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OZET

Yiksek Lisans Tezi

PD-1 GEN POLIMORFiZMININ
(PD-1.5 C/T) TURK KOLOREKTAL KANSERLI HASTALARDA
ARASTIRILMASI

Yosra Mohamed K. LAMAMI

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Genetik ve Biyomuhendislik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Bayram KIRAN

Aktive edilmis T hiicreleri tarafindan ifade edilen programlanmis 6lim-1 (PD-1),
bagisiklik ve tolerans sirasinda T hiicresi gorevinin diizenlenmesiyle ilgili bir
inhibitdr hiicre yiizeyi reseptdriidiir. Immun yanitla iligkili genlerin kanser ile
iliskileri kurulmustur. Bu ¢alisma, kolorektal kanserli (CRC) hastalarda PD-1.5(C/T)
polimorfizmini arastirmaktadir.

PCR-RFLP kullanarak 249 Tirk bireyde (CRC'si olan 99 hasta ve kontrol olarak 150
saglikli birey) PD-1.5(C/T) polimorfizmi arastirildi. CRC'li hastalar ile saglikli
kontrol grubu arasinda PD-1.5(C/T) genotip dagilimi istatistiksel olarak anlamliyd1
(p=0.003). Uzak metastazi olan hastalarda olmayanlara gére C alleli ve CT
genotipleri daha yiksektir {p=0.016, odds oran1 (OR), 1.248; %95 giiven araligi
(CI), 1.063-1.465; p<0.001, odds orani (OR), 1.732; %95 giiven aralig: (CI), 1.291-
2.322}. Ayrica, anjiyolifatik invazyona sahip olan hastalarda, PD-1.5(C/T)
homozigot CC genotip tasima frekansi, anjiyolifatik invazyon bulunmayan hastalara
gore daha yuksektir {p=0.043, OR: 2.25; %95 GA: 1.063-4.763}. Miisin6z bileseni
olan hastalar, T allel frekans1 miisine komponenti bulunmayan hastalara gére daha
yuksektir {p=0.023, OR: 1.284, %95 GA: 1.066-1.546}. Sonuglarimiz, PD-1.5 (C/T)
polimorfizmi ile CRC duyarlilig1 ve hastaligin progresyonu arasinda anlaml iligkiler
oldugunu gostermistir. PD-1.5 polimorfizminin belirli bir genotipinin kolorektal
kanser ile iliskili olup olmadigmi1 ve PD-1.5(C/T) polimorfizminin ve
klinikopatolojik 6zelliklerin iliskisini agikliga kavusturmak igin daha fazla hastadan
olusan daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: PD-1.5 (C/T), polimorfizm, kolorektal kanser

2017, 58 sayfa
Bilim Kodu: 923



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF PD-1 GENE POLYMORPHISM (PD-1.5 C/T) IN TURKISH
PATIENTS WITH COLORECTAL CANCER

Yosra Mohamed K. LAMAMI

Kastamonu University
Institute of Science
Department of Genetic and Bioengineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Bayram KIRAN

Programmed death-1 (PD-1), expressed by activated T cells, is an inhibitory cell
surface receptor concerned in the regulation of T cell task during immunity and
tolerance. The associations of the immune response-related genes with cancer have
been established. This study investigates PD-1.5 (C/T) polymorphism in patients
with colorectal cancer (CRC).

PD-1.5 (C/T) polymorphism was investigated in 249 Turkish subjects (99 patients
with CRC and 150 healthy individuals as controls) by using polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The distribution of
PD-1.5 (C/T) genotypes between the patients with CRC and healthy controls were
significantly different (p=0.003). The patients who have distance metastasis have
increased C allele and heterozygous CT genotypes than those with negative
metastatic {p=0.016, odds odds ratio (OR), 1.248; 95% confidence interval (CI),
1.063-1.465; p<0.001, odds orani (OR), 1.732; 95% confidence interval (Cl), 1.291-
2.322). Moreover, the patients who have angiolymphatic invasion have increased
frequency of CC genotype than those with the absence of angiolymphatic invasion
(p=0.043, OR: 2.25; 95% CI: 1.063-4.763). The patients who have mucineous
component have increased frequency of T allele than those with the absence of
mucineous component (p=0.023, OR: 1.284; 95% CI: 1.066-1.546). Our results have
shown significant associations between PD-1.5 (C/T) polymorphism and CRC
susceptibility and progression of the disease. Further researches comprising more
patients are required to clarify whether a particular genotype of the PD-1.5
polymorphism is associated with colorectal cancer and clarify the association of PD-
1.5(C/T) polymorphism and clincopathological characteristics.

Key Words: PD-1.5(C/T), polymorphism, colorectal cancer
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1. GIRIS

Bagisiklik sistemi, kanseri kontrol altina alma ve ortadan kaldirmada merkezi bir rol
oynar. Bununla birlikte, malignite ortaminda, etkili antitimor bagisikligi durduran
cesitli bagisiklik baskilama mekanizmalart mevcut olabilir. Agresif timor
gelisiminin immiino-regulasyonu, bagisiklik kontrol noktalarinin aktivasyonu
yoluyla efektor bagisiklik tepkilerini engelleyen ligandlarin tiimér up-regulasyonu
tarafindan genellikle geride birakilmistir[1].

Bu tiir kontrol noktalari, programlanmis 6liim-1 (PD-1), sitotoksik T lenfosit iliskili
antijen-4 (CTLA-4), T-hiicresi imminoglobilin ve musin proteini-3 (TIM-3),
lenfosit aktivasyon gen-3 (LAG-3), Glukokortikoid kaynaklt TNFR ailesel reseptor
(GITR) ve olduruct hicre immunoglobilin benzeri reseptorleri (KIR) igerir, GITR
hari¢ tutuldugunda, kendi kontrol ligandlarma baglandiktan sonra bu kontrol
noktalari, otoimmiiniteyi onlemek i¢in bagisiklik tepkilerinin asagi modiilasyonunu
uyarir. Bununla birlikte, bu bagisiklik mekanizmalari, hizla timor hiicresi

¢ogalmasma izin vermek tizere tiimorler tarafindan secilir[2].

T hiicreleri, insan bagisiklik sisteminin karmagik aginda kritik efektor benzeri roller
oynarlar. T hiicreleri timoér biyltmesini engeller [3, 4]. Ne yazik ki, tiimorler ayni
zamanda CTLA-4, PD-1 ve programlanmis Oldirici-Ligand 1 (PD-L1) gibi
bagisiklik kontrol noktalar1 araciligiyla stirekli T hiicresi yanitlarindan kendilerini

onleyebilirler [5].

Agresif tiimorler, zorlu host ortamlarinda da yasamak i¢in molekiiler mekanizmalar
gelistirir ve kronik enflamasyon bolgelerinde gogalir [6]. Anjiyogenezisi tesvik eden
ve yakin doku mimarisinde diizeni bozan faktorlerin tiimor salinimi invazyon ve

metastatik yayilimi tesvik eder.

Bagisiklik sisteminin merkezi rolii, anormal hiicre ¢ogalmasmin bir sonucu olarak
ifade edilenler de dahil olmak iizere yabanci antijenleri ortadan kaldirmaktir [7].
Bagisiklik efektor hiicrelerini engelleyen veya bagisiklik hiicre sagkalimi i¢in anahtar
faktorlerin timadr mikrobiyolojisini tiketen molekullerin timaor hiicresi ekspresyonu

yuzunden proliferatif kanser hiicreleri sistemik bagisiklik yanitiyla immiinolojik



olarak gézlenmeyebilir [8, 9]. ik tiimér biiyiimesi saglam dogustan ve adaptif
bagisiklik ile saptanir ve yok edilirken, adaptif bagisiklik yanit1 efektor hiicreleri ile
denge igerisinde bekleyen tiimor hiicreleri geride birakilir [9- 12]. TUmor hicreleri
ligandlar1 yukar1 dogru regiile edecek ve sitotoksik T-lenfosit aktivitesini
engelleyecek cozinlr faktorleri tahliye edecek ve bu tir molekdllerin timaor
ekspresyonu kanserin timor hicrelerinin  bagisiklik tepkisi ve yayilimindan

kagmasina yol agacaktir [8, 9].

Bagisiklik kontrol noktalari, normal kosullar altinda inflamatuvar yanitlar sirasinda
cevresel otoimmiiniteyi onleyen ¢esitli bagisiklik hiicreler Gzerinde eksprese edilen
hicre ylzeyi molekdllerini ifade eder [13]. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) ve Kolorektal Kanser (CRC) gibi kot immunojenik kanserler, bu
bagisiklik kontrol noktalarinin ligandlarini eksprese edebilir ve tiimér mikro

ortaminda bagisiklik efektoriiniin inhibisyonuna neden olabilir.

1.1. Kanser Hiicrelerinin Host Bagisiklik Sisteminden Kacis Mekanizmalari

1.1.1. Karsinogenezin Baslangic Evresinde Tiimor ve Bagisikhk Sistemi

Arasindaki Iletisimler

Timor hiicrelerinin goriiniimiinden tiimoér dokusunun gelisimine kadar olan strec,
kanser molekiiler biyolojisi alaninda aktif olarak arastirilan en 6nemli konulardan
biridir. Karsinogenezin erken sathasindaki (yani kanser hiicrelerinin ortaya ¢iktigi
zaman) timor-bagisiklik sistemi etkilesimi ile ilgili olarak, asagidaki teori Onerilmis
ve yaygin sekilde kabul edilmistir: gen mutasyonlari, endojen veya cevresel
uyaranlar tarafindan siirekli bir olasilik ile siirekli olarak indiiklenmistir, bdylece
mutant htcrelerin muhtemel bir karsinogenez ile rutin olarak in vivo ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, konak bagisiklik sistemi siirekli olarak bu
mutasyona ugramis kanserojenik hiicreleri gdzlemlemekte ve kesfetmekte ve onlari
"kanser immin takibi" olarak bilinen mekanizma ile ortadan kaldirmaktadir [10-
12]. Bununla birlikte, mutasyona ugramis hiicrelerin birikmis ortaya ¢ikisi yoluyla,
bazilar1 tesadiifen, immin takibinden ka¢inma (yani konak bagigiklik sistemi

tarafindan bir 61ldlirmeyi 6nleme) kapasitesini kazanir ve tiimor dokusunun gelisimini



ayarlamak igin gelisimlerine devam eder. Konagin bagisiklik sistemi tarafindan
timorlere karsi stirekli stres sonucu ortaya cikan ve immin takibine direncli
mutantlarin ortaya cikmasindan kaynaklanan kanserli hiicrelerin
immunojenisitesindeki degisiklikler, "kanser immiino-diizenlemesi” olarak bilinir
(Sekil 1.1) [10,11,14]. Baska bir deyisle, klinik ortamda gozle goriiliir bir kitle
olarak saptanan tiimorler, zaten kanser olusumunun erken sathasindaki
imiinojenikligi diizenleyerek anti-tiimér immiiniteden kacarlar; buna karsin
degisikliklerin siklig1 (yani, neoantijenler sayis1 ve / veya araligi) kanserler arasinda
farklilik gosterir [15,16]. Bu nedenle, bagisiklik direnci, iyi bilinen tiimorlerin

dogasinda bulunur.
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Sekil 1.1. immiin takip ve kanser immiino-diizenlemesi.

i. Surekli vicutta Gretilen mutant hucreler.
ii. Immiin takip.
iii. Bagisiklik direngli hiicre (kanser immiino-diizenlenmesi)).
iv. Timor gelisimi i¢in bagisiklik sistemine direngli hiicrelerin genislemesi.

1.1.2. Tiimér Mikro Cevresindeki Immiinsiipresif Mekanizmalar

Kanserli hiicrelerin tiimdr spesifik ve / veya tiimor ile iligkili antijenleri ifade ettigi
ve T lenfositleri tarafindan immiinojenik hedefler olarak goriilebilecegi iyi
bilinmektedir [17, 18]. Bu nedenle, bu tiimor antijenlerine kars1 bagisiklik
kazandirma ve / veya bagisiklik uyarict mekanizmalarin tesviki yoluyla T lenfosit
yanitlarin1 indiiklemek veya gili¢lendirmek inandirict bir yaklasim olarak
goziukmektedir. Ancak, tumor antijenine spesifik T hicre tepkileri periferik kandaki
bu tiir yaklasimlarla uyarildigi1 ve fark edildigi halde, esasen tiimor Kkiitlesinin
azaltilmas: ya da hayatta kalmanm siirdiiriilmesi gibi klinik olarak takdir edilen

terapotik yararlara yol agmazlar. Bu konuya agiklik getirilmesinin ana nedenlerinden


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/cas.12695/full#cas12695-fig-0001
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/cas.12695/full#cas12695-bib-0023

biri, kanser immuno-dizenlenmesi sonucunda gelisen immiinsiipresif timor

mikrobiyolojisidir.

Tiim6r mikro ortaminda kansere 6zgili ortamlar, timdr hiicreleri, stromal hiicreler ve
infiltrasyon yapan bagigiklik hiicreleri gibi bir¢ok hiicre popiilasyonu tarafindan
yaratilir. Bu ortamlar, timor spesifik T hucrelerinin antitiimor islevlerinin biiylik
capta yasaklanmasiyla giiclii bagisiklik baskilayicit potensiyel gosterirler. Timor
mikro ortammda bagisiklik baskilayict fonksiyonlarn altinda yatan Onemli
mekanizmalar, asagida yazili ii¢ kategoride Ozetlenebilir. Bu mekanizmalarin
birbirini etkiledigi ve birbirlerini senkronize ettigi ve sinerjistik olarak gii¢lerini

sergiledigi dikkati gekmektedir.

1. Bagisiklik baskilayict hiicre popiilasyonlarmin sagkalimi: Bazi kanserlerde
diizenleyici T hicrelerinin ve miyeloid turevli baskilayici hiicrelerin kitlesel
infiltrasyonu gozlenir [19, 20].

