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TESEKKUR
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akademik yolda yirriime sevki kazandiran | NS
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I - I 'k kiir ederim.

Tiim hayatim boyunca biiyiik desteklerini aldigim sevgili aileme ve dostlarima sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Yaman D. Kanser Olgularinda ve Ailesel Kanser Yatkinhgi Nedeniyle Klinik Ekzom
Dizi Analizi Yapilan Olgularda Sitokinler ve 1liskili Sinyal Yolaklarindaki
Degisiklikler. Baskent Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Genetik Doktora
Tezi, 2022.

Kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve cogalmasi ile karakterize olan kanser, bir¢ok etyolojik faktdre
bagimli kompleks ve ¢ok asamali genetik bir hastaliktir. Kanser ve inflamasyon arasindaki
iliski karmagik olmasia ragmen, epidemiyolojik ¢aligmalar, inflamatuar ve enfeksiy6z
hastaliklarin kanser riski ile iliskili oldugunu gdstermektedir. Immiin sistem, patojenlere
kars1 viicut savunmasinin yani sira, kanser olusumu ve yayiliminda da O6nemli bir
diizenleyicidir. Tiimér mikrogevresi immiin sistem ve kanser hiicrelerinin etkilesiminde
kritik 6neme sahiptir. Tiimor mikrogevresinde immiin yanitin énemli modiilatdrlerinden
sitokin ve oksidan molekiillerin dinamik etkilesimi, kronik inflamasyon olusumuna aracilik
ederek tiimor prognozunu etkiler. Kanser immiinogenetigini arastiran giincel galismalar,
timor mikrogevresindeki bu molekiiler degisiklikleri kanser hastalarinin tant ve
prognozunda Snemli biyobelirtecler olarak kabul etmektedir. Bu nedenle bu calismada
kanser tanis1 almis hasta grubunda ve ailesel kanser dykiisli nedeniyle tarama amagh klinik
ekzom dizi analizi yapilmis olgularda sitokin ve iliskili sinyal yolaklarinda gorevli gen
varyantlarinin incelenmesi ve sonuclarin klinik bulgularla iligskilendirilmesi amag¢lanmistir.
Verilerin istatistiksel analizinde tanimlayici testlerden yararlanilmistir. Calismamizda klinik
ekzom dizi analizi endikasyonlar: sirasiyla invaziv duktal meme kanseri (%40, n=12/30),
ailesel kanser Oykiisii pozitifligi (%26.7, n=8/30), over kanseri (%13.3, n=4/30),
endometriyum kanseri (%3.3, n=1/30), over ve endometriyum kanseri (%3.3, n=1/30),
meme fibroblastik hiperplazisi (%3.3, n=1/30), meme ve mide kanseri (%3.3, n=1/30), mide
kanseri (%3.3, n=1/30) ve gastrointestinal stromal tiimori (%3.3, n=1) tanilarini
kapsamaktadir. Klinik ekzom dizi analizine gore tiim kohortta kanser ile iligkili genlerde
varyant tespit edilme oran1 %83.3 (n=25/30) iken, sitokin ve iligkili sinyal yolaklarini iceren
genlerde varyant tespit edilme orani %40 (n=12/30) idi. Klinik ekzom dizi analiz sonuglarina
gore hiicre bliylimesi ve ¢ogalmasi ile DNA onariminda gorevli tiimor baskilayic1 ve
onkogenik fonksiyona sahip genlere ek olarak, mitokondriyal, lizozomal fonksiyonlarda
gorevli genlerde de (ALK, ATM, BRCA2, CDKN2A, CHEK2, ERBB2, ERCC2, IGF2R, KIT,
LZTRI, MET, MN1, MSHS5, MUTYH, MYHI, NF1, NOTCH, NQOI, PARK2, PDGFRA,
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PMSI, POLE, PTCHI, RET, RUNXI, TP53, TSCI, TYR) varyasyon tespit edildi. Bu gen
degisimlerine eslik eden sitokin ve iligkili sinyal yolaklarinda gorevli gen varyantlar1 da
belirlendi. Bu genler tiimor mikrogevresi ve immiin yanit dengesinde etkisi literatiirde
gosterilmis olan CCR9, CXCRI, ILDRI, IL-2Ry, IL-6R, IL-7R, IL-10/10RB, IL-2IR, IRAK3,
IRAK4, SMAD3/6, STAT3, TGF-p1, TLR2 genlerini kapsamaktadir. Ozellikle DNA
onariminda gorevli timor baskilayict gen ve onkogen degisimlerine eslik eden sitokin ve
iligkili sinyal yolaklarinda gorevli gen polimorfizmleri 7 kanser tanis1 almig hastamizda
tespit edilmistir. Tiimor baskilayici gen ve onkogen varyantlarina eslik eden sitokin gen
varyantlar1 imminreaktif timor mikrogevresi ve genomik kararsizlik arasindaki baglantiy1
desteklemektedir. Caligmamizin sinirl 6rneklem biiyiikliigiine ragmen, sonuglarimiz klinik
ekzom dizi analizinin kanser immiinogenetigini aydinlatmada 6nemli bir molekiiler genetik
test oldugunu ve verilerimizin fonksiyonel c¢aligmalarla desteklenmesi gerektigini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, immiin sistem, klinik ekzom dizi analizi, sitokin
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ABSTRACT

Yaman D. Changes in Cytokines and Related Signaling Pathways in Cases with Cancer
and Familial Cancer Susceptibility by Clinical Exome Sequencing Analysis. Baskent
University Institute of Health Sciences, Medical Genetics Ph.D Thesis, Thesis, 2022.

Cancer, which is characterized by uncontrolled cell growth and proliferation, is a complex
and multistage genetic disease dependent on many etiological factors. Although the
relationship between cancer and inflammation is complex, epidemiological studies show that
inflammatory and infectious diseases are associated with cancer risk. The immune system is
an important regulator in formation and spreading of cancer, as well as the body's defense
against pathogens. The tumor microenvironment is critical in the interaction of the immune
system and cancer cells. The dynamic interaction of cytokine and oxidant molecules, which
are important modulators of the immune response in the tumor microenvironment, affects
tumor prognosis by mediating the formation of chronic inflammation. Current studies
investigating cancer immunogenetics accept these molecular changes in the tumor
microenvironment as important biomarkers in the diagnosis and prognosis of cancer patients.
Therefore, in this study, it was aimed to examine the gene variants involved in cytokine and
related signaling pathways and to correlate the results with clinical findings in the patient
group diagnosed with cancer and in patients who underwent clinical exome sequencing
analysis for screening purposes due to familial cancer history. Descriptive tests were used in
the statistical analysis of the data. In our study, the indications for clinical exome sequencing
analysis were invasive ductal breast cancer (40%, n=12/30), familial cancer history
positivity (26.7%, n=8/30), ovarian cancer (13.3%, n=4/30), endometrial cancer (3.3%,
n=1/30), ovarian and endometrial cancer (3.3%, n=1/30), breast fibroblastic hyperplasia
(3.3%, n=1/30), breast and stomach cancer (3.3%, n=1/30), stomach cancer (3.3%, n=1/30)
and gastrointestinal stromal tumor (3.3%, n=1) respectively. According to clinical exome
sequencing analysis, the rate of variant detection in cancer-related genes in the entire cohort
was 83.3% (n=25/30), while the rate of variant detection in genes containing cytokine and
related signaling pathways was 40% (n=12/30). According to the results of clinical exome
sequencing analysis, in addition to genes with tumor suppressor and oncogenic functions in
cell growth and proliferation and DNA repair, variation was also detected in genes involved
in mitochondrial and lysosomal functions (ALK, ATM, BRCA2, CDKN24, CHEK2, ERBB2,
ERCC2, IGF2R, KIT, LZTRI, MET, MN1, MSH5, MUTYH, MYHI, NF1, NOTCH, NQOI,
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PARK2, PDGFRA, PMSI, POLE, PTCHI, RET, RUNXI, TP53, TSCI, TYR). The gene
variants involved in cytokine and related signaling pathways accompanying these gene
changes were also determined. These genes include CCRY, CXCRI1, ILDRI, IL-2Ry, IL-6R,
IL-7R, IL-10/10RB, IL-2IR, IRAK3, IRAK4, SMAD3/6, STAT3, TGF-f1 and TLR2 whose
effects have been shown in the literature on tumor microenvironment and immune response
balance. In particular, gene polymorphisms in cytokines and associated signaling pathways
accompanying tumor suppressor gene and oncogene changes involved in DNA repair were
detected in 7 patients diagnosed with cancer. Cytokine gene variants accompanying tumor
suppressor gene and oncogene variants support the link between immunoreactive tumor
microenvironment and genomic instability. Despite the limited sample size of our study, our
results show that clinical exome sequencing analysis is an important molecular genetic test
in elucidating cancer immunogenetics and our data should be supported by functional

studies.

Keywords: Cancer, immune system, clinical exome sequencing analysis, cytokine
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1. GIRIS

Kanser kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi, apoptoz inhibisyonu, anjiyogenez ve
metastaz ile karakterize genetik bir hastaliktir (1). Kanser hiicresinde izlenen bu metabolik

degisimler bir¢ok hiicre i¢i ve hiicreler arasi dinamik sinyal siire¢lerinin sonucudur.

Kanser duyarliligi ve kanser tedavisinde bireysel cevap farkliliklarmin ardindaki
mekanizmalarda immiin sistem énemli bir yer tutmaktadir (2). Immiin sistem hiicrelerinin
yabanci olarak algiladigi ve immiin yanit olusumuna neden olabilen tiimodre 6zgii antijenlerin
veya neoantijen olarak adlandirilan degistirilmis amino asit dizileri olan proteinlerin
iiretilmesiyle sonuglanabilen somatik degisiklikler kanser immiinogenetiginde 6nemli bir
etkiye sahiptir (3,4). Gilinlimiizde timore 6zgii neoantijen yiikii, kanser immiinoterapisinde
bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmekte ve bu antijen sinifina kars1 efektdr T hiicre yaniti
olusturmay1 hedefleyen yeni adjuvan terapotik yaklagimlar {izerinde calisilmaktadir (5).
Yapilan ¢aligmalara gore yliksek neoantijen peptit ylikiinlin diisiik lenf nodu metastaz: ile

iligkili olmasi kanser ve immdiin yanit etkilesimini desteklemektedir (5).

Immiin siirveyans teorisinde belirtildigi iizere immiin sistem kanser hiicrelerinin
anormal gelisimini kontrol altinda tutarak tiimor olusumunu 6nleyebilmektedir. Bu hipoteze
gore, dogal ve adaptif immiin sistem hiicrelerinin timér dokusuna invazyonu kanserde
prognostik ve prediktif bir degere sahiptir (6,7). Sitotoksik CD8" T hiicreleri, diizenleyici T
hiicreleri (Treg), dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler, nétrofiller ve makrofajlar dahil olmak {izere
immdiin sistem hiicrelerinin tiimor dokusuna infiltrasyonu bir¢ok solid kanser tiirtiniin ortak
ozelligidir (8). Immiin sistem hiicreleri ve tiimér hiicreleri arasindaki etkilesimden sorumlu
sitokinlerin ve inflamasyonla iliskili birgcok mediatoriin (/L-1p, IL-2Ry, IL-4, IL-4R, IL-6,
IL-6R, IL-7R, IL-31RA, IL-36RN, FOXP3, IL-10RB, IL-12B, ILI2RBI, ILDRI, IL-17RD, IL-
18, ILISRAP, IL21-IL-21R, SOD, SOX, kemokin ve TLR ailesi gibi) tiimor invazyon ve

metastazini etkileyebilecegi literatiirde belirtilmigtir (9-11).

Tiimdr mikrogevresinde etkili olan sitokin ve iligkili sinyal yolaklarini1 kodlayan gen
mutasyonlart ve/veya varyasyonlari bu mediatorlerin diizeylerini de etkileyerek immiin

sistem hiicrelerinin aktivasyonunu ve tiimor dokusuna infiltrasyonunu etkilemektedir.



Literatiirde immiinite ve kanser arasindaki iliskiyi arastiran bir¢cok c¢alisma
bulunmasina karsin ‘klinik ekzom dizi analiz yontemi ile sitokin ve iliskili sinyal yolaklarimi
kodlayan genlerin degerlendirildigi’ bir ¢aligma bulunmamaktadir. Sunulan bu ¢alismayla
klinik ekzom dizi analizi yapilmis kanser tanisi1 almig hastalar ve ailesel kanser Oykiisii
pozitif olan bireylerde bu genlerdeki degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir. Elde
edilecek veriler, sitokin ve iligkili sinyal yolak degisimlerinin kanser olusumu {izerine

etkilerine yonelik ek bilgiler saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

2.1.1. Kanser epidemiyolojisi

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Kiiresel demografik
ozellikler, 2025 yilina kadar her yil beklenen >20 milyon yeni kanser vakasi ile kanser

insidansi artigini ortaya koymaktadir (12).

2.1.2. Kanser etyopatogenezi

Hiicrede yogun metabolik ve davranigsal degisikliklere yol acan kanser ¢ok adimli bir
stirectir. Kanser olusumunda, hiicre biiylimesi ile farklilagmasini diizenleyen ve anormal
hiicre ¢ogalmasina yol agan genlerin kontrol ve aktivitesindeki degisiklikler énemli bir
etkiye sahiptir (13). Temel molekiiler degisiklikler kanser hiicresinin indiiklenmis
anjiyogenezine, invazyonuna ve metastazina yol agan genom hasarini (nokta mutasyonlari,
delesyonlar ve translokasyonlar, telomer hasar1 gibi), epigenetik degisikliklerini,
mitokondriyal disfonksiyonlarini, kronik inflamasyonu ve immiin sistemden kagis

mekanizmalarini kapsar (14,15).

Kanser olugumu bu germinal ve somatik mutasyonlarin yan1 sira ¢evresel faktorlerle
de baglantilidir. Ultraviyole (UV) radyasyon etkilesimi, c¢evre kirliligi ve alkol-sigara
kullanim1 gibi ¢evresel faktorler de hiicresel yaslanma ile iliskili kronik inflamasyona ve

kronik DNA hasarina katkida bulunur (16).

Inflamasyon ve kanser olusumu arasindaki baglanti Rudolf Virchow (17) tarafindan
tespit edilmistir. Epidemiyolojik ve klinik c¢aligmalara gore kanserlerin yaklasik %25'
kronik enfeksiyon veya kronik inflamasyona bagli ortaya c¢ikar (17-19). Kanserin
karakteristik 6zelligi olan genomik kararsizlik ve inflamasyon iliskisi, kanser

immunogenetiginde 6nemli bir yer tutar (20,21).



2.2. Kanser Immiinogenetigi

Yiiksek diizeyde genomik kararsizlik, DNA onarim genlerindeki kalitsal veya somatik
mutasyonlar ve onkojen kaynakli replikasyon stresi ile iligkilidir (22). Ozellikle, homolog
rekombinasyonda (HR) gorevli genlerdeki (BRCA1/2, RADS5IC, RD51D, PALB2)
mutasyonlar nedeniyle ¢ift sarmalli DNA kiriklarinin ve DNA ¢apraz baglarinin kusurlu
onarimi veya Fanconi anemi (FA) gen mutasyonlari, yiiksek diizeyde genomik kararsizlikla
karakterizedir (22-24). DNA onarim kusurlart sitoplazmik DNA olusumuna yol agcar.
Sitoplazmik DNA’nin hiicre i¢i sensorii olarak bilinen interferon (IFN) genlerinin siklik
GMP-AMP sentaz uyaricist (cGAS/STING) sinyal yolak aktivasyonu ise immiin yanit
olusumunu tetikler (22-24). Bu inflamatuar sinyal yolak aktivasyonu NF-kB aktivasyonu ile
de iliskili olup, bu etkilesim NF-kB hedef genleri iizerinden antiapoptotik siirece, epitelyal-
mezenkimal gegise, interferon diizenleyici faktor 3 (IRF3) fosforilasyonuna, IFN o/ff ve
JAK/STAT sinyal yolak transaktivasyonuna yol agar (22,25,26). IFN, CD8+ T hiicrelerinin
ve yardimct T hiicre (Thl) hiicrelerinin gelisimi dahil olmak {izere belirli T hiicre alt
gruplariin proliferasyonunu ve aktivitesini dogrudan desteklerken, yardimci T hiicre 2
(Th2) hiicre gelisimini kisitlar (22). Sonug olarak, bu inflamatuar sinyal aktivasyonu, timdr

yayilimu ile antitlimor yanit dengesinde 6nemli bir rol oynar.

BRCA1/2 ve diger homolog rekombinasyonda gorevli gen defektlerine bagli DNA
onarim kusurlarini igeren tiimorler yiiksek timoér mutasyon yiikii ve neoantijen ifadelenmesi
ile karakterize olup, bu durum belirli kanser tiirlerinde artan genel sagkalim ile iligkilidir
(3,27). Bu sonug tip II interferon gama (IFNy), proinflamatuar bir¢ok sitokinin (CXCL10,
CCLS5 ve TNF-a gibi), STATI ve TNFR dahil olmak iizere immiin yanit olusumunda gorevli
genlerin transkripsiyonunda artigla karakterize immiinreaktif bir timdr mikrogevresi ile
uyumludur (27-29). Buna gore tiimor dokusunu infiltre eden CD3+ ve CD4+ T lenfosit
diizeylerinde artis mevcuttur (30). Bu tiimorlerde izlenen yiiksek tiimor infiltre edici lenfosit
(TIL) aktivasyonu immiin sistem kontrol noktas1 modiilatérleri programlanmis 6liim 1 (PD-
1) ve programlanmig 6liim 1 ligand (PD-L1)" inin yiiksek ifadelenmesi ile de iliskilidir. Buna
gbére, CD3" TIL hiicrelerinin sayisi, PD-1 pozitifliginin bir belirteci olarak kabul
edilmektedir (27). Benzer sekilde, fare kanser modellerinde 7p53 ve Brcal genlerindeki
fonksiyon kayiplari, daha yiliksek Th2 hiicreleri, T diizenleyici hiicreler (Treg'ler) ve
tikenmis T hiicrelerinin (PD-1" T hiicresi) yan1 sira immiin sistem kontrol noktasi genlerinin

(Pd1 ve Ctla4) yliksek oranda ifadelenmesi ile karakterize kanserlerin gelismesine yol agar



(22). Diger bir genomik kararsizlik sebeplerinden olan DNA replikasyonu ve onariminda
gorevli POLD ve POLE gen mutasyonlari da tiimér dokusunda yiiksek T lenfosit
infiltrasyonu ve PD-1 aktivasyonu ile karakterizedir (31). Preklinik verilere gére bu
degisimler, DNA replikasyon ve onarim siirecleri kusurlu tiimdr hiicrelerinin immiin sistem
kontrol noktas1 blokajina kars1 yiiksek hassasiyetine neden olmaktadir (31). Ancak mevcut
klinik ¢aligmalar BRCA1/2-mutant ileri evre over ve triple negatif meme kanseri tanili
hastalarin  ¢ogunun, PD-L1 blokajindan belirgin bir klinik fayda saglamadigim
gostermektedir (22). Bu uyumsuzlugun nedenleri arasinda az hasta sayist ve kanserin ileri
evresinde rastlanilan zayif immiin sistem kapasitesi yer alabilir (22). Ayrica bu tip
kanserlerde tiimor mikrogevresinin sitokin ve iligkili bir¢ok faktére bagimli ozellikleri
intrinsik immunoterapi direncinde 6nemli bir rol oynar. DNA’ya baglanma veya
tetramerizasyon bolgerini etkileyen 7P53 timor supresér gen mutasyonlart da
cGAS/STING/IRF3/TFN aktivasyonunu Onleyerek, timor mikrogevresinin
immiinsupresyonunu destekler (32). STING bagimli kemokin (CCL2, CCL7 ve CCL12)
aktivasyonu da miyeloid kokenli baskilayict hiicre aktivasyonu ile karakterize
immunsupresif timor mikrogevresinden sorumludur (33). BRCA1/2 mutant kanserlerde
genellikle amplifiye olan c-myc onkogen aktivitesi de /FFN gen ifadelenmesini dogrudan

baskilayarak tiimor mikrogevresinde kompleks degisimlere neden olabilmektedir (34,35).

