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OZET

BATGEREL, U. (2024). Akut Koroner Sendromda immiin Kontrol Noktas1 Proteinleri
ile Th1/Th2 Hiicre Sitokinleri Arast Molekiiler iliski. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi. Istanbul.

Calismamiz akut koroner sendrom (AKS) hastalar1 ve kontrol grubunda immiin kontrol
noktast proteinleri ve sitokin profillerinin rolinii akim sitometri ve genetik analiz
tekniklerini igeren kapsamli metodolojiler kullanarak inceleyen bir arastirma
sunmaktadir. Arastirmamiz, ayrica AKS tanisit almis hastalar (ST segment elevasyonlu
miyokard enfarktiisi (STEMI), ST segment elevasyonsuz miyokard enfarktiisii
(NSTEMI), unstabil anjina pektoris (USAP)) ve koroner arter hastalig1 riski tasimayan
kontrol grubundaki bireyler arasinda, serum lipid profilleri ve inflamasyon belirteglerinin
karsilastirmali analizini icermektedir. Bulgulara gore, HDL seviyeleri kontrol grubunda
anlamli derecede daha yiiksek bulunmus (ortalama 42,5 mg/dL), USAP, NSTEMI ve
STEMI gruplarinda ise sirasiyla ortalama 34,3 mg/dL, 33,2 mg/dL ve 37,6 mg/dL olarak
olciilmiistiir. Istatistiksel analizler, gruplar arasindaki bu farkin anlamli oldugunu
gostermistir (p=0,009). Yiiksek hassasiyetli C-reaktif protein (hsCRP) seviyeleri ise
kontrol grubunda ortalama 9,3 mg/L iken, NSTEMI ve STEMI gruplarinda anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla ortalama 18,2 mg/L ve 18,0 mg/L; p=0,001).
Ayrica, akan hiicre dlcer saptanan sitokin degerleri ve IKNP (Immiin Kontrol Nokta
Proteinleri) diizeylerinin de gruplar arasi karsilastirilmasi yapilmistir. 1L-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 ve TNFa gibi sitokinlerin diizeyleri kontrol grubunda anlamli derecede
yiiksekken, AKS gruplarinda bu diizeyler istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistik
bulunmustur (p<0,001). Ozellikle TGF-p1 ve PD-L1 gibi belirli IKNP'ler, AKS
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli sekilde yiiksek seviyelerde tespit edilmisken
(p<0,001), 16kositlerdeki gen ifade diizeyleri ise arastirilan 6 genden 6zellikle TIGIT,
CTLA-4 ve TNFSF8’nin disiik seviyelere sahip oldugu belirlendi (p<0,05). Bu
farkliliklar, AKS patofizyolojisinde IKNP ve Th1/Th2 sitokinlerinin &nemli rol
oynayabilecegini goz oniine sermektedir. Bu baglamda adi gegen molekiillerin 6zellikle
enflamasyonun ve AKS’nin degerlendirilmesinde onemli belirteg adaylar1 olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akut koroner sendrom, immiin kontrol noktasi proteinleri,
sitokinler

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2021-37295
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ABSTRACT

BATGEREL, U. (2024). Molecular Relationship Between Immune Checkpoint Proteins
and Th1/Th2 Cell Cytokines in Acute Coronary Syndrome. Institute of Health Sciences,
Department of Immunology. PhD Thesis. Istanbul.

Our study presents a comprehensive methodology that describes a combination of flow
cytometry and genetic analysis techniques used in research investigating the role of
immune checkpoint proteins and cytokine profiles in patients with acute coronary
syndrome (ACS) and a control group without the risk of coronary artery disease. The
research includes a comparative analysis of serum lipid profiles and inflammatory
markers among patients diagnosed with ACS (ST-segment elevation myocardial
infarction (STEMI), non-ST-segment elevation myocardial infarction (NSTEMI), and
unstable angina pectoris (USAP)) and individuals in the control group who are not at risk
for coronary artery disease. According to the findings, HDL levels were significantly
higher in the control group (average 42.5 mg/dL), while in the USAP, NSTEMI, and
STEMI groups, the levels were measured at an average of 34.3 mg/dL, 33.2 mg/dL, and
37.6 mg/dL, respectively. Statistical analyses have indicated that this difference between
the groups is significant (p=0,009). High-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) levels
were found to be significantly elevated in the NSTEMI and STEMI groups (averaging
18.2 mg/L and 18.0 mg/L, respectively) compared to an average of 9.3 mg/L in the control
group, and these differences were statistically significant (p=0.001). Additionally,
cytokine levels measured by flow cytometry and levels of Immune Checkpoint Proteins
(ICPs) were also compared across groups. Interestingly, cytokine levels such as I1L-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, and TNFa were significantly higher in the control group,
while being lower in the ACS groups, with all these differences being statistically
significant (p<0.001). While certain ICPs, especially TGF-B1 and PD-L1, were detected
at significantly higher levels in the ACS groups compared to the control group (p<0.001),
gene expression levels in leukocytes were found to be low expression levels among the 6
genes investigated, especially TIGIT, CTLA-4 and TNFSF8 (p<0.05). These differences
suggest that ICPs and Th1/Th2 cytokines may play an important role in the
pathophysiology of ACS. In this context, these molecules may be used as important

marker candidates especially in the evaluation of inflammation and ACS.

Key Words: Acute coronary syndrome, immune checkpoint proteins, cytokines
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1. GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastaligi (KAH), hem global 6lgekte hem de Tiirkiye'de en yaygin
O0lim nedenlerinden biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tirkiye'deki yetiskin niifus
tizerinde yiriitilen Tiirk Eriskinlerinde Koroner Arter Hastaligi Risk Faktorleri
(TEKHARF) aragtirmasinin sonuglarina gore, lilkede yaklasik 3,5 milyon koroner arter
hastas1 oldugu ve her yil bu hastaliga baglh olarak ortalama 210,000 kisinin yagamini
yitirdigi belirlenmistir (1).

Akut koroner sendromu (AKS)’ nun patogenezinde yer alan damar yaralanmasi ve
miyokardiyal yeniden sekillenmeye (“remodelling”) c¢esitli inflamatuvar kaskadlar
katkida bulunmaktadir (2). Dogal ve edinilmis bagisiklik yanitlarinin aterosklerotik plak
gelisimini ve destabilizasyonunu tesvik ettigi gosterilmistir (3). T hiicrelerinin, arter
duvarlarinda makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri ve bunlarin iriinleri arasindaki
etkilesimler yoluyla ateromatdz plak gelisimini indiikledigi bilinmektedir (4). KAH’I1
hastalarda kanakinumab ve kolsisin ile ilgili klinik aragtirmalarin son zamanlardaki
olumlu sonuglarindan sonra anti-inflamatuvar stratejiler tizerine yeniden odaklanilsa da
(5, 6) etki mekanizmalar1 heniiz tam agiklanamamistir. Bu nedenle, AKS'nin yonetimi

icin yeni inflamatuvar belirteglerin belirlenmesi gerekmektedir.

Son zamanlarda, immiin kontrol noktasi yollar1 ¢esitli malign hastaliklar i¢in
terapotik bir hedef olarak 6n plana c¢ikarilmistir. Genellikle aktive edilmis T hiicreleri
iizerinde eksprese edilen Programli Oliim-1 (PD-1)’in ligand: (PD-L1) ile baglanmasi, T
hiicre ¢cogalmasini ve sitokin salinimini baskilayarak immiinotoleransa yol agmaktadir.
Genis bir yelpazedeki malign hiicrelerin PD-L1 eksprese ederek T hiicrelerinin
saldirisindan kagindigr bildirilmistir (7). Dahas1 PD-L1, 6zellikle dendritik hiicreler,
makrofajlar ve B hiicreleri ile birlikte endotel hiicreleri lizerinde de yaygin olarak
eksprese edilmektedir (8, 9). Diyabetes Mellitus (DM) hastalarin aterosklerotik
stireglerinde, PD-L1 diizeylerinin artmasi ile interferon (IFN)-y diizeyleri arasinda pozitif

korelasyon oldugu bildirilmistir (10).

Ozellikle, AKS'in patofizyolojisi iizerindeki immiin mekanizmalarin daha
derinlemesine incelenmesi, bu siirecin kritik yonlerini agiga ¢ikarmakta ve Th1/Th2 hiicre

dengesinin aterosklerotik olaylarla iliskisini gostermektedir (11). Thl hiicrelerinin



proinflamatuvar sitokinleri olan IFN-y ve Timor Nekroz Faktori-o (TNF-a),
aterosklerotik plaklarin olusumunda ve ilerlemesinde dnemli roller oynamaktadir. Bunun
yaninda, Th2 hiicrelerinden salinan interlokin-4 (1L-4), interlokin-5 (IL-5), ve Interldkin-
10 (IL-10) gibi antiinflamatuvar sitokinler, inflamasyonun ¢6ziilme asamasinda ve
dokunun onariminda etkili olabilir (12). AKS'nin immiinopatogenezi igerisinde bu
sitokinlerin ve onlarin diizenleyici etkilerinin ayrintili incelenmesi, hastaligin seyrini

etkileyebilecek molekiiler hedefleri belirleme potansiyeline sahiptir.

Bu ¢alismada, immiin kontrol noktasi proteinleri ile Th1/Th2 hiicre sitokinleri
arasindaki molekiiler iligkilerin AKS patogenezindeki rolii arastirilarak bu iliskilerin
inflamatuvar yanita ve sonugta kardiyak yeniden sekillenmeye olan etkileri
degerlendirilmistir. Immiin kontrol noktast inhibitdrleri ile yapilan tedavi
miidahalelerinin AKS'nin klinik seyri tizerindeki etkilerini belirlemede, inflamatuvar ve
immin yanit profillerindeki degisimlerin belirlenmesi ile daha etkin tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi miimkiin olabilir. Bu amagla gergeklestirilen tez
caligmasinda, AKS’li olgularda (NSTEMI/STEMI/USAP) immiin kontrol noktasi
proteinleri (IKNP) ve Th1/Th2 hiicre sitokinlerinin hem hastalik patogenezindeki iliskisi
hem de immiinogenetik etkisi arastirilmistir. Ek olarak, immiin kontrol noktas1 yollarinin
maniplilasyonunun, aterosklerozun ilerlemesi iizerindeki potansiyel etkileri, mevcut ve

gelecek klinik uygulamalar agisindan 6nemi tartisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskemik Kalp Hastalig

2.1.1. iskemik Kalp Hastahg Tanimm

Koroner kalp hastaligi (KAH) olarak da tanimlanan iskemik kalp hastaligi, global
olarak en sik goriilen 6liim sebeplerinden biri olarak bilinmektedir. Bu hastaligin en
belirgin belirtisi olan anjina pektoris, gogiis kemiginin altinda baglayan, genellikle ¢ene,
omuzlar, sirt ya da kollar boyunca yayilan bir rahatsizlik ve baski hissi ile karakterize
edilir. Fiziksel aktivite, duygusal gerilim veya agir yemekler sonucu siddetlenebilen ve
istirahat ya da nitrogliserin ile hafifleyebilen bu belirtiler, hastaligin tipik
ozelliklerindendir. Iskemik kalp hastaligi tamis1 konmus bireylerin yarisinda ilk
gozlemlenen semptom kronik stabil anjina pektoris olup, kronik koroner kalp hastaligina
sahip bireylerin de yarisinda zamanla akut miyokard enfarktiisii gelisme riski

bulunmaktadir (13).

Stabil iskemik kalp hastaligi, miyokardin kan ihtiyaci ile bu ihtiyaci karsilayacak
kan miktar1 arasindaki dengesizlige bagli olarak beliren ve genellikle gogiis agrisi
seklinde tezahiir eden, tekrarlayan ve gegici anjina pektoris ataklariyla karakterize edilen
bir durumdur. Geleneksel olarak, anjina pektoris ataginin, koroner arterlerdeki tikanikliga
bagl olarak kan akisini kisitlayan durumlar neticesinde gelistigi diisiiniiliir. Anatomik
diizeyde, tikayici koroner arter hastaliginin tanimlanmasinda kullanilan standart dlgiitler;
tek bir anjiyografik projeksiyonda %70, iki projeksiyonda %50 oraninda daralma
gosteren bir ana koroner arter darlig1 ya da sol ana koroner arterde %50 darlik olarak
saptanir. Ancak, koroner mikrovaskiiler rahatsizlik gibi durumlarda, makroskopik
diizeyde tikayici bir koroner arter hastaligi olmadig1 halde anjina pektoris semptomlarinin
ortaya ¢ikabilecegi goz ardi edilmemelidir (14). Kalp dokusunu besleyen makro ve mikro
dolasim1 olusturan damar agi Sekil 2-1°de gosterilmektedir. Ozellikle ana arterlerde
meydana gelen tikanikliklar ile olusan iskemik kalp hastaliginin stabil ve akut olarak
gelisimine bagli olarak yapilan siniflandirma Sekil 2-2’de verilmektedir. (UA: Unstabil
anjina, NSTEMI: Non-ST elevasyonlu Miyokard Infarktiisii, STEMI: ST elevasyonlu
Miyokard Infarktiisii).



Sekil 2-1: (A) Koroner makro dolasim (B) Koroner makro ve mikro dolasim (15).

ISKEMIK KALP HASTALIGI

N
N
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Stabil Koroner Sendrom Akut Koroner Sendrom
/ \\\ ‘/_/-/'/ v T
Obstriiktif KAH INOCA MINOCA UA/NSTEMI STEMI

Sekil 2-2: iskemik kalp hastahgimin simflandiriimasi. INOCA: iskemi ve obstriiksiyonun
olmadig1 koroner arter hastahii, MINOCA: miyokardiyal iskeminin oldugu ancak
obstriiksiyonun olmadig1 koroner arter hastahg (16).

2.1.2. Miyokardial Hasar

Miyokardiyal hasar ve miyokardiyal iskemi aslinda birbirine yakin kavramlardir,
¢linkii her iki durumun taniminda da yiikselen kardiyak troponin seviyeleri temel alinir.
Eger yiikselmis troponin seviyelerine ragmen, miyokardiyal iskeminin varligini
destekleyecek semptomatik bulgular mevcut degilse, bu durumda miyokardiyal hasar
tanis1 6n plana ¢ikar. Ozetle, miyokardiyal hasar, dzellikle koroner dis1 ve kardiyak
olmayan olaylardan kaynaklanan troponin seviyelerindeki artisin bir sonucu olarak
tanimlanabilir (17). Sekil 2-3’te miyokardiyal hasardan miyokardiyal enfarktiise

gidisindeki etkenler sematik olarak gosterilmektedir.
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Ventrikdler
| tasiaritmi

Hipotansiyon/ |
‘ sok

Bobrek | Kalp
hastaligi | yetmezligi

Miyokardiyal Hasar Spektrumu

Sekil 2-3: Miyokardiyal hasardan miyokardiyal enfarktiise gidisin sematik gosterimi.
Miyokardiyal hasarin olmadig1 durum = ¢Tn < 99 persantil olmasi, Miyokardiyal hasar =
cTn > 99 persantil, Miyokard enfarktiisii = miyokard iskemisinin Kklinik kamiti ve
troponinde artma ve/veya diismenin oldugu 99 persantil iizerindeki bir yiikseklik (18).

2.1.3. Miyokardiyal iskemi

Miyokardiyal iskemi, genellikle bir epikardiyal koroner arterin tam veya tama
yakin bir sekilde tikanmasi sonucu miyokardin oksijen alamamastyla olusur ve siklikla

anjina pektoris semptomuyla kendini gdsteren bir durum olarak karsimiza ¢ikar (19).

Miyokardiyal hasar, iskemi ve miyokard enfarktiisii terimleri sik¢a birbirleriyle
iligkilendirilir ve bu olaylar birbirlerine siki sikiya baghdir. Tanimlamalarinda kritik
Ooneme sahip bazi temel Olgiitler bulunmaktadir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi,
miyokardiyal hasarin tespitinde troponin seviyelerindeki artis ana gostergedir. Bu
sebeple, miyokardiyal iskemi teshisi konulan her bireyde aslinda miyokardiyal hasarin
varhi@1 varsayilmaktadir. Ancak, miyokardiyal hasar gosteren her hastada iskeminin

bulunmadig gergegi de goz ardi edilmemelidir (20, 21).



2.1.4. Miyokardial Enfarktiis

Miyokard enfarktiisiiniin tanimlanmasinda, uzun siiren miyokard iskemisi sonucu
ortaya ¢ikan miyokardiyal nekrozun klinik olarak kanitlanmasi sarttir. Bu taniy1 koymak
icin, kardiyak troponin seviyelerinde bir ylikselis ve/veya diisiistin goriilmesi ve en az bir
Ol¢limiin  99. persantilin {izerinde olmasi zorunludur. Bunun yam sira, asagidaki
kriterlerden en az birinin varlig1 da gereklidir: (a) miyokardiyal iskemi belirtileri, (b) ST-
T dalga degisiklikleri yeni ise veya yeni oldugu diisiiniiliiyorsa, (¢) yeni olusan sol
“bundle branch block”, (d) EKG'de yeni patolojik Q dalgalarinin ortaya ¢ikisi, (e)
goriintlileme yontemleriyle kanitlanan canli miyokard dokusunun kaybi ya da
miyokardiyal bolgesel duvar hareket bozuklugu, (f) anjiyografi veya otopsi yoluyla

intrakoroner trombiis varliginin ispati (17, 22).

Akut  miyokard  enfarktiisii, glincel klinik  rehberler  temelinde
elektrokardiyogramda ST segment yiiksekligi varligina bakarak pratik bir sekilde
siiflandirilsa da, ayn1 zamanda alt1 farkl: tip altinda da degerlendirilmektedir. Bunlar
sirasiyla; koroner aterotromboza dayali enfarktiis (tip 1), talep ile arz arasindaki
dengesizlige bagli enfarktiis (tip 2), ani kardiyak Olimle sonuglanan ve daha fazla
kardiyak degerlendirme firsati birakmayan enfarktiis (tip 3), perkiitan koroner
miidahalelerle iligkili enfarktiis (tip 4), koroner stent trombozuna bagli enfarktiis (tip 5),

koroner arter baypas greftlemesi ile iliskili enfarktiis (tip 6) olarak gruplandirilir (23).

Geri doniisiimlii zedelenme Geri d&niisiirpsj]z Azedelenme
(hiicre 8liimii yok) (hiicre 6liimii var)

Iskemi
< 15-20 dakika

90 dakikalik
Reperfiizyon 40-60 dakikalik iskemi sonrasi 3-6 saatlik
iskemi sonrasi reperfiizyon iskemi sonrasi
reperflizyon 1 reperfiizyon

Hicre 6limu yok ama sersemlemis,
reperfiizyon aritmileri, gegici hafif
o6dem

Yeniden akimin olmadig infarkt bélgesi
infarkt dokusu

Risk altindaki canli doku,
reperfiizyonla kurtarilmis ancak sersem)
iskemik olmayan miyokard

O mom

M Risk altindaki iskemik bolge
[] iskemik olmayan miyokard

Sekil 2-4: Miyokardiyal zedelenmeden (hasardan) miyokardiyal enfarktiise gidisin
patolojisi. Ozellikle uzamis iskeminin yarattig1 sonuglar1 gostermesi acisindan 6nem arz
etmektedir (24).



2.2. Akut Koroner Sendrom

Akut miyokard enfarktiisii, akut koroner sendrom (AKS) olarak adlandirilan
klinik durumlarin baglica nedenidir. Akut miyokard enfarktiisiine yol agan patolojik
stirec, genellikle aterosklerotik bir plak i¢cindeki erozyon ya da yirtilma sonucu tetiklenen
trombotik aktivitelerle baglar ve bu durum, koroner kan akisinin kismen veya tamamen
durmasina neden olur. Koroner kan akisindaki bu kesinti, once miyokardda iskemiye ve
eger kesinti uzarsa geri doniisii olmayan kardiyak hasara (enfarktiis-nekroz) yol agabilir
Sekil 2-4). Bu iskemi-enfarktiis-nekroz siireci, hastalarda ¢esitli semptomlara,
elektrokardiyogram (EKG) ve eckokardiyografi bulgularinda degisikliklere, ayrica
kardiyak biyobelirteclerde anormalliklere neden olur. Bu histopatolojik ve Kklinik

gozlemlerin toplami, AKS olarak tanimlanan klinik tablolarin tanimini olusturur (25).

Akut koroner sendromlar, elektrokardiyogram (EKG) bulgularina dayanarak
pratikte ST segment elevasyonlu miyokard enfarktiisii (STEMI), ST segment elevasyonu
olmayan miyokard enfarktiisii (NSTEMI) veya unstabil anjina pektoris (USAP) olarak
ayrilir. Giincel rehberler 151¢1nda, total koroner arter tikamikliginin STEMi'ye yol agti,
kismi tikanikligin  veya 1yi gelismis kollateral dolasimmn oldugu durumlarda
NSTEMI/unstabil anjinanin ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir. Ote yandan, akut miyokard
enfarktiisii yasamasina karsin yaklasik %10 oranindaki hastada, Kritik bir epikardiyal
koroner arter hastaliginin tespit edilemedigi durumlar da mevcut olabilmektedir. Bu
durum, koroner arterlerin tikayict olmadan olusan Miyokard Enfarktiisiine (“MI with
non-obstructive coronary arteries”) (MINOCA) bagl gelisen AKS olarak adlandirilir
(26).

Akut koroner sendromlar i¢in giincel kilavuzlarda onerilen bu smiflandirmaya
gdre, NSTEMI 6n tanis1 alarak koroner anjiyografiye tabi tutulan hastalarin yaklasik iicte
birinde total koroner arter tikaniklig1 tespit edilmektedir. Bu hastalarin, STEMI tanis:
almis hastalarla benzer bir 6lim riski tasidiklart gozlemlenmesine ragmen, erken
donemde yapilan invaziv koroner miidahalelerden beklenen faydayr goremedikleri
belirlenmistir. Bu nedenle, akut koroner sendromlarin tani ve yonetim yaklasimlarinda
yeni bir paradigmanin gelistirilmesinin gerekliligi yoniinde bir fikir birligi olusmaktadir
(27, 28).



2.2.1. ST Elevasyonlu Miyokard Enfarktiisii (STEMI)

AKS tipleri arasinda 6zel bir yer tutan ve acil miidahale gerektiren STEMI, tipik
olarak devamli gogiis agrist veya iskemik semptomlar gosteren hastalarda,
elektrokardiyogramda (EKG) iki bitisik derivasyonda ST segment ylikselmesi ile
karakterize edilir. AKS nedeniyle hastaneye bagvuran hastalarin yaklasik %38'lik bir
béliimiinde STEMI tanis1 konulmaktadir (29).

Herhangi bir gdgiis agris1 sikayetiyle bagvuran hastalara, bagvurudan itibaren ilk
10 dakika igerisinde EKG yapilmas1 6nerilmektedir. Eger EKG sonucunda STEMI teshisi
konulursa, bu durum genellikle total koroner arter tikanikligina isaret ettiinden,
hastalarin acilen kateter laboratuvarina yonlendirilmesi gerekir. ST segment
elevasyonunun EKG'de tanimlanmasi i¢in belirli milimetre kriterlerine basvurulur.
Standart kalibrasyon ayarlari (10 mm/mV) altinda yapilan EKG'de, ardisik en az iki
bitisik derivasyonda; 40 yas alt1 erkeklerde > 2.5 mm, 40 yas ve tizeri erkeklerde > 2 mm
veya kadinlarda V2-V3 derivasyonlarinda > 1.5 mm ve/veya diger derivasyonlarda > 1
mm ST segment yiikselmesi, sol ventrikiil hipertrofisi veya sol “bundle branch block”

bulunmadig siirece tanisal olarak degerlendirilmektedir (30).

2.2.2. ST Elevasyonsuz Miyokard Enfarktiisii (NSTEMI) / Unstabil Anjina

Iskemik kalp hastaliklarinin klinik gdriiniimii, kronik stabil anjina ile baslayp
akut koroner sendromlara kadar g¢esitlenebilen bir spektrum igerisinde yer alir. Akut
koroner sendromlar ile kronik stabil anjinanin ayirt edilmesinde bazi klinik 6zellikler
Onem tasir: (a) dinlenme sirasinda veya hafif fiziksel aktivite ile ani olarak ortaya ¢ikan
semptomlar, (b) uygun tedavi uygulanmazsa semptomlarin en az on dakika devam etmesi,
(c) gogiis kemiginin altinda yogun agri, baski hissi veya konfor kaybi1 yaganmasi, (d)
zamanla siklagan ve siddetlenen, hatta kisiyi uykusundan uyandiracak kadar agir anjina

ataklarmin meydana gelmesi (31).

12 derivasyonlu EKG ve miyokardiyal nekroza isaret eden kardiyak
biyobelirtegler, akut koroner sendromlarin ii¢ ana tipinin birbirinden ayrilmasinda temel
Oonem tagir. Tipik anjina sikayetleri olan hastalarda yapilan EKG'de inat¢1 (20 dakikadan
uzun siren) ST segment yiikselmesi gozlemlenmediginde ve eger kardiyak
biyobelirteclerde belirgin bir artis varsa, bu durumda NSTEMI tanis1 konulmaktadir
(Sekil-5). Ote yandan, tipik anjina sikayetleri olan ve miyokardiyal nekrozun gostergesi

olan kardiyak biyobelirteglerde yiikselme olmayan hastalarda unstabil anjina tanisi



konulur. Unstabil anjina tanis1 almis hastalar, genellikle NSTEMI tanisi almig hastalara

gore daha iyi bir prognostik duruma sahiptirler (32).

Giiniimiizde AKS ile basvuran hastalarin yaklasik %70'i NSTEMI olarak
siniflandiriimaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, STEMI vakalarinin sikliginim
azalirken NSTEMI vakalarmin arttigim gdstermektedir. Bu oransal degisimin ana
nedenleri arasinda koruyucu tedbirlerin artmasi (antiagregan ve statin kullaniminin
yayginlagsmasi) ve yliksek hassasiyetli troponin testlerinin kullaniminin yayginlasmasi
yer almaktadir (33). Bu durum, unstabil anjina tamlarinin giderek daha fazla NSTEMI

olarak siniflandirilmasina yol agmaktadir.

Ozellikle hastalar semptom gosterdiginde, en sik rastlanan EKG bulgular
arasinda ST segment depresyonu ve T dalgasi inversiyonu bulunmaktadir. Hastanin
semptomatik oldugu durumlarda, mevcut EKG'in hastanin daha 6nceki EKG kayitlari
ile karsilastirilmasi, dinamik degisikliklerin saptanmasinda olduk¢a onemlidir. ST
segmentinde goriilebilecek 0,05 mV gibi kiiciik bir degisim bile NSTEMI tanisini
destekleyici bir sensitiviteye sahiptir. Derin (> 0.2 mV) T dalgas1 inversiyonlar1 da
NSTEMI tanisini destekler nitelikte olsa da, tan1 icin mutlaka gerekli degildir. Yeni
gelisen T dalgas1 anormalliklerinin, NSTEMI 6n tanis1 olan hastalarda yapilan MRI
goriintiileme ¢aligsmalar1 sonucunda miyokardiyal 6dem ile giiclii bir iliski i¢inde oldugu

gosterilmistir (34, 35).

Akut koroner sendromlarin ayriminda ST segment degisikliklerinin 6nemi daha
once belirtilmistir. 20 dakikadan daha kisa siiren gegici ST segment yiikselmesi
durumunda, bu hastalarin yaklasik %10Tuk bir kisminda unstabil anjina ve koroner
vazospazm tanilarinin miimkiin oldugu g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bunun yani sira,
NSTEMI tanisi konulan hastalarm yarisindan fazlasinda EKG bulgularinin normal
oldugunu bilmek de énemlidir. Bu durum, NSTEMI tanisinin, EKG bulgular1 normal olan

hastalarda bile diistiniilmesi gerektigini géstermektedir (36).

Unstabil anjina, NSTEMI ve STEMI durumlari arasinda erken dénem mortalite
oranlari farklilik gosterir. Erken donemde, unstabil anjinanin NSTEMI ve STEMI'ye gére
daha diisiik bir mortalite oranina sahip oldugu bilinmektedir. Benzer sekilde, NSTEMI de
erken désnemde STEMI'ye kiyasla daha diisiik bir mortalite oranina sahiptir. Ancak, uzun
vadede bakildiginda, NSTEMI mortalite orammnin STEMi'ye gore arttign
gozlemlenmektedir (37, 38).
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Sekil 2-5: Akut koroner sendromlarin (STEMI, NSTEMI / Unstabil anjina) klinik ve
patolojik dzelliklerine gore tam algoritmasi (23).

2.2.3. MINOCA

Akut koroner sendromlar igerisinde yer alan ve tikayici olmayan koroner
arterlerin eslik ettigi miyokard enfarktiisiit (MINOCA), anjiyografik incelemede tikayici
koroner arter okliizyonunun (higbir koroner arterde %50'den fazla tikaniklik olmamast)
bulunmadigi, fakat iskemiye bagli enfarktiisiin klinik kanitlarinin var oldugu durumlar
olarak tanimlanir. Bu klinik tablo, miyokard enfarktiisii tanist ile bagvuran hastalarin

yaklagik %5-10'luk bir kisminda gézlemlenmektedir (39).
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2.3. Non-OKkliiziv Miyokard Enfarktiisii (NOMI) ve Okliiziv Miyokard Enfarktiisii
(OMI)

Trombolitik tedavi ve perkiitan koroner girisimler, total veya neredeyse totale
yakin koroner tikaniklig1 olan AKS hastalarinda iskemik miyokardiyumu kurtarmada ve
geri doniissiiz enfarktiise gidisi engellemede etkili oldugu kanitlanmis yontemlerdir.
Giincel kilavuzlara gore, akut koroner sendrom ile basvuran hastalarda akut koroner
tikanikligin belirlenmesinde EKG kriterleri esas alinir. ST segment elevasyonunun varlig
veya yoklugu, erken reperfiizyon tedavisine karar verilmesinde temel kriter olarak
kullanilir (40). Ancak, EKG'ye dayali bu siniflamanin bazi eksiklikleri, ozellikle
anjiyografi uygulamalarinin yayginlagsmasiyla daha belirgin hale gelmistir. Yapilan
arastirmalara gére, NSTEMI tanis1 alan hastalarin yaklasik %25-30'unda akut koroner
okliizyon saptanmaktadir. Bu durum, tanidaki bu eksiklikler nedeniyle, bu hastalarin

invaziv tedaviyi ge¢ almasina yol agmaktadir (41).

Total koroner tikanikligi yasayan AKS hastalariin tanisinda, klasik EKG
yaklasiminin yetersiz kaldig1 artik net bir sekilde goriilmektedir. Trombolitik donemden
giinimiize kalan bu elektrokardiyografik tani1 yaklasimi, akut koroner sendromlarin
anatomik yapilarin1 tam olarak yansitamamaktadir (42). Bu durum, anjiyografinin o
donemde tan1 yontemi olarak kullanilmamasindan kaynaklanmaktadir. Giiniimiizdeki
gelismis anjiyografik tekniklerin 15181nda, akut koroner sendromlar i¢in daha yenilik¢i ve
kapsamli bir tan1 yaklasiminin gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Bu yeni
yaklasim, 6zellikle anjiyografi gibi gelismis tani araglarinin sagladigi detayl bilgileri

dikkate alarak, daha dogru ve etkili bir tan1 ve tedavi siirecinin temelini olusturabilir (43).

Koroner arter hastaliginin tarih boyunca bilinen bir yonii olan akut koroner
okliizyon, giincel kilavuzlarda STEMI ile es anlaml1 olarak kullanilmakta, ancak daha
once de belirtildigi gibi bu iki durum tam olarak ortiismemektedir (44). Son yillarda
yapilan arastirmalar sonucunda, Okliiziv miyokard enfarktiisii (OMI) ve Non-okliiziv
miyokard enfarktiisii (NOMI) olmak iizere iki ayri tanim gelistirilmistir (45). OMI,
anatomik olarak tam veya neredeyse tam koroner okliizyonun yetersiz epikardiyal
kollateral damar varlifinda meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir. Diger yandan,
NOMI, OMI bulgularmin olmadig: akut miyokard enfarktiisii vakalari i¢in kullanilan bir
tamimdir (40, 46). Sonug olarak, akut miyokardiyal enfarktiis tanimlamalar1 ile OMI ve

NOMI tanimlarinin terminolojideki yeri Tablo 2-1°de verilmektedir.
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Tablo 2-1: Akut miyokardiyal enfarktiis tanimlamalar (45).

Yaklagimlarin tanimlari ve terminolojileri

STEMI 4. Uluslararasi Miyokardiyal infarktiisii tanim kilavuzuna gére STEMI kriterleri ile ortiisen
elektrokardiyogram bulgularinin oldugu akut miyokardiyal infarktiis

Yanlig pozitif STEMI STEMI ile értiigen elektrokardiyogram kriterlerinin olmasi ancak bu durumun herhangi bir
iskemiye sebep olmamasi, sorumlu damar lezyonunun olmamasi
ve akut miyokardiyal infarktiistin olmamasi

Gergek pozitif STEMI STEMI ile értiisen EKG kriterlerinin olmasi ve Akut miyokard infarktiisiine sebep olan okliziv
STEMI(+)OMi miyokard infarktiisiiniin olmasi
Okliiziv Mi(OMI) Tip 1 miyokardiyal infarktiise sebep olan total koroner okliizyon veya totale yakin koroner

oklizyonun yetersiz epikardiyal kollateral dolagim ile birlikte olmasi, Okliiziv miyokard
infarktiisti STEMI'nin anatomik ve patofizyolojik substratidir ancak her OMI, STEMI
seklinde manifest olmamaktadir.

Non-okliiziv Mi(NOMI) Okliizyonun Anjiyografik, laboratuvar ve klinik olarak OMIi kanitinin olmadigi Akut miyokard infarktiisi
olmadigi NSTEMi

STEMI kriterleri, akut koroner okliizyonlarm yaklasik dortte birini tespit
edememekte ve aym oranda gereksiz anjiyografik islemlere yol ag¢gmaktadir.
Gliniimiizdeki baz1 uzman goriisleri, akut koroner okliizyonun sadece bir EKG bulgusu
olarak degil, patolojik bir durum olarak tanimlanmasi gerektigini savunmaktadir (47). Bu
yaklasim, tani siireglerinin daha dogru ve etkin olmasini saglamay1 amaglamakta, boylece
hastalara gereksiz islemlerin uygulanmasini 6nlemeyi ve akut koroner okliizyonlar1 daha
etkili bir sekilde tespit etmeyi hedeflemektedir. Bu durum, koroner arter hastaligi
yonetiminde yeni bir yaklasimin gelistirilmesi ve mevcut tani kriterlerinin gézden

gegirilmesi anlamina gelir (48).

STEMI kriterlerinin hem duyarliliginin hem de 6zgiilliigiiniin diisiik oldugu
bilinmektedir. Bu durum, STEMI kriterlerini karsilamayan ancak akut koroner okliizyonu
olan AKS hastalarinin varligina isaret etmektedir, bu da OMI ve NOMI tanimlamasinin
ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Yapilan arastirmalar, ST segment elevasyonu gosteren
birgok OMI hastasinin EKG bulgularmin STEMI kriterleri ile uyumlu olmadigini ortaya
koymustur. Ayrica, OMI tanisinda hiperakut T dalgalari, terminal QRS distorsiyonu ve
diisiik QRS amplitiidii gibi baz1 6zgiil EKG indikatorlerinin varligi da gozlemlenmistir
(49).

EKG bulgularinin yorumlanmasinin kisiden kisiye degisebilecegi ve subjektif bir
nitelik tasidigr unutulmamalidir. Yapilan cesitli ¢aligsmalar, dikkat ¢ekmeyen veya
kriterlere tam uymayan ST segment elevasyonlari, hiperakut T dalgalar1 (Winter paterni

dahil), karsit ST segment depresyonlar1 ve/veya negatif hiperakut T dalgalar;, OMI'de
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tipik olarak V1-4 derivasyonlarinda goriilen ST segment depresyonlari, siipheli akut
patolojik Q dalgalari, terminal QRS distorsiyonu, inferior derivasyonlardaki ST segment
elevasyonlar1 ve aVL'de ST segment depresyonu veya T dalgasi inversiyonu gibi EKG
bulgularmim OMI ile iliskili olabilecegini gdstermistir (50). Ayrica, sol “bundle branch
block” (LBBB) veya “pace” ritmi olan hastalarda pozitif modifiye Sgarbossa kriterlerinin
kullanilmas1 da OMI tanisinda yardimei olabilir (51, 52). Bu tiir EKG bulgular;, OMI
tanisin1 destekleyebilir ve akut koroner sendromlarin yonetiminde 6nemli rol oynayabilir
(53). Bu nedenle, EKG yorumlama siirecinde bu tiir bulgularin dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerekmektedir (54).

OMI tanimu, belirli kriterlere dayanarak yapilir. Bu tanim su sekildedir: Akut ve
sorumlu lezyonun TIMI (“Thrombolysis in Myocardial Infarction”) akim skalasinda 0-2
arasinda olmasi, ya da anjiyografik olarak akut tikayic1 olmayan ancak TIMI 3 akima
sahip olan ve genis bir infarkt bolgesiyle iliskili lezyonun bulunmas: (pik troponin T
degeri > 1.0 ng/mL veya troponin I > 10,0 ng/mL) seklindedir. Eger anjiyografi
yapilmamissa, yiiksek kardiyak troponin seviyeleri ile birlikte yeni gelisen sol ventrikiil
duvar hareket bozuklugu da OMI tamisim destekler. Ayrica, anjiyografi yapilamamus
oliim vakalarinda, STEMi'nin EKG kanitlar1 da OMI tamis1 igin yeterli goriilmektedir
(55). Bu tanimlama, OMI'nin anjiyografik ve klinik &zelliklerine dayanarak yapilan

ayrintili bir degerlendirme siirecini yansitmaktadir (56).

2.4. inflamasyon

Rudolph Virchow, 1858 yilinda arteriosklerotik plak gelisiminde inflamasyonun
onemli bir rol oynadigini ilk kez tanimlamistir (57). Yaklagik altmis yil sonra, Russell
Ross ise aterosklerozun inflamatuvar bir hastalik oldugunu ve patogenezinde sadece lipit
birikiminin degil, ¢esitli hiicre tiplerinin multifaktdriyel olarak etkili oldugunu
belirtmistir (58). Ilerleyen yillarda yapilan gesitli arastirmalar, inflamatuvar hipotezi
destekleyen sonuglar ortaya koymustur. Ozellikle, yiiksek hassasiyetli C-reaktif protein
(hs-CRP) gibi bir inflamatuvar belirtecin, diisilk yogunluklu lipoprotein kolesterolii
(LDL-K) gibi giiglii bir kardiyovaskiiler risk belirteci olarak belirlenmis olmas1 dikkat
¢ekicidir. Buna ragmen, giiniimiizde halen inflamatuvar hipotez, klinik yaklagimlara tam

olarak yansimamustir (59).

