ajanlar sadece
timdr hiicrelerine degil saglikli hiicrelere de etki gosterdiginden yorgunluk, ishal,
miyelosupresyon, ndtropeni ve bazi durumlarda 6liim dahil olmak iizere ¢ok sayida yan
etkiye neden olurlar (33). Bu nedenle, spesifik olarak timoér ylizey proteinlerine

baglanabilen ve tiimor hiicrelerine karst bagisiklik sistemini uyaran monoklonal



antikorlar ile yeni nesil hedefli tedavilerin gelistirilmesine odaklanilmistir (34,35).
Immiinoterapi, bagisiklik sistemini aktive edebilen veya tiimér olusturan hiicrelerin
bagisiklik baskilayici etkilerini zayiflatabilen umut verici bir kanser tedavi stratejisidir
(36,37).

MAb'ler, spesifik bir antijene kars1 yliksek 6zgiinliik ve afinitesi olan laboratuvar
ortaminda dretilen proteinlerdir. Son 20 yildir ilag endistrisinde en Onemli
biyoterapotiklerden biri olmustur. Onkoloji, immiinoloji, kardiyovaskiiler, noroloji ve
infeksiyoz hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde onaylanan 100’iin iizerinde
antikor-iligkili terapdtik bulunmaktadir (38, 39)

Rekombinant terapotik antikorlar, immiinoglobulin (Ig) yapilarina gore farkl alt
siiflara ayrilan terapdtik molekiillerdir. Amerika ve Avrupa’da onaylanan antikor
terapotikleri arasinda %90°1 IgG immunoglobulinlerdir (Antikor-ilag konjugatlar1 da
dahil olmak tizere) ve %10’u bispesifik antikorlar, PEG’lenmis antijen-baglama
fragmentleri (Fabs), tek zincir degisken fragmentleri (scFv), Fab ve nanobody’lerdir. IgG
antikor ailesi, IgG1, 1gG2, IgG3 ve IgG4 alt siniflarindan olusmakta olup agir zincirin
sabit bolgesinde kiiciik farkliliklar icermektedirler (40). Her alt smifin, terapotik

uygulamalarini etkileyen farkli yapisal ve islevsel 6zellikleri vardir (41).
2.4. IgG Alt Simiflan

2.4.1.1gG1

Monoklonal terapétiklerde en yaygin kullanilan IgG smifidir. Onaylanan IgG
antikorlarinin %74’ IgG1 temellidir. Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) ve
kompleman bagimli sitotoksisite (CDC) gibi giiclii bagisiklik efektor fonksiyonlarin
ortaya cikarir. IgG1 antikorlariin fizikokimyasal 6zelliklerine bakildiginda daha ytiksek
¢coziinlirliige sahip olmalari, agregasyona kars1 daha iyi stabilite profilleri nedeniyle

se¢ilmektedir (40).

2.4.2.1gG2

Bu alt sinif, IgG1 ile karsilastirildiginda bagisiklik efektor fonksiyonlarini devreye
sokmada daha az etkilidir ancak genellikle belirli terapdtik baglamlarda stabilitesi ve
azaltilmig immiinogenitesi nedeniyle segilir. [gG2 antikorlari, iiretilebilirliklerini ve uzun
vadeli stabilitelerini etkileyebilecek benzersiz molekiiler 6zellikleriyle bilinmektedir

(40).



2.4.3.1gG3

Terapoétiklerde yaygin olarak kullanilmasa da IgG3'iin daha uzun bir baglanma
bolgesi vardir ve bu, antijenlerle etkilesime girme yetenegini artirabilir ancak ayni

zamanda proteolitik bozunmaya kars1 artan duyarliliga da yol agabilmektedir (42).

2.4.4.1gG4

Bu alt sinif, Fab-kolunun degisimine girme yetenegi ile karakterize edilir, bu
durum efektdr islevlerini azaltabilir ve bagisiklik aktivasyonunun azaltilmasinin istendigi
uygulamalar i¢in tercih edilir. IgG4 varyantlar1 genellikle Fc reseptor etkilesimlerini daha

da azaltmak i¢in tasarlanir (42).

2.5. Antikor Bagimh Hiicre Aracili Sitotoksisite (ADCC)

ADCC, antijen-spesifik antikorlarin, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK hiicreleri),
monosit-makrofajlar ve polimorfoniikleer 16kositler gibi bagisiklikta etkili hiicrelerin
antijen ifade eden kanser hiicrelerini 6ldiirmeye yonlendirdigi bir mekanizmadir (43,44).
Monoklonal antikorlarin Fc¢ kisimlari, NK hiicrelerindeki Fc reseptorlerine baglanir.
Aktive edilen NK hiicreleri tiimor hiicreleriyle sinapslar olusturdugunda, perforin ve
granzim salinimi timdr hiicrelerinin  6liimiine neden olur. NK hiicreleri ayrica
proinflamatuar sitokinler salgilar (45). Kanser tedavisinde onaylanan monoklonal
antikorlardan, anti-EGFR antikoru Setuksimab (46), anti-HER-2 antikoru Trastuzumab
(7) ve anti-CD20 antikoru Rituksimab reseptor blokajinin yanisira, ADCC yoluyla ek
terapotik etkiye de sahip olduklart gosterilmistir (8).

2.6. Kompleman Bagimh Sitotoksisite (CDC)

Kompleman bileseni C1, antikorlarin Fc kismimi tanidiginda ve C3a ve C3b ile
aktive oldugunda klasik kompleman yolunu aktive edebilir. C3a, kompleman aktivasyonu
bolgesinde bagisiklik efektor hiicrelerini toplarken, C3b, alternatif kompleman yolunu
aktive ederek C5 konvertazini olusturur ve sonunda hiicre lizisine neden olan membran
saldir1 kompleksi (MAC) olusur (48). Cesitli in vitro hiicre temelli analizlerle, mAb’larin
kompleman bilesenlerini toplayabildigi gosterilmis olsa da in vivo da CDC yoluyla tiimor
hiicrelerinin 6ldiiriilmesi 6zellikle solid tlimoérler igin yeterince acgiklanamamistir (49).
CDC'nin aktivasyonu, anti-HER-2 antikorlar1 Trastuzumab ve Pertuzumab ile
kombinasyon tedavisinin etkinligini artirmaktadir (50). Anti-CD52 antikoru

Alemtuzumab, insan kompleman sistemini aktive ederek kronik lenfositik 16semi



hastalarinda antitiimor aktivite saglar. CDC ayrica anti-CD20 antikorlarinin (rituxuamb,

ofatumumab) terapotik aktivitesini de artirir (51,52).

2.7. immiin Kontrol Nokta Inhibitorleri

Immiin kontrol noktas1 inhibitérleri (ICI), bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine
kars1 etkinligini artiran tedavi ajanlaridir. Bagisiklik sisteminin diizgiin ¢alisabilmesi igin
bazi kontrol mekanizmalarina ihtiyag duyulur. Immiin kontrol noktasi, bagisiklik
hiicrelerinin (6zellikle T hiicrelerinin) aktivitesini diizenleyen ve sinirlandiran biyolojik
mekanizmalardir. Bu kontrol noktalari, bagisiklik hiicrelerinin asir1 tepki vermesini
engelleyerek, viicudu otoimmiin hastaliklar gibi istenmeyen reaksiyonlardan korur (53).
Ancak kanser hiicreleri, bu dogal kontrol mekanizmalarin1 manipiile ederek bagisiklik
sisteminden kacabilirler. Immiin kontrol noktas: inhibitorleri, bu kontrol noktalarini
engelleyerek, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine karsi daha etkin bir yanit vermesini
saglar (54).

Immiin kontrol noktalari, baz1 proteinlerin baglanmasiyla aktive olur. Ornegin,
PD-1 (Programmed cell death protein 1) ve CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen
4) gibi proteinler, T hiicrelerinin kanser hiicrelerini hedef almasini engeller (55).

