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OZET

Beksa¢, K., Kolorektal kanserlerde postoperatif izlemde niiks/metastaz
gelisimine etkiyen cerrahi, histopatolojik ve immiinogenetik (Killer
Immiinoglobulin Like Reseptor ve ligand tiplendirilmesi) 6zelliklerin
tammmlanmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi Anabilim
Dali, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2013. Antitimoral immiin yanit1 belirleyen Killer
Immunoglobulin Like Receptor (KIR) genleri ile onlarin ligandlar1 olan HLA Class I
molekiillerini incelemek amaciyla 2005-2008 yillar1 arasinda kolorektal tiimor tanist
ile kolon rezeksiyonu uygulanan 87 olgu arastirmaya alindi. Ortanca 5 yil takip
stiresinde rekiirrens gosteren 29 olgu ile niikks etmeyen 58 olgunun klinik ve KIR-
ligand Ozellikleri karsilastirildi. Yas, cinsiyet, klinik evre, tiimor lokalizasyonu,
adjuvan tedavi ve rekiirrens lokalizasyonu acisindan gruplar arasinda bir fark
olmadig1 gozlendi. Rekiirrens gostermeyen olgularda inhibitér KIR’lardan 2DL1
anlaml olarak azalirken aktivator 6zellige sahip 2DS2 ve 2DS3’lin anlamli olarak
arttigl gozlendi. Boylece inhibisyonun azalmasi ve aktivasyonun giliclenmesi ile
antitimoral immiin yanitin arttig1 diisiiniildii. KIR ligandlar1 incelendiginde rekiirrens
gostermeyenlerde A-Bw4 ligandin daha nadir oldugu saptandi. KIR ve KIR ligand
birlikteligine bakildiginda rekiirrens gostermeyenlerde ortak liganda(grup C1) sahip
2DL2 (inhibitor) ve 2DS2’nin (aktivatdr) siklikla birlikte bulundugu saptandi.
Rekiirrens gostermeyen olgularda inhibitor yondeki 2DLI-C2 ve 2DL3-Cl’in
beraber goriilme sikliginda azalma gozlenirken aktivasyon yoniindeki 2DS2-C1 ve
inhibitér yondeki 2DL2-C1 beraber goriilme sikliginda artig saptandi. Rekiirrensin
erken veya ge¢ gelismesini etkileyecek bir bulgu saptanmadi. 2DS2 her ne kadar
rekiirrens gosteren hastalarda daha az goriilse de, 2DS2’ye ragmen rekiirrens gelistigi
takdirde uzak metastazin lokal rekiirrensten daha sik olustugu saptandi.
Bulgularimiz, literatiirde ilk kez kolorektal kanserlerde rekiirrensin uygun
ligandlarinin varliginda aktive edici KIR’larin varhigi ve baskilayict KIR’larin

azalmasi ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolon Kanseri, Rektum Kanseri, Tiimdér Immiinolojisi, Killer

Immiinoglobulin Like Reseptor, NK Hiicreleri



ABSTRACT

Beksag, K., Surgical, Histopathologic and Immungenetic (Killer
Immunoglubulin Like Receptor and Ligand Typing) Properties of Colorectal
Cancers Which Affect Recurrence and Metastasis in Postoperative Period.
Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in General Surgery, Ankara,
2013. To analyze the frequency of Killer Immunoglobulin Like Receptor (KIR) gene
and their ligands (HLA Class I), 87 patients diagnosed with colorectal cancer and
operated between 2005 and 2008 were enrolled into this study. 29 patients
progressing within a median of five year follow-up period were compared with 58
cases that did not. Age, gender, clinical stage, tumor location, adjuvant therapy and
recurrence location were similar between the groups. Among the cases without
recurrence 2DL1, which is an inhibitory KIR, is observed significantly less frequent
while activatory KIRs, 2DS2 and 2DS3, significantly more frequent. Therefore, a
decrease in inhibition and an increase in activation, may lead to an antitumor
immune response. Among the KIR ligands only A-Bw4 is observed significantly less
frequently among non-recurrent patients. When KIR and KIR ligand association is
examined, two KIR’s who share the same ligand (group C1), 2DL2 (inhibitor) and
2DS2 (activator), frequently coexisted. Similarly inhibitory KIR-ligand combinations
2DL1-C2 and 2DL3-C1 are seen less frequnetly in the non-recurrent group while the
activatory combination 2DS2-C1 and inhibitory combination 2DL2-C1 are shown to
be more frequent in the non-recurrent group. Even though 2DS2 is seen less
frequently in recurrent group, if recurrence occurs despite 2DS2, distant metastasis is
more frequent than local recurrence. Our findings show for the first time in literature
that in colorectal cancers, recurrence is association with the presence of activating

KIR’s and absence of inhibitory KIR’s in the setting of their appropriate ligands.

Keywords: Colon Cancer, Rectum Cancer, Tumor Immunology, Killer

Immunoglobulin Like Receptor, NK Cells
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1. GIRIS

1.1. Amag

Kolorektal kanser en sik goriilen ve en cok Oliime sebep olan iicilincii
kanserdir. Erken tan1 ve tedavi ile kiir miimkiindiir. Hastalik uzak organ metastazi ile
seyretse bile uygun cerrahi tedavi ile kiir yine de miimkiindiir. Ancak lokal rekiirrens
oldugu zaman uygun cerrahi tedaviyi gerceklestirmek giiclesmektedir. Bu sebeple
hastahigm izleminde rekiirrens ve metastaza erken tan1 koymak ¢ok énemlidir. insan
viicudunun tiimére karsi miicadelesinde immiin sisteminin rolii énemlidir. Timor
biyolojisi aydinlanmaya basladikca kanser tedavisinde immiinmodulatuar tedavi
yaklagimlar1 giindeme gelmektedir. Tiimore karst immiin yanitta hem hiicresel hem
de dogal immiin sistem rol oynamaktadir. Dogal immiin yanit Natural Killer (NK)
hiicreleri aracilig1 ile ortaya c¢ikar. NK hiicreleri, bu etkilerini iizerlerinde bulunan
Killer Immunoglobulin-like Reseptorler (KIR) ve ilgili ligandlar1 olan HLA Class I
molekiilleri iizerinden gostermektedirler. KIR reseptorleri aktivator veya inhibitor
yonde etki gosterebilmektedirler. Aktivator KIR varligi durumunda tiimére karsi
kuvvetli bir immiin yanit, inhibitér KIR varligi durumunda ise immiin yanitin zayif
olmasi beklenir.

Bu arastrmanin amaci kolorektal kanser nedeniyle ameliyat olan olgularin
dokularindan DNA elde ederek NK hiicrelerinin iizerindeki KIR reseptorlerinin ve
ilgili HLA ligandlarmin tiplendirilmesi ve aralarindaki iliskinin arastirilmasidir. Bu
sayede kolorektal kanserlerin rekiirrensine sebep olan nedenler aydinlatilarak daha
iyi bir postoperatif izlem ve olasi rekiirrens/metastaz durumlarinin 6nceden tahmini

hedeflenmektedir.

1.2. Hipotez
Hipotezimiz inhibitér KIR’lara sahip bireylerde rekiirrensin daha sik

goriilecegi, aktivator KIR’lara sahip bireylerde de rekiirrensin daha az goriilecegidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolorektal Kanserler

2.1.1. Epidemiyolojisi, Prognoz ve Simiflandirma

Kolorektal adenokanserler erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen ve en ¢ok
Olime sebep olan figciincli kanserlerdir. Genel popiilasyonda bir insanm Omrii
boyunca kolorektal kansere yakalanma olasiligi erkeklerde %35,1; kadmnlarda
%4,7°dir (1). Kanser geligsme riski yasla beraber artar ve aile dykiisii olanlarda daha
fazladir (2). Son 30 yilda 5 yillik sag kalimda belirgin artig goriilmiistiir.

Kolorektal kanserler herediter, sporadik veya ailesel formlarda goriilebilir.
Herediter formu aile dykiisii ve erken yasta baslangic ve baska spesifik tlimorlerin
birlikteligi ile karakterizedir (3). Sporadik kolorektal kanserler genellikle 6. dekattan
sonra goriiliir ve kolonda izole lezyon seklinde kendini gosterir. Kolorektal
kanserlerin en sik goriilen formu sporadik formudur. Herediter ve sporadik formu
benzer patogenez ile gelisim gosterir (4).

Adenokarsinom patogenezi kolonun tamami boyunca ayni olsa da, rektum
tan1 ve tedavi modalitelerinin farkli olmasi sebebiyle kolonun geri kalan kismindan
ayrilir. Rektum kemik pelvis tarafindan sinirlandirilir. Rektumun aniise yakinligi
ultrasonografik degerlendirme imkani verir ve duvar tutulum miktarini ve lenf nodu
tutulumunu degerlendirtme imkani tanir. Ayrica rektumun immobil olmas1 Magnetik
Rezonans (MR) goriintiilemenin duyarliligmni arttirir. Rektumun anal sfinktere,
mesaneye, otonomik sinirlere yakinligi da cerrahi tedavisini degistirir.

Kolorektal kanserlerde tedavi prensipleri uygun cerrahi sinirlarla tiimoriin
cikartilmasi,  bolgesel lenfadenektomi  yapilmasi, gastrointestinal  traktin
devamliliginin saglanmasidir. Rezeksiyon genisligi tiimoriin lokalizasyonu, kan ve
lenfatik dolasimi, komsu organ invazyonunun olup olmadigina baglhdir.

Kolorektal kanserlerin evrelendirilmesinde en sik kullanilan siniflandirma
American Joint Committee on Cancer (AJCC) tarafindan gelistirilen ve International
Union Against Cancer (UICC) tarafindan da onaylanan TNM smiflandirilmasidir. Bu
smiflandirmada preoperatif klinik bilgi, ameliyat sirasinda ve ameliyat sonrasi

patolojik inceleme de elde edilen bilgi ile bilestirilir. 1lk 1987°de gelistirilen bu



smiflandirma yillar icinde modifiye edilmistir ve en son 2010 yilinda ¢ikan yedinci
versiyonu kullanilmaktadir.

Klinik evreleme (¢cTNM) hastanin hikayesine, fizik muayene bulgularina,
endoskopi ve radyolojik goriintiilleme sonucuna goére yapilir ve preoperatif adjuvan
tedaviyi belirler. Patolojik evreleme (pTNM) rezeksiyon sonucu spesimenin patolojik
incelemesine gore yapilir. Prognozunu gosterir ve adjuvan tedaviyi belirler.
Neoadjuvan kemoradyoterapi alinan hastalarin modifiye patolojik evresi vardir
(ypTNM). Bazal membran ve lamina propria sinirli kanser hiicrelerinin metastaz
riski olmadig1 kabul edilir ve karsinoma in situ olarak kabul edilir (pTis).

Uygun rezeksiyon uygulanan evre I hastalarn 5 yillik sagkalim orani
%93,2°dir. Bu oran evre Ila’da %84,7; IIb’de %72,2; evre 1lla’da %383.4; I1Ib’de
%44,3’tlir. Evre Illc ve IV hastalarin prognozu koétiidiir ve 5 yillik sag kalim orani

%8,1"dir (5).

2.1.2. Cerrahi Tedavi, Kiir ve Niiks/Metastaz

Hastanin genel saglik durumu bir engel teskil etmedigi siirece ve yaygin
timor disseminasyonu olmadig1 siirece biitiin kolorektal kanserler ameliyat
gerektirir. Ayrica kanser riski tasiyan biitliin prekiirsor patolojiler de eger cerrahi
olmadan tedavi edilemiyorsa ameliyat endikasyonudur. Cerrahi tedavinin temel
hedefi tiimorden kiir saglamak, hastaliksiz hayatta kalim1 uzatmaktir.