Aterosklerotik siirecin tiim asamalarinda inflamasyonun yer aldig1 bilinmektedir.

Ozellikle, okliizyona ve miyokard enfarktiisiine yol acan plak formasyonu ve akut plak
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rliptiirii gibi durumlar arasinda 6nemli bir patofizyolojik iliski bulunmaktadir. Sonugta
aterosklerozun sadece lipid metabolizmasi ile ilgili bir hastalik olmadigini, ayn1 zamanda
inflamatuvar siireglerin de hastaligin gelisiminde ve ilerlemesinde kritik roller oynadigini

gostermektedir (60).

Aterojenezde 6nemli bir rol oynayan IL-1, inflamatuvar sitokinler arasinda yer
alir. NLRP3 inflamazomu tarafindan aktive edildikten sonra, mesajc1 sitokin IL-6'nin
ekspresyonunu tetikler. I1L-6, inflamasyonun meydana geldigi boélgelerden salinarak
karacigere ulasir ve burada protein sentezini yeniden diizenleyerek akut faz yanitini
baslatir. Bu akut faz yanitinda karacigerden salinan temel reaktan, klinik pratikte en ¢ok
calisilan ve arastirilan molekiil olan hs-CRP'dir. hs-CRP, miyokard enfarktiisii, inme,
periferik arter hastalig1 ve ani kardiyak 6liim gibi durumlar i¢in, LDL-K seviyeleri diisiik
olsa bile bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilir. JUPITER ¢alismasi, hs-CRP'nin >
2 mg/dL olmasinin artan bir risk faktorii olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymustur
(61).

hs-CRP seviyelerinin altta yatan aterosklerotik hastalik ile olan iligkisi ilimlidir,
diger bir degisle subklinik hastalikla zayif bir iliskisi vardir. Ozellikle akut plak riiptiirii
ve/veya tromboz gibi ani gelisen klinik durumlarda hs-CRP'nin 6nemi artmaktadir.
JUPITER c¢alismasinda, statin tedavisinin LDL-K seviyelerini diisiirmesinden bagimsiz
olarak antiinflamatuvar etkisiyle hs-CRP diizeylerini azalttigi ve bunun vaskiiler
olaylarda azalmaya yol actig1 gosterilmistir (62). Ayrica, statin tedavisinden sonra hem
LDL-K hem de hs-CRP diizeylerindeki azalmanin bir arada olugmast, klinik fayday1 ciddi
sekilde arttirmaktadir. Bu bulgular, statinlerin hem lipit diislirtici hem de
antiinflamatuvar 6zelliklerinin kardiyovaskiiler hastaliklarin yonetiminde 6nemli bir rol

oynadigimi gostermektedir (63).

JUPITER c¢alismasinin 6nemli sonuglarina ragmen, bu c¢alismanin inflamasyon
hipotezine ve 6zellikle aterotromboza olan dogrudan etkisine odaklanmadig1 gbz 6niinde
bulundurulmalidir. CANTOS ¢alismasi ise bu eksikligi gidermek amaciyla tasarlanmastir.
IL-1B'ya 6zgiil bir monoklonal antikor olan Canakinumab'in kullanildigi bu ¢alismada,
ilag kullanan hastalarda plasebo grubuna gore major istenmeyen kardiyak olaylarda
yaklasik %15'lik bir azalma gozlemlenmistir (5, 64). Bu sonuglar, inflamasyonun
ateroskleroz ve kardiyovaskiiler olaylar iizerindeki etkisini dogrudan hedef alan

tedavilerin potansiyel etkinligini ve Onemini gostermektedir. CANTOS c¢alismasi,
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inflamasyonun kardiyovaskiiler hastaliklar iizerindeki roliinii daha iyi anlamamiza ve bu
mekanizmalar1 hedef alan yeni terapotik yaklasimlar gelistirmemize olanak tanimaktadir

(65).

2.4.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz siirecinin sadece lipit birikiminden ibaret olmadigi konusu, yillar
igindeki arastirmalar ve kesiflerle daha da derinlesmistir. Aterojenezin kavramsal anlayisi
zamanla evrilmis olsa da, Rudolph Virchow'un inflamasyonun bu siirecte rol oynadigina
dair yaptig1 ilk kesiften bu yana (Sekil 6), mevcut bilgilerin ve yaklasimlarin bir sentezi
seklinde yeni bir kavram gelismistir. Bu modern kavram, aterosklerozun sadece bir lipid
birikimi siireci olmadigini, ayn1 zamanda bir dizi inflamatuvar ve proliferatif olaylar
dizisini de igerdigini gostermektedir. Bu anlayis, aterosklerozun patogenezi ve tedavisine
yonelik yaklagimlarin gelistirilmesinde yol gosterici olmus, hastaligin daha kompleks ve

¢ok boyutlu dogasini ortaya koymustur (66).

Aterom plaklarinin olusumunda ve gelisiminde vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
oynadigi roliin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Endotel hasarina yanit olarak aktive olan
trombositlerin salgiladig: “Platelet-Derived Growth Factor” (PDGF) diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu tetiklemede merkezi bir rol oynamaktadir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar, inflamasyonun arteriyel duvarin hiicresel yapisi ile tiim risk faktdrlerinin
etkilesiminde kilit bir rol oynadigmi gostermektedir. Bu yeni bilgiler 15181inda,
inflamasyonun ateroskleroz siirecindeki roliinliin daha iyi anlagilmasi, aterosklerozun
tedavisi ve yonetimi i¢in yeni stratejilerin ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yol

acmasi beklenmektedir (67).

Vaskiiler intimada lipoprotein molekiillerinin birikmesiyle baslayan siireg, bu
molekiillerin oksidatif stres {iriinleri tarafindan modifiye edilmesiyle devam eder. Bu
modifikasyon, immiin sistem yanitinin tetiklenmesine neden olan modifiye lipoprotein
molekiillerini ve lokal sitokinleri indiikler. Bunun sonucunda dolasimdaki monositler
intimal bolgeye go¢ ederek doku makrofajlarina doniisiir. Bu makrofajlar, ¢opgii
(“scavenger”) reseptorleri araciligiyla lokal dokuda bulunan modifiye lipoprotein
molekiillerini temizlemeye c¢alisir, ancak bu siire¢ genellikle kopiik hiicrelerinin
olusumuyla sonuglanir. Bu olaylar zinciri sirasinda (Sekil 2-7), vaskiiler media

tabakasindaki diiz kas hiicreleri de intima tabakasina, yani hasar bolgesine goc etmeye
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baslar. Bu go¢ ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, aterosklerotik plagin gelisimine ve

biiyiimesine katkida bulunur (68, 69).

o— mf. 8. Plb.
Vaskiler duz kas hicrelerinin endotel Kolesterol zengin diyet uygulanan farede kopuk
hasar sonrasi trombositlerden salinan hiicrelerinden zengin bir arteriyel lezyon.
PDGF mediyatoriinin etkisiyle aterom Devamhhg bozulmamis endotel (End.).

plaga gocu ve proliferasyonu. Bu Makrofajlar (Mf.). Bazilan gift cekirdekli olan
fenomen aterosklerozu inflamasyon ve kolesterol yukli fagositler (Chol.Ph.). Képuk
|6kositlerden bagimsiz basit bir fenomen hucrelerinin altinda muhtemelen duz kas
olarak goriuyordu. (Ross ve Glomset hticreleri olan bipolar ig seklindeki hicreler.
1970) (Anitchkov)

Ateromatoz kopuk hiicreleri (a”). Cogalan
hiicrelerin tabakasi (p). Bir hiicre katmani (h).
intimal endotel hiicre sirasinin altindaki limen

yuzeyi (i). 19. yy ortalarinda yapilan bu
cizimde lipit ¢ekirdek (a,a’), diiz kas hicre
invazyonu (p), fibréz baslk, intakt endotel
tabakasi gorilmektedir. (Virchow)

Sekil 2-6: Ateroskleroz patogenezindeki ilk yaklasimlarin ¢izimlerinden bir kesit (67).

Diiz kas hiicre mitozisi

Kopik hiicresi

Diiz kas hiicre mitojenleri
o—LDL ve kemoatraktanlari

Yaskie — Monositler S &
endotel . c cavenger reseptor

Makrofaj

Hiicre adezyon . -~ :
molekiill Diiz kas hii!:re_
proliferasyonu

S RAT

Lal UM T Vel
Internal elastik

y T
lamina 3

9 L-14, w
d W0 side LDL

1- intimada lipoprotein partikiillerinin birikimi. 2- Oksidatif stres irinleri, bunlar modifiye lipoproteinlerdekiler de dahil olmak iizere lokal
sitokinleri indiikleyebilmektedirler. 3- indiiklenen sitokinler, dolagimdaki lokositlerin baglanmasini ve intimaya goclinii saglayan adezyon
molekdllerinin endotel ylzeyindeki ekspresyonunu arttirirlar. 4- Kandaki monositler Monosit kemoatraktan faktor-1 (MCP-1) gibi sitokinler
vasitasiyla arteriyel duvardan iceri girerler. 5- Scavenger reseptarleri modifiye lipoprotein molekiillerini hiicre icine alarak makrofajlarin kopik
hticrelerine doniisimini saglar. 6- Diz kas hicreleri media tabakasindan intima tabakasina gog eder. 7- Diiz kas hiicrelerinin cogalmasi ile
aterosklerotik plagin gelisimi saglanir. Klinik olarak bu asamada yagli cizgilenmeler fibro-yagli lezyonlara déniismektedir. 8- ilerleyen
asamalarda kalsifikasyon gelisebilir, fibrozis devam eder. Bazen programli olarak diiz kas hiicreleri apoptoza ugrar. Lipit cekirdegin ylizeyini
kaplayan fibroz kapstil programli olarak apoptoza ugrayan hiicreler ve onlarin materyallerinden olusmaktadir.

Sekil 2-7: Aterosklerotik siirecin sematik gosterimi (24).
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Gecmis yillarda yapilan gozlemsel calismalar ve elde edilen klinik kanitlar,
inflamasyon ve immiinitenin aterogenezdeki temel roliinii ortaya koymustur. Bu siirecin
erken evrelerinde, makrofaj kdkenli kopiik hiicreleri lipit molekiillerinin dokuya girisini
kolaylastirir ve bu molekiillerin depolanmasinda bir rezervuar islevi gorerek
aterosklerotik lezyonun gelisimine katkida bulunur. Ayrica, bu hiicreler c¢esitli
inflamasyonu tetikleyen mediyatorler salgilar. Fagositik bu hiicreler, lezyon bdlgesinde
serbest oksijen radikalleri salarak inflamasyonu artirir ve bu sekilde lezyonlarin
ilerlemesine neden olur. Bu immiinolojik yanit, dogal bagisiklik sistemi ile

iligkilendirilmektedir (70, 71).

Aterosklerotik plaklarin ilerlemesinde, kazanilmis (adaptif) bagisiklik yanitinin
da 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Aterosklerotik lezyonlardaki fagositlerin yani sira,
dendritik hiicrelerin T hiicrelerine antijen sunmasinin, kazanilmis bagisiklik yanitinin
basglatilmasinda kilit bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Adaptif bagisiklik sisteminin
dogas1 geregi, farkli fonksiyonlara sahip ¢esitli T hiicre tipleri farkli etkilere neden
olabilmektedir. Baz1 T hiicre tipleri inflamasyonu arttirici etkiler gosterirken, digerleri
cesitli mediyatorler (6rnegin, TGF-f, IL-10) araciligiyla inflamasyonu baskilayabilirler.
Bu nedenle, adaptif bagisiklik yaniti, aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde ve

ilerlemesinde orkestra sefi gibi bir rol listlenmektedir (72).

Aterosklerozun en ciddi komplikasyonlarindan biri olan plak riiptiirii ve tromboz,
genellikle ani ve beklenmedik sekilde ortaya ¢ikar. Aterosklerotik siireg, yillar boyunca
yavas yavas gelisen bir durum olup, ilerleyen zaman i¢inde arteriyel liimenin daralmasina
ve sonug olarak hastada semptomlarin olusmasina neden olabilir (Sekil 2-8). Ancak, ani
gelisen plak riiptiirii ve tromboz sonucu meydana gelen miyokard enfarktiisii durumunda,

cogu hasta ne yazik ki bu kritik olaydan dnce belirgin semptomlar gostermeyebilir (73).

Akut koroner sendromlarin ortaya ¢ikmasinda, plak biitiinliigliniin bozulmasi
temel bir etkendir. Klinik olarak ciddi sonuglar doguran bu olaylarin yaklagim ve
tedavisinde, patofizyolojik mekanizmalar 6nemli bir rehberlik saglar. Plak biitiinliigiiniin

bozulmasi, genellikle iki ana mekanizma ile agiklanir (74):

1. Plak Riiptiirii: En sik goriilen mekanizmadir ve aterosklerotik plagin fibroz
kapaginin yirtilmast sonucu ortaya cikar. Riiptiire olan plak, trombosit
aktivasyonunu ve trombus olusumunu tetikler, bu da koroner arterde ani bir

tikanikliga ve dolayisiyla miyokardiyal iskemiye yol agabilir.
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2. Plak Erozyonu: Plak erozyonu, endotel hiicrelerinin kaybi ile karakterize
edilir ve trombosit aktivasyonu ile trombus olusumuna neden olur. Erozyon,
genellikle daha az stabil olmayan plagin 6zelliklerine sahiptir ve daha az

siddetli klinik sonug¢larla iliskilendirilebilir.

Aterom plaklarinda fibroz kapak ince oldugunda, bu plaklarin riiptiirii genellikle
total okliizyona ve buna bagl olarak trombiis olusumuna yol agar. Bu tiir lezyonlar,
genellikle makrofajlarin baskin oldugu, kolajen sentezinin ise yetersiz oldugu bir yapiya

sahiptir (75).

inflamatuar reaksiyon 19.yy ortalar Birlesmis trombiis

A A

Glinumiizdeki konsept .
Sentez: Hepsinden biraz o

1980 ler
Dogal ve kazamlmig bagigiklik tepkisi

1900-1970
Lipit depo hastalig

1970-1980
Iliml diiz kas proliferasyonu lezyonu

Sekil 2-8: Ateroskleroz patogenezindeki yaklasimlarin evrimi (67).

Fibroz basligi kalin ve biitiinliigli bozulmamis olan aterom plaklarinda, genellikle
erozyona bagli olarak okliiziv olmayan trombiisler gelisebilir (76). Bu lezyonlarda diiz
kas hiicreleri baskindir ve graniilositler, 6zellikle notrofiller inflamasyon siirecinde
onemli bir rol oynar (77). Aktive olan graniilositlerden salinan pro-oksidan ve pro-
inflamatuvar mediyatérler, bu hiicresel yapilarin 6lmesi sonucu agiga ¢ikan notrofil
ekstraseliiler tuzaklar (6len hiicrelerin DNA artiklari, NETs), inflamatuvar siireglerin

artmasina neden olabilir (78, 79).
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Erozyon Sonucu Gelisen Trombiis:

Bu tip trombiis, damarin i¢ ylizeyindeki endotel tabakasinin asinmasi ile
olusur.

Gosterilen "beyaz trombiis", fibrinden zengin ve genellikle kollajen ile
tetiklenir.

Trombiis yapisinda diiz kas hiicreleri baskindir ve genellikle non-okliizivdir,
yani damarin tamamen tikanmasina neden olmaz.

Bu trombiis tiirii sessiz olabilir ve genellikle disar1 dogru daha az damar duvari
yeniden sekillenmesi (remodelling) gosterir.

Neutrofil ekstraselliiler tuzaklarin (NETs) katilimi  goriilir, bu da
inflamasyonun bir gostergesi olabilir.

NSTEMI (Non-ST Elevasyonlu Miyokard Infarktiisii) durumlarinda daha sik

rastlanir.

Riiptiir Sonucu Gelisen Trombiis:

Bu trombiis tiirli, damar duvarindaki bir plakin ¢atlamasi veya yirtilmasi
(riiptiir) sonucu olusur.

"Kirmizi trombiis" fibrinden zengin olup, genellikle lipid ¢ekirdekli ve ince
bir fibroz baslik ile karakterizedir.

Doku faktorii (tissue factor) bu trombiis olusumunu tetikler ve makrofajlarin
baskin oldugu bir yapidadir.

Bu tip trombiis genellikle okliizivdir ve damarimn tamamen tikanmasina yol
agabilir.

Riiptiire ugramis plakin ¢evresinde kapsamli bir damar duvari remodellemesi
gozlenebilir.

NETs katilimi bu tiirde daha az midir sorusu sorulmustur, bu da inflamatuar
yanitin bu tlirde daha farkli olabilecegini diisiindiirebilir.

STEMI (ST Elevasyonlu Miyokard Infarktiisii) durumlarinda daha yaygindr.

Her iki durumda da, koroner arterin enine kesiti gosterilmistir ve trombiisiin

olusumunun arterin liimenini daralttig1 veya tikadig1 gozlemlenebilir. Bu tiir trombiisler

akut koroner sendromun, Ozellikle miyokard infarktiisiiniin dnemli nedenlerindendir.
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Erozyon sonucu gelisen trombiis genellikle daha az ciddi klinik sonuglara yol acarken,

rliptiir sonucu gelisen trombiis daha ciddi kardiyak olaylara neden olabilir (Sekil 2-9).

Koroner arterin enine kesiti

ince fibréz
baslik
intima /7 Kirmizi

trombiis

Doku faktori
Kollajenden Makrofajlar

zengin intima

internal

PMN NETs elastik
Eksternal
elastik
Erozyon sonucu gelisen trombiis Riiptiir sonucu gelisen trombiis
» Fibréz baslik kalin ve devamlilik gosterir « Fibroz baslik ince ve yirtik
« “Beyaz” fibrinden zengin trombds « “Kirmiz1” fibrinden zengin trombiis
» Kollajen tetik « Doku faktorti tetik
= Diiz kas hticreleri baskin « Makrofajlar baskin
« Siklikla sessiz, non-okliiziv trombiis « Siklikla okliiziv trombiis
» Genellikle disa dogru daha az remodelling « Genellikle kapsamli remodelling
» Neutrophil extracellular traps + Daha az NETs katiimi?
(NETs) katilimi « STEMI' de daha sik?

+ NSTEMI' de daha sik ?

Sekil 2-9: Aterom plak komplikasyonlarinin patolojik simiflandirilmasi. NETs: Nétrofillerin
parcalanmasi sonucu agiga ¢cikan DNA materyalleri (24).

2.5. Immiin Kontrol Noktas: Proteinleri (IKNP)

Immiin kontrol noktas1 proteinleri, T hiicrelerinin aktivasyon ve fonksiyonunu
negatif yonde etkileyen, ko-inhibitor reseptorler olarak islev goriirler. Bu reseptorlerin
inhibitdr etkileri, hiicre i¢inde ve disinda, ayn1 zamanda immiinolojik yanitin bir¢ok farkli
asamasinda gerceklesebilir. Immiin kontrol noktasi proteinlerinin inhibitér etki

mekanizmalarini 6zetlemek gerekirse (80):

Ko-stimulatér Reseptorlerle Rekabet: Immiin kontrol noktasi reseptdrleri, T

hiicrelerinin ylizeyinde bulunan ko-stimulatdr reseptorlerle rekabet ederek, bu
reseptorlere (6rnegin, B7-1 ve B7-2) baglanmalarin1 engeller ve bu sekilde T hiicre

aktivasyonunu inhibe eder.

Ko-aktivator ve T Hiicre Reseptorii Alt Sinval Yollarini Engelleme: Bu

reseptorler, T hiicre reseptorii veya ko-aktivator sinyal yollarimi bloke ederek, T

hiicrelerinin aktivasyonunu ve fonksiyonunu kisitlar.
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T Hiicre Fonksiyon Kaybina Neden Olan Gen Ekspresyonunu Arttrma: Tmmiin

kontrol noktas1 reseptorleri, T hiicrelerinin fonksiyon kaybina yol agabilecek genlerin

ekspresyonunu artirir ve bdylece T hiicrelerinin etkinligini azaltir.

CTLA-4 ve PD-1 reseptorlerinin inhibisyonu, kanser hiicrelerinin bagisiklik
sisteminden kagisini engelleyerek, T hiicrelerinin kanser hiicrelerine karsi daha etkili bir
sekilde savagmasini saglar. Bu yaklasim, 6zellikle geleneksel kanser tedavi yontemlerine
direngli olan bazi kanser tiirlerinde biiyiik basarilar elde etmistir. Bu kesifler, onkolojide
immiinoterapinin yiikselen bir alan1 olarak ortaya ¢ikmis ve bu alanda birgok klinik deney

ve tedavi segeneginin gelistirilmesine yol agmistir (81).

Kanser tedavisinde PD-1 ve CTLA-4 gibi immiin kontrol noktasi inhibitorlerinin
klinik kullanima girmesi, bu alanda yeni inhibitor reseptorlerin kesfini ve bunlarin kanser
tedavisindeki roliinli arastiran bir dizi ¢alismanin baslamasina yol agmistir. PD-1 ve
CTLA-4 inhibisyonuna yanit veren hasta gruplarin1 segmek icin etkili biyobelirteclerin
eksikligi ve yiiksek oranda PD-1 eksprese eden bazi hastalarin anti-PD-1 tedavilerine
yanit vermemesi, farkli kontrol noktasi reseptorlerinin es zamanl olarak eksprese edildigi
ve etkilesimde bulundugu hipotezini giiglendirmistir (82). Bu durum, immiin kontrol
noktasi inhibitorlerinin etkinligini artirmak ve yanit oranlarmi iyilestirmek icin

kombinasyon tedavileri ve yeni hedeflerin arastirilmasini gerektirir.

Sekil 2-10’da T hiicre fonksiyonlarini negatif yonde etkileyen, diger bir deyisle
inhibitdr fonksiyonlara sahip reseptorler ve ligandlar1 gosterilmektedir. Bu reseptorlerin

her biri, kanser tedavisindeki potansiyel rolleri ve mekanizmalar1 bakimindan énemlidir.
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MHC sinif Il peptidi

E-Kaderin

HMGB1 Galectin 9

PrtdSer
s TTTTTT
5 Olen tiimér hiicresi
™ q—‘\

Sekil 2-10: T hiicre fonksiyonlarimin negatif regiilasyonundan sorumlu reseptérler (82).

25.1. PD-1

Programli Oliim-1 (PD-1) reseptorii, regiilator T (Treg) hiicrelerde ve aktivasyonu
takiben NK hiicreleri, Dogal oldiriicii T (NKT) hiicreleri, efektér T hiicreleri ve B
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. PD-1"in major ligandi olan PD-L1; T lenfositleri, B
hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve birgok nonhematopoietik hiicrede, PD-1’in
diger bir ligandi olan PD-L2 ise PD-L1 kadar yaygin olmamakla birlikte dendritik
hiicreler ve NK hiicrelerinde eksprese edilmektedir (83). PD-1 fizyolojik olarak T hiicre
yanitlarinin  diizenlenmesinde onemli rol oynayan ve bunun sonucu olarak da 6z
antijenlere tolerans gelismesinden sorumlu molekillerden biridir (84). Kronik
enfeksiyonlarda ortaya ¢ikan T hiicre tiikenmisliginin PD-1 blokaj ile ortadan kaldirildig
gosterilmistir (85, 86).

Son zamanlarda elde edilen bulgular 1s18inda, klinik ¢aligmalar PD-1
inhibisyonunun, 6zellikle solid tiimorlerde ve ardindan hematolojik malignitelerde anti-

timoral immiin yanita olumlu etkiler gosterdigini ortaya koymustur (87). PD-1/PD-L1
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yolaklarini inhibe eden tedavilerde, tiimdriin artan mutasyon yiikii ve PD-L1 ekspresyon
diizeyinin tedaviye yaniti etkileyen 6nemli faktorler oldugu belirlenmisken; bu faktorlerin
varligina ragmen ¢ok sayida vakada tedaviye yanit alinamamasi, arastirmacilar1 PD-1
temelli tedavilere karsi diren¢ mekanizmalarini incelemeye itmistir. Anti PD-1 tedavi
direnci, primer direng¢ ve kazanilmis direng olmak iizere iki ana kategoriye ayrilmaktadir.
PD-1 ekspresyonu yiiksek olan (PD-1 yiiksek) T hiicrelerinin, ileri derecede tilkenmislik
fenotipine sahip olduklar1 ve bu nedenle anti-PD-1 tedavilerine direngli olduklar1
belirlenmistir (88). Bu durumun aksine, PD-1 ekspresyonu diisiik olan hiicre gruplarinda
ise bu tedavilere yanit verildigi gozlemlenmistir. PD-1 yiiksek CD8'T lenfositlerinin
primer diren¢ mekanizmasindan sorumlu olduklari ve bu siirecin tetikledigi artmis

tilkenmislik hiicre fenotipinin ise kazanilmis direncin baglica mekanizmasi oldugu

diistiniilmektedir (89).

Cesitli kanserlerde ve enfeksiyon hastaliklarinda gen ifade profillerinde arastirilan
PD-1 ligandlarm1 (PD-L1 ve PD-L2) kodlayan genlerindeki ifade degisimlerinin
ateroskleroz gelisimindeki rolleri halen belirsizdir. Bu ¢alisma kapsaminda hem serum
diizeyleri hem de I6kositlerdeki gen ifadesi incelenen CD274 veya B7 homolog 1 (B7-
H1) olarak da bilinen programlanmis 6liim ligand: 1 (PD-L1), insanlarda CD274 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir. PDL1 (PDCD1LG1, CD274) geni, 9. kromozomda
9p24.1 bolgesine lokalize 7 ekzonlu bir gen olup T hiicreleri ve B hiicreleri gibi
hematopoietik ve hematopoietik olmayan hiicreler ve gesitli timor hiicreleri tarafindan
eksprese edilen bir immiin inhibitdr reseptdr ligandini kodlamaktadir. Bu ligandin
reseptoriiyle etkilesimi, T hiicresi aktivasyonunu ve sitokin {iretimini inhibe eder.
Referans transkriptinden (NM_014143.4) 290 aminoasitlik a-izoformu (NP_054862.1),
bir diger transkiptten (NM_ NM_001267706.2) ise 176 aminoasitlik b-izoformu
(NP_001254635.1) sentezlenmektedir (NCBI-“National Center for Biotechnology

Information” data bankasi verileri).

Diger programlanmis 6liim ligandi olan PD-L2, (B7-DC), insanlarda PDCD1LG2
(PDL2, CD273) geni tarafindan kodlanan bir proteindir. PD-L2, edinilmis bagigiklik
tepkisinin negatif diizenlenmesinde rol oynayan bir IKNP ligand: olup PD-1 ile etilesen
ikinci liganttir. PDL2 (PDCD1LG2 ) geni de 9. kromozomda 9p24.1 bolgesine lokalize
olup 7 ekzonludur ve tek bir referans trankriptinden (NM_025239.4) 273 aminoasitlik
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(NP_079515.2) polipeptide translasyonu yapilir (NCBI-“National Center for

Biotechnology Information™ data bankas1 verileri).

2.5.2. CTLA-4

Sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA-4) (CD152) ve CD28, hem CD4" hem de
CD8" T hiicrelerinde bulunan ve birbirlerinin islevlerine zit etkiler gésteren homolog
reseptorlerdir. Bu reseptdrler, antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde bulunan CD80 ve CD86
molekiillerine baglanma kapasitesine sahiptir. CD28, CD80/CD8&6 ile etkilesime girerek
T hiicrelerinin aktivasyonunda ko-stimiilator gorevi tistlenen bir molekiildiir. CD28'in
aktive ettigi sinyal yollari, hem efektdr T hiicre aktivasyonunu hem de Treg hiicreleri
islevlerini desteklemekte ©nemli rol oynar. Bu reseptorlerin etkilesimi, T hiicre
yanitlarinin diizenlenmesi ve bagisiklik sisteminin dengeyi saglamasi agisindan kritik
oneme sahiptir (90). CTLA-4, CD28 ile ayni1 ligandlara (CD80 ve CD86) baglanarak
yarisir ve bu sekilde CD28 aracili ko-stimiilasyonun antagonisti olarak islev goriir (91).
Bu etkilesimler, T hiicreleri ile antijen sunan hiicreler arasinda gergeklesen immiin
sinapsta meydana gelir (92). CTLA-4'iin ligandlar1 olan CD80 ve CD86, fonksiyonel
olarak farkliliklarinin heniiz tam olarak tanimlanmadig bilinen reseptorlerdir. Bu nedenle
bu ligandlar genellikle B7 molekiilii ya da CD80/86 olarak adlandirilir. Bu ligandlar, B
lenfositler ve dendritik hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerde de eksprese edilir (93).
CTLA-4 ve CD28 arasindaki bu etkilesimler, T hiicre yanitlarinin diizenlenmesinde ve

immiin toleransin saglanmasinda 6nemli bir rol oynar.

CD28/CTLA-4 yolagint hedefleyen antikorlarin gelistirilmesi, kanser ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisi alaninda giderek artan bir popiilariteye sahiptir. CTLA-
4, viicudun kendi dokularina yonelik immiin yanitlarin1 diizenler ve bdylece otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde bu yolagin aktive edilmesi veya giiclendirilmesi potansiyel bir
tedavi yontemi olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda, bu yolagin inhibe edilmesi, timor
hiicrelerinin viicut tarafindan daha etkin bir sekilde taninmasini ve anti-tiimoéral immiin

yanitin gliclenmesini saglamaktadir (94).

CTLA4 (CD152) geni, immiinoglobulin siiper ailesinin bir iiyesi olan ve T
hiicrelerine inhibitor sinyal ileten bir proteini kodlar. 2. Kromozomda 2933.2 bolgesinde
lokalize olan CTLA4 geni, 4 ekzonlu olup 223 aminoasitlik a-izoformu olan polipeptidi
kodlayan (NP_005205.2) referans transkript (NM_005214.5) yanisira diger transkript

varyantindan (NM_001037631.3) transmembran domaini olmayan ¢oziiniir formdaki
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(CTLA-4delTM veya SCTLA4) 174 aminoasitlik polipeptid (NP_001032720.1)
sentezlenmektedir (NCBI-“National Center for Biotechnology Information” data bankasi

verileri).

2.5.3. TIM-3

T hiicre immiinoglobiilin ve miisin domeini igeren molekiil-3 (TIM-3), yardimci
T (Th) hiicreleri, sitotoksik T lenfositleri ve diizenleyici T hiicreleri iizerinde yaygin
olarak eksprese edilen bir molekiildiir (95). Treg hiicrelerinde TIM-3 ekspresyonunun
artmasiyla, bu baskilayict hiicre popiilasyonunun genisledigi ve CTLA-4 ile FOXP3
diizeylerinin arttig1 gozlemlenmistir (96). Ayrica, TIM-3"lin sadece adaptif immiin sistem
hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerinde de eksprese edildigi
belirlenmistir. TIM-3 ekspresyonu yiiksek olan NK hiicrelerinde, saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda hem sitotoksik aktivite ve proliferasyon kapasitelerinde azalma hem

de sitokin salimimlarinda diisiis gozlemlenmistir (97).

TIM-3, diger immiin kontrol noktasi reseptorleriyle birlikte eksprese edilebilir ve
en sik olarak PD-1 inhibitdr reseptdrii ile birlikte ifade edildigi gozlemlenmistir. Ozellikle
CD8" sitotoksik T lenfositlerde TIM-3 ve PD-1'in birlikte ekspresyonunun, immiin
hiicrelerde tiikenmislik fenotipine yol agtigi saptanmustir. Bu reseptorlerin blokajinin ise

tilkenmis T hiicre fenotipini azaltarak, anti-tiimoral etkiyi arttirdigi gosterilmistir (98).

254. TIGIT

TIGIT (T hiicresi immunoglobulin ve ITIM domain immiinreseptorii) ve CD96,
antijen sunan hiicreler tizerindeki CD155 ile etkilesim yoluyla islev gosteren ko-inhibitor
reseptorlerdir. Ko-stimiilator bir reseptor olan CD226 ise, CD155'e baglanarak TIGIT ve
CD96 ile rekabet eder ve bu sekilde antijen sunan hiicrelerin aktivasyonuna katkida
bulunur. Bu yolak, CTLA-4/CD28 yolaklariyla benzerlik gostermektedir (99). T hiicresi
ile antijen sunan hiicre (ASH) arasindaki bu etkilesimler Sekil 2-11’de sematik olarak
gosterilmektedir. Yapisal olarak, TIGIT immiinoglobiilin siiperailesinin bir tiyesidir ve
genellikle inhibitor reseptorlerde bulunan immiinreseptor tirozin bazli inhibitér motif
(ITIM) TIGIT'te de yer almaktadir; bu motif, TIGIT'in inhibitér fonksiyonlarindan
sorumludur (100). TIGIT, bellek T hiicreleri, ap T hiicreleri, Treg hiicreleri, NKT
hiicreleri, folikiiler yardimc1 T (Tfh) hiicreleri ve NK hiicreleri gibi c¢esitli immiin

hiicrelerde eksprese edilmektedir (101, 102). Bu reseptorlerin etkilesimleri, immiin
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yanitlarin  diizenlenmesinde ve immiin toleransin saglanmasinda Onemli rol

oynamaktadir.

ASH

Sekil 2-11: TIGIT ve ko-inhibitér reseptor olan CD96 ile aktivator reseptor olan CD226°nin
T hiicre ve antijen sunan hiicre (ASH) etkilesimindeki rolii (99).

TIGIT, hem intrinsik hem de ekstrinsik mekanizmalar araciligiyla inhibe edici
etkilerini sergilemektedir. Intrinsik mekanizmada, TIGIT, CD155 aracili etkilesim
yoluyla TIGIT eksprese eden T hiicrelerinde interferon (IFN)-y salinimini inhibe eder. Bu
etki, hem CD4" hem de CD8" T lenfositlerinde gozlemlenmistir (103, 104). Ayrica
TIGIT, Treg hiicrelerinde TIGIT agonistleriyle uyarildiginda, intrinsik etki mekanizmasi
araciligiyla hem IL-10 hem de Fibrinojen benzeri protein-2 (FGL2) diizeylerinde bir
artisa neden olmaktadir (105). Bunun yani sira, TIGIT'in ekstrinsik inhibisyon
mekanizmasinda, TIGIT ve CDI155'in etkilesimi sonucu dendritik hiicrelerde Erk
aktivasyonu inhibe olur ve bu durum IL-12 iiretiminin azalmasina, IL-10 iiretiminin
artmasina yol agar (106). TIGIT eksprese eden Treg hiicrelerinin, Th1/Th17 ve Th2 tipi
immiin yanitlar arasindaki dengeyi bozma konusunda onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. TIGIT eksprese eden Treg hiicrelerin, Th1/Th17 immiin yanitlarini
secici bir sekilde baskilamak ve Th2 immiin fonksiyonlarin1 korumak gibi spesifik
gorevleri bulunmaktadir. Bu etki, TIGIT" Treg hiicrelerinin, TIGIT Treg hiicrelerine
kiyasla daha fazla FGL2 iiretmesiyle iliskilendirilmektedir (105). Ayrica, T lenfositlerin
yani sira, NK hiicrelerinde de TIGIT'in 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir. TIGIT'in
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NK hiicreleri iizerindeki etkisi, genellikle CD155'e bagl ekstrinsik yolak aracilig: ile
gerceklesmektedir (102). TIGIT ekspresyonu ve IFN-y salinimu ile sitotoksik aktivite

arasinda negatif bir korelasyon saptanmistir (107).

TIGIT, baz1 T hiicrelerinde ve dogal 6ldiirtiicii hiicrelerde (NK) bulunan bir immiin
reseptor olarak dendritik hiicreler (DC'ler), makrofajlar vb. hiicrelerin yiizeyindeki
CD155'e yiiksek afiniteyle ve ayrica CD112'ye daha diisiik afiniteyle baglanabilmektedir.
3. Kromozomda 3q13.31 bolgesine lokalize TIGIT geni, 5 ekzonlu olup 5 alternatif
kirpilma ile farkli uzunlukta polipeptidleri kodlayan mRNA’lara transkribe olmaktadir.
Bunlardan 244 aminoasitlik polipeptide tranlasyonu yapilan (NP_776160.2) mRNA
(NM_173799.4), ncbi ve ensembl genom databankalarina gore referans transkript olarak
tamimlanmaktadir (NCBI-“National Center for Biotechnology Information” data bankasi

verileri).

2.5.5. LAG-3

Lenfosit aktivasyon geni-3 (LAG-3), 1990'arin baslarinda kesfedilen ve CD4
molekiilii ile yapisal homoloji gosteren bir transmembran proteindir (108). LAG-3
proteini, esas olarak aktive T hiicreleri ve NK hiicreleri izerinde eksprese edilir ve ilk kez
kesfedildiginde CD4* ve CD8" T hiicrelerinin aktivasyon belirteci olarak tanimlanmigtir
(109). LAG-3'iin CD4* T lenfositleri ile etkilesiminin, Major histokompatibilite
kompleksi (MHC) smuif II molekiil aracili olarak gergeklestigi diistiniilmektedir. Bu
baglamda yapilan arastirmalar, LAG-3'iin MHC sinif II molekiiliine baglandigini, ancak
CD4" T hiicrelerinden farkli bir baglanma noktasi kullandigini ortaya koymustur (110).
Yapilan ¢aligmalar LAG-3’tin MHC sinif II molekiiliiniin yan1 sira Fibrinojen benzeri
protein-1 (FGL-1), a-siniiklein, Galektin-3 ve karaciger ve lenf nodu siniizodial C-tipi
lektin (LSECtin/CLECA4G) ile baglanabildigini géstermistir (111-113). LAG-3’lin PD-1,
TIGIT, TIM-3 ve 2B4 (CD244) gibi diger inhibitér molekiiller ile birlikte eksprese
edilmesi immiin hiicre tiikenmisligine yol agmakta ve sonug olarak sitokin saliniminda

azalmaya yol agmaktadir (114).