ICI'ler oncelikle CTLA-4, PD-1 ve PD-L1 gibi kontrol noktasi proteinlerini
hedefler. Bu proteinler kanser hiicreleri tarafindan bagisiklik sisteminden kagmak i¢in
kullanilir. Bu kontrol noktalarini inhibe eden ICI'ler, T hiicrelerinin kanser hiicrelerini
tanimasini ve yok etmesini saglarlar. Bu kontrol noktalarimin bloke edilmesi,
kanser hiicrelerini hedeflemek ve 6ldiirmek i¢in hayati onem tasiyan T hiicrelerinin
aktivasyonuyla sonuglanir (Sekil 2.2) (56). ICI'ler melanoma, akciger, bobrek ve bas ve
boyun kanserleri dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerin tedavisi i¢in onaylanmistir.
Ozellikle ileri melanomada hasta sag kalimimi uzatmada ve tiimor gerilemesini
saglamada Onemli basarilar gostermislerdir. ICI'ler tek baslarina veya kemoterapi,
radyasyon veya cerrahi gibi diger tedavilerle birlikte kullanilarak etkinlikleri artirilabilir

(57).
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Sekil 2.2. Immiin kontrol noktalar1 (47).
2.8. PD-1/PD-L1

PD-1, onemli bir bagisiklik kontrol noktast molekiiliidiir. PD-1, T hiicresi
reseptorlerinin CD28 ailesinin bir iiyesidir ve dncelikli olarak aktive edilmis T hiicreleri,
B hiicreleri ve miyeloid hiicrelerde ifade edilir (58). PD-1, kronik antijen uyarimindan
sonra T hiicrelerinde diizenlenir ve T hiicresi tilkenmesinin bir belirtecidir. PD-1 i¢in
anahtar ligandlar arasinda bagisiklik hiicreleri tarafindan ifade edilen ve ayrica gesitli
dokularda, ozellikle interferon gamma (IFN-y) gibi inflamatuar sitokinlere maruz
kaldiktan sonra indiiklenebilen PD-L1 (B7-H1) ve PD-L2 (B7-DC) bulunur. PD-L1,
cesitli insan kanserlerinde ifade edilir ve bu ifadenin anti-tiimor bagisiklik tepkilerinden

kacinmada 6nemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (59,60).
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T hiicrelerindeki PD-1, PD-L1 veya PD-L2'ye baglandiginda, T hiicresi bir
inhibitor sinyal alir ve bagisiklik tepkileri olusturamaz. Hayvan modellerinde, PD-1

yolagi blokaji, gelismis tiimor eradikasyonuna ve sag kalimina yol agmistir (61,62).

2.8.1. PD-1/PD-L1'in Fonksiyonel Hiicrelerdeki Rolii

PD-1/PD-L1, T hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler) ve makrofajlar gibi
cesitli islevsel hiicrelerde bagisiklik kontrol noktalarindan biri olarak rol oynar. PD-1/PD-
L1, T hiicrelerinin 6nemli bir negatif diizenleyicisidir (63). Asir1 bagisiklik tepkilerinden
kacinmak ve otoimmdiin hasar1 6nlemede gerekli olan bagisiklik dengesini korumak i¢in
T hiicrelerinin pozitif diizenleyicileriyle etkilesime girer (64). Bununla birlikte, bircok
kanser, viicudun bagisiklik gozetiminden ve anti-timor bagisiklik tepkilerinden
kacinmak i¢in PD-1/PD-L1 sinyalini kullanan mekanizmalar gelistirmistir (65). PD-1
geni, ayni zamanda farklilagma kiimesi 279 (CD279) olarak da bilinir, kromozom 2q37'de
bulunabilir. Tasuku Honjo, 1992°de interlokin-3'ten (IL-3) yoksun birakilmis 2B4—11
(fare T hiicre hibridomalari) ve LyD9 hiicrelerinde kesfetmistir (66). Hiicre dis1 bir N-
terminal alani, bir transmembran alani ve N- ve C-terminal alanlari, 288 amino asitli, 55

kDa’lik bir tip transmembran glikoprotein olan PD1°1 -1 ayirir (67).

2.8.2. CTLA-4 inhibitorii

T hiicresi aktivasyonu, bir uyarici sinyal gerektiren karmasik bir siirectir. TCR'nin
MHC'ye baglanmasi T hiicresi aktivasyonuna 6zgiilliik saglar, ancak daha fazla yardime1
uyarict sinyale ihtiya¢ vardir (68). APC'deki B7-1 (CD80) veya B7-2 (CD86)
molekiillerinin T hiicresi {lizerindeki CD28 molekiilleriyle baglanmasi, T hiicresinde
sinyalleri tetikler. Yeterli diizeyde CD28:B7-1/2 baglanmasi, T hiicrelerinin ¢cogalmasina,
T hiicresi sag kaliminin artmasina ve interlokin-2 (IL-2) gibi biiyiime sitokinlerinin
liretimi, artan enerji metabolizmasi ve hiicre sag kalim geninin yukar1 diizenlenmesi
yoluyla farklilasmaya yol acar (69). CTLA-4, B7 icin ¢ok daha yiiksek baglanma
afinitesine sahip bir CD28 homologudur; ancak, CD28'in aksine, CTLA-4'liin B7'ye
baglanmasi uyarici bir sinyal liretmez. Bu nedenle, bu rekabet¢i baglanma normalde
CD28:B7 baglanmasiyla saglanan yardimci uyarici sinyali 6nleyebilir (70,71).

CTLA-4 veya PD-1 yol blokaj1 ile tiimor biiyiimesinin azaldigini ve sag kalimin
tyilestigini gosteren klinik Oncesi ¢alismalar, kanser tedavisi i¢in bagisiklik kontrol

noktas1 inhibisyonunun 6nemini géstermistir (60,72,73). (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Kanser tedavisinde onaylanan immiin kontrol noktas1 inhibitorlerinin listesi.

Hedef Ilag Ad1 Endikasyonlar1

PD-1 Nivolumab Metastatik melanom, metastatik skuamoéz KHDAK
skuamo6z olmayan KHDAK, ileri RCC, Hodgkin lenfoma,
tirotelyal karsinom, mikrosatelit instabilitesi olan kolorektal
kanser, HCC

Pembrolizumab Hodgkin lenfoma, metastatik skuaméz olmayan KHDAK,
tirotelyal karsinom, mikrosatelit instabilitesi olan kolorektal
kanser, gastrik adenokarsinom

PD-L1 Avelumab Metastatik Merkel hiicreli karsinom, iirotelyal karsinom

Atezolizumab  Urotelyal karsinom, metastatik KHDAK
Durvalumab Urotelyal karsinom, KHDAK
CTLA-4 Ipilimumab Metastatik melanom

HCC: Hepatosit karsinomu; KHDAK: Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, RCC: bdbrek hiicreli
karsinom (77).

2.9. Immiinoterapi ve Akciger Kanseri

Son on yilda, kanser immiinoterapisinin, 6zellikle de bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorlerinin (ICI'ler) basarisi, metastatik tlimorlerin klinik tedavisinde devrim
yaratmistir. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitorlerinin (ICI'ler), 6zellikle PD-1/PD-L1 ve
CTLA-4Un, EGFR/ALK mutasyonu olmayan KHDAK hastalarinda etkili oldugu
bulunmustur (74,75). PD-L1 ve PD-L2 inhibisyonu, T hiicresi yanitin1 ve in vitro
antitimor aktivitesini artirabilir. Bir anti-PD-1 antikoru olan Nivolumab, platin bazl
kemoterapiden sonra ilerleyen metastatik KHDAK'li hastalarin tedavisi i¢in onaylanan
ilk kontrol noktasi inhibitoriidiir. CheckMate-017 denemesinde, Nivolumab, ileri akciger
skuamo6z hiicreli karsinomu olan hastalarin ikinci basamak tedavisinde Docetaxel ile
karsilastirildiginda OS'yi 6nemli 6lciide iyilestirmistir (76,77,). Bir PD-1 inhibitorii olan
Pembrolizumab, Eyliil 2014'te, rezeke edilemeyen veya metastatik melanomu olan ve

Ipilimumab'i takiben hastalik ilerlemesi olan hastalarin tedavisi i¢in onaylanmistir (78).

2.9.1. Nivolumab

Nivolumab tamamen insan anti-PD-1 IgG4 mAb'dir ve ABD Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan 6nceden tedavi edilmis NSCLC'nin tedavisi i¢in onaylanan ilk anti-PD-
1 hedefli ilagtir (79,80).