Cikarilacak kolon segmentinin uzunlugu ilgili segmentin arteryel dolasimina
ve buna paralel olan lenfatik drenajina baglidir. Anastomoz hattinda rekiirrensi
minimuma indirmek i¢in primer tiimoriin iki tarafinda da 5-10 cm mesafe birakmak
gerekir (6). Bu mesafe yapilan lenfadenektomi mesafesine gore degisir.
Malabsorpsiyon sendromunu dnlemek i¢in az miktarda ileum da rezeke edilmelidir
(7).

Rektum kanserlerinde ¢ikarilacak barsak segmentini etkileyen faktor ise
uygun vaskiiler ligasyon ve mesenterik rezeksiyon sonrasi geride kalan kan akimidir.
Primer tiimoriin proksimalinde 5 cm, distalinde 2 cm biraktiktan sonra daha fazla
rezeksiyon yapmanin faydasi gosterilememistir. Buradaki temel prensip temiz cerrahi
siirlar elde etmek ve RO rezeksiyon yapabilmektir (8).

Yine de biitiin modern tedavi seceneklerine ragmen lokal rekiirrens 6nemli bir

sorundur ve bu oran yaklasik %30’tur (9, 10). Bu hastalarin da yalnizca yaklasik



%20’s1 kiiratif rezeksiyon i¢in uygundur (11). Lokal rekiirrens gelisen olgularin
biiylik cogunlugunda rekiirrens ilk 3 yil icinde gergeklesmektedir (12). Lokal
rekiirrens gelisen ve kiiratif cerrahi uygulanabilen olgularda 5 yillik sagkalim
yaklasik %60°tir ve bazi serilerde %80’e kadar yiikselebilmektedir (13-15).

Lokal rekiirrens gosteren olgularda tedavisiz ortalama hayatta kalma yaklasik
8 aydir. Sadece kemoterapi ve radyoterapi verilen hastalarda 5 yulik sagkalim %5’in
altindadir (16). Bu sebepten dolay1 rekiirren kolon kanserlerinde kiir i¢in en iyi
secenek cerrahidir. Onkolojik prensipler geregi tedavinin hedefi RO rezeksiyon
saglamaktir. Ancak rekiirren kolon kanserlerinde R1 ve R2 rezeksiyon oranlari
%60’lara kadar varmaktadir. R1 ve R2 rezeksiyon yapilan hastalarda 5 yillik
sagkalimin daha diisiik oldugu gosterilmistir (17, 18).

Uzak metastaz ise daha biiyiik bir sorun teskil etmektedir. Yeni tani alan
kolorektal kanserlerin yaklasik %25’inde senkron karaciger metastazi vardir (19).
Son yillarda kolorektal karaciger metastazlarmim tedavisinin bagar1 oranlarinda ciddi
bir artis s6z konusudur. 5 yillik sagkalim oranlarmim %30’lardan %60’lara ¢iktig1
gbzlenmistir (20). Bu grupta en 1iyi sonug soliter karaciger metastazlaridir ve 5 yillik
sag kalim oranlar1 yaklagik %70’tir (21). Modern kemoterapiye daha iyi yanit
alinmaya baglanmast ve cerrahi alanindaki gelismelerle birlesince karaciger
rezeksiyonlar1 tecriibeli merkezlerde giivenilir bir prosediir haline gelmistir.

Ameliyat edilebilir olgularda tedavinin en 6nemli basamagi cerrahidir.
2.2. Antitiiméral Immiin Yanit

2.2.1. T Lenfosit Aracih Antitiimoral Yanit

Anti tlimoral immiin yanitin olusmasinda rol oynayan hiicresel immiinite ve
dogal immiinite birbirini tamamlayici unsurlardir. Her ikisinde de Insan Lokosit
Antijenleri (HLA) 6nemli rol oynar. HLA kodlayan genler Major Histokompatibilite
Kompleks’sinin (MHC) igerisinde yer alirlar. HLA molekiillerinin gorevi
patojenlerden elde edilen peptid parcalarim1 baglayarak (hiicre yiizeyinde) T
hiicrelerinin taninmasimi saglamaktir. Bunu takip eden olaylar ¢ogunlukla patojen
icin dliimciildiir. Viriisle enfekte hiicreler oldiiriiliir, intraseliiler vezikiillerde yasayan
bakterileri 61diirmek i¢in makrofajlar aktive edilir ve ekstraseliiler patojenleri ortadan

kaldirmak veya noétralize etmek i¢in antikor lireten B hiicreleri aktive edilir. Boylece



MHC molekiilleri tarafindan taninmayacak sekilde mutasyona ugramis patojenler
cogalma avantajina kavusurlar. MHC’nin iki farkli 6zelligi patojenlerin immiin
yanittan korunmasini zorlastirir. Birincisi, MHC poligeniktir, kapsaminda ¢ok sayida
farkli MHC Class I ve MHC Class II genleri bulunur. Bunun sonucunda her birey
cok farkl sayida peptid baglama 6zelligine sahip MHC molekiillerine sahip olur.
Ikincisi MHC yiiksek derecede polimorfiktir, her genin bir popiilasyonda ¢ok sayida
varyant1 bulunmaktadir. MHC genleri gergekte en polimorfik gen yapisidir(22).

MHC 6. kromozomda yerlesmis olup 200’den fazla geni biinyesinde
barmdirir. MHC nin biinyesinde insan 16kosit antijeni (HLA genleri) bulunur. Bunlar
icinde en bilinenleri HLA Class I (HLA-A, -B ve —C) ve Class II’dir (HLA-DR, -DP
ve -DQ). Biitiin Class I ve II MHC molekiilleri T hiicrelerine peptid sunabilirler.
Tiim MHC evrim sirasinda antijeni islemek ve sunmak dogrultusunda seleksiyona
ugramustir. Viral enfeksiyonlarin erken doneminde dogal immiin yanit sonucunda
salgilanan interferonlar hiicrelerin viral proteinleri isleyip ortaya c¢ikan peptidleri
hiicre yiizeyinde ifadesini arttirir. Bu da adaptif immiin yanitin olugsmasina yol acar.
MHC i¢inde Class III bolgesi de bulunmaktadir. Bunlar arasinda kompleman
komponentleri ve sitokin (Ornegin: TNF alfa) genleri bulunur.

Baz1 MHC genleri (MIC gen ailesi) klasik MHC Class I genlerinden farkl bir
kontrol altindadir. Ornegin 1s1 soku gibi hiicresel stres durumlarinda ifadeleri artar ve
protein iriinleri olustururlar. Bunun sonucunda interferonlarmn salgilanmadigi
durumlarda dogal immiinitenin olugsmasinda rol oynarlar. MIC A ve B molekiilleri
NK hiicreleri, Gama-Delta T hiicreleri ve bazt CD8 T hiicreleri iizerindeki reseptorler
tarafindan taninarak MIC ifade edilen hedefler elimine edilir. Bu reseptdrlerden biri
NKG2D olup NK hiicrelerinin aktivatdr tiyelerindendir. Diger bir reseptor olan DAP
10 ise hiicre membran ileti sisteminde rol oynayarak hiicre aktivasyonunu saglar.
MHC genlerinden olan HLA-G NK hiicrelerinin membraninda bulunan inhibitor
reseptor olan ILT-2 tarafindan taninarak NK hiicre aracilikli hiicre 6liimiinii engeller.

T hiicresi tarafindan antijenin taninabilmesi i¢in antijen sunan hiicre ile
efektor hiicre arasinda MHC molekiil kopriisii sarttir. Bu bulus 1996 Nobel tip
odiliinii getirmistir. Virlis ile enfekte olan bir hiicreyi ancak aynt MHC genlerine
sahip olan sitotoksik T lenfositi 6ldiirebilir. Bunun tersi olarak ta hiicreler bir araya

geldiklerinde MHC’si ayn1 olan hiicreler birbirlerine karsi reaksiyon gostermezler



(self tolerans). MHC farkli oldugu takdirde ise kendinden olmayani taniyarak

allojenik bir immiin yanit ortaya ¢ikar (rejeksiyon).

2.2.2. Kolorektal Kanserde Tiimér Immiinolojisi

Dogal immiin Hiicreler
Makrofaj (M2)
Myeloid kaynakli baskilayici
hiicreler
Notrofiller

Adaptif immiin Hiicreler
T-helper 2 lenfosit (CD4")
T-regiilator lenfosit
B-lenfosit

Timor Biliyiime
Stimiilasyonu

Dogal immiin Hiicreler
Makrofaj (M1)
Dendritik hiicreler
Mast hiicreler

Adaptif immiin Hiicreler
Sitotoksik T hiicreler (CD8")
T-helper 1 lenfosit (CD4")
T-helper 17 lenfosit (Th17)

Timor Bliyiime
Inhibisyonu

A

Sekil 2.1. Immiin sistem hiicreleri ile timor mikrogevresi arasidaki etkilesim.
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Sitokinler/Kemokinler
IL-6, IL-11, IL-21, INF-y, EGF,
CXCL8, CXCL16

Kanser hiicreleri

Sitokinler/Kemokinler
CXCL5, CXCL3, CXCL4L1, CXCLS,
IL-8, Mig, IP-10, SDF-1, CXCR4

Sekil 2.2. Sitokinler araciligi ile gelisen tiimor gelisimini kolaylastiran ve
engelleyen dogal ve kazanilmis immiinite sitokinler araciligi ile geligir

(23).



Kolorektal kanserlerde immiin mekanizmalarin roliinii gosteren arastirmalarin
cogu tiimorii infiltre eden hiicrelerin tipleri ve tiimdr hiicre memebraninda HLA
Class 1 ifade analizlerini kapsamaktadir. Kolorektal adenokarsinomlarin
cogunlugunda MHC Class I ifadesi zayiftir, bu da onlar1 NK hiicre aracilikli hiicre
Oliimiine duyarl hale getirir. Genel olarak bu tiimorler nemli miktarda inflamatuar
hiicre inflamasyonu gosterirler. Bu inflamatuar hiicrelerin ¢ogunlugu timor
stromasinda yer alir ve tiimor hiicreleri ile direkt temasa sahip degildirler. Sandel
(24) 88 kolorektal olgusunda tiimédr i¢indeki CD4, CD8 ve CD56 pozitif lenfositleri
arastrmiglar ve intraepitelyal CD8 (76 hiicre/mm?®), CD 4 lenfositi (19 hiicre/mm?)
ve CD 56 lenfositi (7 hiicre/mm?) infiltrasyonu gostermislerdir. Olgularm %72 sinde
kismi veya total HLA Class I ifadesinde kayip saptanarak bu kaybin CDS8 lenfosit
infiltrasyonu ile pozitif korelasyon gosterilmistir. NK hiicrelerinin bu infiltrasyonda
olduk¢a zayif rol oynamasmim mekanizmasi bu aragtirmada gosterilememistir. Oysa
baska tiimorlerde NK hiicreleri tarafindan infiltrasyonun olumlu etkisi gosterilmistir.
Bu calismalarda CD57 antikoru kullanilmigs olmasi sonuglarin  farkliligini
aciklayabilir. Yine benzer arastirmalar, kolorektal tiimorlerde HLA Class I MHC
kaybinin yasam avantaji sagladigini gostermislerdir. Ayni arastirmacilar daha dnce
MHC Class I kaybina sahip primer tiimorlii olgularin uzak metastaza daha az yol
actiklari da gostermislerdir. Bu yazarlar MHC Class I kayb1 ile NK hiicre aracilikli
immiinitenin ortaya c¢ikismin metastatik hiicre yayilimimi engelledigini ileri
siirmiislerdir.