2. Bagisiklik baskilayict humoral faktorlerin iiretimi: kanserli hiicreler ve
komsu stromal hiicreler transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-B) ve
interlokin-10 (IL-10) gibi baskilayici sitokinlerin yani sira indolamin 2,3-
dioksigenaz (IDO) dretirler [19, 21, 22].

3. Bagisiklik kontrol noktasi molekiillerinin ekspresyonu: PD-L1 ve CTLA-4
srastyla regiilator T hiicreleri ve tiimor hiicreleri lizerinde asir1 derecede ifade
edilir. Dahasi, PD-L1 ifadesi ayn1 zamanda tiimor stromal hiicrelerinde ve

infiltre eden bagisiklik hiicrelerinde saptanabilir [23].

Adoptif transferinin melanom ve hematolojik maligniteler de dahil olmak {izere baz1
kanserlerde klinik etkinligini ortaya koymustur. Etkinligin kesin sebepleri kesin
olarak bilinmemekle birlikte, bu, adoptif T hiicre tedavisinin, bagisiklik baskilayici
mekanizmalarin agirlikli olarak ¢aligtigi in vivo indiiksiyon evresini gerektirmedigi
bir teori ile veya in vitro aktive edilmis T hiicrelerinin, tiimér mikro ortaminda
efektor fazda immiinsiipresyona direngli olabilecegi teorisi ile baglantili olabilir. Bu
noktalar, basarili kanser immiinoterapilerinin gelistirilmesi i¢in arastirmada

Onemlidir.

Bagisiklik kontrol noktas1 molekiilleri: Tiimor mikro ortaminda T hiicre yanitlarmi

kontrol eden bir mekanizma. Her ne kadar ¢esitli dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
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hicreleri anti-timor bagigikhigna katkida bulunsa da yaygin olarak, timor
antijenlerine 6zgl T hucrelerinin, timor ¢ikarilmasinda hayati bir rol oynadigi

diistiniilmektedir. T hiicresi aktivasyonunu baglatmak i¢in iki sinyal vazgecilmezdir
(Sekil 1. 2) [24].

Birincisi antijenik peptid kompleksi ve blyik histokompatibilite kompleksi (MHC)
tarafindan tetiklenen T hiicre reseptorii (TCR) vasitasiyla gelen sinyaldir ve digeri
farklilagma yigilim molekiili 28 (CD28), 4-1BB ve OX-40 gibi uyaric1 ko-
reseptorler olarak adlandirilan yiizey molekiilleri araciligiyla sinyallerdir. CD28,
profesyonel antijen sunan hicrelerde (APC'ler) ifade edilen CD80 (B7-1) ve CD86'y1

(B7-2) harekete gegirir ve uyarici ortak sinyali T hiicrelerine iletir.

Co-inhibition Co-stimulation
DC T cell DC T cell
CD80 =@ CD80 wemg@

-— P CTLA4 DB m—@ D cD28
CD86
D40 o — CD40L
PD-L1 =L ICOSL J— rcos
m—- PD1
. = cD70 - Cpz7
OX40L P—  OXdo
B7-H3 =—@® 7- - ? 4-1BBL »— 41BB
B7-H4 et ? GITRL =@ B GITR
LIGHT P— HVEM
¢— BTLA -
HVEM L .
eD160 M3 = L. Galectin9
TIM4 A T TIMA
ILT3 , ? ?
ICAM1 = VN LFA1
T4 e == MHC oe
LFA3 ——@@® )= CD2

Sekil 1.2. Uyarici ve Onleyici es sinyallerle T hiicre yanitlarinin diizenlenmesi.

Bu arada, daha 6nce de belirtildigi gibi, inhibe edici ortak sinyalleri doniistiiren
bagisiklik kontrol noktasit molekiilleri, uyarici ortak isaretlere kars1 koymak ve
bagisiklik sistemlerinin aktivasyonunu durdurmak i¢in de mevcuttur. CTLA-4 ve
PD-1, en temsili bagisiklik kontrol noktasi molekiilleridir. T hiicrelerinin TCR
baglanmasi tizerine aktive edilip edilmedigi veya inaktive edilip edilmedigi uyarici

ve inhibe edici ortak sinyaller arasindaki denge iizerine kuruludur. Bu nedenle,
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bagisiklik kontrol noktast molekiillerinin yiiksek oranda ifade edildigi timor
mikrobdlgesel ortaminda, es-sinyaller dengesinin inhibisyon baskin tarafina dogru
biiyiik dlgiide egilimlidir, boylece anti-tiimor tepkileri belirgin olarak engellenmis
olur (Sekil 1. 3a). Kanser immiinoterapilerinin amaci denge saglamak, ozellikle
kanserli dokulardaki uyarilma baskin tarafa dogru yoneltme egiliminde olmaktir.
Konvansiyonel immiinoterapide amag, "agirliklar1 uyarici tarafa koymak"tir (Sekil 1.
3b). Buna ek olarak, uyar1 hakim tarafa dogru yeniden dengelemek igin asiri
derecede giiglii uyarilar verilse bile, bu tir yontemler, timdr olmayan organlarda
bagisiklik hiicrelerinin asir1 aktivasyonu ile baglantili olumsuz olaylar nedeniyle
hastalarda uygulanmasi karmasiktir. Aksine, bagisiklik kontrol noktasi blokaj

"

tedavisinin amaci, "agirliklar1 inhibe edici taraftan azaltmak veya kaldirmak" ve
boylece tiimdér mikro ortaminda uyar1 dominant yliziine karsi anti-tlimor bagisiklik
tepkisinin yeniden dengelemektir (Sekil 1. 3c) Bagisiklik kontrol noktasi bloke edici
tedavilerin amag¢ yanit oranlarinin melanomda %30 civarinda [25] ve kii¢lik hiicreli
olmayan akciger kanseri %20 oldugu bildirilmistir [26]. Ayrica, bazi kanser
tiplerinde bagisiklik kontrol noktasi blokaj tedavisi daha az etkilidir. Baz1 hastalar ve
belli kanser tiirleri, ne yazik ki, yetersiz sayilarin ve / veya konak immunitesini
uyandirmak i¢in neoantijenler repertuarlarinin bir sonucu olarak bu terapilere cevap
vermemektedir. Bir terapi olarak heniiz gelistirilmesine ragmen, immiin kontrol

noktasi blokaj tedavisi, konvansiyonel tedavilerle iyilestirilmeyen kanser hastalarini

kurtarabilecegi i¢cin onkolojide dnemli bir gelisme saglhyor.

(a) Immunosuppression-dominant (b) Conventional n:amunothaa;:g_,--‘
state in tumor microenvironment.

unotherapy
(c) Immune checkpoint
blockade therapy.

Immunosuppressive
mechamsm

Immunostimulatory
mechanism

Sekil 1.3. Bagisiklik kontrol noktasi blokaji ile kanser immiinoterapisinin kavramsal

diyagramu.



1.1.3. Bagisikhik Kontrol Noktasi1 Blokaj Terapisi

Anti-PD-L1 Ab ile Bagisiklik Kontrol Noktasi Blokaj Terapisi PD-1 / PD-L1
inhibitor es sinyal yolagmin islevleri. Aktif T hiicrelerinin, B hiicrelerinin ve dogal
olduriict (NK) hcrelerin hiicre yizeyi tzerinde PD-1 ifade edilir ve PD-L1 / PD-L2
ile etkilesim Uzerine bir inhibitor sinyali iletir [27- 29], cunku PD-1-eksik fareler
spontan otoimmiin hastaliklardan muzdariptir, PD-1'in imminolojik homeostaz igin
gerekli immiin kontrol noktas1 molekiilii olarak gorev yaptigi diistiniilmektedir [28,
29]. CTLA-4 aym zamanda hayati bir bagisiklik kontrol noktasi molekiilii olsa da,
gen nakavt farelerinin fenotipleri tamamen farklhidir. CTLA-4 eksikligi farelerde
oldiiriicii otoimmiin hastaliklara neden olur ve PD-1eksik farelerde goriilen belirtiler
CTLA-4 eksik farelerde oldugundan daha hafiftir [30- 32]. CTLA-4 ve PD-1
molekiillerinin bagisiklik kontrol noktalar1 islevlerini gdsterdikleri yolaklar, bu
molekiillerden yoksun fareler arasindaki fenotipik farkliliklar1 agikliga
kavusturacaktir. CTLA-4 ekspresyonu, T hiicresi aktivasyonunun erken asamasinda
indiklenirken, PD-1 daha sonra agirlikli olarak efektor hiicrelere farklhilastiktan
sonraki asamada ifade edilir. Bu nedenle, anti-timér imminitede, CTLA-4,
timorlerin lenf diigiimlerinin drenajinda T hiicrelerinin baglatilmas1 yoluyla
bagisiklik diizenleyicisi olarak 6nemli bir rol oynarken, PD-1, timor spesifik T
hiicreleri antitiimoér fonksiyonlar uyguladigr tiimér mikro ¢evresindeki Onemli
bagisiklik kontrol noktasi molekiiliidiir (Sekil 1. 4). PD-1'in bir ligandi olan PD-L1,
makrofajlar ve aktive edilmis T hiicreleri de dahil olmak {izere bazi bagisiklik hiicre
tiplerinde ifade edilirler [33, 34].

PD-1 eksik farelerden farkli olarak, PD-L1 eksik fareler spontan otoimmin
hastaliklar1 gdstermemektedir [35]. Bununla birlikte, PD-L1 eksik CD4" ve CD8" T
hiicrelerinin yeniden aktiviteleri, in vitro ve in vivo olarak, dogal hiicrelerin
aktivitelerine kiyasla PDL1'in hayati bir rol oynadigmi teyit ederek carpici bir
sekilde giiclendirilmistir [36]. Onemli olarak, PD-L1'in yiiksek ekspresyonu cesitli
timor Orneklerinde ortaya ¢ikmustir [37, 38]. PD-L1l'in ekspresyon duzeylerinin
ilerlemis kanser evresi ile ve hastalarin kotii prognozuyla iliskili oldugu bildirilmistir
[39].
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Sekil 1.4, CTLA-4 ve PD-1'in bagisiklik kontrol noktasi islevlerini ifade ettigi farkli evreler.

Tumor mikro ortaminda, PD-L1 ifadesi, T hiicrelerinin timdér dokusuna nifuz ederek
uretilen interferon-y (IFN-y) gibi enflamasyonlu sitokinlere yanit olarak timor
hicreleri ve stromal hiicreleri Uzerinde indlklenir. Boylece, tumor lezyonlarinda PD-
L1'in ekspresyonu, kanser immiin diizenlenmesinin yasamsal bir mekanizmasidir.
Yukarida belirtildigi gibi, kanser i¢in bir terapotik madde olarak PD-L1'e karsi
antikor (Ab), PD-1/ PDL-1 yolu, immiin yanitlarin fazla aktivasyonunu sinirlamak
icin hayati bir bagisiklik kontrol noktasi mekanizmasidir. PD-1 / PD-L1 ve CTLA-4
arasindaki gen nakavt farelerinin fenotipleri ve ifade sekilleri arasindaki farklara
dayanarak, anti-PD-L1 Ab, kanser i¢in muhtemelen anti-CTLA-4 Ab'den daha az
yan etki ile timér mikrobiyolojisinde immunosipresif etkileri engelleme
potansiyeline sahip terapotik bir madde olarak kabul edilir. Anti-PD-L1 Ab'nin
kanser i¢in terapotik degeri bagslangigta fare modelleri kullanilarak deneylerle

olusturulmustur [37, 40, 41].

Daha sonra, Bristol-Myers Squibb, tamamen insan anti-PD-L1 monoklonal
Immiinoglobulin G4 (IgG4) Ab olan BMS-936559'u gelistirmis ve melanom,
NSCLC ve renal hucreli karsinom (RCC) dahil olmak tzere zor kanserli hastalar igin
klinik deneyler baglatmistir [42]. Sonu¢ olarak, melanomlu hastalarin %17'sinde,
RCC'li hastalarm %]12'sinde ve NSCLC'li hastalarm %10'unda amag¢ yanit oranlar1



gbézlemlenmistir. 24 haftadan daha uzun siiren sabit hastalik oranlar1 melanoma
hastalarinda %27, RCC'de %41 ve NSCLC'de %12 olmustur. Deneklerin %9'unda
derece 3 veya 4'lin ilaca bagli olumsuz gelismelerini tespit edilmis, bunlar

hiperglisemi, gastrointestinal semptomlar ve genel yorgunluk gostermislerdir.