Ozellikle HR kusurlu over ve meme kanseri hiicrelerinde molekiiler hedefli diger bir
kanser terapisi olan PARP1 inibisyonu 6n plana g¢ikmaktadir. PARP inhibitorlerinin
immiinomodiilator etkileri oldugu gozlemlenmistir. Bu tedavi tiiriinde uygulanan DNA tek
zincir kiriklarinin onariminda etkisi bilinen PARP protein inhibisyonu, 6nceden var olan HR
DNA onarim bozukluguna bagli olarak kanser hiicrelerini apoptoza stiriiklemektedir.
Ayrica, PARP inhibitoérleri HR kusuru olan tiimér modellerinde sitoplazmik DNA
birikimine bagli ¢cGAS/STING/IFN aktivasyonu araciligi ile immiin reaktif bir timor
mikrogevresinin olusumuna yol agmaktadir (36,37). Buna gore, BRCA[ mutant over kanser
modelinde kullanilan PARP1 inhibitorii olan rucaparib’in tiimdr dokusuna CD8+ T hiicre
infiltrasyonunu ve CD8/CD4 oranini arttirdigit ve PD-1 veya PD-L1 inhibisyonu ile
birlestirildiginde etkisinin sinerjistik oldugu kaydedilmistir (31).

BRCA1/2 mutant kanserlerde cGAS/STING sinyal yolak aktivasyonu tipik olarak IFN
sinyali ve dolayisiyla immiin sistem aracili tiimor hiicrelerinin eliminasyonu ile

sonuclandigindan, tiimdr gelisimi icin bir zorluk teskil eder. Bu nedenle, BRCA1/2 mutant



tiimor hiicrelerinin, bilylimelerini slirdiirmek ve immiin sistemden kagmak i¢in IFN yanitini
azaltmasi gerekir. Bu mekanizmalar HR kusurlu tiimor hiicrelerinin DNA hasarint POLQ-
PARP1 araciligi ile onarimi sonucunda sitoplazmik DNA olusumunu azaltmasini,
sitoplazmik DNA’nin degradasyonunda etkili TREX1 ve Riboniikleaz H1 enzim
aktivasyonunu ve DNA sensorleri olan cGAS ve STING gibi efektor proteinlerin

inhibisyonunu kapsamaktadir (22).

Bununla birlikte, genomik kararsizlig1 yiliksek olan kanserler de immiin gézetimden
kacabilmektedir. Kanser hiicrelerinin, tiimor biiylimesini, yayilimin1 ve kemoterapotik
ajanlara direncini tesvik etmek icin tiimor mikrogevresinin yeniden programlamasina
yardimc1 olan sitokin ve biiylime faktorleri dahil olmak tizere gesitli faktorleri salgiladig da
bilinmektedir (38-40). Tiimor mikrogevresindeki inflamatuar ve hipoksik ortam FoxP3*
Treg aktivasyonu araciligi ile immiinsupresyona neden olur (41). Buna ek olarak, kanser
hiicreleri, major histo-uyumluluk kompleksi (MHC) smif I antijen ifadelenmesini
baskilayarak veya reaktif T hiicrelerinde apoptotik sinyalleri indiikleyen mekanizmalari (Fas

Ligand (FasL)- PDL-1/2) aktive ederek, immiin yanit olusumunu 6nleyebilir (2).

Genom stabilitesinde kritik Oneme sahip olan DNA onarimi ve replikasyon
stireglerinde gorevli genler (ERCC1, XPA, XPC, RADS51, CHEK1/2, XRCC2, BLM, BRCA?2,
MSH?2) ayn1 zamanda timér mutasyon yiikii, neoantijen ifadelenmesi ve timor
mikrogevresinin immiinreaktivitesi ile yakindan iligkilidir (42). Li ve ark’nin yaptig1 bir
calismada BLM, BRCA2, MSH2, XRCC2, RAD51, CHEK1/2 DNA onarim genlerinin aksine
ERCCI, XPA ve XPC genleri ile timdr mutasyon yiikii ve neoantijen ifadelenmesi arasinda

negatif bir iligki mevcuttur (42).

Sonug olarak, timor mikrogevresindeki bircok degisim kanser immiinogenetiginde
kritik 6neme sahiptir. Tiimor mikrogevresinde, kanserle iliskili fibroblastlar, immiin sistem
hiicreleri, adipositler, endotel hiicreleri, perisitler, stromal proteinler, sitokinler ve biiylime

faktorlerinin birbirleriyle olan etkilesimleri kanser prognozunda ¢ok 6nemlidir (6,38).

2.2.1. Sitokinler

Sitokinler, immiin sistem dengesini diizenleyen ve hiicreler arasi sinyal iletimi aracilari

olarak gbrev yapan salgilanan veya hiicre zarina bagl proteinlerdir (11). Sitokin ag1, dogal



ve adaptif immiin yanitin 6nemli bir parcasidir. Sitokin ve reseptorlerinde olusabilecek

genetik varyasyonlar immiin yanit diizeylerinde 6nemli degisikliklere neden olur (43,44).

2.2.2. Interlokinler ve iliskili sinyal yolaklarinin kanser immiinogenetigi iizerine

etkisi

Interldkinler (IL), immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasinin yani sira
hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, hiicre goc¢ili ve adezyonunda O6nemli rol oynar (45).
Proinflamatuar ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olan bu sitokin alt grubu inflamasyon

ve immiin yanit dengesinde gorevlidir (45).

IL (IL-1a, IL-1p ve IL-1 reseptor antagonisti (ILIRA/ILIRN)) sitokin ailesi, Thl ve
Th2 aracili inflamasyon ve anti-inflamatuar yanit olusumunda goérevli heterojen bir protein
grubudur (46,47). IL-1a, IL-1f ve IL-1RN genleri, kromozom 2q12-2q14 iizerinde 430 kb'lik
bir bolge icinde yer almaktadir. Bu gen ailesi tiimor supresor genlerin metilasyonunu ve
histon modifikasyonlarint modiile eder (48,49). Anti-inflamatuar bir sitokin olan /L-/RN’nin
aksine, /L-la ve IL-1f, inflamatuar yanit olusumunda etkilidir. /L-/a, IL-1f ve IL-1RN
polimorfizmlerinin tiimdr immiinogenetigine etkileri birgok kanser tiirlinde gosterilmistir

(50-51).

IL-2Ry (Xq13.1°de lokalize) etkilesimde oldugu IL-2, IL-4, IL-4R, IL-7, IL-9, IL-15
ve IL-21 sitokinleri ve iligkili sinyal yolaklar1 (PI3K, STATS) aracilig1 ile immiin yanit
dengesinde O6nemli bir role sahiptir (52). IL-2Ry’nin antitiimdrojenik o6zelligi meme
kanserlerinde =~ neoadjuvan  kemoterapinin  etkinligini degerlendirmek  i¢in

kullanilabilmektedir (53).

CD2S5 olarak da bilinen /L-2 sitokini, reseptorleri /L-2RA (10p15.1°de lokalize) ve IL-
2RB (22q12.3’te lokalize) araciligi ile IL-15, STATS, PI3K, AKT, NF-kB mediatorleri ile
etkilesir, Ozellikle Treg hiicre ve nétrofil aktivitesi {izerinden otoimmiinitede nemli bir rol
oynamaktadir (53,54). Literatiirde /L-2RA aktivasyonu ile hiicre farklilagmasi, ¢cogalmasi,
apoptozisi ve kanser kok hiicre devamlilig1 arasinda anlamli bir iliski mevcuttur (55). Buna
gore, IL-2 ve IL-2RA gen polimorfizmleri meme ve akciger dahil olmak {izere birgok kanser

tiiriinde tespit edilmistir (54).



TNF geni, 6p21.3°de lokalize olup, etkilesimde oldugu sitokinlerle birlikte inflamatuar
yanitta 6nemli bir rol oynar (56,57). TNF-a, hiicre olimi ile iligkili hedef genlerin
regililasyonu ile tiimdr apoptozisini tetikleyebildigi gibi, hiicre dongiisii ve anti-apoptotik
genlerin aktivasyonu ile de timor gelisimini aktive edebilir (58,59). TNF’in onkojenik etkisi
Ras/Raf/MEK1/ERK, PI3K/AKT sinyal yolaklarinin ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
(VEGF-C) gibi mediatdrlerin aktivasyonuna baglidir (60,61).

TGF- B'min i¢ izoformu (TGF- B1, B2, B3) inflamasyon, anjiyogenez, fibroblast
proliferasyonu, kollajen sentezi ve hiicre dis1 matriks yeniden sekillenmesine katilir (62-64).
TGF-p1 (19q13.1-13.3), TGF-p2 (1g41) ve TGF-p3 (14924.3) genleri sirasiyla 7, 8 ve 7
ekzon igerir (65). TGF-f' nin biyolojik etkilerine iki transmembran serin/treonin kinazin
heteromerik kompleksi (tip I ve tip Il TGF-f1 reseptorleri (TGF-SRI ve TGF-fRII)) aracilik
eder (66,67). TGF-SRIII ise, TGF-B' nin bir¢ok reseptor ile etkilesimini kolaylastirir ve
multimerik reseptdr komplekslerini stabilize eder (68). TGF-S/SMAD sinyal yolag: hiicre
biiyimesinde, EMT kontroliinde ve epitel hiicre apoptozunda ve anjiyogenezde etkilidir
(69,70). Kanonik SMAD bagimli sinyal yolagina ek olarak, TGF-f sitokini ERK, c-Jun JNK,
p38, MAPK, PI3K-AKT ve Rho- GTPaz'larin aracilik ettigi proinflamatuar sinyal
yolaklarin1 da indiikleyebilir (71). Tiimdr dokusundaki yliksek 7GF-f aktivasyonu, timor
metastazi ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (72,73). Timor mutasyon yiikiinii olusturan
DNA yanlis eslesme ve baz eksizyon onarimi defektleri de 7GF-f aktivasyonu ile iligkilidir
(73).

SMAD ailesinin {iiyeleri ii¢ gruba ayrilabilir: (1) reseptorle iliskili SMAD'lar (R-
SMAD'lar: SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMADS ve SMAD?Y), (2) koaktivatdr SMAD (SMAD4)
ve (3) inhibe edici SMAD'lar (SMADG6 ve SMAD7) (74). Ozellikle SMAD2 (18q21.1) ve
SMAD3 (15q21-22) kanonik TGF-/£ sinyal yolaginin hiicre i¢i efektorleridir (75). SMAD3,
hiicre biiylimesi ve apoptozu ve tiimor metastazinda énemli bir rol oynar (76-78). Bircok
kanser tiirlinde SMAD3 genindeki yanlis anlamli mutasyonlar, 7GF-f hedef genlerinin
transkripsiyonunu da etkiler (74,79,80). Bununla birlikte, SMAD4 fonksiyon kaybi
proinflamatuar sitokin aktivasyonu ve BRCAI tumor baskilayici gen inhibisyonu ile
koreledir (75,81). SMADG6 (15q22.31) ise, TGF-f1’in negatif bir regiilatorii olup, NF-kB ve
proinflamatuar sitokin inhibisyonu yapar (82,83). SMAD7 (18q21.1) ve TGF-SR1 etkilesimi
TGF-B1 fonksiyonunun negatif regiilatoriidiir. Ayrica, SMAD7 TGF-B1/SMAD?3 hedef gen

transkripsiyonunu bu genlerin promotor bdlgelerine baglanarak inhibe eder (84). T



hiicrelerinde SMAD7 aktivasyonu, efektor CD8 * T hiicre infiltrasyonuna ve proinflamatuar
TNF-a ve IFN-y aktivasyonuna neden olurken, Treg hiicre sitokini IL-17a’nin inhibisyonuna
neden olur (85). Bununla birlikte, SMAD7 aktivasyonu skuamoz hiicreli karsinom,
papilloma, 6zofagus, mide ve endometriyum kanserlerinde goriilmekle birlikte, bu durum
yiiksek niiks oran1 ve kotii prognoz ile iliskili bulunmustur (86,87). SMAD7’in onkojenik
etkileri, c-myc, siklin bagimli kinaz 4, siklin D1 ve p21 etkilesimleri sonucunda G1 hiicre
dongiisii aktivasyonu ile iligkilidir (85). Ayrica, SMAD?7 hiicre dongiisii kontroliinde kritik
oneme sahip ve tlimor baskilayici fonksiyonu olan retinoblastoma protein fosforilasyonunu
TGF-B1’nin aksine aktive ederek hiicre dongiisiinii tetikler (85). Sonugta bu veriler, farkli
kanser tiirlerinde tiimdr mikrogcevresi ve tiimdr gelisim yerine gére SMAD7' nin anti-

tiimorojenik veya pro-tiimorijenik etkilerini vurgulamaktadir.

IL-3, 5q31.1°de lokalize dogal ve adaptif immiin sistemi birbirine baglayan ve birgok
immiinopatolojide etkisi gosterilmis bir sitokindir (88). Otoimmiin hastaliklar, alerji ve
onkogenez iizerine etkileri mevcut olan IL-3 sitokini, graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) ve IL-5 ile benzer biyolojik etkilere sahiptir (89-91). IL-3 diizeyleri
proinflamatuar IL-1, IL-6, G-CSF, IFN-y veya TNF-a sitokinleri ve kdk hiicre faktorii (SCF)
aktivasyonu ile uyumludur (92,93). IL-3 sitokini p53, TGF-/ SMAD/MAPK/ ERK ve JAK-
STAT sinyal yolaklar ile etkilesimdedir (94).

5q31-33’te lokalize IL-4 geni, biyolojik etkilerini IL-4 reseptoriine (IL4R) ve IL2Ry'ye
baglanarak gosterir (95,96). Anti-inflamatuar sitokin ailesinin 6nemli bir temsilcisi olan IL-
4, hiimoral bagisiklikta ve naif Th hiicrelerinin Th2 fenotipine farklilagsmasinda énemli bir
rol oynar. Ayrica, IL-4' iin, timdr mikrovaskiilaritesinde ve immiinsuprese timor
mikrocevre olusumunda anahtar rol oynayan tiimoérle iligskili makrofaj aktivasyonunu
tetikledigi bildirilmektedir (97,98). IL-4' {in tiimor hiicrelerinin apoptozunu etkileyerek
timor metastazini da destekleyebilecegi gosterilmistir (99,100). Etkilesimde oldugu STAT6
aktivasyonu araciligi ile IL-4 sitokini kolon, meme ve akciger karsinomlarinda tiimor
hiicrelerinde otokrin hayatta kalma faktorii olarak fonksiyon gostermektedir (99-101).
Ligandlar1 Th2 sitokinlerinden IL-4 ve IL-13 olan /L4R geni, 16p12' de lokalizedir (102).
IL-4R geni ekzon ve regiilator bolgelerindeki polimorfizmler bu sitokinin aktivasyonunu da
etkilemektedir (102). IL-4R etkilesimde oldugu inflamatuar sinyal yolaklar1 {izerinden

birgok solid kanserin prognozunda 6nemli bir rol oynar (47,101).



IL-6 (7p21.24) makrofaj, endotel hiicreleri ve baz1 efektér T hiicreleri tarafindan
iiretilen tip I sitokindir. Hiicre i¢i sinyal iletiminde gp130 ad1 verilen IL-6 reseptor (IL6R)
alt linitesi ile etkilesimi kritik bir dneme sahiptir (103,104). IL-6/IL6R-gp130 aktivasyonu,
hiicre i¢i sinyal kaskadlarinin aktivasyonuna yol agar (103). Bu sitokin, Thl7
farklilagsmasinda ve kok hiicre ¢ogalmasinda da kritik bir rol oynar (103,105). Kolon
kanserini arastiran in vitro bir ¢alismada IL-6 ile IL-6R etkilesimi tlimor yiikiinde 6nemli bir
klinik belirte¢ olan karsinoembriyonik antijen (CEA) diizeylerinde anlamli bir artis ile
iligkilidir (106). Bu iligki IL-6’ nin tetikledigi EMT ve VEGF aktivasyonuna baglanmistir
(107-110).

Memeli hiicrelerinde yedi STAT molekiilii tanimlanmistir: STATI, STAT2, STAT3,
STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 (111). STAT sinyal yolag: timor olusumunda etkisi
gosterilmis onemli immiinomodiilatordiir (111). Ozellikle, STAT3 (17q21), timér hiicre
cogalmasi (BCL-2, BCL-XL, BIRC5, CCND1, C-MYC, MCL-1 hedef genleri aracilig1 ile),
tiimor invazyonu, EMT (VIM, SNAIL, TWIST, MMP-7, MMP-2, MMP-9 etkilesimi ile),
anjiyogenez (Hipoksi uyarilabilir faktor (HIF-1a), VEGF aktivasyonu ile) aktivasyonu ve
immiinosupresif etkileri nedeniyle onkogen olarak da kabul edilmektedir (112-117). STAT3
aktivasyonu, bas ve boyun, beyin, meme, akciger, pankreas, mide, prostat ve over kanserinin
yant sira kanseri, 16semi, lenfoma ve melanom dahil olmak {izere bir¢ok kanser tiiriinde
tespit edilmistir (112,118-121). Proinflamatuar immiin yanitin nemli bir diger diizenleyicisi
olan STAT4 (2q32.2-q32.3), NK hiicre, makrofaj ve CD8+ T, CD4"* Th1 hiicre aktivasyonuna
yol acarak anti-tiimdral yanit olusumunu destekler (122-124). STAT4 polimorfizmleri,
sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit, sistemik skleroz, inflamatuar bagirsak
hastaliklari, primer Sjogren sendromu, jiivenil idiyopatik artrit ve primer antifosfolipid
sendromu gibi bir¢ok otoimmiin hastalik ile de iligkilendirilmistir (125-127). STATS
(17921.2) etkilesimde oldugu IL-2 sitokin ailesi iiyeleri ve biiylime faktorleri araciligi ile
immiin yanit dengesinin korunmasinda ve onkogenezde 6nemli bir rol oynar (120,128,129).
STATS, biiyiime hormonu, eritropoietin, trombopoietin, GM-CSF, epidermal biiylime
faktorii (EGF), IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9 ve IL-15 gibi bir¢ok mediator tarafindan aktive
edilebilir (124,130). JAK-STATS sinyal yolagi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hiicre
apoptozunda gorevlidir (128).