Son yillarda inflammasyonun basta mide, karaciger ve kolorektal tlimorlerin
gelisimini baslattig1 dogrultusunda ¢ok sayida kamit ortaya ¢ikmustir. Inflamatuar
barsak hastaliklarmin temelinde barsak mikrobiatasinin rolii, ardindan olusan
inflamatuar ortamda gelisen genetik ve epigenetik degisikliklerin tiimorlesmeyi

kolaylastirdig1 bilinmektedir(25).

2.2.3. Dogal iImmiinite, Killer immiinoglobulin Like Reseptorler ve NK
Hiicre Aracihi Antitiitmoral Yanit

Immiin yanitm olusmasinda 6nemli rol oynayan dogal 6ldiiriicii hiicreler

(NK) kemik iligi kaynakli lenfositler olup virilislerle enfekte veya malign

transformasyon gdsteren hiicrelere karsi dogal immiin yanitin olusmasinda rol



oynarlar. Bu etkilerini tagidiklar1 KIR’lar ve buna karsilik gelen ligandlar araciligi ile
gergeklestirirler. Bu etkiler hem baskilayict hem de hizlandirici yonde gelisebilir.

Hizlandirict etkiler viicuttan atilmasi gereken yabanci veya patolojik hiicreler
icin gerekliyken inhibitor etkiler kendine karsi toleransin olusmasi veya
otoimmiiniteden korunmak i¢in gereklidir. KIR gen ailesi de HLA genleri kadar
olmasa da oldukca polimorfik bir yap1 tasimaktadirlar. KIR genleri 19. kromozom
iizerinde (19q13.4) bulunmaktadir. KIR alellerinin olusturdugu haplotipler dogadaki
mevcut polimorfik 6zellikte patojen ve antijenlere karsi kazanilmis ve 6zellikle dogal
immiin yanitin diizenlenmesinde 6nemli rol {istlenirler. NK hiicrelerindeki KIR’larin
ligandlari sitotoksik T lenfositleri lizerindeki HLA Class I molekiilleridir. T lenfosit
yanitinin olugmasinda TCR ve HLA Class I kopriisiiniin yani sira KIR-HLA Class I
baglantisinin da kurulmasi gereklidir. NK hiicrelerinin, iizerinde HLA ligand1
tasimayan hedef hiicrelerle karsilasmasi durumunda inhibitér NK hiicrelerin
uyarilma esigi azalir, eger hedef hiicreler hizlandirict NK KIR ligandlarina sahipse
bu etki daha da belirginlesir ve hiicre &liimiine giden olaylar baslatilir. insan NK
hiicreleri ylizeylerindeki CD 56 ifade siddetine gore iki gruba ayrilmaktadir: CD56
parlak olanlar ¢evre kaninda daha az bir oranda ancak lenfoid dokularda daha hakim
olan bir kismini olusturur. Bunlar HLA-E ile baglanan inhibitér reseptor
CD94:NKG2A’ya sahip olmakla birlikte diger tipik HLA Class I ligandlarma
baglanan KIR’lar1 tagimaz. Belki de bu nedenle kuvvetli sitokin {ireticileri olup
sitotoksik kapasiteleri ¢ok zayiftir. Buna karsilik CD 56 zayif ifade eden NK
hiicreleri inflamatuar dokulara gbé¢ eden ve kuvvetli sitotoksik etkiye sahip
hiicrelerdir.

NK hiicre yanitinin olusmasi i¢in gerekli olan HLA molekiilii ile baglanmay1
bloke eden anti-KIR antikorunun (IPH2101) NK hiicre islevlerini arttirdiginin
gosterilmesi yeni tedavi seceneklerini ortaya c¢ikarmustir (26). Bu alanda klinik
arastirmalar halen devam etmektedir.

Dogal immiin yanittan kazanilmis immiin yanita dogru olusan basamaklari
Ozetleyecek olursak: c¢evre dokulardaki antijen heniiz olgunlasmamis dendritik
hiicreler tarafindan yakalanir. Dolasimdaki NK hiicreleri uyarilarak sitokin
salgilamasi, ardindan dendritik hiicrelerin olgunlasmasi, TNF salgilanmast ve

sonugta NK hiicre aracilikli hiicre oliimii izler. Dendritik hiicreler (DH) immiin



yanitin ortaya ¢ikacagi lenfoid dokulara tagmirlar ve burada CD 56 zayif ifade eden
NK hiicreleri tarafindan HLA Class I ifadesi diisiik olan olgunlagmamis olan DH’leri
imha edilirken antijenle uyarilmis ve dolayisiyla HLA ifadesi artmig olan
olgunlasmis DH’ler korunur. Olgunlagsmig DH’ler, CD 56 kuvvetli ifade eden NK
hiicrelerini uyararak INF-gamma ve GM-CSF aracilikli T helper yapimma ve THI
polarizasyonuna yol agar. Boylece DH yasami ve farklilagsmasi saglanir. Bu arada

salgilanan bagka sitokinler de NK hiicrelerinin olgunlagmasina yol agar.

NK Hiicre Reseptorleri

Yukarida tanimlanan inhibitér ve aktivator etkiler NK hiicre ylizeyindeki zit
etkili KIR’lar aras1 olugsan denge yoniinde sonuclanir. Hedef hiicrelerin {izerinde KIR
ligand1 olan HLA Class I molekiillerinin bulunmamasi1 “kendinin kayb1” olarak
algilanip bu hiicrelerin yok edilmesine kadar giden olaylar zincirini baslatmaktadir.
Burada s6z konusu olan KIR’larin hedef hiicrede tanidigi bir HLA ligandi
durumunda inhibitor KIR’larin gonderecegi sinyallerin olusturulamamasidir. Viral
enfeksiyon veya malign transformasyonda otolog hiicrelerin HLA ifadelerinde kayip
veya degisme, NK hiicre sitotoksisite baskilanmasinin ortadan kalkmasina yol
acabilmektedir. Bu hipotezi dogrulayan bir¢ok veri bulunmakla beraber HLA ifadesi
NK sitotoksisitesine karsi koruyucu tek faktdr olmadigini gosteren baska veriler de
bulunmaktadir: 6rnegin NK hiicreleri HLA ifadesine ragmen hedef hiicreler bir
aktivator reseptor olan NGK2D ligandma sahipse yine de uyarilabilmektedirler. Bu
nedenle bu yeni bir hipotez olan “uyarilmis kendini tanima hipotezi’ne yol agmustir.
NGK2D disinda da “dogal sitotoksisite reseptorleri” olarak adlandirilan ve inhibitor
reseptorlerin etkilerini ters yone ¢eviren yapilar da tanimlanmustir, bunlarin ligandlar1
heniiz tam olarak bilinmediginden normal kosullarda inhibitor-aktivator reseptorler
aras1 dengenin nasil olustugu heniiz agikliga kavusmamustir. Inhibitdr etkilerin daha
dominant oldugu ve bunlarin yoklugunda aktivator KIR’larin etkisinin ortaya
cikabildigi dogrultusunda bulgular mevcuttur(27). Yiizeyinde normal diizeyde HLA
molekiilii tasiyan hiicreler, NK hiicrelerdeki inhibitor KIR’larm etkisi ile kendisi
olarak tanmarak sitotoksisiteden korunurlar. Ayn1 NK hiicresinde aktivatdr KIR’lar
bulunsa bile baskin olan inhibitor Ozelliklerdir. Ancak KIR’larin etkisini
gosterebilmeleri icin uygun HLA ligandina da sahip olmalar1 gerektigi

unutulmamalidir.
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Sekil 2.3. KIR geninin haplotipik dagilimz: {ist sira Haplotip A (neredeyse tamamen
inhibitdor KIR geni igeren haplotip), alt swra Haplotip B (daha ¢ok
aktivator gen iceren haplotip) (28).

:iIEii EEE;) o
HLA-A, -B, -C,

uLig

HLA-A, -B, -C

D ITIM maotit

:I' SHP-1

Sekil 2.4. inhibitér Killer immiinoglobulin Benzeri Reseptor ve ligandlar1 (29).
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Sekil 2.5. Aktivatdr Killer Iimmiinoglobulin Benzeri Reseptorler ve ligandlari (29).

Inhibitér NK Hiicre Reseptorleri

Inhibitor 6zellige sahip olan reseptdrler sadece inhibitér KIR’lar olamayip
ayrica 12. kromozom iizerinde bulunan NK hiicre gen kompleksinde yer alan C tip
lektin reseptorleridir. Bu ikinci grup reseptorler CD94 ve NGK2A heterodimeridir ve
ligand1 HLA-E dir.

Inhibitor Killer immiinoglobulin Like Reseptorler

Sekil 2.4’te 6zetlendigi lizere inhibitér KIR’larin isimlerinde ortak olan DL
kisaltmas1 uzun bir zincirden olugmalarindan kaynaklanmaktadir. Oysa aktivator
KIR’lar kisa zincire sahip olup DS’yi ortak olarak tasirlar ve bu zit etkilerini
transmembran ve sitoplazmik kisimlarindaki farkliliklar1 ile olustururlar. Inhibitor
KIR ligandlar1 arasinda HLA-C 6nemli bir yer tutmaktadir. HLA-C yapilarinin alfal
helix 77 ve 80. siradaki aminoasit dizilimlerine gore iki grubu tanimlanmistir: Grup
1C (77 ser/80 asn) ve Grup 2C (77 asn/80 lys). Grup 1C’de HLA-Cwl1, -Cw3, -Cw7,
-Cws, -Cwl2, -Cwl3, -Cwl4, -Cwl6 yer alirkken Grup 2C’de HLA-Cw2, -Cw4,
-CwS, -Cw6, -Cwl15, -Cwl17, -Cwl18 bulunmaktadir. Inhibitér KIR’lardan 2DL2 ve
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2DL3 HLA-C Grup 1 ile baglanma gosterirken 2DL1 HLA-Grup 2 ile 3DL1 ise
HLA-Bw4’ii ligand olarak goriir. Toplumda inhibitér KIR’lar siklikla
gozlenmektedir. Baz1 derlemelerde beyaz irkta 9%92-95 olarak bildirilen 2DL1 ve
3DLI sikliklart Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesinde 170 olgu iizerinde yapilan bir
arastrmada %81 ve 78 olarak bulunmustur. KIR polimorfizminin toplumlar arasi
farklilik gosterdigi bilinen bir gercektir. Bu nedenle akraba dis1 nakillerde KIR alel

uygunlugunun saglanma olasilig1 %0,24 olarak tahmin edilmektedir.

Aktivator NK Hiicre Reseptorleri

Bu grupta yer alan reseptorler, aktivatdr KIR’lara ilaveten yine C tip lektin
reseptorlerinden olan NGK2D, NGK2C ve NCR (dogal sitotoksisite
reseptorleri)’lerdir. Burada da CD94 bu kez NGK2C ile heterodimer olusturmaktadir
ve ligandi HL-E’dir. Ancak HLA-E ye afinitesi NGK2A’dan daha zayiftir.
NGK2D’nin ligand1 ise MHK i¢inde yer alan MICA/B’dir. NCR’larin ligand1
bilinmemektedir. Bircok hematolojik malign hastalikta aktivator KIR aracilikli NK
sitotoksisitesinin tiimor hiicrelerince nasil baskilandigr veya korunduguna dair

yaymlar bulunmaktadir.
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Sekil 2.6. NK hiicrelerin sitotoksik aktivitesinin nasil degismis kendi hiicreleri ile

simirlandirildigini1 gdésteren model. a) HLA ifadesi tasiyan hiicreler, NK

hiicrelerde inhibitdr reseptor varliginda sitotoksik immiin yanit1 engeller.