Su anda piyasada en sik kullanilan ICI'ler arasinda, her ikisi de anti-PD-1 mAb'leri
olan Pembrolizumab (Keytruda) ve Nivolumab (OPDIVO) yer almaktadir (82,83). Bu iki
mAb, T lenfositleri iizerindeki PD-1'e yliksek afiniteyle baglanir ve bodylece tiimor

olusturucu hiicrelerdeki PD-L1'in baglanmasini inhibe eder. T lenfositlerinin
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aktivasyonuna yol acar ve bu da T hiicresi aracili sitotoksisite yoluyla tiimor hiicreleinrde

apoptozis indiiklenmesiyle sonuglanir (83).

2.9.2. Pembrolizumab

Pembrolizumab, ticari adiyla Keytruda, insan kaynakli (humanized) bir 1gG4-
kappa monoklonal antikordur. Bagisiklik kontrol noktasi inhibitdrleri sinifina aittir ve
PD-1 reseptoriine baglanarak T hiicrelerinin aktivasyonunu artirir (84). 2014 yilinda FDA
onayt almig ve gilinlimiizde bir¢ok kanser tiirliniin tedavisinde kullanilmaktadir.
Pembrolizumab, T hiicreleri tizerindeki PD-1 reseptoriine baglanarak, bu reseptoriin PD-
L1 ve PD-L2 ligantlartyla etkilesimini engeller. Bu etkilesimin engellenmesi, T
hiicrelerinin tiimdr hiicrelerine kars1 aktivasyonunu artirir ve bagisiklik sisteminin tiimor

hiicrelerini taniyip yok etmesine olanak tanir (85).

2.9.3. Kompleman Sistem ve Aktivasyonu

Komplemanlarin kesfi, Jules Bordet'nin kanda cesitli bakteri tiirlerine karsi
aktiviteye sahip, bilinmeyen i1siya duyarhi litik bir maddeyi tanimladigi 1800'lerin
sonlarina dayanir. Bu bilesen, Paul Ehrlich tarafindan 1899'da "kompleman" olarak
adlandirilmigtir. Uzun yillardir kompleman sistemin dogustan gelen bagisiklik sisteminin
temel bir bileseni oldugu bilinmektedir (86).

Invaziv patojenlerle savagsmada kompleman sistemin rolii kapsaml1 bir sekilde
incelenmistir ancak son kesifler, ekstravaskiiler ve interstisyel dokulardaki
fonksiyonlarma iligkin yeni bakis agilar1 sunmaktadir. Bu kesifler, kompleman
proteinlerin hiicre-hiicre ve stroma-hiicre iletisimlerinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (87).

Kompleman sistemi, dogustan gelen bagisiklik sisteminin kritik bir kolunu
olusturan ardisik bir enzimatik kaskaddir (88). Kaskad, klasik, alternatif ve lektin yollar
olmak {tizere ii¢ yoldan olusur. Klasik yol (CP), antijen/antikor etkilesimleri yoluyla
olusan bagisiklik kompleksleri (IC) ve konformasyonel degisikliklere neden olan ve
kompleksin Clq ile etkilesime girmesini kolaylastiran ligandlar patojen veya
glikoproteinlerin yiizeylerinde ifade edilen mannoz baglayict lektinler (MBL) veya
fikolinler tanindiginda aktive olur (89,90).

Yollar aktive edildiginde, LP ve CP yollariin MBL ve Clq sirasiyla serin
proteazlar, MASP ve Clr ve Cls'e baglanarak kompleman bilesenleri C4 ve C2'yi keserek
C3'i C3a ve C3b'ye ayiran C3 konvertaz enzimi olan C4b2b'yi olusturur (Sekil 2.3). CP
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ve LP'nin aksine, alternatif yol (AP) siirekli olarak patojen istilasi i¢in konag1 arastirir ve
her zaman diisiik seviyede aktif durumdadir, C3'teki tiyoester bagini kendiliginden
hidrolize eder (91,92).

Aktive edildiginde, iiretilen C3b tarafindan faktoér (F) B'nin kesilmesiyle olusan
Bb'ye baglanir. C3 konvertazi, C3bBb, properdin proteini tarafindan stabilize edilir (93).
C3'i C3a ve C3b'ye daha fazla keserek AP'yi siirekli olarak aktive eden bir geri bildirim
dongiisii olusturur (94). C4/C2 ve C3/FB arasinda 6nemli bir yapisal ve dizi benzerligi
vardir ve bu CP/LP ve AP C3 konvertazinin olusumundaki benzerligi gosterir. Daha
sonra, li¢ yol da ayni efektdr yolunu izleyerek en sonunda patojen lizisine ve CSa
salimimina neden olan C5b-9 membran saldiri kompleksini olusturur. Kompleman
aktivasyonu sirasinda iiretilen C3a ve C5a 6nemli biyolojik aktiviteye sahiptir. Kemotaksi
ve hiicre trafigi gibi islevlere katilirlar. G-protein baglh reseptorler C3aR ve C5aR ile

sinyal verirler (95).

‘ KLASIK YOL ‘ ‘ LEKTIN YOL | ‘ ALTERNATIF YOI
m ANA YUZEY XABANCIXUZEX

T  Coooee

A.,Y L (i = ®

A Faktor B

Ficolinler,MBL, |
nhlhltmu Bb ‘j‘ Faktor D

masps | — CR1

. Factor H
C1Q/C1$ . ‘/
amphﬁk asy on
| dongiisii

'\-/ f / Faktor B
C \ N, / hlktor D
Anafilatoksin .
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P cabj 2b . Bb baglayic1 protein
; { |——  CRI/CD55)CD46
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J
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C5b-9

Sekil 2.3. Kompleman sistemi yolaklarinin olusma sekli (96).

14



2.9.4. Komplemanin Etkilesimi

Kompleman, apoptotik hiicre tanima ve fagositik temizleme yoluyla kendini
tanimama veya kendi kendine toleransa katilir. Clq eksikliginin, ge¢ faz apoptotik
hiicrelere yanit olarak otoantikor iiretimine, kompleman aktivasyonuna ve sitokin
tiretimine yol agtig1 gozoniine alindiginda, C1q'nun kendi kendine toleransta rol oynadigi
kabul edilmektedir (89).

Pek ¢ok kompleman proteini, kompleman sistem ile diger efektér ve diizenleyici
sistemler arasinda etkilesimi saglar. Sonu¢ olarak, kompleman sistem dogustan gelen
bagisikliktaki roliine ek olarak adaptif bagisiklik, hemeostaz, néro-koruma ve organ
gelisimine katilir (97,98).

Komplemen sistemi inflamatuar yanitin 6nemli bir bilesenidir ve enflamasyon,
tiimdr olusumunun ve kanser ilerlemesinin ¢esitli asamalarinda yer alir. Buna ek olarak,
kompleman aktivasyonu adaptif immiin yanit1 diizenler ve tiimdrlere karsi T hiicre

yanitini diizenlemede rol oynar (99,100).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. KHDAK Hasta Gruplarinin Olusturulmasi

Kemoterapi sonrasi mAb tedavisi alan hasta grubunu olusturan bireylerin
calismaya dahil etme kriterleri:

Inonii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Onkoloji Hastanesi, Onkoloji
Poliklinigine basvuran akciger kanser tanisi alan 18 yas ve {istii, ileri derecede KHAK ve
KHDAK akciger kanseri metastatik evre 4 olan, yasam beklentisi 12 hafta ve tizeri olan,
daha 6nce en az 4 kiir kemoterapi almis olan ve sonrasinda Nivolumab ve Pembrolizmab
tedavisi alan hastalardan en az iki tane sar1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine kan 6rnekleri
alind1.

Hasta grubunu olusturan bireylerden, goniillii bilgilendirme formunu okuyup
imzaladiktan sonra ¢alismaya dahil edildi.

Kemoterapi alan hasta grubunu olusturan bireylerin ¢alismaya dahil edilme
kriterleri:

Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi, Onkoloji Hastanesi, Onkoloji
Poliklinigine bagvuran akciger kanser tanisi alan 18 yas ve iistii, yeni KHAK ve KHDAK
akciger kanseri tanisi alan, yasam beklentisi 12 hafta ve {lizeri olan, tedavi olarak sadece
kemoterapi alan hastalardan en az iki tane sar1 kapakli biyokimya tiipiinde kan drnekleri
alind.