1L-7 (8921.13) ve reseptorii IL-7R, T/B lenfositlerin gelisimi ve farklilagmasi ile hafiza
T hiicrelerinin olusumunda kritik 6neme sahiptir (131). /L-7/IL-7R sinyal yolagi, etkilesimde
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olduklar1 JAK1, JAK3, STATI1, STAT3 ve STATS'in yani1 sira PI3K, AKT-mTOR ve MEK-
ERK sinyal yolak aktivasyonu ile kanser hiicre stabilitesinde de 6énemlidir (131). Bununla
birlikte, T hiicre onkogeni olan NOTCH1 bagimli IL-7 sitokin aktivasyonu kemoterapi veya
hematopoietik kok hiicre naklinden sonra T hiicre iyilesmesi ve immiin yanit dengesinin
olusmasinda kritik 6neme sahiptir (131-133). Anormal /L-7/IL-7R aktivasyonu ise bir¢cok
immiinopatolojik durumla iliskilidir (131,134,135). Buna gore, diyabet ve multipl skleroz,
romatoid artrit, ankilozan spondilit, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi bir¢ok otoimmiin
ve kronik inflamatuar hastalikta /Z-7 bagimli anormal immiin aktivasyon énemli rol oynar

(135-137).

1q32.1°de lokalize IL-10 sitokini, Thl sitokinleri ve NF-kB aktivitesini inhibe eden
bir immiinosupresordiir (138-140). Yapilan bircok in vitro ve in vivo arastirmada, /L-10' un

otoimmiin hastalik ve malignite olusumu tizerindeki etkisi belirtilmistir (141).

IL-10RA (11g23.3) ve IL-I0RB (21922.11) heterodimerlerinden olusan IL-10
reseptOrii (IL-10R) IL-10’un hiicre i¢i sinyal yolaklari ile baglantisinda gérevlidir (142,143).
IL-10RB, 1L-10’un yanisira IL-22, 1L-26, IL-28A, IL-28B ve IL-29 sitokinleri i¢in de bir
reseptOr fonksiyonu goriir (144-147). Bu sitokin ve reseptor etkilesimi kanser olusumu ve
yayiliminda etkisi bilinen proinflamatuar AKT, ERK, MAPK, JAK-STAT ve NF-«kB sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile iliskilidir (148-152).

IL-11, IL-6 sitokin ailesinden olup, reseptorii IL-11Ra’ya baglanarak hiicre i¢i JAK -
STAT1/3, MAPK ve PI3K sinyal yolak aktivasyonu iizerinden hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenler (153-159). Ozellikle, hipoksik kanser hiicrelerinde IL-11' in
otokrin aktivasyonu, onkojenik sinyal yollak aktivasyonu iizerinden daha agresif bir

fenotiple koreledir (153-159).

1L-124 (3925.33) ve IL-12B (5q33.3) heterodimerik bir sitokin olup, efektdr Thl, NK
aktivasyonu ve IFN-y {iretimini tetikler (160-165). IL-12 bagimli IFN-y aktivitesi p53
aktivasyonuna yol acarak kanser hiicrelerinde apoptoz olusumunu destekler (166,167).
Ayrica, IL-12, VEGF inhibisyonu araciligi ile tiimdr anjiogenezini baskilayarak
antitimorojenik fonksiyon gosterir (165). IL-12, hedef hiicreler tlizerinde ifadelenen IL-
12RB1 ve IL-12RB2 reseptorleri araciligryla JAK2/ TYK2, MAPK 3/6 (MKK3/6) / P38/AP-

1 ve STAT3/4 sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile hedef gen regiilasyonundan da sorumludur
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(161,162,164-167). Ayrica, IL-12RB1 timor mikrogevresinde 6nemli bir etkiye sahip olan
PD-1 ve PD-L1 ifadelenmesinde etkilidir (168). Buna goére epidemiyolojik caligmalarda, /L-
12 polimorfizmlerinin immiin sistem bozukluklar1 ve kanser olusumu ile yakindan iligkili

oldugu tespit edilmis olup, IL-12 sitokin aktivitesi potansiyel bir antitiimor ila¢ olarak kabul

edilmektedir (168-172).

Proinflamatuar bir sitokin olan /L-13 (5q31.1), IL-13RA1/STAT6/ZEBI, AKT sinyal
yolaklar1 aracilig1 ile tiimor metastazinda etkili EMT yi indiikler (173,174). Reseptor /L-
13RA (IL-13R) (Xq24), IL-4R ile de etkilesimde olup, bir¢ok insan kanser hiicre hattinda da
ifadelenmistir (175-177).

IL-17 (6p12.2), alt1 IL-17 ailesi ligandindan (/L-17A-F) ve bes reseptorden (/L-17RA-
RD ve SEF) olusan proinflamatuar bir sitokin ailesidir (177-180). IL-17, proinflamatuar IL-
1B, IFN-y, IL-6, IL-8, CCL2, CXCL2 ve GC-CSF sitokinlerini, NF-kB transkripsiyon
faktorii ve STAT3-MAPK sinyal yolaklarini aktive ederek kanser olusumu ve yayiliminda
gorev alir (181-185). IL-17' nin, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde VEGF-C
aktivasyonuna neden olarak tiimor lenfanjiyogenezini destekledigi de bildirilmistir
(182,186). IL-17 sitokini kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri tiimor mikrogevresinde M2

makrofaj polarizasyonundan sorumludur (184).

IL-18 (11923.1), IL-1 siiper ailesine ait dogal ve adaptif immiin yanitin
diizenlenmesinde rol oynayan bir sitokindir (187,188). Reseptorii IL-18RA (2q12.1) ve bu
reseptore afinitesinde etkili olan IL-18RAP (IL-18RB) (2ql2.1), IL-18in biyolojik
fonksiyonu i¢in gereklidir (189,190). IL-18, IFN-y, JNK ve NF-kB aktivasyonu araciligi ile
hiicresel immiin yanitta kritik 6neme sahiptir (191,192). Bu nedenle bu sitokin otoimmdin,
inflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarda da anahtar rol oynar (188-192). Ayrica, IL-18
aktivitesi immiin sistem hiicrelerinde FasL ve anjiyogenez indiiksiyonunda etkilidir (188-

192).

IL-21 (4926-q27), IL-2, IL-4RA ve IL-15 sitokinleri ile benzer yapida bir sitokindir
(193-196). IL-21 sitokini, NK, T ve B hiicrelerinin ¢cogalmasini ve farklilagsmasini destekler
(193-196). Hiicre apoptozu iizerindeki etkileri dogal ve adaptif immiin sistem dengesinde
etkilidir (193-199). Reseptorii /L-21R (16p12.1)’ye baglanarak proinflamatuar JAK/STAT,
PI3K ve MAPK hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna neden olur (195-199).
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Calismalar /L2/IL-21 lokusu olarak bilinen 4927’ nin inflamatuar hastaliklar i¢in 6nemli bir
risk bolgesi oldugunu gostermistir (200). [L-21 polimorfizmleri bir¢ok inflamatuar

hastaligin yanisira meme ve tiroid kanseri ile de iligkilidir (195,200,201).

IL-12 ailesinden olan IL-23 sitokini /L-12B (5q31.1-33.1) ve IL-234 (12q13.3) alt
tinitelerinden olusur. IL-23 biyolojik fonksiyonlarin1 IL-23R (1p31.3) reseptoriine
baglanarak JAK2, TYK2, STAT3 sinyal yolaklar1 aktivasyonu aracilig ile gergeklestirir (202-
204). IL-23 hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalarda hem pro-tiimér hem de anti-tiimor
etkileri olan bir sitokindir (205). /L-23 sitokini IL-10, TGF-B, IL-17 ve VEGF gibi sitokin
ve biiylime faktorlerini aktive ederek protiimorojenik etki gosterir. Ayrica M2 makrofaj
aktivasyonu ile de efektor CD4+ and CD8+ T hiicrelerinin infiltrasyonunu Onleyerek
immiinsuprese bir tiimor mikrogevresi olusumuna katki saglar (203,206). Ayrica, IL-23 ve
IL-17 sitokinleri, tiimorle iligkili makrofajlarin ve miyeloid kokenli baskilayici hiicrelerin
tiimor mikrogevresine gelmesini tetikleyen NF-kB tanskripsiyon faktoriinii de aktive eder
(203,207). Genetik calismalar, ILI7A/F ve IL-23R genlerindeki polimorfizmlerin
inflamatuar bagirsak hastaliginin yani sira mesane, meme, endometriyum ve mide kanseri

gibi bir¢ok kanserin olusumunda da risk faktorii oldugunu gdstermistir (208-212).

Immiin sistemle iliskili birgok sitokin ve sinyal yolag: ile etkilesimde olan IL-
31(12q24.31), reseptorii IL3IRA (5q11.2) araciligt ile Th2 farklilasmasinda ve kronik
inflamasyon olusumunda 6nemlidir (213-215). In vitro ve in vivo c¢alismalar /L3/RA
inhibisyonunun kanser metastazinda ve kanser hiicrelerinin tedaviye direncinde kritik 6neme

sahip kanser kok hiicre stabilitesini baskiladigini géstermistir (213,216,217).

IL-1 sitokin ailesinden olan 7L-36 (2q14.1), spesifik reseptoriine (/L-36R) baglanarak
Thl, Th17 sitokin ve kemokin aktivasyonu aracilig1 ile p38, miyeloid farklilastirilmis protein
88 (MyD88) ve NF-kB sinyal yolaklarini tetikler (218-220). Fonksiyonel ¢aligsmalar, /L-36'
nin makrofaj, T hiicre ve epitel hiicreleri gibi genig bir immiin sistem ve immiin sistem dis1
hiicre populasyonunu IL-1' den bagimsiz bir sekilde aktive edebilecegini ve boylece deri,
akciger, bobrek, karaciger ve bagirsak gibi bircok organda inflamatuar veya onkojenik
stirecleri kontrol edebilecegini gdstermistir (218). Bununla birlikte, /L-36 sinyal yolagi
inhibitorii /L-36 R4 (2q14.1) IL-4 aktivasyonu araciligi ile antiinflamatuar bir etkiye sahiptir
(221).
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2.2.3. Kemokinlerin kanser immiinogenetigi iizerine etkisi

Kemokinler (C, CC, CXC ve CX3C alt gruplar1) hiicre gdcili, immiin silirveyans,
inflamasyon, fibrogenez ve anjiyogenez mekanizmalarinda dnemli bir rol oynayan protein
ailesidir (222-226). Tiimdr mikrocevresine dogal ve adaptif immiin sistem hiicrelerinin
invazyonunu tetikleyen kemokinler, giincel kanser tedavisinde Onemli terapotik
hedeflerdendir. Buna gore, CX3CRI-CX3CLI ve CXCR3-CXCL9 / CXCL10 / CXCLI11
kemokinleri NK hiicrelerinin, XCRI-XCLI, CCR5-CCL4 / CCL5 ve CCRI-CCL4
kemokinleri ise dendritik hiicrelerinin, CXCR3-CXCL9 / CXCL10/CXCLI11 aksi1 ise Thl
hiicreleri ve CD8+ T hiicrelerinin tiimér mikrogevresine infiltrasyonunu tetikler (227).
Bununla  birlikte, CCL2-CCR2 ve  CXCLI/CXCLS-CXCR2, CXCR3-CXCL9
/CXCL10/CXCL11, CCRI0-CCL27, CCR6-CCL20, CCR4-CCL17/CCL22 ve CCRS5-
CCL3/CCL4/CCL5 kemokinleri tiimorle iliskili makrofaj, miyeloid kdkenli baskilayici
hiicre, Treg hiicre infitrasyonu aracilig1 ile immiinsupresif tiimor mikrogevresi olusumuna
da neden olabilir (227). Kemokinler hiicre iskeleti yapist ve dinamiklerinde yapmis
olduklar1 degisimler {izerinden, hiicre gocii ve tliimor invazyonunu da tetikler (228). Bu
mekanizmalar P/3K, fokal adezyon kinaz, fosfolipaz C, protein kinaz C, ERK1/2 ve Rho
GTPaz ailesi (Rho, Rac, Cdc42) sinyal yolaklarmin aktivasyonunu kapsamaktadir (229-
233). Kemokinlerin aktivitesindeki degisimler, melanom, meme, over, pankreas, mide,
kolon, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, akut lenfoblastik 16semi ve hodgkin lenfoma

gibi bir¢cok malignitede tespit edilmistir (8).

Tiimdr anjiogenezi ve metastazinda rol oynayan CC ailesi liyesi olan CCL2 (17q12)
kemokini kanser hiicrelerinin biiylimesinde etkili beta-katenin sinyal yolaginin bir hedefidir
(234-236). Hipoksik tiimor mikrogevresinde indiiklenen bu kemokin tiimorle iligkili
makrofaj infiltrasyonuna katki saglayarak timor metastazina yol acar (237,238). CC
kemokin ailesi iiyesi olan CCL2 reseptorii CCR2 (3p21.31) ve CX3C kemokin aile iiyesi
CX3CRI (3p22.2), etkilesimde olduklart JAK-STAT, MAPK veya PI3K dahil olmak iizere
birgok sinyal yolaklar1 iizerinden immiin sistem hiicrelerinin kemotaksisinde, hiicre

adezyonunda ve inflamatuar sitokin aktivasyonunda rol oynar (239,240).

Karaciger kanseri ve T hiicreli akut lenfoblastik 16semide 6nemli rol oynayan ve
3p21.31 kromozomunda lokalize CC kemokin ailesinden olan CCR9 gen aktivitesi TNF-a
ve NOTCH sinyal yolag: ile etkilesimdedir (241,242). Calismalar, CCR9'un ektopik
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ifadelenmesinin hepatoseliiler karsinomda p21/p27 inhibisyonu ve siklin D1 aktivasyonu ile
hiicre proliferasyonunu tesgvik ettigini gostermistir (241). Ayrica, CCR9 kemokini STAT
sinyal yolagi lizerinden sitotoksik T hiicrelerini inhibe ederek immiinsuprese tiimor
mikrogevresi olusumundan sorumludur (241). CC kemokin ailesinin iiyesi olarak kemokin
ligandi 25 (CCL25) /kemokin reseptorii 9 (CCR9) etkilesimi lenfosit hiicre ¢ogalmasi,
farklilagmasi ve kemotaksis siireclerindeki etkileri araciligi ile over kanseri, prostat kanseri,
kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi bircok kanser tiiriinde etkilidir (241-244). Bu
kemokin biyolojik etkisini PI3K/AKT, RAS-MAPK, RhoA-Rock sinyal yolaklar1 ve MMP-
2 ve MMP-9 aktivasyonu aracilig1 ile gostererek tiimor kemorezistansi ve metastazinda aktif

bir rol oynar (241-246).

CXC kemokin ailesinden CXCLI, CXCL2 ve CXCL3 genleri 4q13.3’te lokalize olup,
pankreas kanseri, melanom, akciger kanseri ve mide kanserinde rol oynadig1 gosterilmistir
(247). Diger bir CXC aile iiyesi CXCL12 (10q11.21) ise, akut lenfoblastik 16semi, kronik B
hiicreli 16semi, glioma, meme kanseri, over kanseri, kii¢lik hiicreli akciger kanseri ve kolon

kanseri dahil olmak iizere bir¢cok kanser i¢in risk faktoriidiir (248-250).

CXC kemokin ailesi liyesi olan IL-8 (CXCLS) (4ql13.3) immiinsuprese miyeloid
kokenli baskilayict hiicrelerin tiimdr dokusuna invazyonunda, NF-KB, PI3K/ AKT sinyal
yolaklarinin aktivasyonunda, kanser kok hiicre stabilitesinde ve anjiogenez ile EMT
olusumunda gorevli proinflamatuar bir sitokindir (251). I/L-8 aktivasyonu, beyin, meme,
servikal, kolon, mide, akciger, melanom, mezotelyoma, over, prostat, bobrek ve tiroid gibi

birgok solid kanser tiiriinde ve hematolojik malignitede tespit edilmistir (252).

CXC ailesi iiyelerinden CXCR1, homologu CXCR?2 ve psddogeni (2q34-35) ile birlikte
2q35°te lokalizedir. CXYCRI ve CXCR?2 sirastyla IL-8 reseptor A (IL-8RA) ve IL-8 reseptor
B (IL-8RB) olarak da bilinir (253). Immiin sistem hiicrelerinde ifadelenen bu kemokinlerden
CXCRI, CXCL6 ve CXCLS ile etkilesime girerken; CXCR2, CXCLI, CXCL2, CXCL3,
CXCLS5, CXCL6, CXCL7 ve CXCLS' e yiiksek afinite ile baglanir (254,255). Bu etkilesimler
proinflamatuar tiimdr mikrogevresi ve EMT aktivasyonu igin kritiktir (256-258). Ozellikle
CXCRI1, inflamatuar birgok transkripsiyon faktdriiniin aktivasyonunda multipleks baglanma
bolgelerine sahip olmasiyla anahtar fonksiyonu gérmektedir (259). CXCR1 aktivitesi, birgok
inflamatuar hastalik ve kanser prognozu ile iligkilidir (260-263).
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Bir¢cok molekiiler epidemiyolojik ¢aligma, CXCR4 gen (2q22.1) varyantlar1 ile renal
hiicreli karsinom, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, oral kanser, hepatoseliiler
karsinom, akut miyeloid 16semi ve meme kanserini dahil olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde

pro-onkojenik bir role sahiptir (264-270).

CXCR5 (CD185) (11923.3), G proteini-bagli CXC kemokin ailesine ait reseptor
proteinidir (271-273). CXCRS5 ve ligantt CXCL13 (4921.1)’nin aktive ettigi PI3K/AKT,
MEK/ERK1 ve EGF/Rac gibi hiicre i¢i sinyal yolaklari kanser hiicrelerinin canliligi,
cogalmasi ve gocli ile iligkilidir (271-273).

Hiicre biiyiimesinin pozitif bir regiilatorii olan CXCR6 (3p21.31) ve ligantt CXCL16
(17p13.2) kemokin etkilesimleri hiicre ici AKT/mTOR sinyal yolak aktivasyonunda etkili
olup, meme, prostat kanseri ve pankreas duktal adenokarsinomunda 6nemli bir rol oynar

(274).

Tiimdr anjiogenezi, hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonunda aktif rol oynayan CXCR4 ve
CXCL12 kemokinleri ile de etkilesimde olan CXCR7 (2q37.3), bir¢ok kanser tiiriinde aktif
rol oynamaktadir (275,276). Giincel kanser tedavisinde hedeflenen molekiil olarak kabul
edilen bu kemokin aktivitesi Ostrojen hormonu, MAPK ve NF-kB aktivasyonu ile de

yakindan iligkilidir (275-278).

Giincel caligmalar, kemokinlerin ve reseptdrlerinin, birgok onkogenin aktivasyonunda
da rol aldigim1 gostermistir. Onkojenik RET tirozin kinazi ve RAS-RAF sinyal yolak
aktivasyonu NF-xB bagimli birgok inflamatuar kemokin ve sitokin aktivitesi ile koreledir
(278,279). Birgok tiimorde yiiksek oranda ifadelenen MYC onkojenik transkripsiyon faktorti,
hiicrelerin otonom proliferasyonunu tetiklemesinin yani sira, hiicre dis1 mikrogevrenin
inflamatuar hiicreler ve kemokinler ile yeniden sekillenmesine katki saglar (280). Akut
lenfositik 16semide etkili NOTCHI onkogen mutasyonu ise CCR7 aktivasyonu ile iligkilidir
(281).

Kemokinler ile tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu arasinda da anlamli bir iligki
mevcuttur. HIF-la transkripsiyon faktoriinii hedefleyen von Hippel-Lindau timor
baskilayic1 geni CXCR4 kemokin aktivasyonundan sorumludur (282). Tiimdr hiicrelerinde

p53 mutasyonu ise CXCL aktivasyonu ile iliskilidir (283). Benzer sekilde, PTEN fonksiyon
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kayb1, CCRY kaynakl1 tiimor proliferasyonu ve migrasyon aktivitesinde artis ile koreledir

(284).