Aktivator reseptorlerin etkisi inhibitdr reseptorlerin etkisine gore daha

zay1f oldugu i¢in etkisizdir. b) Virusla enfekte hiicrelerde HLA ifadesinin

azalmasi sonucunda inhibitor reseptorlerin ligandi eksildigi icin aktivator

reseptorlerin etkisi hiicre 6liimii ile sonuglanir (27).

Aktivator Killer immiinoglobulin Like Reseptorler

Bu grupta yer alan reseptorler DS ortak kisaltmasini tasirlar. Tablo 2.1°de

goriildiigi tizere bu grup molekiiller oldukg¢a genis bir yelpazeye aittir. Bir kismmnin

ligand1 heniiz bilinmezken KIR2DS1 ve KIR2DS4 Grup 1C ve 2 C ile baglanirlar.
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Tablo 2.1. insan NK hiicre reseptdr ve ligand spesifisitesi (28).

2DL1ve2DS1 | 2DL2/3ve2DS2 | 3DL1/3DS1 |3DL2 |2DL4 |2DS4
HLA-C2 grup | HLA-CI grup HLA-Bw4 HLA-A | HLA-G | HLA-C
C*02 C*01 B*08 A*03 HLA-C*04
C*04 C*03 B*13 A*11
C*05 C*07 B*27
C*06 C*08 B*44

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58

Kolorektal Kanserlerde Killer Immiinoglobulin Like Reseptorlerin Rolii

Middleton ve ark. (30) laringeal, mesane ve kolorektal tiimorlii olgular1t NK
hiicre reseptorleri olan KIR genlerini arastirmis ve normal kontrollerle
karsilagtrmiglardir. Tiimor hiicresinin T lenfosit aracilikli adaptif immiin sistemden
kagmasint saglamak i¢in HLA ifadesini azaltmasi tiimor lehine bir koruma
mekanizmasidir. HLA’da allel, lokus, haplotip ve hatta HLA ifadesi kaybi1 olusabilir.
Oysa HLA molekiilleri immiin yanit1 kontrol eden dogal immiinitenin esas unsuru
olan NK hiicre reseptérleri icin liganddir. Inhibitér veya aktivator KIR larm ligand1
olan HLA molekiillerinden birinin kayb1, olusacak olan immiin yanit1 etkileyecektir.
Genellikle inhibitér KIR reseptorleri, aktivatorlerinden daha baskindirlar. Ancak
inhibitor bir reseptoriin ligandinin kayb1 bu baskilamay1 ortadan kaldirir. Bdylece,
adaptif immiiniteden kagmak i¢cin HLA Class I ifadesini azaltan tiimor hiicresi
kendisini NK hiicresinin saldirisina acar. Middleton ve ark. bu ¢alismada HLA
ifadesinin  kaybin1 immiinohistokimyasal ve mikrosatellit analizleri ile
arastirmislardir. Bu arastirmada kolorektal kanserlerde %25 oraninda HLA ifadesi
korunurken %42’sinde bir haplotip kaybi, %33’linde de diger degisiklikler
gozlenmistir. KIR ligandlar1 i¢cinde en 6nemlisi olan HLA-C’nin buradaki durumu
incelendiginde, haplotip kaybi gosteren kolorektal kanserlerde grup C1 ve grup
C2’nin homozigotluklar1 %59,5 heterozigotluklari ise %40,5 bulunmustur.
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Bu arastirmada KIR genlerinin goriilme sikliklar1 kontrollerden farkli
bulunamamustir. Istatistiki olarak anlamli KIR’larin A haplotipi ile iliskili 4 gen
(KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DS4 ve KIR3DL1) mesane tiimorlerinde kontrollere
gore daha sik bulunmustur.

Middleton ve ark. arastirmasinda HLA’da haplotipik kayip olan kolorektal
timorlerde C1 veya C2’nin homozigotlugunun daha sik goriilmesi CDS8 lenfositlere
antijenik peptid sunumunda azalmaya karsilik inhibitér KIR’lar1 taniyan C
epitoplarinin korunmasi anlamma gelir. Bu durumda tiimor hiicresi hem adaptif
immiiniteden hem de KIR aracilikli NK hiicresi lizerinden dogal immiiniteden
korunur. Haplotipik diizeyde HLA kayb1 irreversibl bir genomik hasar olup
interferon tedavisi gibi yaklagimlarla geri dondiiriilemez.

Ayni1 arastirma grubunun(31) 2010°da yayinlanan ¢alismasinda bu kez bobrek
kanseri, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, kiiclik hiicreli akciger kanseri ve
kolon kanserinden olusan 456 olgun 255 saglikli bireyle karsilastirilmistir. Kolon
kanseri disindaki tiimorlerde inhibitor KIR’lar, normal bireylerden daha farkli
siklikta gézlenmistir. Bobrek tiimoriinde 2DL2 ve 2DL3’te azalma ile birlikte 3DL1
ve ligandi Bw4’te artma gozlenirken; kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde
2DL1 ve ligand1 Grup C2’de artma gozlenmis. Kiigiik hiicreli akciger kanserinde ise
3DLI ve ligandi Bw4’iin alttiplerinden 11e80’de artma, Thr80’de azalma saptanmis.
Arastirmacilar sonug¢ olarak inhibitor KIR’larda aktivite artisini kolon kanseri

disindaki diger tiimorlerde gosterebilmisler.

Diger Tiimérler ve Killer Immiinoglobulin Like Reseptorler

Bircok tiimorde oldugu gibi melanomlarda da KIR reseptorlerinin
frekanslarinda normal popiilasyona gore bir farklilik gosterilememistir. Ancak bir
arastirmada grup C1 varliginda ligand (KIR2DL2 ve veya KIR2DL3) artis1 veya tersi
olarak C2 grup homozigotlugu varliginda ligand azalmasi (KIR2DL2 ve KIR2 DL3)
gosterilmistir (32).

Servikal Intraepitelyel Neoplazi (CIN) ile KIR genleri arast iliski aragtirilmus,
C2 grubu ve HLA-Bw4 (KIR3DLI1 ligand1) ve w4’lin hastalik riskini azalttig1
gosterilmistir. Ilaveten KIR3DS1 varhiginda C2 veya Bw4’iin kaybi hastaliga
yatkinlik, buna karsilik KIR3DS1’in yoklugunda grup C2 ve veya Cw4’lin varliginin

hastaliktan korudugu ileri siiriilmiistiir. Buradaki mekanizma Insan Papilloma
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Virilisiine (HPV) karsi asir1 bir immiin yanitin (aktivator reseptorler) serviksteki
patogeneze katkida bulunmasidir. Bu arastirmalarda tiimor hiicreleri lizerindeki NK
reseptorleri sayisal olarak incelenmedigi i¢in spekiilatif yorumlar s6z konusudur
(33).

Wisniewskia ve ark. (34) 269 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
olgusunda grup C1 ve C2 homozigotlarinin kontrollerden daha sik goriildiigi
(p=0,021), KIR2DL2 ve KIR2DS2 gen pozitif ve C1 ligand homozigot olgularin
digerlerine oranla tedaviye 6 kat daha fazla cevap verdigi (p=0,034) ve daha uzun
yasadig1 (23 aya karsilik 10 ay, p=0,0094) gosterilmistir. Bu arastirmada s6z konusu
olan KIR2DL2 bir inhibitor reseptdr olup grup C1 epitopunu tanwr. Grup C1, C2
heterozigotlugu durumunda inhibitér NK hiicreleri i¢in daha genis bir ligand
repertuart bulundugu i¢cin immiin yanitin baskilanmasi olasiligi yiiksektir. Buna
karsilik C1C1 ve C2C2 homozigotlugunda inhibitdr KIR’lar olan KIR2DL?2 ve/veya
KIR2DL3 karsilik gelen ligand repertuart azaldigi i¢in immiin yanitin susturulmasi
daha zayif bir olasiliktir. KIR2DL2 + KIR2DS2 + CI1C1 genotipinin bir bagka
avantaji da aktivatdor bir gen olan KIR2DS2’nin Cl iizerinden immiin yanit1
olusturmasidir. Beyaz irkin hemen tamami KIR2DLI1 i¢in pozitifti. Bu KIR’in
ligand1 olan C2 epitopu varliginda NK hiicreleri giiglii bir bigimde inhibe edilirler.
Bu da KIR2DS2/C1 etkisini ortadan kaldirir. Ancak olgularin C1C1 homozigot
olmasi1 durumunda bu inhibisyon goriilmeyeceginden NK hiicre aracilikli
tiimorosidal yanit gerceklesecektir.

Inoue ve ark. (35) meme kanseri hiicrelerinde HER2 ifadesi ile MHC Class I
ifadesini birlikte arastirarak aralarindaki ters orantiyr gostermistir. 70 olguda
immiinhistokimyasal analiz sonucunda HER2 ifadesi yiiksek olan tiimorlerde kiiglik
interferan siRNA’larm MHC Class I ifadesini etkiledigini gdstermislerdir. Ilaveten
bir protein kinaz inhibitérii olan pD98059 molekiiliiniin doza bagimli olarak MHC
Class I ifadesini artirabildigini gostermislerdir. Bu arastrma HER2’yi yiiksek oranda
ifade eden tiimorlerin immiin yanittan nasil kagtigini agiklamaktadir.

Lopez-Vaquez ve ark. (36) kronik hepatit-C enfeksiyonu olan olgularda
aktivator bir KIR olan KIR3DSI ile ligand olarak HLA-w4-I 80 epitopu varliginin
hepatoseliiler kanser acisindan koruyucu oldugu gosterilmistir. Bu iligkinin

mekanizmasi tam olarak anlagilmamakla beraber HCV ile enfekte karaciger hiicreleri
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KIR3DSI ligandi tasimalart durumunda KIR3DS1 pozitif NK hiicreleri tarafindan
taninarak dldiiriilebilirler. Benzer bir durum Hodgkin Lenfoma i¢in de gdsterilmistir
(37). lIlaveten KIR3DS1 ve KIR2DS1 in yokluklar1 Larinks ve iist solunum
yollarinda gozlenen papillomatozis’e yol agcan HPV enfeksiyonu yatkinligi ile

iligkilendirilmistir (38).



3.1. Yontem
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3. HASTALAR VE OLGULAR

3.1.1. Olgular
HUTF girisimsel olmayan etik kurul onami (13 Mart 2013 tarihli, GO13/94

sayili karar) alindiktan sonra olgu belirlemesine baslanildi.