Hasta grubunu olusturan bireylerden, goniillii bilgilendirme formunu okuyup
imzaladiktan sonra ¢calismaya dahil edildi.

MAD tedavisi alan ve almayan hasta gruplari i¢in hari¢ tutma kriterleri:

Kronik otoimmiin hastalik dykiisii olmayan, T hiicre modiile edici antikorlarla
tedavi edilmemis olmasi, bagisiklik baskilayaci ilaglar gerektiren durumlar kronik
enfeksiyonlara sahip hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Toplam 24 mAb alan ve 24 mAb almayan hastalarin serumlar1 5 ay boyunca Inonii
Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Onkoloji Hastanesi ayaktan kemoterapi biriminde
stirekli takip edilerek kan ve onam formlarina imza atilarak her hastadan sar1 kapakl jel
biyokimya tiipiine kan 6rnekleri alindi. Daha sonra bu 6rnekler 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip elde edilen serumlar ayrigtiralarak -80 C derecede muhafaza edildi.

MAD tedavisi alan ve mAb tedavisi almayan hasta gruplarina ait demografik

Ozellikler tablo 3.1 ve tablo 3.2” de gosterildi.
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Tablo 3.1. mAb tedavisi alan hasta grubuna ait demografik 6zellikler

mADb alan hasta grubuna ait demografik 6zellikler

n (%) / Ortanca (min-mak)

Cinsivet Kadin 0 (0)
NSt "Erkek 100 (100)
Yas 65 (44-85)

Tablo 3.2. mAb tedavisi almayan hasta grubuna ait demografik 6zellikler

mADb almayan hasta grubuna ait demografik 6zellikler

n (%) / Ortanca (min-mak)

Cinsiyet Kadin 0 (0)

Erkek

100 (100)

Yas

64 (50-81)

Hasta gruplar ilk birinci basamak tedavi olarak kemoterapi (Pemetreksed ve

Docetaxel) (Tablo 3.3) aldi.

ikinci

basamak tedavi

olarak Nivolumab ve

Pembrolizumab aldi. Diger hasta grubu ise sadece birinci basamak kemoterapi

(Pemetreksed ve Docetaxel) (Tablo 3.4) ald.

Tablo 3.3. mAb tedavisi alan hasta gruplari, tedavi ve hiicre tipi

H;ita Hiicre Tipi Hastalik Diizeyi Tedavi

H1 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H2 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H3 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H4 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H5 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H6 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H7 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

HS8 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H9 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H10 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H11 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H12 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

HI13 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H14 ADENO METASTATIK EVRE4  NiVOLUMAB +KEMOTERAPI

HI15 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H16 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB +KEMOTERAPI

H17 ADENO METASTATIK EVRE4  NIVOLUMAB + KEMOTERAPI

HI8 ADENO METASTATIK EVRE4  PEMBROLIZUMAB+ KEMOTERAPI
HI19 ADENO METASTATIK EVRE4  PEMBROLIZUMAB+ KEMOTERAPI
H20 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  PEMBROLIZUMAB+ KEMOTERAPI
H21 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4  PEMBROLIZUMAB+ KEMOTERAPI
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H22
H23
H24

SKUAMOZ METASTATIK EVRE 4
SKUAMOZ METASTATIK EVRE 4

ADENO METASTATIK EVRE 4

PEMBROLIZUMAB+ KEMOTERAPI
PEMBROLiZUMAB+ KEMOTERAPI
PEMBROLIZUMAB+KEMOTERAPI

Tablo 3.4. mAb tedavisi almayan sadece kemoretapi alan hasta gruplari, tedavi ve hiicre
tipi

Kontrol No Hiicre Tipi Hastahlk diizeyi Tedavi

K1 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K2 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K3 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K4 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K5 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K6 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K7 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K8 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K9 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K10 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K11 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K12 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K13 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K14 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K15 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K16 SKUAMOZ METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K17 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K18 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K19 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K20 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K21 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K22 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K23 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI
K24 ADENO METASTATIK EVRE4 KEMOTERAPI

Mab tedavisi alan ve mAb tedavisi almayan hasta

immiinohistokimyasal PK40 boyamasi Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da gosterildi.

Tablo 3.5. mAb tedavisi alan hasta grubu P40 boyamast

Hasta grubu PK40

HI negatif
H2 negatif
H3 negatif
H4 negatif
H5 negatif
H6 negatif
H7 negatif
H8 pozitif
H9 negatif

gruplarina  ait
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HI10
HI11
HI12
H13
H14
H15
H16
H17
HI8
HI19
H20
H21
H22
H23
H24

pozitif
pozitif
pozitif
negatif
negatif
pozitif
pozitif
negatif
negatif
negatif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
negatif

Tablo 3.6. mAb tedavisi almayan hasta grubu P40 boyamasi

Kontrol grubu PK40
K1 pozitif
K2 pozitif
K3 negatif
K4 negatif
K5 negatif
K6 negatif
K7 negatif
K8 pozitif
K9 pozitif
K10 negatif
K11 negatif
K12 negatif
K13 pozitif
K14 negatif
K15 negatif
K16 pozitif
K17 negatif
K18 negatif
K19 negatif
K20 negatif
K21 negatif
K22 negatif
K23 negatif
K24 negatif
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Mab

tedavisi alan ve

mADb

tedavisi

almayan hasta gruplarina ait

immiinohistokimyasal CK7 boyamasi Tablo 3.7 ve Tablo 3.8’da gosterildi.

Tablo 3.7. mAbD tedavisi alan hasta grubu CK7 boyamast

Hasta grubu CK7

H1
H2
H3
H4
HS5
H6
H7
H8
H9
HI10
HI11
HI12
HI13
H14
HI15
HI16
H17
HI18
H19
H20
H21
H22
H23
H24

pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
negatif
pozitif
negatif
negatif
negatif
pozitif
negatif
pozitif
pozitif
negatif
negatif
negatif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
negatif

Tablo 3.8. mAb tedavisi almayan hasta grubu CK7 boyamasi

Kontrol grubu CK7

K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12

negatif
negatif
negatif
negatif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
pozitif
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K13 pozitif

K14 pozitif
K15 pozitif
K16 pozitif
K17 pozitif
K18 pozitif
K19 pozitif
K20 pozitif
K21 pozitif
K22 pozitif
K23 pozitif
K24 pozitif

Mab tedavisi alan ve mAb tedavisi almayan hasta gruplarina ait

immiinohistokimyasal TTF-1 boyamasi Tablo 3.9 ve Tablo 3.10’da gosterildi.

Tablo 3.9. mAb teadvisi alan hasta grubu TTF-1 boyamasi
Hasta grubu  TTF-1

H1 pozitif
H2 pozitif
H3 pozitif
H4 pozitif
HS5 pozitif
H6 pozitif
H7 yamali pozitif
H8 pozitif
H9 pozitif
HI10 pozitif
H11 negatif
H12 negatif
H13 negatif
H14 negatif
H15 negatif
HI16 negatif
H17 negatif
H18 negatif
H19 pozitif
H20 pozitif
H21 pozitif
H22 pozitif
H23 negatif
H24 negatif
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Tablo 3.10. mAb teadvisi almayan hasta grubu TTF-1 boyamasi

Kontol grubu TTF-1

K1 negatif
K2 negatif
K3 negatif
K4 negatif
K5 yamal1 pozitif
K6 pozitif
K7 pozitif
K8 pozitif
K9 pozitif
K10 pozitif
K11 pozitif
K12 pozitif
K13 pozitif
K14 pozitif
K15 pozitif
K16 pozitif
K17 pozitif
K18 yamal1 pozitif
K19 pozitif
K20 pozitif
K21 pozitif
K22 pozitif
K23 pozitif
K24 pozitif
Mab tedavisi alan ve mAb

tedavisi

almayan hasta gruplarina ait

immiinohistokimyasal Ki-67 proliferasyon indeksi %’lik olarak Tablo 3.11 ve Tablo

3.12°de gosterildi.

