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OZET

Meme kanseri dinyada kadinlar arasinda en sik gértlen malign timor
olup, kadinlarda goérilen tim kanserlerin yaklasik %30 unu olusturmaktadir.
Genetik, hormonal, cevresel, mesleki ve infeksiydz ajanlar bu hastalgin
etiyolojisine katkida bulunabilirler.

Sinif-2 Majér Doku Uyusum Kompleksi (MHC; Mojor Histocompatibility
Complex) Urdnleri timor antijenlerine karsi olusan immin yanitta énemli bir rol
oynarlar.

Bu calismanin amaci; meme kanseri patogenezinde rol oynayan MHC
sinif-2 molekdllerini saptamak ve bu molekulllerin hastahgin gelisimi veya
hastaliga karsi olan direng Gzerindeki rollerini belirlemektir.

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali
tarafindan takip edilen meme kanseri tanisi almis 69 birey hasta grubunu
olusturmaktadir. Kontrol grubu ise herhangi bir kanser, allerjik hastalik, diabet,
romatolojik hastalik veya immunolojik hastalik éykistu ve bulgusu bulunmayan
45 bireyden olusmaktadir. Hastalardan alinan DNA 6rnekleri Gzerinden sinif-2
insan  Lokosit Antijeni (HLA; Human Leukocytes Antigen) analizi
gerceklestirilmigtir.

Galisma sonucunda HLA-DRB1*03 ve HLA-DQB1*02 allelleri ile meme
kanseri olusumu arasinda (p1=0,019; p»=0,019); HLA-DQB1*02 alleli ile
postmenopozal meme kanseri olusumu (p=0,022) ve c-erb-B2 pozitifligi
arasinda (p=0,038) anlamli negatif iligskiler saptanmistir. Ayrica, HLA-DRB1*13
ve HLA-DQB1*06 allelleri ile meme kanserindeki progesteron reseptdri
pozitifligi arasinda anlamli pozitif iligkiler (p1=0,012; p2=0,001); HLA-DQB1*03
alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptdrli pozitifligi arasinda ise
anlamli bir negatif iligki saptanmistir (p=0,009). HLA-DRB1*04 alleli ile meme
kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda da anlamli bir pozitif iligki saptanmistir
(p=0,036). Sonug olarak HLA-DRB1*03, HLA-DQB1*02, HLA-DRB1*13 ve HLA-
DQB1*06 allelleri timdre kargi koruyuculuk veya iyi prognoz ile iligkili
bulunurken; HLA-DQB1*03 ve HLA-DRB1*04 allelleri kéth prognoz ile iligkili

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, MHC, HLA-DRB, HLA-DQ, HLA Sinif-2.



ABSTRACT

The Role of MHC Class-2 Molecules
in Breast Cancer Pathogenesis

Breast cancer is the most frequent malign tumour in women population
and it constitutes %30 of all women cancers. Genetic, hormonal, environmental
occupational and infection agents may contribute to this disease’s etiology.

Class-2 Mojor Histocompatibility Complex (MHC) products have an
important role in immudne response against to tumour antigens.

The purposes of this study are; to find the MHC class-2 molecules which
have a role in breast cancer pathogenesis and to estimate these molecule’s
roles in development of the disease or in resistance to the disease.

69 individuals who were diagnosed as breast cancer by Mersin
University Medical Faculty Department of Surgery constituted patient group.
The control group was consisted of 45 individuals who had no cancer, allergic
disease, diabetes, romatologic and immunologic disease background. The
patient’s DNA samples were analysed for class-2 Human Leukocytes Antigens
(HLA).

Negative relations were observed between breast cancer formation and
HLA-DRB1*03 and HLA-DQB1*02 alleles (p1=0,019; p>=0,019). Also negative
relations were observed between HLA-DQB1*02 and postmenopausal breast
cancer formation (p=0,022) and C-erb-B2 existence (p=0,038). Positive
relations were observed between progesterone receptor existence and HLA-
DRB1*13 and HLA-DQB1*06 alleles (p1=0,012; p>=0,001). A negative relation
was observed between progesterone receptor existence and HLA-DQB1*03
(p=0,009). A positive relation was observed between C-erb-B2 existence and
HLA-DRB1*04 (p=0,036). in conclusion according to our study; HLA-DRB1*03,
HLA-DQB1*02, HLA-DRB1*13 and HLA-DQB1*06 alleles offered a relation with
protectiveness against to tumour or good prognosis. HLA-DQB1*03 ve HLA-
DRB1*04 alleles offered a relation with bad prognosis.