Arastirmaya kabul kriterleri:

2006-2008 yillarinda kolorektal kanser tanisi ile HUTF Genel Cerrahi
Anabilim Dalinda cerrahi tedavi gormesi

Cerrahi sinirin negatif olmasi

18 yas ve iizerinde olmasi

Cerrahi tedavi sonrasi hastaligi tekrarlayan veya uzak metastazi
olmas1 (Grup 1)

Cerrahi tedavi sonrasi takibi HUTF’de yapilan ve takibi siirecinde

hastalig1 tekrarlamamasi (Grup 2)

Arastirma dislama Kriterleri:

18 yasinin altinda olmasi

I1k cerrahisi dis merkezde gerceklestirilmis olmasi

Tan1 aninda uzak organ metastazi olmasi

Altta yatan bagisiklig1 baskilayan bir hastaligi bulunmasi
Neoadjuvan kemoterapi uygulanmis olmasi

Immiinsupresif ila¢ kullanmas1

Aragtirmaya kabul edilme kriterlerini karsilayan 110 olgu belirlendi. Grup

1’den 5, Grup 2’den 13 olgu yeterli tiimor ve lenfoid doku elde edilememe nedeniyle

calisma dis1 birakildi. Grup 2’den 5 olgu temin edilen kitler tiikendigi icin

calisilmadi. Tiim olgularda tiimér dokusunda KIR ligand, lenfoid dokulardan ise KIR

genotiplemesi gerceklestirilmeye c¢alisildi. Ancak 9 o6rnekte yeterli tiimor dokusu

olmadigi icin HLA KIR ligand, bu olgularda lenf nodu 6rneginde ¢aligildi. Boylece

rekiirrense etki edebilecek KIR reseptor ve ligand analizi Grup 1°den 29, Grup 2’den

58 olmak tizere toplam 87 olgu lizerinde gergeklestirilmis oldu.
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3.1.2. Patolojik Dokularin Elde Edilmesi

Kabul edilme kriterlerini karsilayan olgularin formalin ile fikse edilmis
ameliyat rezeksiyon doku spesimenlerinden ayrilan tiimoér dokusu ile lenf nodu
bolgelerinden alinan milimetrik boyuttaki parcalar Eppendorf tiiplere alinarak daha
sonraki molekiiler analizler i¢cin Ankara Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali Doku

Tiplendirme Laboratuvarina ulastirildi.

3.1.3. DNA izolasyonu

Formalin ile fikse dokulardan vyiiksek saflikta DNA izolasyonu icin
gelistirilmis QIAamp DNA FFPE izolasyon kiti (Quiagen, Venlo, Hollanda)
kullanilarak ve kitin prospektiisiinde tanimlanan yonteme sadik kalinarak MinElute
spin kolon kullanilarak kesit bloklarindan ortalama 200 mikrogram DNA izole edildi.
Orneklerin DNA Kkalitesi ve miktar1 kontrol edildi. Tiim dokulardan yeterli kalite ve
miktarda DNA elde edilmesi miimkiin oldu. Tiimér dokusu ve lenfoid dokulardan

DNA elde edilmesi ayni protokol ile gerceklestirildi.

3.1.4. Killer immiinoglobulin Like Reseptor Genotiplemesi

Elde edilen lenfoid doku DNA 6rneklerinden 30 ng/L konsantrasyona
ayarlanarak 12’ser testlik CE sertifikali Ollerup SSP (Stockholm, Isveg) KIR
Genotyping kiti (katalog no 104.101-12) kullanilarak kuyucuklara dagitilmig olan
KIR spesifik primerlerle PCR’a alindi. Elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jele aktarildi
ve elektroforeze tabi tutuldu. Islem sonucunda elde edilen KIR spesifik amplikon
bantlar1 UV 15181 altinda goriintiilenerek fotograflandi. Elde edilen bantlardan KIR
Genotip analizi DNA marker bantlar1 referans alinarak Tablo 3.1°de yer alan molekiil
boyutlarma gore gerceklestirildi. Sonucglarin  dogrulugu negatif kontrol ve
korlemesine ayni oOrneklerin tiimdér ve lenfoid dokusundan dogrulama analizi

kullanilarak test edildi.
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Tablo 3.1. PCR-SSO ile amplifiye edilen KIR genlerinin bant genisligi.

Primer | PCR Kontrol KIR geni | Amplifiye KIR alelleri
Mix iiriiniiniin bandinin
boyutu boyutu

1 145 bp 800 bp 2DL1 001-025

2 150 bp 1070 bp 2DL2 0010101-010

3 100 bp, 520 bp | 1070 bp 2DL3 0010101-017

4 200 bp 1070 bp 2DL4 00101-022

5 155 bp 1070 bp 2DL5A, 0010101-00105, 0050101-005010104,
01201-01202, 014-015

2DL5B 0020101-004, 00601-011, 01301-1303, 016

6 1650 bp 430 bp 2DL5A 0010101-00105, 0050101-005010104,
01201-01202, 014-015

7 1650 bp 515 bp 2DL5B 0020101-004, 00601-011, 01301-1303, 016

8 100 bp 1070 bp 2DS1 001-008

9 205 bp 1070 bp 2DS2 0010101-008

10 130 bp 1070 bp 2DS3 00101-005

11 215 bp 1070 bp 2DS4 0010101-00104,01101-01102, 014, 015

12 200 bp 1070 bp 2DS4 0030101-0030104, 0040101-0040102,
0060101-0060102, 007-010, 012, 013

13 110 bp 1070 bp 2DS5 001-011

14 135 bp 1070 bp 3DL1 0010101-002, 00401-00403, 0050101-009,
01501-044, 051-054, 056, 057, 059-068,
072-073

15 200 bp 1070 bp 3DL2 0010101-062

16 115 bp 1070 bp 3DL3 00101-036, 041-055

17 160 bp 1070 bp 3DSI 010-014, 045-049N, 050, 055, 058

18 165 bp 1070 bp 2DP1 00101-010

19 125 bp 1070 bp 3DPI 001-010

20 234 bp 1070 bp 3DPI 0030101-0030402, 004-010

21 145 bp 1070 bp 2DS1 001

22 95 bp 1070 bp 2DS1 0020101-008

23 210 bp 1070 bp 3DL1 00401-00403, 019, 021, 036, 037, 039, 056,
072

24 - - - Negatif kontrol

3.1.5. Killer Immiinoglobulin Like Reseptor Ligand Genotiplemesi

Kolorektal kanser olgularmm tiimér dokusundan elde edilen DNA, CE

sertifikal1 Olerup KIR HLA Ligand SSP (104.201-12) kiti kullanilarak KIR Ligand

genotiplemesi gerceklestirildi. PCR KIR genotiplemesinde tanimlandigi iizere

gergeklestirildi. Yine benzer sekilde sonlandirilarak elde edilen amplikonlar agaroz

jele aktarilarak elektroforez sonras1 UV 1s1k altinda goriintiilendi ve Tablo 3.2°de yer

alan amplikon biiytikliiklerine gore analiz gerceklestirildi. Bu yontem ile HLA-C Cl1

(80. pozisyon Asparagin) ve C2 (80. pozisyon lizin), HLA-Bw4 80. pozisyon

izolosin ve treonin, HLA-A Bw4, HLA-Bw4 77. pozisyon Asparagin ile 80.

pozisyon treonin ortak 6zelliklerine sahip KIR ligand analizleri miimkiin oldu.
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Tablo 3.2. PCR-SSO ile elde edilen amplikon ve karsi geldigi KIR ligand1 olan

aleller.

Primer
Mix

PCR
iiriiniiniin
boyutu

Kontrol
bandinin
boyutu

KIR HLA ligand
niikleotid sekans
motifi

Amplifiye HLA alelleri

1

340 bp

800 bp

HLA- CAsnST)

C*01:02:01-01:13, 01:15-01:46, 01:48-
01:58, 01:60, 01:62-01:73, 02:12, 02:27:01-
02:27:02, 03:02:01-03:03:14, 03:03:15,
03:03:16-03:04:16, 03:04:18-03:06, 03:08-
03:09, 03:10, 03:11:01-03:14, 03:16-03:28,
03:29, 03:30-03:44, 03:46-03:114,
03:116:01-03:129, 03:131-03:133, 03:135-
03:139, 03:141-03:162, 04:11, 04:29, 04:36,
04:55, 06:11, 07:01:01:01-07:06, 07:08,
07:10-07:33N, 07:35-07:48, 07:50-07:75,
07:77-07:114, 07:116-07:209, 07:211-
07:222, 07:224-07:237, 07:239-07:246,
07:248-07:263, 08:01:01-08:09, 08:11-08:64,
12:02:01-12:03:22, 12:06-12:08, 12:10:01-
12:20, 12:22-12:26, 12:28-12:32, 12:34-
12:40, 12:42Q-12:53, 12:55-12:59, 12:61-
12:71, 12:72, 12:73-12:82, 14:02:01-14:03,
14:05-14:11, 14:13-14:43, 15:07, 15:21,
15:25, 15:43, 16:01:01-16:01:10, 16:04:01,
16:06-16:08, 16:10-16:11, 16:13-16:18,
16:20-16:24, 16:26-16:36, 16:37, 16:38-
16:45, 16:49-16:52

340 bp

800 bp

HLA-CP

C*01:14, 01:59, 02:02:01-02:02:03,
02:02:05-02:02:11, 02:02:13-02:11, 02:13-
02:26:03, 02:28-02:40, 02:42-02:63, 03:07,
03:15, 03:45, 03:130, 03:140, 03:163,
04:01:01:01-04:01:28, 04:01:30-04:01:41,
04:03-04:10, 04:12-04:20, 04:23-04:28,
04:30-04:35, 04:37-04:54, 04:56-04:127,
05:01:01:01-05:01:21, 05:03-05:81,
06:02:01:01-06:02:01:02, 06:02:03-06:02:11,
06:02:13-06:10, 06:12-06:51, 06:53-06:87,
07:07, 07:09, 07:49, 07:76, 07:210, 07:238,
07:247, 08:10, 12:04:01-12:05, 12:09, 12:21,
12:33, 12:41, 12:54, 12:60, 14:04, 14:12,
15:02:01-15:06:03, 15:08-15:13, 15:15-
15:19, 15:22-15:24, 15:26-15:42, 15:44-
15:61, 16:02:01-16:02:09, 16:09, 16:12,
16:19, 16:25, 16:46-16:48, 17:01:01:01-
17:13, 18:01-18:05
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Tablo 3.2. (devam) PCR-SSO ile elde edilen amplikon ve kars1 geldigi KIR ligandi

olan aleller.

Primer
Mix

PCR
iiriiniiniin
boyutu

Kontrol
bandinin
boyutu

KIR HLA ligand
niikleotid sekans
motifi

Amplifiye HLA alelleri

3

350 bp

800 bp

HLA_BBW4+ThrST)

B*07:149, 08:02, 13:01:01-13:04, 13:06-
13:08Q, 13:10-13:23, 13:25-13:38, 13:40-
13:58, 15:36, 15:89, 15:115, 18:09, 27:01,
37:10, 38:02:01-38:04, 38:08, 38:15, 38:18,
38:23, 38:29, 38:35, 40:47, 40:96, 40:110,
40:157,40:201, 44:02:01:01-44:02:18,
44:02:20-44:05:02, 44:05:04, 44:07-44:08,
44:10, 44:12-44:17, 44:19N-44:24, 44:26-
44:45, 44:47-44:49, 44:51-44:74, 44:76-
44:89, 44:91-44:94, 44:96-44:128, 44:130,
44:132-44:151, 44:153-44:155, 47:04, 49:02,
51:54, 51:78:01-51:78:02, 52:20, 53:09,
53:11-53:13, 56:07

350 bp

1070 bp

HLA_BBW4+IleST)

B*07:36, 07:38, 07:81, 08:03, 08:52, 08:78,
15:13:01-15:13:02, 15:16:01-15:17:02,
15:23-15:24, 15:67, 15:87, 15:95, 15:157,
15:162, 15:168, 15:177, 15:196, 15:208,
15:216, 15:222, 15:230, 15:254, 18:67,
27:02:01-27:02:02, 27:30, 27:53, 27:57,
27:62, 27:65N, 27:75, 27:77, 27:83, 37:34,
38:01:01-38:01:07, 38:05-38:07, 38:09-
38:14, 38:16, 38:19-38:22, 38:24-38:28,
38:30-38:34N, 38:36-38:40, 40:13, 40:19,
40:109, 40:117, 44:06, 44:18, 44:25, 44:50,
44:95, 48:18, 49:01:01-49:01:03, 49:03-
49:22, 51:01:01-51:24:04, 51:26-51:46,
51:48-51:53, 51:55-51:77, 51:79-51:137,
52:01:01:01-52:19, 52:21-52:30, 53:01:01-
53:02, 53:04-53:08:02, 53:10, 53:14-53:28,
54:12, 56:21, 57:01:01-57:11, 57:13-57:58,
58:01:01-58:02, 58:04-58:16, 58:18-58:37,
59:01:01:01-59:05