LAG-3"in birgok hiicrede eksprese edilmesi ve ¢ok sayida ligandinin tanimlanmig
olmasina ragmen, molekiiliin yapisi ve islevleri hakkinda hala bilinmeyen bir¢cok nokta
bulunmaktadir. Bununla birlikte, son yillarda yapilan immuno-onkolojik caligmalar,

LAG-3 blokajinin anti-tiimoral immiinite iizerindeki etkilerini incelemektedir. Ilk
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preklinik ve hayvan caligmalari, LAG-3'liin inhibe veya bloke edilmesinin T hiicre
tikenmisligini hafif diizeyde azaltabilecegini gostermistir. Ancak, LAG-3 ve PD-1
molekiillerinin birlikte kullanimi, LAG3 ve PD1 genleri islevsiz hale getirilen (“knock
out”) transgenik farelerde T hiicre tiikenmisliginin anlamli bi¢imde azaltildigini ortaya
koymustur (115). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, over kanseri ve melanom gibi
solid tiimorlerde anti-PD1 tedavilerinin sinirh etkilerine karsi, LAG-3 inhibisyonunun
eklenmesinin anti-tiimoral etkiyi anlamli sekilde artirabilecegini gostermektedir (115,
116). Bu g¢alismalar, PD-1'e yonelik immiinoterapi etkinliginin, LAG-3 inhibisyonu ile

birlestirildiginde potansiyel olarak artabilecegini 6ne stirmektedir.

2.6. Céziiniir Iimmiin Kontrol Noktasi Reseptorleri

Immiin kontrol noktas: inhibitorleri, immiin sistemin baskilanmasinda kritik
fonksiyonlara sahip cesitli molekiillerden olugmaktadir. Bu reseptdrler arasinda tiimor
immiinolojisinde en etkin rolleri oynayanlar ve PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3 ve TIGIT
olarak bilinir. Bu reseptorlerin etkilerinin ve prognostik Onemlerinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in yapilan biyobelirte¢ arastirmalari sirasinda, bu kontrol noktasi
inhibitorlerinin ¢oziiniir (“soluble) izoformlarinin dolasimda bulundugu tespit edilmistir
(117). Bu bulgu, kanser ve diger hastaliklarin tani1 ve tedavisinde kullanilabilecek
potansiyel biyobelirteclerin kesfini icermekte ve bu kontrol noktasi inhibitérlerinin
immiin yanitlar ve timor biyolojisi iizerindeki etkilerini daha 1yl anlamamiza yardimci

olmaktadir.

2.6.1. sCTLA-4

Cozinir CTLA-4 (sCTLA-4), yilizeyde bulunan CTLA-4'lin alternatif
mekanizmalarla boliinmesi sonucu olusan ve transmembran bdoliimii igermeyen bir
formudur. Bu nedenle hiicre yiizeyine baglanmak yerine hiicre yilizeyinden salgilanir
(118). In vitro galismalar, sSCTLA-4'lin T hiicre fonksiyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe
ettigini gostermektedir. Treg hiicreleri de sCTLA-4 salgilar ve bu mekanizma, Treg
hiicrelerinin immiiniteyi bastirici etkisini daha da belirgin hale getirir. sSCTLA-4, kanser
gibi immiin sistem dengesinin bozuldugu hastaliklarin yan1 sira otoimmiin hastaliklarda
da 6nemli bir rol oynar (119). Kolorektal kanser hastalarinda, sCTLA-4 diizeylerinin
membrana bagli CTLA-4 ile benzer sekilde kotii bir prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir (120).
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2.6.2. sPD-1 ve sPD-L1

Son yillarda 6zellikle kanser siddeti ile yakindan iliskilendirilen, sPD-1 (¢6ziiniir
PD-1) ve sPD-L1 (¢Oziiniir PD-L1) adi verilen ¢ozinir immiin kontrol noktasi
reseptorleri bulunmaktadir. sPD-L1 ve sPD-1, sCTLA-4 gibi alternatif boliinme
mekanizmalariyla olusurlar ve hiicre zarini1 igermeyen salgilanan formlardir (121, 122).
sPD-1, ekstraselliiler pargasi araciligiyla PD1:PD-L1 baglanmasini1 engeller ve T hiicre
baskilanmasini Onleyerek anti-tiimoral immiin yaniti harekete gegirir. Bu mekanizma
kanser immiinolojisi agisindan olumlu bir gelisme olabilirken, saglikli bireylerde sPD-1
diizeyinin artmas1 otoimmiiniteye yol acabilir (123). Ilging bir sekilde, anti-PD-1
tedavilerinin ardindan serumdaki sPD-L1 diizeylerinde artis gozlenir ve tedavi sonrasi
sPD-L1 diizeyleri diisiik olan grubun daha olumlu bir prognoza sahip oldugu saptanmistir
(124). Over kanseri ile iliskilendirilen bir ¢alisma, sPD-1 diizeyinin over kanserinde
benzer lezyonlarla karsilastirildiginda anlamli sekilde yiikseldigini gostermistir (125). Bu
sonuglar, sPD-1 diizeyinin heniiz prognostik veya tanisal agidan ne kadar Snemli

oldugunu belirtmese de gelecekteki arastirmalar i¢in 6nemli bir yol gosterici olabilir.

2.6.3.sTIM-3

TIM-3"tin ¢6ziintir formu (STIM-3), diger immiin kontrol noktasi reseptorlerinin
¢oziinilir formlar1 gibi alternatif kirpilma stireciyle ortaya ¢ikar. Bagka bir mekanizma ise
hiicre yiizeyinden kesilme islemidir ve bu siire¢, matriks metalloproteinaz enzimleri
ADAM10 (“A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10”) ve
ADAM17 (“A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 17”)
tarafindan gergeklestirilir (126). sTIM-3, CD8" T lenfositlerin tiikenmislik fenotipini
artirarak bellek T hiicre gelisimini engellemektedir (127). Yine de CD8* T hiicre
tikenmisligi tizerinde sTIM-3'iin rolii tam olarak anlagilamamistir. Ancak, sTIM-3'{in
tikenmislik fenotipi disinda, T lenfositlerin antijen spesifik immiin yanitlarin1 da inhibe

ettigi bilinmektedir (128).

2.6.4.sSLAG-3

LAG-3, o6zellikle aktive edilmis insan T hiicrelerinde, Treg hiicrelerinde ve NK
hiicrelerinde tanimlanan immiinoglobiilin iist ailesinin bir transmembran proteinidir (129,
130). LAG-3, CD4'e olduk¢a benzer ve genellikle CD4'ten daha yiiksek bir afiniteye
sahip istikrarli peptid-MHC siif II (pMHCII) komplekslerini tanir (131, 132). LAG-3'iin
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pMHCII ile ¢capraz baglanmasi, ¢ift yonlii inhibisyona yol agar. T hiicresinde, ¢ogalmay1
ve IL-2 ile IFNy {iretimini azaltir (131).

Dogal olarak meydana gelen ¢oziinir LAG-3 (SLAG-3), hiicre yiizeyinden
metalloproteazlar ADAM10 ve ADAMI17 araciligiyla gergeklesen proteolitik kesim ile
eksprese edilir ve hiicre yiizeyindeki LAG-3 miktarinin yerine konulan bir belirte¢ olarak
kabul edilir (131). Coziiniir LAG-3, bir monomerdir ve MHCII ile herhangi bir belirgin
afiniteye sahip degildir (129). insanlarda, yiiksek SLAG-3 diizeyleri kanserde daha az
olumlu bir hastalik sonucu ile iligkilendirilmekte ve rekombinant Fc ile bagli LAG-3 (Fc-
LAG-3) eklenmesi ile in vitro olarak anti-apoptotik bir etki gostermektedir (133). Etki, T
hiicreleri yani1 sira Treg hiicreleri tarafindan da eksprese edilir, ancak farkli hiicre

tiplerindeki rolii hala belirsizdir (134).

LAG-3"in romatoid artrit (RA) dahil otoimmiin hastaliklardaki ekspresyonu ve
rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. LAG-3'lin anti-inflamatuvar kapasitesi, CD4
ile benzerligi ve pMHCII ile baglanma yetenegi, RA'da arastirma igin ilging bir hedef
yapmaktadir. Bir ¢alismada, LAG-3"in erken ve kronik RA hastalarinda yiikseldigini ve
daha siddetli hastalik belirtileri ile iliskilendigi gosterilmistir. Ayrica, LAG-3'iin RA'da
proinflamatuvar sitokin salinimini baskilama konusunda biyolojik olarak etkin bir rol
oynadigini, bu etkinin LAG-3/Gal-3 etkilesimini inhibe etmekle degismedigi goriilmiistiir
(135).

2.6.5. Kardiyovaskiiler Hastahklarda immiin Kontrol Noktalarinin Rolii

2.6.5.1. Ateroskleroz

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, immiin kontrol (IC) inhibitdrii tedavisinin
miyokard enfarktiisii ve inme riskini artirdigina isaret etmistir (136, 137). Tek merkezli,
eslestirilmis kohort c¢alismasinda, immiin kontrol inhibitorii alan hastalarin
kardiyovaskiiler olay riskinin, muhtemelen aterosklerozun hizlandirilmis ilerlemesi
yoluyla, li¢ kat daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (136). Bu nedenle, T hiicrelerinin IC
inhibisyonunun ateroskleroza kars1 koruma sagladig1 diistiniilmekle birlikte, halen uzun

siireli calismalar mevcut degildir.

PD-1/PD-L1'in ateroskleroza karsi korumasi, genetik olarak PD-1 veya PD-L1'i
islevsizlestirilmis (“knock out”) farelerde, daha biiyiik plaklar olusmasi, bu plaklarda
daha yiiksek T hiicre ve makrofaj sayilari, artmis Tiimor Nekroz Faktorii alfa (TNFa)
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seviyeleri, antijen sunan hiicreler tarafindan T hiicre aktivasyonu ve CD8 T hiicrelerinin
artmis sitotoksik aktivitesi gibi durumlarla gosterilmektedir. Bunlar, inflamasyon ve plak
olusumunu artirmaktadir (138, 139). Ayrica, PD-1'in PD-L1'e baglanmasi sonucu
farklilasan Treg hiicreleri, Th1 hiicrelerinin sitokin iiretimini inhibe eder, bu da interferon
v (IFNYy) ve TNFa dahil olmak iizere sitokinlerin iiretimini azaltir (140, 141). IFNy'nin
aterojenezde, T hiicre ve makrofajlarin ¢ekilmesi, sitokin salgilanmasi ve endotelyal
hiicreler tarafindan artmis antijen sunumu yoluyla anahtar bir rol oynadigi
belirlendiginden, bu baglanma hem plak boyutunu hem de inflamatuvar T hiicre
yanitlarint azaltir (142, 143).

IFNy, damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ederek ve kolajen sentezini
azaltarak plak istikrarsizligina da katkida bulunur. Buna karsilik, Treg hiicreleri anti-
inflamatuvar sitokinler IL-10 ve TGF-p salgilayarak ve birden fazla inhibitér immiin
kontrol (IC) reseptorleri eksprese ederek aterojenezi azaltir ve pro-inflamatuvar efektor
T hiicrelerinin gogalmasini baskilar (144). Farelerde Treg hiicrelerinin tikenmesinin, IL-
10 eksikliginin veya TGF-B'nin bozulmasinin aterosklerotik hastaligi kotiilestirdigi
gozlemlenmesi, bu durumu vurgulamaktadir (145, 146). Ayrica, T hiicrelerinin siirekli
olarak antijene veya inflamatuvar sinyallere maruz kalmasi, aterosklerotik lezyonlarda
TGF- ve IFNy ile birlikte, hiicrelerin tilkenmislige ugramasina ve efektor
fonksiyonlarmin bir kismimi kaybetmesine yol agar. Bu durum, azalmig T hiicre
¢ogalmasi ve sitokin tiretimi ile PD-1 ve LAG-3 gibi artmig inhibitor IC ekspresyonu ile
kendini gosterir (147). Aterosklerotik lezyonlarda PD-1 eksprese eden tiikenmis T
hiicreleri bulunmus olup, bu durum PD-1'in ICI ile inhibe edilmesinin, tiikenmis T
hiicrelerini yeniden aktive ederek aterosklerozun hizlanmasina ve siddetlenmesine

katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (148).

Hiicresel diizeyde, PD-L1 ekspresyonu, endotelyal hiicreler tizerinde IFNy ve
TNFa tarafindan indiiklenmektedir (149). insan gobek kordonu ven endotelyal hiicreleri
(HUVECS) {izerinde yapilan bir ¢alisma, PD-L2'nin siirekli ekspresyonunu ve IFNy
tedavisi sonrasi PD-L1'in indiiklenmis ekspresyonunu gostermistir (150). Okside diisiik
yogunluklu lipoprotein (ox-LDL) tarafindan bozulmus ve PD-L1 eksprese eden
HUVECs, Treg hiicrelerinde CTLA-4 ve PD-1 ekspresyonunu artirabilmekte ve I1L-10 ile
TGF-B iiretimlerini modiile edebilmektedir. Anti-PD-L1 ile tedavi edildiginde, HUVECs

PD-L1 ekspresyonunu ve sitokin iiretimini artirma yetenegini kaybetmektedir. T
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hiicrelerindeki PD-1'e trans baglanmanin yani sira, PD-L1, vaskiiler endotelyal hiicreler
(VECs) iizerindeki PD-1'e cis olarak da baglanabilir. Bu durum, PD-L1 yiizey
ekspresyonunun azalmasina ve sonug olarak CD8 T hiicrelerinin toksisitesinin artmasina
yol agar, bu da VEC'lere perforin, TNFa ve IFNy aracili hasar ve apoptoza neden olur
(151). Buna uygun olarak, endotelyal PD-L1/2 blokaji, CD8 T hiicrelerinin IFNy

salgilamasini ve litik aktivitesini artirmaktadir (152).

PD-L1 eksprese eden kanser hiicrelerinden, intrinsik yolagin, JAK/STAT3/kaspaz
7 bagimli yolaklar1 inhibe ederek IFNy'nin sitotoksik etkilerine, kars1 koydugu ve boylece
IFNy ile indiiklenen apoptozdan korunmay: sagladigi bilinmektedir (153). PD-L1'in
benzer bir fonksiyonu, lenf diigiimii kasilmasinda apoptozdan korunmay1 gosteren ve
yiiksek seviyelerde PD-L1 eksprese eden lenfatik endotelyal hiicreler iizerinde yapilan
bir ¢alismada tanimlanmistir (154). Genel olarak, endotelyal hiicrelerdeki PD-L1/2
ekspresyonu, Treg aktivitesini artirarak ve CD8 T hiicre aktivitesini azaltarak immiin
sistemi inhibe etme yetenegini gostermekte ve bu durum, immiin hasarin pro-

aterosklerotik etkilerine kars1 endotelyumu korumaktadir.

T hiicresine bagimli immiin yanitta rol oynayan TNF reseptorii CD30 i¢in bir
sitokin ligandi olan Tiimor nekroz faktorii ligand: siiper aile tiyesi 8 (TNFSF8) olarak da
bilinen CD153, insanlarda 9. Kromozomda 9932-933.1 bélgesinde lokalize TNFSF8
(CD30LG) geninden kodlanan bir proteindir. 5 ekzonlu genden alternatif kirpilma ile iki
transkript iretilmekte ve bu transkriptlerden (sirasiyla, NM_001244.4 ve
NM_001252290.1) 234 aminoasitlik TNFSF8’nin 1. isoformu (NP_001235.1) ve 164
aminoasitlik 2. isoformu (NP_001239219.1) sentezlenmektedir (NCBI-“National Center

for Biotechnology Information” data bankasi verileri).

Tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor ailesinin bir {iyesi olan TNFRSF9 (Tiimor
nekroz faktorii reseptorii siiper aile iiyesi 9), l6kositlerin ve immiin olmayan hiicrelerin
yiizeylerinde eksprese edilen tip 1 transmembran proteini olup 1. Kromozomun 1p36.23
bolgesine lokalize TNFRSF9 geninden kodlanir. TNFRSF9’un alternatif isimleri, CD137
antijeni veya T hiicre Antijen 4-1BB Homologu'dur ve lenfosit aktivasyonu (ILA)
tarafindan indiiklenmektedir. 10 ekzonlu TNFRSF9 geninden alternatif kirpilmalar ile 3
transkript tiretilmektedir. Esas olarak genin 8 ekzonundan transkribe edilen mRNA’dan
(NM_001561.6) 255 aminoasitlik protein (NP_001552.2) olan CD137 sentezlenmektedir
(NCBI-“National Center for Biotechnology Information” data bankasi verileri). Daha
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once ateroskleroz ile iliskisi bilinmeyen TNFSF8 ve TNFRSF9 gen ifade diizeyleri, bu
calisma kapsaminda AKS hastalarin 16kositlerinde diger IKNP’leri kodlayan genler
(TIGIT ve CTLA4 ek olarak PD-1 ligand genleri PDL1 ve PDL2) ile birlikte arastirildu.

2.6.5.2. Aterosklerozda Sitotoksik T-Lenfosit Antijeni 4

PD-1/PD-L1'e benzer sekilde, CTLA4 geni islevsizlestirilmis transgenik farelerde
lezyon biiyiikliigiinde artis gézlemlenirken, anti-CTLA-4 bloke edici antikorlar1 alan
farelerde, esas olarak T hiicresi kaynakli inflamasyon tarafindan yonlendirilen
aterosklerozun ilerledigi gosterilmistir (155). CTLA4 geni islevsizlestirilmis farelerde
yapilan ¢aligmalara paralel olarak, CTLA4 geni asir1 eksprese eden (“knock in”) fareler
veya CTLA-4 analogu “abatacept” alan farelerde, intimal kalinlasmada azalma (%58,5
azalma), CD4 T hiicre sayisinda azalma, daha az proliferasyon aktivitesi ve
proinflamatuvar sitokin {iretiminde azalma go6zlemlenmistir (156, 157). CTLA-4
ligandlariin hiicresel ekspresyonuna iliskin olarak, miyokard enfarktiisiinden sonra
iskemik kalp hasarini taklit etmek i¢in hipoksi ile tedavi edilen indiiklenmis pluripotent
kok hiicre tirevi kardiyomiyositlerde (iPSC-CM), hem CD80 hem de CD86 gen
seviyelerinde artis bulunmustur (158). Bu, farelerde enfarktiis sinir bolgelerinde
gozlemlenen CD80/86 ekspresyonunun hem gen hem de protein seviyelerinde onemli
6l¢iide artmasi ile daha da gili¢lenmistir. Bu fare modeli, hastalarda gortileni yansitmakta
olup “abatacept” tedavisinin anti-CTLA-4 kalp hasarini hafiflettigi ve daha iyi hayatta

kalma oranlar1 sagladigi gosterilmistir (158).

Ayrica, dendritik hiicrelerde CTLA-4'e baglanmanin CD80/86 sinyalizasyonunu
tetiklemesi, “Indeolamine 2,3-dioxygenase” (IDO) ekspresyonunu indiikler (159). IDO
diizeyindeki artis, T hiicre dongiisiiniin ilerlemesini engelleyerek T hiicre aktivasyonunun
azalmasina ve T hiicre apoptozunun artmasina yol agar (160). Sonug olarak, anti-CTLA-
4 antikorlarinin, dendritik hiicrelerde CD80/86 sinyalizasyonunu azaltmasi, bdylece 6z-

toleransin azalmasina ve otoimmdiinitenin artmasina yol acabilir.

2.6.5.3. Aterosklerozda Lenfosit Aktivasyon Geni 3 (LAG-3)

Ateroskleroz veya koroner arter hastaligi (KAH) vakalari, klinik deneylerde anti-
LAG-3 tedavisi i¢in heniiz bildirilmemistir. Anti-LAG-3 tedavisi FDA tarafindan heniiz
yeni onaylandigi i¢in, uzun takip stireleri olan biiyiik 6l¢ekli ¢calismalar hala eksiktir. Bu
nedenle, anti-LAG-3 tedavisinin aterosklerotik hastalikla iliskili olup olmadigina dair

kesin sonuglar veya oneriler heniliz yapilmamistir. Ancak, LAG-3'lin bagimsiz olarak



34

KAH ile pozitif bir korelasyon gosterdigi ve aterosklerotik plaklardaki tiikenmis T
hiicrelerinde bulundugu tespit edilmistir (147, 161).

Farelerde tek basina LAG-3"in geninin islevsizlestirilmesi, hastalik gelisimine yol
agmasa da Gal-3"in inhibisyonunun veya eksikliginin, 6zellikle tiimér mikrogevresinde
CD8" T hiicrelerini aktive ettigi gosterilmistir. Bu durum, PD-L1 inhibisyonuna benzer
sekilde bir anti-timor etkisi oldugunu diistiindiirmektedir (113). PD-L1'e benzer sekilde,
LAG-3-MHCII baglanmasi da Fas aracil1 ve ilag indiiklenmis apoptozu 6nlemek i¢in hem
MAPK/Erk hem de PI3K/Akt/mTOR yollarin1 yukart yonlii diizenleyerek koruma
saglamaktadir (162). Bu baglamda, LAG-3 ve PD-L1'in endotelyal hiicrelerde benzer
islevlere sahip olabilecegi ve endotelyal hiicre 6liimiine karsi koruma saglayarak plak

stabilitesini artirabilecegi diisiiniilmektedir.

2.6.5.4. Atherosklerozda Otoimmiinite

Immiin kontrol inhibitorleri (ICI) ile indiiklenen aterosklerozun ek bir
mekanizmasi, 6z-antijenler yoluyla olabilir. KAH’l1 vakalarda birgok potansiyel 6z-
antijen tanimlanmistir, bunlardan biri Keratin 8'dir (163). Keratin-8, KAH hastalarinin
insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) PD-1 seviyelerini artirmazken,
kontrollerden elde edilen PBMC'lerde PD-1 mRNA seviyelerini artirmistir. Bu durum,
PD-1'in 6z-antijenler tarafindan indiiklenerek T hiicre yanitin1 sinirlayabilecegini ve bu
mekanizmanin KAH hastalarinda bozulmus oldugunu gostermektedir (151, 163). Ek
olarak, yiiksek PD-L1 ekspresyonunda sahip mide adenokarsinom hiicreleri, hiicre i¢i yag
asidi baglayici protein (Fabp4/5) seviyelerini artirarak lipid alimini artirmaktadir. PD-L1
blokaj1; Fabp4/5 ekspresyonunu azaltir ve boylece lipid alimini azaltir (164). Benzer bir
stireg, PD-L1 eksprese eden hiicrelerde anti-PD-L1 tedavisi ile hiicresel lipid aliminin
azalmasina ve boylece plak bolgesinde serbest yag asidi seviyelerinin yiikselmesine,
muhtemelen aterosklerozun kétiilesmesine neden olabilir. Bir diger ilging 6z-antijen,
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesteroliiniin temel proteini olan apolipoprotein B
(apoB)'dir. Yaym 6ncesi yapilan bir retrospektif analiz, dzellikle >25 kg/m? viicut kitle
indeksine sahip ve kemoterapi ile kombine tedavi alan hastalarda, apoB agisindan yiiksek
lipoproteinlerin kétii ICI yaniti igin risk faktorleri oldugunu bulmustur (165). ApoB ve
IC arasindaki etkilesim tam olarak agikliga kavusturulmasa da apoB spesifik CD4" T

hiicrelerinin aterosklerozda otoimmiiniteyi tetikleyebilecegi one siiriilmektedir (166).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Vakalarimn Se¢imi ve Kan Orneklerinin Toplanmasi
Bu calisma, cinsiyet ve yas dagilimlart dengeli olacak sekilde 78 akut koroner
sendrom hastas1 ve 26 koroner arter hastaligi riski olmayan kontrol grubu asagidaki

seklinde tasarlandi.

e ST Segment Elevasyonlu Miyokard Enfarktiislii olgu sayisi=26

e ST Segment Elevasyonsuz Miyokard Enfarktiissiiz olgu say1s1i=26
e Unstable Angina Pektorisli olgu say1s1=26

e Saglikli Kontrol Grubu say1s1=26

Istanbul Universitesi Kardiyoloji Enstitiisii Acil Kardiyoloji Anabilim Dali
ekipleri tarafindan Ocak 2016-Aralik 2017 tarihleri arasinda ¢aligma Kriterlerine uygun
ve bilgilendirilmis onam ile rizast alinmig vakalarin kan ornekleri uygun kosullarda
laboratuvara iletildi. Ateroskleroz gelismis romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus,
antifosfolipid sendromunu igine alan gesitli sistemik otoimmiin veya kronik inflamatuvar
hastaligin bir arada bulundugu hastalar ve daha Once vaskiiler olaylar1 olan hastalar
caligmaya dahil edilmedi. Arastirmaya dahil edilen vaka ve kontrol grubunda, koroner
arterlerindeki plak yayginligi ve ciddiyeti Gensini ve Syntax skorlamalar1 ile belirlendi.

Hastalarin kullandiklari ilaglar ve dozlar1 not edildi.

Aragtirmanin asgari ornek sayisi, G¥Power 3.1 programi kullanilarak belirlendi.
Buna gore, 75 hastanin akut donemlerindeki 6rnekleri ile 25 kontrol grubu 6rnekleri
arasindaki yiiksek derecede istatistiksel dneme (p<0,05) sahip farkliliklar1 en az %80
giicle saptanabilecegi belirlendi.

Koroner Arter Sendromlu Hastalarin Se¢imi

Kardiyoloji Anabilim Dali ekibince kabul edilen Akut Koroner Sendrom (AKS)
tanist alan hastalar (n=78) arasindan gii¢ analizlerinde belirlenen minimum 6rneklem

sayilar dikkate alinarak secildi.

AKS tanisinda; 20 dakikay asan tipik gdgilis agrisi, yeni baslayan siddetli gogiis
agrist (Kanada Kardiyovaskiiler Toplulugu siiflandirmasina gore en az simif III), daha
onceden kararli olan anjina pektorisin kararsiz hale gelmesi ve elektrokardiyografide

iskemik degisiklikler (iki ya da daha fazla komsu derivasyonda >0.5 mm ST segment
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cokmesi, iskemik T negatifligi) kriterleri dikkate alindi. Miyokard iskemisinin
biyokimyasal belirteclerinin diizeyleri de (troponin, CK-MB vb.) degerlendirmeye alindi.

Koroner anjiyografi

Selektif koroner anjiyografi femoral perkiitan yolla gergeklestirildi. Sol 6n inen
arter (LAD) ve sirkumfleks arter (Cx) en az dort pozda, sag koroner arter (RCA) en az iki
pozda degerlendirildi. Kilavuz kateter ¢api ile kiyaslanarak koroner arter ¢ap1 ve liimen

darlig olgtildii.
Gensini ve SYNTAX skorunun hesaplanmasi

AKS hastalarinda aterosklerozun yayginligi ve plak yiikii anjiyografik
goriintiilerde degerlendirildi, lezyonlarin derece ve yerlesimine gore Gensini ve

SYNTAX skorlamalari ile puanlandi.

Akut koroner sendromlarda patogenezden sorumlu riiptiire yatkin kulprit
lezyonlarin biliylik ¢ogunlugu daha oncesinde ciddi koroner darlik olusturmayan
lezyonlardan kaynaklanmaktadir. Gensini skorlamasinda kulprit lezyon disindaki
lezyonlar da degerlendirilerek hastanin total aterosklerotik plak yiikii ve koroner arter
hastaliginin yayginligr belirlenebilmektedir. Bu skorlamada hastanin kulprit lezyonunun
derecesi ve lokalizasyonunun yani sira diger aterosklerotik darlik ve plaklarina da puan
verilmektedir. Puanlamalari; <%25 darliklar i¢in 2 puan, %26-50 darliklar i¢in 4 puan,
%51-75 darliklar icin 8 puan, %76-90 darliklar i¢in 16 puan, %91-99 darliklar i¢in 32
puan ve total okliizyonlar i¢in 64 puan olarak yapildi. Ardindan bu puanlar her bir ana
koroner arter ve her bir segment i¢in tanimlanmis olan katsayi ile ¢arpildiktan sonra
sonuglar toplandi. 20 puan ve iizeri degerler ciddi koroner arter hastaligi olarak

degerlendirildi.
Kontrol grubunun secilmesi

Kontrol grubu olgulart (n=26), diger sebepler ile koroner angiografi uygulamasi
yapilmis, koroner arterlerinde aterom plak gdzlenmeyen veya normale yakin koroner
arterlere sahip ve aterosklerotik major risk faktorii olmayan bireyler arasindan segildi.
Bunun i¢in, goniillii bireylerin ailesinde KAH oykiisii ve bilinen genetik yatkinlig
olmayan, yas ve cinsiyet ile sigara i¢iciligi dagilimi hasta grubu ile benzer olan, major

risk faktorlerini tagimayan bireyler arasindan rastgele secildi.
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Kan orneklerinin toplanmasi

Hasta ve kontrol grubundaki olgulardan hekim veya deneyimli hemsire tarafindan
EDTA’l1 ve kuru kan tiiplerine 10’ar ml periferik kan ornekleri alindi. EDTA’l1 kan
orneklerindeki 16kositler ayristirilarak RNA eldesi, kuru kan tiiplerinden 2500 rpm’de 10
dk santrifiij sonrasinda serum elde edildi. Elde edilen serum 6rnekleri ¢alisma kriterlerine

uygun sekilde -80°C’de saklandi.

3.2. Immiin Kontrol Nokta Proteinleri (IKNP’ler) ve Th1/Th2 Sitokinlerin Akan
Hiicre Olger Yontemi ile Degerlendirilmesi

Istanbul Universitesi Aziz Sancar DETAE Immiinoloji Anabilim dal
laboratuvarinda tez calismasinda arastirmak iizere, Iimmiin Kontrol Nokta Proteinleri ve
Th1/Th2 sitokinleri igin uygun panellerin se¢imi yapildi. LEGENDplexTM Insan
“Immune Checkpoint” Panel, sCD25 (IL-2Ra), 4-1BB (CD137), B7.2 (CD86), “Free
Active” TGF-B1, CTLA-4, PD-L1, PD-1, Tim-3, LAG-3, Galectin-9 igermektedir. Ek
olarak, LEGENDplexTM Insan Th1/Th2 Panel iceriginde ise IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13, IFN-y and TNF-a mevcut olup bu antikorlarin kantitasyonlarinin yapilmak
tizere secildi. Nepenthe Arastirma Teknolojileri (Kocaeli — Tiirkiye Tiibitak Teknopark
Barig Mahallesi Kosuyolu Caddesi No 30/5-2 Gebze Kocaeli) arastirma laboratuvarinda
akan hiicre 6lger cihazi (Sysmex Marka Cube 8 Flow Cytometry Cihazi) kullanilarak akan
hiicre &lger yontemi ile segilen panellerdeki IKNP’ler ve Th1/Th2 sitokinleri vakalarin

(26 NTEMI, 26 STEMI, 26 USAP ve 26 Kontrol grubu) serum 6rneklerinde galisildi.

3.2.1. Kimyasallar ve Aletler
Caligma protokolil asagida agiklanmaktadir. Checkpoint panel “mix and match”

oldugu i¢cin boncuk hazirlig1 agamasinda farklilik mevcuttur.
Th1/Th2 Panel
Boncuklarin Hazirlanmasi
Boncuklarin iyice silispanse hale gelmesi i¢in 1 dakika boyunca vorteks yapildi.
Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi

20X Yikama Soliisyonu oda 1sisina ¢ikarildi. 475mL distile su igerisine 25 mL

20X Yikama Soliisyonu eklenerek, 1X haline getirildi.
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Matrix B Hazirlanmasi

Liyofilize Matrix B igerisine 5 mL Assay Buffer eklendi. 15 dakika oda 1si1sinda

¢Oziinmesi beklendi.
Standartlarin Hazirlanmasi

Liyofilize Human Th Panel Standarti igerisine 250 uLL Assay Buffer eklendi ve
¢oziinmesi i¢in 10 dakika beklendi. 8 adet mikrosantrifiij tiipii C7, C6, C5, C4, C3, C2,
C1 ve CO olarak belirlendi.

Asagidaki tablo gibi tiipler hazirlandi:

Tablo 3-1: Serum érneklerinin ve standartlarin diliisyon hazirhg.

Eklenen Eklenen Final
Tiip Diliisyon Assay (nL) Standard Konsantrasyon (pg/mL)
Cc7 -- -- -- 10,000
C6 1:4 75 25 uL of C7 2,500
C5 1:16 75 25 uL of C6 625
C4 1:64 75 25 uL of C5 156.3
C3 1:256 75 25 uL of C4 39.1
C2 1:1024 75 25 uL of C3 9.8
C1 1:4096 75 25 uL of C2 2.4
Co -- 75 -- 0

Calisma Protokolii

V-tabanli Plaka Kullanilarak Deneyvin Yapilmasi: Tum reaktiflerin kullanimdan

once oda sicakligima (20-25°C) getirildi. Tiim deney siireci boyunca, yitkama adimlari
dahil olmak iizere, boncuklar kaybolmamasi i¢in plaka dik tutuldu. Plaka, tiim

inkiibasyon adimlar1 boyunca karanlikta tutuldu veya aliiminyum folyo ile sarildi.

Standartlar ve 6rnekler ¢ift olarak calisildi. Veri toplama ve analiz i¢in uygun olan
dikey bir konfigiirasyonda plakaya yerlestirildi. Standartlarin ilk iki siituna yiiklenmesi

gerektiginden emin olundu.

Serum oOrneklerinin Ol¢limleri i¢in asagidaki tabloda gosterildigi siralamada

(soldan saga dogru) plakaya yiiklendi.
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Tablo 2-2: Plakalarda standart ve 6rnek kuyularina yapilan pipetlemeler.

Assay Tamponu Matrix B Standart Ornek
Standart Kuyular: --- 25 uL 25 uL ---
Ornek Kuyulan 25 uL ~—- - 25 uL

Karisik boncuklar 30 saniye boyunca vortekslendi. Her bir kuyuya 25 pL karisik
boncuk eklendi. Boncuk eklemesinden sonra her kuyuda toplam hacim 75 pL olacak
sekilde ayarlandi. Plakay:1 bir plaka sizdirmazlik malzemesi ile miihiirlendi. Plakay1
1siktan korumak igin iizerini tamamen aliiminyum folyo ile kaplandi. Plaka oda
sicakliginda 2 saat boyunca bir plaka calkalayicisinda 800 rpm'de sallandi. Plaka,
mikroplaka adaptorii ile bir salinim kovasi rotoru (G.H 3.8) kullanarak 1050 rpm (~250
g) hizinda 5 dakika siireyle santrifiijlendi. Asir1 santrifiij hizi kullanmaktan kaginildi
clinkii bu, sonraki adimlarda boncuklarin tekrar silispansiyon haline getirilmesini
zorlagtirmaktadir. Santrifiijleme isleminden hemen sonra, siipernatanti hizli bir sekilde
ters cevirip plaka tek bir hareketle lavaboya dokiildii. Plaka temizlendi temiz bir kagit
havlu yiginina vurarak kuyulardaki kalan sivi miimkiin oldugunca direne edildi. Her bir
kuyuya 200 pL 1X Yikama Tamponu eklenerek plaka bir dakika siireyle inkiibe edildi.
Her kuyuya 25 pL Tespit Antikorlar1 eklendi. Plaka, yeni bir plaka miihiirleyici ile
miihiirlendi. Plakanin tamami 1siktan korumak i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi. Plaka,
oda sicakliginda 1 saat boyunca bir plaka calkalayicisinda yaklagik 800 rpm'de sallandi.
Her bir kuyuya dogrudan 25 pL. SA-PE eklendi. Plaka, yeni bir plaka miihiirleyici ile
miihiirlendi. Plakanin tamami aliiminyum folyo ile sarild1 ve oda sicakliginda 30 dakika
boyunca plaka ¢alkalayicisinda yaklasik 800 rpm'de sallandi. Her bir kuyuya 200 pL 1X
Yikama Tamponu eklenerek plaka bir dakika siireyle inkiibe edildi. Her bir kuyuya 150
pL 1X Yikama Tamponu eklendi. Boncuklar, pipetle karistirilarak slispansiyon haline
getirildi. Ornekler, deneyin yapildig1 giin iginde bir akan hiicre dlgerde okundu. Akim
sitometri cihazinin okutma oncesinde ayarlar1 yapildi. 1 adet FSC - SSC plotu agild1 ve
her iki boncuk popiilasyonu ayr1 ayr1 kapilandi. Her bir kapi i¢in ayr1 olarak FL2 PE -
FL5 APC kanallar segilerek plotlar olusturuldu. Ornekler FACS tiiplerine aktarildi ve

manuel olarak tek tek akim sitometri cihazina yiiklenerek okutuldu.
Checkpoint Paneli

Boncuklarin Hazirlanmasi: Boncuklarin iyice siispansiyon haline gelmesi igin 1

dakika boyunca vorteks yapildi. “Mix and Match” oldugundan her boncuk 13X oldugu
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icin 1X'e ¢cevrilmek zorundaydi. Tiim ¢aligma i¢in 3 mL boncuk siispansiyonu hazirlandi.
11 adet boncuk oldugu icin her boncuktan 230 uL eklendi. 470 uL. Assay Tamponu
eklendi ve toplamda 3 mL'ye ulasildi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi

20X Yikama Soliisyonu oda sicakligina ¢ikarildi. 475 mL distile su i¢ine 25 mL
20X Yikama Soliisyonu eklenerek, 1X haline getirildi.

Matrix B Hazirlanmasi

Liyofilize Matrix B icine 5 mL Assay Tamponu eklendi. 15 dakika oda

sicakliginda ¢oziinmesi beklenildi.
Standartlarin Hazirlanmasi

Liyofilize Insan Th Panel Standart1 igine 250 uL Assay Tamponu eklendi ve
¢oziinmesi i¢in 10 dakika beklenildi. 8 adet mikrosantrifiij tiipii C7, C6, C5, C4, C3, C2,
C1 ve CO olarak belirlendi. Tablo 3-3’deki gibi tiipler hazirland:.

Tablo 3-3: Serum orneklerinin ve standartlarin diliisyon hazirhg.

Final
Konsantrasyon

Tiip Diliisyon  Eklenen Assay (uL) Eklenen Standard (pg/mL)
Cc7 -- -- -- 10,000
C6 1:4 75 25 uL of C7 2,500
C5 1:16 75 25 uL of C6 625
C4 1:64 75 25 uL of C5 156.3
C3 1:256 75 25 uL of C4 39.1
C2 1:1024 75 25 uL of C3 9.8
C1 1:4096 75 25 uL of C2 2.4
Cco -- 75 -- 0

Calisma Protokolii

V-tabanli plaka kullanilarak deney yiiriitiildii. Kullanimdan 6nce tiim reaktifler
oda sicakligia (20-25°C) 1sitildi. Boncuklarin kaybolmamasi i¢in, yikama adimlart da
dahil olmak iizere, tiim deney siireci boyunca plaka dik tutuldu. Plaka, tiim inkiibasyon
adimlar1 boyunca karanlik bir yerde tutuldu veya aliiminyum folyo ile sarildi. Standartlar
ve oOrnekler ¢ift olarak kosuldu ve veri toplama ve analizi i¢in uygun olan dikey bir

konfigiirasyonda plakaya diizenlendi. ilk iki siituna standartlar yiiklendi. Akim sitometri
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cihazinin okutma Oncesinde ayarlar1 yapildi. 1 adet FSC - SSC plotu agild1 ve her iki
boncuk popiilasyonu ayr1 ayr1 kapilandi. Her bir kapi i¢in ayr1 olarak FL2 PE - FL5 APC
kanallar1 segilerek plotlar olusturuldu. Ornekler FACS tiiplerine aktarildi ve manuel
olarak tek tek akim sitometri cihazina yiiklenerek okutuldu. Serum orneklerini 6lgmek

tizere, Tablo 3-4’te gosterildigi siralamada (soldan saga dogru) plakaya yiiklendi.