Tablo 3.11. mAb teadvisi alan hasta grubu Ki-67 proliferasyon indeksi

Hasta grubu Ki-67 indeksi %

H1
H2
H3
H4
HS5
H6
H7
H8
H9
HI0
Hl11

15%
20%
35%
60%
25%
45%
70%
55%
10%
30%
40%
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HI2 70%

HI13 65%
H14 35%
HI15 40%
H16 35%
H17 55%
HI18 20%
H19 10%
H20 75%
H21 80%
H22 15%
H23 45%
H24 65%

Tablo 3.12. mAb teadvisi almayan hasta grubu Ki-67 proliferasyon indeksi

Kontrol grubu Ki-67 indeksi %

K1 30%
K2 45%
K3 15%
K4 65%
K5 25%
K6 20%
K7 45%
K8 55%
K9 70%
K10 80%
K11 75%
K12 70%
K13 50%
K14 15%
K15 20%
K16 45%
K17 35%
K18 45%
K19 70%
K20 80%
K21 35%
K22 75%
K23 65%

K24 45%




3.2. Kompleman Proteinlerinin ELISA Yéntemi ile Incelenmesi

mADb tedavisi alan ve almayan hasta gruplarindan alinan kan 6rnekleri ELISA
analizi i¢in ayrildi. Serum Orneklerinden insan tamamlayict 1q (Clg- SinoGenClon
Biotech, Lot: SG-00432), insan tamamlayici parcasi 3a (C3a- SinoGenClon Biotech Lot:
SG-00437) ve insan tamamlayici pargast 5b (C5b-SinoGenClon Biotech Lot: SG-00442)
protokole uygun bir sekilde ¢alisildi.

Kuyucuklara 40 pl standart, 10 pl serum 6rnegi, 50 ul diliisyon soliisyonu eklendi.
Plate seal ile kapatilarak 37°C 30 dakika inkiibasyona birakildi. Bu islemlerden sonra tiim
kuyucuklar aspire edildi ve her kuyucuga 350 pul Wash Buffer eklendi ve daha sonra
soliisyon ile aspire edildi. Bu iglem 5 kez tekrar edildikten sonra kuyucuklara 50 ul HRP-
Konjugat soliisyonu eklenip seal ile kapatilip 37°C 30 dakika inkiibasyona birakildi. Daha
onceki yikama islemi ile aymi olacak sekilde 5 kez yikama yapildi. Daha sonra
kuyucuklara 50 pl kromojen ¢ozeltisi A, 50 ul kromojen ¢ozeltisi B eklendi ve 37°C 15
dakika inkiibasyona birakildi. Son olarak kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenip
absorbanslar1 450 nm’de spektrofotometre cihazinda 6lgiildii. Serumdaki Clq, C3a ve
C5b miktar, sirasiyla 0-135 ng/mL, 0-2700 pg/mL ve 0-270 pg/mL arasinda degisen
standardlarin absorbansi ile olusturulan standard blanklere dayanarak belirlendi. Tiim

caligmalar ii¢ kere tekrarlandi ve standard sapmalar1 () hesaplandi.

3.3. Immiinohistokimyasal Analiz

Hastalarin parafin bloklar1 Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Patoloji
Laboratuvarindan temin edildi. Parafin bloklar1 hastane yazilim sisteminden biyopsi

ornekleri alinarak arsiv béliimiinden alindi.

3.4. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimya (IHK) boyamasi Inénii Universitesi Turgut Ozal Tip Merkezi
Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi. Bu amagla gruplara ait doku
orneklerinden mikrotom cihaziyla (Leica RM 2255) 3um kalinliginda doku kesitleri
adhezi (pozitif sarjl1) lam iizerine alindi. Orneklerin IHK boyamasi indnii Universitesi
Turgut Ozal Tip Merkezi Tibbi Patoloji Anabilim Dali laboratuvari altyapisinda bulunan,
tam otomatik THK cihazinda (Dako Omnis—Agilent, Santa Clara, CA, United States)
calisild.

Adeziv lama (IHC Microscope Slides, FLEX, Dako) alinan TMA kesitler 60°C

etiivde bir saat inkiibe edildikten sonra tam otomatik IHK cihazinda deparafinizasyon
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islemi Clearify (American MasterTech) ile yapildi. Antijen geri kazanimi amaciyla
primer antikor {iireticisinin onerisine uygun olarak Yiiksek pH antijen retrieval (Target
Retrieval Solution Envision Flex, Dako Omnis) kullanildi. Deney diizeneginde yer alan
CD-59 (Katolog No:MA119133) antikoru 1:50 oraninda diliie edildi (Antibody Diluent,
katolog No:MA119133Dako, 5301 Stevens Creek Blvd Santa Clara, CA 95051 United
States). On calismayla 20 dakika olarak belirlenen primer antikor inkiibasyon siiresiyle
pirimer antikor inkiibe edildi. Hedef antijene baglanan CD59 antikorun
goriintiilenmesinde, Goriintiileme kiti olarak EnVision FLEX System (Agilent Dako
5301 Stevens Creek Blvd. Santa Clara, CA 95051 United States) kullanildi ve islem
adimlar1 ve siireleri tireticinin Onerdigi sirayla, standart uygulama adim ve siireleri ile
calisildi. Kromojen olarak DAB kromojen kullanildi ve standart siirede inkiibe edilidi.

Doku 6rneklerinin zit boyamasinda Mayer’s hematoksilen kullanildi (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. IHK boyama skor tablosu

Yayginlik Yogunluk
Boyama Dagilim Derece Boyama Yogunlugu Derece
Hiicrelerin boyanma oran1 %0 0 Negatif 0
Hiicrelerin boyanma orani %1-10 1 Zayif 1
Hiicrelerin boyanma orani %11-50 2 Orta 2
Hiicrelerin boyanma orani %51-80 3 Giiglii 3
Hiicrelerin boyanma orani %81-100 4

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler ortanca (Ceyrekler arasi aralik =IQR) ve %95 giliven araliklart ile
0zetlendi. Normal dagilima uygunluk Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Verilerin
normal dagilim géstermemesi durumu gézlemlendiginden dolay1 istatistiksel analizlerde
Wilcoxon isaretli siralar testi kullanildi. Ayrica korelasyon analizi i¢in sperman rho
korelasyon analizi ile degiskenlere iligkin korelasyon katsayilar1 hesapland1 ve
degiskenler arasindaki iligkinin giicii ve yonii incelendi. P < 0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics 27.0 versiyonu kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

4.1.1. ELISA Analizleri

Tez ¢aligmamizda 24 (%50) mAb tedavisi alan hasta ve 24 (%50) mAb tedavisi
almayan hasta seklinde iki gruptan olusan 48 goniilliiden alinan kan 6rneklerinden ELISA
yontemi ile kompleman proteinleri incelendi.

MAD alan hasta grubu i¢in C5b ortalamasi1 96.04 pg / mL olarak bulunurken, MAb
almayan hasta grubu i¢in C5b ortalamasi 105.32 pg / mL olarak bulundu. Hesaplamalar
Sekil 4.1°de goriinen C5b standart konsantrasyon grafigine gore yapildi.

C5sb y =0.0075x
R?=10.9974

2,5

Absorbans (450 nm)

0 50 100 150 200 250 300
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.1. C5b standart egri grafigi

MAD alan hasta grubu i¢in C3a ortalamas1 552.44 pg / mL olarak bulunurken,
MAD almayan hasta grubu icin C3a ortalamasi 483.99 pg / mL olarak bulundu.

Hesaplamalar Sekil 4.2°de goriinen C3a standart konsantrasyon grafigine gore yapildi.
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y =0.0007x + 0.0712
C3a R?=0.998
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Sekil 4.2. C3a standart egri grafigi

MAD alan hasta grubu i¢in C1q ortalamas1 33.09 ng / mL olarak bulunurken, MAb
almayan hasta grubu i¢in Clq ortalamas1 26.58 ng / mL olarak bulundu. Hesaplamalar

Sekil 4.3’te gortinen C1q standart konsantrasyon grafigine gore yapildi.

y =0.0145x + 0.0613

Clq R?=0.9997
2,5
2
=
=
QL5
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72}
g1
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e
< 0,5
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.3. Clq standart egri grafigi

MAD tedavisi alan ve almayan hasta gruplarinda serum C5b protein seviyelerinin
karsilastirilmasi yapildiginda, mAb tedavisi almayan hasta grubunun almayan gruba gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p < 0.05) (Sekil 4.4).
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Serumda C5b miktari
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Sekil 4.4. Hasta gruplarinda serumda C5b ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmasi

MAD tedavisi alan ve almayan hasta gruplarinda serum C3a seviyelerinin
karsilagtirilmasi yapilan ELISA deneyi sonucunda mAb tedavisi alan hasta grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p < 0.05) (Sekil 4.5).