Sonugta, interlokin, kemokin, biiylime faktorleri, timor baskilayici genler, onkogenler
ve kronik inflamasyonda etkili birgok mediatoriin ve reseptorlerinin dinamik etkilesimleri,
timor mikrogevresi lizerindeki etkileri nedeniyle kanser immiinogenetiginde 6nemli bir yere

sahiptir (38).
2.3. Immiin Sistemle Ilgkili Genlerin Kanser immiinogenetigi Uzerine Etkisi

Immiin sistem modiilatdrii FOXP3 geni (Xp11.23), DNA onarimi ve farklilasmast,
embriyogenez ve Treg hiicre gelisiminde gorevlidir (285,286). FOXP3 hem tiimor
baskilayici gen hem de onkogen fonksiyonu ile kanser genetiginde 6nemli bir role sahiptir
(287,288). MYC, C-erbB2 (HER-2/neu) gibi onkogenlerin negatif regiilatorii olan FOXP3
timor suprese bir gen olarak da kabul edilmektedir (287-289). Literatirde FOXP3
inhibisyonu meme, prostat ve over gibi bir¢ok kanser tiiriiniin olusumu ile iliskilendirilmistir
(287-289). Bununla birlikte, timor mikrogevresinde FOXP3 aktivasyonunun immiinsuprese
bir ortam olugmasina yol acarak timdr yayilimim arttirdigi da bildirilmigtir (290,291).
Immiin sistem homeostazisinde énemli role sahip olan FOXP3 varyantlari, endometriozis,
idiyopatik artrit, atopi, Crohn hastaligi, diyabet gibi bircok kronik inflamatuar hastalik ve
meme kanseri ile iligkilidir (292-294).

IL- Arttirict Baglama Faktorii 3 (ILF3) gen ailesi (19p13.2), ILF3 transkripsiyonunda
splice bolge varyantlart olan NF90a, NF90b, NF'110a ve NF110b olmak iizere dort liye igerir
(295,296). ILF3 proteinleri, antiviral immiin yanit, DNA metabolizmasi, transkripsiyon,
translasyon, RNA stabilitesi ve mikroRNA biyogenezi dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel
siiregte yer alir (297-300). ILF3'iin hepatoseliiler karsinom, meme ve over kanseri gibi bircok
kanser tiirtinde 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir (301-303). HIF-1o stabilitesi tizerindeki
etkileri araciligi ile /LF'3 tiimor metastazinda da etkilidir (304). Buna ek olarak, /LF3 hiicre
dongiistinde gorevli siklin ve p53 protein aktivitesinde de etkili olup, VEGF, CXCLI1 ve IL-
8 gibi proanjiyojenik transkriptlerin stabilizasyonu yoluyla da anjiyogenezi destekler (305).

Interferon Diizenleyici Faktor transkripsiyon faktorleri ailesi (IRFI-9), viral

enfeksiyona yanit olarak tip I interferonlarin diizenleyicileri olup, immiin yanit (T yardime1
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hiicre farklilasmasi), hiicre canliligi ve onkogenez siireglerinde onemlidir (306-308).
Proinflamatuar IFN-y, TNF-a, IL-1/6 sitokinleri ve NF-kB tarafindan aktive olan [RF
(5931.1), birgok sitokinin (IL-4, IL-5, IL-12 ve IL-13) regiilasyonunda énemlidir (309-311).
IRF1, tiimor kaynakli eksozom aktivitesi, mitokondri dinamikleri, glikoliz mekanizmalari
ve PD-L1 ile etkilesimleri aracilig1 ile antitimoral immiin yanit ve matabolizmasinda 6énemli
bir rol oynar (312-317). Buna ek olarak, IRF1, tiimor baskilayici genlerin aktivasyonu, hiicre
dongiisli inhibisyonu ve otofaji / apoptoz regiilasyonu siireglerinde etkili bir mediatordiir
(309,318,319). Western blot analizlerinde, IRF1’nin bax, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonu
ve Bcl2 inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (320). Buna gore, /RF'I'in hepatoseliiler
karsinom, pankreas duktal adenokarsinomu, meme, serviks, prostat ve kolorektal kanser
dahil olmak {izere bir¢ok kanser patogenezinde yer aldig1 gosterilmistir (320-327). IRF-1 ve
p53’iin negatif regiilatorii olan /RF-2 (4q34.1-q35.1) ise hiicrelerin onkojenik doniigiimiinde
etkili bir transkripsiyon faktoriidiir (307,328).

IRF4 (6p25-p23) T hiicre farklilasmasindaki etkileri aracilig1 ile dogal ve adaptif
immiin sistem aktivasyonunu diizenleyen ve c-myc inhibisyonu ile tiimor baskilayici

fonksiyona sahip bir transkripsiyon faktoridiir (328,329).

Immiinoglobulin benzeri domain iceren reseptor (ILDRI, Angulin-2) geninin
(3q13.33), kodladig1 protein hiicrelerin siki  baglantilarinda lokalizedir (330).
Immiinglobulin benzeri bir bdlgeye de sahip olan bu protein epitel tabakalarin bariyer
fonksiyonlarini siirdiirmelerine yardimci olur ve prostat, testis, pankreas, bobrek, karaciger
ve kalp gibi bir¢cok organda ifadelenir (331,332). ILDR2 (1q24.1) immiin hiicre ve inflame
dokuda ifadelenen B7 benzeri protein ailesi olarak fonksiyon goriir, hiicre farklilagmasi ve
T hiicre inhibisyonunda gorevli ILDR2 birgok otoimmiin hastalik ve kanser tiiriinde etkilidir

(332,333).

IL-1 reseptorii ile iliskili kinazlar (IRAK) sinyal yolagi, enfeksiydz ajanlarin ve kanser
hiicrelerinin eliminasyonunda, yara iyilesmesinde kritik Oneme sahip serin/treonin
kinazlardir (334). IRAK ailesi, immiin sistem hiicrelerinde ifadelenen /RAK [-4’ten olusur
(334). Ozellikle IRAK-3 (12q14.3) dogal immiin yanitin nemli bir modiilatorii olan Toll
benzeri reseptor (TLR) sinyal yolaginin negatif diizenleyicisi olarak goérev yapar (335).
Calismalar, IRAK-3"lin, proinflamatuar IL-1p, NF-kB, TLR, IL-1R, IRAK2/4, IL-6, IL-12

ve TNF-a gibi sitokinleri ve Thl ve Th17 hiicre aktivitelerini inhibe ettigini gostermistir
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(334,335). Anti-inflamatuar etkideki IRAK-3, immiinsuprese timoér mikrogevresi
olusumunda etkili tiimorle iliskili makrofaj aktivitesini ve M2 polarizasyonunu tetikler (334,

335).

Diger bir IRAK ailesi tliyesi /[RAK4 (12q.12) ise, proinflamatuar IL-1 reseptor ailesi
(IL-1, IL18 ve IL-33 reseptorleri) ve TLR 7-9 sinyal yolag1 aktivitesinden sorumludur (334,
336). IRAK3’ iin aksine anormal IRAK4 sinyal yolak aktivasyonu inflamatuar sitokin
kaskadm tetikleyerek hiicresel ve humoral immiin yanit artisina yol acar (336). Thl7
farklilagmasinda da etkisi olan IRAK4 kinaz aktivitesi MAPK, p38/JNK ve NF-«B
aktivasyonu araciligi ile inflamasyonu tetikler (336). Bu nedenle, IRAK4’{in kinaz aktivitesi
sitokin fonksiyonlari ile yakindan iligkilidir (336). IRAK4, ayrica IRAK?2' yi aktive ederek
pro-apoptotik fonksiyon da gosterir (337).

Interferon diizenleyici faktor 2 baglayici protein 2 (IRF2BP2) (1q42.3) ailesi, evrimsel
olarak korunmus ii¢ proteinden olusan bir transkripsiyonel diizenleyicidir: IRF2BPI,
IRF2BP2 (A ve B izoformu) ve IRF2BPL (338, 339). IRF2BP2, makrofajlarin CD4+ T hiicre
ve M2 polarizasyonunu ve IFN-y bagimli PD-L1 ifadelenmesini tegvik ederek immiin yanit
ve inflamasyon olusumunda 6nemli bir rol oynar (338,340-343). Ayrica, /RF2BP2 hiicre
apoptozu, hiicre dongiisii ve hiicre farklilagmasi, anjiyogenez gibi ¢esitli biyolojik siireglerde
de yer alir (344,345). IRF2BP?2 biyolojik etkilerini, p38-JNK, IL-2 bagimli JAK-STATS,
MAPK’y1 kapsayan proinflamatuar kinaz sinyal yolak modiilasyonu araciligi ile
gerceklestirir (344,345). IRF2BP?2 inaktivasyonu, TNF bagimli SOD2 aktivite artis1 ile de
iligkilidir (339). Klinik 6rneklerde /RF2BP2 aktivitesinin bir¢ok kanser tiiriinde vaskiiler

invazyon ile korele oldugu tespit edilmistir (339).

NF-xB geni (4924) kronik inflamasyon, antioksidan aktivite, hiicre apoptozu, EMT ve
anjiogenez mekanizmalarinda gorevli birgok hedef genin ifadelenmesinde etkilidir (81,346).
Etkilesimde oldugu CXCL5, CCL20 ve CCL22 kemokinleri araciligi ile de immiinsupresif
bir tiimér mikrogevresi olusumuna katki saglar (347,348). Klinik ¢alismalarda NF-kB
aktivasyonu, pankreas, meme, prostat, kolorektal, oral ve mide kanserleri dahil olmak iizere

bir¢cok malignite ile iligkili bulunmustur (349-354).

Beyinde yiiksek oranda ifadelenen IL/RAPLI geni (Xp21.2-21.3), serebellar gelisim,

zeka geriligi ve biligsel defekt gelisiminde 6nemli rol oynar (46). Bununla birlikte, sadece
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beyin fizyolojisinde degil, ayn1 zamanda immiin sistem ve timor biyolojisinde de etkileri
mevcuttur (355-357). ILIRAPL1'in asir1 aktivasyonu, proinflamatuar IL-1, IL-6 sitokinleri
ve JNK sinyal yolag1 aktivasyonuna neden olur (46,358-360).

Serin/treonin-protein kinaz olan RAF1 (3p25.2) protoonkogeni etkilesimde oldugu IL-
2, IL-4 sitokinleri ve MAPK/ERK ve NF-kB proinflamatuar sinyal yolaklarinin aktivasyonu
aracilif1 ile hiicre dongiisii, farklilasmasi ve hiicre apoptoz mekanizmalarinda gorevlidir

(361,362).

Cinsiyet belirleyici bolge Y iceren (SOX) gen ailesi iiyeleri (SOX1-13, SOX15, SOX17
ve SOX18), timdr biiylimesi ve invazyonunda énemli rolii olan transkripsiyon faktorleridir
(363-367). Pluripotent kok hiicrelerinin transkripsiyonel regiilasyonunda etkisi olan SOX2
(3926.33), wnt ve sitokin ile iliskili sinyal yolak aktivasyonunda da gorevlidir (368, 369).
SOX4 (6p22.3)’lin tiimor olusumunda etkisi bilinmekle birlikte bu transkripsiyon faktorii
apoptoz olusumunda da rol oynar (370). Buna gore SOX4 tiimor baskilayici fonksiyonunu,
DNA hasarina yanit olarak p53 stabilizasyonu ve aktivasyonu aracilig1 ile gdstermektedir
(371). Embriyonik gelisimin diizenlenmesinde etkili olan SOX5 geni (12pl12.1) prostat
kanseri, glioblastoma, hepatoseliiler karsinom, osteosarkom dahil olmak {izere bir¢cok kanser
tirti ile iliskilidir (372,373). SOXS5, inflamatuar MMP-9 aktivasyonu araciligt EMT yi
indiikleyerek kanser invazyonuna neden olur (372,373). SOX9 (17q24.3) ve TNF-a sitokin
etkilesimi inflamasyon ve immiin yanit olusumu araciligi ile kanser yayilimimda énemli bir
rol oynar (374). Bu transkripsiyon faktorii ile hiicre cogalmasinda aktif rol oynayan ERo—
RUNX2 kompleksi arasindaki etkilesim meme kanserinde, kemoterapdtik ajanlara direng
gelisimi ile yakindan iligkilidir (375). Bununla birlikte, SOX9 wnt/B-catenin sinyal yolagi ve

c-myc onkogen inhibisyonu ile tiimdr baskilayici olarak da fonksiyon gostermektedir (376).

FOXL?2 (3q22.3) geni gelismekte olan fare gdz kapaklarinin mezensiminde ve yetiskin
over folikiillerinde segici olarak ifade edilen bir transkripsiyon faktoriinii kodlar (377,378).
FOXL2 memelilerde over farklilagsmasinin bilinen en erken belirteci olup overin somatik
hiicre farklilagmasinda ve folikiil gelisiminde rol oynar (379,380). FOXL2 ve SMAD3
sinerjistik olarak gonadotropin aktivitesinde 6nemli olan FSHb transkripsiyonunu diizenler
(381). FOXL2 sirtuin 1 ile etkilesimi aracilig1 ile hiicre apoptozu ve yaslanmasinda, MnSOD
ile etkilesimi aracilig1 ile de reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu ve inflamasyon

siireglerinin diizenlenmesinde yer alir (382,383). Proinflamatuar FOXL2’nin anormal
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fonksiyonu, tiimor hiicrelerinde inflamatuar IL-11, IL-29, CCL3, CCL3L1/3, CCL20,
CXCL2 ve CXCL3 aktivasyonu ile uyumludur (382,383).

2.4. Mikrobiota ve Dogal Immiinitenin Kanser Immiinogenetigi Uzerine Etkisi

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansina goére enfeksiydz hastaliklar kanser
olgularinin %18'ini olusturmaktadir (384). Mikrobiyota kronik inflamasyonu tetikleyerek
timor olusumuna neden olabilmektedir (385,386). 7LR gen ailesi dogal immiin yanit ve
kronik inflamasyonda ©nemli bir role sahiptir. Bu nedenle 7LR gen ailesindeki

polimorfizmler kanser duyarlilig1 ve kanser prognozunda 6nemli bir belirtectir (387,388).

TLR'ler, bakteriler, viriisler, mantarlar ve c¢esitli mikroplarla iligkili molekiiler
motiflerin taninmasinda hayati bir rol oynadigi bilinen evrimsel olarak korunmus dogal
immiin sistemin 6nemli reseptdrleridir (389-391). TLR 1, 2, 4, 5 ve 6 hiicre yiizeyinde
eksprese edilen reseptorler olup bakteriyel ve fungal bilesenleri (lipopeptid, flagellin,
glikolipit) tanir. Hiicre i¢i sensdrleri olan TLR 3, 7, 8 ve 9 viral ve bakteriyel niikleik asitleri

tanir (392-394).

TLR sinyal aktivasyonundan MyD88 bagimli (kanonik) ve TRIF bagimli (kanonik
olmayan) olmak {iizere iki yolak sorumludur (395-397). TLR3 disinda, MyD88'e bagli yolak
aktivasyonu NF-kB ve MAPK aracili proinflamatuar sitokin aktivasyonu ile karakterizedir
(395-397). TRIF bagimli yolak aktivasyonu ise, interferon iiretiminde etkili IRF-3’{i aktive
eder (395-397). TLR4, bu iki sinyal yolagini kullanan tek reseptordiir (395-397). MyD88
bagimli TLR2-4 aktivasyonu IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokin salinimini indiikler

(398).

TLR ve MyDS88 sinyal yolag1 etkilesimi karsinojenez tizerinde etkilidir (385). Bununla
birlikte, 1s1 soku proteinleri, beta-defensin-2, hyaluronik asit, endoplazmin, fibrinojen,
fibronektin, heparan siilfat ve HMGB1 de endojen TLR4 ligandlar1 olarak TLR4 sinyal
yolagini aktive etmektedir (399). Apoptoz siirecindeki tiimdr hiicrelerinin, endojen TLR

ligand1 salgilayarak immiin yanit olusumuna neden olduklar1 da bildirilmistir (400,401).
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2.5. Oksidatif Stresin Kanser Immiinogenetigi Uzerine Etkisi

Reaktif oksijen substratlari (ROS), DNA hasarmi tetikleyerek tiimdr hiicrelerinin
karakteristik bir 6zelligi olan genomik kararsizliga neden olur (402,403). Enzimatik veya
enzimatik olmayan antioksidan sistemleri ROS bagimli genomik hasar1 ve onkojenik

doniisiimii azaltir (404).

Stiperoksit dismutaz enzimleri (SOD) O, radikalinin H,O»'ye doniisiimiinii katalize
ederek redoks dengesinin korunmasina yardimci olan enzimatik antioksidanlardir (405).
SOD antioksidan ailesi, SODI, SOD2 ve SOD3 olmak iizere {i¢ iiyeden olusur. Tiimor
hiicrelerinin ROS toksisitesine bagli DNA zincir kiriklarindan korunmasi ve tiimor
hiicrelerinin proliferasyona devam etmesi SODI (21q22.11) aktivitesine baglidir (406,407).
Akciger adenokarsinomu ve meme kanseri dahil olmak iizere ¢ok sayida kanserde yiiksek
diizeyde SOD] aktivitesi gdzlemlenmis olup k&tii prognoz ile iliskilendirilmigtir (408-410).
Glasauer ve ark. SOD/ inhibisyonunun hiicre i¢i H>O» artigina yol acarak inflamatuar p38,

MAPK sinyal yolak aktivasyonu araciligi ile hiicre 6liimiinii tetikledigini bildirmistir (406).

SOD?2 (6g25.3) geni oksidan- antioksidan dengesinde etkili manganez siiperoksit
dismutaz enzimini (Mn-SOD) kodlar (411-413). Proinflamatuar NF-kB ve TLR aktivasyonu
SOD2 fonksiyonu ile koreledir (414). SOD2 gen varyantlari, ndrodejenerasyon,
mitokondriyal disfonksiyon, erken hiicresel yaslanma, anjiyogenez ve kanser olusumu dahil
olmak iizere bircok metabolik bozuklukla iliskilidir (415-418). Metastatik siiregte yiliksek
SOD?2 aktivitesi literatiirde bir¢ok kanser tiiriinde bildirilmistir (419). SOD2 ’'nin onkojenik
aktivitesinde, PTEN, AKT ve P130 mediatorleri ve sinyal yolaklari ile etkilesimi dnemlidir
(420).

2.6. Immiin Sistem ile iliskili Genlerin Polimorfizmi

Toplumda nispeten yiiksek insidanslari nedeniyle, tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP) kanser dahil bircok hastalik riski ile iligkileri literatiirde yaygin olarak
aragtirtlmaktadir. Yaklagik 1.5 milyon SNP’nin insan genomu boyunca dagildigi tahmin
edilmektedir (421). Sitokin gen polimorfizmleri, sitokinlerin aktivitesinde degisimlere bagl

olarak immiin yanit ve inflamasyon dengesinde bozulmalara yol agabilir. In vitro
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caligmalarda, mutant sitokin reseptdrlerinin anormal aktivasyonunun onkogen olarak

fonksiyon gosterebilecegi tespit edilmistir (422).