Tablo 3-4: Plakalarda standart ve 6rnek kuyularina yapilan pipetlemeler.

Assay Tamponu Matrix B Standart Ornek
Standart Kuyular 25 uL 25 uL
Ornek Kuyular: 25 uL - - 25 uL

Karigik boncuklar 30 saniye boyunca vortekslendi ve her bir kuyuya 25 pL karigik
boncuk eklendi. Boncuk eklemesinden sonra her kuyuda toplam hacim 75 pL oldu (Not:
Boncuk eklerken, boncuklarin ¢6kmemesi i¢in karisik boncuk sisesi aralikli olarak
salland1). Plaka bir plaka miihiirleyici ile miihiirlendi ve plakanin tamami 1siktan
korunmasi i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi. Plaka, oda sicakliginda bir plaka
calkalayicida 800 rpm'de 2 saat boyunca sallandi. (Calkalayiciya bagli olarak, hizin
ayarlanmas1 gerekti. Optimal hiz, boncuklarin inkiibasyon sirasinda silispansiyonda
kalmasini saglayacak kadar yiiksek, ancak kuyulardan tasmaya neden olmayacak kadar
diisiik oldu). Plaka, mikroplaka adaptorii ile bir salinim kovasi rotoru (G.H 3.8)
kullanilarak 1050 rpm (~250 g) hizinda 5 dakika stireyle santrifiij edildi. Asir1 santrifiij
hizindan kagmildi ¢linkii bu, sonraki adimlarda boncuklarin tekrar siispansiyon haline
getirilmesini zorlastirmaktadir. Santrifiijiin zamanlayicisinin dogru ¢alistigindan ve
santrifiijiin onceden belirlenen hiza ulastigindan emin olundu. Santrifiijleme isleminden
hemen sonra, slipernatant hizli bir sekilde ters ¢evirip plakay: bir hareketle ¢alkalayarak
lavaboya dokiildii. Boncuklar, kuyunun ucunda gozlendi. Plaka, temiz bir kagit havlu
yiginma vurularak kuyulardaki kalan sivi miimkiin oldugunca direnE edildi. Boncuk
pelletini bozmamaya 6zen gosterildi. Alternatif olarak, siipernatantin ¢ikarilmasi 75 pL
ayarlanmis birgok kanalli pipet kullanilarak tamamlandi. Boncuklart ¢ikarmadan
miimkiin oldugunca ¢ok sivi ¢ikarilmaya calisildi. Her sira veya siitun arasinda pipet
uclariin degistirilmesine dikkat edildi. Her bir kuyuya 200 uL 1X Yikama Tamponu
eklenip, plaka bir dakika siireyle inkiibe edildi. Her bir kuyuya 25 puL Tespit Antikorlar

eklendi. Plaka, yeni bir plaka miihiirleyici ile miihiirlenip, plakanin tamami 1siktan
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korunmas: i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi. Plaka, oda sicakliginda bir plaka
calkalayicida 800 rpm'de 1 saat boyunca sallandi. Plaka yikanmadi. Her bir kuyuya
dogrudan 25 pL SA-PE eklendi. Plaka, yeni bir plaka miihiirleyici ile miihiirlenip,
plakanin tamami aliiminyum folyo ile sarildi ve plaka, oda sicaklifinda bir plaka
calkalayicida yaklagik 800 rpm'de 30 dakika boyunca salland1. Plaka, her bir kuyuya 200
pL 1X Yikama Tamponu eklenerek ve bir dakika siireyle inkiibe edilerek yikandi. Her
bir kuyuya 150 uL 1X Yikama Tamponu eklendi. Boncuklar, pipetleme yoluyla tekrar
siispansiyon haline getirildi. Ornekler, deneyin yapildig1 ayn giin iginde FACS tiiplerine

aktarildi ve manuel olarak tek tek akim sitometri cihazina yiiklenerek okutuldu.

Tablo 3-5: Immiinolojik ¢alismada kullamlan cihazlar ve kullanim yerleri.

Aletler Kullamim Yeri
Allerga X-30R Santrifiij (Backman Couter) Boncuk Hazirligi
Biolegend Mikrosantrifiij (Eppendorf) Boncuk Hazirligt
Tek ve Cok kanalli Mikropipetler (Gibson) Dengeli Soliisyon hazirlig
Cok kanalli Adjust Mikropipet ( Disaasemble) Dengeli Soliisyon Hazirlig
Mini Rocker-Shaker (MR-1). BioSan Soliisyon Hazirligi
Benchmark heat Block Boncuk Hazirlig
Cube 8 Modeli Akan Hiicre Olger Cihazi (Sysmex) IKNP ve Th1/Th2 tayini

3.3. IKNP Gen Transkriptlerinin Genetik Analizler ile Degerlendirilmesi

Tez calismasinin bu asamasinda Istanbul Universitesi Aziz Sancar DETAE
Genetik Anabilim Dali'nda, immiin kontrol nokta proteinleri / TNF siiperailesi
proteinlerinden gen ekspresyon analizi icin CTLA4, PDL1, PDL2, TIGIT, TNFSF8 ve
TNFSF9 gen transkriptleri i¢in primer ¢iftleri dizayn edildi ve kantitatif es-zamanl

polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR) ile ifade diizeyleri belirlendi.

3.3.1. Kimyasallar ve Kullamlan Cihazlar
Bu calismada genetik analizler i¢in kullanilan kimyasallarin listesi Tablo 3-6’te

verildi.
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Tablo 3-6: Kullamlan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Kullanim Yeri

KHCO3, Potasyum Bikarbonat (Merck) Gey’s soliisyonu
NH4ClL, Amonyum Kloriir (Merck) Gey’s soliisyonu
%75°1ik etanol (Merck) RNA izolasyonu

DEPC (Dietil Pirokarbonat) (Sigma) RNA izolasyonu
%100’liik izopropanol (Sigma) RNA izolasyonu
PBS Tablet (BIOMATIK) RNA izolasyonu
Kloroform (Merck) RNA izolasyonu

Trizol (Qiagen) RNA izolasyonu

Genetik ¢aligmada kullanilan cihazlar ve kullanim yeri listesi Tablo 3-7'da verildi.

Tablo 3-7: Kullamlan cihazlar ve kullamim yerleri.

Aletler Kullanim Yeri
Santrifiij (Heraus) RNA izolasyonu
Mikrosantrifiij (Eppendorf) RNA izolasyonu ve RT-PZR
Mikropipetler (Eppendorf) RNA izolasyonu ve RT-PZR
LightCycler 480 Cihazi (Roche) RT-PZR
PZR kabini (Ozkara Celik) RT-PZR
Hassas Terazi (Shimadzu) Soliisyon Hazirlig
Spektrofotometre (Thermo Nanodrop 2000) RNA 6lgtimii

Buzdolaplar1 ve derin dondurucular (+4°C, -20°C, -80°C) (Ugur, Thermo) Kit

malzemeleri ve 6rnek saklama

3.3.2. Cozeltiler

10X Gey’s Soliisyonu Hazirlanmasi: 82,91 gr Amonyum Kloriir (155mm NH4CI).
10,01 gr Potasyum Bikarbonat (10mm KHCOg) tartildi ve sise icerisine aktarildi ve
DEPC’li su ile 1 litreye tamamlandi. Manyetik karistirict ile ¢oziildiikten sonra

otoklavlandi.
1X Gey’s Soliisyonu Hazirlanmasi

Hazirlanan 10X Gey’s soliisyonundan 100 ml alind1 ve 1 litreye DEPC’li suyla

tamamlandi.

1X PBS Soliisyonu Hazirlanmasi
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1 adet PBS tableti 100 ml suyun i¢inde ¢éziinmesi saglandi.

3.3.3. Genetik Analizlerde Kullanilan Yontemler

3.3.3.1. Periferik Kandan Total RNA izolasyonu

Gey’s Soliisyonu ile Hiicre Ayirma: Periferik kan, 10 ml’lik EDTA’l1 tiiplere
alind1 ve en kisa zamanda Gey’s sollisyonu ile 16kosit ayrilimi yapildi. Bunun i¢in, kanin
iki kat1 kadar 1X Gey’s soliisyonu, 50 ml’lik tiipe eklenerek kan ile karistirildi. Daha
sonra, +4°C’de 20 dakika bekletildi ve 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildiikten sonra pelletin lizerine tekrar 10 ml Gey’s soliisyonu eklendi ve
1500 rpm'de 10 dakika daha santrifiij edildi. Siipernatant dokiildiikten sonra pelletin
tizerine 1 ml PBS eklendi ve 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant dokiildii.
Buz tizerindeki tiip icerisindeki pelletin tizerine 800 ul trizol (buz iizerinde) eklenerek

pipetle homojenize edildi ve 1.5 ml’lik tiiplere alindi.

3.3.3.2. Trizol Soliisyonu ile RNA Izolasyonu

Trizolde ¢6ziinen 6rneklerin iizerine, +4°C’deki kloroformdan 160 pl eklendi.
Mikrosantrifiij tiipleri, 15 saniye boyunca vorteks yapildi. Buz iizerinde 3 dakika
bekletildi ve 12000 g'de +4°C’de 20 dakika boyunca santrifiij edildi. Akéz fazlar
dikkatlice yeni 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplere alind1. Uzerine 1:1 oraninda sogutulmus
%100’lik izopropanol eklenerek iyice ¢alkalandi. Tiipler, -20°C’de gece boyunca
bekletildi. Ertesi giin, 12000 g'de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant dokiildii
ve pelletin {izerine %75°lik sogutulmus etanol eklenerek 1 ml eklendi ve 9000 g'de
+4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Pellet kurutuldu ve tizerine 50 pl RNazsiz su eklendi.

Total RNA o6rnekleri, 6l¢timden sonra -80°C derin dondurucuda saklandi.

3.3.3.3. Total RNA’nmin Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen total RNA &rneklerinin miktar;, NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™, ABD) cihazi kullanilarak dl¢iildii. RNA safligi, RNA'daki protein kirliligini
gosteren 260/280 oranlar1 ve kimyasal kirliligi gésteren 260/230 oranlar belirlendi. Bu

degerlerin 1,6-2,0 arasinda olmasina dikkat edildi.

3.3.3.4. cDNA Sentezi
200 ng/ul olarak sulandirilan total RNA 6rneklerinden iScript™ cDNA sentez kiti

(Bio-Rad) kullanilarak c¢cDNA sentezi gergeklestirildi. Bunun igin buz {izerindeki

mikrosantrifiij tiipiine her bir 6rnek i¢in 5x iScript Reaksiyon miksinden 4 pl, iScript ters
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transkriptaz enziminden 1 pl, RNAzs1z sudan 10 pl ve sulandirilmis RNA 6rneklerinden
5 pl alind1. Tiim tiipler, cDNA sentezi i¢in PZR cihazinda 25°C'de 5 dakika, 46°C'de 30
dakika, 95°C'de 1 dakika siiresince inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA 6rnekleri, sonraki

asamalara kadar -20°C'de muhafaza edildi.

3.3.4. Gen Ifadelerinin Kantitatif RT-PZR ile Belirlenmesi

IKNP’lerden B7 immiinoglobiilin siiperailesinden CTLA4, PDL2 ve PDL1
transkriptleri ile TNF reseptorii siiperailesinden TNFRSF9 ve TNFSF8 transkriptleri ve
yeni bir IKN proteini olan TIGIT transkriptlerine 6zgii kantitatif RT-PZR icin primer
ciftleri tasarlandi. Bu genlerin ifade diizeylerinin normallestirilmesi i¢in endojen kontrol
genleri olarak ACTB (B-aktin) ve GAPDH gen transkriptleri kullanildi. qRT-PZR igin
SYBR Green kiti (Bio-Rad) ve her gen transkripti icin Tablo 3-8’de belirtilen primer
ciftleri kullanildi. Reaksiyon karisimi olarak, 96’li plakalarin her bir kuyucuguna
Supermiks'ten 5 pl, 2 uM’lik primerlerin her bir gen transkriptine 6zgii ileri ve geri yonlii
primerlerden 1 pl, DNA-RNAzsiz sudan 2 pl ve cDNA Orneklerinden 1 pl eklenerek
hazirlandi. Daha sonra 96’11 plakalar seffaf film ile kapatilarak LightCycler 480 cihazina
(Roche) yerlestirildi ve Tablo 3-9°de belirtilen optimize edilmis kantitatif RT-PZR
protokolii uygulanda.

Tablo 3-8: Gen transkriptelerine 6zgii kantitatif RT-PZR’da kullanilan primerler.

Amplikon Boyu

Gen Ad1 Primer Dizileri (bg)

5-GCTGGTGTCTCCTCCTGATCT-3,

TIGIT 5-GTGCCTGTCATCATTCCTGAGG-3' 73
5-CCTCACGCTCCGTTTCTCTG-3,

TNFRSF9 5-TGGAAATCGGCAGCTACAGC-3' 124
5-TGCCGACTACAAGCGAATTACTG-3,

PDL1 (CD274) 5-CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG-3' 150
5'-AGCCACAGTGATAGCCCTAA-3,

PDL2 5-AGCACTGTTCACTTCCCTCT-3' 106
5-CTACCTGGGCATAGGCAACG-3', 5

CTLA4 '“CCCCGAACTAACTGCTGCAA-3' 103
5-ATGGTGTTGGTCGTTCAGAGG-3,

TNFSF8 5-CTTTGCCACTTGGAGGTAGGC-3' 147
5’- CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3’,

ACTB (B-aktin)  5’-TGGTGGTGAAGCTGTAGCC-3’ 215

5’- ACCATCTTCCAGGAGCGAG-3’,
GAPDH 5’- CAGGAGGCATTGCTGATGA-3’ 233
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Tablo 3-9: Kantitatif RT-PZR protokolii.

Dongii Rampa Hizx
Asama Sayisi Sicakhik Siire (°C/saniye)
On inkiibasyon 1 95 °C 2 dakika 4,4
5 saniye, 30 saniye, 10
Amplifikasyon 45 95°C, 58 °C, 65 °C saniye 2,2,22,44
Erime Egrisi 1 60 °C, 95 °C 2 dakika, devamli1 5 °C 2,2,0,11
Sogutma 1 40 °C 20 saniye -

Reaksiyon protokolii sonlandiktan sonra LC480 yaziliminin “Release Absolute
Quantification/2nd Derivative Max” analizi ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak rélatif
kantitasyon degerleri transkriptlerin ifade diizeyleri olarak belirlendi. Bu islemde, SYBR
Green boyast DNA'nin ¢ift zincirli sarmal yapisina baglanarak, floresan 1s1ma saglamakta
ve ¢ogalma miktar1 erime egrisi ("Melting curves") analizi ile belirlenebilmektedir.
Cogaltilan gen bdlgeleri erime egrisi ("Tm calling") analizi ile kontrol edildi.
Caligmamizdaki gen transkriptlerinin ve endojen gen olarak kullanilan ACTB ve
GAPDH'in amplifikasyon ve erime egrisi grafikleri Sekil 3-1’de ve CTLA4, PDL1,
PDL2, TIGIT, TNFSF8 ve TNFSF9 gen transkriptlerinin amplifikasyon egrileri Sekil 3-

2'te verilmektedir.

ACTB (Beta Aktin) GAPDH
Amplifikasyon Egrisi LD Amplifikasyon Egrisi -
! !
/
el e i
Erime Egrisi [ Erime Egrisi Selogt /oo
i [
i i)
{ i
i { |
iz 1 i 1
i (! |
‘/'—s...._._w)r?r*‘ \ L D S !
1| = b 2 —

Tompeshae (] Tempmrstine (]

Sekil 3-1: Lokosit 6rneklerinde endojen kontrol olarak incelenen ACTB ve GAPDH gen
transkriptlerinin RT-PZR amplifikasyon egrileri ve erime egrileri.
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Sekil 3-2: Lokosit orneklerinde CTLA4, PDL1, PDL2, TIGIT, TNFSF8 ve TNFSF9 gen
transkriptlerinin RT-PZR amplifikasyon egrileri ve erime egrileri.

3.3.5. Rolatif Kantitasyon (RQ) Hesabi ile Trankskriptlerin ifade Diizeylerinin
Belirlenmesi

Her bir vakanin cDNA 6rnekleri RT-PZR’de ¢ift olarak ¢aligildi ve arastirilan gen
transkriptlerinin (CTLA4, PDL1, PDL2, TIGIT, TNFSF8 ve TNFSF9) Ct degerleri, Excel
dosyasina aktarild1 ve delta delta Ct metoduyla ifade diizeyleri hesaplandi. Her bir hedef
genin Ct degeri endojen kontrol genlerin (ACTB ve GAPDH ortalamasi) Ct degerinden
c¢ikarildi. Boylece delta Ct degeri belirlendi. Kontrol grubunun (n=26) ortalama Ct degeri
rolatif hesaplamada kalibrator olarak kullanildi. Her bir delta Ct degerinden, bu kalibrator
ortalama delta Ct degeri cikartilarak delta delta Ct degeri hesaplandi. Cift calisilan
orneklerin delta delta Ct degerinin ortalamasi alinarak bu deger 2*-AACt formiiliine
uygulandi. Sonugta, rolatif kantitasyon degeri (RQ) olan degisim katsayilar1 (“fold

change” degerleri) hesaplandi.

3.4. Istatistiksel Analiz

Veri analizi, Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), stiriim 25.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL), korelasyon testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Normal dagilimin
degerlendirilmesi i¢in Kolmogorov-Smirnov testi uygulanmistir. Gruba goére normal
dagilim gosteren verilerin ¢oklu karsilastirmalart icin tek yonli analiz kullanilmis ve
eslestirilmis karsilastirmalar i¢cin Tukey HSD testi uygulanmistir. Gruba gore normal
dagilim gostermeyen verilerin ¢oklu karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi kullanilmig

ve eslestirilmis karsilagtirmalarda Bonferroni diizeltmesi yapilmistir. Nicel veri analiz
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sonuglar1 ortalama =+ standart sapma ve medyan [¢eyrekler araligi] olarak raporlanirken,
kategorik veriler siklik (yiizde) olarak sunulmustur. ACS tanisi i¢in testin prediksiyonu
ve sinir degerleri ROC (Reciver Operating Characteristic) uygulanmis ve sonuglar
sunulmustur. Tim testlerde %95 giiven araliginda istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,05

kabul edildi.



49

4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinin deneysel arastirmalari, Temmuz 2021- Temmuz 2023 tarihleri
arasinda Istanbul Universitesi-Saglik Bilimleri Enstitiisii Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Enstitiisii Immiinoloji ve Genetik Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda akan hiicre
Olger kism1 Nepenthe Arastirma Teknoloji laboratuatinda gerceklestirildi. Kardiyolojik
agidan normal, unstabil anjina, ST Elevasyonsuz MI (NSTEMI), ST elevasyonlu MI
(STEMI) gruplarmin her bir grupta 26 vaka ile toplamda 104 katilimcmin kan
orneklerinde immiinolojik ve genetik biyobelirtegler diizeyleri belirlenerek klinik
parametreler ile iligkileri degerlendirildi. Tablo 4-1’de arastirma gruplarinin demografik
dagilimi verilmektedir. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi benzer olup, hipertansiyon,
dislipidemi, hiperkolesterolemi, tip 2 diyabet ve obesite gibi komorbitelerin gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlendi. Ek olarak sigara i¢cimi ve

alkol tiikketimi gruplar arasinda yine benzer oranlarda idi (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Calisma gruplarimin demografik dagilimi.

Kontrol USAP NSTEMIi STEMI

n % n % n % n %
Cinsiyet Kadin 15 31,2 12 25,0 9 18,8 12 25,0
Erkek 11 19,6 14 25,0 17 30,4 14 25,0
HT Yok 13 26,0 13 26,0 11 22,0 13 26,0
Var 13 32,5 13 32,5 10 25,0 4 10,0
Dislipidemi Yok 3 6,1 16 32,7 16 32,7 14 28,5

Var 0 0,0 3 60,0 1 20,0 1 20,0

HK Yok 18 28,6 17 27,0 14 22,2 14 22,2
Var 6 25,0 9 37,5 6 25,0 3 12,5

DM Yok 22 34,4 16 25,0 14 21,9 12 18,8
Var 4 15,4 10 38,5 7 26,9 5 19,2

Obezite Yok 23 24,0 22 22,9 25 26,0 26 27,1

Var 3 37,5 4 50,0 1 12,5 0 0,0
Sigara icimi Yok 16 34,0 11 23,4 11 23,4 9 19,1

Var 9 22,0 14 34,1 10 24,4 8 19,5
Birakmug 1 50,0 1 50,0 0 0,0 0 0,0
Alkol Yok 16 21,6 23 31,1 19 25,7 16 21,6

kullanimi

Kisaltmalar: USAP: unstabil anjina pektoris, NSTEMI: non-ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, STEMi: ST
elevasyonlu miyokard infarktiisii, HT: hipertansiyon, HK:hiperkolesterolemi, DM:diyabetes mellitus.

Aragtirma gruplar arasi demografik, biyokimyasal ve goriintiileme bulgular

karsilastirmasi Tablo 4-2°de verilmektedir. Kontrol grubundaki yas ortalamasi1 54.0+12.0
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yil, medyan1 56.0 ve ¢eyrekler aras1 degerlerin araligi [46.0; 65.0] idi. USAP grubunda
yas ortalamasi 54.0+9.0, medyan 52.0 ve c¢eyrekler arasi degerlerin araligi [48.0; 59.0].
NSTEMI grubunda yas ortalamasi 53.0+8.0, medyan 53.0 ve ¢eyrekler aras1 degerlerin
aralig1 [47.0; 58.0]. STEMI grubunda ise yas ortalamasi 53.0+11.0, medyan 51.0 ve
ceyrekler arasi degerlerin araligi [45.0; 59.0] idi. Yas agisindan gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.901).

Ejeksiyon fraksiyonu (EF) degerleri ise kontrol grubunda ortalama 57.0+7.0,
medyan [60.0; 60.0]; USAP grubunda ortalama 57.0+7.0, medyan [60.0;60.0]; NSTEMI
grubunda ortalama 52.0+£10.0, medyan [45.0;60.0]; STEMI grubunda ise ortalama
49.0+£9.0, medyan [44.0;58.0] olup istatistiksel olarak anlamli fark oldugu mevcuttur
(p<0,001). Gruplar arasinda aglik glukoz seviyelerinin kontrol grubunda ortalama
103.2£36.5, medyan [95.0;102.0]; USAP grubunda ortalama 120.5 +43.5, medyan
[101.7;150.0]; NSTEMI grubunda ortalama 127.7+66.1, medyan [99.3;132.9]; STEMI
grubunda ise ortalama 161.3+81.6, medyan [123.3;192.1] olup istatistiksel olarak anlamli
farka sahip olduklar1 belirlendi (p=0,005). Ek olarak gruplar arasinda AST diizeyleri ve
ALT seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirasiyla, p<0,001 ve p=0,001).

Tablo 11°de gruplar arasinda kan lipid parametrelerinden sadece HDL (Yiiksek
yogunluklu lipoprotein) seviyelerinin kontrol grubunda ortalama 42.5+13.6 mg/dL,
medyan 42.5 mg/dL ve ¢eyrekler arasi degerlerin araligi [32.0;48.0]. USAP grubunda
ortalama 34.3+7.3 mg/dL, medyan 32.8 mg/dL ve ¢eyrekler arasi degerlerin araligi
[29.7;40.6]. NSTEMI grubunda ortalama 33.2+9.4 mg/dL, medyan 32.5 mg/dL ve
ceyrekler arasi degerlerin araligl [27.4;35.6]. STEMI grubunda ortalama 37.6+10.8
mg/dL, medyan 38.3 mg/dL ve ¢eyrekler aras1 degerlerin [29.0;44.5] aralifinda oldugu
ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gdsterildi (p=0,009).

Ek olarak Tablo 4-2°de goriildiigii ilizere, yliksek hassasiyetli C-reaktif protein
(hsCRP) seviyelerinin kontrol grubunda ortalama 9.3+14.4 mg/L, medyan 2.6 mg/L ve
ceyrekler arasi degerlerin araligr [1.1;11.0], USAP grubunda ortalama 6.6£8.7 mg/L,
medyan 3.5 mg/L ve ceyrekler arasi degerlerin araligi [2.0;6.0], NSTEMI grubunda
ortalama 18.2432.1 mg/L, medyan 9.0 mg/L ve ¢eyrekler arasi degerlerin araligi
[4.0;19.0], STEMI grubunda ise ortalama 18.0£19.7 mg/L, medyan 13.0 mg/L ve
ceyrekler arasi degerlerin araligi [6.0;23.0] olup hsCRP seviyeleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001).
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Tablo 4-2: Gruplar arasi demografik, biyokimyasal ve goriintiilleme bulgularinin

karsilastirilmasi.
Kontrol USAP NSTEMI STEMI p degeri
Vsl 54.0+12,0 54,0 49,0 53,0 48.0 53.0411,0 0.901°
as, y1 56,0 [46,0; 650] 52,0[48.0;590] 53,0 [47.0:580] 51,0 [450;590] O
57.047.0 57,0 47,0 52,0 £10,0 49,049,0
0, b} b} b} > b > l > b
EF, % 60,0 [60,0;60,0] 60,0 [60,0;60,0] 60,0 [45,0:60,0] 48,0 [44,0:580] ~0:001
6,8 41,9 8.4 +1.4 9,1 42,4 10,1 £4,1 )
WBC, mcL 7.0 [5.3: 7.6] 8,6 [7.8: 9,0] 83[7.0:114] 8969 125 10
15,0 £4,3 15,7+5,0 144451 142432 )
BUN.mg/dL 14 0112,0;17,0] 145[12,0:19,0] 130[13.0;165 14,0[120; 150] 8%
1613 481.6
1032 436.5 120,5 43,5 1277 +66.1 3 £81.6 .
Glukoz, mg/dL g5 187.0:102,0] 1017 [84.4; 150,0] 99,3 [94,0; 132,9] 1235?317'9' 0,005
. 40,160 40,6£2,9 37,1£9,0 37,949,1 .
Aloumin, g/dL 45 5137 644 5] 405 [38.9: 42,8] 39,8 [35,1: 41.6] 39,6 [36,2: 43.6]  02%?
19,8+3,4 23,4+6,0 73,7+65,7 170,1£182,5 b
AST.UIL - 194117.4;211] 235[188;251] 39,0 [314: 1084] 87,8 [37.6;2453] ~0:001
19.4+5.4 2344119 42,5446.8 46.4428.1 .
ALT UL 4751165,189] 203[16,6:24,9] 324[21.2;488) 364[219; 71,8] 001
135,0446,0 208,0+131,0 178,0£99,0 169,0+160,0
TG, mg/dL 126,0 [92.0; 160,0 [122.0; 145,0 [109,0; 1470[710; 0,164
156,0] 266,0] 244,0] 204,0]
42,5£13,6 34,3473 33,2494 37,6+10,8 .
HOL mg/dL 45 5132,0;,480] 328[29.7;40,6] 32,5[27.4;35,6] 38,3 [29,0;44,5] 009
119.5438.6 125.9437,0 1448350 132,539,1
LDL, mg/dL 123,0 [95,3; 1B8[1033; 1561086 1ags] 1263[103L 0667
148,0] 149,6] 9 [93,6; 148, 161.2]
26,0£4,0 44,0£30,0 34,0£20,0 36,0+33,0 .
VLDL mo/dL o5 0124.0:26,0]  29,0[240;67,0] 27.0[200;67,0] 30,0[19,0;42,0] 260
9,140,5 9,340,5 9.240,5 9,240,7 .
Ca, mg/dL 9,0 [9,0: 9.4] 9,3 [9,0: 9,6] 9.3 [9,0: 9.4] 03[88:97] 2%
0.3+14.4 6.648.7 18.2432.1 18,0419,7 .
hsCRP, MO/l »6111:11,0)  3.5([2,0:6.0] 00[4,0:190]  130[6,0:230] 2001

Degerler ortalama + Standart Sapma, medyan [¢eyrekler arasi aralik] olarak gosterilmistir Kisaltmalar: USAP: unstabil
anjina pektoris, NSTEMI: non-ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, STEMI: ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, EF:
ejeksiyon fraksiyonu, WBC: beyaz kiire, BUN: kan iire azotu, TG: trigliserid, HDL: yiiksek dansiteli lipoprotein, LDL:
diisiik dansiteli lipoprotein, VLDL: ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein, Ca: kalsiyum, hsCRP: C-reaktif protein, p degeri
30ne-way ANOVA ya da PKruskal Wallis testi ile hesaplandi. Istatistiksel olarak anlamli olanlar kalin olarak gosterildi.

Arastirma gruplariin serum sitokin diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli olduklar1 bulundu (Tablo 4-3). Tablo 4-3’te Th1/Th2

panelinde incelenen 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 ortalama degerlerinin kontrol



52

grubunda USAP, NSTEMI ve STEMI kiyasla gruplarinda 4-20 kat daha fazla oldugu
goriilmektedir. IL-6’nin ortalama degerlerinin ise kontrol ve NSTEMI gruplarinda USAP
ve STEMI gruplarina gére yaklasik 10 kat daha fazla oldugu bulundu. IFN-y and TNF-a.
ortalama degerlerinin de kontrole kiyasla STEMI grubunda azaldig:; ancak USAP ve
NSTEMI gruplarinda yaklasik 2,5 kat daha azaldig1 bulundu (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Gruplar arasi akan hiicre olger ile dlgiilen sitokin diizeylerinin karsilastirilmasi.

Kontrol USAP NSTEMI STEMI p degeri
L2p9m 050107 o[6]  0for  ofooa  <0%
IL-4, pg/mL 12,285i(9),i92;64£,6] 0,32f8§5;’g,7] 03 fé,i;;’é,?] 0,40[%?5;’61,1] <0,001
IL-5, pg/mL 6,3% 3[’02,?;2;’2%4] 0,2 ’[7;;;265,7] 0,4Oig,i21;’c3),7] 0,40[jcc>,1§;%,8] <0,001
IL-6, pgimL 3,219[502,?;525(?5] 0,51 f(7)§3;’g,7] 2,??62;4?5%0] 6,6 ([)izz?’?fo,Z] <0,001
IL-10, pg/mL o,zzfcl)i%’i,l] o,g’ %cj)c;oé?l] o,g’%g;ocfl] 0,10[?13;’%,2] <0,001
IL-13, pg/mL 1,64i8,i35;,g,1] 0,3Ofg§1; ’(1J,4] 0,30ig,i2(?’8,4] 0,3 ?;%’;90,5] 0,012
TNF-a, pg/mL 1,55fg§6;’$,3] 0,20fgi(;)’8,3] 0,20igi(?’8,3] o,g ’[7;;;46(?4] <0,001
ey, pgmL 148197 274117 2.506.3 70:232 oo

22[0,1;290] 01[0;0,1] 01[0;08  0,1[0;0,9]

Degerler ortalama + Standart Sapma, medyan [¢eyrekler arasi aralik] olarak gosterilmistir. Kisaltmalar: USAP: unstabil
anjina pektoris, NSTEMI: non-st elevasyonlu miyokard infarktiisii, STEMI: ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, IL:
interlokin, TNF:tiimor nekrozis faktor, IFN:interferon, p degeri Kruskal Wallis testi ile hesapland. Istatistiksel olarak
anlamli olanlar kalin olarak gosterildi.

Aragtirma gruplarmin serum IKNP diizeylerinin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli derecede farkli olduklar1 bulundu (Tablo 4-4). CTLA (Cytotoxic T-
Lymphocyte Associated protein), CD25-IL2Ra (IL-2 reseptor alfa) ile BB diizeyleri
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli degilken; sCD27, B7-2 (CD86), TGF-B1
(Transforming Growth Factor Beta 1), PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) ve TIM-3
(T-cell Immunoglobulin and Mucin-domain containing-3) diizeyleri gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklara sahipti (sirasiyla, p=0,033, p=0,018, p<0,001, p<0,001
ve p<0,001). PD-L2 (Programmed Death-Ligand 2) ve PD-1 (Programmed Cell Death
Protein 1gdzlenmedi (p>0,05). Tablo 4-3’te IKNP diizeylerinin gruplar arasindaki
ortalamaile standart sapmalart ve medyan [geyrekler arasi aralik] degerleri

gosterilmektedir.
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Tablo 4-4: Gruplar arasi akan hiicre olcer ile dlgiilen IKNP diizeylerinin karsilastiriimas.

iKNP Kontrol USAP NSTEMI STEMI P
degeri
CTLA-4, 1.821.7 18218 18217 17217 0.620
pg/mL 1,1[0,8; 1,9] 1,1[1,0; 1,6] 1,0 [0,9; 1,5] 1,0 [1,0; 1,3] :
CD25.1L2Ra 1136.9+734.4 1304326718 1551.3£1090.7 1433.0£646.6
oy ' 961,2 [615,6: 1130,1 [889,7; 1166,4 [970,2; 12655 [1058,0; 0,130
Pg 1529,0] 1480,1] 1858,1] 1562,5]
?'61[')31537) 27,5+19,6 24,0+22.8 29,5+£29.8 24.3+12.6 0.458
ey 20,3[10,1; 40,7] 178 [11,7:247]  203[157:27,3] 19,4 [17,0; 26,0] '
sCD27(109), 92,0+54,6 106,0+40,3 120,1+47.8 107,2436,3 0.033
pg/mL 70,3[52,3; 114,4]  93,9[80,7:131,6]  106,4 [84,9;149,7] 97,6 [80,8;125,7]
B7-2 (CD86), 122,1+160,7 126,284, 158,7492,7 155,6:84.9 0.018
pg/mL 78,1[62,9;1154]  9501[65,7;1741]  152,9[89,0; 207,1] 165,0[87,1; 2116]
7,1420,9 16,3429.9 17,7423.1 20,4424,
TGFbL pg/mL 1 375 g: 2 7] 3,6 [L.7; 12.7] 4,5 [2.1; 30,1] 6,835,243 0001
4,743,8 12,5417,1 16,323,1 20,3+20,7
PD-LLpg/mL 55719641 7.0 [4.9; 13.,8] 11,4[81:157]  141[100;17,9] 0001
PD-L2(10%), 6,742.,8 6,041,4 6,6+1,5 6,7+14 0371
pg/mL 6,2 [5,4; 6,8] 6,1 [5,3; 6,8] 6,7 [5,4; 7,6] 6,5 [5,7;7,4] '
28441 445111 27442 2,9451
PD-1, pg/mL 1,3[1,0: 2,8] 1,7[0,9: 2,6] 1,4[1,2: 1,6] 1211 1,7] 0,678
TIM-3(109), 3,043,4 8,846,3 10,127, 7,7+73 0,001
pg/mL 2,3[0,7; 3,5] 7.4[4,3;1,3] 8,3 [2,7; 14,3] 5,9 [2,7;10,2] ’
LAG3, pmlL ] 153426437 210.0+183 3 41038216 190.2:161.8 0,933

162,7 [40,7; 301,2]

156,2 [54,3; 328,5]

111,6 [33,0; 328,5]

162,7 [41,6; 253,3]

Degerler ortalama + Standart Sapma, medyan [geyrekler arasi aralik] olarak gosterilmistir Kisaltmalar: USAP: unstabil
anjina pektoris, NSTEMI: non-ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, STEMI: ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, IL:
interlokin, TNF: timér nekrozis faktor, IFN: interferon, p degeri Kruskal Wallis testi ile hesaplands. Istatistiksel olarak
anlamli olanlar kalin olarak gosterildi.

Tablo 4-5’te ifade diizeyleri belirlenen gen transkriptlerinin roélatif kantitasyon

(RQ) degerleri gruplar arasindaki ortalama ile standart sapmalar1 ve medyan [¢eyrekler
arasi aralik] degerleri gosterilmektedir. TIGIT, CTLA-4, PD-L1, PD-L2 ve TNFSF8 gen

transkriptlerinin arastirma gruplarinin l6kositlerindeki ifade diizeylerinin istatistiksel

olarak anlamli olarak farkli oldugu (sirasiyla, p=0,014, p<0,001, p=0,003, p<0,001 ve

p<0,001) bulunurken TNFRSF9 gen transkriptinin ifade diizeyleri arasindaki fark gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (p=0.195).



54

Tablo 4-5: Gruplar arast1 IKNP’lerini kodlayan genlerin ifade diizeylerinin

karsilastirilmasi.

Gen Transkripti | KoNtro USAP NSTEMI STEMI p degeri
20144 2.844.0 2.843.9 12416

TIGIT 13[06;30] 13[0824] 13[07:26]  06[03;13] 0,014
6.748.5 5.6.04.4 4245.0 23432

CTLA4 470[22:62] 41[29:75] 26[L542]  12[06: 18] <0,001
4.816.8 974223 7.6+15.0 2.6£5.5

PDL1 24[14:49] 26[1252] 28[1445  09[06;16] 0,003
1,642.4 0.9+1.8 21462 0.6:1.7

PDL2 06[04:21] 040209 04[0209  02[0103 <000

16.5£12.6

20,6+19.3 SE12,6 16,1416.4 6.246.5

TNFSFa 13,0 [7.8; 26,5] 135 [16]'9' 113[7,7:168]  51[16:9.2] <0,001
44452 4,043,1 45450 2.541.5

TNFRSF9 36[1.9:49] 361949 25[22:56]  24[14:32] 0.195

Degerler ortalama + Standart Sapma, medyan [¢eyrekler arasi aralik] olarak gosterilmistir. Kisaltmalar: USAP: unstabil
anjina pektoris, NSTEMI: non-ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, STEMI: ST elevasyonlu miyokard infarktiisii,
TIGIT: T-cell immunoglobulin and ITIM domain, CTLA4: Sitotoksik T lenfosit Antijen 4, PDL: Programlanmus Oliim
Ligandi, TNFSF: tumor necrosis factor superfamily, TNFRSF: tumor necrosis factor receptor superfamily, p degeri
Kruskal Wallis testi ile hesapland. Istatistiksel olarak anlamli olanlar kalmn olarak gosterildi.