370 bp

1070 bp

HLA- ABW4+

A*01:95, 02:81, 02:87, 02:112, 02:124,
02:129, 02:136, 23:01:01-23:54,
24:02:01:01-24:03:02, 24:05-24:11N,
24:13:01-24:15, 24:17-24:18, 24:20-24:27,
24:29-24:43, 24:45N-24:64, 24:66-24:88,
24:90N-24:99, 24:101-24:108, 24:110-
24:128, 24:130-24:209, 25:01:01-25:20,
29:13, 31:07-31:08, 31:10, 32:01:01-32:46,
68:36

350 bp

1070 bp

BwATAspTT
HLA-B®" 47"
Thr80

B*07:27, 15:43, 18:54, 27:03-27:07:02,
27:09-27:11, 27:13-27:17, 27:19-27:21,
27:23-27:25, 27:27-27:29, 27:31-27:32,
27:34-27:39, 27:41, 27:43, 27:45-27:48,
27:50-27:52, 27:54-27:56, 27:58-27:61,
27:63-27:64N, 27:66N-27:74, 27:76, 27:78-
27:82, 27:84-27:88, 27:90-27:92, 37:01:01,
37:01:03-37:04:02, 37:06-37:09, 37:12-
37:13, 37:15-37:33N, 38:17, 40:188,
47:01:01:01-47:01:02, 47:05-47:08, 53:03
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3.2. Istatistiksel Degerlendirme

SPSS programi kullanilarak, kategorik degiskenler i¢in Pearson Chi-Square
ve Fisher’s Exact test kullanildi. Siirekli degiskenler i¢in t-testi kullanildi. Hastalarin
rekiirrens olup olmayacagmi belirlemede Onemli olan degiskenleri saptamak

amacityla lojistik regresyon yontemi kullanildi.
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4. BULGULAR

Rekiirrens gosteren olgularda ortalama 32,5 + 30,5 (4,9-106,6) ayda niiks/
metastaz gelistigi goriilmiistiir (Sekil 4.1). Diger grubun takip siiresi ortanca 60,2 +
12,5 (24,2-84,7) aydir (Sekil 4.2). Rekiirrens gdsteren 29 olgudan 16’sinda (%55,1)
rekiirrens anastomoz hattinda, 13’linde (%44,9) ise uzak organ metastazi seklindedir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4.1. Grup 1 i¢in rekiirrens zamani.
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Sekil 4.2. Grup 2 i¢in takip zamani dagilim.
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Sekil 4.3. Grup 1°de rekiirrens/metastaz gelisme zamanu.
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Olgular klinik 6zellikler agisindan karsilastirildiginda Tablo 4.1°de goriilecegi

iizere yas, cinsiyet dagilimi ve cerrahi sonrasi adjuvan tedavi alip alma agisindan

istatistiksel anlaml fark yoktur. Tablo 4.2 ve 4.3’de goriilecegi iizere iki grup arasi

evrelerinde (p=0,106) ve tiimor lokalizasyonunda (p=0,319) istatistiksel olarak

anlamli fark yoktur.

Tablo 4.1. Olgularin klinik 6zellikleri.

Rekiirrens/metastaz Rekiirrens/metastaz P degeri
gosteren olgular gostermeyen olgular
(n: 29) (n: 58)

Yas 59,5+ 13,3 58,6 £12,3 0,744
Cinsiyet: 14/15 32/26 0,544
Erkek/Kadin

Adjuvan tedavi: 23/6 (%79,3/9%20,7) 37/21 (%63,8/%36,2) 0,140
Var/Yok

Tablo 4.2. Olgularin klinik evreleri.

Rekiirrens/metastaz Rekiirrens/metastaz
gosteren olgular gostermeyen olgular
(n: 29) (n: 58)
Evre 1 5 (%17,2) 11 (%19)
Evre 2 6 (%20,7) 24 (%41,4)
Evre 3 18 (%62,1) 23 (%39,7)

Tablo 4.3. Olgulardaki tiimdr lokalizasyonu.

Rekiirrens/metastaz Rekiirrens/metastaz
gosteren olgular gostermeyen olgular
(n: 29) (n: 58)
Sag Kolon 3 (%10,3) 11 (%19)
Sol Kolon 6 (%20,7) 7 (%12,1)
Sigmoid Kolon 11 (%37,9) 15 (%25,9)
Rektum 9 (%31) 25 (%43,1)

KIR genotiplerinin hasta gruplar1 arasinda goriilme siklig1 acisindan

karsilastirildiginda 2DL4, 3DL2 ve 3DL3’lin tiim olgularda mevcut oldugu

goriilmiistiir. Rekiirrens gostermeyen olgularda 2DL1’in anlamli olarak azaldigi [29
(%100)’a karsilik 48 (%82,7), p=0,017]; 2DL2 [18 (%62)’a karsilik 50 (%86,2),
p=0,01], 2DS2 [12 (%41,4)’a karsilik 42 (%72,4), p=0,005] ve 2DS3’iin [7
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(%24,1)’a karsilik 27 (%46,5), p=0,043] anlamli olarak arttig1 saptandi. Buna karsilik
diger KIR’lar ve KIR haplotiplerinin hasta gruplari1 arasinda goriilme sikliklarmin

benzer oldugu goriildii(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. KIR gentotiplerinin hasta gruplarina gére dagilim.

KIR Grup 1 (Rekiirrens Grup 2 (Rekiirrens P
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58

2DL1 29 (%100) 48 (%82,7) 0,017
2DL2 18 (9%62) 50 (%86,2) 0,01
2DL3 16 (9%55,2) 23 (%39,7) 0,17
2DL4 29 (%100) 58 (%100) -
2DL5A/B 18 (9%62) 35 (%60,3) 0,877
3DLI 28 (%96,6) 56 (%96,5) 1,0
3DL2 29 (%100) 58 (%100) -
3DL3 29 (%100) 58 (%100) -
2DS1 14 (9%48,3) 26 (%44.,8) 0,761
2DS2 12 (%41,4) 42 (%72,4) 0,005
2DS3 7 (%24,1) 27 (%46,5) 0,043
2DS4 normal 7 (%24,1) 16 (%27,5) 0,758
2DS4 truncated 22 (%75,9) 47 (%81) 0,574
2DS5 15 (%51,7) 23 (%39,6) 0,285
3DS1 14 (9%48,3) 21 (%36,2) 0,279
Haplotip A/B 7/22 (%24,1/9%75,9) 9/49 (%15,5/9%84,5) 0,328

KIR ligand gruplarindan grup C2 ve grup CI her iki grupta da yiiksek siklikta
(%89,7-%96,6) goriilmesi C1/C2 heterozigotlugunun baskin 6zellik oldugu ve her iki
grupta da benzer siklikta rastlandigi gosterilmistir. Diger KIR ligandlarindan Bw4’te
de benzer durum gozlenirken, A-Bw4 ligand grubunun rekiirrens gostermeyenlerde

belirgin olarak azaldigi [24 (%82,6)’a karsilik 34 (%58,6), p=0,024] gozlenmistir

(Tablo 4.5).

Tablo 4.5. KIR ligand gruplarinin hasta gruplaria gore dagilimai.

Ligand Grup 1 (Rekiirrens Grup 2 (Rekiirrens P
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58

C2 28 (%96,6) 52 (%89,7) 0,252

Cl 27 (%93,1) 53 (%91,4) 0,571

Bw4 28 (%96,6) 55 (%94,8) 0,593

A-Bw4 24 (%82,6) 34 (%58,6) 0,024
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Ayn1 olguda KIR ve KIR ligandinin beraber goriilme durumlarina bakildi
(Tablo 4.6). 2DL1-C2 ve 2DL3-Cl1 birlikteliklerinde beklendigi iizere inhibitor
yonde etki gosterip rekiirrens artmustir. Ancak 2DL2-C1 birlikteliginde beklentinin
aksine rekiirrensin azaldig1 goriilmiistiir (p=0,025). 2DS2-C1 birlikteliginde aktivator
etki 6n planda olup rekiirrens azalmistir (p=0,013).

Tablo 4.6. Hasta gruplarinda KIR ligand grubu ile KIR genotip birlikteliginin

karsilastirilmasi.
Grup 1 (Rekiirrens Grup 2 (Rekiirrens P
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58
2DL1-C2 28 (%96,6) 43 (%74,1) 0,011
2DL2-C1 17 (%58,6) 47 (%81) 0,025
2DL3-Cl1 15 (%51,7) 19 (%32,8) 0,087
3DL1-Bw4 27 (%93,1) 53 (%91,4) 0,78
2DS1-C2 13 (%44,8) 24 (%41,4) 0,759
2DS2-C1 12 (%41,4) 40 (%69) 0,013
3DS1-Bw4 13 (%44,8) 19 (%32,8) 0,193

Inhibitér bir KIR ve ilgili ligandinin beraber bulunmasi durumunda immiin
yanitin baskilanmasi dogrultusunda bir etki olusturacagi hipotezi Tablo 4.6’da
degerlendirilmistir. Grup C2 ve inhibitérii 2DL1’in beraber oldugu durumlar
rekiirrens gosteren grupta daha fazla olmakla beraber bu deger istatistiksel olarak
smirda bir anlam tasimaktadir (p=0,087). Grup C1 ve yaninda inhibitér KIR’lar1
2DL2 ve 2DL3’ten en az birinin bulundugu durumlar ise yine rekiirrens gosteren
grupta daha fazladir ve istatistiksel olarak anlamlhidir (p=0,021). Benzer durum Bw4
icin gecerli degildir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Hasta gruplarinda KIR ve KIR ligand birlikteliginin karsilastirilmasi.

Grup 1 (Rekiirrens | Grup 2 (Rekiirrens P
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58
Ligand C2/ Inhibitor 15 (%51,7) 23 (%39,7) 0,087
KIR (+) olanlar
Ligand C1/ Inhibitor 15 (%51,7) 13 (%22,4) 0,021
KIR (+) olanlar
Ligand Bw4/ Inhibitdr 15 (%51,7) 35 (%60,3) 0,306
KIR (+) olanlar
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Grup CI1 ve baglandigi KIR’larin kendi aralarindaki etkilesimi incelemek
amaciyla Tablo 4.8’de beraber goriilme olasiliklarnin frekanslar1 verilmistir. 2DL2
varken ve 2DL3 yokken (2DL2 +, 2DL3 — durumlar) 2DS2’nin eklenmesinin
rekiirrensi azaltic1 (%50’ye karst %8,6) etkisi gozlenmistir. 2DL2 ve 2DS2’nin
birlikte var olmasi [52/80 (%65)] ve yok olmas1 [16/80 (%20)] bu iki KIR 1n siklikla
beraber bulundugunu gostermektedir. Rekiirrens gozlenmeyen grupta hem 2DL2
hem de 2DS2 varken (2DL2 +, 2DS2 + durumlar), 2DL3’lin gézlenmemesi
rekiirrensi azaltmaktadir (%50’ye kars1 %18,9). 2DL2 ve 2DS2 yokken 2DL3 baskin
oldugu i¢in rekiirrens artmustir (%32,1°e kars1 %10,3).