Bununla birlikte, karsinogenezde 6nemli bir risk faktorii olan inflamasyonla iligkili
genlerdeki varyasyonlar etnik gruplar arasinda farklilik gosterebilir. Bu tiir farkliliklar, bu
gruplar arasindaki kanser prevelansindaki degisimleri agiklamaya yardimci olabilir (423).
Sitokin genlerinin polimorfizmleri ile kanser riski arasindaki korelasyonlar1 arastiran birgok
caligma mevcut olmakla birlikte sonuglar cogu zaman ¢eliskilidir, bu nedenle sitokin ve ile
iliskili sinyal yolak degisimlerinin analizi ve sistematizasyonu timor immiinogenetiginin

anlagilmasi icin kritik oneme sahiptir (424).

2.7. Klinik Ekzom Dizi Analizi

Ekzom dizi analizi, son zamanlarda, 6zellikle genetik olarak kompleks ve klinik olarak

heterojen bir¢ok hastalikta tercih edilen molekiiler tanisal bir genetik testtir (425-427).

Klinik ekzom analizi herhangi bir gende hastaliga neden olan genetik mutasyonlari
(nokta mutasyonlari, kiigiik insersiyon/delesyon ve splice bolgesi mutasyonlari) hizli ve
verimli bir sekilde tespit etme potansiyeline sahiptir ve bu nedenle klinik uygulamada yaygin

olarak kullanilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (427-430).

Bu teknoloji, bir hastadan genomik DNA'nin izole edilmesini, bu DNA'nin kiiciik
niikleotid segmentlerine bdliinmesini, bu fragmanlarin yapay baglayicilara baglanmasini,
ekzomik dizilere karsilik gelen spesifik fragmanlarin izole edilmesini ve ardindan bu
fragmanlarin bir in situ amplifikasyon yontemi kullanilarak paralel olarak dizilenmesini

icerir (430).
Elde edilen dizi okumalari1 daha sonra bir dizi 6rtlisen parca olarak birlestirilir ve insan

genomunun bir referans dizisine gore hizalanir, bdylece hasta ve referans diziler arasindaki

farklar analiz edilir. Bu farkliliklar varyantlar olarak adlandirilir (430).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

3.2. Hasta Grubu

Aralik 2019- Ekim 2021 tarihleri arasmda_

Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda klinik ekzom dizi analizi yapilmis kendisinde

veya ailesinde kanser tanisi olan olgularin verileri ¢alismaya dahil edildi.
3.3. Yontem

Tanimlayici, gdzlemsel, retrospektif bu ¢alismaya secilen hasta grubunun demografik
ozellikleri (yas, cins, sigara kullanimi, toksik ajan maruziyeti, hormon tedavisi), klinik
ozellikler (klinik tani, patoloji sonuglari, pedigri analizi) ve klinik ekzom dizi analiz
sonuglar1 hasta takip dosyalar1 ve hastane veri sisteminden yararlanilarak kaydedildi.
Hastane biinyesinde kullanilan kanser ile iliskili klinik ekzom dizi analiz sonuclarina ek
olarak literatiir taramas1 da yapilarak kanser immiinogenetiginde etkisi olan genler tespit
edildi (Tablo 3.1). Olusturulan gen paneli se¢ilen hastalarda yeniden analiz edilerek veriler

kaydedildi.
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Tablo 3.1. Kanser immiinogenetigi ile iligkili genler

Proinflamatuar Antiinflamatuar Kemokin Ailesi Inflamasyon ile TLR Oksidatif Stres ile
interlokinler  interlokinler Mliskili Ailesi Mliskili
Transkripsiyon Transkripsiyon
Faktorleri Faktorleri
IL-1 Ailesi IL-1RN CXCRI-6 FOXP3 TLRI SOD1/2
IL-1p IL-4R CCR2-6/7/9 FOXL2 TLR2
IL-18 IL-6 CCL2/4/5 ILDRI TLR3
IL-18RAP IL-6R CX3CRI1 ILIRAPLI TLR4
IL-36RN I1L-10 CXCLY10 ILF3 TLRS
IL-2Ra IL-10Ro/f3 CXCLS8/12/13 IRAK3/4 TLR7
IL-2Ry IL-12Rp1 XCR1 IRF1 TLRS
IL-3Ra XCL1 IRF2BP2 TLRY
TNF RAF1
TGF Ailesi” NF-kB
TGFBI-3 SMAD2
TGFRI/3 SMAD3 SMAD4
IL7R SMAD6
IL-10Ro/f3 SMAD7
IL-11Ra SMADY
IL-12 STAT
IL-12Rp1 (1-5B)
IL-17 Ailesi SOX2/5/8/9
IL-17F
IL-17RA/C/D
IL-21
IL-21R
IL-23R
IL-31Ra

* Antiinflamatuar interlokin grubuna da dahildir.

Klinik ekzom dizi analizlerinde ‘Sophia Clinical Exome Solution v2’ ve ‘Berry
Genomics Clinical Exome’ testleri kullanilmistir. Bu kapsamda sirastyla 4490 ve 5462 genin
tiim ekzomlar1 [llumina platformu kullanilarak yeni nesil dizi analizi ile dizilenmistir. Elde
edilen diziler sirasiyla SOPHiA DDM yazilimi ve ILL1XGIG2 CNV_exome 1/v5.5.32/
GENI1GNI1FSQ?2 pipeline’1 ve Verita Trekker® Variants Detection System ve the Enliven®
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Variants Annotation Interpretation System ile analiz edilmistir. Analizler sirasinda
varyantlarin yorumlanmasi i¢in farkli veri tabanlarinin belirli versiyonlar1 kullanilmigtir.
Bunlar: Human Genome hg19/GRCh37, Refseq (release 61), OMIM, Pubmed, Genecards,
dbSNP (v151), 1000Genomes, gnomAD, ExAc, VARSOME, CLINVAR’dir. Her bir
varyant i¢in, varyantin protein dizilimi lizerindeki etkisi (yanlis anlamli, dur kodonu, sessiz
gibi), cesitli populasyonlardaki (1000Genom, ExAc, ESP, GnomAD) goriilme sikligi,
varyant tahminleme algoritmalar1 (SIFT, Polyphen, Mutation Taster vb gibi) ile varyantin
yikicilik etkisi analiz edilmistir. Minor alel frekansi veri tabanlarinda %35’ten yiiksek olan
(1000Genomes, gnomAD, ExAc), mutasyonlar degerlendirmeye alinmamistir. Analizler
sonucunda hastanin klinigi ile iliskili olabilecek patojenik, muhtemel patojenik ve klinik
onemi bilinmeyen olarak siniflandirilmis varyantlar raporlanir. Benign ve muhtemel benign
varyantlar raporlanmamuistir. Tespit edilen varyantlar ACMG (Amerikan Tibbi Genetik ve
Genomik Koleji) 2015 kriterlerine gore siniflandirilmistir (EK 2).

3.4. istatistiksel Analiz

Calisma verileri IBM SPSS Statistics 22.0 paket programi kullanilarak analiz edildi.

Degiskenlere iliskin uygun tanimlayic istatistikler kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen tiim kohortun (n=30) demografik 6zellikleri Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Buna gore kanser ve prekanser6z lezyon tanisi almis hastalarin %77.3
(n=17/22)’1 60 yasindan kiigiiktiir. Bu hasta grubunun %72.7 (n=16/22)’sinde ise herediter
kanser Oykiisii pozitiftir. Ayrica bu grubun %9.1 (n=2/22)’ inde ¢oklu primer kanser tanisi

mevcuttur.

Kanser ve prekanserdz lezyon tanisit almis hastalarin %13.6 (n=3/22)’sinde akraba
evliligi mevcut iken, ailesel kanser Oykiisii nedeniyle klinik ekzom dizi analiz yapilmis

bireylerde bu oran %25 (n=2/8)’tir.

Inflamasyon iizerindeki etkileri bilinen sigara ve toksik ajana maruziyet oran1 kanser
ve prekanserdz lezyon tanist almis hasta grubunda sirasiyla %22.7 (n=5/22) ve %31.8
(n=7/22)’dir. Aile Oykiisii nedeniyle klinik ekzom dizi analiz yapilmis bireylerin %87.5
(n=7/8) ve %100 (n=8/8)’inde ise sirasiyla sigara ve toksik ajan maruziyeti tespit

edilmemistir.

Tablo 4.1. Kohortun demografik 6zellikleri

Karakteristik Kanser ve Prekanseroz Lezyon  Ailesel Kanser Oykiisii (+) Kanser
Tanis1 Almis Hasta Grubu Tamis1t Almamis Hasta Grubu
(n=22) (n=8)
Yas
30 2 (%9.1) 3 (%37.5)
31-45 8 (%36.4) 5 (%62.5)
46-60 7 (%31.8) -
61-75 5 (%22.7) -
Cinsiyet
Kadin 21 (% 95.5) 8 (%100)
Erkek 1 (% 4.5) -
Herediter Kanser Oykiisii
Var 16 (%72.7) 8 (%100)
Yok 6 (%27.3) -
Coklu Primer Kanser
Tanis1 2 (%9.1) -
Var 20 (%90.9) -
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Yok

Akraba Evliligi
Var 3 (%13.6) 2 (%25)
Yok 19 (%86.4) 6 (%75)
Sigara Kullanimi

Aktif 3 (%13.6) 1 (%12.5)

Maruziyet Oykiisii 2 (%9.1) -
Kullanmamis 17 (%77.3) 7 (%87.5)

Toksik Ajan Maruziyeti

Var 7 (%31.8) -

Yok 15 (%68.2) 8(%100)

Klinik ekzom dizi analiz endikasyonlari sirasiyla invaziv duktal meme kanseri (%40,
n=12/30), aile oykiisii (%26.6, n=8/30), over kanseri (%13.3, n=4/30), over ve endometrium
kanseri (%3.3, n=1/30), endometriyum kanseri (%3.3, n=1/30), meme fibroblastik hiperplazi
(%3.3, n=1/30), meme ve mide kanseri (%3.3, n=1/30), mide kanseri (%3.3, n=1/30) ve
gastrointestinal stromal kanser (%3.3, n=1/30) tanilarin1 kapsamaktadir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Klinik ekzom dizi analizi endikasyonu

Hasta Sayis1 (n=30) %
Meme Kanseri 12 40
Aile OyKiisii (+)
Taram); Amach i 200
Over Kanseri 4 133
Endometriyum Kanseri 1 33
Over ve Endometriyum Kanseri 1 33
Meme Fibroblastik Hiperplazi 1 33
Mide Kanseri 1 33
Meme ve Mide Kanseri 1 33
Gastrointestinal Stromal Timor 1 33

Kanser ve ve prekanserdz lezyon tanisi almis kadin hastalarin %66.7 (n=14/21)’inde
menars yasi <14’tiir (Tablo 4.3). Gebelik yas1 bu hastalarin %85.7 (n=18/21)’sinde >19’ dur
(Tablo 4.3). Ayrica bu gruptaki hastalarin %61.9 (n=13/21)’u menapoza girmemistir (Tablo
4.3). Bu hasta grubunun %66.7 (n=14/21)’1 herhangi bir oral kontraseptif veya hormon
tedavisi almamistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Kanser ve prekanserdz lezyon tanis1 almig kadin hasta grubunun klinik 6zellikleri

Kanser ve Prekanseroz Lezyon Tanisi

Almis Kadin Hasta Grubu
(n=21)
Menars Yasi
<14 14 (%66.7)
>14 7 (%33.3)
Gebelik Yas1
<19 1 (%4.8)
>19 18 (%85.7)
- 2 (%9.5)
Menopoz
Var 8 (%38.1)
Yok 13 (%61.9)
Hormon Tedavisi
Var 7 (%33.3)
Yok 14 (%66.7)

Kanser tanist almis grubun tiimor patoloji sonuglarina gore hastalarin %61.9

(n=13/21)’unda hormon reseptdr aktivitesi de pozitiftir.

Tiim kohortta klinik ekzom dizi analiz sonuglarina gére ALK, ATM, BRCA2, CDKN2A,
CHEK2, ERBB2, ERCC2, IGF2R, KIT, LZTRI, MET, MN1, MSH5, MUTYH, MYH1, NF1,
NOTCH, NQOI, PARK2, PDGFRA, PMSI, POLE, PTCHI, RET, RUNXI, TP53, TSCI,

TYR genlerinde polimorfizm tespit edilmistir. Bu gen varyantlarina tiimér mikrogevresinde

etkileri literatiirde gosterilmis sitokin ve iligkili sinyal yolaklarinda gérevli CCR9, CXCRI,
ILDRI, IL-2Ry, IL-6R, IL-7R, IL-10/10RB, IL-21R, IRAK3, IRAK4, SMAD3/6, STAT3, TGF-

p1 ve TLR2 gen polimorfizmleri de eslik etmektedir (Tablo 4.4). Ailesel kanser oykiisii

pozitif olan grup ile kanser tanis1 almig hasta grubunda tespit edilen gen polimorfizmleri

Tablo 4.5’te karsilastirilmistir.

Tablo 4.4. Klinik ekzom dizi analizi sonuglar1

Tam Gen c.DNA dbSNP Referans Dizi Protein ACMG*
1. MK ERBB2 c.3044G>A rs140272156 NM_004448.4 p-G1015E KOB
pm2
pp2
bp4
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Tam

Gen

c.DNA

dbSNP

Referans Dizi

Protein

ACMG*

2.MK

3.MK

4.MK

5.MK

6.MK

7.EK

PMS1

N

POLE

LZTRI

IGF2R

IRAK4

PARK?

MUTYH

CDKN2A4

ATM

NOTCH

MUTYH

ILDRI1

TGF-p1

c.1076T>C

c.862C>G

c.5438A>T

c.1333G>A

c.2321C>T

c.333del

c.719C>T

c.841C>T

¢.170C>T

c.6997A>G

¢.3788G>A

c.1103G>A

c.1116T>C

c.1154G>A

1s752559134

rs201070853

rs202147312

1s766515269

rs137853054

rs138089183

1s372266620

rs377594681

rs36053993

rs1200145211

rs201700967

30

NM_000534.5

NM_000368.5

NM_006231.4

NM_006767.4

NM_000876.4

NM 016123.4

NM_004562.3

NM_001048174.2

NM_000077.5

NM_000051.4

NM_017617.5

NM_001048174.2

NM_001199799.2

NM_000660.7

p.V359A

p.R288G

p.Y1813F

p.V445M

p.T774M

p-L112fs*

p.T240M

p.R281C

p.A57V

p.T2333A

p.R1263H

p.G368D

p.H372H

p.R385H

KOB
pm2

KOB
pm2
pp3

KOB
pm2

KOB
pm2

pp2
bp6

KOB
pm2
bp4

MP
pvsl
pm2

pm2
pmS
rp3
ppS

KOB
pm2
bp6

KOB
pm2
bp6

KOB
pm2

KOB
pm2
pp2

pm2
pmS
pp3
ppS

KOB
pm2
bp7

KOB



Tam

Gen

c.DNA

dbSNP

Referans Dizi

Protein

ACMG*

8.MK

9.0K

10.MK

11.0K+
EK

12.MK

13.0K

BRCA?2

TP53

MNI

SMAD3

TLR2

BRCA?2

ERCC2

CXCRI

BRCA?2

IRAK3

TP53

¢.9097dup

c.783-1G>T

c.1303C>T

¢.597C>T

¢.2258G>A

c.78719A>T

c.1832T>C

c.998G>A

c.8504C>A

¢.799C>T

c.811G>T

rs397507419

15769225687

rs5743708

rs80359014

1s759116129

rs149021594

rs80359102

rs367600113

31

NM_000059.4

NM.000546.6

NM_002430.3

NM_005902.4

NM_001318789.2

NM_000059.4

NM_000400.4

NM_000634.3

NM_000059.4

NM_007199.3

NM_000546.6

p-T3033fs

p.Q435*

p.S199S

p.R753Q

p.12627F

p.V611A

p.R333H

p.S2835%

p.R267*

p.E271*

pm2

P
pm2
pvsl
ps

pm2
pvsl
s

MP
pm2
pvsl

KOB

pp3

KOB
pm2
bp4

pm2
pvsl
ppS

KOB
pm2
pvsl

pm2
pvsl
ps



Tam

Gen

c.DNA

dbSNP Referans Dizi

Protein

ACMG*

14.MK

15.MFH

16.0K

17.GIST

18.AKO
)

PDGFRA

NQOI

STAT3

IL-10

NFI

IL2IR

IL-6R

TYR

KIT

KIT

MET

IL-7R

c.2657G>A

c.2402del

¢.355C>T

c.1744G>A

c.371G>A

c.1223A>G

c.771A>G

c.428C>T

c.1217C>T

c.1727T>C

c.1961T>A

c.3169G>A

¢.399del

1s373594744 NM_020975.6

- NM_001347827.2

rs140464487 NM_000903.3

151064796762 NM_139276.3

15201365412 NM_000572.3

1s876660344  NM_001042492.3

; NM_181078.3

15147394499 NM_000565.4

rs104894313 NM_000372.5

rs121913513 NM_000222.3

rs121913523 NM_000222.3

- NM_000245.4

; NM_002185.5

32

p.R886Q

p.P8O1fs*

p.R119*

p.E582K

p.R124Q

p.Y408C

p.Y26C

p.T143M

p.P406L

p.L576P

p.V654E

p.A1057T

p.F133fs

MP
pml
pm2

pp2
pmS

MP
pm2
pvsl

MP
pm2
pvsl

MP
pm2
pp2
ppS

KOB
pm2

KOB
pm2
pp?

KOB
pm2
pp3

KOB
pm2

pml
pm2
pp2
pp3
ppS

MP
pml
pm2
pp2
pp3
pp3

MP

pml

pm2

pmS

pp3

ppS
KOB
pm2

MP
pm2
pvsl



Tam

Gen

c.DNA

dbSNP

Referans Dizi

Protein

ACMG*

19. AKO
)

20.AKO
)

21.AKO

)

22.AKO0
)

23.AKO
)

24.AKO
)

25.AK0
)

SMAD6

IL-7R

IL2Ry

CCRY

IL-10RB

TLR2

ALK

MYHII

CHEK?

PTCHI

CHEK?

RUNXI

MSHS5

c.171C>G

c.602A>G

¢.1006C>T

c.767C>T

c.707T>C

c.1742C>T

c.1201C>T

c.1076T>C

c.1427C>T

c.1128C>G

c.1312G>T

c.1270T>C

c.1794G>A

1s753456441

rs145810271

rs149823113

1s752218442

151411329660

rs865931787

15201658620

15142763740

1s863224648

rs200050883

33

NM_005585.5

NM_002185.5

NM_000206.3

NM_031200.3

NM_000628.5

NM_001318789.2

NM_004304.5

NM_002474.3

NM 007194.4

NM_000264.5

NM_007194.4

NM_001754.5

NM_172166.4

p.R57R

p.Y201C

p.P336S

p.T2561

p.L236P

p.S581L

p.R401*

p.I359T

p.T476M

p.F376L

D438Y

p.8424P

p.K598K

KOB
pm2
bp7

KOB
pm2
pp3

KOB
pm2

KOB
pml
pm2

KOB
pm2

KOB
pm2

pm 1
pm2
pvsl

MP
pm2
pp3

MP
pm2
pmS
rp3

KOB
pm2

KOB
pm2

KOB
pm2
pmS
ppS

KOB
pm2
bp7



MK: Meme Kanseri, EK: Endometriyum Kanseri, OK: Over Kanseri, MFH: Meme Fibroplastik Hiperplazi,
GIST: Gastrointestinal Stromal Tiimér, AKO: Ailesel Kanser Oykiisii, KOB: Klinik Onemi Bilinmiyor, P:
Patojenik, MP: Muhtemel Patojenik, RF: Risk Faktorii

* ACMG degerlendirmelerinin a¢iklamasi EK 2 de verilmistir.