Sekil 4-1°de ifade diizeyleri belirlenen gen transkriptlerinin rolatif kantitasyon
(RQ) degerleri gruplar arasindaki ortalama ile standart sapmalari grafik olarak verilmekte

ve istatistiksel olarak gruplarm ikili kargilagtirmalart belirtilmektedir.
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Sekil 4-1: Cahsmadaki gruplarin CTLA4, PDL1, PDL2, TIGIT, TNFSF8 ve TNFRSF9 gen
ifade diizeyleri.

Degerler ortalama + Standart Sapma olarak gosterilmistir. 4 grup arasindaki p degeri Kruskal Wallis testi ile hesaplandi.
Gruplarn ikili karsilastirmalarinda, *anlamhilik degerleri Bonferroni diizeltmesi ile ayarlandu. Istatistiksel olarak p<0,05
altinda olanlar kalin yazi ile gosterildi.
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Sekil 4-1’deki grafiklere gore CTLA4 gen ifade diizeyleri (RQ degeri); 4 grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml1 iken (p<0,001) STEMI durumunda, kontrol grubuna
gore yaklasik 3 kat azaldigi (p=0,0001) ve USAP grubuna gore ise 2,4 kat azaldigi
bulundu (p=0,0001). 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli degisimlere sahip olan
PDL1 gen ifade diizeyleri ise ikili karsilastirmalarda, STEMI durumunda kontrol grubuna
gore azaldigi (p=0,028), STEMI durumundaki diizeyin USAP grubuna gore (p=0,013) ve
NSTEMI grubuna gére azaldign (p=0,010) belirlendi. PDL2 gen ifade diizeyi; 4 grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). NSTEMI ve USAP durumlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p=0,053) ancak STEMI
grubunda kontrole gore 2.7 kat (p=0,001), NSTEMI grubuna gére 3.5 kat (p=0,007)
azaldig1 belirlendi. 4 grup arasinda anlaml farklara (p=0,014) sahip TIGIT gen ifade
diizeyleri; kontrol grubu ile STEMI grubu arasinda (p=0,054) yine NSTEMI ve STEMI
arasinda ise (p=0,053) sinirda anlamliliklar mevcuttu. STEMI durumunda USAP grubuna
gore diizeylerinin azaldigi bulundu (p=0,039). 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001) olan TNFSF8 gen ifade diizeyleri; STEMI grubunda kontrol grubuna gére 3,3
kat (p=0,001), USAP grubuna gore 2,7 kat (p=0,003) ve NSTEMI grubuna gore ise 2,6
kat azaldig1 (p=0,021) gosterildi. TNFRSF9 gen ifade diizeyleri ise 4 grup arasinda da
(p=0.195) ikili karsilagtirmalarda da gruplar arasinda fark olmadigi bulundu.

Ek olarak ifade diizeyleri belirlenen genlerin 4 grupta ayr1 ayr1 IKNP ve sitokin
diizeyleri ile olan korelasyonlart incelendi (Tablo 4-6). Buna gore; kontrol grubunda
anlamli bulunan sitokin veya IKNP diizeyleri ile anlamli olan (p<0,05) gen ifade
diizeylerinden (TNSRFS9 ile B7-2 arasindaki negatif yonlii korelasyon disinda digerleri
pozitif yonlii korelasyona sahiptir) sadece B7-2 diizeyinin USAP grubunda TIGIT gen
ifadesi ile TNSRFS9 gen ifadesi ile pozitif yonlii olarak anlamli korelasyonlarinin oldugu
bulundu. Kontrol grubunda CTLA4 gen ifadesi ile korele olan sitokin/IKNP’nin (I1L-6, IL-
10 ve PD-L1) NSTEMI ve STEMI gruplarinda korelasyonun olmadigi NSTEMI
grubunda IL-5 ve IL-13 sitokin diizeyleri ile STEMI grubunda ise TNF-o. ve IFN-y
diizeyleri ile anlaml1 korelasyonlarin gdzlendigi bulundu. NSTEMI grubunda IL-5 ve IL-
13 sitokin diizeylerinin ayrica TIGIT, PDL1 ve TNSFS8 gen ifadeleri ile korelasyonlarinin
oldugu bulundu. STEMI grubunda ise IFN-y ve TNF-a diizeylerinin CTLA4 yanisira
TIGIT gen ifadesi ile de anlamli korelasyonu mevcuttu. Bu grupta ayrica, PDL1 gen
ifadesi BB ve PD1 diizeyleri ile korele idi. Bu tablo anlamli ve p<0.1 altindaki anlamli
olmayan korelasyon verilerine sahip olup gen ifade diizeyleri ile Tablo 4-3 ve 4-4’te
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degerlendirilen diger sitokin/IKNP diizeyleri arasindaki iliskili olmayan verileri
icermemektedir. Dolayisiyla lokositlerdeki CTLA4, PDL1 ve PDL2 gen ifadeleri,
vakalarin serumlarinda ol¢lilen CTLA, PD-L1 ve PD-L2 diizeyleri ile arasinda bir

korelasyon mevcut degildi.

Tablo 4-6: Cahsma gruplarinda sitokin/IKNP ve gen ifade diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamh bulunan korelasyonlar.

TIGIT CTLA4 PDL1 PDL2 TNSFS8  TNSRFS9
Sitokin/i  Korelasyo Korelasy Korelasy Korelasy Korelasy Korelasyo
KNP n katsayisi on on on on n
(), p katsayis1  katsayis1  katsayis1i  katsayis1  katsayisi
’ (., p (r, p (N, p (N, p (r, p
Kontrol
(0,424),
- i 0,039 i j j j
(0,456),
IL-10 - 0,025 - - - -
(-0,411),
B7-2 ] j ] g j 0,046
(0,449), (0,515),
PD-L1 4 0,028 : 0,010 i i
USAP
B7.2 (0,386), i d i (0,359), (0,414),
0,052 0,072 0,035
NSTEMi
IL-5 (0,0475), (0,462), (0,462), (0,388), (0,533), )
0,016 0,020 0,020 0,055 0,006
IL-13 (0,518), (0,424), (0,384), (0,344), (0,467), i
0,008 0,035 0,058 0,092 0,019
STEMI
(0,446), (0,447),
IFN-y 0,022 0,022 - ) ) )
(0,457), (0,439),
TNFo 5619 0,025 ) ) ) -
BB i (0,341), (0,410), i i i
0,088 0,038
(0,396),
PD1 } ) 0,045 } } }

p degeri Sperman’s korelasyon testi ile hesaplandi.
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Sekil 4-2: Th1/Th2 sitokin diizeylerinin ROC egrisi

Tablo 4-7: Gruplar arasi akan hiicre olger ile ol¢iilen sitokin diizeylerinin sensitivite
(duyarhik) ve spesifite (6zgiilliik) karsilastirilmasi.

AUC Sensitivite  Spesifite 95% ClI p degeri
% % “Cut off” degeri
IL-2 0,775 85,9 65,4 0,085 0,660-0,891  <0,001
IL-4 0,837 89,7 69,2 3,840 0,739-0,936  <0,001
IL-5 0,756 71,8 76,9 0,640 0,628-0,884  <0,001
IL-6 0,573 50 73,1 1,370 0,450 - 0,696 0,243
IL-10 0,753 85,9 61,5 0,135 0,626 -0,880  <0,001
IL-13 0,677 84,6 61,5 0,510 0,525 - 0,829 0,023
TNF-a 0,774 85,9 61,5 0,710 0,657-0,892  <0,001
IFN-y 0,722 82,1 61,5 1,120 0,599-0,846  <0,001

Kisaltmalar; AUC: egri altinda kalan alan, IL: interlokin, CI: giiven araligi, TNF: tiimor nekroz faktor, IFN: interferon

Tablo 4-7'de gruplar arasi akan hiicre Glger ile Olgiilen sitokin diizeylerinin
sensitivite (duyarlik) ve spesifite (6zgiilliik) karsilastirilmasi yapilmigtir, grafik olarak
Sekil 4-2de gosterilmistir. IL-2 i¢in; AUC degeri 0.775 olarak bulunmustur ve bu durum;
IL-2'nin yiiksek tanisal performansa sahip oldugunu gostermektedir. IL-2'nin %85.9
duyarlik ve %65.4 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede 1yi bir biyobelirte¢ oldugu
anlagilmaktadir. “Cut-off” degeri 0,085 olarak belirlenmis ve 95% giiven aralig1 0.660 ile
0.891 arasinda degismektedir. p degeri <0,001 olarak hesaplanmistir, bu da sonucun
istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtir. IL-4 icin; AUC degeri 0.837 olarak tespit
edilmistir, bu deger; IL-4'lin miikemmel tanisal yetenege sahip oldugunu gosterir. 1L-4,
%89.7 duyarlik ve %69.2 ozgiillik ile belirli bir durumu tanimlamada etkili bir
biyobelirtegtir. “Cut-off”” degeri 3.840 olarak belirlenmis ve 95% giiven araligi 0.739 ile
0.936 arasinda saptanmistir. p degeri <0,001'dir, bu da bulgularin yiiksek istatistiksel
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anlamliligini isaret eder. IL-5 i¢in; AUC degeri 0.756 bulunmustur, bu deger IL-5'In iyi
bir tanisal performans gosterdigini belirtir. IL-5, %71.8 duyarlik ve %76.9 6zgiilliik
oranlari ile bir durumu belirlemede kullanigh bir gostergedir. “Cut-off” degeri 0.640
olarak hesaplanmis ve 95% giiven aralig1 0.628 ile 0.884 arasindadir. p degeri <0,001'dir,
bu sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. IL-6 i¢in; AUC degeri daha
diistik, 0.573 olarak bulunmustur ve bu IL-6'nin belirli bir durumu ayirt etme yeteneginin
nispeten sinirlt oldugunu gosterir. IL-6, %50 duyarlik ve %73.1 6zgiilliik ile daha diisiik
bir tanisal degere sahip olup “Cut-off” degeri 1.370'tir ve 95% giiven aralig1 0.450 ile
0.696 arasindadir. p degeri 0.243'tiir, bu nedenle IL-6'nin tanisal degeri istatistiksel olarak
anlaml degildir. IL-10 i¢in; AUC degeri 0.753 olarak tespit edilmis, IL-10'un %85.9
duyarlik ve %61.5 ozgiilliik ile etkili bir biyobelirte¢ oldugu belirlenmistir. “Cut-off”
degeri 0.135'tir ve 95% giiven araligi 0.626 ile 0.880 arasindadir. p degeri <0,001'dir, bu
da IL-10'un tanisal anlamda istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. IL-13 igin;
AUC degeri 0.677 olarak belirlenmistir, bu da IL-13'tin makul bir tanisal performansa
isaret eder. IL-13, %84.6 duyarlik ve %61.5 6zgiilliik ile bir durumu ayirt etmede etkili
bir biyobelirteg olarak kabul edilebilir. “Cut-off” degeri 0.510'dur ve 95% giiven aralig
0.525 ile 0.829 arasindadir. p degeri 0,023'tlir, bu da IL-13'in tanisal degerinin
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. TNF-a icin; AUC degeri 0.774 olarak
bulunmustur ve bu bulgu; yiiksek bir tanisal performansa isaret eder. TNF-a, %85.9
duyarlik ve %61.5 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede giiclii bir biyobelirtectir.
“Cut-off” degeri 0.710 olarak belirlenmis ve 95% giiven araligi 0.657 ile 0.892
arasindadir. p degeri <0,001 olarak hesaplanmistir, bu da sonucun istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gosterir. [IFN-y i¢cin; AUC degeri 0.722 olarak tespit edilmistir, bu da
IFN-y'nin iyi bir tanisal performansa sahip oldugunu gosterir. IFN-y, %82.1 duyarlik ve
%61.5 6zgiillik oranlari ile bir durumu tanimlamada kullanish bir gostergedir. “Cut-off”
degeri 1.120'dir ve 95% giiven araligi 0.599 ile 0.846 arasindadir. p degeri <0,001'dir, bu

da IFN-y'nin tanisal anlamda istatistiksel olarak anlamli oldugunu gésterir.
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Sekil 4-3: IKNP diizeylerinin ROC egrisi
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Tablo 4-8: Gruplar arasi akan hiicre dlcer ile 6lgiilen IKNP’lerinn sensitivite (duyarhk) ve
spesifite (6zgiilliik) karsilastirilmasi.

Sensitivite Spesifite

AUC % % “Cut off” degeri 95% ClI p degeri
CTLA 0,511 92,3 30,80 0,840 0,365 - 0,656 0,884
CD25 0,642 92,3 38,5 701,7 0,508 - 0,775 0,038
BB 0,502 98,7 27 10,3 0,348 - 0,657 0,975
sCD-27 0,685 83,3 61,5 72.144,1 0,547 - 0,824 0,009
TGF-B1 0,790 74,4 76,9 2,695 0,681 - 0,900 <0,001
B7-2 0,675 50 88,5 146,5 0,554 - 0,795 0,004
PD-L1 0,828 75,6 84,6 6,855 0,740 - 0,916 <0,001
PD-L2 0,548 31 88,5 7.274,5 0,421 - 0,674 0,459
PD-1 0,536 82,1 38,5 1,045 0,393 - 0,680 0,621
TIM-3 0,795 67,9 88,5 5.199,3 0,700 - 0,891 <0,001
LAG-3 0,478 88,5 23,1 27,650 0,341 -0,614 0,748

Tablo 4-8’de gruplar aras1 akan hiicre dlger ile dlgiilen IKNP’nin (duyarlik) ve

spesifite (6zgiillik) karsilastirilmast goriilmekte olup grafik olarak Sekil 4-3°de

verilmistir. CTLA i¢in; AUC degeri 0,511 olup, diisiik tanisal performansi isaret eder.
CTLA, %92,3 duyarlik ve %30,8 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede kisitli bir
biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 0,840 ve 95% giiven aralig1 0,365 ile 0,656 arasindadir.

p degeri 0.884'tiir, bu da istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gosterir. CD25-IL2Ra
igin; AUC degeri 0,642 olarak bulunmustur ve bu deger, CD25-1L2Ra'nin makul bir

tanisal performansa sahip oldugunu gosterir. Duyarlik %92,3 ve 6zgiilliikk %38,5'tir. “Cut-
off” degeri 701.720 ve 95% giiven aralig1 0,508 ile 0,775 arasindadir. p degeri 0,038'dir,

bu da sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. TGF-B1 i¢in; AUC degeri
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0.790 olup, yiiksek tanisal performansi isaret eder. TGF-B1, %74.4 duyarlik ve %76.9
ozgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede giiglii bir biyobelirtectir. “Cut-off” degeri
2.695 ve 95% giiven araligr 0,681 ile 0,900 arasindadir. p degeri <0,001'dir, bu da
sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. PD-L1 i¢in; AUC degeri 0,828
olarak tespit edilmistir, bu da PD-L1'in miikkemmel tanisal yetenege sahip oldugunu
gosterir. PD-L1, %75,6 duyarlik ve %84,6 6zgiilliik ile belirli bir durumu tanimlamada
etkili bir biyobelirtectir. “Cut-off” degeri 6.855 ve 95% giiven aralig1 0,740 ile 0,916
arasindadir. p degeri <0,001'dir, bu da bulgularin yiiksek istatistiksel anlamliligin isaret
eder. TIM-3 i¢in; AUC degeri 0,795 olarak bulunmustur, bu deger TIM-3'lin iyi bir tanisal
performans gosterdigini belirtir. TIM-3, %67,9 duyarlik ve %88,5 6zgiilliik oranlar1 ile
bir durumu belirlemede kullanigh bir gostergedir. “Cut-off” degeri 5.199.290 ve 95%
giiven araligi 0,700 ile 0,891 arasindadir. p degeri <0,001'dir, bu sonuglarin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gosterir. BB i¢in; AUC degeri 0.502 olup, diisiik tanisal
performansi isaret eder. BB, %98,7 duyarlik ve %27 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt
etmede ¢ok sinirl1 bir biyobelirteg olarak kabul edilebilir. “Cut-off” degeri 10.285 ve 95%
giiven araligi 0,348 ile 0,657 arasindadir. p degeri 0.975'tiir, bu da istatistiksel olarak
anlamli olmadigin1 gosterir. sCD-27 i¢in; AUC degeri 0,685 olup, iyi tanisal performansi
isaret eder. sCD-27, %83,3 duyarlik ve %61,5 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede
iyi bir biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 72.144.105 ve 95% giiven aralig1 0,547 ile 0,824
arasindadir. p degeri 0,009'dur, bu da sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gosterir. B7-2 i¢in; AUC degeri 0,675 olup, 1yi tanisal performansi isaret eder. B7-2, %50
duyarlik ve %88,5 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede giiclii bir biyobelirtectir.
“Cut-off” degeri 146.455 ve 95% giiven araligi 0,554 ile 0,795 arasindadir. p degeri
0,004'tiir, bu da sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. PD-L2 i¢in; AUC
degeri 0,548 olup, orta seviye tanisal performansi isaret eder. PD-L2, %31 duyarlik ve
%88,5 ozgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede kisith bir biyobelirtegtir. “Cut-off”
degeri 7.274.525 ve 95% giiven aralig1 0,421 ile 0,674 arasindadir. p degeri 0,459'dur, bu
da istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gosterir. PD-1 igin; AUC degeri 0,536 olarak
bulunmustur ki bu, PD-1'in sinirh tanisal performansa sahip oldugunu gosterir. PD-1,
%82,1 duyarlik ve %38,5 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede orta diizey bir
biyobelirteg olarak degerlendirilebilir. “Cut-off” degeri 1,045 ve 95% giiven aralig1 0,393
ile 0,680 arasindadir. p degeri 0,621'dir, bu da sonucun istatistiksel olarak anlaml

olmadigini gosterir. LAG-3 i¢in; AUC degeri 0,478 olup, diisiik tanisal performansi isaret
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eder. LAG-3, %88,5 duyarlik ve %23,1 o6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede
oldukga sinirli bir biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 27.650 ve 95% giiven aralig1 0,341 ile

0,614 arasindadir. p degeri 0,748'tlir, bu da istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gosterir.
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Sekil 4-4: IKNP’lerini kodlayan genlerin ifade diizeylerinin ROC egrisi

Tablo 4-9: Gruplar aras1 IKNP’lerini kodlayan genlerin ifade diizeylerinin sensitivite ve
spesifite karsilastirilmasi.

Sensitivite Spesifite

AUC % % “Cut off” degeri 95% CI p degeri
TIGIT 0,571 28,60 90,7 0,555 0,443 - 0,700 0,275
CTLA-4 0,662 41,6 91,7 1,875 0,546 - 0,777 0,006
PD-L1 0,567 33,8 87,5 1,070 0,443 - 0,690 0,291
PD-L2 0,659 55,8 79,2 0,350 0,528 - 0,790 0,018
TNFSF8 0,640 61,0 66,4 11,825 0,515 -,765 0,029
TNFRSF9 0,555 67,5 54,2 3,455 0,415 - ,695 0,441

Sekil 4-4’de grafik olarak verilen ROC analizinde, Tablo 4-9°de gruplar arasi

IKNP’lerini kodlayan genlerin ifade diizeylerinin sensitivite ve spesifite karsilastiriimasi
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TIGIT i¢in; AUC degeri 0.571 olup, orta seviye tanisal performansi isaret eder. TIGIT,
%28,60 duyarlik ve %90,7 ozgillik ile belirli bir durumu ayirt etmede kisith bir
biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 0,555 ve 95% giiven aralig1 0,443 ile 0,700 arasindadir.
p degeri 0,275'tir, bu da istatistiksel olarak anlamli olmadigini gosterir. CTLA4 i¢in; AUC
degeri 0,662 olup, iyi tanisal performansi isaret eder. CTLA4, %41,6 duyarlik ve %91,7
Ozgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede etkili bir biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri
1,875 ve 95% giiven araligi 0,546 ile 0,777 arasindadir. p degeri 0,006'dir, bu da sonucun
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir. PDL1 igin; AUC degeri 0,567 olup, orta
seviye tanisal performansi isaret eder. PDL1, %33,8 duyarlik ve %87,5 6zgiilliik ile belirli
bir durumu ayirt etmede kisitli bir biyobelirteg olarak degerlendirilebilir. “Cut-off” degeri
1,070 ve 95% giiven araligi 0,443 ile 0,690 arasindadir. p degeri 0,291'dir, bu da
istatistiksel olarak anlamli olmadigini gosterir. PDL2 i¢in; AUC degeri 0,659 olup, iyi
tanisal performansi isaret eder. PDL2, %55,8 duyarlik ve %79,2 6zgiilliik ile belirli bir
durumu ayirt etmede etkili bir biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 0,350 ve 95% giiven
araligi 0,528 ile 0,790 arasindadir. p degeri 0,018'dir, bu da sonucun istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gosterir. TNFSF8 i¢in; AUC degeri 0,640 olup, 1yi tanisal performansi
isaret eder. TNFSF8, %61,0 duyarlik ve %66,4 6zgiillik ile belirli bir durumu ayirt
etmede iyi bir biyobelirtegtir. “Cut-off” degeri 11,825 ve 95% giiven aralig1 0,515 ile
0,765 arasindadir. p degeri 0,029'dur, bu da sonucun istatistiksel olarak anlamli oldugunu
gosterir. TNFRSF9 i¢in; AUC degeri 0,555 olup, diisiik tanisal performansi isaret eder.
TNFRSF9, %67,5 duyarlik ve %54,2 6zgiilliik ile belirli bir durumu ayirt etmede sinirh
bir biyobelirtectir. “Cut-off” degeri 3,455 ve 95% giiven arahigi 0,415 ile 0,695

arasindadir. p degeri 0,441 ile istatistiksel olarak anlamli degildir.



63

5. TARTISMA

Son yirmi yil igerisinde, immiin kontrol noktalarmi (IKN) hedef alarak kanser
terapisinde biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu T-hiicresi yiizey membran reseptorleri,
T-hiicresinin aktive edilmesi veya inhibe edilmesi i¢in gerekli ikincil sinyali saglar.
Tiimdr hiicreleri, karsilik gelen inhibe edici ligandlar1 eksprese etme yetenegine sahip
olduklarndan, IKN’ye baglanabilir ve etkili bir sekilde T-hiicresi aktivasyonunu
engelleyebilir, bdylece potansiyel bir anti-tiimor immiin yanitini devre dis1 birakabilirler
(94). Bu etkilesimi 6nlemek i¢in monoklonal antikorlar olan immiin kontrol noktasi
inhibitdrleri (ICI) gelistirilmistir. Immiin kontrol noktas: inhibitorleri, T-hiicrelerindeki
IKN’ye veya tiimor hiicrelerindeki karsilik gelen ligandlarma baglanir, T-hiicre-timér
hiicresi etkilesiminin inhibe edici etkisini bloke eder ve T-hiicresi aktivasyonu i¢in firsat
saglar. Su anda, Programlanmis Hiicre Oliim Proteini-1 (PD-1) ve onun ligand1 PD-L1,
Sitotoksik T-Lenfosit iliskili Protein 4 (CTLA-4) ve Lenfosit Aktivasyon Geni-3 (LAG-
3) hedef alan ICI'lar bulunmaktadir; bunlarin hepsi ¢esitli tiimdr tiirlerinde olagantistii ve

kalict etkinlik gostermistir (167-170).

Kanser terapisinde biiyiik bir basar1 elde edilmesine ragmen, IKN inhibitdrlerinin
ana dezavantajlarindan biri, bagisiklikla ilgili advers etkilerdir (irAE). IKN
inhibitorlerinin olusturdugu T-hiicre inhibisyonunun sistemik olmasi ve timor ile
cevresine 6zgii olmamasi nedeniyle, birden fazla organa otoimmiin hasar verebilir (171-
173). Bir meta-analiz, rastgele klinik deneylerde immiin kontrol noktasi inhibitorleri alan
21.000'den fazla hastada kardiyovaskiiler olaylarin %8,32 (95% CI = 6,35-10,53)
oraninda meydana geldigini gostermistir ve bu kardiyovaskiiler immiinle ilgili advers
etkiler, hafif aritmilerden miyokardite kadar degisen siddetlerde ciddi bir saglik tehdidi
olustururken, sonuncunun mortalitesi %50'ye kadar c¢ikan deneylerde dikkatlice
gozlemlenmistir (174, 175). Bu, kardiyovaskiiler irAE'lerin en az meydana gelen ii¢
advers etkiden biri oldugunu (8%), ancak 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada oldugunu
(25%) bulan baska bir meta-analizde de ihtiyatla gézlemlenmistir (176). Kardiyovaskiiler
irAE tanist kondugunda, mevcut yonergeler immiin kontrol noktasi inhibitorleri
terapisinin gegici veya kalici olarak durdurulmasini ve derhal immiinsiipresiflerle

tedaviye baglanmasini géstermektedir (177). Ne yazik ki, tiim hastalar immiinsiipresiflere
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yanit vermez ve bazi durumlarda bu tedavi yontemi 6liim sansini bile artirabilir (178,

179).

Kardiyovaskiiler sistemde immiin kontrol noktas1 proteinlerine iliskin ¢alismalar
heniiz smirlidir ve bu alanda derinlemesine arastirmalara biiyilk bir ihtiyag
bulunmaktadir. PD-1, CTLA-4 ve LAG-3 gibi proteinlerin, T-hiicrelerinin yiizeyindeki
ekspresyonu ve immiin sistem tizerindeki diizenleyici rolleri kanser immiinoterapisinde
onemli birer hedef haline gelmistir. Ancak, bu proteinlerin kardiyovaskiiler sistemdeki
islevleri ve patolojiler iizerindeki etkileri henliz tam olarak anlagilamamstir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, diinya genelinde morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedenlerinden biri oldugundan, bu kontrol noktasi proteinlerinin kardiyovaskiiler
sistemde nasil isledigini anlamak, hem hastalik mekanizmalarini daha iyi kavramamiza
yardimet olabilir hem de yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesine 151k tutabilir. Immiin
kontrol noktasi inhibitorlerinin kardiyovaskiiler irAE'leri dahil olmak iizere gesitli yan
etkileri goz Oniinde bulunduruldugunda, bu proteinlerin kardiyovaskiiler sistemdeki
rollerini detayl bir sekilde incelemek, bu yan etkileri yonetme ve dnleme stratejilerini
gelistirebilir. Bu nedenle, bu alandaki arastirmalarin genisletilmesi, kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni yollar agabilir ve immiin kontrol noktasi

inhibitorleri terapisinin giivenlik ve etkinligini artirabilir.

Immiin kontrol noktas: islevindeki bozulmalar, immiinolojik toleransta
dengesizliklere yol agarak, klinik olarak irAE olarak kendini gosterebilecek olumsuz bir
immiin yanita neden olabilir (180). Ilging bir sekilde, irAE'ler ile klinik yanitlar arasinda
bir iliski bildirilmistir (181). Kanserde T-hiicre aktivasyonu ve proinflamatuvar
sitokinlerin biiylik bir degeri varken, aterosklerotik lezyonlarda istenmeyen immiin
sistemi aktivasyonunun baskilanmasi gerekmektedir. Aterosklerotik lezyonlarda bir
homeostaz mekanizmas1 olarak immiin kontrol yollar1 tarafindan T hiicre aktivasyonu
baskilanmaktadir (3); ancak, nivolumab PD-1-PD-L1/PD-L2 yollarin1 bloke ederek T
hiicrelerini ve antijen sunan hiicreleri aktive edebilir. Dogustan gelen ve kazanilmig
bagisikligin; plak gelisimini, ilerlemesini ve destabilizasyonunu tesvik ettigi
gosterilmistir (3). Makrofaj ve dendritik hiicreler, proinflamatuvar mediyatorlerin
salgilanmasi veya T-hiicre ¢ekimi ile inflamasyonu tesvik eder (Sekil 1F). Aktive edilen
T hiicreleri, IFN-y ve TNF-a gibi pro-aterojenik sitokinler iireterek, hem biiyiimeye hem

de lezyonlarin destabilizasyonuna ve sonug olarak riiptiire katkida bulunur. Bu, PD-1



65

blokaj tedavisinin, koroner aterosklerotik lezyonlarda immiin aktivasyon araciligiyla
aterosklerotik lezyonlarin biiylimesini ve destabilizasyonunu tetikleyerek akut koroner

sendroma neden olabilecegi hipotezine yol agar.

PD-1, CTLA-4 ve LAG-3 gibi immiin kontrol noktasi reseptorleri, T-hiicrelerinin
yiizeyinde eksprese edilir ve T-hiicre aktivasyonunu onlerler (94). T-hiicre aktivasyonu,
T-hiicre reseptoriiniin (TCR) major histokompatibilite kompleksi I veya II'ye (MHC-I/11)
baglanmasi ve ek olarak CD28-B7.1/B7.2 baglanmasi yoluyla ko-stimiilasyon
saglandiginda gergeklesir, bu da CD28'in hiicre i¢i kismina aralarinda fosfoinozitid 3-
kinazin (PI3K) da bulundugu ¢ok sayida molekiiliin ¢ekilmesi sonucunu dogurur (182).
PI3K'nin ¢ekilmesi; PI3K/Akt yolaklarini aktive eder, bu da T-hiicrelerinde ¢ogalma,
farklilasma ve anti-apoptotik sinyallemeyi tesvik eder (183). T-hiicrelerinin aktivasyonu,
cevredeki sitokinlere bagli olarak CDS8 hiicrelerinin sitotoksik T-hiicrelere ve CD4
hiicrelerinin uyarict T yardimci hiicrelerine (Th) veya inhibe edici Treg hiicrelerine
farklilasmasina neden olur (141). Ote yandan, inhibe edici IKN, immiin sistemin asir1

aktivasyonunu 6nleyebilir ve 6z toleransi tesvik edebilir.

PD-1, T-hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilir ve iki ligand, PD-L1 ve PD-L2 ile
etkilesime girer (184). PD-L2, esas olarak makrofaj ve dendritik hiicreler (DC'ler)
tizerinde eksprese edilirken, PD-L1 hematopoetik hiicrelerde ve gesitli organlardaki doku
hiicrelerinde bulunur (141). PD-1'in ligandlarindan herhangi birine baglanmasi, asagi akis
SHP-2 sinyallemesi yoluyla T-hiicre aktivitesinin diistirilmesine ve ardindan PI3K-Akt
yolaklarinin defosforilasyonu ve inhibisyonu sonucu, inflamatuvar sitokin {iiretiminin,
hiicre sagkalim sinyallerinin ve ¢ogalmanin azalmasina yol agar; (153, 185, 186). PD-1'in
T-hticreleri iizerindeki baskilanmasinin genellikle bir immiin yanitin son agamalarinda,

periferik dokuda gergeklestigi one siiriillmektedir (187).

CTLA-4, hiicre i¢inde bulunur ve T-hiicresi aktivasyonu iizerine ylizeye taginir
(185, 188). B7.1 ve B7.2'ya, CD28'den daha yiiksek bir afinitesiyle baglanir ve PD-1
inhibisyonuna benzer sekilde, PI3K asagi akis sinyallemesinin inhibisyonu yoluyla T-
hiicresi aktivasyonunu baskilar (189). Ek olarak, CTLA-4, AKT'nin defosforilasyonunu
gerceklestiren PP2A ile etkilesime girebilir ve yolak daha da sondiiriiliir (186). Bu, CD8
T hiicrelerinde sitokin iiretimini azaltir ve CD4 T-hiicrelerinin Treg hiicrelerine dogru
farklilasmasini tesvik eder (190, 191). PD-1'in aksine, CTLA-4'iin; immiin yanitin daha

erken agsamalarinda T-hiicre aktivasyonunu baskiladigi 6ne siiriilmektedir (187).
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Son zamanlarda yapilan c¢alismalar, immiin kontrol noktasi inhibitorleri
tedavisinin miyokard enfarktiisii ve inme riskini artirdigi ile baglantilidir (136, 137). Tek
merkezli, eslestirilmis kohort ¢alismasinda, immiin kontrol noktas: inhibitorleril alan
hastalarin kardiyovaskiiler olay riski ii¢ kat daha yiliksek bulunmus, bu durumun
muhtemelen aterosklerozda hizlandirilmig bir ilerleme yoluyla gerceklestigi
diisiiniilmektedir (136). Bu nedenle, T hiicrelerinin IKN inhibisyonunun ateroskleroza

kars1 koruma sagladigi diisiiniilmektedir, ancak bu konuda ¢alismalar halen eksiktir.

PD-1/PD-L1 aracili ateroskleroza karsi koruma; geni islevsizlestirilmis
(“knockout”) farelerde genislemis plaklar iceren ve daha yiiksek T hiicre ve makrofaj
sayilari, artmig Timor Nekroz Faktdr o (TNFa) seviyeleri ve antijen sunan hiicreler
tarafindan T hiicre aktivasyonu ve CD8 T hiicrelerinin artan sitotoksik aktivitesi gibi,
iltihab1 ve plak olusumunu artiran tiim 6zelliklerin varligi ile gosterilmektedir. (138, 139).
Ek olarak, PD-1'in PD-L1'e baglanmasiyla indiiklenen farklilasmis Treg hiicreleri, Th1l
hiicrelerinin sitokin iiretimini inhibe eder, bu da interferon y (IFNy) ve TNFa'y1 igerir
(140, 141). T hiicre ve makrofajlarin toplanmasi, sitokin salgisini ve endotel hiicreleri
tarafindan artirilmis antijen sunumunu indiikleyerek aterojenezde ana oyuncu olarak
tanimlanan IFNy, bu baglanma ile hem plak boyutunu hem de iltihabi T hiicre yanitlarini
azaltir (142, 143). IFNy ayrica, vaskiiler diiz kas hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek ve
kolajen sentezini azaltarak plak istikrarsizligina da katkida bulunur. Buna karsilik, Treg
hiicreleri, antiinflamatuvar sitokinler olan 1L-10 ve TGF-f salgilayarak ve ¢oklu inhibe
edici IKN eksprese ederek ve proinflamatuvar efektdr T-hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskilayarak aterojenezi azaltir (144). Treglerin sayica azalmasi, IL-10 eksikligi veya
TGF-B bozulmasinin aterosklerotik hastaligi kotiilestirdigi farelerde gosterilmistir (145,
146). Tim bunlara ek olarak; T-hiicreleri aterosklerotik lezyonlarda oldugu gibi siirekli
olarak antijen veya inflamatuvar sinyallere, TGF- ve IFNy ile maruz kaldiginda, efektor

fonksiyonlarmin bir kismin1 kaybederek tiikenmis hale gelebilir.

Bu, T hiicre ¢ogalmasinin ve sitokin tiretiminin azalmasi ve PD-1 ve LAG-3 gibi
inhibe edici IKN ekspresyonunun artmasi anlamina gelir (147). Aterosklerotik
lezyonlarda PD-1 eksprese eden tiikkenmis T-hiicreler bulunmustur, bu da immiin kontrol
noktasi inhibitdrleri ile PD-1'in inhibe edilmesiyle, tiikenmis T hiicrelerin yeniden aktive
edildigi ve aterosklerozun hizlanmasina ve siddetlenmesine katkida bulundugu ihtimalini

giindeme getirmektedir (148).
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Hiicresel diizeyde, endotel hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu IFNy ve TNFa
tarafindan indiiklenebilir (149). Insan gdbek kordonu ven endotel hiicreleri (HUVEC'ler)
tizerinde yapilan bir calisma, PD-L2'nin siirekli ekspresyonu ve IFNy tedavisi sonrasi PD-
L1'in indiiklenmis ekspresyonunu gostermektedir (150). Okside diisiik yogunluklu
lipoprotein (ox-LDL) ile bozulmus PD-L1 eksprese eden HUVEC'ler, Treg hiicrelerinde
CTLA-4 ve PD-1 ekspresyonunu artirabilmekte ve IL-10 ile TGF-p iiretimlerini modiile
edebilmektedir. Anti-PD-L1 ile tedavi edildiginde, HUVEC'ler iIKN ekspresyonunu ve
sitokin tiretimini artirma yeteneklerini kaybetmektedir. PD-L1'in T hiicrelerindeki PD-1'e
trans baglanmasinin yani sira, PD-L1 vaskiiler endotel hiicrelerindeki (VECs) PD-1 ile
cis olarak da baglanabilir. Bunu takiben gelisen PD-L1 yiizey ekspresyondaki
azalmasonucunda perforin, TNFa ve IFNy yoluyla VEC'lerin yaralanmasina ve apoptoza
neden olan artmig CD8 T hiicre toksisitesine yol acar (151). Buna uygun olarak, endotel
PD-L1/2 blokaji IFNy salgisin1 ve CD8 T hiicrelerinin litik aktivitesini artirir (152).

PD-1/PD-L1'ye benzer sekilde, CTLA-4 geni islevsizlestirilmis (“knockout™)
farelerinde lezyon boyutu artmistir ve anti-CTLA-4 bloke edici antikorlar alan farelerde,
esas olarak T hiicre kaynakli inflamasyon tarafindan yonlendirilen aterosklerozun
ilerlemesi artmistir (192). CTLA-4 knockout ¢aligmalarina karsilik gelen, CTLA-4"0 asir1
eksprese eden fareler veya CTLA-4 analogu abatacept alan fareler, daha az intimal
kalinlasma (%58.5 azalma), azalmis CD4 T hiicre sayilari, daha az proliferasyon
aktivitesi ve proinflamatuvar sitokin tdretimi gostermistir (156, 157). CTLA-4
ligandlarinin  hiicresel ekspresyonlarina iligkin olarak, hipoksi ile tedavi edilen
indiiklenmis pluripotent kok hiicre tiirevi kardiyomiyositler (IPSC-CM) calismasi, MI
sonrast iskemik kardiyak yaralanmay: taklit etmek i¢in, hem B7.1 hem de B7.2 gen
seviyelerinde artis bulmustur (158). Bu, farelerin MI sonrasi sinir bolgelerinde, hem gen
hem de protein seviyelerinde B7.1/86 ekspresyonunun 6nemli 6lgiide arttig1 seklinde
daha da giiclendirilmistir. Bu fare modeli, hastalarda goriileni, yani abatacept tedavisinin
anti-CTLA-4 kardiyak yaralanmasini iyilestirdigini ve karsilastirildiginda daha iyi

sagkalim sagladigini yeniden canlandirmigstir.