Bu arada Genentech tamamen insan Fc ile tasarlanmis anti-PD-L1 monoklonal 1gG1
Ab olan MPDL3280A'yi gelistirmis ve metastatik iirotelyal mesane kanseri (UBC)
dahil olmak iizere gesitli kat1 tiimérlerde klinik denemelere baglamistir [43]. UBC
hastalarinda MPDL3280A uygulanan son ¢aligmalarda rezeke edilen tiimor dokular1
PD L1 igin imminohistokimyaya maruz birakilmis ve hastalar timor lezyonlarinda
PD-L1 ekspresyon seviyeleri ile teyit edilmistir. Amag yanitlari, PD-L1'in yiiksek
ifadesi olan hastalarin %43'inde (%7 tam yanit dahil) gbzlemlenirken, diisiik veya
hi¢ ifade gérmeyen PD-L1 hastalarmin sadece %11'i objektif yanitlar gostermistir.
Tuhaf bir sekilde, MPDL3280A'nin terapdtik etkileri, tiimore niifuz eden bagisiklik
hicreleri Gzerindeki PD-L1 ifadesi ile iliskili olmustur, ancak tiimor hiicrelerinde
PD-L1 diizeyleri ile iliskili degildir [43]. Ik tedaviden sonra klinik yamitlarm hizli bir
sekilde indiiklenmesi Onemlidir (medyan 42 giin) ve hastalarin %55'inde timor
yiikkiinde azalma gozlenmistir. Diger kanser tiirlerinde, MPDL3280A, NSCLC'de
%23, melanomda %30 ve RCC'de %14 oraninda amacg cevap oranlar1 elde etmistir
[44]. MPDL3280A alan hastalarin %12,6'sinda, solunum sistemi semptomlari,

gastrointestinal semptomlar ve karaciger fonksiyon bozuklugu dahil olmak iizere 3.

veya 4. derece tedaviyle iliskili olumsuz gelismeler gorilmiistiir. Bu son klinik
arastrmalarin sonuglarina dayanarak, MPDL3280A, ABD Gida ve Ila¢ Idaresi
tarafindan UBC ve KHDAK tedavisinde devrim niteligindeki bir tedavi olarak
se¢ilmistir. Kanserli hastalarda anti-PD-L1 Ab'in terapotik degeri ile iligkili biyolojik
belirtecler. Ilacin giivenligi, degeri veya eksikligi icin prognostik biyolojik
belirteglerin belirlenmesi, kisisellestirilmis tibbin elde edilmesi i¢in klinik kanser
arastirmasi alaninda en 6nemli ve acil konulardan biridir. 2014'te Genentech, kiicuk
hiicreli olmayan akciger kanseri, melanom, bobrek hiicreli karsinom ve bas-boyun
skuamoz hiicreli karsinom dahil olmak iizere bazi kanserli hastalardaki MPDL3280A
yanitlariyla iliskili biyolojik belirtecleri gostermistir [43, 44]. Yukarida belirtilen
UBC vakasma benzer sekilde, MPDL3280A tedavisine klinik olarak degerli yanitlar,

timor dokularina sizan bagisiklik hiicreleri {izerindeki PD-L1'in ekspresyon



seviyeleri ile anlamli sekilde iliskili olmustur. Aksine, timor hicrelerindeki PD-L1
ekspresyon seviyeleri, MPDL3280A'ya klinik yanitlarla hafif bir iligki gostermistir.
Bu gozlem, timor hicrelerinde PD-L1 ifadesi ile klinik yanit arasinda anlamli
korelasyona uyan anti-PD-1 Ab kullanan ¢alismalarda gosterilenlerle ¢eliskilidir [45,
46]. AntiPD-1 ve anti-PD-L1 Ab terapileri arasinda boéyle bir g¢eliskinin
gbzlemlenmesine neden olan sebep agikga goriillmemistir. MPDL3280A tedavisinden
once tiimor dokularindaki gen ekspresyon isaretinin analizi, CTLA-4 geni ifadesi ile

klinik yanitlar arasinda biiyiik bir korelasyon oldugunu gostermistir [44].

Ayrica, melanom hastalarmda IFN-y ve IFN-y ile indiiklenebilir genlerin (6rnegin 6n
muamele edilmis tiimér dokularinda indolamin 2,3-dioksigenaz 1 {IDO1} ve gamma
interferon tarafindan indiiklenen monokin {MIG ve ya CXCL9}) gen ifadeleri
MPDL3280A tedavisinde tiimor regresyonu ile kuvvetli bir iliski kurmustur [44]. Bu
tiir baglantilar melanomda 6zel oldugu bulunmustur ancak NSCLC veya RCC'si olan
hastalarda ¢ok daha zayif baglant1 goriiliir veya hi¢ goriilmez [44]. Bu bulgular anti-
PD-L1 Ab tedavisinde klinik degeri ongdren Onemli biyolojik belirtecler
onermektedir ve ayni1 zamanda anti-PD-L1 Ab'in en iyi klinik faydasi i¢in konsepti
belirtmektedir, anti-tiim6r immiinitesi tiretilir ancak es zamanl olarak PD-L1 / PD-1
bagisiklik kontrol noktasi mekanizmasi tarafindan bastirilir. Bu hastalarda
MPDL3280A uygulamasi, bastirmay1 ortadan kaldirrr ve antitiimor bagisikligin

"gitmeye hazir" pozisyonunu serbest birakir.

1.1.4. Kansere karsi Bagisikhk Kontrol Noktasi Blokaj Terapisinin Gelecek
Bakis Agisi

Bagisiklik kontrol noktasi blokaj tedavisinin klinik uygulamalarmin iyilestirilmesi

icin gelecekteki ¢aligmalarda sonraki noktalarin arastirilmas: gerekir:

1. Yaygm bagisiklik baskilayici etkileri uygulayan immiin kontrol noktasi
molekiilleri, farkli kanserler ve bireysel vakalar arasinda degisebilir. Bu
nedenle, tedavi i¢in yOnlendirilen en uygun hedefi taniyan tani araglari
olusturulmalidir.

2. Enufak yan etkilere sahip terapotik ilaglar, her bir bagisiklik kontrol noktasi
molekilinin bagisiklik 6nleme islevinin temelini olusturan molekiiler ve

hiicresel mekanizmalar1 aydinlatarak planlanmalidir.
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3. Farkl bagisiklik kontrol noktasi molekiillerine karsi Abs'lerin birlestirildigi
veya bagisiklik kontrol noktasi blokajinin, radyoterapi terapisi, kemoterapiler
ve tirozin kinaz inhibitdrleri de dahil olmak tizere immunoterapilerle kombine
edildigi kombine immiinoterapiler, ilave tamamlayici terapdtik etkinlikleri
icin arastirilmalidir.

4. Bagisiklik kontrol noktasi terapilerinde klinik yanitlarla veya olumsuz
olaylarla tam olarak iligkili olan prognostik biyolojik belirtegler 1yi

bilinmelidir.

1.2. Kolorektal kanser (CRC)

Kolon kanseri veya bagirsak kanseri olarak da adlandirilan kolorektal kanser (CRC),
kolondaki, rektumdaki ve apandikste anormal biyumeleri igerir; erkeklerde %10,
kadinlarda %9,2 goriilme siklig1 ile akciger ve meme kanserlerinden sonra 2012'de
yaklasik 1.4 milyon yeni vaka ile diinya ¢apinda erkek ve kadmnlarda en yaygin
olarak teshis edilen tigiincl kanser olarak kabul edilir [47]. Hastanin sagkalimi, teshis
anindaki tiimor evresine olduk¢a baghdir. CRC vakalarmin sadece %40 erken bir
asamada teshis edilir ve yakin zamanda teshis edilen hastalarm yaklasik %50'si
metastatik kansere doniisebilir [48]. Metastatik CRC halen kanser nedeniyle 6lim

nedeni olarak dordiincii sirada yer almaktadir [49].

CRC hastalarmin toplam 5 yillik sagkalim orani, %65'e yakin olarak sinirli hastaligi
olan hastalarin %90'inindan lokalize lenf nodu metastazi veya organ metastazi olan
hastalar i¢in %70 ve %13'e uzanmaktadir [48]. Cerrahi islem CRC'nin tedavisinde
ana fikir olmaya devam etmesine ragmen, hastalarin %30-40'mda tek basina
operasyonla tedavi edilemeyen lokal olarak ilerlemis veya metastatik hastalik vardir
[50]. Bu nedenle, hastalik tekrar ortaya ¢ikma riski yiiksek hastalar ve metastatik
hastaligi olan hastalar adjuvan kemoterapi almaktadir. Hedeflenen tedavilerin
uygulanmasi da dahil olmak iizere tan1 ve tedavideki son gelismelere ragmen, bu ileri

CRC'nin prognozu kotii kalmaktadir [51].

Molekiler biyolojideki ilerlemeler, kolorektal kanserojeneze yol acan bazi genetik

mekanizmalarin aydinlatilmasina yardimer olmustur. CRC vakalarinm ¢ogu sporadik
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genetik ve / veya epigenetik degisikliklerden kaynaklanir, fakat tiim CRC vakalarinin
%10-20'sine kadarmin atalarina ait komponentleri vardir [48]. CRC'de anormal gen
ekspresyonuna neden olan ¢ temel molekiler mekanizma vardir: mikrosatellit
instabilite (MSI), CpG adas1 metilator fenotipi (CIMP) ve kromozomal instabilite
(CIN) [48, 52]. Biriken ispatlar, timdr ilerlemesinin sadece kanser hiicrelerine 6zgu
genetik degisikliklerle degil, ayn1 zamanda c¢evresel faktorler tarafindan da
yonetildigini gdsterir. Bu nedenle, genetik degisiklikler ve Timor Lenf Diglim
Metastazi (TNM) evrelemesine ek olarak, tiimér dokusuna ve peritimoral bolgelere
sizan immiin hiicrelerin kantitatif bir degerlendirmesi, bagimsiz bir sonug

belirleyicisi olarak onerilmistir [51].

Bagisiklik tlimoriiniin mikro ortamimin artarak diisiiniilmesi, yeni bagisiklik temelli
biyolojik belirteclerin incelenmesine ve tedavi i¢in bagisiklik yollarin1 hedefleyen

yeni ajanlar gelistirilmesine izin vermistir [53].

CRC Dbiyolojisinde bagisiklik  sisteminin  6nemi, rezeke edilen CRC
karsinogenezisinde bagisik infiltratlarin retrospektif tahminleriyle saptanmistir.
Tiim6r mikrogevresindeki tiimor sizintili Lenfositlerin, 6zellikle CD8 + lenfositlerin

ve lokal lenf diigiimlerinin varlig1 iyilesmis prognoz ile baglantili olmustur [54].

Dahasi, sitotoksik bellek T lenfositleri (CD8*CD45RO" T hiicreleri) ile CRC
tiimorlerinin spesifik bdlgelerinin artmis infiltrasyonu, CRC'nin niiksetme riskinin
azalmasi ve sag kalimi iyilestirme ile ciddi sekilde iligkilidir [55, 56]. Ayrica, bu
efektor bellek T-hiicrelerinin varliginin, naif T-hiicrelerinden daha 6nemli oldugu ve
niikks ve daha iyi hayatta kalma riskini azalttig1 bilinmektedir. Diger inflamatuar
hiicrelerden farkli olarak T hiicrelerinin prognostik etkisi, T hiicre yanitlarin1 modiile
eden kanser immiinoterapilerinin artmis sagkalima yol agabilecegini savunmaktadir.

En umut verici yaklagimlarin ortasinda, bagisiklik kontrol noktas: molekiillerinin

antitimor bagigikligi uyarmasi igin blokaji vardir [57].
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1.2.1. CRC'de bagisiklik kontrol noktalar:

Kanser immiinoterapisinde dnemli bir doniim noktasi, immiin kontrol noktalar1
etkilesimini 6nleyen antikorlarin klinik uygulamas: ile ortaya ¢ikmistir [58]. Normal
fizyolojik kosullarda T hiicre fonksiyonlarmi kontrol eden ve tiimorler tarafindan
kirilan bu inhibitor ortak reseptorlerin ve yolaklarin bloke edilmesi, tiimoriin yok
edilmesine yol acan bagisiklik duyarhilig: {izerine "frenleri birakabilir" [59]. Ote
yandan, bagisik duyarliliginin "gaza basmay1" saglayan cesitli bagisiklik kontrol
noktalar1 belirlenmistir. Bu bolimde, CRC patogenezinde ortaya ¢ikan bagisiklik
kontrol noktalarini tartisacagiz (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. CRC patogenezinde yer alan bagisiklik kontrol noktas1 molekiillerine genel
bakis.

1.2.1.1. PD-1/PD-L1

Programlanmig 6liim-1 (PD-1, ayn1 zamanda CD279 olarak tanimlanir), CD28/ B7
ailesine ait bir immino-engelleyici reseptérdir. PD-1, CD4" T hiicreleri, CD8'T
hicreleri, NKT hucreleri, B hicreleri ve monositler/ makrofajlar Gizerinde ifade edilir
[60]. PD-1'in iyi bilinen ligandlar1 arasinda PD-L1 (B7-H1) ve PD-L2 (B7-DC)
bulunur. PD-L1 ¢ok gesitli bagisiklik hiicreleri ve bagisik hiicresi olmayan hiicreler
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uzerinde temel olarak ifade edilirken, PD-L2 i¢in bu ifade mikro ¢evre uyarani
temelinde indiiklenebilir [61].

Bu yolak, PD-1'in timor infiltre edici lenfositlerde (TIL'ler) yukari dogru
diizenlenmesinden ve tiimor hiicrelerindeki ligantlarmin artmis ekspresyonundan
otiirii tiimdr bagisiklik kagmmasi ile ilgilidir ve bu da tiimore ozgi CD8" T
hicrelerinin baskilanmasina yol agmaktadir. Dahasi, bu yol, proliferasyon, sitokin
iiretimi ve sitotoksisite bozuklugunun tanimladig1 kanserde T hiicre tiikenmesi ile

iliskilendirilmistir [62].

Bu bagisiklik inhibisyonunun iistesinden gelmek i¢cin, PD-1'e ve PD-L1l'e karsi
monoklonal antikorlarn (mAb) bloke edilmesi ortaya c¢ikmis ve metastatik kati
tiimorlerde dayanikl tepkiler gostermistir. CRC patogenezindeki bu yolagm rolii ilk
olarak Iran niifusundaki kolon kanserine ek olarak [64] Cinli bir popiilasyonda PD-1
genindeki tek niikleotid polimorfizmlerin CRC ile iliskilendirilmesi ile gosterilmistir
[63]. Bundan sonra, PD-1'in CD8" tiimdrsiiz lenf diigiimlerinin aksine, CRC
numunelerinin tiimér mikro ortammda CD8" T hiicreleri iizerinde belirgin bir
sekilde up-regiile oldugu gosterilmistir. Dahas1, tiimor mikro ortamindaki bu PD-1*
CD8" T hiicreleri, sitokin ve perforin iiretimindeki bozulmayla baglant1 olmustur

[62].