Tablo 4.5. Ailesel kanser dykiisii (+) grup ile kanser ve prekanserdz lezyon tanisi almis hasta grubunda tespit
edilen gen varyantlarinin karsilastirilmasi

IL-10RB (c.707T>C)
TLR2 (c.1742C>T)
ALK (c.1201C>T)

MYHII (c.1076T>C)

CHEK? (c.1427C>T)

PTCHI (c.1128C>G)

CHEK? (c.1312G>T)

RUNXI (c.1270T>C)
MSHS (c.1794C>T)

CDKN24 (c.170C>T)

ATM (c.6997A>G)

NOTCH (c.3788G>A)
MUTHY (c.1103G>A)
ILDRI (c.1116T>C)
TGF-f1 (c.1154 G>A)
BRCA2 (¢.9097dup)

Ailesel Kanser OyKkiisii (+) Kanser Kanser ve Prekanseroz Lezyon Tanis1t Almis Hasta Grubu
Tanis1 Almamis Hasta Grubu (n=8) (n=22)
IL-7R (c.399del) ERBB?2 (¢.3044G>A) TP53 (c.783-1G>T)
SMADG (c.171C>G) PMS1(c.1076T>C) MNI (c.1303C>T)
ISCI(c.862C>G) SMAD3 (c.597C>T)
TLR?2 (c.2258G>A)
IL-7R (c.602A>G) POLE (c.5438A>T) TP53 (c.811G>T)
IL2Ry (c.1006C>T) LZTRI (c.1333G>A) RET (c.2657G>A)
IGF2R (.2321C>T) PDGFRA (c.2402del)
IRAK4 (c.333del) NQOI (c.355C>T)
STAT3 (c.1744G>A)
IL-10 (c.371G>A)
CCRY (c.767C>T) PARK? (c.719C>T) ERCC2(c.1382T>C)
MUTYH (c.841C>T) CXCRI1(c.998G>A)

BRCA?2 (c.8504C>A)
IRAK3 (¢.799C>T)
IL-6R (c.428C>T)

BRCA2 (c.7879A>T)
KIT (c.1727T>C)
KIT (c.1961T>A)

MET (c.3169G>A)
NFI (c.1223A>G)
IL2IR (c.77A>G)
TYR (c.1217C>T)
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5. TARTISMA

Bu c¢aligmada kanser tanisi almig hastalar ile ailesel kanser Oykiisii pozitif olan
bireylerde sitokin ve iligkili sinyal yolaklarin1 kodlayan genlerdeki varyantlar klinik ekzom
dizi analiz sonuglarina gbre degerlendirilmis olup, sonuglar klinik 6zellikler ile korele
edilmistir. Buna gore analiz yapilan kohortun %40’11 meme kanseri tanist almig hastalar

olusturmaktaydi.

Kanser hastalarinda tespit edilen yiiksek hormonal aktivite (erken menars yas1 ve
yiiksek hormon reseptor aktivitesi diizeyleri) literatiirii desteklemektedir (431-433). Ostrojen
ve progesteron gibi steroid hormonlar meme epitel dokusu iizerinde belirgin bir proliferatif
etkiye sahiptir (431-433). Hem endojen hem de ekzojen Gstrojen-progesteron aktivitesi ve
C-erB2 reseptor pozitifligi meme epitel hiicresinde genomik hata olusumuna neden
olabilecek yiiksek mitotik indeks ile karakterizedir (431-433). Hormon tedavisi dnceden var

olan lezyonlarin tiimor hiicresine doniisiimiinde destekleyici bir etkiye sahiptir (431,432).

BRCA1 ve BRCA2'deki germinal mutasyonlari, ailesel meme kanserlerinin yaklagik
%?25'ini ve tiim meme kanseri vakalarinin ise %5-10 riskini olusturur (434). Bu tiimor
baskilayic1 gen aktivitesi kanser hiicrelerinde hormon ve biiylime faktorii aktivitesi ile de
iliskilidir. Molekiiler diizeyde heterojen bir hastalik olan meme kanseri C-erbB2, dstrojen ve
progesteron reseptorii aktivasyonununa ve/veya BRCA mutasyonlarina gore alt gruplara
ayrilir. Kanser genom dizi ¢caligmalarina gore ER (-), C-erbB2 (+) ve triple (-) meme kanseri
alt gruplari, ER (+) ve C-erbB2 (-) alt gruplarindan daha immiinojenik bir timor
mikrogevresine sahiptir (435,436). BRCA 1 gen mutasyonu pozitif meme kanserinde triple (-
) ve C-erbB2 (+) meme kanseri tiirii daha sik goriilirken, BRCA2 gen mutasyonu
tastyicilarinda daha ¢ok genel popiilasyonla benzer ER (+) meme kanseri goriilmektedir
(437). Calismamizda BRCA2 mutasyonu mevcut meme kanseri tanili 3 (Tablo 4.4’teki 8.,
10. ve 12. hastalar) hastamizda da tespit edilen ER, PR ve C-erbB2 pozitifligi literatiir

sonuglarini destekler nitelikteydi.

Calismamizda DNA onarimu, hiicre bilylimesi ve ¢cogalmasinda gdrevli tiimor supresor
ve onkogen fonksiyonuna sahip genlerine ek olarak mitokondriyal ve lizozomal
fonksiyonlarda gorevli genlerde de (ALK, ATM, BRCA2, CDKN2A, CHEK2, ERBB2,
ERCC2, IGF2R, KIT, LZTRI, MET, MN1, MSHS5, MUTYH, MYHI, NF1, NOTCH, NQOI,
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PARK2, PDGFRA, PMSI, POLE, PTCHI, RET, RUNXI, TP53, TSCI,TYR) varyasyon
tespit edildi. Bu gen varyasyonlarina immiin yanit ve inflamasyonda etkileri bilinen CCRY,
CXCRI, ILDRI, IL-2Ry, IL-6R, IL-7R, IL-10/10RB, IL-2IR, IRAK3, IRAK4, SMAD3/6,
STAT3, TGF-p1 ve TLR2 gen varyantlar1 eslik etmektedir.

Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerine bagli olusan DNA hasarlar1 genom
biitiinliigiinlin korunmasinda kritik 6neme sahip baz eksizyon onarimi ile diizeltilir (438-
441). Baz eksizyon onarim mekanizmalarinda bozulma genomik kararsizligin yanisira
inflamatuar mikrogevre olusumuna da neden olur (442). Endometriyum kanseri tanili
hastamizda (Tablo 4.4°teki 7. hasta) DNA baz eksizyon onariminda gérevli MUTYH gen
varyantina (MUTYH:c.1103G>A, 1s36053993) eslik eden ILDRI (ILDRI:c.1116T>C,
1s1200145211) ve TGF-BI1 (TGF-B1:c.1154G>A, rs201700967) gen varyantlarini tespit
ettik. Glincel verilere gore, DNA hasar1 immiin yanit olusumunda da rol oynar (443,444).
DNA onarim defektlerine bagli sitoplazmik DNA fragmanlar1 proinflamatuar NF-kB ve IRF
sinyal yolak aktivasyonu aracilig1 ile dogal ve adaptif immiin yanit1 aktive eder (81,442,445).
Bu transkripsiyon faktorleri, inflamatuar sitokinler ve kemokinler dahil olmak iizere gesitli
immiin genlerin ekspresyonunu indiikler. MUTYH geni, proinflamatuar [IL-6, IL-17
sitokinleri ve Treg etkilesimleri aracilig ile immiin sistem modiilatorii olarak da fonksiyon
gosterir (443,446,447). Proinflamatuar sitokin aktivitesi DNA yanlis eslesme tamiri ve baz
eksizyon onariminda etkili timor baskilayici genlerin metilasyonunda da etkilidir (448). Bu
etkilesimler kanser olusumunda kritik neme sahip anti-apoptotik gen aktivasyonu ve EMT

siireclerinden de sorumludur (449).

ILDR1 aktivitesi proinflamatuar sitokin, biiylime faktorii ve hiicresel stres indiikleyici
bir¢cok ajanin varligindan etkilenir (450). VEGFA etkilesimleri ile tiimor anjiogenezinde
onemli bir yer tutan ILDRI1 ayrica efektor CD8+ T, makrofaj ve dendritik hiicrelerin tiimor
dokusuna invazyonunu inhibe ederek immiinsupresif bir tiimor mikrogevresi olusumuna
neden olmaktadir (451). Buna gore /LDRI geninde kopya sayisi varyasyonlar1 timor
dokusundaki immiin hiicre dengesini etkileyerek kanser prognozunda onemli bir rol
oynamaktadir (451). Calismamizda endometriyum kanseri tanist alan hastamizin (Tablo
4.4°teki 7. hasta) ILDRI geni 7. ekzonunda c.1116T>C degisimine yol agan sinonim bir
varyant gézlemledik. Bu varyantin mevcut varyant veri tabanlari ve in siliko programlarinda

klinik etkisi belirtilmemistir. Ancak sinonim varyantlarin da mRNA stabilitesi-
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degradasyonunda degisime neden olarak protein diizeylerini ve fonksiyonunu

etkileyebilecegi belirtilmektedir (452).

Tiimor mikrogevresinde kompleks role sahip TGF-f1’in tiimér olusumunun erken
evrelerinde bir tiimdr baskilayici fonksiyonuna karsin, son evrelerinde onkogen olarak goérev
yaptig1 tespit edilmistir (453). TGF-B' nin epitelyal, endotelyal ve hematopoietik hiicrelerin
proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe etme yetenegi tiimor baskilayicit 6zelligini
olusturur (454). Bununla birlikte, bir¢cok in vitro ve in vivo ¢alismada belirtilen TGF-f1
bagimli EMT ve anjiogenez aktivasyonuna eslik eden p53 inhibisyonu, bu genin onkojenik
etkisini desteklemektedir (455-457). TGF-p sitotoksik T hiicrelerinde perforin, granzim A,
granzim B, Fas ligand1 ve IFN-y’y1 kapsayan sitolitik gen ifadelenmesini dogrudan inhibe
eder (458). Ayrica, tiimor hiicrelerinde 7GF-f aktivasyonu, MHC sinif II antijenlerinin
tiimor hiicrelerinde ifadelenmesini inhibe ederek tiimor hiicrelerinin immiinojenitesini de
azaltir (459,460). Bu da tiimor hiicrelerinin immiin yanittan kagisina yardimci olur. 7TGF-f1
mikrotiibiil stabilitesi tizerindeki etkileri aracilig1 ile kanser hiicrelerinin gé¢linde 6nemli bir
rol oynar (461). TGF-f1 fonksiyon kaybi, fokal adezyon kinaz, Rho GTPaz ve integrin
aktivasyonunu bozarak mikrotiibiil stabilizasyonunu degistirir. Bu 0Ozellikle kanser
tedavisinde kemoterapotik ajanlardan paklitaksele spesifik direng artisi ile iligkilidir (462).
Bu nedenle, pro ve anti-inflamatuar birgok sitokin diizeylerini etkileyen TGFf-1 gen
polimorfizmleri, kanser prognozunu da etkileyebilir (463). Bu ¢alismamizda endometriyum
kanseri tanili hastamizda (Tablo 4.4’teki 7. hasta) TGF-S1 geni 7. ekzonunda c.1154G>A
degisimine yol acan yanlis anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant TGF-B1 proteininin
385. pozisyonunda arginin aminoasiti yerine histidinin ge¢mesi ile karakterizedir. Bu
degisimin TGF-B1 protein stabilizasyonu ve aktivasyonuna etkisi iizerine net bir veri
bulunmamaktadir. Ancak giincel yayimnlar hiicre i¢ci pH artiglarinin belirli genlerin
transkripsiyonel aktivasyonunda degisime yol acarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
metastazinda etkili oldugunu savunmaktadir (464). Bu hipoteze gore fibroblast ve meme
kanseri hiicrelerinde EGFR ve TP53 genlerinde arjininden histidine doniigiim ile karakterize
yanlig anlamli gen varyantlarinin transkripsiyonel aktiviteleri hiicre pH’sinda artisa bagh
olarak degismektedir (464). Bu degisim onkojenik EGFR’nin transkripsiyonel
aktivasyonuna yol agarken, 7P53 tiimor baskilayici gen transkripsiyonel aktivitesini

baskilamaktadir (464).
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Over ve endometriyum kanseri tanili hastamizda (Tablo 4.4’teki 11. hasta) niikleotid
eksizyon onariminda gorevli gen varyantina (ERCC2:¢c.1382T>C, rs759116129) ek olarak
CXCRI geninde (CXCR1:c.998G>A, rs149021594) polimorfizm tespit ettik. Bu hastamizda
CXCRI geni 2. ekzonunda ¢.998G>A degisimine yol agan yanlig anlamli bir varyant tespit
ettik. Bu varyantta CXCRI1 proteininin 333. pozisyonuna arginin yerine histidin aminoasiti
gecmistir. Bu varyant in siliko protein tahmin programlarina gore klinik 6nemi bilinmiyor
olarak kabul edilmistir. ilgili varyantin protein aktivitesine etkisi icin ek fonksiyonel
caligmalara ihtiya¢ vardir. CXCRI polimorfizmleri ile kanser gelisimi arasindaki iliski
bircok calismada gosterilmistir (465-467). CXCRI geni, inflamasyon siireclerine katilan
bir¢ok transkripsiyon faktorii i¢in ligand olarak islev goriir (259). Literatirde CXCR1'in;
Ras/Rho, PI3K/AKT, MAPK/ERK ve fosfolipaz C'ye bagimli protein kinaz C aracilig1 ile
doku hasarini, tiimdr hiicresi olusumunu, anjiyogenez, EMT ve metastaz siirecini
destekledigi rapor edilmistir (259,260,263,465). IL-8/CXCRI1 sinyal yolagi, kanser kok
hiicrelerin stabilizasyonu ve kanser prognozu ile yakindan iligkilidir (468). Buna ek olarak,

CXCRI aktivitesi C-erbB2 reseptor aktivitesi ile de baglantilidir (259,465).

Meme kanseri tanili bagka bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 2. hasta) ise DNA onarimi
ve replikasyonunda etkili POLE (POLE:c.5438A>T, rs752559134) ve tiimor baskilayici gen
olarak bilinen /IGF2R gen (IGF2R:c.2321C>T, rs202147312) varyantlarina eslik eden
IRAK4 (IRAK4:c.333del, 1rs766515269) gen varyantin1 goézlemledik. IRAK4, timor
mikrocevresi immiinreaktivitesinde onemli etkilere sahip GM-CSF, CCL2, CXCLI,
CXCL2, IL-8 ve IL-B dahil olmak iizere ¢ok sayida sitokin ve kemokinin ana
diizenleyicisidir (469). IRAK4 fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar, anlamsiz, yanlis
anlamli, ¢ergeve kaymasi ve erken durdurma kodonlarini olusturmaktadir (470). IRAK4
varyantlar1 kinaz aktivite degisikligi iizerinden IL-1R, IL-6, IL-8, CXCL-1 ve CXCL-2
sinyal yolaklarini da etkilemektedir (471,472). Tespit ettigimiz IRAK4 genindeki c.333del
varyant1 ¢ergeve kaymasina neden olarak protein degisimine yol agmaktadir. Bu varyantin
etkisi in siliko protein tahminlerinde muhtemel patojen olarak belirtilse de literatiirde net bir
bilgi mevcut degildir. Bu nedenle bu varyantin klinik etkileri i¢in ileri fonksiyonel

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Over kanseri tanili hastamizda (Tablo 4.4’teki 9. hasta) tiimor baskilayict 7P53
(TP53:c.783-1G>T) ve onkogen MNI (MN1:c.1303C>T) gen mutasyonlarina eslik eden
SMAD3 (SMAD3:c.597C>T, 1s769225687) ve TLR2 (TLR2:c.2258G>A, rs5743708) gen
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varyantlarin1 tespit ettik. Timor baskilayict genler DNA hasart onariminin, hiicre
cogalmasinin, protein dongiisiinilin, otofaji ve apotozisin énemli diizenleyicileridir (473).
TP53, TGF-, APC ve PTEN gibi tiimdr baskilayict genlerin fonksiyon kayb1 immiin yanit
ve inflamasyon olusumunu tetikleyen biiyiime faktorleri, sitokin ve kemokin aktivasyonu ile
iliskilidir (473). Reaktif oksijen tiirleri, nitrik oksit ve bakteriyel/ viral enfeksiyonlarin
tetikledigi kronik inflamasyon 7P53 tiimdr supresor gen aktivasyonunda etkilidir (474).
Klinik ¢aligmalar, inflamatuar timor mikrogevresinde, p5S3 fonksiyon kaybina neden olan
mutasyonlarin inflamatuar sitokin ve iliskili sinyal yolak aktivasyonuna neden oldugunu
gostermektedir (475-479). Kanser hiicrelerinde mutant 7P53 inhibisyonu 7NF-a bagimli
apoptoza duyarlilik artisindan da sorumludur (480). Bu nedenle, p53’iin fonksiyon kaybi,
hiicre farklilasmasi, kanser kok hiicre stabilitesinde etkilidir. Ayrica, primer meme kanseri
tanil1 833 hasta {izerinde yapilan bir ¢aligmada, 7P53 mutasyonlar1 ile VEGF aktivitesi
arasinda anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir (477). Sonug¢ olarak, 7P53’lin tiimdr
baskilayici fonksiyonundaki kayiplar inflamatuar tiimor mikrogevre gelisimini ve kanser
hiicre canliligin1 destekler (473). Bununla birlikte, 7P53 ve BRCAI’in birlikte fonksiyon
kaybi, M2 polarizasyonu, Th2, Treg ve PD1"/ CTLA-4" T hiicre aktivitesine baglh
immiinsupresif timor mikrocevresi ile de karakterizedir (481,482). Bu veriler, tiimor
baskilayici gen mutasyonlarinin kanser immiinogenetigi iizerindeki farkli etkilerini

gostermektedir.

SMAD3, TGF-B aktivasyonu ile iligkili immiinsupresif fenotip olusumundaki roliine
ek olarak hiicre dig1 matriks, hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasi ve EMT siireclerinde de
gorevlidir (483-490). In silico analiz sonuglarina gére, dnemli bir tiimdr baskilayici gen olan
TP53 SMAD?3’iin transkripsiyonel aktivitesini inhibe etmektedir (457). Buna ek olarak,
SMAD3’iin 3-UTR bdlgesindeki polimorfizmler, SMAD3-miRNA etkilesimini bozarak
SMAD?3 aktivitesinde degisime neden olmaktadir (491,492). SMAD3 polimorfizmleri
meme, kiigiik hiicreli olmayan AC kanseri, kolorektal, deri, prostat kanseri dahil olmak {izere
birgok kanserde yiiksek tiimor evrelemesi ve hormon reseptér negatifligi ile iliskili
bulunmustur (491-498). TGF/aktivin /SMAD3 sinyal yolagi, organizmalarin biiylime ve
gelismesinde, doku onariminda 6dnemli bir rol oynar (499). Calismamizda, SMAD3 geni 4.
ekzonunda ¢.597C>T degisimine yol acan bir varyant tespit ettik. Bu sinonim varyant,
SMAD3 mRNA sinda 199. kodonu etkileyen 'sessiz' bir degisimdir (500). Literatiirde bu
polimorfizmin klinik etkilerini belirten ¢aligmalar sinirli olmakla birlikte, hiicre biiylime

performanst ve doku onariminin bu degisime baglh etkilenebilecegi belirtilmistir (499).
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Sinonim mutasyonlarin da gen transkripsiyonu ve protein translasyonunu degistirebilecegi
bilinmektedir (452). Bununla birlikte, mevcut kanitlar bu varyantin klinik iizerine etkilerini
belirlemek icin yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle klinik Onemi bilinmeyen olarak

siniflandirilmistir (500).