Ateroskleroz veya koroner arter hastalii (KAH) vakalari, klinik denemelerde
anti-LAG-3 terapisi igin bildirilmemistir. Anti-LAG-3 terapisi FDA tarafindan sadece
yakin zamanda onaylandig1 i¢in, uzun takip siireleriyle yapilan biiyiik 6l¢ekli calismalar

hala eksik oldugundan, anti-LAG-3 terapisinin aterosklerotik hastalikla iliskilendirilip
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iligkilendirilmedigine dair kesin sonuglar veya Oneriler heniiz yapilmamistir. Ancak,
LAG-3"lin bagimsiz olarak KAH ile pozitif korelasyon gosterdigi ve aterosklerotik
plaklardaki tiikenmis T-hiicrelerde bulundugu tespit edilmistir (147, 161).

Farelerde, tek LAG-3 knockout'u hastaligin gelisimine yol agmamustir, ancak Gal-
3'lin inhibisyonunun veya eksikliginin oOzellikle tiimér mikrogevresinde CD8 T
hiicrelerini aktive ettigi gosterilmistir, bu da PD-L1 inhibisyonuna benzer sekilde anti-
timor etki 6nermektedir (113). PD-L1'e benzer sekilde, LAG-3-MHCII baglanmasi, hem
MAPK/Erk hem de PI3K/Akt/mTOR yollarin1 yukar1 yonlii diizenleyerek Fas aracili ve
ila¢ indiikklenmis apoptoza karsi koruma saglar (162). Bu nedenle, LAG-3 ve PD-L1'in
endotel hiicrelerinde benzer islevlere sahip olabilecegi ve endotel hiicre 6liimiine karsi

korunarak plak stabilitesini artirabilecegi diisiiniilmektedir.

Immiin kontrol noktas: inhibitdrleri kaynakli aterosklerozun ek bir mekanizmast,
0z antijenler araciligiyla olabilir. KAH hastalarinda birka¢ potansiyel 6z-antijen
tanimlanmistir, bunlar arasinda Keratin 8 de bulunmaktadir (163). Keratin sekiz, KAH'li
insanlarin periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) PD-1 seviyelerini
artirmazken, kontrol grubundan elde edilen PBMC'lerde PD-1 mRNA seviyelerini
artirmistir. Bu, PD-1'in T-hiicre yanitin1 kisitlamak i¢in 6z antijenler tarafindan
indiiklenebilecegini ve bu mekanizmanin KAH hastalarinda farkli oldugunu gosterir
(151, 163). Ayrica, yiiksek PD-L1 ekspresyonuna sahip mide adenokarsinom hiicreleri,
intraseliiler yag asidi baglayici protein (Fabp4/5) seviyelerini artirarak lipid alimini artirir.
PD-L1 blokaji Fabp4/5 ekspresyonunu azaltarak, dolayisiyla lipid alimini da azaltmistir
(164). Spekiile edilecek olursa, PD-L1 eksprese eden hiicrelerde benzer bir siireg, anti-
PD-L1 terapisi sirasinda hiicresel lipid alimini azaltabilir ve bu da plak bolgesinde serbest
yag asidi seviyelerinin ylikselmesine, muhtemelen aterosklerozun koétiilesmesine neden
olabilir. Bir diger ilging 0z antijen, LDL kolesteroliiniin ¢ekirdek proteini olan
apolipoprotein B (apoB)'dir. Preprint'te bulunan bir retrospektif analiz, apoB'de yiiksek
lipoproteinlerin, dzellikle >25 kg/m? VKl'ye sahip hastalarda kemoterapi ile kombine
tedavi alanlarda kotii immiin kontrol noktasi inhibitdr yaniti igin risk faktorleri oldugunu
gdstermistir (165). ApoB ve IKN arasindaki etkilesim heniiz aydinlatiimasa da, apoB
o0zgil CD4 T hiicrelerinin aterosklerozda otoimmiiniteyi siiriikleyebilecegi One

stiriilmiistiir (166).
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TIM-3, ilk olarak Thl hiicreleri i¢in 6zgiil bir isaretleyici olarak kesfedilmistir
(193) ancak NK hiicreleri, monositler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi ¢esitli bagigiklik
hiicrelerinde de eksprese edilir (194). TIM-3, ligand: galectin-9'a baglandiktan sonra T-
hiicrelerinin hiicre 6liimiinii indiikleyerek IFN-y kaynakl1 inflamasyonu sonlandirir (195).
Ayrica, TIM-3 Treg aktivitesini indiikleyebilir (196). Hou ve ark. ateroskleroz
hastalarinda NK hiicrelerinde artmis TIM-3 ekspresyonu oldugunu ve bunun ateroskleroz
sirasinda  NK  hiicre fonksiyonunu etkileyebilecegini gostermistir (197). Dahasi,
aterosklerozdan muzdarip hastalar, saglikli kontrollere kiyasla dolagimda artmis
diizenleyici PD-1"TIM-3"CD8" T hiicrelerine sahiptir (198). Bu diizenleyici CD8" T
hiicreleri, PD-1 ve TIM-3'i (birlikte) eksprese etmeyen CD8 T-hiicrelerine kiyasla
yiiksek oranda ¢ogalan ve artmig IL-10 iireten, azalmig IFN-y ve TNF-a iireten
hiicrelerdir. Hiperkolesterolemik LDLr "~ farelerde yapilan bir ¢alisma, TIM-3 blokajimin
erken ve ileri aterosklerozu artirdigini ve dolasimdaki monositleri ve plak makrofajlarini
artirarak, IL-10 iireten Treg'leri ve Breg'leri azaltarak immiin yanitlar1 gli¢lendirdigini
gostermistir (199). Arastirmada TIM-3 seviyelerinin incelenmesi sonucunda, kontrol
grubuna gore akut koroner sendrom (AKS) grubunda anlamli derecede yiiksek
seviyelerde TIM-3 goézlenmistir. En yiiksek TIM-3 diizeyleri ise Miyokard Enfarktiisii
olan grupta tespit edilmistir. TIM-3"lin artmis ekspresyonu, T hiicrelerinin 6limiinii
indiikleyerek IFN-y kaynakli inflamasyonu sonlandirma kapasitesiyle baglantilidir ve bu
da aterosklerotik hastalik siireglerinde rol oynayabilir. MI'de, aterosklerotik plaklarin
rliptiiric sonucu olusan yogun inflamasyon, TIM-3 ekspresyonunun artisina neden
olabilecek bir tepki olarak goriilebilir. Bu artis, 6zellikle TIM-3"lin NK hiicrelerinde ve
diizenleyici T-hiicrelerde artmis ekspresyonu ile baglantili olabilir ve bu da
aterosklerozun ilerlemesi ve MI gibi akut olaylarin patogenezinde onemli bir faktor

olabilir.

TNF(R) ailesinin T-hiicre aktivasyonunda yer alan baska bir ko-stimiilator ¢ifti,
CD30 ve TNFSF8 (CD153 veya CD30 ligand) tarafindan olusturulur. CD30, naif CD4"
ve CD8" T hiicreleri, erken timositler, B hiicreleri ve NK hiicrelerinde siirekli olarak
eksprese edilen bir transmembran homodimerdir (200, 201). TNFSF8 ise aktive DH'ler,
makrofajlar, B hiicreleri ve aktive T-hiicrelerinde eksprese edilen bir tip II transmembran
glikoproteindir (202-204). CD30 ile TNFSF8 etkilesimi NF-kB ve JNK yollarini aktive
eder (205) ve efektor ve bellek T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini artirir

(206). Ayrica, CD30 ve TNFSF8, Treg gelisimi icin esastir (207). Insanlarda,
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CD4'CD25" T hiicreleri CD30 eksprese eder ve bu hiicreler yiiksek diizeyde baskilayict
bir Treg alt kiimesini temsil eder (208, 209). Sardella ve ark., miyokard enfarktiisii olan
hastalarda saglikl1 bireylere kiyasla azalmis CD30" Treg'lerin oldugunu bildirmistir (210).
Hem CD30 hem de TNFSF8, insan aterosklerotik lezyonlarindaki T hiicreleri ve
makrofajlarda eksprese edilir ve TNFSF8 ekspresyonunun stabil lezyonlara kiyasla
rliptiire ugramis karotid aterosklerotik lezyonlarinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(211). ApoE*3-Leiden farelerinde B hiicrelerinde TNFSFS8'in transgenik asir1
ekspresyonu kullanilarak, van Olffen ve ark., T-hiicrelerinde siirekli CD30 sinyallemesini
tetiklemis, bu da IFN-y iireten efektor T-hiicreleri ve inflamatuvar Ly6Chi monositlerin
sayisinda artisa yol agmustir (212). Sasirtict bir sekilde, bu fareler ateroskleroza karsi
korunmusg, bu durum kronik CD30-TNFSF8 stimiilasyonunu takiben B hiicre kaybi
sonucunda Ly6Chi monositlerin apoptoza gitme egilimlerinin artmasi ve asirt diiglik
oxLDL o0zgiil antikorlar nedeniyle artan duyarliliga atfedilmistir. Son zamanlarda,
TNFSF8'nin aterosklerozdaki kesin katkist iizerine daha fazla bilgi edinilmistir.
Aterosklerozun iki modeli olan, 18 haftalik yemle beslenen ApoE " TNFSF8~ fareler ve
yiiksek yagl diyetle beslenen TNFSF8 eksikligi olan kemik iligi kimerasi, kontrollerine
kiyasla daha ileri aterosklerotik lezyonlar gostermistir (211). Calismada TNFSF8 (CD30
ligand1) seviyelerinin kontrol grubunda en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu,
TNFSF8 seviyelerinin miyokard enfarktiisii olan gruplarda, ozellikle ST Segment
Yiikselmesi olan Miyokard Infarktiisi (STEMI) grubunda anlamli oranda diisiik
oldugunu gostermektedir. Bu durum, literatiire paralel bir sekilde TNFSF8'in potansiyel
olarak koruyucu bir faktor olarak islev gordiigiinii diistindiirebilir. TNFSF8 eksikliginin,
bozulmus makrofaj canlilig1 ve islevi ile pro-aterojenik bir etkiye neden oldugu ve bu
durumun, makrofajlarin metabolik olarak inaktif olmasi, apoptoza daha duyarli hale
gelmesi ve kolesterol metabolizmasinda alim ve atilim siireglerinde etkisiz olmasi
seklinde ortaya ciktigini diisiindiirmektedir. Bu da aterosklerozun ilerlemesine katkida
bulunabilir. CD30-TNFSF8 yolunun aterosklerozda ko-inhibitér bir rol oynadigi
diistiniilmekte ve bu yolak {izerinde etki eden agonistik antikorlarin modiilasyonu,
kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesinde terapdtik bir potansiyel tasiyabilir. Bu
bulgular, ateroskleroz ve MI patofizyolojisinde TNFSF8 ve onun etkilesimli yollarinin
onemli rolleri olabilecegini ve potansiyel tedavi hedefleri olusturabilecegini

gostermektedir.
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Aterosklerozda patojenik CD4" T-hiicrelerinin ¢ogunlugu, proinflamatuvar
sitokinler olan IFN-y ve TNF-a iireten ve T hiicrelerinde T-box ekspresse edilen 6zgiil
transkripsiyon faktorii Tbet eksprese eden Thl hiicreleridir (213). Yiiksek seviyelerde
IFN-y, makrofajlarin, DH'lerin ve T hiicrelerinin plaga c¢ekilmesini tesvik eder,
makrofajlar tarafindan lipid alimini artirir ve antijen sunan hiicreleri aktive eder (214,
215). Buna karsilik, Tbet eksikligi gosteren LDLr '~ fareleri (216) veya IFN-y'da eksiklik
gosteren ApoE ™ fareler azaltilmis ateroskleroz sergiler (217). Th2 hiicreleri IL-4, IL-5
ve IL-13 iretir ve trans-aktér T hiicre 6zgiil transkripsiyon faktorii-3 (GATA-3)
ekspresyonu ile tanmnir. Th2 hiicrelerinin aterosklerozdaki rolii, fare modeline, hastaligin
evresine ve ilgi duyulan Th2-imza sitokinine bagli olarak tartismalidir. IL-5 ve IL-13"in
aterosklerozda koruyucu oldugu gosterilmistir (218); buna karsilik IL-4'iin hem anti-
aterojenik hem de pro-aterojenik oldugu gosterilmistir (219-221). Insanlarda, yiiksek
sayida Th2 hiicreleri, kardiyovaskiiler hastaliklarda koruyucu bir rolii oldugunu gdsteren
ortalama karotis intima-media kalinligi ile iliskilendirilmistir (222). Calismamizda TNF-
a ve IFN-y kontrol grubunda en yliksek diizeyde bulunmustur. Ancak ilging bir sekilde
bu iki sitokin de akut koroner sendrom grubunda en yiiksek diizeyleri STEMI grubunda
gorilmistiir. Saglikli kontrol grubunda yiliksek seviyelerde TNF-a ve IFN-y'nin
bulunmasi, bu sitokinlerin sistemik diizeylerini yansitiyor olabilir. Bununla birlikte,
aterosklerotik lezyonlarin ve 6zellikle akut koroner sendrom veya miyokard enfarktiisii
gibi kardiyovaskiiler olaylarin baglaminda, bu sitokinlerin lokal artigi, lezyon
bolgesindeki inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu, endotel islev bozuklugunu ve plak
olusumunu tesvik ederek aterosklerozun ilerlemesine ve kardiyovaskiiler
komplikasyonlarin artmasina neden olabilir. Dolayisiyla, kontrol grubunda yiiksek
seviyelerin olmasi, inflamatuvar yanitin patojenik roliinii degil, normal immiin
fonksiyonun bir pargasini yansitiyor olabilir. Akut koroner sendrom grubunda ve
Ozellikle STEMI grubunda bu sitokinlerin daha da artmis olmasi ise, akut inflamatuvar
yanitin, aterosklerotik plaklarin akut fazda istikrarsizlagsmasina ve riiptiire yol agan
olaylarda Onemli bir artis gosterdigini diisiindiirebilir. Bu bulgular, hem saglikli
bireylerde hem de kardiyovaskiiler hastaligi olan bireylerde TNF-a ve IFN-y'nin
diizeylerinin nasil degisebilecegine dair daha kapsamli g¢alismalarin yapilmasimin

gerekliligini vurgulamaktadir.

B7 siiperailesine ait ilk tanimlanan ve en iyi karakterize edilen ko-stimiilator

molekiiller, antijen sunan hiicreler tizerinde eksprese edilen CD80 (B7.1) ve CD86 (B7.2)
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ile bunlarin reseptorii olan ve T hiicreleri, B hiicreleri, timosit ve makrofajlar iizerinde
eksprese edilen CD28'dir (223). CD28-B7.1/B7.2 sinyallemesi, T-hiicrelerinin
aktivasyonu, cogalmasi, sitokin salgis1 ve hayatta kalmasi i¢in esastir ve CD28 ko-
stimiilasyonunun olmamasi durumunda T-hiicreleri anerjik hale gelir (224). OX40,
CTLA-4 (ICOS) ve CD27 gibi bir¢ok ko-stimiilatér molekiil, naif T hiicreleri tizerinde
diisiik seviyede eksprese edilir, ancak T hiicre reseptorii ve CD28 sinyallemesi sonrasinda
artis gosterir. Hem B7.1 hem de B7.2 ve CD28, insan aterosklerotik lezyonlarinda
makrofajlar tizerinde eksprese edilir (225). Dopheide ve ark., koroner arter hastaligi olan
hastalardan elde edilen monosit tiirevli DH'lerin, saglikli kontrollerden elde edilen
DH'lere kiyasla B7.1 ve B7.2 ekspresyonunun arttigini gostermistir (226). Deneysel
aterosklerozda, B7.1/B7.2 eksikligi olan LDLr '~ farelerin, LDLr" farelere kiyasla hem
baslangi¢c hem de ilerlemis ateroskleroz modellerinde daha kiiciik aterosklerotik lezyonlar
gelistirdigi gosterilmistir (216). LDLr""B7.17 B7.27 fareler, lezyonlarinda diisiik
diizeyde diiz kas hiicresi ve kolajen seviyesi gostermis ve HSP60 ile restimiilasyon
yapildiginda LDLr ™ farelere kiyasla daha az miktarda IFN-y iireten CD4" T hiicreleri
sergilemistir. Bu ¢alismalar, aterosklerozda CD28-B7.1/86 yolunun proinflamatuvar bir
rolii oldugunu diisiindiirse de, kemik iligi kimeras1 olan LDLr""B7.17 B7.27 ve
LDLr”~CD28 fareler, Treg’lerdeki bir azalma nedeniyle lezyon biiyiikliigiinde iki kat
artig gostermistir (146). Calismamizda B7.2 (CD86) diizeyleri incelendiginde en diisiik
seviye kontrol grubunda gozlenmistir. Akut koroner sendrom grubunda ise kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek olarak bulunmustur. B7.2
(CD86) diizeylerinin kontrol grubunda en diisiik seviyede bulunmasi, saglikli bireylerin
immiin sisteminin dinlenik veya bazal durumunu yansitiyor olabilir. Diger yandan, akut
koroner sendrom grubunda B7.2 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek olmasi, akut koroner sendrom sirasinda immiin sisteminin
aktivasyon durumuna isaret edebilir. CD86, antijen sunan hiicrelerdeki ko-stimiilator
molekiillerden biri olarak, T hiicre aktivasyonunun ve sitokin salgisinin artmasinda rol
oynar. Aterosklerozda, aktive olmus immiin hiicrelerin plak bdlgesine ¢ekilmesi ve bunun
sonucunda inflamatuvar siireclerin tetiklenmesi, hastaligin ilerlemesinde ve plaklarin
istikrarsizlagsmasinda énemli bir faktordiir. Akut koroner sendrom durumunda, 6zellikle
miyokard enfarktiisii yasayan hastalarin aterosklerotik plaklar1 daha fazla inflamatuvar
hiicre icerebilir ve bu hiicrelerin aktivasyonu daha yogun olabilir. Bu baglamda,

calismanizda gozlemlenen yiiksek CD86 diizeyleri, aktive immiin hiicrelerin ve
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inflamatuvar yanitin aterosklerozun akut fazinda, 6zellikle Akut koroner sendrom ve Ml
durumlarinda artigin1 gdsteriyor olabilir. Boyle bir artig, inflamatuvar siireglerin ve
immiin hiicrelerin aktive olmasinin aterosklerotik lezyonlarin biiylimesi ve plak

istikrarsizlagmasina katkida bulundugunu ve MI riskini artirdigini diisiindiirebilir.

CD28'e benzer sekilde, B7 ailesinin bir iiyesi olan sitotoksik T lenfosit iligkili
antijen 4 (CTLA-4, CD152), Kko-stimiilator molekiiller CD80 ve CD86'ya baglanir.
CD80/CD86 ile CD28 arasindaki etkilesim T hiicre yanitlarini tesvik ederken, CTLA-
4'tin CD80/CD86'ya baglanmasi T hiicre aktivasyonunu ve ¢ogalmasini inhibe eder (227,
228). CTLA-4, immiinoglobiilin siiperailesinin tip 1 transmembran glikoproteinidir (229)
ve esas olarak Treg’lerde ve aktive edilmis CD4* ve CD8" T-hiicrelerinde eksprese edilir
(230, 231); ancak monositler (232) ve aktive B hiicreleri (233) gibi diger ¢esitli hiicrelerde
de bulunabilir. Kardiyovaskiiler hastalardaki CTLA-4 hakkinda sinurl bilgi vardir. Bir
calisma, non-ST yiikselmesi olmayan akut koroner sendromlu hastalarda ve stabil hale
gelmis hastalarda (Akut koroner sendrom sonrasi 6-12 ay) saglikli bireylere kiyasla
dolasimdaki Treg sayisinda ve islevinde azalma oldugunu tarif etmektedir (234). ilging
bir sekilde, bu Treg popiilasyonu iginde CTLA-4" hiicreler artmustir, bu da periferdeki
Treg sayisinda ve islevindeki azalmayi telafi etmek i¢in olabilir. Farelerde, CTLA-4
mRNA seviyelerindeki artisin, Treg’lerin artisi ve birkag calismada aterosklerozun
azalmasiyla iliskilendirildigi gosterilmistir (235, 236). Yakin zamanda, 16 haftalik
CTLA-4 transgenik ApoE ™~ farelerin, ApoE ™~ farelere kiyasla belirgin sekilde azalmis
ateroskleroz gosterdigi ortaya konulmustur (157). CTLA-4'in asirt ekspresyonu,
proliferatif kapasitelerinin bozulmasi ve IFN-y gibi sitokin saliniminda azalma ile lenfoid
organlardaki lezyonel CD4" T-hiicreleri ve efektor T-hiicrelerinin sayisini azaltmistir.
Ayrica, 6rnegin CD80 ve CD86 ekspresyonu gibi DH'lerin olgunlagmasi, CTLA-4 asir1
eksprese eden farelerde azalmis ve bu da farelerde T hiicre aktivasyonunun azalmasina
katkida bulunmustur. Bu bulgularla uyumlu olarak, CTLA-4 mimetigi olan CTLA-4 1gG
(abatacept) ile yapilan tedavi, ApoE ™~ farelerde homosistein-hizlandirilmis aterosklerozu
iyilestirmis (237) ve post-intervansiyonel yeniden sekillendirme igin fare modelinde
hiperkolesterolemik ApoE3 Leiden farelerde intimal kalinlasmayr %359 oraninda
Onlemistir (156). Dahasi, abatacept ile tedavi, hizlandirilmig ateroskleroz gelisiminde
%78 oraninda azalmaya yol agarken, bir CTLA-4 bloke edici antikorla yapilan tedavi,
lezyon boyutunu %67 oraninda giiclii bir sekilde arttirmistir (156). Abatacept'in
ateroprotektif etkisi, Thl ve Treg’lerin aktivasyonundaki azalmaya, buna bagli olarak
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serum IFN-y seviyelerindeki azalmaya ve IL-10 seviyelerindeki artisa atfedilmistir.
Calismamizda da literatiir ile uyumlu olarak CTLA-4 seviyelerinin kontrol grubunda
yiiksek, ancak Akut korone sendromda CTLA-4 seviyesinin azaldigir bulunmustur. Bu
bulgular, CTLA-4'iin ateroskleroz patogenezindeki koruyucu roliinii desteklemektedir.
Literatiirde CTLA-4'in aterosklerozu azalttigt ve T hiicre aktivasyonunu baskiladig:
gosterilmistir. CTLA-4 eksikliginin veya fonksiyonunun bozulmasinin, aterosklerozun
ilerlemesine ve kardiyovaskiiler hastaliklarin siddetlenmesine katkida bulunabilecegi
diigiiniilmektedir. Dolayisiyla, calismamizda gosterilen CTLA-4 seviyelerindeki azalma,
Akur koroner sendrom hastalarinda artan inflamatuvar ve immiinolojik aktivasyonun bir
sonucu olarak yorumlanabilir ve bu durum, ateroskleroz patogenezinde CTLA-4'in

potansiyel terapotik hedef olarak dnemini artirir.

B7-CD28 ailesinin bagka bir ko-inhibitér molekiiler ¢ifti, Programlanmis Hiicre
Oliimii 1 (PD-1, CD279) (238) tarafindan olusturulur. Bu ¢ift, Programlanmis Oliim
Ligand1 1 (PD-L1, B7-H1, CD274) (239, 240) ve 2 (PD-L2, B7-DC, CD273) (241, 242)
ile baglant1 kurar. PD-1 esas olarak aktive edilmis T hiicrelerinde eksprese edilir; fakat
ayni zamanda B hiicrelerinde ve aktive monositlerde de bulunur (243, 244). PD-L1, T-
hiicrelerinde, antijen sunan hiicrelerde ve kemik iligi kdkenli mast hiicrelerinde siirekli
olarak eksprese edilir ve ayrica vaskiiler endotel hiicreleri, epitelyal hiicreler ve kas
hiicreleri gibi hematopoetik olmayan hiicre tiirlerinde de bulunabilir (245). Buna karsilik,
PD-L2 ekspresyonu yalnizca DH'lerde ve aktive makrofajlarda oldukga kisithidir (241,
246). PD-1 ve PD-L1/2 arasindaki etkilesim, T hiicre ¢gogalmasini ve sitokin salgisini
inhibe eder. Koroner arter hastaligindan muzdarip hastalarda PD-1 ve PD-L1'in T
hiicrelerinde ve miyeloid DH'lerde anlamli derecede azalmis ekspresyonu gosterilmis ve
bu durum, CD4" ve CD8" T hiicre ¢ogalmasini ve proinflamatuvar sitokin {iretimini
artirmustir  (247). Daha &nce, hiperkolesterolemik LDLr”~ farelerindeki aortik T
hiicrelerinde PD-1"in arttig1 gosterilmistir (139), buna karsilik PD-L1 ve PD-L2, aortik
lezyonlarda makrofajlar ve DH'lerde saptanmistir (248). PD-L1 ve PD-L2'nin kombine
eksikligi LDLr '~ farelerinde aterosklerozu kétiilestirmis ve lezyonel CD4* ve CD8* T
hiicre sayisint artirmistir (138). Ayrica, PD-1 eksikligi olan veya bloke edici anti-PD-1
ile tedavi edilen LDLr™" fareler de artmis ateroskleroz gelisimi gostermistir (139, 249).
PD-L1 ve PD-L2 eksikligine benzer sekilde, LDLr""PD17 farelerinin lezyonlar1 yiiksek
saytda T hiicre ve makrofaj igcermis ve serumdaki TNF-o seviyeleri artmuistir.

Calismamizda PD-L1 diizeyleri daha belirgin olmak iizere PD-L2 diizeyi kontrol
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grubunda yiiksek olmak tizere Akut koroner sendromunda daha diisik diizeyde
izlenmistir. Bu bulgular, PD-1/PD-L1/PD-L2 ve CTLA-4 yollarinin ateroskleroz ve Akut
koroner sendrom patofizyolojisindeki roliinii ve bu yollarin potansiyel terapotik
miidahalelerdeki 6nemini vurgulamaktadir. PD-1/PD-L1/PD-L2 yolu, normalde T hiicre
aktivasyonunu ve inflamatuvar yaniti baskilamak i¢in gorev yapar. PD-L1 ve PD-L2’nin
yiiksek ekspresyonu, immiin sistemdeki hiicreler arasi etkilesimleri diizenleyerek
inflamasyonu kontrol altinda tutabilir. Kontrol grubunda bu ligandlarin yiiksek
seviyelerde olmasi, immiin toleransin korunmasi ve otoreaktiviteye karsi koruma altinda
olabilecegini gosterir. Ancak, Akur koroner sendrom gibi agir kardiyovaskiiler olaylar
sirasinda bu ko-inhibitor yollarin baskilanmasi, T hiicrelerinin asir1 aktivasyonuna ve
artmis inflamasyon yanitlarina yol agabilir. Bu durum, aterosklerotik lezyonlarin
biiylimesini hizlandirabilir ve plak istikrarsizlasmasina katkida bulunarak klinik durumu

kotiilestirebilir.

CD137 (4-1BB, TNFRSF9) ve CD137L (4-1BBL, TNFSF9), TNF(R)
sliperailesinin iyeleridir. TNFRSF9, istirahatteki monositler, DH'ler, nétrofiller ve
Treg’lerde siirekli olarak eksprese edilir ama ayni zamanda aktive CD4* ve CD8" T
hiicrelerinde, NK hiicrelerinde, NKT hiicrelerinde ve mast hiicrelerinde de bulunabilir
(250, 251). Aktivasyon iizerine, TNFRSF9 ekspresyonu yavasg¢a artar, yaklasik 60 saat
sonra zirve yapar ve stabil bir sekilde eksprese edilmeye devam eder (252). TNFRSF9,
monosit, makrofaj, dendritik hiicre ile aktive B ve T hiicrelerinde eksprese edilen ligand1
CDI137L ile baglanir (252, 253). TNFRSF9 ile CD137L arasindaki etkilesim, TNF
reseptorii iligkili faktor-2 iizerinden asagi akis sinyallemesi ve NF-kB'nin aktivasyonu
yoluyla ko-stimiilator yanitlar1 baslatir, bu da T hiicre ¢ogalmasini ve IL-2 iiretimini
artirir (254). Ilging bir sekilde, TNFRSF9-CD137L sinyallemesi CD8+ T hiicre
¢ogalmasint CD4" T-hiicre ¢ogalmasina gore daha siddetli etkiler (255). Ayrica,
TNFRSF9-CD137 sinyallemesi, humoral yanitlari da etkiler; ¢linkii CD137L'nin
baglanmast B hiicre ¢ogalmasini ve immiinoglobiilin sentezini tetikler (256).
Kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezi iginde TNFRSF9-CD137L yolunun olasi rolii
ilk olarak Drenkard ve ark. tarafindan gosterilmistir. Arastirmacilar, TNFRSF9'nin
inflamasyon bolgelerinde arter duvarindaki insan endotel hiicrelerinde eksprese edildigini
ve monositlerin intima igine gog¢iinii artirdigini saptamistir (257). Bu bulgu, Olofsson ve
ark. tarafindan teyit edilmis ve saglikli arterlere kiyasla insan aterosklerotik arterlerinde

17 kat daha yiiksek TNFRSF9 mRNA seviyeleri saptanarak TNFRSF9'nin esas olarak
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endotel hiicreleri ve CD8" T hiicreleri ile birlikte lokalize oldugu gosterilmistir (258).
Calismamizda TNFRSF9 diizeylerinin kontrol grubu ve Akut koroner sendrom grubu
arasinda benzer diizeyde oldugu gdzlenmistir. Sadece STEMI grubunda diger gruplara
gore daha diisiik diizeylerde bulunmustur. STEMI hastalarinda gézlenen bu diisiik
TNFRSF9 seviyeleri, akut miyokard enfarktiisi sirasinda immiin yanitlarin
baskilanmasini ve potansiyel olarak kalp dokusunun daha fazla zarar gérmesini 6nlemek
icin viicudun adaptif bir tepkisi olabilir. Diger bir ihtimal ise, STEMI'nin kendisinin T
hiicre aktivasyonunu ve ko-stimiilasyon yollarini baskilamasi ve bu durumun TNFRSF9
seviyelerinde azalmaya yol agmasi olabilir. Ayrica, diisiik TNFRSF9 ekspresyonu, akut
miyokard enfarktiisiiniin siddeti ve inflamatuvar yiikii ile iligkili olabilir ve bu da T hiicre
yanitlarinin regiilasyonunda bir degisiklige isaret edebilir. Sonug olarak, STEMI'deki
diisik TNFRSF9 seviyeleri, bu durumun patofizyolojisi ve akut miyokard enfarktiisii
sirasinda immiin sistemin rolii hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini 6ne
¢ikarir. Bu bulgular, TNFRSF9'un kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde potansiyel

bir hedef olabilecegini gdsteren daha genis bir literatiiriin parcasi olabilir.

TIGIT, Ig siiperailesinin bir reseptdrii olan ve bir inhibitdr immiin kontrol noktasi
molekiiliidiir. IgV ekstraselliiler bolgesi, tip 1 transmembran bolgesi ve ITIM ile
immiinoglobiilin kuyruk tirozin (ITT) motifi iceren bir sitoplazmik kuyruktan
olugsmaktadir. Esas olarak aktive edilmis T hiicreleri, bellek T hiicreleri, NK hiicreleri ve
Treg hiicreler {izerinde eksprese edilir (105). T hiicreleri ve dogal dldiiriicii hiicreler de
dahil olmak tizere immiin hiicreler tizerindeki TIGIT ekspresyonunun rolii bir¢ok
hastalikta arastirilmistir; lenfositler iizerindeki TIGIT ekspresyonunun otoimmiin
hastaliklarda ve kanserde degistigi bildirilmistir. Sistemik lupus eritematozus (SLE) ve
romatoid artrit (RA) durumlarinda, NK hiicreleri tizerindeki TIGIT ekspresyonu azalmis
ve CD4" T hiicreleri tizerinde ise artmustir (107, 259-261). NK hiicreleri tizerindeki TIGIT
ekspresyonu, mide ve kolon kanserlerinde de artmistir (107). Ayrica, sedef hastaligi (262)
ve aplastik anemi (263) durumlarinda CD4" T hiicreleri tizerinde azalmis TIGIT
ekspresyonu belgelenmistir. TIGIT, arasgtirmacilar tarafindan yogun bir sekilde
aragtirmalara konu edilmistir (264). TIGIT" Treg’ler, TIGIT  Treglere kiyasla daha
yiiksek inhibe edici kapasiteleri nedeniyle hem insanlarda hem de farelerde islevsel olarak
farkli bir Treg alt grubunu temsil eder. Ilging bir sekilde, TIGIT in, Th1 ve Th17 hiicre
yanitlarini inhibe edebilen ¢6ziiniir fibrinojen benzeri protein 2 (sFGLI2) salgilamak

yoluyla inhibe edici bir etki gosterdigi saptanmistir (105). Literatiirdeki bir derlemede,
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TIGIT AKS hastalarinda anlamli derecede diisiik diizeyde oldugu gosterildi (265).
Ayrica, TIGIT’in Akut koroner sendrom i¢in ROC egrisi analiziyle 6nemli bir ayirt edici
giice sahip oldugunu gosterilmistir. Calismamizda da TIGIT diizeylerinin Akut koroner
sendrom grubunda anlamli olarak kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goriildii.
TIGIT, Akut koroner sendrom grubundaki USAP, NSTEMI ve STEMI subgruplari
arasinda STEMI grubunda en diisiik diizeyde gdzlenmistir. Yapilan ROC egrisinde ise bir
belirteg olarak kullanilabilmesi anlaminda zayif olarak gézlenmistir. Toplamda, bu
sonuglar TIGIT* Treg’lerin Akut koroner sendromda hassas bir Treg alt grubu
olabilecegini ve azalmasinin aterosklerotik plak istikrarsizliginda rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Bagisiklik kontrol noktas: genleri (IKNGSs), CTLA-4 ve PD-1/PD-L1 gibi, immiin
ko-stimiilatdr ve inhibitdr yollarinda yer alan, IKNP inhibitor terapisi i¢in potansiyel
hedefler olarak kabul edilmelidir. Son zamanlarda, LAG3, TIM3 ve TIGIT iizerindeki
aragtirmalar devam etmekte olup, bu IKNGs'leri bloke eden ilaglar klinik veya preklinik
gelisim asamalarindadir. Ayrica, TNFRSF4, TNFRSF9 ve TNFRSF18 gibi stimiilator
kontrol noktast yollarinin agonistleri, indiiklenebilir ICOS, CD40 veya tiimor
mikrogevresi (TME) bilesenlerini hedef alan molekiiller, 6rnegin IDOI1, {izerinde
arastirmalar yapilmaktadir. Béylece, IKNGs'lerin ifade profilini kapsamli bir sekilde
kesfetmek, aday immdiin kontrol noktas1 hedeflerini tanimlamaya yardime1 olabilir. Hu ve
ark. yapmis oldugu caligmada, Kanser Genom Atlasi (TCGA) ve Memelilerin
Fonksiyonel Anotasyonu (FANTOMS) verilerinde IKNP'lerin ifade profilini kapsamli bir
sekilde incelenmis ve bunlarin immiin infiltrasyon ve hasta sagkalimi ile iligkisini
arastirmislardir. IKNGs'lerin ifade profili, hastalarin IKNP inhibitdr tedavisine yanitini
tahmin etmek i¢in hassas ve saglam bir model gelistirmek i¢in kullanmiglardir (266).
Bulgular immiin hiicrelerin infiltrasyon seviyesi ile iliskili olan IKNGs'lerin ifade
profilinin, TIMER imzalar1 ile drtiismedigini gdstermektedir. Bu durum, IKNGs'lerin,
toplu sekanslama verilerinde immiin hiicrelerin bollugunun tahmin edilmesi i¢in degerli
isaretciler oldugunu ortaya koymaktadir (267). Ayrica, IKNGs'lerin ifade diizeyleri,
timor bagisikliginin durumunu yansitabilir (268) ve kanserlerde prognostik bir dngoriicii
olarak islev gorebilir. Farkli kanserlerin farkli immiin infiltrasyon durumlar1 vardir ve
TME'nin bilesimi, tliimdriin dokular i¢indeki isgali tarafindan belirlenir, bu da farkh
kanserlere sahip hastalarin IKNP inhibitér terapilerine gesitli yanitlar verdigini one

stirmektedir. Akciger tiimdrlerinin, ayni tiimor hiicre hattinin meme i¢inde biiyiimesine
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kiyasla immiinoterapiye daha direngli oldugu bildirilmistir (269). Bu, immiin hiicrelerin
nidusa daha az infiltrasyon gosterdigi, immiin-diglanmis bir kanser olan LUSC'nin
bulgularimizi destekledigini gostermektedir. Farkli dokularin farkli miktarda immiin
hiicre barmdirdigini g6z oniinde bulundurarak, immiin hiicrelerin ve IKNGs'lerin
aktivasyonunun karakterize edilmesi i¢in kullanilan esik, tiimorler arasinda farkli olabilir
(270). Bucitelli ve Selbach’in yaptig1 ¢alismada, mRNA diizeylerinin protein diizeylerini
tahmin etmede ne kadar faydali oldugu, gen ifadesi kontroliiniin prensiplerinin bu
karsilastirmadan tiiretilebilecegi ve mRNA diizeyi ve/veya protein diizeyi 6l¢iimlerinin
fenotipleri anlamak ve tahmin etmek i¢in ne kadar degerli oldugu sorulari, yogun ve
devam eden bir tartismanin konusudur (271). Bu tartisma ayni zamanda Onyargilarla da
yanlis yonlendirilmektedir: proteomiks arastirmacilari, proteinlerin fenotiplere daha
yakin oldugunu ve bu nedenle fonksiyonel olarak daha alakali oldugunu savunurken,
genomiks arastirmacilari mRNA diizeyi verilerinin elde edilmesinin (ve analiz
edilmesinin) daha kolay oldugunu ve anlamli sonuglar elde etmeyi kanitladigini
belirtmektedir. Gen ifadesi, mMRNA'larin ve proteinlerin transkripsiyonunu, ¢evirisini ve
dontisiimiinii iceren ¢ok agamali bir siirectir. Hayatin en temel siireglerinden biri olmasina
ragmen, bu tlim kaskad hi¢gbir zaman genom ¢apinda nicel olarak 6l¢tilmemistir. Burada,
memeli hiicrelerinde 5.000'den fazla gen icin mutlak mRNA ve protein bollugunu ve
doniistimiinii, paralel metabolik nabiz etiketlemesi ile es zamanli olarak Schwanhausser
ve ark. tarafindan Ol¢iilmistir (272). mRNA ve protein diizeyleri daha Once
diistiniilenden daha iyi korele olmasina ragmen, karsilik gelen yar1 Omiirler arasinda
higbir korelasyon gostermemistir. Kullanilan nicel bir model ile ilk defa mRNA ve
proteinlerin sentez hizlarina dair genom ¢apinda bir tahmin elde etmislerdir. Benzer
mRNA ve protein kararlilik kombinasyonlarina sahip genler, enerji ve dinamik
kisitlamalar altinda yar1 Omiirlerin evrimlestigini gosteren fonksiyonel oOzellikleri
paylasti. Gen ekspresyonunun tiim asamalar1 hakkinda nicel bilgi, zengin bir kaynak
saglar ve altinda yatan tasarim prensiplerinin daha biiyiik bir anlayisin1 saglamaya
yardimecr olmaktadir. Gen ifadesi yolu hiyerarsiktir: protein sentezi, bir mRNA
molekiiliiniin varligimi gerektirir, bu da bir DNA sablonu gerektirir. Diger bir deyisle,
yolun bir seviyesinin ne kadar diizenlenebilecegi, 6nceki seviyelerin aktivitesine baglidir.
Dolayisiyla, transkripsiyonel olarak sessiz bir gen (hic mRNA mevcut degilse),
mRNA'sin1 veya proteinini daha kararli hale getirerek veya cevirisini artirarak

yiikseltilemez. Bu hiyerarsi, metazoan gelisiminde transkripsiyonel kontroliin énemini
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aciklar: hiicresel farklilasma, genellikle aktive edilmesi gereken genler tarafindan
kodlanan doku 6zgiilii proteinlerin iiretimini igerir. Transkripsiyon faktorlerinin belirli
cis-diizenleyici elementlere baglanmasi, hayvan gelisimini kontrol eden gen diizenleyici
aglarda Kkilit bir rol oynar (273). Erken gelisim dénemi hari¢ bu farklilasmanin siklikla
koordine edilmis mRNA diizeyi ve protein diizeyi degisiklikleriyle karakterize edilmesini
aciklamaya yardimci olur (274, 275). Benzer sekilde, yeni kosullarda gereken sessiz
genlerin transkripsiyonunu aktive eden pertiirbasyonlar, biiyiik 6l¢iide transkripsiyonel
mekanizmalar araciligiyla ilgili protein diizeylerinde degisikliklere neden olur. Ornegin,
lipopolisakkarid (LPS) tedavisi gibi gii¢lii bir proinflamatuar uyari, dendritik hiicrelerdeki
immiin-yanit proteinlerinin ¢cogunlukla transkripsiyon yoluyla yiikseltilmesine neden olur
(276). Gen ifadesinin diizenlenmesi ve mRNA ile protein diizeyleri arasindaki iliskinin
anlasilmasi, oOzellikle AKS gibi kompleks hastaliklarin molekiiler temellerini
cozlimlemek icin kritik dneme sahiptir. AKS'de gozlemlenen immiin diizenleme ve
inflamasyon siireclerinde, immiin kontrol noktasi proteinleri ile THI1/TH2 hiicre
sitokinleri arasindaki etkilesimler 6zellikle dikkat cekicidir. Immiin kontrol noktasi
proteinlerinin, immiin cevabin  diizenlenmesinde ve THI/TH2 dengesinin
belirlenmesinde 6nemli roller oynadig: bilinmektedir. Dolayisiyla, bu proteinlerin mRNA
ve protein dlizeylerindeki degisimlerin, AKS gelisimi ve ilerlemesi tizerindeki etkilerini
anlamak, hastaligin molekiiler mekanizmalarini ¢6ziimlemede ve potansiyel tedavi

hedefleri belirlemede bize yol gosterici olabilir.