Ilging olarak, PD-L1'in CRC Uizerindeki ekspresyon seviyesi, sitokin tretimindeki bu
bozulmada hayati bir aktor olarak goriinmiistir [62]. Buna ek olarak,
immiinhistokimya (IHC) kullanilarak, PD-L1'in CRC hcrelerinde ekspresyonu ile
tiimor mikro ortaminda T hiicre yogunlugu arasinda ters bir iliski oldugu ortaya
¢ikmustir [65]. T hiicrelerinin azaltilmasmin yaninda, Foxp3 * (Forkhead kutusu P3")
hiicrelerinin yiiksek sayis1 ve PDL-1" tiimor hiicreleri ile kotii prognoz arasinda giiclii
bir iligki bulunan Treg'lerin (Diizenleyici T Cells) genislemesi bulunabilir [65].
Ayrica, cerrahi sonrast CRC hastalarindaki periferik kanda PD-1 ifadesi hem CD4 *
hem de CD8" T hiicrelerinde ve yine gozle goriiliir sekilde bozulmus T hiicre
fonksiyonunda saptanabilir [66]. Bu bilgilere dayanarak, CR-1'de PD-1/ PD-L1
etkilesiminin bloke edilmesi terapdtik bir strateji olarak Onerilmistir. Ne yazik ki,
klinik bir ortamda, 19 CRC hastasinda anti PD-1 tedavisinin (BMS936558/
Nivolumab / MDX-1106) hi¢bir amag klinik yanit1 goriilmemistir [45]. Ayrica, 2012
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yilinda, antagonistik bir PD-L1 antikoru (BMS936559 / MDX-1105) kullanilarak 18
CRC hastasinda higbir tedaviye yanit alinmamustir [42].

Dahasi, Droeser ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alisma CRC 6rneklerinde PD-
L1 ekspresyonunun iyilesmis sagkalim ile iligkili oldugunu dogrulamistir [67].
Dahasi, PD-L1 asir1 ekspresyonu, PD-1-CD8" lenfositlerin infiltrasyonu ve IFN-y

geni ifadesi arasinda biiyiik bir korelasyon goriilmiistiir.

Dikkat c¢ekici olarak, bu iliski yalnizca uyugsmazlik onarimi (MMR) o6zellikli
timorlerle isaretlenmis CRC hastalarmin bir alt kiimesinde kurulabilirken, MSI
olarak da bilinen MMR eksik CRC'de higbir iligki bulunamamistir [68]. Bagisiklik
kontrol noktasi blokajinin MSI CRC'de daha etkili olabilecegi fikri, tamamen PD-1'i
hedefleyen insan mAb'si olan Pembrolizumab'in kii¢iik bir faz 2 ¢alismasi ile daha da
arastirilmistir.  Gergekten de bu ¢alisma, MSI durumunun Pembrolizumab ile
bagisiklik kontrol noktasi blokajmin klinik avantajini 6ngordiigiinii ve MSI CRC'de
daha iyi yanit verildigini géstermistir [69].

Buna ek olarak, Nivolumab (MDX-1106), bir hastanin ii¢ yildan sonra hastaligin
tekrar ortaya ¢ikismin higbir kaniti olmaksizin tam bir yanit alan (CR) hastanin
oldugu 14 CRC hastasini iceren ileri tedavi refrakter solid tiimorlii hastalarda tecriibe
edilmistir [59]. Benzer sekilde, bu hastanin tiimorii iizerine yapilan daha fazla

caligma, mikrosatellit instabilitesi olusturmustur [70].

1.2.1.2. CTLA-4/B7

T lenfosit supresyonunda yer alan bir baska molekiil, T lenfositlerinin yiizeyinde
ifade edilen sitotoksik T lenfosit antijen -4 (CTLA-4) 'tir. CTLA-4, Antijen Sunan
Hicrelerde (APC'ler) B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) es-uyarici reseptorler igin
karsilastirilabilir baglanma afinitelerine sahiptir ve bu etkilesim, B7 ligandlar1 i¢in
homologu CD28 ile rekabet ederek T hiicresi aktivasyonunu karsilamak icin
engelleyici sinyal gdnderir [60]. Bu nedenle, CTLA-4, monoklonal antikorlarla bloke
etmek icin ilging bir hedeftir. Boyle bir 6rnek olarak Ipilimumab su anda Gida ve
Ilac Idaresi (FDA) metastatik malign melanomun birinci ve ikinci basamak tedavisi

icin onaylanmistir. Burada, Ipilimumab'in CTLA-4'Q baglayarak anti-timor
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bagisiklik tepkisini aktive ettigi ve boylece ligandlarina baglanmasini ve CD28 / B7
T hiicresi aktivasyonunun inhibisyonunu diisiirdigii gosterilmistir. T hiicresi
aktivasyonunun inhibisyonunun yaninda, bu da diizenleyici T hiicrelerinin
(Treg'lerin) azaltilmasma neden olmustur. Treg birikiminin CRC'de zayif sonug ile
iliskili oldugu gergegi gbz Oniine alindiginda, bu CRC i¢in ilging bir terapdtik strateji
olabilir [71].

PD-1'e kiyasla, CRTL'nin genislemesinde CTLA-4"in rolii, birkag grup tarafindan
onerilmistir; bu da CTLA-4 tek niikleotid polimorfizmlerinin iligkisini ve CRC'yi
gelistirme riski oldugunu gostermistir [63, 72- 74]. CRA blyltmesinde CTLA-4 49A
/ G polimorfizmi 6nemli bir aktor olarak ortaya ¢ikmistir. Ayrica CTLA-4'Un MSS
tiimorlerinde MSS ile karsilastirildiginda anlamhi dl¢lide daha yiiksek seviyelerde
ifade edildigi de dogrulanmistir [75].

Burada, CTLA-4 ifadesi, sadece tlimoriin epitelyal bileseninde interkalasyon yapilan
TIL'lerde degil komsu tiimor stromasinda ve tiimoriin invaziv cephesinde de
kurulmustur. Ayrica, CTLA-4'"lin Treg'lerin ¢oklu alt gruplar1 {izerindeki ekspresyonu
ozellikle ilgi ¢ekicidir. Ilk olarak, kolon kanserli hastalarm periferik kanmdaki ve
kanser dokusundaki aktive Treg'lerin (CD45RA-Foxp3™ T hiicreleri) belirgin sekilde
yiiksek artis1 plduke¢a yiiksek seviyelerde CTLA-4 ile saptanmistir [76]. Ikincisi,
kolon adenokarsinomalarmda CCR4" CTLA-4" dizenleyici T hiicrelerinin
birikiminin bulunmasmin yani sra, timor ile iliskili mukozada bagisiklik
regiilasyonuna duyarh CTLA-4" konvansiyonel T hiicrelerinde bir artis bulunmustur
[77]. Son olarak, giiclii bir baskilayict CD4" Foxp3-T hiicre popiilasyonu varlig,
kolorektal tiimor diizenleyici manzara i¢inde saglikli kolon, kolorektal tiimor
numuneleri ve CRC hastalarindan eslestirilmis kan ile karsilastirildiginda

kesfedilmistir [78].

Bu CD4 + Foxp3-T hucreleri, LAG-3, PD-1 ve CTLA-4 gibi bagisiklik kontrol
noktalarmi birlikte ifade eder gibi goériinmiistir ve IL-10 ve TGF-f gibi
immiinosiipressif sitokinler tiretebilmiglerdir. Daha da 6nemlisi, bu essiz popiilasyon
Foxp3"™ Treg'lere gore 50 kat daha fazla baskilayict olmustur. Diizenleyici T
hiicrelerinin farkl alt gruplarinda CTLA-4 ifadesi, bu bagisiklik kontrol noktasini,
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CRC'de antitiimor bagisiklik tepkisinin artmasina yol agabilecek ilging bir terapotik
yaklagim haline getirmistir [78]. Bu baglamda, Ipilimumab'a benzer bir antikor olan
Tremelimumab, standart kemoterapi uygulanmayan, kolon ya da rektum refrakter
metastatik adenokarsinomu olan hastalar i¢in bir faz II ¢alismasinda arastirilmistir.
Sasirtict bir sekilde, yalnizca bir hasta ikinci dozu almistir, geri kalan 46 hastada ise
3 ayda planlanan ikinci doza ulasmadan once hastalik ilerlemesi veya hastaliga bagl
olim gorilmistir [79]. Bu veriler, tedavide direngli gelismis kolorektal kanser
tedavisinde tek bir ajan olarak Tremelimumab'in daha fazla arastirilmasini
desteklemediginden solid tumarlerdeki hastalarda bir PD-L1 antagonistik mAb olan
MEDI4736 ile kombine halde faz [ calismalar1 devam etmektedir. Ayrica,
Ipilimumab'in I ve I/ II evreleri, stereotaktik viicut radyasyonu veya Lenalidomid ile

kombine olarak metastatik kat1 tiimorlii hastalar1 aktif olarak iyilestirmistir.

1.2.1.3. TIM-3

T hiicre immiinoglobiilini ve miisin iceren protein-3 (TIM-3), CD4" Thl ve CD8"
sitotoksik T hicreleri Ureten IFN-y'da ifade edilen bir molekiil olarak ortaya
¢ikmistir. Ligandi olan Galectin-9 ile, TIM-3"lin, Thl yanitlarmi inhibe etme ve
hiicre 6liimiinii indiikleme konusunda 6nemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir [80].
Dahasi, PD-1 ile birlikte TIM-3 ekspresyonundan otiirii kat1 malignitelere ek olarak
hematolojik CD8" T hiicrelerinin hemen hemen tiimii baskilanmis veya islevsiz
popiilasyonlar1 nedeniyle hayvan modelleri, T hiicresi tiikenmesindeki islevini
kesfetmistir. Preklinik modellerde, TIM-3'Un engellenmesi, her ikisinin de
gruplanmasi yoluyla daha biiyiik bir etkinlikle PD-1 blokajinin etkisine benzer

sekilde antitiimor aktiviteyi yenileme kabiliyetine sahiptir.

CRC hastalarindaki periferik kan orneklerinde, Xu ve arkadagslar1 saglikli kan ile
karsilastirildiginda dolasimdaki TIM-3" PD-1" CD8" T hiicrelerinin oldukca yiiksek
seviyelerini dogrulamistir [81]. Ameliyattan sonra cekilen periferik kan, CD8" T
hticreleri ve CD4" T hiicreleri tizerinde TIM-3 ve PD-1 ekspresyonunu gdstermistir.
Dahasi, hem TIM-3 hem de PD-1'in ifadesinin bu T hiicrelerinin bozulmus gorevi ile
baglantili oldugu goriilmiistir [82]. Benzer sekilde, Tim-3° PD-1" CD8'T

hiicrelerinin yiikselmesi, bir kez tiimoriin yanindaki dokularla karsilastirildiginda,
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CRC dokusunda farkedilebilir olmustur. Tuhaf bir sekilde, T hiicrelerinin alt
kiimesini PD-1 ifadesi ile ayirt etmek, PD-1 alt kiimesinde 6nemli 6l¢iide daha diisiik
bir IFN-y dretimi seviyesi olusturmustur. CRC hastalarmin  biyik bir
popiilasyonunda (daha once tartisildigi gibi) PD-1 blokajinin amag¢ yanitlarmin
olmamasi ile birlikte bu sonuclar TIM-3'i CRC'li hastalarda T hiicre yanitlarimni
kisitlayan daha merkezi bir inhibitor reseptor olarak dnermektedir. Ayni sekilde, bu
yolun bloke edilmesi cerrahi rezeksiyon sonrast bozulmus hiicre aracili bagisiklig1

geri dondurebilir.

1.2.1.4. LAG-3

Bagisiklik kontrol noktasi blokaj1 i¢in bir diger cekici isaret, lenfosit aktivasyon gen-
3'tir (LAG-3, CD223 olarak da bilinir), bu imminoglobilin stper ailesine ait bir
hicre yiizeyi molekultddr. Aktif T hucreleri, NK hicreleri, B hiicreleri ve
plazmasitoid DC'ler (Dendritik Hicreler) Uzerinde ifadesi ile miumkin olan, T
hiicresi ¢ogalmasinin negatif regiilasyonunda LAG-3'in MHC smif II ile olan
temasiyla is birligi yaptigi dogrulanmistir [83, 84]. Ayrica, LAG-3, Tregs gorevini
rahatlatacak gibi goriinmektedir. Gergekten de LAG-3'iin CD4" CD25" hiicreleri
iizerinde ifadesi giliclii baskilayici aktiviteye sahip olan bir hiicre alt kiimesini
tanimlayabilmistir [85]. CD49b ile birlikte, LAG-2'nin ekspresyonu, IL-10 Ureten
Treg'lerin bir alt grubu olan asir1 diizeyde baskilanan insan tip 1 diizenleyici T
hiicrelerini (Trl) isaretler [86]. Bitkin CD8" T hiicrelerinin LAG-3'ii ifade edebilecegi
ve PD-1 ile kombinasyon gibi bircok inhibitdr reseptor ekspresyonunun daha biyik
T hiicresi tiikenmesi ile iliskili oldugu ¢ok yakin bir zamanda kesfedilmistir. Ustelik,
PD-1 ve LAG-3lin es zamanli inhibisyonu, tek basma her molekiil ile

karsilastirildiginda T efektor etkisini artirabilir [87].

Bundan sonra, LAG-3 inhibitorleri (LAG-525 ve BMS-986016) ile yapilan klinik
calismalar, sofistike solid maligniteleri olan hastalarda PD-1 inhibitorlerinin
(Nivolumab ve PDRO001) kombinasyonu olsun olmasin, faz I caligmalar1 igine
ilerlemektedir. 108 CRC dokusu incelenmis ve saglikli kolorektal mukozasinda
peritiimoral dokulara kiyasla LAG-3 ¥/ CD49b" hiicrelerinin yiizdesinde 6nemli bir

artig oldugu gosterilmistir [88]. Tiimor dokularindaki Trl hiicrelerinin artisi, CRC
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gelisiminde bu hiicre alt kiimesi i¢in yasamsal bir rol oldugunu diisiindiiriir ve kot
prognoz igin prognostik gorinmektedir. Bu nedenle beklenmedik bir sekilde, LAG-3
inhibitorleri ile yapilan klinik arastirmalar, CRC hastalarin1 kaydetmek i¢in

tasarlanmistir.