Serumda C3a Miktari
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Sekil 4.5. Hasta gruplarinda serumda C3a ekspresyon seviyesinin karsilastirilmasi

MAD tedavisi alan ve almayan hasta gruplarinda serum Clq seviyelerinin
karsilastirilmast yapilan ELISA deneyi sonucunda mAb tedavisi alan hasta grupta,

almayan gruba kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 bir artis gozlendi (p < 0.05) (Sekil 4.6).
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Serumda C1q miktar1
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Sekil 4.6. Hasta gruplarinda serumda C1q ekspresyon seviyesinin karsilagtirilmasi

Calismamizda, mAb tedavisi alan ve almayan hasta gruplari arasindaki iig
degiskenin (C5b, C3a ve C1q) karsilastirmali analizi Tablo 4.1°de sunuldu. Tabloda her
degisken i¢in medyan ve ceyrekler arasi aralik (IQR) ile birlikte %95 giiven aralif
gosterildi. Wilcoxon isaretli sira testinden elde edilen p-degeri her karsilagtirma igin
raporlandi. Her ii¢ degisken de mAb alan ve almayan hasta gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar (p < 0.001) gostermektedir. Sadece kemoterapi alan hasta
grubuna kiyasla mAb tedavisi alan hasta grubunda C3a ve C1lq degerlerinde istatistiksel
olarak anlaml bir yiikselme goriilirken C5b’de azalma tespit edildi. Hasta ve kontrol
gruplarindaki say1 30’dan az oldugu icin yapilan analizler ortalama olarak degil, medyan

ve ¢eyrekler arasi olarak analiz degerlendirmesi yapildi.

Tablo 4.1. C5b, C3a ve Clq biyobelirteglerinin hasta ve kontrol gruplar1 agisindan

incelenmesi.
Gruplar
Degiskenler mADb tedavisi almayan mAb tedavisi alan P-degeri
Median (IQR) %95 giiven araligt  MediandQR) %95 giiven aralig1
C5b 93.64 (13.31)  (270.26-115.06) 89.42 (22.73)  (178.7-107.92) <0.001
C3a 398.57 (175) (2005.71-612.86) 445 (303.57) (1977.14-734.29)  <0.001
Clq 23.69 (6.38) (102.66-27.83) 30.24 (14.31)  (84.03-39.55) <0.001

*: Wilcoxon isaretli siralar testi; IQR: ¢eyrekler arasi aralik

Calismada kullanilan nicel degiskenlere iliskin bagimsiz degiskenler C5b, C3a ve
Clq degiskenleri arasindaki Spearman korelasyon iliskisi Tablo 4.1’de gosterildi. C5b ve
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C3a arasindaki iliskiler giiclii ve pozitif yonlii iliski vardir (r = 0.664, p < 0.001), fakat
C5b ve Clq degiskenler arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmada. (r = 0.07,
p=0.635) ve C3a ve Clq degiskenler arasindaki iliski istatistiksel olarak anlaml1 degildir
(r=0.213, p = 0.145). C5b ve C3a arasindaki gii¢lii korelasyon vardir, bu iki degisken
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir baglanti oldugunu ve C5b degiskenin bir birimlik
artis1 C3a degiskenin 0,664 birim etkileyecegini ifade etmektedir. Diger iki degisken
(C5b- Clq, C3a- Clq) arasinda giiclii korelasyon ve istatistiksel olarak anlamli degildir
(p > 0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Korelasyon degerleri ve giliven araliklari

Degisken iliskileri Korelasyon degeri  P-degeri  95% Giiven araliklar

C5b - C3a 0.664 0.001* (0.461-0.80)
C5b - Clq 0.07 0.635%* (-0.226-0.335)
C3a-Clq 0.213 0.145%* (-0.084-0.476)

*: Sperman korelasyon
4.2. Histopatolojik Bulgular

Sadece kemoterapi alan kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinom (KHDAK) kontrol
grubu hastalar1 ile kemoterapi sonrasi monoklonal antikor tedavisi alan KHDAK hasta
gruplarina ait biyopsi dokulari CD59 immunekspresyonlari agisindan degerlendirildi.
Caligmamiza dahil olan akciger kanser dokularinda yapilan H&E boyalarinda, asiner

patern adenokarsinom (Sekil 4.7) izlendi.

Sekil 4.7. Nonmiisindz adenokarsinom; myofibroblastik stroma icerisinde irregiiler
glandiiler alanlar, H&EX100.
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Calisamiza dahil olan akciger kanser dokularinda yapilan H&E boyalarinda
lepidik patern, mikropapiller patern (Sekil 4.8) ve solid adenokarsinom ve skuamoz

hiicreli karsinom (Sekil 4.9) tipleri izlendi.

Sekil 4.8. Mikropapiller paternde adenokarsinom; fibrovaskiiler kor igermeyen
mikropapiller morfolojide tiimdral alanlar, H&E x200.

Sekil 4.9. Skuamo6z hiicrelli akciger karsinomu; desmoplastik, inflamatuar hiicrelerden
zengin stroma igerisinde, genis solid adalar tarzinda eozinofilik sitoplazmali, oval-
yuvarlak niiklueslu, belirgin niikleollii hiicrelerden olsan timér H&Ex400.
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24 kontrol hasta grubu ve 24 Pembrolizumab ya da Nivolumab tedavisi alan hasta
grubuna ait Orneklerde yapilan immiinohistokimyasal c¢alisma sonucunda, CD59
immunekspresyonu sadece mAb tedavisi almayan 2 hasta da zayif sitoplazmik boyanma

seklinde gozlendi (Sekil 4.10).

3 sl

Sekil 4.10. mAb tedavisi almayan 2 hastada CD 59 zayif sitoplazmik boyanma, x200.

24 kontrol hasta grubuna ait orneklerde yapilan immiinohistokimyasal ¢alisma
sonucunda, CD59 immunekspresyonu boyanma izlenmeyen oOrnekler Sekil.4.11 ve

Sekil.4.12°de gosterildi.
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Sekil.4.11. mAb tedavisi almayan CD359 sitoplazmik boyanma, x200.

Sekil.4.12 mAb tedavisi almayan CD59 sitoplazmik boyanma, x200.

33



5. TARTISMA

Akciger kanser tedavisinde immiinoterapi 6nemli bir terapotik yaklasim olarak
ortaya ¢ikmistir. Uzun yillar boyunca akciger kanserinin immiinolojik bir kanser olmadig1
diisiiniilsede, son ¢alismalar bunun tam tersini gostermistir. Aslinda, bir alt tiir olarak
akciger adenokarsinomu, en immiinolojik tiimér tiplerinden biridir. Immiinoterapi hem
kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri hem de skuamdéz hiicreli karsinom igin aktif olarak
aragtirtlmaktadir. Kanser hiicreleri, hiicresel proteinlerin degisen diizeylerini ifade
edebilmeleri veya mutasyona ugramis proteinleri iretme yetenekleri sayesinde bagisiklik
sistemi tarafindan taninabilir. Ancak, tiimorler nadiren aktiflesmis T hiicreleri tarafindan
tamamen yok edilir. Kanser hiicreleri baglangicta adaptif bagisiklik sistemi tarafindan
taninir, ancak zamanla kanser hiicreleri, T hiicre aracili timdr hiicrelerini dldiirmeyi
engelleyen immiinsiipresif yollar1 devreye sokarak buna uyum saglar. Immiinsiipresif
yollarin hedef alinmasi, sitotoksik T hiicrelerinin yeniden aktiflesmesine ve tiimoriin
ortadan kaldirilmasin1 saglayabilir (12). Bugiine kadar akciger adenokarsinomunda PD-
1/PD-L1 yolunu hedefleyen immun kontrol noktas1 inhibitorleri olan birgok monoklonal
antikorlar onay almistir.