Caligmamizda gozlemledigimiz serum protein seviyelerindeki artis ile
l6kositlerdeki gen ifadesindeki azalis arasinda dogrudan bir korelasyon eksikligi, gen
diizenleme mekanizmalarinin karmasikligini, hastaligin ¢ok boyutlu dogasim
yansitmaktadir ve yukaridaki paragrafta bahsedildigi gibi mRNA diizeylerinin protein
diizeylerini tahmin etmede ne kadar faydali oldugu, gen ifadesi kontroliiniin
prensiplerinin bu karsilastirmadan tiiretilebilecegi ve mRNA diizeyi ve/veya protein
diizeyi Ol¢limlerinin fenotipleri anlamak ve tahmin etmek i¢in ne kadar degerli oldugu
sorular1, yogun ve devam eden bir tartismanin konusudur Bu, bir yandan, protein
seviyelerinin ylikselmesinin, post-translasyonel modifikasyonlar, proteinin yikim hizi,
sekresyon mekanizmalar1 ve hiicresel trafik gibi ek diizenleyici siiregler tarafindan
etkilenebilecegine isaret ederken, diger yandan, gen ifadesindeki azaligin, transkripsiyon
faktorlerinin  aktivitesi, mRNA stabilitesi ve c¢evirisi gibi Oncli diizenleyici

mekanizmalarin sonucu olabilecegini gostermektedir. Bu iki diizey arasindaki iligkinin
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belirsizligi, yukaridaki yayinlarda da belirtildigi gibi, gen ifadesi ve protein bollugunun
bagimsiz olarak diizenlenebilecegini ve AKS gibi hastaliklarin molekiiler patogenezinin
daha derinlemesine incelenmesi gerektigini vurgulamaktadir. Bu durum, immiin yanitin
ve inflamasyonun cesitli yonlerinin ayn1 anda aktif oldugu ve bu siireclerin birbiriyle
karmagik etkilesim i¢inde oldugu AKS gibi durumlar i¢in o6zellikle gecerlidir.
Dolayisiyla, protein ve gen ifadesi diizeyleri arasinda dogrudan bir korelasyon
beklenmemelidir; zira her bir molekiiler sinyal yolu, gen regiilasyonunun farkli
asamalarinda ve ¢esitli hiicresel baglamlarda 6zgiin diizenlemelere tabidir. Bu nedenle,
gen ifadesi ve protein bollugu arasindaki bu iliskisizligin, hastaligin molekiiler
mekanizmalarini anlamak ve potansiyel tedavi hedefleri belirlemek i¢in kapsamli bir
biyolojik baglamda degerlendirilmesi gerekmektedir. Sonug olarak incelenen alt1 genin
3’liniin arastirma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. CTLA-4, PD-
L2 ve TNFSF8 genlerinin ise nispeten yliksek duyarlik ve 6zgiilliikle AKS tanisi igin
biyobelirteg olarak degerlendirilebilecegini bulduk. Ayrica bu genlerin gesitli sitokin ve
IKNP diizeyleri ile korelasyonlarinmn olmasmin AKS gruplari arasinda patofizyolojik
slireglerde rol oynadiginin bir gostergesi olabilir. Bunun i¢in daha kapsamli molekiiler

caligmalara ve daha fazla hasta grubunda incelenmesi gerekmektedir.

Calismamiz, ozellikle AKS patogenezinde IKNP ile sitokinlerin iligkisini
arastirirken 6nemli bulgular elde etmistir; ancak, bazi kisitlamalar1 da beraberinde
getirmektedir. Ilk olarak, calismaya dahil edilen hasta sayisinin smirli olmast, elde edilen
sonuglarin genel popiilasyona uyarlamada dikkatli olmay1 gerektirir. Bu, 6zellikle nadir
goriilen alt tipler veya cesitli demografik 6zelliklere sahip hastalar agisindan daha genis
bir hasta yelpazesini kapsayan ¢alismalar igin bir 6n kosuldur. Ikincisi, IKNP'lerin yani
sira incelenen sitokinlerin gen ifade profillerinin detayli analizi, molekiiler diizeydeki
etkilesimleri daha iyi anlamamizi saglayabilir ve AKS'nin molekiiler mekanizmalarini
daha derinlemesine ¢dziimlememize olanak taniyabilir. Sitokinlerin ve IKNP'lerin ifade
diizeylerindeki degisimlerin korelasyonunu ve bu degisimlerin klinik sonuglarla olan
iligkisini belirlemek, hastaligin tedavisine yonelik olarak hedeflenebilecek yeni yollarin
kesfedilmesine 151k tutabilir. Son olarak, gen ifadesinin yani sira post-transkripsiyonel ve
post-translasyonel  diizenlemelerin  de  incelenmesi,  protein  seviyelerinin
diizenlenmesinde ve hastalik fenotiplerindeki degisikliklerde oynadiklari rolleri daha
kapsamli bir sekilde anlamamiz1 saglayacaktir. Bu, hem gen ifadesinin hem de protein

seviyelerinin hastalik durumlarindaki degisikliklere katkida bulunan karmasik regiilasyon
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mekanizmalarii yansitacaktir. Bu ¢aligmanin en 6nemli kisithiliklari, obezite ve tip 2
diyabetin kronik inflamasyonla iligkilisi nedeni ile hasta ve kontrol gruplarinda bu klinik
durumlara sahip bireylerin varligi, AKS hasta gruplar1 arasinda ek olarak stabil koroner
arter hastalig1 (stabil anjina pektoris-SAP) olan bireylerin dahil oldugu ayr1 bir grubun
olmamasi, katilimcilarin serum 6rneklerinde IKNP’lerinin sadece ¢oziiniir formlarinin
tespit edilmis olmalar1 ve atereosklerotik plak ile normal koroner arterlerde lokal
inlamasyon ve gen ifade diizeylerinine bakilamamis olmasidir. Bu kisithliklar,
gelecekteki ¢alismalarin tasariminda géz oniinde bulundurulmali ve bu alanlardaki bilgi
bosluklarini doldurmak i¢in yonlendirici olmalidir. Bu baglamda, calismamizin sonuglari,
bu yonlerde yapilacak daha genis ve kapsamli ¢aligsmalar i¢in bir temel olusturmakta ve
AKS'min molekiiler patogenezindeki karmasikligi anlama c¢abasina katkida
bulunmaktadir. Miimkiin olabildigi takdirde ileride, tani esnasinda yapilmis olan bu
calismanin takip calismalarinda ayni parametreler ile degerlendirilerek hastalik
patogenezindeki rollerinin ve takipteki biyobelirteg 6zelliklerinin degerlendirilmesi
planlanmaktadir. Bu ¢alismada, mevcut literatiiriin 15181inda, AKS patogenezinde 6nemli
rol oynayan alt1 IKNP geni ilk kez bir arada incelenmis ve bu genlerin ifade diizeyleri ile
AKS'in klinik seyri arasindaki iliski degerlendirilmistir. Ayrica, bu gen ifade
diizeylerinin potansiyel tanisal kesme noktalari (cut off degerleri) belirlenerek, bu

degerlerin klinik anlamda kullanilabilirligi de ilk kez tartisilmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma, immiin kontrol noktasi proteinlerinin kardiyovaskiiler
hastaliklar iizerindeki etkilerine odaklanarak, kanser terapisindeki gelismelerin disinda
bu molekiillerin bagka kritik rollerini de ortaya koymaya ¢alismaktadir. Gelisen bulgular,
immiin kontrol noktasi proteinlerinin ateroskleroz ve akut koroner sendromlar gibi
kardiyovaskiiler patolojiler lizerinde onemli etkileri olabilecegini gostermekte ve bu
molekiillerin kardiyovaskiiler sistemdeki regiilasyonunun daha iyi anlagilmasinin gerekli
oldugunu vurgulamaktadir. Kardiyovaskiiler sistemde, PD-1, CTLA-4 ve LAG-3 gibi
kontrol noktasi proteinlerinin immiin hiicre aktivitesi ve aterosklerotik lezyonlarin
gelisimi lizerindeki diizenleyici rolleri, bu proteinlerin potansiyel tedavi hedefleri olarak
Oonemini artirmaktadir. Caligmamiz, immiin kontrol noktasi proteinleri kardiyovaskiiler
sistem tizerindeki etkilerini anlamada 6nemli bir adim atmistir. Calismamizda elde edilen
bulgular, immiin kontrol noktasi proteinleri, ateroskleroz ve Akut koroner sendrom gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde kritik roller oynadigin1 ve bu yollarin

spesifik immiin hiicre popiilasyonlarini hedef alarak aterosklerozun ilerlemesini
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siirlayabilecegini ya da aterosklerozu arttirdign ve Akut koroner sendrom ile
iliskilendirilebilecegini ve hatta ileride belirtec olarak kullanilabilecegini

diistindiirmektedir.



10.

83

KAYNAKLAR

Altan O GC. Erigkinlerimizde kalp hastaliklar1 prevalansi, yeni koroner olaylar ve
kalpten 6liim sikligi. In: Altan O GC, Hiisniye Y, et.al., editors. , editor: TEKHARF
2017. Istanbul: Logos Yaymncilik Tic. A.S.; 2017. ; 2017.

Moriya J. Critical roles of inflammation in atherosclerosis. J Cardiol. 2019;73(1):22-
7.

Foks AC, Kuiper J. Immune checkpoint proteins: exploring their therapeutic
potential to regulate atherosclerosis. Br J Pharmacol. 2017;174(22):3940-55.

Libby P, Ridker PM, Hansson GK. Progress and challenges in translating the biology
of atherosclerosis. Nature. 2011;473(7347):317-25.

Ridker PM, Everett BM, Thuren T, MacFadyen JG, Chang WH, Ballantyne C, et al.
Antiinflammatory Therapy with Canakinumab for Atherosclerotic Disease. N Engl J
Med. 2017;377(12):1119-31.

Tardif JC, Kouz S, Waters DD, Bertrand OF, Diaz R, Maggioni AP, et al. Efficacy
and Safety of Low-Dose Colchicine after Myocardial Infarction. N Engl J Med.
2019;381(26):2497-505.

Thompson RH, Gillett MD, Cheville JC, Lohse CM, Dong H, Webster WS, et al.
Costimulatory B7-H1 in renal cell carcinoma patients: Indicator of tumor
aggressiveness and potential therapeutic target. Proc Natl Acad Sci U S A.
2004;101(49):17174-9.

Kruger S, Legenstein ML, Rosgen V, Haas M, Modest DP, Westphalen CB, et al.
Serum levels of soluble programmed death protein 1 (sPD-1) and soluble
programmed death ligand 1 (sPD-L1) in advanced pancreatic cancer.
Oncoimmunology. 2017;6(5):€1310358.

Freeman GJ, Long AJ, Iwai Y, Bourque K, Chernova T, Nishimura H, et al.
Engagement of the PD-1 immunoinhibitory receptor by a novel B7 family member
leads to negative regulation of lymphocyte activation. J Exp Med. 2000;192(7):1027-
34.

Shi B, Du X, Wang Q, Chen Y, Zhang X. Increased PD-1 on CD4(+)CD28(-) T cell
and soluble PD-1 ligand-1 in patients with T2DM: association with atherosclerotic
macrovascular diseases. Metabolism. 2013;62(6):778-85.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

84

Yang Y, Liu Y, Chen X, Gong J, Huang Z, Wang W, et al. 5-Aminolevulinic Acid-
Mediated Sonodynamic Therapy Alleviates Atherosclerosis via Enhancing
Efferocytosis and Facilitating a Shift in the Thl/Th2 Balance Toward Th2
Polarization. Cell Physiol Biochem. 2018;47(1):83-96.

Nguyen TV, Piao CH, Fan YJ, Yu ZN, Lee SY, Song CH, et al. Artemisia gmelinii
Extract Alleviates Allergic Airway Inflammation via Balancing TH1/TH2
Homeostasis and Inhibiting Mast Cell Degranulation. Int J Mol Sci. 2022;23(23).
Cassar A, Holmes DR, Jr., Rihal CS, Gersh BJ. Chronic coronary artery disease:
diagnosis and management. Mayo Clin Proc. 2009;84(12):1130-46.

Ford TJ, Corcoran D, Berry C. Stable coronary syndromes: pathophysiology,
diagnostic advances and therapeutic need. Heart. 2017.

Taqueti VR, Di Carli MF. Coronary Microvascular Disease Pathogenic Mechanisms
and Therapeutic Options: JACC State-of-the-Art Review. J Am Coll Cardiol.
2018;72(21):2625-41.

Ford TJ, Corcoran D, Berry C. Stable coronary syndromes: pathophysiology,
diagnostic advances and therapeutic need. Heart. 2018;104(4):284-92.

Chapman AR, Adamson PD, Mills NL. Assessment and classification of patients
with myocardial injury and infarction in clinical practice. Heart. 2017;103(1):10-8.
Thygesen K. 'Ten Commandments' for the Fourth Universal Definition of
Myocardial Infarction 2018. Eur Heart J. 2019;40(3):226.

Crossman DC. The pathophysiology of myocardial ischaemia. Heart.
2004;90(5):576-80.

Thygesen K, Alpert JS, Jaffe AS, Chaitman BR, Bax JJ, Morrow DA, et al. Fourth
universal definition of myocardial infarction (2018). Eur Heart J. 2019;40(3):237-69.
Saleh M, Ambrose JA. Understanding myocardial infarction. F1000Res. 2018;7.
DeFilippis AP, Chapman AR, Mills NL, de Lemos JA, Arbab-Zadeh A, Newby LK,
et al. Assessment and Treatment of Patients With Type 2 Myocardial Infarction and
Acute Nonischemic Myocardial Injury. Circulation. 2019;140(20):1661-78.
Anderson JL, Morrow DA. Acute Myocardial Infarction. N Engl J Med.
2017;376(21):2053-64.

Zipes DP. Braunwald's heart disease: a textbook of cardiovascular medicine. BMH
Medical Journal-ISSN 2348-392X. 2018;5(2):63-.



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

85

Bergmark BA, Mathenge N, Merlini PA, Lawrence-Wright MB, Giugliano RP.
Acute coronary syndromes. Lancet. 2022;399(10332):1347-58.

Libby P, Pasterkamp G, Crea F, Jang IK. Reassessing the Mechanisms of Acute
Coronary Syndromes. Circ Res. 2019;124(1):150-60.

Aslanger EK, Meyers HP, Smith SW. Time for a new paradigm shift in myocardial
infarction. Anatol J Cardiol. 2021;25(3):156-62.

Aslanger EK, Meyers PH, Smith SW. STEMI: A transitional fossil in Ml
classification? J Electrocardiol. 2021;65:163-9.

Menozzi A. An overview on STEMI. Minerva Cardioangiol. 2018;66(4):391.
Ibanez B, James S, Agewall S, Antunes MJ, Bucciarelli-Ducci C, Bueno H, et al.
2017 ESC Guidelines for the management of acute myocardial infarction in patients
presenting with ST-segment elevation: The Task Force for the management of acute
myocardial infarction in patients presenting with ST-segment elevation of the
European Society of Cardiology (ESC). European heart journal. 2018;39(2):119-77.
Contessotto P, Spelat R, Ferro F, Vysockas V, Krivickiene¢ A, Jin C, et al.
Reproducing extracellular matrix adverse remodelling of non-ST myocardial
infarction in a large animal model. Nat Commun. 2023;14(1):995.

Cohen M, Visveswaran G. Defining and managing patients with non-ST-elevation
myocardial infarction: Sorting through type 1 vs other types. Clin Cardiol.
2020;43(3):242-50.

Elbadawi A, Elgendy I'Y, Mahmoud K, Barakat AF, Mentias A, Mohamed AH, et al.
Temporal Trends and Outcomes of Mechanical Complications in Patients With
Acute Myocardial Infarction. JACC Cardiovasc Interv. 2019;12(18):1825-36.
Collet JP, Bangalore S. Timing of Invasive Coronary Angiography in NSTEMI.
JACC Cardiovasc Interv. 2023;16(1):76-8.

Bae S, Cha JJ, Lim S, Kim JH, Joo HJ, Park JH, et al. Early Invasive Strategy Based
on the Time of Symptom Onset of Non-ST-Segment Elevation Myocardial
Infarction. JACC Cardiovasc Interv. 2023;16(1):64-75.

Case BC, Weintraub WS. Non-ST-Segment-Elevation Myocardial Infarction: When
Is Rapid Revascularization Critical? J Am Heart Assoc. 2021;10(19):e023645.
Collet JP, Thiele H, Barbato E, Barthélémy O, Bauersachs J, Bhatt DL, et al. 2020

ESC Guidelines for the management of acute coronary syndromes in patients



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

86

presenting without persistent ST-segment elevation. Eur Heart J. 2021;42(14):1289-
367.

Mann DL, Zipes DP, Libby P, Bonow R. Braunwalds Heart Disease. A Textbook of
Car. 2008.

Bonow RO, Mann DL, Zipes DP, Libby P. Braunwald's heart disease e-book: A
textbook of cardiovascular medicine: Elsevier Health Sciences; 2011.

Pendell Meyers H, Bracey A, Lee D, Lichtenheld A, Li WJ, Singer DD, et al.
Accuracy of OMI ECG findings versus STEMI criteria for diagnosis of acute
coronary occlusion myocardial infarction. Int J Cardiol Heart VVasc. 2021;33:100767.
Aslanger EK. Beyond the ST-segment in Occlusion Myocardial Infarction (OMI):
Diagnosing the OMI-nous. Turk J Emerg Med. 2023;23(1):1-4.

Barstow C, Rice M, McDivitt JD. Acute Coronary Syndrome: Diagnostic Evaluation.
Am Fam Physician. 2017;95(3):170-7.

Damluji AA, Forman DE, Wang TY, Chikwe J, Kunadian V, Rich MW, et al.
Management of Acute Coronary Syndrome in the Older Adult Population: A
Scientific Statement From the American Heart Association. Circulation.
2023;147(3):e32-e62.

Aslanger EK, Meyers HP, Bracey A, Smith SW. The STEMI/NonSTEMI Dichotomy
needs to be replaced by Occlusion MI vs. Non-Occlusion MI. Int J Cardiol.
2021;330:15.

Meyers HP, Bracey A, Lee D, Lichtenheld A, Li WJ, Singer DD, et al. Comparison
of the ST-Elevation Myocardial Infarction (STEMI) vs. NSTEMI and Occlusion Ml
(OMI) vs. NOMI Paradigms of Acute MI. J Emerg Med. 2021;60(3):273-84.

Khan AR, Golwala H, Tripathi A, Bin Abdulhak AA, Bavishi C, Riaz H, et al. Impact
of total occlusion of culprit artery in acute non-ST elevation myocardial infarction: a
systematic review and meta-analysis. Eur Heart J. 2017;38(41):3082-9.
Konijnenberg LSF, Damman P, Duncker DJ, Kloner RA, Nijveldt R, van Geuns RM,
et al. Pathophysiology and diagnosis of coronary microvascular dysfunction in ST-
elevation myocardial infarction. Cardiovasc Res. 2020;116(4):787-805.

Stengaard C, Serensen JT, Rasmussen MB, Batker MT, Pedersen CK, Terkelsen ClJ.
Prehospital diagnosis of patients with acute myocardial infarction. Diagnosis (Berl).
2016;3(4):155-66.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

87

Miranda DF, Lobo AS, Walsh B, Sandoval Y, Smith SW. New Insights Into the Use
of the 12-Lead Electrocardiogram for Diagnosing Acute Myocardial Infarction in the
Emergency Department. Can J Cardiol. 2018;34(2):132-45.

Smith SW, Dodd KW, Henry TD, Dvorak DM, Pearce LA. Diagnosis of ST-
elevation myocardial infarction in the presence of left bundle branch block with the
ST-elevation to S-wave ratio in a modified Sgarbossa rule. Ann Emerg Med.
2012;60(6):766-76.

Meyers HP, Limkakeng AT, Jr., Jaffa EJ, Patel A, Theiling BJ, Rezaie SR, et al.
Validation of the modified Sgarbossa criteria for acute coronary occlusion in the
setting of left bundle branch block: A retrospective case-control study. Am Heart J.
2015;170(6):1255-64.

Lee DH, Walsh B, Smith SW. Terminal QRS distortion is present in anterior
myocardial infarction but absent in early repolarization. Am J Emerg Med.
2016;34(11):2182-5.

Aslanger EK, Meyers HP, Smith SW. Recognizing electrocardiographically subtle
occlusion myocardial infarction and differentiating it from mimics: Ten steps to or
away from cath lab. Turk Kardiyol Dern Ars. 2021;49(6):488-500.

McLaren JTT, Meyers HP, Smith SW, Chartier LB. From STEMI to occlusion Ml:
paradigm shift and ED quality improvement. Cjem. 2022;24(3):250-5.

Aslanger EK, Yildirimtiirk O, Simsek B, Bozbeyoglu E, Simsek MA, Yiicel Karabay
C, et al. Dlagnostic accuracy oF electrocardiogram for acute coronary OCCIlUsion
resuLTing in myocardial infarction (DIFOCCULT Study). Int J Cardiol Heart Vasc.
2020;30:100603.

Femia G, French JK, Juergens C, Leung D, Lo S. Right ventricular myocardial
infarction: pathophysiology, clinical implications and management. Rev Cardiovasc
Med. 2021;22(4):1229-40.

Libby P. Inflammation in atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2012;32(9):2045-51.

Ross R. George Lyman Duff Memorial Lecture. Atherosclerosis: a problem of the
biology of arterial wall cells and their interactions with blood components.
Aurteriosclerosis. 1981;1(5):293-311.

Medina-Leyte DJ, Zepeda-Garcia O, Dominguez-Pérez M, Gonzalez-Garrido A,
Villarreal-Molina T, Jacobo-Albavera L. Endothelial Dysfunction, Inflammation and



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.
69.

70.

71.

72.

88

Coronary Artery Disease: Potential Biomarkers and Promising Therapeutical
Approaches. Int J Mol Sci. 2021;22(8).

Herrmann J. Cardio-Oncology Practice Manual: A Companion to Braunwald’s Heart
Disease: Elsevier Health Sciences; 2022.

Corrado E, Rizzo M, Coppola G, Fattouch K, Novo G, Marturana I, et al. An update
on the role of markers of inflammation in atherosclerosis. J Atheroscler Thromb.
2010;17(1):1-11.

Ridker PM, Pradhan A, MacFadyen JG, Libby P, Glynn RJ. Cardiovascular benefits
and diabetes risks of statin therapy in primary prevention: an analysis from the
JUPITER trial. Lancet. 2012;380(9841):565-71.

Mora S, Caulfield MP, Wohlgemuth J, Chen Z, Superko HR, Rowland CM, et al.
Atherogenic Lipoprotein Subfractions Determined by lon Mobility and First
Cardiovascular Events After Random Allocation to High-Intensity Statin or Placebo:
The Justification for the Use of Statins in Prevention: An Intervention Trial
Evaluating Rosuvastatin (JUPITER) Trial. Circulation. 2015;132(23):2220-9.
Ridker PM. The JUPITER trial: results, controversies, and implications for
prevention. Circ Cardiovasc Qual Outcomes. 2009;2(3):279-85.

Aday AW, Ridker PM. Antiinflammatory Therapy in Clinical Care: The CANTOS
Trial and Beyond. Front Cardiovasc Med. 2018;5:62.

Wolf D, Ley K. Immunity and Inflammation in Atherosclerosis. Circ Res.
2019;124(2):315-27.

Libby P, Hansson GK. From Focal Lipid Storage to Systemic Inflammation: JACC
Review Topic of the Week. J Am Coll Cardiol. 2019;74(12):1594-607.

Kobiyama K, Ley K. Atherosclerosis. Circ Res. 2018;123(10):1118-20.

Libby P, Buring JE, Badimon L, Hansson GK, Deanfield J, Bittencourt MS, et al.
Atherosclerosis. Nat Rev Dis Primers. 2019;5(1):56.

Gusev E, Sarapultsev A. Atherosclerosis and Inflammation: Insights from the Theory
of General Pathological Processes. Int J Mol Sci. 2023;24(9).

Ketelhuth DF, Hansson GK. Adaptive Response of T and B Cells in Atherosclerosis.
Circ Res. 2016;118(4):668-78.

Ley K. Role of the adaptive immune system in atherosclerosis. Biochem Soc Trans.
2020;48(5):2273-81.



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

89

Crea F, Libby P. Acute Coronary Syndromes: The Way Forward From Mechanisms
to Precision Treatment. Circulation. 2017;136(12):1155-66.

Libby P. Mechanisms of acute coronary syndromes and their implications for
therapy. N Engl J Med. 2013;368(21):2004-13.

Liischer TF. Substrates of acute coronary syndromes: new insights into plaque
rupture and erosion. Eur Heart J. 2015;36(22):1347-9.

Partida RA, Libby P, Crea F, Jang IK. Plaque erosion: a new in vivo diagnosis and a
potential major shift in the management of patients with acute coronary syndromes.
Eur Heart J. 2018;39(22):2070-6.

Quillard T, Franck G, Mawson T, Folco E, Libby P. Mechanisms of erosion of
atherosclerotic plaques. Curr Opin Lipidol. 2017;28(5):434-41.

Martinod K, Wagner DD. Thrombosis: tangled up in NETs. Blood.
2014;123(18):2768-76.

Doring Y, Libby P, Soehnlein O. Neutrophil Extracellular Traps Participate in
Cardiovascular Diseases: Recent Experimental and Clinical Insights. Circ Res.
2020;126(9):1228-41.

Khan M, Arooj S, Wang H. NK Cell-Based Immune Checkpoint Inhibition. Front
Immunol. 2020;11:167.

Sadeghi Rad H, Monkman J, Warkiani ME, Ladwa R, O'Byrne K, Rezaei N, et al.
Understanding the tumor microenvironment for effective immunotherapy. Med Res
Rev. 2021;41(3):1474-98.

Nguyen LT, Ohashi PS. Clinical blockade of PD1 and LAG3--potential mechanisms
of action. Nat Rev Immunol. 2015;15(1):45-56.

Keir ME, Butte MJ, Freeman GJ, Sharpe AH. PD-1 and its ligands in tolerance and
immunity. Annu Rev Immunol. 2008;26:677-704.

Okazaki T, Honjo T. The PD-1-PD-L pathway in immunological tolerance. Trends
Immunol. 2006;27(4):195-201.

Horne-Debets JM, Faleiro R, Karunarathne DS, Liu XQ, Lineburg KE, Poh CM, et
al. PD-1 dependent exhaustion of CD8+ T cells drives chronic malaria. Cell Rep.
2013;5(5):1204-13.

Day CL, Kaufmann DE, Kiepiela P, Brown JA, Moodley ES, Reddy S, et al. PD-1
expression on HIV-specific T cells is associated with T-cell exhaustion and disease
progression. Nature. 2006;443(7109):350-4.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

90

Festino L, Botti G, Lorigan P, Masucci GV, Hipp JD, Horak CE, et al. Cancer
Treatment with Anti-PD-1/PD-L1 Agents: Is PD-L1 Expression a Biomarker for
Patient Selection? Drugs. 2016;76(9):925-45.

Sznol M, Chen L. Antagonist antibodies to PD-1 and B7-H1 (PD-L1) in the treatment
of advanced human cancer. Clin Cancer Res. 2013;19(5):1021-34.

Ngiow SF, Young A, Jacquelot N, Yamazaki T, Enot D, Zitvogel L, et al. A
Threshold Level of Intratumor CD8+ T-cell PD1 Expression Dictates Therapeutic
Response to Anti-PD1. Cancer Res. 2015;75(18):3800-11.

Hui E, Cheung J, Zhu J, Su X, Taylor MJ, Wallweber HA, et al. T cell costimulatory
receptor CD28 is a primary target for PD-1-mediated inhibition. Science.
2017;355(6332):1428-33.

Walker LS, Sansom DM. The emerging role of CTLA4 as a cell-extrinsic regulator
of T cell responses. Nat Rev Immunol. 2011;11(12):852-63.

Yokosuka T, Kobayashi W, Takamatsu M, Sakata-Sogawa K, Zeng H, Hashimoto-
Tane A, et al. Spatiotemporal basis of CTLA-4 costimulatory molecule-mediated
negative regulation of T cell activation. Immunity. 2010;33(3):326-39.

Su KY, Watanabe A, Yeh CH, Kelsoe G, Kuraoka M. Efficient Culture of Human
Naive and Memory B Cells for Use as APCs. J Immunol. 2016;197(10):4163-76.
Sharma P, Allison JP. The future of immune checkpoint therapy. Science.
2015;348(6230):56-61.

Dixon KO, Tabaka M, Schramm MA, Xiao S, Tang R, Dionne D, et al. TIM-3
restrains anti-tumour immunity by regulating inflammasome activation. Nature.
2021;595(7865):101-6.

Gautron AS, Dominguez-Villar M, de Marcken M, Hafler DA. Enhanced suppressor
function of TIM-3+ FoxP3+ regulatory T cells. Eur J Immunol. 2014;44(9):2703-11.
da Silva IP, Gallois A, Jimenez-Baranda S, Khan S, Anderson AC, Kuchroo VK, et
al. Reversal of NK-cell exhaustion in advanced melanoma by Tim-3 blockade.
Cancer Immunol Res. 2014;2(5):410-22.

Sakuishi K, Apetoh L, Sullivan JM, Blazar BR, Kuchroo VK, Anderson AC.
Targeting Tim-3 and PD-1 pathways to reverse T cell exhaustion and restore anti-
tumor immunity. Journal of Experimental Medicine. 2010;207(10):2187-94.



91

99. Kraus AK, Chen J, Edenhofer I, Ravens I, Gaspert A, Cippa PE, et al. The Role of T
Cell Costimulation via DNAM-1 in Kidney Transplantation. PL0oS One.
2016;11(2):e0147951.

100.Yu X, Harden K, Gonzalez LC, Francesco M, Chiang E, Irving B, et al. The surface
protein TIGIT suppresses T cell activation by promoting the generation of mature
immunoregulatory dendritic cells. Nat Immunol. 2009;10(1):48-57.

101.Boles KS, Vermi W, Facchetti F, Fuchs A, Wilson TJ, Diacovo TG, et al. A novel
molecular interaction for the adhesion of follicular CD4 T cells to follicular DC. Eur
J Immunol. 2009;39(3):695-703.

102.Stanietsky N, Simic H, Arapovic J, Toporik A, Levy O, Novik A, et al. The
interaction of TIGIT with PVR and PVRL2 inhibits human NK cell cytotoxicity.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106(42):17858-63.

103.Lozano E, Dominguez-Villar M, Kuchroo V, Hafler DA. The TIGIT/CD226 axis
regulates human T cell function. J Immunol. 2012;188(8):3869-75.

104.Inozume T, Yaguchi T, Furuta J, Harada K, Kawakami Y, Shimada S. Melanoma
Cells Control Antimelanoma CTL Responses via Interaction between TIGIT and
CD155 in the Effector Phase. J Invest Dermatol. 2016;136(1):255-63.

105.Joller N, Lozano E, Burkett PR, Patel B, Xiao S, Zhu C, et al. Treg cells expressing
the coinhibitory molecule TIGIT selectively inhibit proinflammatory Thl and Th17
cell responses. Immunity. 2014;40(4):569-81.

106.Coyne CB, Kim KS, Bergelson JM. Poliovirus entry into human brain microvascular
cells requires receptor-induced activation of SHP-2. Embo j. 2007;26(17):4016-28.

107.Wang F, Hou H, Wu S, Tang Q, Liu W, Huang M, et al. TIGIT expression levels on
human NK cells correlate with functional heterogeneity among healthy individuals.
Eur J Immunol. 2015;45(10):2886-97.

108.Triebel F, Jitsukawa S, Baixeras E, Roman-Roman S, Genevee C, Viegas-Pequignot
E, et al. LAG-3, a novel lymphocyte activation gene closely related to CD4. J Exp
Med. 1990;171(5):1393-405.

109.Workman CJ, Rice DS, Dugger KJ, Kurschner C, Vignali DA. Phenotypic analysis
of the murine CD4-related glycoprotein, CD223 (LAG-3). Eur J Immunol.
2002;32(8):2255-63.



92

110.Baixeras E, Huard B, Miossec C, Jitsukawa S, Martin M, Hercend T, et al.
Characterization of the lymphocyte activation gene 3-encoded protein. A new ligand
for human leukocyte antigen class Il antigens. J Exp Med. 1992;176(2):327-37.

111.Wang J, Sanmamed MF, Datar I, Su TT, Ji L, Sun J, et al. Fibrinogen-like Protein 1
Is a Major Immune Inhibitory Ligand of LAG-3. Cell. 2019;176(1-2):334-47.e12.

112.Xu F, Liu J, Liu D, Liu B, Wang M, Hu Z, et al. LSECtin expressed on melanoma
cells promotes tumor progression by inhibiting antitumor T-cell responses. Cancer
Res. 2014;74(13):3418-28.

113.Kouo T, Huang L, Pucsek AB, Cao M, Solt S, Armstrong T, et al. Galectin-3 Shapes
Antitumor Immune Responses by Suppressing CD8+ T Cells via LAG-3 and
Inhibiting Expansion of Plasmacytoid Dendritic Cells. Cancer Immunol Res.
2015;3(4):412-23.

114.Baumeister SH, Freeman GJ, Dranoff G, Sharpe AH. Coinhibitory Pathways in
Immunotherapy for Cancer. Annu Rev Immunol. 2016;34:539-73.

115.Woo SR, Turnis ME, Goldberg MV, Bankoti J, Selby M, Nirschl CJ, et al. Immune
inhibitory molecules LAG-3 and PD-1 synergistically regulate T-cell function to
promote tumoral immune escape. Cancer Res. 2012;72(4):917-27.

116.Goding SR, Wilson KA, Xie Y, Harris KM, Baxi A, Akpinarli A, et al. Restoring
immune function of tumor-specific CD4+ T cells during recurrence of melanoma. J
Immunol. 2013;190(9):4899-9009.

117.Chakrabarti R, Kapse B, Mukherjee G. Soluble immune checkpoint molecules:
Serum markers for cancer diagnosis and prognosis. Cancer Rep (Hoboken).
2019;2(4):e1160.

118.0aks MK, Hallett KM, Penwell RT, Stauber EC, Warren SJ, Tector AJ. A native
soluble form of CTLA-4. Cell Immunol. 2000;201(2):144-53.

119.Ward FJ, Dahal LN, Wijesekera SK, Abdul-Jawad SK, Kaewarpai T, Xu H, et al.
The soluble isoform of CTLA-4 as a regulator of T-cell responses. Eur J Immunol.
2013;43(5):1274-85.

120.0mura Y, Toiyama Y, Okugawa Y, Yin C, Shigemori T, Kusunoki K, et al.
Prognostic impacts of tumoral expression and serum levels of PD-L1 and CTLA-4
in colorectal cancer patients. Cancer Immunol Immunother. 2020;69(12):2533-46.

121.Frigola X, Inman BA, Lohse CM, Krco CJ, Cheville JC, Thompson RH, et al.
Identification of a soluble form of B7-H1 that retains immunosuppressive activity



93

and is associated with aggressive renal cell carcinoma. Clin Cancer Res.
2011;17(7):1915-23.

122.Nielsen C, Ohm-Laursen L, Barington T, Husby S, Lillevang ST. Alternative splice
variants of the human PD-1 gene. Cell Immunol. 2005;235(2):109-16.