1.2.1.5. CD70/CD27

Tumaor nekroz faktor ailesinin bir Uyesi olan CD70 ifadesi genel olarak aktive
edilmis T ve B hiicreleri ve olgun dendritik hiicrelerle sinirli olmakla birlikte, timor
hiicrelerinde CD70'in yapisal ifadesi olusturulmustur [89]. CD27 ligand: {izerinden,
CD70'in tiimor hiicreleri tarafindan upregiilasyonu, ii¢ ana mekanizma ile bagisiklik
sisteminin 6nlenmesini kolaylastirabilir: T hiicresi apoptozunun uyarilmasi, tilkenmis
T hiicrelerinin egilmesi ve baskilayici Treg'lerin miktarinin biiyiitiilmesi [90].

Dahasi, in vivo deneylerde CD27" Treg'lerin timér konumuna indiklenmesiyle
immiin gézetimden kaginildigir dogrulanmistir [91]. CD70 aracili bagisiklik kagisinin
gorevi aynit zamanda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC)
kurulmustur, oysa CD27" lenfositleri Foxp3'iin gelismis ifadesi ve CD70" tiimor
hiicrelerine yakin CD4/CDS8 hiicrelerinin daha yiiksek oranlara dogru egilimi ile

tiimor mikro ortaminda mevcuttur [92].

Kolorektal tiimor hiicresi kaynakli vakalarda, CD70 ifadesi bugiine kadar
yayinlanmamistir, bir grubun baslangi¢ verileri, 6/28 CRC biyopsilerinde CD70
ekspresyonunu gostermistir [93]. Ayrica, kolon biyopsilerinde immiinohistokimya,
olgularin %9'unda CD70 ekspresyonu saptamustir (17/194) [94]. Bu yorumlara gore,
normal kosullarda CD70'in smnirli ifade profiliyle eslestirme, CRC'de bu molekiiliin
objektif olabilmesi i¢in ilging bir sans bulmustur. CD27, tiimdr nekroz faktori
reseptor super ailesine (TNFRSF) ait olup, imiinolojik gorevlerde, d6rnegin T hiicresi
hayatta kalimi, T hiicresi aktivasyonu ve NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesinde
onemli bir rol oynamaktadir [95]. In addition, binding of CD27 with CD70
stimulates T cell proliferation, expansion, and survival dependent upon IL-2

autocrine signaling [96, 97].
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Yukarida gosterildigi gibi, CD27 tetiklemesi ayni zamanda immiinoterapi i¢in bir
isaret olarak CD27 kullanimmi karmasiklastiran CD27" Treg'lerin almmasi yoluyla
timor gelisimine yol gosterebilir. Bununla birlikte, bir CRC hastasindaki timor

kiiglilmesi doz artig1 ¢alismasinda zaten dogrulanmistir [98].

1.2.1.6. OX40 (CD134)

CD134 olarak da tanimlanan OX40, tiimor nekroz faktorii reseptor stper ailesinin bir
diger es-uyarict immiin kontrol noktasi molekiiliidiir ve bu terapotik bagisiklik
tepkilerini uyarabilir. Bu molekiil, T hiicre reseptorii baglanmasindan sonra ve
antijen spesifik astarlanmasi esnasmda CD4" ve CD8" T hiicrelerinde anlik olarak
up-regiile edilmistir [99]. Ligandi OX40L, aktive edilmis antijen sunan hiicrelerin
yani sira B hiicreleri, epitel hiicreler ve aktive edilmis endotel hiicreleri iizerinde
oturmaktadir [100]. Ek olarak, klinik olmayan modeller, OX40'un hiicre yiizeyi
ekspresyonunun, OX40'in etkilesimi tizerine gelistirilmis NK hiicresi aktivitesi ile

NK hiicrelerinin sonradan gelen aktivasyonunu indiikledigini gosterir.

Anti-OX40 agonistik monoklonal antikorlarla yapilan klinik dncesi deneyler, artmis
T hiicre farklilagsmasi, sagkalim, genisleme ve sitolitik fonksiyon gosterir [101].
Tyilestirici efektor T hiicre genislemesine ek olarak, OX40 agonistleri, Treg'leri
inhibe edici etkilerini azaltarak kontrol etme becerisine sahiptir ve bu, uzun vadeli
antitimor immain tepkilerini sirdiirmek icin gerekli olan antitimér CD8" T hiicre

yanitlarini tegvik ettigi anlamina gelmektedir [99].

OX40" CD4" tiimér sizdiran lenfositleri meme kanseri, melanom ve sarkomun yani
sira CRC'de de tespit edilmistir. Aslinda, yiiksek OX40" lenfosit seviyeleri primer
CRC orneklerinin yarisinda dogrulanmis ve sonrasindaki sagkalimi iyilestirmeye
yonelik anlaml bir iligki saptanmugtir [101].

Dahasi, OX40 ekspresyon seviyeleri tlimoriin en iistiinde olmustur ve 39 CRC
hastasinda tiimor smir1 ve saglikli doku yOniine dogru onemli Slglide azalmistir
[100]. Bu sonuglar, timor smirinda bagisiklik cevabinin zayiflatildigmi ve bunun

CRC'de imminoterapi igin dikkat ¢ekici bir hedef oldugunu diisiindiirmektedir.
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1.2.1.7. GITR (CD357)/ GITRL

Glukokortikoid kaynaklt TNFR'ye baglh reseptor (GITR, ayni zamanda CD357
olarak tanimlanir), Treglerin baskilayici aktivitesinin azaltilmast ve T efektor
hlcrelerinin hayatta kalisinin genisletilmesi ile ilgili oldugu ortaya ¢ikan bir yiizey
reseptoriidir. Sonug olarak, agonistik antikorlarin tiretimi igin biiyiikk bir umut
vadedebilir. Aktive edilmis CD4" ve CD8" T hiicrelerindeki gegcici ifadeye ve Tregler
iizerindeki yapisal ekspresyona ek olarak, dendritik hiicreler, monositler ve NK
hiicreleri iizerinde ifadesi gosterilmistir [96]. Gliikkokortikoid kaynaklit TNFR'ye bagli
Ligand (GITRL), tekli ligandi, aktive APC'ler ve endotel hiicrelerinde asir1 derecede
ifade edilir ve GITR ile katilimi efektor T lenfositlerinin es uyarici etkisini verir gibi

gorundr [102].

Klinik 6ncesi deneyler, GITR agonistik maddelerinin (DTA-1 gibi) hayvan
modellerinde tiimor zayiflamasina aracilik edebilecegini ortaya koymustur; bu
kismen, Treglerin kdken kararliligmi kaybetmesine neden olmakta, tiimoér mikro
ortami iizerindeki baskic etkilerini azaltmaktadir [103]. Ustelik, GITR ile T hiicresi
aktivasyonu, Treg aracili bastirmay1 zayiflatir veya CD4" ve CD8' efektér T
hlcreleri tarafindan timoér oldiriilmesini artirir. Ayrica, anti-GITR'nin adoptif T
hiicre aktarimiyla ve anti-CTLA-4 monoklonal antikorlarla birlikte uygulandiktan
sonra sinerjik bir etki gozlemlenmistir ve diger ileri tiimorlerin baskilanmasma yol
acmustir  [96, 104, 105]. Bu son etki, CRC veya fibrosarkom tasiyan fare

modellerinde belirlenmistir.

Karaciger metastazli CRC hastalarinda, tlimdre spesifik T hiicre yaniti, yiiksek
seviyelerde GITR ve indiklenebilir T hiicre ko-stimulatori (ICOS) eksprese eden
artmug aktif Treg sayisi ile ilgilidir [102]. Ayrica, ¢oziinir GITRL ile idare, Treg
aracili baskilama, efektor T hiicrelerinin hipo-yanit verme yetenegini azaltabilir
[102]. CRC'de immiinoterapdtik girisimler i¢in agonistik GITR monoklonal
antikorlarin kullanilmasini destekleyen klinik 6ncesi unsurlar smirli olmakla birlikte,
iki GITR agonistik antikoru (TRX518 ve MK-4166) bir faz I ortaminda bir PD-1

inhibitora (Pembrolizumab) eklenerek veya eklenmeden denetlenmektedir.
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1.2.1.8. 4-1BB (CD137)/ 4-1BBL

CD137 olarak da tanimlanan 4-1BB, TNFRSF'nin bir tyesidir ve genellikle, T hiicre
antijeninin algilanmasimdan (taninma) sonra indiiklenen bir T hiicresi yardimci
uyaran reseptor olarak bilinir. 4-1BB, T hiicresi biiylimesi ve farklilagsmasi igin
sinyalleri aktarmak i¢in APC'ler iizerinde bulunan ligandi, 4-1BBL'ye baglanir. 4-
1BB hem CD4" hem de CD8" T hiicrelerinde karsilastirilabilir seviyelerde eksprese
edilirken, aktivasyon Uzerine 4-1BB yoluyla sinyaller, CD8" T hiicrelerine dogru
daha fazla 6nyargili davranirlar [106]. T hiicreleri tizerindeki ifadesine ek olarak, 4-
I1BB diistik seviyelerde, B hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri, NK'lar, NKT'ler,
DC'ler, mast hicreleri ve erken myeloid progenitdr hicreleri iceren ¢ok sayida
hicrede ifade edilir [107]. Ayrica, az miktarda ¢alisma, genis bir dizi tiimor hiicresi
uzerinde 4-1BB ekspresyonu gérmiistiir [106, 107]. Cesitli hiicre tipleri tizerindeki 4-
1BB ekspresyonun genis araligi, bu reseptorii, kansere kars1 miicadelede hem yararh
hem de zararh yapabilir; ¢ilinkii 4-1BB agonistleri, sayisiz hiicre tipinden giicli

antitimor yanitlarini tetikleyebilir [107].

Primer CRC'li 72 hastanin periferik kan orneklerinde 4-1BB ekspresyonu ¢alisilmis
ve invazyon derinligine ek olarak immediyat bir 4-1BB pozitifligi ve CRC evresi
iliskisi oldugu dogrulamistir [108]. Dahasi, CRC igin cerrahi rezeksiyon sonrasi
alman periferik kanda artmis bir 4-1BB (ayn1 zamanda CD134) mevcuttur; bu,

tiimoriin yok edilmesinden sonra artmus IL tiretiminden kaynaklaniyor olabilir.

Buna karsilik kanserli kolon dokusunda normal dokuya kiyasla 4-1BBL'nin
ekspresyonunun daha diisiik oldugu goézlemlenmistir [109]. Bastirilmis 4-1BBL
seviyeleri, T hiicrelerinin tiimdr hiicreleri ve makrofajlar ile azalmis kontaklariyla bu
yolagin kolon tiimérlerinin bagisiklik kagisindaki iliskisini gosterebilir. ilging bir
sekilde, artmis 4-1BB ekspresyonu hastalarin plazmasinda yiiksek ¢6ziiniir 4-1BB
seviyelerine sahip oldugunu ortaya ¢ikmustir [109]. Bu ¢6zunir 4-1BB'nin ligandi ile
baglanmasi, 4-1BBL'nin 4-1BB ile baglanmasini bastirmak suretiyle T hiicre
fonksiyonunu yonettigi gosterilmistir ve bu sonuclar, T hiicrelerinin ilave
aktivasyonunu azaltmak icin muhtemel bir geri besleme doéngist ©nermektedir

[110]. Tlgingtir ki, tiimdr yerine bagli olarak CRC'nin gesitli karsinogenezisine isaret
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eden rektum kanserli dokuda agiga cikarilamamistir. Buna ek olarak, CRC'nin
karaciger metastazi ile tedavisi i¢in 4-1BB agonizminin pozitif etkileri daha 6nce

hayvan modellerinde tespit edilmistir [111, 112].

1.2.1.9. CD40/CD40L

TNFRSF'nin nihai bir tiyesi olan CDA40, ilk olarak B hiicrelerinde karakterize edildigi
gibi miyofibroblastlar, fibroblastlar, epitelyal hicreler ve endotel hicreleri gibi
hematopoietik olmayan hicrelere ek olarak DC'ler, monositler, trombositler ve
makrofajlar tzerinde ifade edilir. CD154 veya CD40L olarak bilinen ligandi, aktive
olmus B hiicreleri ve trombositlerin yani sira aktiflestirilmis T hiicreleri tarafindan
eksprese edilir [113]. Aktive edilmis T yardimci (Th) hiicrelerindeki CD40 / CD40L
baglantilari, antijen sunumunu ve birlikte uyarici molekiillerin ekspresyonunu
gelistirir, DC'nin biiylimesine ve etkili bir sekilde T hiicresi aktivasyonuna neden

olan tim temel Ozelliklerini elde etmesine izin verir.

Murin modellerinde, CD40L ile baglanmasi sitokin iiretimini ve nitelikli etkili T
hiicresi aktivasyonu ve farklilasmasmi arttrrmustir [114]. Hematopoietik hticreler
Uzerindeki CD40 ekspresyonu haricinde, ekspresyonu birgok kanser hiicresinde iyice
anlasilmistir ve bu apoptoza duyarli olmalarina neden olur [115]. CD40 ekspresyonu,
normal epitel iizerinde mevcut degildir ve bu ifade, malignan biiyiimenin erken
evrelerinde biiyiime faydasi sagladigina isaret eder [116]. TiUmor buylimesinin
proliferatif yetenegi ve sagkalimi korumak i¢in bagisiklik sisteminden ayri olarak
CD40 / CD40L yolagini kullandig1 6ne stiriilmiistiir. Bundan baska, CD40 / CD40L
etkilesimi tiimorleri, muhtemelen immiinosupresif tiimor mikro ortaminin temeline

katilan hem T hiicresi hem de APC bdlmelerini kontrol etmesi igin gii¢lendirir [117].