Tablo 4.8. C1 ligandin1 goren inhibitdr ve aktivator KIR’larin hasta gruplarma gore

birlikte degerlendirilmesi.

Grup 1 (Rekiirrens Grup 2 (Rekiirrens
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58
2DL2 +,2DL3 -, 2DS2 +, C1 + 8 (%27,6) 29 (%50)
2DL2 +,2DL3 -, 2DS2 -, C1 + 4 (%13,8) 5 (%8,6)
2DL2 -, 2DL3 +, 2DS2 -, C1 + 9 (%32,1) 6 (%10,3)
2DL2 +, 2DL3 +, 2DS2 +, C1 + 4 (%13,8) 11 (%18,9)
2DL2 -, 2DL3 +, 2DS2 -, C1 - 1 (%3,6) 2 (%3.,4)
2DL2 +, 2DL3 -, 2DS2 -, C1 - 1 (%3,6) 1 (%1,7)
2DL2 +,2DL3 +,2DS2 -, C1 + 1 (%3,6) 2 (%3.,4)
2DL2+, 2DL3 +, 2DS2 +, C1 - - 2 (%3.4)

2DL2 ve 2DS2’nin ikili etkilesimini incelemek amaciyla C1 grubunun
bulunmadig1 olgular ¢ikartilarak analiz yapilmistir. Tablo 4.7°de goriildiigli iizere
2DS2 bulunan olgularin hepsinde 2DL2’nin de birlikte bulundugu goriilmektedir.
2DL2 ve 2DS2 beraber bulundugu olgularda rekiirrens azalmaktadir (%75,5’e kars1
%44,4. P=0,0006).

Tablo 4.9. C1 (+) olgularda 2DL2 ve 2 DS2’nin karsilastirilmasi.

C1 (+) olgularda

Grup 1 (Rekiirrens
gosteren) n=27

Grup 2 (Rekiirrens
gostermeyen) n=53

2DL2 +, 2DS2 + 12 (%44,4) 40 (%75,5)
2DL2 +, 2DS2 - 5 (%18,5) 7 (%13,2)
2DL2 -, 2DS2 + : :

2DL2 -, 2DS2 - 10 (%37) 6 (%11,3)
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Tablo 4.8’deki analiz ligand grup C2 ve Bw4 i¢in de yapilmis olup (Tablo

4.10 ve 4.11), anlamli bir bulgu saptanmamustir.

Tablo 4.10. C2 ligandin1 goren inhibitdr ve aktivatdor KIR’larin hasta gruplarina

gore birlikte degerlendirilmesi.

Grup 1 (Rekiirrens
gosteren) n=29

Grup 2 (Rekiirrens
gostermeyen) n=58

2DL1 +, 2DS1 -, C2 +

15 (%51,7)

23 (%39,6)

2DLI +, 2DSI +, C2 + 13 (%44,8) 20 (%34,5)
2DLI +, 2DS1 +, C2 - 1 (%3.,4) 2 (%3,4)
2DLI -, 2DSI -, C2 + ; 5 (%8,6)
2DLI1 +, 2DS1 -, C2 - - 3 (%5.,2)
2DL1 -, 2DS1 +, C2 + ; 4 (%6.,9)
2DLI -, 2DSI -, C2 - - 1 (%1,7)

Tablo 4.11. Bw4 ligandin1 goren inhibitér ve aktivator KIR’larin hasta gruplarina

gore birlikte degerlendirilmesi.

Grup 1 (Rekiirrens
gosteren) n=29

Grup 2 (Rekiirrens
gostermeyen) n=58

3DLI +, 3DSI -, Bw4 + 15 (%51,7) 34 (%58,6)
3DL1 +, 3DSI +, Bw4 + 13 (%44,8) 19 (%32,8)
3DLI +, 3DSI +, Bw4 - 1 (%3.,4) 2 (%3,4)
3DLI -, 3DSI -, Bw4 + ; 2 (%3,4)
3DL1 +, 3DSI -, Bw4 - - 1 (%]1,7)

KIR ligand gruplarindan CI1’in homozigot goriilme siklig1 rekiirrens

gostermeyenlerde diger hasta grubuna goére anlamliligi belirgin olmayan (%10,3’e

karsilik %3,4; p=0,09) bir fark gozlenmistir. C2 homozigotlugu her iki hasta

grubunda da benzerdir (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. KIR

ligand gruplarindan

ve C2’nin homozigot veya

heterozigotlugunun hasta gruplarinda karsilastirilmasi.

Grup 1 (Rekiirrens Grup 2 (Rekiirrens P
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58
C1 Homozigot 1/29 (%3,4) 6/58 (%10,3) 0,09
C2 Homozigot 2/29 (%6,8) 5/58 (%38,6) 0,36
C1/C2 Heterozigot 26/29 (%89,8) 47/58 (%81,1) 0,53
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KIR ligand gruplarindan Bw4’iin aminoasit dizilimlerine gore olusturulan alt
gruplarmin hasta gruplar1 arasinda goriilme sikliklar1 arastirildiginda anlaml bir fark

gbozlenmemistir (Tablo 4.13).

Tablo 4.13. KIR ligandi olan Bw4’lin alt tiplerinin hasta gruplarinda

karsilastirilmasi.
Grup 1 (Rekiirrens | Grup 2 (Rekiirrens
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58

Bw4 Thr80 4 (%13,8) 8 (%13,8)
Bw4 11e80 9 (%31) 25 (%43,1)
Bw4 (Asp 77 + Thr80) 0 2 (%3.,4)
Bw4 Thr80 + I1e80 5 (%17,2) 7 (%12,1)
Bw4 Thr 80 + (Asp 77 + Thr80) 2 (%6,9) 3 (%5,2)
Bw4 11e80 + (Asp 77 + Thr80) 7 (%3,4) 6 (%10,3)
Bw4 Thr80 + Ile80 + 1 (%3,4) 4 (%6,9)
(Asp77 + Thr80)

Ayni kiside hem C1 hem de C2 ligand1 birlikte olma durumunda ortaya
cikacak KIR etkisini gorebilmek i¢in Tablo 4.14 olusturulmustur. Hem rekiirrens
gosteren hem de gdstermeyen olgularda inhibitér KIR’larin ligandlar: ile birlikte
bulunma durumu en sik gézlenen 6zelliktir. Rekiirrens gostermeyen olgularda diger
gruba gore en az bir KIR ligand (C1 veya C2) veya ona baglanan inhibitor KIR 1n
kaybi1 (%31,1°e karsilik %6,9, p=0,016) daha sik saptanmistir.

Tablo 4.14. Ayni bireyde C1 ve C2 ligandlarma baglanan inhibitér KIR’larin hasta

gruplarma gore birlikte degerlendirilmesi.

Grup 1 (Rekiirrens | Grup 2 (Rekiirrens
gosteren) n=29 gostermeyen) n=58
C2-2DL1(+) / C1-2DL2 veya 2DL3 (+) 27 (% 93,1) 40 (%68.,9)
C2-2DL1(+) / C1-2DL2 veya 2DL3 (-) 2 (%6,9) 5 (%8,6)
C2-2DLI1(-) / C1-2DL2 veya 2DL3 (+) - 12 (%20,6)
C2-2DLI1(-) / C1-2DL2 veya 2DL3 (-) - 1 (%1,7)

Bu aktivasyon yoOniindeki ozelliklerin varliginin rekiirrensin ortaya cikis
stiresini etkileyip etkilemedigine arastirmak icin 24 ay esik degeri belirlenerek Tablo
4.15’teki analiz gerceklestirilmistir. Bu olgulardan 18’1 erken rekiirrens, 11°1 geg

rekiirrens olarak tanimlandi. Daha Once istatistiksel olarak anlamli faklilik gdsteren
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parametreler bu analizde karsilastirildiginda rekiirrensin ortaya ¢ikis siiresine

istatistiksel olarak anlamli bir etki saptanamadi.

Tablo 4.15. Rekiirrens gelisen hastalarda digerlerine gore istatistiksel olarak

anlamlilik gosteren parametrelerin niiks gelisme zamanina etkisi.

Rekiirrens erken Rekiirrens ge¢ P
(<24 ay) n=18 (>24 ay) n=11

2DL1 18 (%100) 11 (%100) 1,0
2DL2 11 (%61,1) 7 (%63,6) 0,892
2DS2 7 (%38,9) 5 (%A45,5) 0,728
2DS3 3 (%16,7) 4 (%36,4) 0,223
A-Bw4 15 (9%83,3) 9 (%81,8) 0,644
C1 / Inhibitér KIR (+) 9 (%50) 6 (%54,5) 0,812
C2 / Inhibitdr KIR (+) 8 (%44,4) 7 (%63,6) 0,316
2DL1-C2 18 (%100) 10 (9%90,9) 0,379
2DL2-Cl 10 (9%55,6) 7 (%63,6) 0,668
2DL3-Cl 9 (%50) 6 (%54,5) 0,812
2DS2-Cl1 7 (%38,9) 5 (%A45,5) 0,728

Istatistiksel olarak anlamli olan parametrelerin anastomoz hattinda m1 yoksa
uzak metastaz olarak m rekiirrens gosterdigini arastrmak icin yapilan analiz
sonucunda 2DS2’nin hem kendi basma hem de C1 ile beraber oldugunda uzak
metastaz goriilme olasiliginin lokal rekiirrensten daha fazla oldugu goriildii (Tablo

4.16).

Tablo 4.16. istatistiksel olarak anlamli olan parametrelerin lokal anastomoz hattinda

rekiirrens ve uzak metastaz arasi fark yoniinden arastirilmasi sonuglari.

Rekiirrens anastomoz Uzak metastaz P
hattinda (n=16) (n=13)

2DL1 16 (%100) 13 (%100) 1,0
2DL2 9 (%56,3) 9 (%69,2) 0,474
2DS2 4 (%25) 8 (%61,5) 0,047
2DS3 5(%31,3) 2 (%15,4) 0,292
A-Bw4 14 (%87,5) 10 (%76,9) 0,396
C1/ Inhibitor KIR (+) 10 (%62,5) 6 (%37,5) 0,198
C2/ Inhibitor KIR (+) 5 (%39,7) 8 (%61,3) 0,588
2DL1-C2 15 (%93,8) 13 (%100) 0,552
2DL2-C1 8 (%50) 9 (%69,2) 0,296
2DL3-C1 7 (%43,8) 8 (%61,5) 0,34
2DS2-C1 4 (%25) 8 (%61,5) 0,047




33

5. TARTISMA

Rekiirrens gostermeyen grup rekiirrens gosterenle karsilastirildiginda yas,
cinsiyet, klinik evre, tiimor lokalizasyonu, adjuvan tedavi almasi yoniinden fark
saptanmamistir. Bu da KIR genotip ve ligandlarmin etkisini arastirmak i¢in uygun
bir hasta gruplamasi olustugunu gostermektedir.

Tiimdre karst immiin yanitta, tiimor hiicre yilizeyindeki HLA Class 1
ifadesinin kayb1 tiimor hiicrelerini sitotoksik lenfosit aracilikli hiicresel immiiniteden
korumak icin 6nemli bir savunma mekanizmasidir. Sandel ve ark. (24) 88 olguluk
hasta serisinde immiinhistokimyasal olarak incelediklerinde HLA Class I ifadesinin
olgularm %72’sinde kismen veya tamamen kaybedildigini gostermislerdir.
Middleton ve ark. (30) ise 109 kolorektal kanser olgusunda yine
immiinhistokimyasal olarak tiimér dokusunda olgularin %42’sinde haplotip
diizeyinde bir kayip, %25’inde alelik veya tiim lokus diizeyinde kayip saptamiglardir.
Daha 6nce baska arastirmacilar tarafindan da gosterilmis olan tiimor hiicresinde HLA
ifade kaybi bizim arastrmamizda sadece genotipik analiz kullanildigi i¢in
arastirilamamistir. Ancak, calismamizda gen ifadesi diizeyinde hem C1 hem de C2
ligandinin saptanmast HLA Class I’in haplotipik veya lokus diizeyinde kaybi
olmadigr dogrultusunda bir bulgudur. Timor hiicre yiizeyinde KIR ligandinin
molekiiler diizeyde ifadesi ancak immiinhistokimyasal yontem ile gosterilebilecegi
icin ilerde caliymanin devami olarak bu analizlerin yapilmasi sonug¢larin yorumuna
aciklik getirecektir.