123.Greisen SR, Rasmussen TK, Stengaard-Pedersen K, Hetland ML, Herslev-Petersen
K, Hvid M, et al. Increased soluble programmed death-1 (sPD-1) is associated with
disease activity and radiographic progression in early rheumatoid arthritis. Scand J
Rheumatol. 2014;43(2):101-8.

124.Zhou J, Mahoney KM, Giobbie-Hurder A, Zhao F, Lee S, Liao X, et al. Soluble PD-
L1 as a Biomarker in Malignant Melanoma Treated with Checkpoint Blockade.
Cancer Immunol Res. 2017;5(6):480-92.

125.Swiderska J, Koztowski M, Nowak K, Rychlicka M, Branecka-Wozniak D,
Kwiatkowski S, et al. Clinical Relevance of Soluble Forms of Immune Checkpoint
Molecules sPD-1, sPD-L1, and SCTLA-4 in the Diagnosis and Prognosis of Ovarian
Cancer. Diagnostics (Basel). 2022;12(1).

126.Moller-Hackbarth K, Dewitz C, Schweigert O, Trad A, Garbers C, Rose-John S, et
al. A disintegrin and metalloprotease (ADAM) 10 and ADAM17 are major sheddases
of T cell immunoglobulin and mucin domain 3 (Tim-3). J Biol Chem.
2013;288(48):34529-44.

127.Avery L, Filderman J, Szymczak-Workman AL, Kane LP. Tim-3 co-stimulation
promotes short-lived effector T cells, restricts memory precursors, and is dispensable
for T cell exhaustion. Proc Natl Acad Sci U S A. 2018;115(10):2455-60.

128.Geng H, Zhang GM, Li D, Zhang H, Yuan Y, Zhu HG, et al. Soluble form of T cell
Ig mucin 3 is an inhibitory molecule in T cell-mediated immune response. J Immunol.
2006;176(3):1411-20.

129.Andrews LP, Marciscano AE, Drake CG, Vignali DA. LAG3 (CD223) as a cancer
immunotherapy target. Immunol Rev. 2017;276(1):80-96.

130.Anderson AC, Joller N, Kuchroo VK. Lag-3, Tim-3, and TIGIT: Co-inhibitory
Receptors with Specialized Functions in Immune Regulation. Immunity.
2016;44(5):989-1004.

131.Li N, Wang Y, Forbes K, Vignali KM, Heale BS, Saftig P, et al. Metalloproteases
regulate T-cell proliferation and effector function via LAG-3. Embo j.
2007;26(2):494-504.



94

132.Liang B, Workman C, Lee J, Chew C, Dale BM, Colonna L, et al. Regulatory T cells
inhibit dendritic cells by lymphocyte activation gene-3 engagement of MHC class II.
J Immunol. 2008;180(9):5916-26.

133.Shapiro M, Herishanu Y, Katz BZ, Dezorella N, Sun C, Kay S, et al. Lymphocyte
activation gene 3: a novel therapeutic target in chronic lymphocytic leukemia.
Haematologica. 2017;102(5):874-82.

134.Anvari S, Grimbergen A, Davis CM, Makedonas G. Protein transport inhibitors
downregulate the expression of LAG-3 on regulatory T cells. J Immunol Methods.
2017;447:47-51.

135.Pedersen JM, Hansen AS, Skejo C, Juul-Madsen K, Junker P, Horslev-Petersen K,
et al. Lymphocyte activation gene 3 is increased and affects cytokine production in
rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 2023;25(1):97.

136.Drobni ZD, Alvi RM, Taron J, Zafar A, Murphy SP, Rambarat PK, et al. Association
Between Immune Checkpoint Inhibitors With Cardiovascular Events and
Atherosclerotic Plaque. Circulation. 2020;142(24):2299-311.

137.0ren O, Yang EH, Molina JR, Bailey KR, Blumenthal RS, Kopecky SL.
Cardiovascular Health and Outcomes in Cancer Patients Receiving Immune
Checkpoint Inhibitors. Am J Cardiol. 2020;125(12):1920-6.

138.Gotsman I, Grabie N, Dacosta R, Sukhova G, Sharpe A, Lichtman AH.
Proatherogenic immune responses are regulated by the PD-1/PD-L pathway in mice.
J Clin Invest. 2007;117(10):2974-82.

139.Bu DX, Tarrio M, Maganto-Garcia E, Stavrakis G, Tajima G, Lederer J, et al.
Impairment of the programmed cell death-1 pathway increases atherosclerotic lesion
development and inflammation. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011;31(5):1100-7.

140.Frostegard J, Ulfgren AK, Nyberg P, Hedin U, Swedenborg J, Andersson U, et al.
Cytokine expression in advanced human atherosclerotic plaques: dominance of pro-
inflammatory (Th1l) and macrophage-stimulating cytokines. Atherosclerosis.
1999;145(1):33-43.

141.Vuong JT, Stein-Merlob AF, Nayeri A, Sallam T, Neilan TG, Yang EH. Immune
Checkpoint Therapies and Atherosclerosis: Mechanisms and Clinical Implications:
JACC State-of-the-Art Review. J Am Coll Cardiol. 2022;79(6):577-93.



95

142.Amento EP, Ehsani N, Palmer H, Libby P. Cytokines and growth factors positively
and negatively regulate interstitial collagen gene expression in human vascular
smooth muscle cells. Arterioscler Thromb. 1991;11(5):1223-30.

143.Gotsman I, Lichtman AH. Targeting interferon-gamma to treat atherosclerosis. Circ
Res. 2007;101(4):333-4.

144.Saigusa R, Winkels H, Ley K. T cell subsets and functions in atherosclerosis. Nat
Rev Cardiol. 2020;17(7):387-401.

145.Robertson AK, Rudling M, Zhou X, Gorelik L, Flavell RA, Hansson GK. Disruption
of TGF-beta signaling in T cells accelerates atherosclerosis. J Clin Invest.
2003;112(9):1342-50.

146.Ait-Oufella H, Salomon BL, Potteaux S, Robertson AK, Gourdy P, Zoll J, et al.
Natural regulatory T cells control the development of atherosclerosis in mice. Nat
Med. 2006;12(2):178-80.

147.Wherry EJ, Kurachi M. Molecular and cellular insights into T cell exhaustion. Nat
Rev Immunol. 2015;15(8):486-99.

148.Fernandez DM, Rahman AH, Fernandez NF, Chudnovskiy A, Amir ED, Amadori L,
et al. Single-cell immune landscape of human atherosclerotic plaques. Nat Med.
2019;25(10):1576-88.

149.Mazanet MM, Hughes CC. B7-H1 is expressed by human endothelial cells and
suppresses T cell cytokine synthesis. J Immunol. 2002;169(7):3581-8.

150.Chen WJ, Hu XF, Yan M, Zhang WY, Mao XB, Shu YW. Human umbilical vein
endothelial cells promote the inhibitory activation of CD4(+)CD25(+)Foxp3(+)
regulatory T cells via PD-L1. Atherosclerosis. 2016;244:108-12.

151.Veluswamy P, Wacker M, Scherner M, Wippermann J. Delicate Role of PD-L1/PD-
1 Axis in Blood Vessel Inflammatory Diseases: Current Insight and Future
Significance. Int J Mol Sci. 2020;21(21).

152.Rodig N, Ryan T, Allen JA, Pang H, Grabie N, Chernova T, et al. Endothelial
expression of PD-L1 and PD-L2 down-regulates CD8+ T cell activation and
cytolysis. Eur J Immunol. 2003;33(11):3117-26.

153.Gato-Canas M, Zuazo M, Arasanz H, Ibafiez-Vea M, Lorenzo L, Fernandez-Hinojal
G, et al. PDL1 Signals through Conserved Sequence Motifs to Overcome Interferon-
Mediated Cytotoxicity. Cell Rep. 2017;20(8):1818-29.



96

154.Lucas ED, Finlon JM, Burchill MA, McCarthy MK, Morrison TE, Colpitts TM, et
al. Type 1 IFN and PD-L1 Coordinate Lymphatic Endothelial Cell Expansion and
Contraction during an Inflammatory Immune Response. J Immunol.
2018;201(6):1735-47.

155.Poels K, van Leent MMT, Reiche ME, Kusters PJH, Huveneers S, de Winther MPJ,
et al. Antibody-Mediated Inhibition of CTLA4 Aggravates Atherosclerotic Plaque
Inflammation and Progression in Hyperlipidemic Mice. Cells. 2020;9(9).

156.Ewing MM, Karper JC, Abdul S, de Jong RC, Peters HA, de Vries MR, et al. T-cell
co-stimulation by CD28-CD80/86 and its negative regulator CTLA-4 strongly
influence accelerated atherosclerosis development. Int J Cardiol. 2013;168(3):1965-
74.

157.Matsumoto T, Sasaki N, Yamashita T, Emoto T, Kasahara K, Mizoguchi T, et al.
Overexpression of Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen-4 Prevents
Atherosclerosis in Mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2016;36(6):1141-51.

158.Screever E, Axelrod M, Blair M, Trykall D, Barnett J, Roden D, et al. Novel
mechanism in cardiac injury: immune checkpoints. European Heart Journal.
2020;41(Supplement_2):ehaa946. 3625.

159.Grohmann U, Orabona C, Fallarino F, Vacca C, Calcinaro F, Falorni A, etal. CTLA-
4-1g regulates tryptophan catabolism in vivo. Nat Immunol. 2002;3(11):1097-101.

160.0rabona C, Grohmann U, Belladonna ML, Fallarino F, Vacca C, Bianchi R, et al.
CD28 induces immunostimulatory signals in dendritic cells via CD80 and CD86. Nat
Immunol. 2004;5(11):1134-42.

161.Golden D, Kolmakova A, Sura S, Vella AT, Manichaikul A, Wang XQ, et al.
Lymphocyte activation gene 3 and coronary artery disease. JCI Insight.
2016;1(17):e88628.

162.Hemon P, Jean-Louis F, Ramgolam K, Brignone C, Viguier M, Bachelez H, et al.
MHC class Il engagement by its ligand LAG-3 (CD223) contributes to melanoma
resistance to apoptosis. J Immunol. 2011;186(9):5173-83.

163.Mihailovic PM, Lio WM, Herscovici R, Chyu KY, Yano J, Zhao X, et al. Keratin 8
is a potential self-antigen in the coronary artery disease immunopeptidome: A
translational approach. PLoS One. 2019;14(2):e0213025.



97

164.Lin R, Zhang H, Yuan Y, He Q, Zhou J, Li S, et al. Fatty Acid Oxidation Controls
CD8(+) Tissue-Resident Memory T-cell Survival in Gastric Adenocarcinoma.
Cancer Immunol Res. 2020;8(4):479-92.

165.Hu Z, Zheng Y, Zheng J, Wang Y, Liao J, Lu X, et al. Serum cholesterol-riched
apolipoprotein-B (apoB) containing lipoproteins predict the response to immune
checkpoints inhibitors (ICIs) in non-small cell lung cancer (NSCLC): A retrospective
analysis. 2022.

166.Marchini T, Hansen S, Wolf D. ApoB-Specific CD4(+) T Cells in Mouse and Human
Atherosclerosis. Cells. 2021;10(2).

167.Larkin J, Chiarion-Sileni V, Gonzalez R, Grob JJ, Cowey CL, Lao CD, et al.
Combined Nivolumab and Ipilimumab or Monotherapy in Untreated Melanoma. N
Engl J Med. 2015;373(1):23-34.

168.Wallin JJ, Bendell JC, Funke R, Sznol M, Korski K, Jones S, et al. Atezolizumab in
combination with bevacizumab enhances antigen-specific T-cell migration in
metastatic renal cell carcinoma. Nat Commun. 2016;7:12624.

169.0verman MJ, Lonardi S, Wong KYM, Lenz HJ, Gelsomino F, Aglietta M, et al.
Durable Clinical Benefit With Nivolumab Plus Ipilimumab in DNA Mismatch
Repair-Deficient/Microsatellite Instability-High Metastatic Colorectal Cancer. J Clin
Oncol. 2018;36(8):773-9.

170.Lipson EJ, Tawbi HA-H, Schadendorf D, Ascierto PA, Matamala L, Gutiérrez EC,
etal. Relatlimab (RELA) plus nivolumab (NIVVO) versus NIVO in first-line advanced
melanoma: primary phase Il results from RELATIVITY-047 (CA224-047). Wolters
Kluwer Health; 2021.

171.0kazaki T, Okazaki IM, Wang J, Sugiura D, Nakaki F, Yoshida T, et al. PD-1 and
LAG-3 inhibitory co-receptors act synergistically to prevent autoimmunity in mice.
J Exp Med. 2011;208(2):395-407.

172.Blansfield JA, Beck KE, Tran K, Yang JC, Hughes MS, Kammula US, et al.
Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen-4 blockage can induce autoimmune
hypophysitis in patients with metastatic melanoma and renal cancer. Journal of
immunotherapy (Hagerstown, Md: 1997). 2005;28(6):593.

173.lwama S, De Remigis A, Callahan MK, Slovin SF, Wolchok JD, Caturegli P.
Pituitary expression of CTLA-4 mediates hypophysitis secondary to administration
of CTLA-4 blocking antibody. Sci Transl Med. 2014;6(230):230ra45.



98

174.Xavier CB, Lopes CDH, Harada G, Peres EDB, Katz A, Jardim DL. Cardiovascular
toxicity following immune checkpoint inhibitors: A systematic review and meta-
analysis. Transl Oncol. 2022;19:101383.

175.Salem JE, Manouchehri A, Moey M, Lebrun-Vignes B, Bastarache L, Pariente A, et
al. Cardiovascular toxicities associated with immune checkpoint inhibitors: an
observational,  retrospective, pharmacovigilance study. Lancet Oncol.
2018;19(12):1579-89.

176.Wang DY, Salem JE, Cohen JV, Chandra S, Menzer C, Ye F, et al. Fatal Toxic
Effects Associated With Immune Checkpoint Inhibitors: A Systematic Review and
Meta-analysis. JAMA Oncol. 2018;4(12):1721-8.

177.Andres MS, Ramalingam S, Lyon A. Cardiovascular complications of immune
checkpoint inhibitors, TILs and CAR T-cell therapies. European Society of
Cardiology. 2021;109.

178.Cautela J, Zeriouh S, Gaubert M, Bonello L, Laine M, Peyrol M, et al. Intensified
immunosuppressive therapy in patients with immune checkpoint inhibitor-induced
myocarditis. J Immunother Cancer. 2020;8(2).

179.Tison A, Quéré G, Misery L, Funck-Brentano E, Danlos FX, Routier E, et al. Safety
and Efficacy of Immune Checkpoint Inhibitors in Patients With Cancer and
Preexisting Autoimmune Disease: A Nationwide, Multicenter Cohort Study.
Arthritis Rheumatol. 2019;71(12):2100-11.

180.Naidoo J, Page DB, Li BT, Connell LC, Schindler K, Lacouture ME, et al. Toxicities
of the anti-PD-1 and anti-PD-L1 immune checkpoint antibodies. Ann Oncol.
2015;26(12):2375-91.

181.Freeman-Keller M, Kim Y, Cronin H, Richards A, Gibney G, Weber JS. Nivolumab
in Resected and Unresectable Metastatic Melanoma: Characteristics of Immune-
Related Adverse Events and Association with Outcomes. Clin Cancer Res.
2016;22(4):886-94.

182.Chen L, Flies DB. Molecular mechanisms of T cell co-stimulation and co-inhibition.
Nat Rev Immunol. 2013;13(4):227-42.

183.Herrero-Sanchez MC, Rodriguez-Serrano C, Almeida J, San Segundo L, Inogés S,
Santos-Briz A, et al. Targeting of PI3K/AKT/mTOR pathway to inhibit T cell
activation and prevent graft-versus-host disease development. J Hematol Oncol.
2016;9(1):113.



99

184.Ghiotto M, Gauthier L, Serriari N, Pastor S, Truneh A, Nunés JA, et al. PD-L1 and
PD-L2 differ in their molecular mechanisms of interaction with PD-1. Int Immunol.
2010;22(8):651-60.

185.Parry RV, Chemnitz JM, Frauwirth KA, Lanfranco AR, Braunstein I, Kobayashi SV,
et al. CTLA-4 and PD-1 receptors inhibit T-cell activation by distinct mechanisms.
Mol Cell Biol. 2005;25(21):9543-53.

186.Willsmore ZN, Coumbe BGT, Crescioli S, Reci S, Gupta A, Harris RJ, et al.
Combined anti-PD-1 and anti-CTLA-4 checkpoint blockade: Treatment of
melanoma and immune mechanisms of action. Eur J Immunol. 2021;51(3):544-56.

187.Buchbinder El, Desai A. CTLA-4 and PD-1 Pathways: Similarities, Differences, and
Implications of Their Inhibition. Am J Clin Oncol. 2016;39(1):98-106.

188.Rudd CE, Taylor A, Schneider H. CD28 and CTLA-4 coreceptor expression and
signal transduction. Immunol Rev. 2009;229(1):12-26.

189.Ronen D, Bsoul A, Lotem M, Abedat S, Yarkoni M, Amir O, et al. Exploring the
Mechanisms Underlying the Cardiotoxic Effects of Immune Checkpoint Inhibitor
Therapies. Vaccines (Basel). 2022;10(4).

190.Zhu Y, Yao S, Chen L. Cell surface signaling molecules in the control of immune
responses: a tide model. Immunity. 2011;34(4):466-78.

191.Chen H, Liakou CI, Kamat A, Pettaway C, Ward JF, Tang DN, et al. Anti-CTLA-4
therapy results in higher CD4+ICOShi T cell frequency and IFN-gamma levels in
both nonmalignant and malignant prostate tissues. Proc Natl Acad Sci U S A.
2009;106(8):2729-34.

192.Poels K, van Leent MM, Reiche ME, Kusters PJ, Huveneers S, de Winther MP, et
al. Antibody-mediated inhibition of CTLA4 aggravates atherosclerotic plaque
inflammation and progression in hyperlipidemic mice. Cells. 2020;9(9):1987.

193.Monney L, Sabatos CA, Gaglia JL, Ryu A, Waldner H, Chernova T, et al. Thl-
specific cell surface protein Tim-3 regulates macrophage activation and severity of
an autoimmune disease. Nature. 2002;415(6871):536-41.

194.Nakae S, likura M, Suto H, Akiba H, Umetsu DT, Dekruyff RH, et al. TIM-1 and
TIM-3 enhancement of Th2 cytokine production by mast cells. Blood.
2007;110(7):2565-8.



100

195.Zhu C, Anderson AC, Schubart A, Xiong H, Imitola J, Khoury SJ, et al. The Tim-3
ligand galectin-9 negatively regulates T helper type 1 immunity. Nat Immunol.
2005;6(12):1245-52.

196.Sehrawat S, Suryawanshi A, Hirashima M, Rouse BT. Role of Tim-3/galectin-9
inhibitory interaction in viral-induced immunopathology: shifting the balance toward
regulators. J Immunol. 2009;182(5):3191-201.

197.Hou N, Zhao D, Liu Y, Gao L, Liang X, Liu X, et al. Increased expression of T cell
immunoglobulin- and mucin domain-containing molecule-3 on natural Killer cells in
atherogenesis. Atherosclerosis. 2012;222(1):67-73.

198.Qiu MK, Wang SC, Dai YX, Wang SQ, Ou JM, Quan ZW. PD-1 and Tim-3
Pathways Regulate CD8+ T Cells Function in Atherosclerosis. PLoS One.
2015;10(6):e0128523.

199.Foks AC, Engelbertsen D, Kuperwaser F, Alberts-Grill N, Gonen A, Witztum JL, et
al. Blockade of Tim-1 and Tim-4 Enhances Atherosclerosis in Low-Density
Lipoprotein  Receptor-Deficient Mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2016;36(3):456-65.

200.Jacquot S. CD27/CD70 interactions regulate T dependent B cell differentiation.
Immunol Res. 2000;21(1):23-30.

201.Nolte MA, van Olffen RW, van Gisbergen KP, van Lier RA. Timing and tuning of
CD27-CD70 interactions: the impact of signal strength in setting the balance between
adaptive responses and immunopathology. Immunol Rev. 2009;229(1):216-31.

202.de Boer OJ, Hirsch F, van der Wal AC, van der Loos CM, Das PK, Becker AE.
Costimulatory molecules in human atherosclerotic plaques: an indication of antigen
specific T lymphocyte activation. Atherosclerosis. 1997;133(2):227-34.

203.Tesselaar K, Xiao Y, Arens R, van Schijndel GM, Schuurhuis DH, Mebius RE, et al.
Expression of the murine CD27 ligand CD70 in vitro and in vivo. J Immunol.
2003;170(1):33-40.

204.Bowman MR, Crimmins MA, Yetz-Aldape J, Kriz R, Kelleher K, Herrmann S. The
cloning of CD70 and its identification as the ligand for CD27. J Immunol.
1994:152(4):1756-61.

205.Ramakrishnan P, Wang W, Wallach D. Receptor-specific signaling for both the
alternative and the canonical NF-kappaB activation pathways by NF-kappaB-
inducing kinase. Immunity. 2004;21(4):477-89.



101

206.Hendriks J, Xiao Y, Borst J. CD27 promotes survival of activated T cells and
complements CD28 in generation and establishment of the effector T cell pool. J Exp
Med. 2003;198(9):1369-80.

207.Coquet JM, Ribot JC, Babata N, Middendorp S, van der Horst G, Xiao Y, et al.
Epithelial and dendritic cells in the thymic medulla promote CD4+Foxp3+ regulatory
T cell development via the CD27-CD70 pathway. J Exp Med. 2013;210(4):715-28.

208.Godfrey WR, Spoden DJ, Ge YG, Baker SR, Liu B, Levine BL, et al. Cord blood
CD4(+)CD25(+)-derived T regulatory cell lines express FoxP3 protein and manifest
potent suppressor function. Blood. 2005;105(2):750-8.

209.Hoffmann P, Eder R, Kunz-Schughart LA, Andreesen R, Edinger M. Large-scale in
vitro expansion of polyclonal human CD4(+)CD25high regulatory T cells. Blood.
2004;104(3):895-903.

210.Sardella G, De Luca L, Francavilla V, Accapezzato D, Mancone M, Sirinian M, et
al. Frequency of naturally-occurring regulatory T cells is reduced in patients with
ST-segment elevation myocardial infarction. Thromb Res. 2007;120(4):631-4.

211.Winkels H, Meiler S, Smeets E, Lievens D, Engel D, Spitz C, et al. CD70 limits
atherosclerosis and promotes macrophage function. Thromb Haemost.
2017;117(1):164-75.

212.van Olffen RW, de Bruin AM, Vos M, Staniszewska AD, Hamann J, van Lier RA,
et al. CD70-driven chronic immune activation is protective against atherosclerosis. J
Innate Immun. 2010;2(4):344-52.

213.Witztum JL, Lichtman AH. The influence of innate and adaptive immune responses
on atherosclerosis. Annu Rev Pathol. 2014;9:73-102.

214.Whitman SC, Ravisankar P, Elam H, Daugherty A. Exogenous interferon-gamma
enhances atherosclerosis in apolipoprotein E-/- mice. Am J Pathol.
2000;157(6):1819-24.

215.Gupta S, Pablo AM, Jiang X, Wang N, Tall AR, Schindler C. IFN-gamma potentiates
atherosclerosis in ApoE knock-out mice. J Clin Invest. 1997;99(11):2752-61.

216.Buono C, Pang H, Uchida Y, Libby P, Sharpe AH, Lichtman AH. B7-1/B7-2
costimulation regulates plaque antigen-specific T-cell responses and atherogenesis
in low-density lipoprotein receptor-deficient mice. Circulation. 2004;109(16):2009-
15.



102

217.Whitman SC, Ravisankar P, Daugherty A. IFN-gamma deficiency exerts gender-
specific effects on atherogenesis in apolipoprotein E-/- mice. J Interferon Cytokine
Res. 2002;22(6):661-70.

218.Cardilo-Reis L, Gruber S, Schreier SM, Drechsler M, Papac-Milicevic N, Weber C,
et al. Interleukin-13 protects from atherosclerosis and modulates plagque composition
by skewing the macrophage phenotype. EMBO Mol Med. 2012;4(10):1072-86.

219.Davenport P, Tipping PG. The role of interleukin-4 and interleukin-12 in the
progression of atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. Am J Pathol.
2003;163(3):1117-25.

220.Huber SA, Sakkinen P, David C, Newell MK, Tracy RP. T helper-cell phenotype
regulates atherosclerosis in mice under conditions of mild hypercholesterolemia.
Circulation. 2001;103(21):2610-6.

221.King VL, Szilvassy SJ, Daugherty A. Interleukin-4 deficiency decreases
atherosclerotic lesion formation in a site-specific manner in female LDL receptor-/-
mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002;22(3):456-61.

222.Engelbertsen D, Andersson L, Ljungcrantz I, Wigren M, Hedblad B, Nilsson J, et al.
T-helper 2 immunity is associated with reduced risk of myocardial infarction and
stroke. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2013;33(3):637-44.

223.Sharpe AH, Freeman GJ. The B7-CD28 superfamily. Nat Rev Immunol.
2002;2(2):116-26.

224.Lenschow DJ, Walunas TL, Bluestone JA. CD28/B7 system of T cell costimulation.
Annu Rev Immunol. 1996;14:233-58.

225.de Boer OJ, van der Meer JJ, Teeling P, van der Loos CM, van der Wal AC. Low
numbers of FOXP3 positive regulatory T cells are present in all developmental stages
of human atherosclerotic lesions. PLoS One. 2007;2(8):e779.

226.Dopheide JF, Sester U, Schlitt A, Horstick G, Rupprecht HJ, Miinzel T, et al.
Monocyte-derived dendritic cells of patients with coronary artery disease show an
increased expression of costimulatory molecules CD40, CD80 and CD86 in vitro.
Coron Artery Dis. 2007;18(7):523-31.

227.Krummel MF, Allison JP. CD28 and CTLA-4 have opposing effects on the response
of T cells to stimulation. J Exp Med. 1995;182(2):459-65.



103

228.Walunas TL, Lenschow DJ, Bakker CY, Linsley PS, Freeman GJ, Green JM, et al.
CTLA-4 can function as a negative regulator of T cell activation. Immunity.
1994;1(5):405-13.

229.Brunet JF, Denizot F, Luciani MF, Roux-Dosseto M, Suzan M, Mattei MG, et al. A
new member of the immunoglobulin  superfamily--CTLA-4. Nature.
1987;328(6127):267-70.

230.Perkins D, Wang Z, Donovan C, He H, Mark D, Guan G, et al. Regulation of CTLA-
4 expression during T cell activation. J Immunol. 1996;156(11):4154-9.

231.Takahashi T, Tagami T, Yamazaki S, Uede T, Shimizu J, Sakaguchi N, et al.
Immunologic self-tolerance maintained by CD25(+)CD4(+) regulatory T cells
constitutively expressing cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4. J Exp Med.
2000;192(2):303-10.

232.Wang XB, Giscombe R, Yan Z, Heiden T, Xu D, Lefvert AK. Expression of CTLA-
4 by human monocytes. Scand J Immunol. 2002;55(1):53-60.

233.Pioli C, Gatta L, Ubaldi V, Doria G. Inhibition of IgG1l and IgE production by
stimulation of the B cell CTLA-4 receptor. J Immunol. 2000;165(10):5530-6.

234.Hasib L, Lundberg AK, Zachrisson H, Ernerudh J, Jonasson L. Functional and
homeostatic defects of regulatory T cells in patients with coronary artery disease. J
Intern Med. 2016;279(1):63-77.

235.Dietrich T, Hucko T, Schneemann C, Neumann M, Menrad A, Willuda J, et al. Local
delivery of IL-2 reduces atherosclerosis via expansion of regulatory T cells.
Atherosclerosis. 2012;220(2):329-36.

236.van Puijvelde GH, van Es T, van Wanrooij EJ, Habets KL, de Vos P, van der Zee R,
et al. Induction of oral tolerance to HSP60 or an HSP60-peptide activates T cell
regulation and reduces atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol.
2007;27(12):2677-83.

237.Ma K, Lv S, Liu B, Liu Z, Luo Y, Kong W, et al. CTLA4-1gG ameliorates
homocysteine-accelerated atherosclerosis by inhibiting T-cell overactivation in
apoE(-/-) mice. Cardiovasc Res. 2013;97(2):349-59.

238.Ishida Y, Agata Y, Shibahara K, Honjo T. Induced expression of PD-1, a novel
member of the immunoglobulin gene superfamily, upon programmed cell death.
Embo j. 1992;11(11):3887-95.



104

239.Dong H, Zhu G, Tamada K, Chen L. B7-H1, a third member of the B7 family, co-
stimulates T-cell proliferation and interleukin-10 secretion. Nat Med.
1999;5(12):1365-9.

240.Freeman GJ, Casasnovas JM, Umetsu DT, DeKruyff RH. TIM genes: a family of cell
surface phosphatidylserine receptors that regulate innate and adaptive immunity.
Immunol Rev. 2010;235(1):172-89.

241.Latchman Y, Wood CR, Chernova T, Chaudhary D, Borde M, Chernova I, et al. PD-
L2 is a second ligand for PD-1 and inhibits T cell activation. Nat Immunol.
2001;2(3):261-8.

242.Tseng SY, Otsuji M, Gorski K, Huang X, Slansky JE, Pai Sl, et al. B7-DC, a new
dendritic cell molecule with potent costimulatory properties for T cells. J Exp Med.
2001;193(7):839-46.

243.Greenwald RJ, Freeman GJ, Sharpe AH. The B7 family revisited. Annu Rev
Immunol. 2005;23:515-48.

244.Agata Y, Kawasaki A, Nishimura H, Ishida Y, Tsubata T, Yagita H, et al. Expression
of the PD-1 antigen on the surface of stimulated mouse T and B lymphocytes. Int
Immunol. 1996;8(5):765-72.

245.Liang SC, Latchman YE, Buhlmann JE, Tomczak MF, Horwitz BH, Freeman GJ, et
al. Regulation of PD-1, PD-L1, and PD-L2 expression during normal and
autoimmune responses. Eur J Immunol. 2003;33(10):2706-16.

246.Keir ME, Francisco LM, Sharpe AH. PD-1 and its ligands in T-cell immunity. Curr
Opin Immunol. 2007;19(3):309-14.

247.Lee J, Zhuang Y, Wei X, Shang F, Wang J, Zhang Y, et al. Contributions of PD-
1/PD-L1 pathway to interactions of myeloid DCs with T cells in atherosclerosis. J
Mol Cell Cardiol. 2009;46(2):169-76.

248.Gotsman |, Grabie N, Gupta R, Dacosta R, MacConmara M, Lederer J, et al. Impaired
regulatory T-cell response and enhanced atherosclerosis in the absence of inducible
costimulatory molecule. Circulation. 2006;114(19):2047-55.

249.Cochain C, Chaudhari SM, Koch M, Wiendl H, Eckstein HH, Zernecke A.
Programmed cell death-1 deficiency exacerbates T cell activation and atherogenesis
despite expansion of regulatory T cells in atherosclerosis-prone mice. PLoS One.
2014;9(4):e93280.



105

250.Heinisch 1V, Daigle I, Knopfli B, Simon HU. CD137 activation abrogates
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor-mediated anti-apoptosis in
neutrophils. Eur J Immunol. 2000;30(12):3441-6.

251.Nishimoto H, Lee SW, Hong H, Potter KG, Maeda-Yamamoto M, Kinoshita T, et al.
Costimulation of mast cells by 4-1BB, a member of the tumor necrosis factor receptor
superfamily, with the high-affinity IgE receptor. Blood. 2005;106(13):4241-8.

252.Pollok KE, Kim YJ, Hurtado J, Zhou Z, Kim KK, Kwon BS. 4-1BB T-cell antigen
binds to mature B cells and macrophages, and costimulates anti-mu-primed splenic
B cells. Eur J Immunol. 1994;24(2):367-74.

253.Goodwin RG, Din WS, Davis-Smith T, Anderson DM, Gimpel SD, Sato TA, et al.
Molecular cloning of a ligand for the inducible T cell gene 4-1BB: a member of an
emerging family of cytokines with homology to tumor necrosis factor. Eur J
Immunol. 1993;23(10):2631-41.

254.Jang IK, Lee ZH, Kim YJ, Kim SH, Kwon BS. Human 4-1BB (CD137) signals are
mediated by TRAF2 and activate nuclear factor-kappa B. Biochem Biophys Res
Commun. 1998;242(3):613-20.

255.Shuford WW, Klussman K, Tritchler DD, Loo DT, Chalupny J, Siadak AW, et al. 4-
1BB costimulatory signals preferentially induce CD8+ T cell proliferation and lead
to the amplification in vivo of cytotoxic T cell responses. J Exp Med.
1997;186(1):47-55.

256.Pauly S, Broll K, Wittmann M, Giegerich G, Schwarz H. CD137 is expressed by
follicular dendritic cells and costimulates B lymphocyte activation in germinal
centers. J Leukoc Biol. 2002;72(1):35-42.

257.Drenkard D, Becke FM, Langstein J, Spruss T, Kunz-Schughart LA, Tan TE, et al.
CD137 is expressed on blood vessel walls at sites of inflammation and enhances
monocyte migratory activity. Faseb j. 2007;21(2):456-63.

258.0lofsson PS, Soderstrom LA, Wagsiter D, Sheikine Y, Ocaya P, Lang F, et al.
CD137 is expressed in human atherosclerosis and promotes development of plaque
inflammation in hypercholesterolemic mice. Circulation. 2008;117(10):1292-301.

259.Luo Q, Li X, Fu B, Zhang L, Deng Z, Qing C, et al. Decreased expression of TIGIT
in NK cells correlates negatively with disease activity in systemic lupus
erythematosus. Int J Clin Exp Pathol. 2018;11(5):2408-18.



106

260.Luo Q, Deng Z, Xu C, Zeng L, Ye J, Li X, et al. Elevated Expression of
Immunoreceptor Tyrosine-Based Inhibitory Motif (TIGIT) on T Lymphocytes is
Correlated with Disease Activity in Rheumatoid Arthritis. Med Sci Monit.
2017;23:1232-41.

261.Mao L, Hou H, Wu S, Zhou Y, Wang J, Yu J, et al. TIGIT signalling pathway
negatively regulates CD4(+) T-cell responses in systemic lupus erythematosus.
Immunology. 2017;151(3):280-90.

262.Wang FF, Wang Y, Wang L, Wang TS, Bai YP. TIGIT expression levels on CD4+
T cells are correlated with disease severity in patients with psoriasis. Clin Exp
Dermatol. 2018;43(6):675-82.

263.Zhang T, Wang J, Zhou X, Liang R, Bai Q, Yang L, et al. Increased expression of
TIGIT on CD4+ T cells ameliorates immune-mediated bone marrow failure of
aplastic anemia. J Cell Biochem. 2014;115(11):1918-27.

264.Lee DJ. The relationship between TIGIT(+) regulatory T cells and autoimmune
disease. Int Immunopharmacol. 2020;83:106378.

265.Xiong X, Luo Z, Zhou H, Duan Z, Niu L, Zhang K, et al. Downregulation of TIGIT
Expression in FOXP3+Regulatory T Cells in Acute Coronary Syndrome. J Inflamm
Res. 2022;15:1195-207.

266.Hu FF, Liu CJ, Liu LL, Zhang Q, Guo AY. Expression profile of immune checkpoint
genes and their roles in predicting immunotherapy response. Brief Bioinform.
2021;22(3).

267.Miao YR, Zhang Q, Lei Q, Luo M, Xie GY, Wang H, et al. ImmuCellAl: A Unique
Method for Comprehensive T-Cell Subsets Abundance Prediction and its
Application in Cancer Immunotherapy. Adv Sci (Weinh). 2020;7(7):1902880.

268.Kather JN, Suarez-Carmona M, Charoentong P, Weis CA, Hirsch D, Bankhead P, et
al. Topography of cancer-associated immune cells in human solid tumors. Elife.
2018;7.

269.0liver AJ, Davey AS, Keam SP, Mardiana S, Chan JD, von Scheidt B, et al. Tissue-
specific tumor microenvironments influence responses to immunotherapies. Clin
Transl Immunology. 2019;8(11):e1094.

270.Pao W, Ooi CH, Birzele F, Ruefli-Brasse A, Cannarile MA, Reis B, et al. Tissue-
Specific Immunoregulation: A Call for Better Understanding of the "Immunostat” in
the Context of Cancer. Cancer Discov. 2018;8(4):395-402.



107

271.Buccitelli C, Selbach M. mRNAs, proteins and the emerging principles of gene
expression control. Nat Rev Genet. 2020;21(10):630-44.

272.Schwanhdusser B, Busse D, Li N, Dittmar G, Schuchhardt J, Wolf J, et al. Global
quantification of mammalian gene expression control. Nature. 2011;473(7347):337-
42,

273.Davidson EH. Emerging properties of animal gene regulatory networks. Nature.
2010;468(7326):911-20.

274.Lindeboom RG, van Voorthuijsen L, Oost KC, Rodriguez-Colman MJ, Luna-Velez
MV, Furlan C, et al. Integrative multi-omics analysis of intestinal organoid
differentiation. Mol Syst Biol. 2018;14(6):e8227.

275.Becker K, Bluhm A, Casas-Vila N, Dinges N, Dejung M, Sayols S, et al. Quantifying
post-transcriptional regulation in the development of Drosophila melanogaster. Nat
Commun. 2018;9(1):4970.

276.Jovanovic M, Rooney MS, Mertins P, Przybylski D, Chevrier N, Satija R, et al.
Immunogenetics. Dynamic profiling of the protein life cycle in response to
pathogens. Science. 2015;347(6226):1259038.



108

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

AKUT KORONER SENDROMDA IMMUN KONTROL NOKTASI
PROTEINLERI iLE TH1/TH2 HUCRE SITOKINLERI ARASI

MOLEKULER ILISKI

ORIJINALLIK RAPORU

% ; %7 %3 %2

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET KAYNAKLARI ~ YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

acikbilim.yok.gov.tr
internet Kaynagi %4
Submitted to Saglik Bilimleri Universitesi <o
Bgrenci Odevi %
dspace.gazi.edu.tr 1
internet Kaynad < %
| acikerisim.uludag.edu.tr /
Internet Kaynad <%
Submitted to Erciyes Aniversitesi eul
- Ogrenci Odevi Y%
hdl.handle.net .
n internet Kaynag <%
i 4
?vww.Jou_rnalagent.com <4
nternet Kaynagi
avesis.istanbul.edu.tr '
E Internet Kaynag <%1

www.researchgate.net