CRC hiicre hatlar1 ve kolon kanserinde CD40 ifadesi, ilk olarak Georgopoulos ve
arkadaslar1 tarafindan tiimor hiicrelerinde giiglii (2/17), ilimh (4/17) veya zayif
(11/17) pozitiflige sahip olmasiyla gosterilmistir [117]. CD40L, birka¢ primer
kolorektal kanserde de belirlenmistir ve CRC tiimor bagisikliginda CD40/CD40L
ekseninin belirgin bir roliinii gostermistir [116]. Malignan buytumenin erken

evrelerinde CD40 ekspresyonunun dneminin aksine malginan hiicrelerin gelismesi,
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hlcreleri direkt anti-proliferatif etkilere ve CD40 aracili bliylime bastirmasina veya
apoptoza duyarl hale getirir ve CD40 ekspresyonunun eksikligine yol agar [118]. Bu
nedenle, CD40"'n prognostik belirte¢ olarak kullanilmasi dogrulanmistir, ancak

CRC'deki roliinii netlestirmek i¢in ek arastirmalar zorunludur [117, 119].

1.2.2. Kolorektal kanser ve PD-1 gen varyasyonlari

Kolorektal kanser (CRC), diinyada kadinlar ve erkekler arasinda akciger ve meme
kanserlerinden sonra en sik teshis edilen ve 2012'de yaklasik 1,4 milyon yeni vaka ile
Uclinct kanserdir [47]. Hastanin sagkalimi, teshis anindaki tiimor evresine oldukga
bagimhidir. CRC vakalarinin sadece %40" erken bir asamada teshis edilir ve yakin
zamanda teshis edilen hastalarin yaklasik %50'si metastatik kansere doniisebilir [48].
Metastatik CRC halen kanser nedeniyle 6lim nedeni olarak dordiincii sirada yer
almaktadir [49]. Hedeflenen tedavilerin uygulanmasi da dahil olmak {izere tan1 ve

tedavideki son gelismelere ragmen, bu ileri CRC'nin prognozu zayif kalmaktadir
[51].

Bagisiklik sistemi kansere karsi merkezi savunma mekanizmasidir ve malignite

hastalarinda bu sistem siklikla islevsizdir.

Programlanmis 6liim 1 (PD-1) geni, inhibitdr bir sinyal saglayan reseptorii kodlar ve
PD-L1 (B7-H1l) ve PD-L2 (B7-DC) liganglar1 ile etkilesime girdiginde hem
proliferasyonu hem de CD4" ve CD8" T lenfositleri tarafindan sitokin iiretimini
gliclii bir sekilde engeller [120, 121]. PD-1'in, iki ligandiyla temas ettikten sonra
konake1 bagisiklik sistemi kanser hiicrelerinin kacirilmasinin etkilenmesinde rol
oynadig1 diisliniilmektedir. Dahasi, bu genin polimorfizmleri veya varyantlari
gorevini etkileyebilir. Ayrica, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), kanser duyarliligini

etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir.

Kolorektal kanser patogenezinde dnemli bir rol oynayan ¢esitli genetik risk faktorleri
tespit edilmis ve pozitif genetik sendromlu ailelerde 6nemli bir kanser riski tespit

edilmistir [122].

24



Bir segment (2933 ~ q37) izerinde insan kromozomu 2 Uzerinde bulunan PD-1 geni,
50-55 KD a tip | transmembrantz glikoproteini [123, 124] ve CTLA-4, CD28 ve
ICOS [39, 125-127] gibi diger birgok diizenleyici genleri kodlar.

PD-1.5 (C/T) polimorfizmi (+872 veya +7785), genin ekson 5'inde (pozisyon 7785)
sessiz bir degisikliktir [128] ve protein son amino asit dizisini degistirmez. Bu tek
nikleotid polimorfizminin (SNP) PD-1 molekiilii iizerinde dogrudan veya dolayli
etkili etkisi olabilir, ¢linkii ¢esitli hastaliklarla 6nemli iligkisi vardir [128- 133].

Bu ¢alismada, bir Tiirk popiilasyonunda kolorektal kanserli hastalarda PD-1.5 (C/T)
pozisyonunda polimorfizmden kaynaklanan genotip ve allellerin dagilimini
arastirmay1 ve saglikli bireylerle karsilastirmayr amagladikAyrica, bu tek niikleotid
polimorfizmi ile hastalarm klinikopatolojik parametreleri arasindaki iliskiler
incelenmistir. Bilgimize gore, TUrk populasyonunda PD-1.5 (C/T) polimorfizm ve

kolorektal kanser hakkinda veri bulunmamaktadir.

25



2. LITERATUR iINCELEMESI

PD-1'in anti-tiimoér yanitlarinda anahtar bir inhibitor gorevi gérmesi géz Oniine
alindiginda, bir dizi maligniteye yonelik bireylerin genetik riski igin gucli bir aday
olarak kabul edilir. Bu baglamda, son ¢alismalar, PD-1 polimorfizmlerinin, gastrik
kanser [134], gastrik kardia adenokarsinoma [135], kolon kanseri [64, 136], gOgiis
kanseri [129, 137], 6zofagus kanseri [138], hepatoseliiler karsinoma [139] ve serviks
kanseri [140] gibi bircok kanser tipine yatkinlik ile iligkili oldugunu vurgulamstir.
Immunhistokimyasal inceleme, kolorektal kanseri de igeren PD-1 ifadesi ile kanser
arasinda bir baglanti oldugunu goéstermistir [141, 142]. Bununla birlikte, PD-1
polimorfizmleri ile CRC arasindaki iliski ¢esitli popiilasyonlarda iyi

bilinmemektedir.

Bugune kadar, rs36084323 A > G (PD-1.1), rs11568821 G > A (PD-1.3), rs2227981
C> T (PD-1.5), rs10204525 A > G (PD-1.6), rs7421861 T > C (PD-1.7), ve
rs2227982 C > T (PD-1.9) ve PD-1 rs7421861 gibi PD-1 geni i¢indeki tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) tizerinde c¢esitli ¢caligmalar yapilmistir. PD-1 geninin bu
varyantlar1 arasinda PD-1.5 (C/T) polimorfizmi en ¢ok calisilanlardan biridir [64,
129, 134, 143- 145]. Bununla birlikte, PD-1 polimorfizmleri ile kanser riski

arasindaki iliski tutarsizdir.

PD-1 polimorfizmleri, sistemik lupus eritematosus (SLE) [146, 147], tip 1 diyabet
(T1D) [148, 149], romatoid artrit [150], multipl skleroz (MS) [151] ve ankilozan
spondilit (AS) [130] gibi otoimmiin hastaliklarla iligkilidir.

PD-1.5 (C/ T) polimorfizm ve otoimmiin hastaliklar durumunda birtakim ¢aligmalar
mevcuttur. Bununla birlikte, kanserde PD-1.5 (C/T) polimorfizmi ¢ok sayida yayin
tarafindan arastirilmamamustir [64, 129, 137, 140, 143, 144].

Birkag ¢alisma PD-1.5 (C/T) polimorfizminin malignite riski ile iligkilisine
odaklanmasia ragmen, bu sonuglar geliskili kalmaktadir [152]. Oysa, c¢aligmalar,

cesitli etnik gruplardan, kanser yerinden, hastalik tiiriinden ve diger klinik
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faktorlerden etkilenen PD1.5 SNP ve alel frekansinda biiyiik bir ¢esitlilik oldugunu
teyit etmektedir [64, 129, 130, 137, 153].

Etnik gruplar gore yapilan bir alt grup analizinde Katkasyalilar arasinda (TT'ye kars1
CT + CC igin OR, 0.66; %95 ClI, 0.44-0.99; p=0.047) [64, 134, 137, 143, 145] ve
Asyalilar arasinda (T'ye karsi C i¢in OR, 0.74; 95% CI, 0.63-0.86; p<0.001 ve
TT+CT'ye kars1 CC i¢in OR, 0.71; 95% CI, 0.59-0.87; p=0.001) 6nemli bir azalmis
kanser riski belgelenmistir [129, 144]. Ustelik, kanser tiirii alt grup analizinde, PD-
1.5 C/T polimorfizmi, meme kanserinin (T'ye kars1 C i¢cin OR, 0.82; 95% CI, 0.71-
0.95; p=0.009) ve diger kanserin (TT+CT'ye kars1 CC i¢in OR, 0.76; 95% CI, 0.63-
0.92; p=0.005) onemli olglide azalmis olasiligi ile iliskilidir [129, 137]. Bu sonuglar,
PD-1.5 (C/T) polimorfizminin T alelinin hafif¢e kanser riskini azalttigmin altmi

¢izmektedir.

[ranlilar iizerine yaymlanan veriler, PD-1.3 (+7146) G / A ve PD-1.5 (+7785 veya
+872) C/T genetik belirteglerinin meme kanserine duyarliligr ile iliskisini teyit
etmemektedir [137].

Genel olarak, 2016 sonuglarinda ilk olarak PD-1.5 (rs2227981) polimorfizminin ¢ok
azalmis kanser riski ile baglantili oldugunu gostermistir. Bulgularini kanitlamak igin

daha fazla epidemiyolojik caligmalara ihtiyag¢ vardir [154].

Pemfigus foliaceus iizerinde yapilan bir arastirmaya gore, PD1.5'in polimorfik
varyantlari, pemfigus foliaceus patogenezinde rol oynuyor gibi gériinmemektedir.
Korelasyon eksikligi, bu tek niikleotid polimorfizminin pemfigus foliaceus'a

duyarlilig1 kontrol etmedigini dnermemizi saglar [155].

CRC patogenezindeki bu yolagmn rolii ilk olarak bir iran popiilasyonunda PD-1
genindeki tek nukleotid polimorfizmlerin CRC ile iliskisi tarafindan gosterilmistir
[64]. Bu ¢alisma, kolon kanseri hastalarinda (%58,3'e kars1 %44,8, Bonferroni
diizeltilmis p=0.024; OR = 1.74; %95 GA = 1.15-2.62) ve Rektal kanser hastalarinda
(%58,3'e kars1%28,0, Bonferroni diizeltilmis p= 0.012; OR = 3.59; %95 Cl = 1.42-
9.04) CT genotip frekansmnin kontrol bireylere gore anlamli derecede yiiksek
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oldugunu gostermistir. Ayrica, yas, cinsiyet, timor derecesi ve evre dahil olmak

tizere hastalarin 6zellikleri PD-1.5 polimorfizmiyle iliskili degildi.

Baska bir ¢alisma da iran popiilasyonu arasinda yapilmistir [136]. Bu ¢alisma CRC'li
hastalar1 saglikli kontrollerle kiyasladiginda, G / A genotip frekanslarmin (%40.9'a
kars1 %33.75, OR = 1.36, p= 0.32) anlamli olarak farkli olmadigin1 gostermistir.

Yine de CRC hastalar1 ile kontrol grubu arasindaki G/ G ve A/A genotip frekanslar1
anlaml farklilik gosterdi (sirasiyla p=0.015, p=0.0004). Ek olarak, bu polimorfizmin
alel frekanslari, CRC hastalarinda saglikli bireylere gore anlamli olarak farkhidir
(p=0.0001).

Buna ek olarak, Cinli bir popiilasyon arasinda bir ¢alisma yapilmistir [63].
[statistikler B- ve T-lenfosit zayiflaticis1 (BTLA) ve PD-1 polimorfizmleri ile CRC
duyarlilig1 arasindaki potansiyel iliskileri gostermektedir. Kisaca, PD-1 / rs7421861
CT genotipinin frekansi, CRC hastalarinda kontrol grubuna kiyasla (OR 1.314, CI
1.012-1.706) dogal tip genotipten (TT genotipi) anlamli derecede yliksektir. Sonug
olarak, arastirmalari, CTLA-4'teki rs231777 ve PD-1'deki rs7421861'in temsili
polimorfizmlerinin bir Cin popiilasyonundaki CRC'ye yatkinlik i¢in aday belirtecler

olarak kullanilabilecegini gdstermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Denekleri

Calismaya, kolorektal kanserli 99 hasta (50 erkek, 49 disi; ortalama yas: 62.06 = 12.8
y1l) alinmustir. Yiiz elli saglikli kontrol (%58 erkek ve %42 disi; ortalama yas; 54.50
+ 16.47 yil) vardwr. Tiim katilimcilar, ¢calisma 6ncesinde yazili bilgilendirilmis onay
vermistir. Hasta grubunda tani1 ve kanser durumu, Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi'nden (Samatya) alinan standart anket, patolojik kayitlar ve tibbi kayitlarla
dogrulanmustir. Saglikli durumda olan ve yiiz yiize goriisiilerek herhangi bir diizenli
ilag almadig1 onay1 alman bireylerden olusan kontrol grubu hem hastane personeli
hem de yakinlar1 tarafindan olusturulmustur. Calisma, Istanbul Egitim ve Arastirma

Hastanesi Etik Kurulunca onaylanmaistir.