Key Words: Breast Cancer, MHC, HLA-DRB, HLA-DQ, HLA class-2.



1. GIRiS$ VE AMAC

Meme kanseri dinyada kadinlar arasinda en sik go6rtlen malign
timaordir. Avrupa’da yilda 180000, Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) de
yilda 184000 yeni olgu saptanmaktadir’?. Kadinlarda kansere bagl oliimlerin
%18’i meme kanseri nedeniyle olusmakta ve meme kanserine bagl élimler;
akciger ve kolorektal kanserlerden sonra Gg¢Uncu sirayr almaktadir. Turkiye'de
kadinlar arasinda en sik gortlen 10 kanser tipi icersinde meme kanseri birinci
sirada yer almaktadir®.

Ulkemizde kadinlarda meme kanseri gérilme sikhg T.C. Saglk
Bakanligi 1997 Saglik istatistiklerine gére 1995’te %23,5 olarak ilk sirada yer
almaktadir®.

Yakin zamanda meme kanserindeki malign degisimin olusumuna katkida
bulunabilecek genetik faktorlerin rollyle iligkili pek c¢ok veri elde edilmigtir.
Kalitsal ve ailesel meme kanserinde, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde
gerceklesebilecek mutasyonlarin, delesyonlarin ve diger genetik degisimlerin
farkh irk ve etnik gruplarda o6nemli bir genetik risk faktéri oldugu
distuntlmustdr.

Bununla birlikte meme kanseri vakalarinin btytk bir bolimu hicbir ailesel
meme veya over kanseri hikdyesi bulunmayan hastalarda da saptanmaktadir.
Bu ylUzden o6zellikle sporadik vakalar (zerinde genetik risk faktérQ
arastirmalarinin yapilmasi 6nem kazanmigtir.

Onkojenez islemi; timédrlerin genetik instabilitesine ve imminolojik
cevreleriyle olan etkilesimlerine dayanmaktadir. TUmér gelisimi sirasinda
immadn yanitin 6nemi dikkate alindiginda; yidksek polimorfik HLA genlerinin
spesifik allellerini veya haplotiplerini kalitan bireylerin bazi spesifik kanser
tiplerine  karsi duyarli veya direncli olabilecekleri dustnulmektedir.

Transplantasyondaki énemli rollerinin yaninda, HLA sistemi, timor
antijenlerine  karsi  sitotoksik T lenfositlerinin  olusturulmasinda ve
ybnlendirilmesinde Kilit rol oynarlar. Bu ytzden bu mekanizmadaki bir degisiklik,
immun yanittan kagmaya katkida bulunabilir.

insanlardaki majér doku uyusum kompleksi olan HLA; 6 ana polimorfik
lokustan olusan (A, B, C, DRB1, DQB1 ve DPB1) ve kromozom 6’nin kisa
kolunda yer alan yUksek varyasyonlu bir genetik sistemdir. Son 10 yilda, HLA



allellerini DNA dizeyinde yUksek-¢6zUnirlUkIU olarak tanimlamak igin molekaler
tiplendirme teknikleri gelistirilmistir ve lokuslara gére yUksek sayida allel
tanimlamasi yapiimigtir. Lokuslarina gére 2006 yilinda DPB1 i¢in 121, DQB1
icin 69, DRB1 i¢in 429, A icin 429, B i¢in 751 ve C ic¢in 219 allel taniml
bulunmaktadir®.

Kaynak taramalarinda, HLA antijenleri ile meme kanseri arasindaki
iligkiyi gbsteren sinirh sayida calismalar oldugu goérdlmustir. Bu yUzden
onkojenez igleminde HLA tarafindan oynanan rolin daha iyi anlasiimasi igin;
HLA polimorfizim genleri ile meme kanseri riski arasindaki iligkinin farkh
toplumlarda incelenmesi gerekir. Bu tarz arastirmalar, meme kanseri
gelisiminde risk faktéri olarak kabul edilebilecek gizli allelleri saptamamiza izin
verebilir.