TLR sinyal yolag1 pro ve anti-inflamatuar sitokin dengesini etkileyerek enfeksiyon,
kronik inflamasyon ve kanser duyarlilig1 iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (501-505).
Kronik ve diizensiz TLR sinyal aktivasyonu, kromozomal translokasyon ve DNA hasarina
bagl genomik kararsizliga yol agmaktadir (506,507). TLR2, IL-6/STAT sinyal yolag: ve
ERK aktivasyonu ile de tiimor hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda etkilidir (508). Literatiirde
pS3'tin TLR’nin transkripsiyonel regiilasyonunda etkili oldugu belirtilmistir (509,510).
Ozellikle TLR4’{in meme kanserindeki etkisi tiimoér dokusundaki p53 fonksiyonu ile
yakindan iligkilidir. Buna gore dogal fenotipteki p53 varliginda TLR4 aktivasyonu
antiinflamatuar sitokin ve p2l1 aktivasyonu ile karakterize immiinsuprese bir timor
mikrogevresi olustururken, p53 mutasyonu olan timor dokusunda TLR4 aktivitesi
inflamatuar sitokin aktivasyonuna yol a¢gmaktadir (509,510). Calismamizda over kanseri
tanili hastamizin (Tablo 4.4’teki 9. hasta) TLR2 geni 3. ekzonunda ¢.2258G>A degisimi ile
karakterize yanlis anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant, TLR-2 proteininin sitoplazmik
yapisini etkilemektedir. Olusan degisim, TLR2 proteinin 753 pozisyonunda arjinin amino
asitinin yerini glisinin almasi nedeniyle islevsel olmayan bir protein olusumuna yol
acmaktadir (503,511,512). Protein yapisi ve stabilizasyonunda aminoasit polaritesi
onemlidir. Polar arjinin aminoasiti yerine apolar glisinin ge¢mesi TLR2 proteinin
biyokimyasal yapisinda ve fonksiyonunda degisiklikleri beraberinde getirir. TLR-2'deki
fonksiyon kaybi, TLR2'nin TLR6 ile etkilesiminden sorumlu TIR2 bolgesinin elektrostatik
potansiyelini de degistirebilmekte bu da MyD88 bagimli sitokin ve NF-xB ifadelenmesinde
degisikliklere neden olabilmektedir (511,513,514). Heterozigot TLR-2 R753Q mutasyonu,
Th2 polarizasyonu ve proinflamatuar IL-8 sitokin aktivasyonuna yol acabilmektedir (501).
Bu varyant VEGF aktivitesine bagli subretinal neovaskiilarizasyon ile karakterize yasa baglh
makula dejenerasyonuyla da iliskilidir (504). Ailede kanser dykiisii pozitif olan hastamizda
da (Tablo 4.4’teki 21. hasta) TLR2 geni (TLR2:c.1742C>T, rs1411329660) 3. ekzonunda
c.1742C>T degisimine yol acan yanlis anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant TLR2
proteininde 581. pozisyondaki polar serin aminoasiti yerine apolar 16sinin ge¢mesi ile

karakterizedir. Bu varyantin protein dizilimi tizerindeki etkisi literatiirde mevcut olmamakla
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birlikte, aminoasit polaritesindeki degisimler protein fonksiyonu ve stabilitesinde

degisimlere neden olabilir.

Calismamizda meme kanseri tanili bir hastamizin (Tablo 4.4’teki 12. hasta) BRCA2
gen mutasyonuna (BRCA2:c.8504C>A, rs80359102) eslik eden /RAK3 gen varyanti
(IRAK3:c.799C>T, 1s367600113) tespit ettik. Tlimor baskilayici genlerden BRCA1, BRCA2'
nin inaktivasyonu, genom kararsizligindaki etkilerinin yanisira proinflamatuar sitokinlerin
ve immiin sistem hiicrelerin aktivasyonu ile de iligkilidir (29). BRCAI fonksiyon kaybi ile
VEGF-A aktivasyonu arasinda dogrudan iligki ileri evre over kanseri patogenezinde
gosterilmistir (515). Tiimor hiicresi ve tiimor ile iliskili makrofajlarda IRAK-3 aktivitesi,
kanser mortalitesinin 6nemli bir gostergesidir (385,516,517). Bu varyant /[RAK3 geninde
7.ekzonda lokalize, IRAK3 proteinin 267. pozisyonunda arjinin aminoasiti yerine
translasyonun erken sonlanmasi ile karakterizedir. Protein trunkasyonu ve fonksiyon
kaybina yol agabilen bu anlamsiz varyantin ciddi etkileri olabilecegi diisliniilse de
patojenitesi ile ilgili net bir bilgi mevcut protein varyant tahmin datalarinda
bulunmamaktadir. Bu nedenle klinik 6nemi bilinmeyen olarak simiflandirdigimiz bu
varyantin protein aktivitesine etkileri ile 1ilgili fonksiyonel c¢aligmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Over kanseri tanisi almig bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 13. hasta) 7P53
(TP53:c.811G>T), RET (RET:c.2657G>A, 1s373594744) ve NQOI (NQOI:¢.355C>T,
rs140464487) gen mutasyonlarina eslik eden STAT3 (STAT3:c.1744G>A, 1s1064796762) ve
IL-10 (IL-10:¢.371G>A, 1s201365412) gen varyantlarin tespit ettik. Onkogen aktivitesi
tiimor mikrogevresinin immiin reaktivitesinde etkilidir. RET protoonkogeni, RAS, ERK1/2,
PI3K/AKT, STAT1/3, INK/p38 MAPK gibi proinflamatuar sinyal yolak aktivasyonunda
gorevli birgok kemokin (CX3CL1, CCL20, CCL2, CXCL8, CXCL12/SDF1), sitokin (IL-
1B, CSF-1, IL-17, IL-23, GM-CSF ve G-CSF), matrix degrade eden enzimler (MMP’lar) ve
adezyon molekiilleri ile etkilesimdedir (278,518-520). Oksidatif stres inflamatuar sitokin ve
iliskili sinyal yolaklarinda gorevli bir¢ok transkripsiyon faktoriiniin aktivitesinde 6énemli bir
role sahiptir (521). Bir kinon rediiktaz olan NQOI ise strese karsi hiicresel adaptasyonda
etkilesimde oldugu PARPI ve sirtuin araciligi ile dnemli bir rol oynar (522).

RET/PTC tirozin kinaz tarafindan STAT3 un 705. pozisyonundaki tirozin rezidiistinde
fosforilasyon STAT3 aktivasyonunda onemlidir (523). Bu etkilesim, STA73’e bagimh
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spesifik genlerin diizenlenmesi ve hiicresel transformasyon i¢in kritik sinyal yolaklarindan
biridir (523,524) (Sekil 5.1). Bu etkilesim sonucunda, bir¢ok kanser tiirlinde STAT3
aktivasyonu hiicre proliferasyonu (siklin D1, c-Myc, p53 ve p21 dahil), hiicre canliligi-
apoptozu (Bcl-2, Bcl-xL, MCLI apoptoz diizenleyici ve survivin dahil), timdr metastazi
(MMP2 ve MMP?9 dahil) ve anjiyojenezde (VEGF, ICAM1) gorevli hedef genleri regiile eder
(525). Proinflamatuar sitokin ve mediatorlere (IL-6, CXCL8/IL-8, wnt, Notch, p53 gibi)
bagli STAT3 aktivasyonu kanser kok hiicre stabilitesinde dnemli bir role sahiptir (115,526-
528). Tiimdr baskilayici genler birgok proinflamatuar sitokinin aktive ettigi STAT3 sinyal
yolaginin negatif diizenleyicileridir (529). STAT3 ve dogal fenotipteki p53 birbirlerinin
negatif olarak diizenleyicisi olmakla birlikte, mutant p53 ve STAT3 kanser olusumu ve
progresyonunda birbirlerini desteklemektedir (479). Ayrica, p53, STAT1 inhibisyonu
aracilifi ile proinflamatuar sitokin inhibisyonuna yol acarken, p53’iin STATS ile etkilesimi
Th17 hiicre farklilagsmasini inhibe eder (530,531). Bu nedenle, ¢alismamizda tespit ettigimiz
RET ve TP53’iin patojenik mutasyonlart STAT3 fonksiyonu iizerinde degisikliklere neden
olabilir. Ayrica, over kanseri tanist almig bu hastamizda bu degisimlere ek olarak STAT3
c.1744G>A degisimi ile karakterize bir varyant da tespit ettik. Bu yanlis anlamli varyant
durumunda STAT3 proteininde 582. pozisyondaki glutamat aminoasiti yerine lizin
aminoasiti gecmektedir (532,533). Polarite ve boyut acisindan farka sebep olabilecek bu
degisim proteinin ikincil yapisinda degisimlerle karakterizedir. Bu varyantin SH2
domaininde olusmas1 STAT3 dimerizasyonu ve hiicre i¢i sinyal iletimi tizerindeki etkilerini
desteklemektedir. Bu nedenle mevcut protein tahmin datalarinda olasi patojen olarak
siiflandirilmistir (532,533). Sonug olarak bu ¢alismamizda tespit ettigimiz RET, TP53 ve
STAT3 mutasyon ve varyantlar1 kompleks protein etkilesimi ve fonksiyonlarinda anlamli

degisimlere neden olabilir.
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Sekil 5.1. RET ve STATS3 protein etkilesimi

AIP: Aril Hidrokarbon Reseptorii Etkilesimli Protein, IKBKG: Niikleer Faktor Kappa B Kinaz
Diizenleyici Alt Birim Inhibitorii Gama, PLCG1: Fosfolipaz C Gama 1, GRB10: Biiyiime Faktorii Reseptdriine
Bagli Protein 10, CRK: CRK Proto-Onkogen, Adaptor Protein, EGFR: Epidermal biiyiime faktorii reseptori,
GRB7: Biiylime Faktorii Reseptoriine Bagli Protein 7, DOK1: Yerlestirme Proteini 1 (524).

IL-10 polimorfizmlerinin DNA onariminda etkili gen varyantlari ile etkilesimi birgok
kanser tiirlinde gosterilmistir (534,535). Deneysel hayvan calismalari DNA hasar ile
immiinsupresif IL-10 aktivasyonu arasinda etkilesim mevcuttur (536). In vivo ¢alismalarda
TP53 fonksiyon kaybinin /L-10 bagimli hiicre yaglanmasini azalttig1 belirtilmistir (537). IL-
10/STAT3 sinyal yolagi, kanserde fonksiyon kaybmin sik¢a izlendigi ve hiicre
yaslanmasinin 6nemli belirteclerinden olan p53 ve p21'in aktivasyonunuyla da iliskilidir
(538). Ayrica, anormal IL10/IL10R/STAT3 sinyal yolak aktivasyonu, ileri evre kanserlerin
karakteristik 6zelligi olan immiinosupresif tiimdr mikrogevre olusumuyla baglantilidir
(148,539). Ancak, terapotik olarak yiiksek IL-10 konsantrasyonlarinin, diisiik
konsantrasyonlardaki IL-10'un immiinosupresif etkisinin aksine, CD8+ T hiicre
sitotoksisitesini ve proliferasyonunu dogrudan tetikleyebildigi de belirtilmistir (540). Bu
kapsamda IL10'un murin meme kanseri modellerinde antitimor ve antianjiyogenik etkilere
sahip oldugu gosterilmistir (541,542). Bununla birlikte, yiiksek oranda polimorfik olan /L-
10 geni, mide, bobrek, akciger ve cilt kanseri gibi birgok kanser tiirii ile iligkilidir (543-546).
Bu ¢aligmamizda over kanseri tanili bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 13. hasta) RET, TP53,
STAT mutasyonlarina eslik eden /L-10 geni 3. exonunda ¢.371G>A degisimine yol acan
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yanlig anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant, IL-10 proteininde 124. pozisyondaki
bazik arginin aminoasiti yerine ndtral glutamin gecisi ile karakterizedir (547). Arginin ve
glutamin aminoasiti arasinda fizyokimyasal farkliliklar ¢ok azdir. Mevcut bulgular bu
varyantin hastalikla iligkili roliinii belirlemek i¢in yetersiz oldugundan bu varyant klinik
Oonemi bilinmiyor olarak smiflandirilmistir (547). Bununla birlikte, bu varyantin IL-10
protein fonksiyonu iizerindeki etkilerinin ve 7P53 ve STAT3 mutasyonlart ile iligkisinin

fonksiyonel ¢aligmalarla arastirilmasi 6nem arzetmektedir.

IL-10/IL-10R etkilesimde oldugu PI3K/AKT/OCT4 sinyal yolak aktivasyonu ile
kanser kok hiicre stabilizasyonundan da sorumludur (548). Bu ¢alismamizda ailede kanser
oykiisii olan bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 21. hasta) ILI10-RB (IL10-Rp:c.707T>C,
1s752218442) geni 6. ekzonunda ¢.707T>C degisimi ile sonu¢lanan yanlis anlamli bir
varyant tespit ettik. Bu varyant, /L/0-Rp proteininin 236. pozisyonunda 1dsin aminoasiti ile
prolinin yer degistirmesi ile karakterizedir. Losin ile prolin arasinda orta diizeyde bir
fizikokimyasal fark vardir. Bu varyantin protein yapisi ve islevi iizerindeki etkisi ile ilgili
literatiirde bir bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, bu varyant klinik 6nemi bilinmiyor olarak
siniflandirilmistir. Bununla birlikte, Henrion ve ark’nin bir ¢caligsmasina gore, IL-10R geni 6.
ekzonundaki duplikasyon bu reseptoriin 7. ekzonu tarafindan kodlanan transmembran ve
intraseliiler yapisinda bozulmaya da neden olmaktadir. Bu nedenle bu varyant IL-10R ile
STAT1/3 sinyal yolak etkilesiminde bozulma ile iliskili bulunmustur (549). Benzer sekilde,
IL-10R geni 6. ekzonunda tespit ettigimiz yanlig anlamli varyantin reseptdriin ekstraseliiler

ve transmembran kismui iizerinde yapisal ve fonksiyonel etkileri olabilir.

Ras onkogen aktivasyonu ile iliskili NF/ gen mutasyonlart TGF-B ve IL-4 sitokin
aktivasyonu iizerinden immiin yanit dengesinde etkilidir (550). Meme kanseri tanili
hastamizda (Tablo 4.4’teki 14. hasta) NFI (NFI:c.1223A>G, rs876660344) ve IL2IR
(IL21R:c.77A>G) genlerinde sirasiyla klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar tespit ettik. IL-
21/IL-21R etkilesimi, dogal ve adaptif immiin yanit olusumunda pleiotropik etkiye sahiptir.
B hiicrelerinin plazma hiicresine farklilasmasi, IL-4 bagimli IgE iiretiminin baskilanmasi,
Treg farklilagmasinin inhibisyonu, NK bagimli IFN-y ve CD8" T hiicre aktivasyonu bu
sitokin aktivasyonunun sonuclaridir (551). Mukozal bariyer savunmasinda etkili IgA +
plazmablast olusumunda da IL-21’in CCR9, TGF-B1, IL-4 ve IL-10 sitokinleri ile
etkilesimleri 6nemlidir (552-556). Bununla birlikte, IL-21/ IL-21R sinyal yolagi Thl17

aktivasyonu, MMP ve VEGF bagimli anjiogenez regiilasyonundaki etkileri tlimor
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biliylimesini desteklemektedir (557). Calismamizda meme kanseri tanist almig bu hastamizda
IL-21R geni 3. ekzonunda c¢.77A>G degisimi ile karakterize yanlis anlaml1 bir varyant tespit
ettik. Bu varyantta [L-21R proteininde 26. pozisyona tirozin aminoasiti yerine sistein amino
asiti gegmistir. Bu varyantin protein fonksiyonu ve stabilitesi ilizerine literatiirde bir veri
mevcut degildir. Bununla birlikte, hidrofobik, aromatik ve polar yapida tirozin yerine
hidrofilik, nonpolar ve yiiksiliz sistein aminoasitinin ge¢mesi protein konfigiirasyonu ve
fonksiyonunda degisimlere neden olabilir. Bu nedenle bu varyantin klinik etkilerinin tespit

edilmesinde ileri fonksiyonel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ailede kanser Oykiisii olan bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 18. hasta) IL-7R
(IL7R:c.399del) ve SMADG6 (SMAD6:c.171C>G, 1s753456441) genlerinde sirasiyla
muhtemel patojenik ve klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar tespit ettik. In vitro ve in vivo
caligmalara gore, IL-7/IL-7R sinyal aksi, EMT aktivitesinde, immiin yanit dengesinde,
lenfanjiyogenez ve kemoterapik ajanlara direng gelisiminde 6nemli bir rol oynar (131,558-
560). Ozellikle, lenfoid ve epitelyal kanserlerde yiiksek IL-7/IL-7R aktivitesi, lenf nodu
metastazi ve kotii prognoz ile iligkilidir (131,561,562). IL-7 sitokini onkojenik aktivitesi
siklin D1 aktivasyonu ile timdr hiicrelerinin proliferasyonu, kanserle iliskili fibroblast ve
tiimor kanser kok hiicre stabilitesinde de onemlidir (131,562,563). IL-7R aktivitesinde, IL-
2,4, 7,9 ve 15 dahil olmak {izere bircok sitokin reseptorii tarafindan paylasilan IL2Ry
gereklidir (564). Bu reseptdr lenfosit gelisimi ve farklilagsmasinda etkili V(D)J
rekombinasyonunda kritik bir rol oynar (564). Bu nedenle /L-7R fonksiyon kayiplari, immiin
yetmezlik sendromlar ile iliskilidir (564). IL-7R geni 4. ekzonunda ¢erceve kaymasina
neden olan ¢.399del varyantt ACMG kriterleri ve in silico protein tahminlerinde muhtemel
patojenik etkide oldugu kabul edilmektedir. 7L-7R geni 4. ekzonu reseptdriin ekstraseliiler
kismini kodlamaktadir (565). Bu nedenle bu varyant reseptoriin ekstraseliiler kisminda
yapisal ve fonksiyonel degisimlere yol agarak hiicre i¢i sinyal aktivitesinde degisimlere
neden olabilir. Ancak literatiirde bu varyantin kanserle iliskili klinik 6nemi belirtilmemistir.
Bu nedenle varyant ve protein etkilesiminin fonksiyonel c¢aligmalarla incelenmesi
gerekmektedir. Bir diger ailesel kanser Oykiisii pozitif hastamizda ise (Tablo 4.4’teki 19.
hasta) /L-7R geni 5.ekzonunda c.602A>G degisimi ile karakterize yanlis anlamli bir varyant
tespit ettik. Protein tahmin analizleri siirli olan bu varyant in siliko protein tahminlerine
gore klinik 6nemi bilinmiyor olarak siniflandirilmistir. Bu varyantta benzer sekilde IL-
7R’nin ekstraseliiler kismin1 kodlamaktadir ve IL-7R proteininde 201. pozisyonunda

aromatik tirozin aminoasiti yerine sistein degisimini ile karakterizedir (565). Sistein
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aminoasiti igerdigi tiol gruplar1 araciligr ile oksidatif reaksiyonlarda gorevli olup, diger
aminoasit veya proteinlerle etkilesimi sonucu olusan distilfid bagi protein katlanmasi,
fonksiyonu ve stabilitesi ilizerinde onemli bir etkiye sahiptir (566,567). Bu nedenle, bu
aminoasit degisimlerinin protein ti¢linciil yapisina olasi etkilerinin fonksiyonel ¢aligmalarla

aragtirtlmasi gereklidir.