3.2. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA ekstraksiyonu, tiim katilimecilar etilendiaminetetraasetik asit (EDTA)
iceren tiiplerde toplanan 10 ml vendz kan numuneleri kullanilarak tuzla ¢okeltme
teknigi ile yapilmistir [156]. Bu islem, dehidrasyon ve doymus NaCl ¢ozeltisi ile
cokeltme yoluyla hiicresel proteinlerin tuzlanmasimi igerir. Antikoagiile kan
EDTA'dan elde edilen ¢ekirdek hiicrelerin buffy katlari, 15 ml polipropilen santrifiij
tiiplerinde 3 ml niikleizis tamponu ile yeniden askiya alinmustir (10 mM Tris-HCIt
400 mM NaCl ve 2 mM Na2EDTA, pH 8.2). Hiicre lisatlar1 gece boyunca 37 °C'de
0.2 ml 10Z SDS ve 0.5 ml proteaz K ¢ozeltisi (1Z SDS ve 2 mM Na2EDTA icinde 1
mg proteaz K) ile parcalanmistir. Parcalanma tamamlandiktan sonra, her tiipe 1 ml
doymus NaCl (yaklagik 6M) ilave edilmis ve 15 saniye kuvvetli bir sekilde
calkalanmistir, ardindan 15 dakika silireyle 2500 rpm'de santrifiij edilmistir.
Coktiiriilmiis protein peleti tiiplin tabaninda birakilmis ve DNA igeren siipernatan,
bagka bir 15 ml polipropilen tiipline aktarilmigtir. Tam olarak 2 hacim oda
sicakliginda mutlak etanol ilave edilmis ve tiipler DNA ¢okene kadar birkag kez ters
cevrilmistir. Cokertilen DNA iplik¢ikleri bir plastik spatula veya pipet ile ¢ikarilmis
ve 100-200 pi TE tamponu igeren 1.5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmigtir
(10 mM Tris-HCI, 0.2 mM Na2EDTA, pH 7.5). DNA'nin nicellestirmeden 6nce 37
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°C'de 2 saat erimesine izin verilmistir. Bu basit teknikten elde edilen DNA, fenol-
kloroform ekstraksiyonlarindan elde edilenlerle karsilastirilabilir miktarlar vermistir.
260/280 oranlarinin siirekli olarak 1.8- 2.0 araliginda olmustur ve iyi bir
deproteinizasyon oldugunu gostermistir. Restriksiyonlar, yliksek, orta veya diisiik tuz
konsantrasyonlar1 gerektiren, hepsi de tam bir restriksiyon ile sonuglanan bir dizi
farkli enzim kullanilarak gergeklestirilmistir. DNA'nin kalitesi ve miktar1 Nanodrop
Spektrofotometre ile degerlendirilmistir. Numuneler daha ileri tetkiklere kadar -20 °

C'de dondurulmustur.

3.3. Genotipleme {PD-1.5 C /T (+7785 veya +872) SNP'nin (rs2227981) Tayini}

Daha once tarif edildigi gibi [64, 134, 137] PD-1.5 pozisyonunda C/T
polimorfizminin belirlenmesi i¢in termal bir dongtleyici (Applied Biosystems Veriti
™ Thermal Diingiileyici) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (PZR-RFUP) yontemi kullanilmigtir. PCR
amplifikasyonu  i¢cin, PD-1.5 igin  primerler  sunlardir:  (ileri  5'-
GGACAGCTCAGGTAAGCAG-3 've ters 5° AAGAGCAGTGTCCATCCTCAG-
3'). PD1 genine bagli olarak tasarlanmustir [157].

PZR reaksiyonu i¢in karisimlar 2 ul sablon DNA, 18.3 ul Niikleaz icermeyen su, 1 ul
dNTP, 2.5 ul 10X Standart Taq Reaksiyon Tamponu, 0.5 ul ileri Primer, 0.5 ul Ters
Primer, 0.2 ul Tag DNA Polimeraz igermistir. Enzim Pvull, RFLP kullanilarak
genotiplerin saptanmasi i¢in kullanilmistir. %2 agaroz jel elektroforezinden sonra
pargalanma tiriinlerinin gorsellestirilmesi mor &tesi 151k altinda olmustur. PD-1.5 C /
T i¢in PZR kosullar1 baslangicta 95 °C'de 5 dakika erime basamagi, daha sonra 94
°C'de 45 saniye, 57 °C'de 45 saniye ve 72 °C'de 45 saniye i¢in 35 dongl ve son
olarak 72 °C'de 5 dakika uzatma basamagi olmustur (Photo 3.1).

PCR drlnleri (213 bp), Pvull restriksiyon enzimi (1 saat icin 37°C) ile

parcalanmistir. Enzim pargalamasindan sonra, C allel 56 ve 213 bp fragmanlari

tretmistir. T allel 56 ve 157 bp parcaciklarmin varligi ile tespit edilmistir.
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3.4. istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz, SPSS yazilim paketi (revizyon 21.0; SPSS Inc., Armonk, NY,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Tanimlayict istatistikler, ortalama, standart
sapma ve ylizdeleri icerir. Hastalar ve kontroller arasindaki klinik parametrelerdeki
farkliliklarin ortalama degerleri eslestirilmemis Student t testi ile karsilagtirilmistir ve
ortalama £ SS olarak ifade edilmistir. Ki-kare testi, hastalarla kontroller arasindaki
genotiplerin ve alellerin dagilimindaki kategorik dagilimlar1 ve farklhiliklar
karsilagtirmak i¢in kullanilmistir. P'nin 0.05'den kiiclik degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.

Fotograf 3.2. Jel elektroforezi.
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4. BULGULAR

4.1. Kolorektal Kanserli Hastalarin ve Kontrollerin Ozellikleri

Calisma gruplar1 Kolorektal Kanserli 99 hasta (%50,5 erkek ve %49,5 disi) ve
saglikl1 bir kontrol grubundan (n = 150, 87 erkek ve 63 disi) olusmaktadir.

Kolorektal kanserli hastalarin ve kontrollerin 0Ozellikleri, yas, cinsiyet ve
klinikopatolojik parametreler (timor lokalizasyonu, tumér evresi, lenf nodal
metastazi, uzak metastaz, anjiolenfatik invazyon, miisin6z komponent varligi)
acisindan Tablo 4.1'de gosterilmektedir. Kisaca, hastalarin %34,4'i sigmoid tiimore
sahiptir, %152,5'1 evre Ill'tedir, %35,41inde nodal tutulum vardir, hastalarin
%37,4'Unde metastaz, %18,2'sinde ve %34,39'unda swrasiyla anjiyolenfatik ve

perineililer invazyonlar mevcuttur. Miisindz komponent hastalarm %38'inde

bulunmaktadir.

Tablo 4.1. Kolorektal kanserli hastalarin ve kontrollerin ozellikleri.

Hasta n (%) Kontrol n (%)
Birey sayisi
99 150

Yas (y1l)
ortalama + SS(SH) 62.06 + 12.8 (SH ;1.31) 54.50 + 16.47 (SH 4.4)

Erkek 50 (%50.5) 87 (%58)
Cinsiyet Disi 49 (%49.5) 63 (%42)
Tumor lokalizasyonu ?
Sol kolon 12 (12.5) -
Sag kolon 21 (21.9) -
Transvers kolon 7(7.3) -
Sigmoid 33(34.4) -
Cekum 5(5.2) -
Rektum 18 (18.8) -
TUmor evresi
I 3(3) -
I 12 (12.1) -
1 52 (52.5) -
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Tablo 4.1’in devami

v 32(32.3) \ -
Lenf nodu durumu

NO 41 (41.9) -
N1 35 (35.4) -
N2 19 (19.2) -
N3 4 (4) -
Uzak Metastaz

var 37 (37.4) -
yok 62 (62.6) -
anjiyolenfatik invazyon

var 18 (18.2) -
yok 81 (81.8) =
perindral invazyon

var 34 (34.39) -
yok 65 (65.7) -
Histolojik evre ?

Iyi farkhlasms 22 (26.5) -
Orta derecede farkhlasms 38 (45.8) -
Zayif derecede farkhilasms 23 (27.7) =
MUsinéz komponent®

Pozitif 27 (38) -
Negatif 44 (62) -

n: birey sayisi, SS: Standart sapma, SH: standart hata.

® Tiimor lokalizasyonu, histolojik derecesi ve miisine komponent varhig: ile ilgili veriler tiim hastalar

icin mevcut degildi.

4.2. Kolorektal Kanserli Hastalarda ve Kontrollerde PD-1.5 Polimorfizminin

Genotip Dagilimi ve Allelik Sikhgi

Calisilan polimorfizmde, kontrol bireyleri ve tiim kolorektal kanser hastalar

arasindaki PD-1.5 (C / T) pozisyonundaki genotipik dagilim ve alel frekanslar1 Tablo

4.2'de gosterilmektedir.

Tablo 4.2. Kolorektal kanser hastalarinda (n = 99) ve kontrollerde (n = 150) PD-1.5 (C/T)

polimorfizminin genotipi ve allel frekanslari.

Genotipler ve alleller

Kolorektal kanserli hasta
n (%)

Kontroller n (%)

Genotip frekansi
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Tablo 4. 2’in devami

CC (%) 21 (21.2) 63 (42)
CT (%) 17 (17.2) 18 (12) =0.003
TT (%) 61 (61.6) 69 (46)

Alel frekansi
C (%) 103 (52.0) 195 (65) =0.004
T (%) 95 (48.0) 105 (35)

n: katilimer sayisi, p: p-degeri, Gruplar arasinda ki-kare (y2) testi kullanilmistir.

Verilerimize gére, CRC'si olan hastalar ile saglikli kontroller arasindaki CC, CT ve
TT genotip frekanslari anlamli olarak farkliydi (p=0.003). Kolorektal kanserli
hastalarda ve kontrollerde genotip dagilimi (CC, TT ve CT genotipleri) gdzlemlendi
(hastalarda sirasiyla %21,2, %17,2 ve%61,6, kontrollerde %42, %12 ve %46).
Benzer sekilde, hasta grubunda T allelin frekansi kontrole gore daha yiiksekti
(hastalarda %78,8, kontrollerde %58, p = 0.001, Odds oran1 (OR): 1.358 %95 CI
1.146-1.611).

4.3. Klinikopatolojik Parametreleri Karsilastiran PD-1.5 (C / T) Genotiplerinin

Dagilimi

Kolorektal kanserli hastalarin klinikopatolojik 06zelliklerini karsilastiran PD-1.5
(CIT) polimorfizminin genotipik dagilimlar1 Ozetlenmekte ve Tablo 4.3'te

gosterilmektedir.

Tablo 4.3. Klinikopatolojik parametrelerin karsilastiran PD-1.5 (C / T) genotiplerinin

dagilimi.
PD-1.5
CcC CT TT
n (%) n (%) n (%)
Cinsiyet
Disi 11 (22.4) 6 (12.2) 32 (65.3)
Erkek 10 (20) 11 (22) 29 (58)
TUmor evresi
Hi/v 15 (17.9) 15 (17.9) 54 (64.3)
1/11 6 (40) 2 (13.3) 7 (46.7)
Lenf nodu durumu
N+ 10 (17.2) 9 (15.5) 39 (67.2)
N- 11(26.8) 8 (19.5) 22 (53.7)
metastaz
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Tablo 4.3’in devami

var 4 (10.8) 2(5.4) 31(83.8)
yok 17 (27.4) 15 (24.2) 30 (48.4)
anjiyolenfatik inv.

var 7(38.9) 5(27.8) 6 (33.3)
yok 14 (17.3) 12 (14.8) 55 (67.9)
Perindral inv.

var 8 (23.5) 4 (11.8) 22 (64.7)
yok 13 (20) 13 (20) 39 (60)
Histolojik evre

iyi Orta Farkhlasma 13 (21.7) 10 (16.7) 37 (61.7)
Zayif Farkhilasma 22 (8.7) 5(21.7) 16 (69.6)
Musin6z komponent

pozitif 1(3.7) 7 (25.9) 19 (70.4)
negatif 11 (25) 7 (15.9) 26 (59.1)

n: hasta sayisi, Gruplar arasinda ki-kare (y2) testi kullanilmistir, inv: invazyon.

Bu c¢alismada, yas, cinsiyet, timor derecesi ve evre dahil olmak {lizere hastalarin

ozellikleri PD-1.5 (C/T) polimorfizmiyle iligkili bulunmamistir. Buna ragmen geg

timor evresi olan hastalarda T alleli siklig1, erken evre tiimor hastalarina gére daha

yiiksektir. Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli olmamistir (p>0.05).

Buna ek olarak, lenf nodal metastazi ile PD-1.5 (C/T) polimorfizm arasinda herhangi
bir fark gozlemlemedik. Ote yandan, mesafe metastazi olan hastalarda negatif

metastatik olanlara gére homozigot TT genotipleri artmustir {P<0.001, odds orani

(OR), 1.732; %95 giiven aralig1 (CI), 1.291-2.322}.

Dahasi, anjiyolenfatik invazyonu olan hastalarda, C alleli siklig1, anjiyolenfatik

invazyon bulunmayan hastalara gore artmistir {p=0.006, odds oran1 (OR), 2.077;
%095 giiven aralig1 (CI), 1.318-3.274}.
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Sonuglarimizin bir baska bulgusu, anjiolenfatik invazyonu olan hastalarda negatif
lenfatik invazyona kiyasla artan CC genotip sikligidir {p=0.043, odds oran1 (OR),
2.25, %95 giiven aralhigi (CI), 1.063-4.763}.

Ayrica, miisindz komponenti olan hastalar, miisin6z komponenti olmayanlara oranla
yoklugunda T allel frekans1 artmistir {p=0.023, odds orani1 (OR), 1.284, %95 giiven
araligi (CI), 1.066-1.546}.
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5. TARTISMA

Kolorektal Kanser (CRC) diinya c¢apinda kansere bagli oliimlerin bilinen bir
nedenidir [47].

Kolorektal kanser patogenezinde Onemli bir gdrev oynayan g¢esitli genetik risk
faktorleri tanimlanmis ve pozitif genetik sendromlu ailelerde belirgin bir kanser riski
tespit edilmistir [122]. CRC'nin erken teshisi, tedavi olasiligini artirabilir ve

hastalarin sagkalim siiresini uzatabilir.

Bir bolgede (2933 ~ g37) insan kromozomu 2 {izerinde bulunan PD-1 geninin [123,
124] iki ligandiyla temas ettikten sonra konak bagisiklik sistemin kanser hicrelerini
kagirmasinda etkili oldugu distiniilmektedir [120, 121]. Dahasi, PD-1 genindeki
polimorfizmler veya varyantlarin bunun goérevine bir etkisi olabilir. Ayrica, tek
nikleotid polimorfizm (SNP), kanser duyarliligimi etkileyen en énemli faktorlerden
biridir. Ote yandan, gen polimorfizmleri, kanser riskinin degerlendirilmesi igin
muhtemel parametreler olarak bilinir. Bu baglamda, son ¢alismalar, PD-1
polimorfizmlerinin mide kanseri [134], gastrik kardiyovaskiler adenokarsinom
[135], kolon kanseri [64, 136], meme kanseri [129, 137], 6zofagus kanseri [138],
hepatoseliler karsinoma [139] ve serviks kanseri [140] gibi bircok kanser tipine
yatkmlik ile iliskili oldugunu vurgulamistir. Immunhistokimyasal inceleme, PD-1
ifadesi ile kolorektal kanseri de igeren kanser arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir [141, 142]. Bununla birlikte, PD-1 polimorfizmleri ile CRC arasindaki
iliski cesitli popiilasyonlarda iyi bilinmemektedir.