Bu calismada, Mersin'deki meme kanserli hastalar ve etnik olarak
eslestiriimis kontrol grubunda HLA-DQB1, DRB1 allelleri yukaridaki nedenlerle
analiz edilmistir. Toplumumuzdaki meme kanserli hastalarin MHC sinif-2
tiplendiriimesinin yapilmasi; hangi allellerin meme kanseri patogenezinde rol
oynayabilecegini ve hangi allellerin meme kanserine karsi koruyucu
olabilecegini saptamamiza olanak verecektir. Boylece tim dinyada yapilan

calismalara tlkemizden de veri saglanacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Major Doku Uyusum Kompleksi Yapisi

Bagisiklik sisteminin kendinden olani veya olmayani tanimasi i¢in gerekli
olan doku antijenlerini kodlayan gen bdlgesi, Majér Doku Uyusum Kompleksi
(MHC; Major histocompatibility complex) olarak adlandirilir. ilk olarak
kemirgenlerde tanimlanan bu bdlgenin insandaki karsiligi, 6. kromozomun kisa
kolunda yerlesmistir.ilk olarak akyuvarlarda gdsterilen bu genler, insan Lékosit
Antijenleri (HLA; Human Leukocyte Antigens) bdlgesi olarak da adlandirilir. Cok
sayida genin yer aldigi bu bdlgede immun yanitla ilgisi tanimlanmamis bazi
genler de yer alir®57:89,

Landsteiner, 1931 vyilinda eritrosit antijenlerini saptamis, kan
transflizyonu icin  grup uyusumunun gerekliliginden ve doku/organ
transplantasyonlari igin de doku antijenlerinin uyumundan s6éz etmistir. Ayni
yillarda farelerde doku antijenlerinin varligindan bahsedilmistir ve bunlarin gen
bdlgesine doku uyusum kompleksi adi verilmistir. Farede 17. kromozomdaki bu
H-2 gen bdlgesinin sentezini sagladigi doku antijenlerine de MHC antijenleri
denilmistir. Daha sonraki arastirmalarla MHC kompleksinin bitiin memeli
tirlerinde bulundugu gésterilmistir'®. 1958'de insanlarda doku antijenleri tespit
edilmis, yine ayni yillarda c¢ok sayida transflizyon uygulanmis I6semi
hastalarinin ve ¢cok dodum yapmis kadinlarin serumlarinda I6kositlere karsi
olusmus antikorlar saptanmistir. Bdylece bu antijenlere HLA ismi verilmistir''.
HLA ayni tdr icinde bireysel farklilik gdsteren bir allo antijendir. Daha sonraki
yillarda b0tln vicut hicrelerinde bulunduklari anlasiimis ve doku nakillerinde
de cok o6nemli rollerinin oldugu, transplantasyonun basarisini belirledikleri
gosterilmistir. Bu sisteme MHC antijenleri, sentezini saglayan gen bélgesine de
MHC kompleksi denmistir. 1973'de belli bir doku tipine sahip insanlarin bazi
hastaliklara daha yatkin oldugu saptanmistir'®.

Son 10 yil icerisinde MHC molekdlleri kristalize edilmis, rekombinant
deoksiribontkleik asit (DNA) yéntemleri kullanilarak MHC kompleksi genlerinin
baz dizilimi ve bu genlerin sentezini sagladigi MHC antijenlerinin amino asit

dizileri ortaya konulmustur®.



MHC, kodlanan proteinlerin 6zelliklerine gére sinif (class) 1, I, 1l olarak
alt bolgelere ayrilir. Sinif | bélgesi, MHC’nin telomerik ucunda yer alir. HLA-A, -
B, -C olarak da taninan klasik transplantasyon antijenlerini ve HLA-E, -F, -G gibi
klasik olmayan sinif | antijenleri kodlayan gen lokuslarini, HLA-H, -J, -K, -L, -X
gibi psédogenleri ve gen segmentlerini icerir. Sinif Il bdlgesi ise sentromere
yakin yerlesmis olup; HLA-DRA, -DRB, -DQA, -DQB, -DPA, -DPB, -DNA, -DMA,
-DOB lokuslarinin yani sira cesitli psédogenleri, Distk Molekil Agirlikh
Protein—1 (LMP1; Low Molecular Weight Protein), Dusuk Molekal Agirhkli
Protein—2 (LMP2), Antijen islenmesi lle iligkili Tasiyici—1 (TAP1;Transporter
Asoociated With Antigen Processing), Antijen islenmesi ile iligkili Tasiyici—2
(TAP2) gibi antijen iglenmesinde rol alan genleri icerir. HLA DRB ile HLA B
bdlgeleri arasinda Sinif 1ll genleri bulunur ve C4B, C4A, Bleferidin, C2, Isi Sok
Proteini—70 (HSP-70), Tumdr Nekroz Faktér-alfa (TNF-a), Tumdér Nekroz
Faktor-beta (TNF-B) bu bélgede kodlanan bazi genlerin Grintidir®"° (Sekil 1,
tablo1). MHC sinif 1l bélgesi immunolojik éneme sahiptir. Pek ¢ok kompleman
kompenentinin yapisal genleri burada kodlanir. Glukokortikoidlerin biyosentezi
icin kritik bir enzim olan 21-Hidroksilaz genleri de burada kodlanir. Ayrica
insanda MHC sinif lII'tin distalinde ve MHC sinif I'in proksimalinde yer alan
bdlgenin MHC sinif IV olarak adlandirimasi 6nerilmektedir’. Adi gecen
lokuslarin bir kismi, ¢ok sayida polimorfik allelin kodlanmasindan sorumludur ki
HLA tiplendirimi ile amaclanan da bu allellerin ve kodladiklari antijenlerin
belirlenmesidir°.