PD-1'i hedef alan bir bagisiklik kontrol noktast inhibitorii olan Nivolumab ve
Pembrolizumab, o6zellikle diger kemoterapilerle birlestirildiginde akciger kanseri
hastalarinda sagkalim oranlarinda iyilesme gosterilmistir (100). Ancak kompleman
bilesenlerin varligi tedaviyi 6nemli dlgiide etkileyebilir. Kompleman bilesenleri C1q, C3a
ve C5b arasindaki etkilesim ve Nivolumab ve Pembrolizumab’in akciger kanseri
tedavisindeki etkinligi, timor biiylimesini ve bagisiklik tepkisini etkileyen karmasik
mekanizmalar1 ortaya koymaktadir. Ayrica lokal kompleman protein iiretimi ve sistemik
aktivasyonuda kanserde dikkatlice degerlendirilmelidir.

Baslangicta, kompleman sisteminin aktivasyonunun, ozellikle antikor aracili
timor hiicresi dldiirmesi yoluyla, tiimdr olusumunu ve ilerlemesini engelleyecek bir
strateji olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bu modele uygun olarak, genetik bir meme kanseri
fare modelinde, kompleman C3’iin tamamen ¢ikarildig: farelerde kendiliginden gelisen
meme karsinomu olusumu hizlanmistir (101). Bu durum, tiimér mikrogevresinde daha
immiinsiipresif bir ortami tesvik eden degisikliklerle iliskilidir. Ozellikle, C3 kaybi

durumunda diizenleyici T hiicrelerinde (Treg’ler) artis gozlemlenmistir. Bu,
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anafilatoksinlerin Treg’lerin gelisimi ve timor bdlgesine gogiinii diizenledigini gdsteren
diger ¢alismalarla da uyumludur.

Kombine immiinoterapi, tedavi etkinligini artirmak ig¢in etkili bir yontemdir.
Calismamizda hastalar kemoterapi ile immun kontrol noktasi inhibitorlerinden PD-1’e
hedeflenen Nivolumab ya da Pembrolizumab almislardir. Kemoterapi sonrasi bir mAb
olan Nivolumab ya da Pembrolizumab alan hastalarin serumlarinda Clq ve C3a
seviyelerinin sadece kemoterapi alan hastalara gére daha yiiksek oldugu ve mAb alan
hasta grubunda istatiksel olarak daha anlamli (p<0,001) oldugu bulunmustur.

Zhang ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢alismada akciger kanser hastalarinin ¢ogu
immiin kontrol noktasi inhibitorleri (ICI'lar) ile kemoterapi veya anti-anjiyogenez
tedavisi almislardir (102). Farkli cinsiyet, yas, patolojik tip, Ki-67 indeksi ve uygulanan
immiinoterapi sayisina gore tedavi etkinligi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Tedavi Oncesinde ve tedaviden iic hafta sonra daha yiiksek Clq
diizeylerine sahip hastalarda objektif yanit orani daha yliksek bulunmustur. Ayni
zamanda, immiinoterapi sonrasinda C1q diizeyleri ylikselen hastalarda tedavi etkinliginin
daha iyi oldugu tespit edilmistir.

Clq kompleman aktivasyonundaki roliinden bagimsiz olarak tiimor biiylimesini
ve metastazi tesvik etmede rol oynar. Yiiksek Clq seviyeleri, bagisiklik kontrol noktasi
inhibitdrleri alan hastalarda zayif prognozla iliskilidir ve bu da bagisiklik baskilayic bir
timor mikrogevresini  diisiindiirmektedir (103). C3a ve C5b'nin etkisi PD-1
inhibisyonuyla birlikte C5a blokaj1 akciger kanseri biiylimesini azaltmada ve sagkalim
oranlarin1 artirmada sinerjik etkiler gostermistir. C3a'min  bagisiklik tepkilerini
diizenlemedeki rolii daha az tanimlanmistir ancak Nivolumab etkinligini etkileyen genel
bagisiklik kazanmasina katkida bulunabilir. Bunun aksine, yiiksek C1q seviyeleri kot
bir prognoza isaret edebilirken, ayn1 zamanda tiimdr mikrogevresini degistirerek PD-
1/PD-L1’e hedeflenen monoklonal antikorlarin etkinligini artirabilecek tedaviler i¢in
potansiyel olabilecigide One siiriilmektedir (104). Clq, kompleman sisteminin bir
parcasidir ve bagisiklik hiicrelerinin patojenlere ve kanser hiicrelerine daha etkili bir
sekilde yanit vermesini saglayan bir bilesiktir. C1q, bagisiklik yanitinin baglatilmasinda
rol oynar, ancak asir1 aktive oldugunda inflamasyonun artmasina ve potansiyel yan
etkilere neden olabilir. Nivolumab tedavisi, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerini daha
hizli tantyip hedef almasini1 saglasada, C1q seviyelerinin diizenli bir sekilde izlenmesi
onemlidir. Clq, kompleman sisteminin baslangi¢ proteini olarak, bagisiklik yanitinin

baslatilmasinda 6nemli bir rol oynar. Calismamizda elde edilen verilere gore, Nivolumab
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tedavisi goren hastalarda C1q diizeylerinde anlamli bir artis gdézlemlenmistir. Bu bulgu,
Nivolumabin immiin yanit1 giiclendirmesi ve kompleman sistemini aktive etmesiyle
iliskilendirilebilir.

Cho ve digerleri, tamamlayici efektor bilesiklerin lokal {iretimi ve aktivasyonunun
timor bitylimesini 6nemli dlciide destekledigini bildirmistir. Kompleman sistemin klasik
yolunun tanima alt bileseni olarak Clq, bagisiklik komplekslerini ve istilac1 patojenleri
ortadan kaldirmaktan sorumludur. Clr ve Cls tarafindan tanindiginda, ligand
tamamlayic1 aktivasyonunu tetikler (104,97). Calismalar, Clq ekspresyonunun ¢esitli
insan timorlerinin - mikro ortaminda arttigini  ve bunun timdr gelisimini
destekleyebilecegini ya da engelleyebilecegini gdstemistir (105,106).

Jeff W. Kwak ve arkadaslar1 yaptiklari calismada fare modellerinde
gozlemledikleri benzer sekilde, insan akciger tiimorii drneklerinin bir alt kiimesinde
klasik kompleman aktivasyon belirteclerini gdzlemlemislerdir. Bu belirtecler
anafilatoksinlerin, 6zellikle C3a ve C5a'nin sistemik seviyelerinin, T hiicrelerinin tiimore
infiltrasyonu iizerindeki artan rolii, bu yolu hedeflemenin, bagisiklik kontrol noktasi
inhibitorleriyle birlikte kullanilacak yeni bir terapotik yaklagim olabilecegini ileri
siirmektedir (107).

Hossein Borghaei ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢calismada sadece Nivolumab
ile 12.2 ay (95% giiven aralig1 [GA], 9.7 - 15.0) ve docetaksel ile 9.4 ay (95% GA,
8.1 - 10,7) tespit edilmistir bu durum Nivolumab ile %27 daha diisiik 6lim riskini
gostermistir (106). Bizim ¢alismamizda ise mAb alan hasta grubunda giiven araligi
(84.03-39.55) mAb almayan hasta grubunda ise giiven aralig1 (102.66-27.83) bulundu
(p<0.001). Bu veriler Nivolumab tedavisi alan hastalarin genel sag kalim oranlar1 ve
timor iyilesmesi hakkinda ozellikle kompleman sistemi {lizerinde daha c¢ok Onem
verilmesini gdstermektedir.

Kompleman sistemi, 6zellikle C3a ve C5a anafilatoksinleri araciligiyla timor
mikrogevresinde immiin kacgis1 tesvik ederek akciger kanseri ilerlemesini destekler. C3
ve C5a reseptorlerinin aktivasyonu, PI3K/AKT yoluyla tiimdr biiytimesini artirir (108).

Akciger kanserinde C3a’nin rolii, timor biiylimesi ve bagisiklik sistemi
etkilesimleri acisindan 6nemlidir. Bir arastirmada, komplemanin tiimor biiyiimesi ve
metastazi belirgin sekilde engelledigi ve bu durumun C3a’nin immiin sistemi
diizenleyerek tlimoriin gelisimini tesvik ettigi one siirlilmiistiir (109).