Bu guine kadar rs36084323 A > G (PD-1.1), rs11568821 G > A (PD-1.3), rs2227981
C>T (PD-1.5), rs10204525 A > G (PD-1.6), rs7421861 T> C (PD-1.7), ve rs2227982
C>T(PD-1.9) ve PD-1 rs7421861 gibi PD-1 geni icerisindeki tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) iizerinde c¢esitli ¢alismalar yapilmistir. PD-1 geninin bu
varyantlar1 arasinda PD-1.5 (C/T) polimorfizmi en ¢ok c¢alisilanlardan biridir [64,
129, 134, 143- 145]. Cesitli ¢alismalarm PD-1.5 (C/T) polimorfizminin malignite

riski ile iligkilisine odaklanmasina ragmen bu sonuglar ¢eligkili kalmaktadir [152].
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Oysa arastirmalar, cesitli etnik gruplar, kanser yeri, hastalik tiirii ve diger klinik
faktorlerle etkilenen PD-1.5 (C/T) SNP ve alel frekansinda genis bir cesitlilik
oldugunu teyit etmektedir [64, 129, 130, 137, 153].

PD-1.5 (C/T) polimorfizminin, proteinin nihai amino asit sekansini degistirmeyen,
genin sessiz bir alterasyonu oldugu dikkat cekicidir [128]. Bu tek nukleotid
polimorfizmi, PD-1 molekiilii iizerinde dogrudan veya dolayl etkili etkiye sahip
olabilir, ¢iinkii gesitli hastaliklarla 6nemli iliskisi vardir [128- 134].

Bu caligmada, ilk defa bir Tiirk popiilasyonunda PD-1.5 (C/T) polimorfizmi ve
kolorektal kanser riski arastirilmistir. Verilerimize gore, PD-1.5 (C/T) genotipleri ve
allelik frekans dagilimlarinda hastalar ile kontroller arasinda anlamli iligkiler
bulunmustur. Bununla birlikte, PD-1.5 (C/T) i¢in T allel ve CT genotipleri hastalarda
kontrollerden daha sik olmustur. Bu sonu¢ 6zellikle heterozigot CT genotipinden

kaynaklanmastir.

Buna ek olarak, CRC hastalar1 ile saglikli kontroller arasinda arastirilan
polimorfizmin allel frekanslar1 anlamli olarak farkli c¢ikmistir. Calismamizda,
literatlrde yer alan PD-1.5 (C/T) polimorfizminin kolorektal kanserde genotip
dagilimi veya allelik frekanslar1 arasindaki iliski {izerine benzer sonuclar elde
edilmistir. Iran popiilasyonu iizerinde yapilan bir ¢alismada, CT genotipi ve CRC'li
Iranli hastalar arasinda 6nemli bir iliski gdzlemlenmistir, bu da PD-1.5 (C/T)
polimorfizminin CT genotipinin muhtemelen kolorektal kanserde bir risk faktori
oldugunu onermektedir [64]. Savabkar ve arkadaslari, 2013 yilinda, bir Iran
nifusundaki PD-1.5 (C/T) polimorfizminin mide kanseri ile iligkili oldugunu
arastirmistir [134]. Dahasi, PD-1.5 (C/T) polimorfizminin CT genotipinin romatoid
artrit riski ile iligkili oldugu bildirilmistir [131]. Buna karsilik, Cooper ve arkadaslari
tarafindan PD-1.5 (C/T) polimorfizminin CT genotipi ile tip-1 diyabet arasinda
istatistiksel olarak bir iliski g6zlemlenmemistir [153]. Buna gore, ¢alismamiz PD-1.5
(C/T) polimorfizminin CRC gelisme olasiliginin artis1 ile korelasyonunu

desteklemektedir.
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Iran niifusa yonelik yakin tarihli bir arastirmada, CC genotipi PD-1.5 (C / T), saglikli
bireylerde daha siktir [64]. Buna karsilik literatiirde zit yonde bulgular da yer
almaktadir. Yapilan bir ¢alismaya gore PD-1.5 (C/ T) polimorfizmi ve gastrik kanser
arasinda herhangi bir iliski olmadigini gostermektedir [134].

Bununla birlikte, C alleli siklig1i, meme kanseri hastalarinda, Cin niifusundaki kontrol
bireylerden daha fazla idi [129]. Bununla birlikte, onceki bir calisma, T alelinin

gelismis romatoid artrit ile iligkili oldugunu gostermistir [131].

Calismalar, ¢esitli etnik gruplar, timor yerlesimi, hastalik tiiri ve diger klinik
faktorlerle etkilenen PD1.5 genotipinde ve allel frekansinda biiyiik bir g¢esitliligin
oldugunu teyit eder [64, 129, 130, 137, 153]. Ornegin, PD-1.5 pozisyonundaki
genotipik dagilim ve alelik frekanslar, Iranli kolorektal kanser hastalar1 ve saglikli
bireyler arasinda anlamli bir farklilik gdstermedi. Bununla birlikte, CRC hastalar1
timor lokalizasyonuna (kolon ve rektum) gore alt gruplara ayrildigi zaman, hasta alt
gruplar1 arasinda genotipe gore (p=0.017) ve ayrica kolon kanseri hastalar1 ile
saglikli kontrol grubu arasinda anlamli bir fark vardi (p=0.026), ancak rektum
kanseri hastalar1 ile saglikli kontroller arasnda fark yoktu (p=0.289) [64]. Ote
yandan allelik frekanslar, kolon kanseri hastalarinda saglikli bireylere karsi
(p=0.299) ve rektum kanseri hastalarinda saglikli bireylere (p=0.759) kars1 timor
lokalizasyonuna gore anlamli olarak farkli degildi. Verilerimize gore, yas, cinsiyet,
tumor evresi, perindral invazyon, tumor lokalizasyonu parametreleri ile hastalarin
ozellikleri, PD1.5 (C / T) genotip dagilimi arasinda iligkili bulunmadi. Buna ragmen
anjiyolenfatik invasyon, miisindz komponent, uzak metastaz varhig: olan hastalarda
PD. Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica, lenf nodu durumu ile
genotipler arasinda herhangi bir anlamlilik tespit etmedik. Bununla birlikte, uzak
metastaz, musindz durum, anjiolenfatik invazyon parametreleri ile PD1.5 (C/T)

genotip dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonuglar saptadik.

Ayrica, kanser tiiriinden bir alt grup analizinde, PD-1.5 (C/T) polimorfizmi, meme
kanseri (T'ye kars1 C i¢in OR, 0.82; 95% CI, 0.71-0.95; p=0.009 ve TT+CT'ye kars1
CC icin OR, 0.76; 95% CI, 0.63-0.92; p=0.005) ve diger kanser (TT'ye kars1 CT+CC
icin OR, 0.58; 95% ClI, 0.36-0.92; p=0.004) olasiliginin 6nemli derecede azalmasi ile
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iliskiliydi [129, 137]. Bu sonuglar, PD-1.5 (C/T) polimorfizminin T alelinin hafifce

kanser riskini azalttiginin altin1 ¢izmektedir.

Iranlilar iizerine yayimnlanan veriler, PD-1.3 (+7146) G / A ve PD-1.5 (+7785 veya
+872) C/T genetik belirteglerinin meme kanserine duyarliligi ile iligkisini teyit

etmeyen veriler mevcuttu. [137].

Lin ve arkadaglar1 (2004), romatoid artrit (RA) ve sistemik lupus eritematoz (SLE)
'da PD-1.5 (C / T) SNP'yi aragtrmislar ve CT genotipi ve T alelinin romatoid artrite
duyarhlikla iliskili oldugunu, ancak sistemik lupus eritematoza olmadiklarini
belirtmislerdir [131]. Hua ve ark., 2011'de T alelinin T hicrelerinin artmis aktivitesi
ile baglantili olabilecegini dnermislerdir [129]. Bir baska ¢alismada, PD-1.5 (C/ T)
ile romatoid artrit arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir [128]. Bununla birlikte

PD-1.5T allel iceren bir haplotip romatoid artritli hastalarda daha belirgindi.

Kore populasyonu [130] ve Cin Han nufusundaki [132] iki ayr1 ¢alismada PD-1.5
(C/T) ile ankilozan spondilit arasinda herhangi bir iliski gézlenmemistir; bununla
birlikte PD-1.5 C alel igeren bir haplotip, ankilozan spondilit ile iliskilendirilmistir.
Bir baska calismada, Cin Han hastalarinda ekstraokiiler bulgular1 olan Vogt
Koyanagi Harada sendromlu hastalarda C alleli diistisii ortaya c¢ikmistir [133].
Otoimmiin  hastaliklarin  aksine, bircok yaym kanserdeki PD-1.5 (C/T)

polimorfizmini arastrmamustir.

Pemfigus foliaceus iizerinde yapilan bir aragtirmaya gore, PD-1.5'in (C/T) polimorfik
varyantlari, pemfigus foliaceus patogenezinde rol oynuyor gibi goriinmemektedir.
Korelasyon eksikligi, bu tek niikleotid polimorfizminin pemfigus foliaceus'a olan

duyarlilig1 kontrol etmedigini dnermemizi saglar [155].
Genel olarak, 2016 yilindaki sonuglarda ilk olarak PD-1.5 (C/T) polimorfizminin

kanserlerin fazlasiyla azalmis riski ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bu bulgular1

ispatlamak igin daha ileri epidemiyolojik ¢alismalara ihtiyac¢ vardir [154].
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Buna ek olarak, Cin niifusu iizerine bir calisma yapilmustir [63]. Istatistikler B- ve T-
lenfosit zayiflaticisi (BTLA) ve PD-1 polimorfizmleri ile CRC duyarlilig1 arasindaki
potansiyel iligkileri gostermektedir. Kisaca, PD-1 / rs7421861 CT genotipinin
frekansi, kontrol grubuna kiyasla (OR 1.314, CI 1.012-1.706) CRC hastalarinda
dogal tip genotipten (TT genotipi) anlamli derecede yiiksekti. Sonug¢ olarak,
arastrmalari, CTLA-4'teki rs231777 ve PD-1'deki rs7421861'in temsilci
polimorfizmlerinin bir Cin popiilasyonundaki CRC'ye yatkinlik i¢in aday belirtecler

olarak kullanilabilecegini gosterdi.

Ancak, daha Once tartigilan verilere gore, PD-1.5 (C/T) polimorfizminin kanser riski

ile iligskisi konusunda bu sonuglar geligkilidir [152].

Calismamizda, uzak metastazi olan hastalarda negatif metastatik olanlara gére PD-
1.5 (C / T) polimorfizminin C allel tasima ve CT heterozigot olma sikhig1 yiiksekti.
Ayrica, anjiyolenfatik invazyona sahip hastalarda anjiyolenfatik invazyon
bulunmayan hastalara kiyasla PD-1.5 (C/T) homozigot genotip olma frekansi CC
genotipi ve C allel artmistir. Dahasi, T allel, musinéz komponenti olan hastalarda
mulsin6z komponenti bulunmayan hastalara goére daha sikti. PD-1.5 (C / T)
polimorfizminin klinikopatolojik 6zelliklerle iliskisi ile ilgili bulgularimiz, PD-1.5
polimorfizminin prognoz iizerindeki etkisini degerlendirmek icin daha genis

orneklem biiyiikliikleri ile yapilan daha sonraki ¢alismalarda diistiniilmelidir.
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6. SONUC

Ozetlemek gerekirse, Bu c¢ahsma ile Tiirkiye'de ilk kez PD-1.5 (C/T)
polimorfizminin kolorektal kanser ile iliski arastirildi. Veriler PD-1.5 (C/T)
polimorfizminin genotip dagilimi ve allelik frekanslariin kolorektal kanserli hastalar
ile saglikli bireyler arasinda 6nemli 6l¢lide farkli oldugunu gostermektedir. Buna
gore hasta grubunda T alleli tasima frekans1 kontrole oranla istatistiksel olarak
anlamli yiiksekti. Yas, cinsiyet, timor evresi, perindral invasyon, lokalizasyon gibi
hastalarin Ozellikleri PD-1.5 (C/T) polimorfizm ile anlamli bir iliski gdstermedi.
Buna ragmen, uzak metastazi olan hastalarda negatif metastatik olanlara gére PD-1.5
(C/T) polimorfizmi C alleli tasima, CT heterozigot artmistir. Calismamizin bir baska
bulgusu, anjiyolenfatik invazyona sahip hastalari negatif lenfatik invazyona kiyasla
homozigot CC genotip tasima frekansi ve C allel. Son olarak, miisin6z komponenti
olan hastalarda T allel siklig1, miisinz komponenti bulunmayan hastalara goére daha

yuksektir.

PD-1.5 polimorfizminin belirli bir genotipinin kolorektal kanser riski ile iliskili olup
olmadigint agikhiga kavusturmak ve PD-1.5 (C/T) polimorfizminin ve
klinikopatolojik 6zelliklerin iligkisini agikliga kavusturmak icin kolorektal kanserli
daha fazla hasta i¢eren daha ileri arastrmalarin yapilmasi gereklidir. Farkli PD-1.5
(CIT) genotiplerinin PD-1.5 molekiilii tizerindeki islevsel sonucunu ortaya ¢ikarmak

icin ek bir ¢calisma da gereklidir.
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