Kolorektal kanserlerde diger tiimorlerde oldugu gibi HLA Class 1
molekiillerinin varligi hem hiicresel hem de dogal immiinite i¢in gereklidir. Ancak
hiicresel immiinite i¢in kosul olan Class I molekiillerinin kaybi1 tiimor hiicrelerinin
HLA dis1 KIR ligandlar1 araciligiyla dogal immiinitenin sitotoksik yanitina agik hale
getirir. Zira inhibitor KIR ’lar araciligi ile bireyin kendi dokularina karsi immiin yanat
olusturmasini 6nleyen, otoimmiiniteden koruyan, dogal immiin sistemin koruyucu
etkilerinden yoksun kalmistir.

Bu arastirmada hedeflenen inhibitér KIR’larmn rekiirren olgularda daha sik

gozlenecegi ve aktivator KIR’larin rekiirren olmayan olgularda daha sik olacagi
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hipotezinin kanitlanmasidir. Nitekim arastirmamizda hipotezi destekleyen ve antitezi
ortadan kaldiran ¢ok sayida anlamli bulguya ulagilmastir.

Aktivator KIR’lardan olan 2DS2 ve 2DS3’iin rekiirrens gostermeyen grupta
olmasi bu KIR’larm tiimdr cevabimin iyi oldugunu gostermektedir. Inhibitér KIRlara
baktigimizda 2DL1 rekiirrens gosteren hastalarin tamaminda mevcuttur ve bu
KIR’larin rekiirrens gostermeyen grupta daha az goriilmesi bu KIR’larin timor
gelisimine katkis1 oldugunu diisiindiirmektedir. Buna karsilik inhibitér bir KIR olan
2DL2’nin beklenenin aksine rekiirrens gostermeyen grupta daha fazla gézlenmistir.
Grup CI’1 ligand olarak goren bu KIR, yine C1 aracilikli olan aktivatér KIR 2DS2
ile birlikte hareket etmesi rekiirrens gostermeyen grupta sik goriilmesine yol
acmaktadir. Grup C1 ve 2DS2 bulunan tiim olgularin aym1 zamanda 2DL2’nin
bulunmas1 2DL2’nin bagimsiz bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Ayni
liganda baglanan bir bagka inhibitor olan 2DL3, birlikte hareket eden 2DS2 ve
2DL2’nin yoklugunda baskin rol oynamaktadir.

KIR ligandlarina baktigimiz zaman A-Bw4 rekiirrens gosteren grupta daha
fazladir ve tlimor gelisimine katkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun olas1 sebebi
A-Bw4’iin ligand1 olan 3DL2’nin herkeste bulunmasidir. Diger KIR ligandlar1 iki
grupta karsilastirdigimizda kendi baslarina anlamli bir fark géstermemistir. Ancak bu
ligandlar1 kendilerine baglanan KIR’lar ile beraber degerlendirdigimizde; Cl1
ligandiin kendine baglanan 2DL2, 2DL3 ve 2DS2 KIR’lar1 istatistiksel olarak
anlamli fark yarattig1 goziikmektedir. C2 ise kendi inhibitor KIR’1 olan 2DL1 ile
beraber anlamli bir fark yaratmustir.

NK hiicre aracilikli etkinin inhibitor veya aktivatdr yonde olmasini belirleyen
tiim mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir. Ancak ileri siiriilen literatiir
bilgisi inhibitér KIR’larin daha giiclii olduklar1 ve bunlarm yoklugunda aktivator
KIR’larn etkilerini gosterebildikleridir(27). Bu durumda antitiimoral yanit1 olusturan
etkileri gostermek icin inhibitér KIR yoklugunda aktivatér KIR bulunmasi beklenir.
Bizim arastrmamizda da KIR ligandlarindan C1, C2 ve Bw4’e baglanan inhibitor
KIR’lar incelendiginde rekiirrens gdsteren olgularda sadece C1 i¢in anlamli diizeyde
siklik artis1 gosterilmistir. C1’e baglanan inhibitér KIR bulunmasi durumu rekiirrens

gosterenlerde %51,7’ye karsilik % 22,4 (p=0,021) olarak bulunmustur. Her ne kadar
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istatistiki olarak anlamli olmasa da C2’ye baglanan inhibitér KIR varligi durumu
rekiirrens gosterenlerde gostermeyenlere kars1 %51,7 ye karst %39,7 bulunmustur.

Tekrarlayan olgular incelendiginde 2DS2-C1 birlikteligi rekiirren olgularda
genel olarak daha seyrek gozlenirken anastomoz hattindan ziyade rekiirrens yerine
uzak metastaza yatkinlik ile iliskilendirilmistir. NK hiicrelerinin etkilerinin
radyasyon sonrasi arttigi bilgisi dikkate alindiginda olgularin tedavi amaciyla
radyoterapi almis olmas1 lokal rekiirrensi engellemek agisindan NK hiicre etkilerini
kolaylastirict bir faktor olabilir(22). Daha once Sandel ve ark. tarafindan tiimor
dokusu igerisinde Farkli CD56 ifadesine sahip NK hiicrelerinin gosterildigi ve
bunlarm antitlimoral yanita katkilari bildirilmistir (25). Cerrahi rezeksiyon ile
lenfatik dokunun eksizyonu sonucunda lokal immiin yanitin nasil bir modifikasyona
yol agt1g1 cevabi arastirilmasi gereken bir soruya yol agmaktadir. ilaveten kolorektal
kanserlerde HLA Class I kaybinin ise uzak metastazlar1 azalttig1 bildirilmistir (25).

Bizim aragtirmamiza benzeyen tek ¢alisma Middleton ve ark. (30) tarafindan
gergeklestirilmis olup kolorektal kanserlerde hasta takip siiresindeki davraniglari
dikkate almaksizin KIR genotipleri ve KIR ligandlar1 incelenmis. KIR ligandlarindan
HLA C’nin olgularm %51’inde C1 ve C2 heterozigotlugu gozlenmistir. Bizim
arastrmamizda ise bu arastirmadan farkli olarak olgularin %84’tiinde C1 ve C2
heterozigotlugu gosterilmistir. Bireyde hem C1 hem C2’nin birlikte bulunmasi, KIR
aracilikli NK etkilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in olasiliklar: arttirmakta ancak; aktivator
veya inhibitor yoniinde bir tercih belirleyici olmamaktadir. Middleton ve ark. 2006
ve 2010 yillarinda yaymlanan c¢aligsmalarinda normal popiilasyon ile
karsilastirildiginda KIR genotiplerinin frekansinda bir farklilik gostermemislerdir.
Bu arastiricilar mesane, bobrek ve akciger tiimorlerinde inhibitdr KIR’larin normal
kontrollerden farkl olabildigi yoniinde bulgular elde etmislerdir.

Arastrmamiz  cerrahi tedaviyi takiben rekiirrensin olusmasinda KIR
genotiplerinin ve ligandlarinin etkisini arastiran ilk calismadir. Hatta diger solid
tiimorlerde arastirmamiza benzer bir kurgulama yapilarak KIR’larin etkisi heniiz
arastirilmamistir.  Aktivator KIR’lardan olan 2DS2 ve 2DS3’iin rekiirrens
gostermeyen olgularda ilk gruba gore goriilme sikliginin artmis olmasi ve 2DS2’nin
ligand1 olan C1 ile birlikteliginin yine bu grupta artmis olmasi; buna karsilik

inhibitor KIR’lardan olan 2DL1’in ve yine inhibit6r bir KIR olan 3DL2’nin ligandini
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gosteren A-Bw4 sikliginin azalmasi bu grupta aktivatér KIR’larin etki gosterdigini,
inhibitor KIR’larin ise etkisinin zayifladigmi diisiindiiren kuvvetli kanitlardir. Her iki
hasta grubunda da inhibitér KIR’lardan 2DL4, 3DL2 ve 3DL3’{in olgularn tiimiinde
bulunmas1 bu KIR’larm antitiimoral yanitta belirleyici rolii olmadigmi
diistindiirmektedir.

Rekiirrens gostermeyen olgularda aktivator KIR’larin artarak inhibitorlerden
en az birinin anlamh diizeyde azalmasi rekiirrensin ortaya ¢ikis siiresini ve ortaya
cikt1g1 lokalizasyonu etkileyip etkilemedigini gdstermek amaciyla 24 ay esik degeri
oncesi ve sonrasi niiks gosteren olgularda sikliklar1 karsilastirildi. Ancak aralarinda
anlamli bir fark gosterilemedi.

Sonu¢ olarak arastrmamizda rekiirrensin ortaya cikmasini azaltabilecek
aktivatér KIR’larin varligmmi destekleyen bulgular NK hiicre aracilikli dogal
immiinitenin ancak bir bolimiinii gdstermektedir. NKG grubu KIR’larin
arastrmamizda inceleyemedigimiz HLA-E gibi diger ligandlar iizerinden de
antitiimoral etki gostermesi olasiliklar1 mevcuttur. Ilaveten Kolorektal tiimdr
dokusunda HLA Class I’in gen ifadesi korunurken hiicre yiizeyinde ifadesinde kayip
olup olmadigini inceleyebilmis degiliz. Tiim bu eksiklerimize ragmen aktivator
KIR’lar olan 2DS2 ve 2DS3’{in ligandlar1 ile birlikte artarken inhibitér KIR 2DL1’in
ligand1 ile birlikte azalmasi klinik uygulamada bu 6zelligi tasimayan hastalarin
takibinde daha dikkatli izlem yapilmasmni, metastatik hastalik olusturma
potansiyellerini dikkate alarak cerrahi uygulanabilir asamada iken rekiirrensin

saptanmasi sansinin kagirilmamasini saglayabilir.



37

6. SONUCLAR

KIR’lar tek basma degerlendirildiginde beklendigi lizere 2DL1 rekiirren
grupta, 2DS2 ve 2DS3 rekiirrens gostermeyen grupta daha sik goriilmiistiir. 2DL2
beklenenin aksine rekiirrens gostermeyen grupta daha siktir. Bunun sebebi ise grup
CI’1 ortak ligand goren aktivatdr 2DS2’nin her zaman 2DL2 ile beraber goriilmesi ve
beraber bulunduklarinda aktivatér yonde etki gostermeleridir. Bu durum KIR ve
ligand birlikteliginde de tekrar goriilmektedir: 2DL1-C2 ve 2DL3-C1 birliktelikleri
rekiirrens gosterenlerde daha fazla, 2DS2-C1 ve 2DL2-C1 birlikteligi de rekiirrens
gostermeyenlerde daha fazladir. Ligandlar tek baslarma degerlendirildiklerinde
ABw4 rekiirren grupta daha sik goriilmektedir. 2DS2 her ne kadar rekiirrens
gostermeyen grupta fazla olsa da, 2DS2 varliginda rekiirrens gelistiginde uzak

metastaz gelisme riski lokal rekiirrensten daha fazladir.
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