Kompleman sistemin bir bileseni olan Clq, akciger kanserinde, 6zellikle kiigiik

hiicreli olmayan akciger kanserinde KHDAK 6nemli bir rol oynar. Tiimor ilerlemesi ve
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kotii prognozla iligkilidir. Clq, KHDAK ve idiyopatik pulmoner fibroziste upregiile
bulunmustur ve yiiksek seviyeler her iki durumda da kotii prognozla iliskilidir. Bu,
Clg'nun potansiyel bir tan1 veya prognoz biyobelirteci olarak hizmet edebilecegini
diistindiirmektedir. Clq, kanser hiicresi yapismasini (adezyon), gociinii ve ¢ogalmasini
tesvik ederek timor biiyiimesine katkida bulunur. Tiimorlerin stroma ve vaskiiler
endotelinde ifade edilir, vaskiiler yogunlugu ve metastazi artirir. C1q geleneksel olarak
kompleman sistemi aktive etmesiyle bilinsede, kanserdeki rolii biiyiik dl¢iide bu yoldan
bagimsizdir ve kemik iligi disindaki hiicreler tarafindan lokal sentez yoluyla etki eder
(110).

Clq, makrofaj M2 polarizasyonunu tesvik ederek tiimdr mikro ¢evresini etkiler ve
bu da antitiimor bagisiklik tepkisini engelleyen bir bagisiklik baskilayici ortama yol agar.
Clgt+ timor iliskili makrofajlar (TAM'ler), bagisiklik baskilanmasina ve tlimor
ilerlemesine katkida bulunan yag asidi metabolizmasini artirir. Bu yollarin hedeflenmesi,
immiinoterapinin etkinligini artirabilir (111). immiinoterapiden dnce ve sonra yiiksek
serum Clq diizeyleri daha iyi terap6tik sonuglarla iliskilidir ve bu, akciger kanseri
hastalarinda kombine immiinoterapinin etkinligini tahmin etmede bir belirteg olarak
potansiyelini diistindiirmektedir (112). Clq ve C3a diizeylerinin Nivolumab tedavisi
goren hastalarda anlamli bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Clq, kompleman sisteminin
aktivasyonunu baglatan Onemli bir molekiil olup, tedaviye bagli olarak bagisiklik
sisteminin aktive oldugunu ve kanser hiicrelerinin taninarak immiin hiicreler tarafindan
hedef alindigin1 gosterebilir. Nivolumab tedavisinin, T hiicrelerinin kanser hiicrelerini
tantylp saldirmasim tesvik etmesiyle birlikte, Clq’in daha fazla aktive oldugu ve
dolayisiyla diizeylerinin yiikseldigi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, C3a, kompleman
sisteminin aktivasyonu sonucunda olusan ve inflamasyonu tesvik eden bir peptid olup,
tedaviye yanit olarak diizeylerinde artis gdzlemlenmistir. C3a'nin, immiin hiicreleri
bolgeye ¢cekme ve bagisiklik yanitini pekistirme islevi, bu tedavi siirecinde 6nemli bir rol
oynayabilir. Bu artig, tedavinin bagisiklik sistemini gii¢lii bir sekilde aktive ettigini ve
kanser hiicrelerine kars1 daha etkin bir savunma mekanizmasi olusturdugunu gosteriyor
olabilir. C5b, kompleman sisteminin son agamalarina ait bir molekiil olup, hiicre lizisini
saglayan ve immiin yanit1 sonlandiran bir bilesiktir.

Calismamizda, C5b seviyelerinin mAb tedavisi almayan hasta grubunda anlamli
sekilde arttif1 gozlemlenmistir. MAb tedavisi almayan hasta grubunda goriilen artis,
kompleks bagisiklik yanitlarin aktif oldugunu yansitabilir. Nivolumab tedavisi alan

hastalarda ise C5b diizeyleri, almayan hasta grubuyla kiyaslandiginda belirgin bir artis
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gostermemistir. Bu durum, tedavi sirasinda kompleman sisteminin son asamasina ulasan
bir aktivasyonun daha az gergeklestigini veya tedaviyle birlikte bu asamanin daha
kontrollii bir sekilde diizenlendigini diisiindiirebilir.

Yapilan preklinik ve klinik calismalar, kompleman sistemi ile kompleman
diizenleyici proteinler (CRP’ler) arasindaki baglantinin, kanserin patogenezi ve kanser
mikrocevresiyle iliskili oldugunu gostermistir. CRP’ler, kompleman aktivasyonunu
sinirlayarak ‘kendine ait’ hiicreleri korur. CRP’lerin ifadesi, sadece normal hiicreleri
degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerini de kompleman saldirisindan korur. CDS59,
membrana bagli bir CRP olup, glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile zara tutunan bir
membran proteinidir ve membran saldiri kompleksinin (MAC) olusumunu engelleyerek
kompleman aktivasyonunu diizenler. Kanser hiicrelerinde CD59’un yiiksek diizeyde
ifade edilmesi, yalnizca kompleman sisteminin islevini engellemekle kalmaz, ayni
zamanda ¢esitli sinyal yolaklar1 araciligiyla hiicreleri apoptoz (programlanmis hiicre
6lumii) kaskad reaksiyonlarindan da dogrudan koruyabilir. Son aragtirmalarda CD59’un
bagisiklik hiicrelerinin aktivitelerini de etkiledigi gosterilmistir. Tiimor mikrogevresinde
CD59, hem tiimor hiicrelerinin davranislarini hem de bagisiklik hiicrelerinin aktivitelerini
etkileyebilir. Bu nedenle CD59, kanser immiinoterapisi i¢in umut vadeden yeni bir hedef
olarak degerlendirilmektedir (113).

Calismamizda monoklonal antikor tedavisi alan hastalarin dokularinda CD59
immunekspresyonu gézlenmezken, antikor tedavisi almayan hastalarin dokularinda zay1f
sitoplazmik boyanma gozlendi. Bu durum akciger adenokarsinomlu hastalarda antikor
tedavisinin CD59 ekspresyonunu baskiladigini géstermektedir.

Nivolumab ve Pembrolizumab, PD-1 yolunu inhibe ederek bagisiklik sisteminin
kanser hiicrelerine kars1 daha giiclii bir yanit olusturmasini hedefler. Ancak, Clq, C3a ve
C5b gibi bilesenlerin seviyeleri tedaviye olan yaniti etkileyebilir. Arastirmalar, bu
bilesenlerin seviyesi ile tedavi etkinligi arasinda bir iliski oldugunu gostermektedir. Bu
biyomarkerlerin seviyelerinin yiiksek olmasi, bagisiklik sisteminin kanser hiicrelerine
kars1 daha giiclii bir saldir1 yapmasina yardimci olabilir. Bununla birlikte, asir1 aktive olan
kompleman sistemi, tedavi sirasinda istenmeyen yan etkilere yol agabilir. Bu nedenle, bu

bilesenlerin dengeli bir sekilde izlenmesi 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kompleman sistemi ve PD-1 arasindaki iligki, immiinoterapilerdeki etkinligi ve
bagisiklik yanitinin giiglendirilmesini etkileyebilir. PD-1 inhibitorleri, bagisiklik
sisteminin kanser hiicrelerini taniyip yok etmesini saglarken, bu siirecte kompleman
sistemi de aktiflesebilir. Her iki sistemin etkilesimi, tedavi etkinligini artirabilir ancak
otoimmiin yan etkiler de dahil olmak {izere dikkat edilmesi gereken bazi olumsuz
sonuclara yol acabilir. Bu nedenle, immiinoterapilerin daha verimli ve giivenli hale
gelmesi i¢in bu iki sistem arasindaki etkilesimlerin daha fazla arastirilmasi gereklidir.

CD59 boyanma diizeyi ile hasta prognozu, niiks riski ve tedavi yanit1 arasindaki
iligkiler klinik takip verileriyle desteklenerek analiz edilmesi, CD59’un prognostik
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini degerlendirmek agisindan énemlidir.

CD59 ekspresyonunun immiinoterapiye yanut lizerindeki etkisi, 6zellikle kontrol
noktasi inhibitorleri ile birlikte degerlendirilmelidir.

Calismamizda mAb tedavisi alan hastalarin kompleman yolaklarinda 6zellikle
Clg’nun artis1 tedavi yaniti etkileyerek sag kalim oranini 6nemli dlclide etkiledigi
goriilmiistiir. Kompleman yolaklarmin daha fazla hasta {izerinde incelenmesi akciger

kanseri ve diger kanser ¢esitlerinde etkilesimlerinin daha fazla arastirilmasi gereklidir.
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