TGF-B bagiml antiinflamatuar sinyal yolagmin énemli bir mediatdrii olan SMAD6
TLR-MyD88-NF-kB sinyal yolaklarinin 6nemli bir modiilatoriidiir (568). SMADG6
aktivitesi, kanser hiicresi biiylimesi ve JNK/RB/PARP inhibisyonu aracilig: ile kanser
hiicrelerinin apoptoz direnci ile karakterizedir (569). Ayrica, niikleer SMADG6 aktivasyonu
STAT3 hedef gen transkripsiyonlarini indiikleyerek tiimor hiicrelerinin yayilimi ve
anjiogenezine katki saglar (570). SMAD6, meme, over, pankreas ve kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri gibi bir¢ok kanser tiiriinde kotii prognoz ile iligkilidir (82,570,571). Bununla
birlikte, meme ve over kanserinde sitoplazmik SMADG6 aktivitesi tiimdr baskilayict olarak
da kabul edilmektedir (570). Bu hipoteze gore, SMAD6 nin sitoplazmik veya niikleus
lokalizasyonlar1 tiimor prognozunda farkli etkilere sahiptir ve ileri arastirmalar1 gerektirir
(570). Bu ¢aligmamizda Tablo 4.4’teki 18. hastamizda SMADG6 geni 1. ekzonunda c¢.171C>G
(rs753456441) varyantin1 tespit ettik. Bu sinonim varyant, SMAD6 mRNA'sinda 57.
Kodonunda amino asit dizisini degistirmeyen 'sessiz' bir degisikliktir (572). Bu varyantin
RNA splicing mekanizmasint degistirebilecegi diistiniilmekle birlikte bu hipotez

transkripsiyonel ¢caligmalar tarafindan dogrulanmamistir (572).

Calismamizda ailede kanser Oykiisii olan bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 19. hasta)
IL2Ry (IL2Ry:c.1006C>T) geni 8. ekzonunda ¢.1006C>T degisimi ile karakterize yanlis
anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant /L2Ry proteininde 336. pozisyona polar ve
hidrofobik olan prolin aminoasiti yerine nonpolar ve hidrofilik serinin gegmesi ile
karakterizedir. IL2Ry, IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21 sinyal iletiminde 6nemli bir
bilesendir (573,574). Inflamasyon ve immiin yanit dengesinde etkili bu gendeki
mutasyonlarin %48’ini yanlis anlamli ve anlamsiz mutasyonlar, %29’unu insersiyon ve
delesyonlar, %23’{inii ise ekzon ve intron birlesim bolge mutasyonlart olusturmaktadir
(573). IL2Ry gen mutasyonlar1 ¢ogunlukla korunmus sistein rezidiilerine sahip 3. ekzon ile
bu reseptoriin 3 boyutlu yapisi ve hiicre igi sinyal iletiminde etkili ekstraseliiler bolgesini
kodlayan 5. ekzonda izlenmektedir (573). Bununla birlikte /L2Ry geninin 6zellikle 5. ve 7.

ekzonlarinda tespit edilen mutasyonlar ile atipik agir immiin yetmezlik sendromlari arasinda

46



anlamli bir iliski mevcuttur (573). IL2Ry nin intraseliiler bolgesini kodlayan 7 ve 8. ekzon
mutasyonlart JAK3 fosforilasyonunda bozulmaya bagli olarak hiicre ici sinyal yolak
aktivasyonunda degisimlere neden olmaktadir (573-576). Bununla birlikte, 8. ekzonda
protein trunkasyonuna neden olan mutasyonlar da bir¢ok tipik agir immiin yetmezlik

sendromlarindan sorumludur (577-580).

Ailede kanser Oykiisii olan bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 20. hasta) CCR9
(CCRY9:c.767C>T, 1s149823113) geni 3. ekzonunda ¢.767C>T degisimi ile karakterize
yanlig anlamli bir varyant tespit ettik. Bu varyant CCR9 proteininin 256. pozisyonunda polar,
hidrofilik treonin aminoasiti yerine apolar ve hidrofobik izoldsin gegmesini dngormektedir.
Meme, akciger, bas ve boyun kanserleri ile gliomada CC kemokin ailesi iliyesi olan CCR9
aktivasyonu, hiicre ¢ogalmasi, EMT ve AKT/PI3K yolak aktivasyonu ile kemoterapoétik ilag
direncinde etkilidir (244,579). CCR9 aktivasyonu immiin sistem hiicre infiltrasyonu ve

Th1/Th17 kaynakli inflamatuar sitokin aktivitesinden de sorumludur (581).

IL-6/IL-6R (gp130)/JAK-STAT3 etkilesimi inflamasyon, oksidatif stres, hiicre
apoptoz inhibisyonu, anjiogenez, EMT aktivitesinde 6nemli bir rol oynar (582,583). Meme
kanserinde mitotik aktivitesi bilinen dstrojen hormonu IL-6 transkripsiyonunu tetikleyerek
inflamasyonu desteklemektedir (583,584). Calismamizda meme fibroblastik hiperplazisi
tanist almis bir hastamizda (Tablo 4.4’teki 15. hasta) /L-6R geni 3. ekzonunda (IL-
6R:c.428C>T, 1s147394499) c.428C>T degisimine yol acan yanlis anlaml1 bir varyant tespit
ettik. Bu varyant IL-6R’nin ekstraseliiler kisminda 143. pozisyondaki hidrofilik polar ve
yiiksiiz treonin aminoasiti yerine hidrofobik, nonpolar ve siilfiir iceren metionin ge¢mesi ile
karakterizedir. Bu degisim proteinin 3 boyutlu yapisinda ve stabilizasyonunda degisimlere
yol acabilir. Mevcut data bu varyantin klinik etkisini belirlemekte yetersiz oldugundan klinik
onemi bilinmiyor olarak smiflandirilmigtir. Bununla birlikte, fonksiyonel protein veri
tabaninda 140. pozisyondaki nonpolar prolin aminoasiti yerine yliksiiz polar glisin
gecmesinin IL-6R ligand etkilesimi ve sinyal iletimine bir etkisi olmadig1 belirtilmistir

(585).

Sonug olarak, ¢alismamizda meme kanseri, over kanseri ve ailede kanser 0ykiisii olan
hastalarimizda sirasiyla IRAK4, STAT3 ve IL-7R genlerinde muhtemel patojenik varyantlar
tespit ettik. Diger immiin sistemle iligkili gen varyantlar1 (ILDRI, TGF-f1, SMAD3, TLR2,
CXCRI, IRAK3, IL-10, IL-10RB, IL-2IR, IL-6R, SMADG6, IL-2Ry, CCRY) klinik 6nemi
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bilinmiyor olarak smiflandirilmistir. Klinik 6énemi bilinmiyor terimi, popiilasyonda yeni
veya nadir goriilen ve hastalikla baglantili olarak heniiz rapor edilmemis, ilgilenilen bir
gendeki genetik bir degisikligi ifade eder (586). Mevcut biyoinformatik analiz yontemleri
klinik yorumlamaya rehberlik etmek icin yetersiz olabilir (587,588). Bu varyantlar, heniiz
dogrulanmamis gercek patojenik mutasyonlart da temsil edebildiklerinden Snemlidir.
Popiilasyonda diisiik frekansta tespit edilen bir varyantin varligi eksik penetrasyon,
ifadelenme, uygun olmayan fenotipleme, kalitim bi¢imleri nedeniyle patojenik olmadigi
anlamina gelmez (429,586-592). insan genomik arastirmalarinda daha iyi biyoinformatik
analiz yontemleri, genetik varyasyonlarin daha kapsamli yorumlandig: veritabanlari, yeni
nesil dizi metodlarindaki gelismeler ve genom dizi analizlerinin daha yaygin klinik kullanimi
dahil olmak tiizere birgok yenilige ihtiya¢ duyulmaktadir (586-592). Bununla birlikte,
orneklem biiylikliiglimiiziin nispeten kiiciik olmasi c¢aligmamizin major limitasyonunu
olusturmaktadir. Etnik kdkenin mevcut sonuglari etkileyebilme potansiyeli sonuglarimizin
daha genis Ornekleme sahip gen-gen ve gen-cevre etkilesimini de kapsayan fonksiyonel

caligmalarla dogrulanmasini gerektirmektedir.

Sonug olarak, kanser immiinoterapisinin klinik etkilerini genisletmek i¢in kanser
hiicrelerinin tiimér mikrogevresindeki inflamatuar sinyal aktivasyonuna nasil adapte
oldugunun anlagilmas: ve bu adaptif mekanizmalara yonelik terapotik hedef uygulamalar
onem kazanmaktadir. Bu yeni bilgiler 1s1ginda, bireysel kanser duyarliligi ve tedavi
yanitlarindaki farkliliklar1 ve mevcut kanser tedavisine diren¢ mekanizmalarini hedefleyen
yeni terapilerin yani sira intrinsik immiin yanit olusumunda etkili kisisellestirilmis

tedavilerin kombinasyonu da miimkiin olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

e Kohortun ¢ogunlugunu (% 40) meme kanseri tanis1 almig hastalar olusturmaktadir. Bu
grupta hastalarin ¢cogunlugunda tespit edilen erken menars yast hormonal aktivite ve
kanser iliskisini desteklemektedir. Hastalarimizin yas ortalamasinin gen¢ olmasiyla
uyumlu olarak menopozda olan hasta sayimizin da diisiik olmasi bu iligkiyi

giiclendirmektedir.

e BRCA 1/2 mutasyonlart hormon reseptdr aktiviteleri arasinda anlamli etkilesim
mevcuttur. Calismamizda BRCA2 mutasyonu mevcut meme kanseri tanist almis 3

hastamizin tlimiinde hormon reseptdr aktivitesi (ER/PR/C-erbB2 +) pozitiftir.

e Tim kohortta kanser olusumunda etkili ALK, ATM, BRCA2, CDKN2A, CHEK?2, ERBB?2,
ERCC2, IGF2R, KIT, LZTRI, MET, MNI, MSH5, MUTYH, MYHI, NF1, NOTCH,
NQOI, PARK2, PDGFRA, PMSI, POLE, PTCHI, RET, RUNXI, TP53, TSCI,TYR
genlerinde varyasyon tespit edilmistir. Bu gen varyantlarina sitokin ve iligkili sinyal
yolaklarinda gérevli CCRY, CXCRI, ILDRI, IL-2Ry, IL-6R, IL-7R, IL-10/10RB, IL-2IR,
IRAK3, IRAK4, SMAD3/6, STAT3, TGF-p1, TLR2 gen polimorfizmleri de eslik

etmektedir.

e Kanser tanis1 almis hasta grubunda DNA onarimi, replikasyonu ve hiicre biiyiimesi-
apoptozunda gorevli bir¢ok tiimor baskilayict gende (BRCA2, POLE, IGF2R, MUTYH,
TP53, MNI, ERCC2, RET, NFI) tespit edilen varyantlara ek olarak, immiin yanit
olusumunda etkili bir¢ok gende de (IRAK3, IRAK4, ILDRI, TGF-p1, SMAD3, TLR2,
CXCRI1, STAT3, IL-10 ve IL-21R) varyant mevcuttur. Bu iligki kanser hiicrelerindeki

genomik kararsizligin immiin yanit olusumu tizerindeki etkileri ile uyumludur.

e Patojenik etkideki RET, TP53 ve STAT3 gen varyantlarina eslik eden /L-10 varyanti
tiimor mikrogevresinde bu proteinlerin birbirleri ile olan etkilesimleri ve fonksiyonlari
tizerinde degisikliklere neden olabilir. Bu degisimlerin protein fonksiyonu iizerindeki

etkileri fonksiyonel ¢aligmalarda gosterilmelidir.
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¢ Anti-tiimdr immiin yanitin diizenlenmesinde sitokinlerin karmasik ve ¢ok yonlii etkilerini
anlamak, bireysel kanser duyarliligt ve tedavisine yonelik etkili immiinoterapdtik

stratejilerin gelistirilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.

e Etnik kokenin mevcut sonuglar etkileyebilme potansiyeli ve kisith 6rneklem sayisina
bagli kohortumuzun homojenize olmamasi sonuglarimizin daha genis Orneklem
gruplarinda immiin yanut ile iligkili spesifik genlerin arastirilmasini 6ngdren ¢aligsmalarla
desteklenmesini gerektirir. Bununla birlikte calismamizda tespit ettigimiz genomik
kararsizlik olusumundan sorumlu gen varyantlarina eslik eden immiin yanut ile iligkili gen
polimorfizmleri, gen-gen ve gen-gevre etkilesimini de kapsayan daha biiylik drneklem

grubuna sahip fonksiyonel ¢alismalar i¢in bir rehber niteligindedir.
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EK 1: Etik Kurul Onay1

26.01.2021
Say1

_ Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Tibbi Genetik Doktora Programu ogrencisi Derya Yaman tarafindan yiiriitiilecek olan

'Kanser olgularinda ve ailesel kanser yatkinligi nedeniyle klinik ekzom dizi analizi

sitokinler ve iligkili sinyal yolaklarindaki degisiklikler" baslikli aragtirma projesi

Kurulumuz tarafindan uygun bulunmustur. Projenin baglama tarihi ile galigmanm sunuldugu kongre ve
yayimlandig dergi konusunda Kurulumuza bilgi verilmesini rica ederim.

Not: Caligma bildiri ve/veya makale haline geldiginde "Gereg ve Yontem" bdliimiine asagidaki
ifadelerden uygun olaninin eklenmesi gerekmektedir.

— Bu ¢alisma Bagkent I"Jni\_{ersitesi Tip ve Saghk Bilimleri Aragtirma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no:...) ve Baskent Universitesi Aragtirma Fonunca desteklenmistir.

— This study was approved by Baskent University Institutional Review Board (Project no:...)
and supported by Baskent University Research Fund.
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EK 2: ACMG Degerlendirmelerinin Aciklamasi (592)

PATOJENIK ETKi

Cok Giiglii Patojenite
PVS1: Bu tanim, hastalikta etkili genlerdeki fonksiyon kaybinin degerlendirilmesinde
kullanilir. Patojenik fonksiyon kaybi1 mutasyonuna sahip olan genlerde kanonik transkriptin

cerceve kaymasi, anlamsiz mutasyon ve splice bolgesi mutasyonlarini kapsar.

Giiclii Patojenite

PS1: Niikleotid degisikliginden bagimsiz olarak Onceden patojenik varyant olarak
belirlenmis ayn1 amino asit degisikliklerini kapsar.

PS2: Hastalig1 olan ve aile dykiisii olmayan bir hastada de novo varyant olusumunu kapsar.
PS3: Gen veya gen {irlinii izerinde zararl bir etkiyi destekleyen iyi yapilandirilmis in vitro
veya in vivo fonksiyonel ¢alismalarda ortaya konmus varyantlar1 kapsar.

PS4: Etkilenen bireylerde varyantin prevalansi, kontrollerdeki prevalansa kiyasla énemli

Ol¢iide artmistir.

Orta Patojenite

PM1: Mutasyonel sicak noktada ve/veya kritik islevsel bir alanda (6rn. bir enzimin aktif
bolgesinde) benign bir degisikligi olmayan varyantlar i¢in kullanilir.

PM2: Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom Toplama
Konsorsiyumu’unda kontrollerde bulunmayan veya resesif paterndeyse asir1 diigiik frekansta
tespit edilen varyantlar1 kapsar.

PM3: Ebeveynlerin (veya ¢ocuklarinin) test edilmesini gerektiren patojenik varyanta sahip
trans-gen Ozellikte resesif bozukluklarda mevcut varyantlar1 kapsar.

PM4: Tekrar bolgelerinde yer almayan ve ger¢eve kaymasina neden olmayan indel
degisimlerine bagli protein uzunlugunda degisimlerle karakterize varyantlari tanimlar.
PMS: Patojenik oldugu belirlenen farkli bir yanlis anlamli varyantin daha dnce gortildiigi
bir amino asit kalintisinda yeni yanlis anlamli varyantlarin varlig: ile karakterizedir.

PM6: Ebeveyn teyidi olmadan de novo kabul edilen varyantlari kapsar.
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Destekleyici Patojenite

PP1: Hastaliga neden oldugu kesin olarak bilinen bir genin, etkilenen birden fazla aile
tiyesinde hastalik ile birlikte segregasyonu ile karakterizedir.

PP2: Diisilk oranda benign yanlis anlamli varyasyona sahip olan ve yanlis anlamh
varyantlarin yaygin bir hastalik mekanizmasi ile iligkili oldugu varyanti1 tanimlar.

PP3: Birden fazla sayisal veri algoritmalari, gen veya gen iirlinii lizerinde varyanta baglh
olusan zararl etkiyi destekler.

PP4: Hastanin fenotipi veya aile dykiisii, tek bir genetik etiyolojiye sahip bir hastalik i¢in
oldukga spesifiktir.

PP5: Saygin kaynaklarin varyant1 patojenik olarak bildirdigi, ancak laboratuvarin bagimsiz

bir degerlendirme yapmasi i¢in gerekli verinin mevcut olmadigi varyantlar1 kapsar.

BENIGN ETKi

Bagimsiz Benign Etki
BA1: Alel sikligi, Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi veya Ekzom Toplama

Konsorsiyumu'nda >%?5'tir.

Giiclii Benign Etki

BS1: Alel siklig1, hastalik i¢cin beklenenden daha fazladir.

BS2: Saglikli bir yetiskin bireyde, erken yasta tam penetrasyonun beklendigi, resesif
(homozigot), dominant (heterozigot) veya X'e bagl (hemizigot) bozukluklar1 kapsar.

BS3: lyi kurulmus in vitro veya in vivo fonksiyonel ¢aligmalarda, protein fonksiyonu veya
splicing {izerinde higbir zararli etki gdstermeyen varyantlarla karakterizedir.

BS4: Bir ailenin etkilenen {iyelerinde segregasyon eksikligi ile karakterize varyantlardir.

Destekleyici Benign Etki

BP1: Hastalik patogenezinden sorumlu oldugu bilinen ve temelde trunkasyona yol agan
yanlig anlamli gen varyantlaridir.

BP2: Tamamen penetran dominant bir gen/bozukluk i¢in patojenik bir trans- gen varyanti
veya herhangi bir kalitm modelinde patojenik cis- gen varyantt mevcuttur.

BP3: Bilinen bir islevi olmayan tekrarlayan bir bolgede ¢erceve i¢i delesyon ve insersiyonla

karakterizedir.
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BP4: Coklu sayisal veri algoritmalarina gére gen veya gen lirlinii {izerinde higbir etki
gostermeyen varyantlari kapsar.

BP5: Hastaliga sebep olabilecek alternatif molekiiler temel ile iligkili varyantlar1 kapsar.
BP6: Saygin kaynaklarin varyanti benign olarak bildirdigi, ancak laboratuvarin bagimsiz bir
degerlendirme yapmasi i¢in yeterli verinin olmadig1 varyantlari igerir.

BP7: Splicing tahmin algoritmalarina gore splicing konsensiis dizisine higbir etkisi olmayan
veya yeni bir splicing bdlgesi yaratilmasinda rolii gosterilmemis ve niikleotidin yiiksek

oranda korunmadig1 sinonim (sessiz) bir varyant ile karakterizedir.
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