Bunlardan baska mindr histokompatibilite antijenleri de (mHag) vardir.
mHag aslinda polimorfik proteinlerin peptidleridirler. HA-2, H-Y ve HA-1 bu
peptidlerden birkag tanesine érnek olusturmaktadir. mHag’lerin dnemli biyolojik
islevleri vardir. Transplantasyon sonrasinda, tekrarlayan lésemilerde ve Graft
versus Host hastaliginda (GvHD; Graft versus Host disease) toleransi
indiklemeye c¢alisirlar. Dokularda bu antijenlerin belirlenmesinin anlami, organ
aktarimi sonrasi bazi sorunlarin ortaya c¢ikmaya bagladiginin habercisi
olabilecegidir®.

insanda MHC antijenlerini kodlayan gen bolgesi 6. kromozomun kisa
kolu Uzerinde sentromere yakin bir bélgede ardisik bir DNA alanidir (6p 21.3).
Dért santimorgan (cM) buyukliginde bir bdlge olup 203 gen immun sistemle

5,6,7,8,9

ilgilidir
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Polimorfizimi (RFLP), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),

Kromozom &

Tl Kiza kol

Uzun kol Sen

Tel

Sinif Il Sinf Il St |

Bf
G4 C2Hsp70TMF

U

Dp DM [a]e] DR

Sekil 1: HLA Bélgesinin Gen Haritasi®.

Tablo 1: HLA Boélgesindeki Genlerin Adlarr®.

Tablo1. HLA bdlgesindeki genlerin adlan

Adi Eski Adl Molekiiler Ozsllikler

HLA-A Class | oi-ziniri

HLA-B Class | oi-zinciri

HLA-C = Class | oi-zinciri

HLA-E E. '6.2" Class | gen

HLA-F F 54 Class | gen

HLA-G G, 6.0 Class | gene

HLA-H H. AR, "12.4° Class | psodogen

HLA-J cdal2 Class | psodogen

HLA-K HLA-70 Class | pstdogen

HLA-L HLA-92 Class | psédogen

HLA-N HLA-30 Class | gen

HLA-S HLA-17 Class | gen

HLA-X HLA-X Class | gen fragmani

HLA-Z HLA-Z1 HLA Class Il bélgesi iginde Class | gen fragmam
HLA-DRA DRe DR - zinciri

HLA-DRB1 DREl. DR1B DR1, DR2, DR3, DR4, DRS gibi 6zellikleri belirleyen DR B1-zinciri
HLA-DRB2 DREI DR @-benzeri sekanslar tagiyan bir psiidogen
HLA-DRE3 DRI, DR3B DR52 and Dw24, Dw25, Dw28 w1 belifeyen DR B3 zinciri
HLA-DRE4 DREIv, DR4B DRS3 0 belirleyen DR R4-zinciri

HLA-DRES DRl DR51 i belirleyen DR B5-zinciri

HLA-DRE& DREX, DEBo DR1, DR2 ve DR10 haplotiplerinde bulunan DRB psodogeni
HLA-DRET DRBy1 DR4, DRY ve DR2 haplotiplerinde bulunan DRE psodogeni
HLA-DRBS DRBw2 DR4, DR7Y ve DRS haplotiplerinde bulunan DRB psodeogeni
HLA-DRB9 M4.2 B exon DRB psddogeni

HLA-DQA1 DAw1, DA1A DQ - zinciri, eksprese edilir

HLA-DQB1 DAgt, Da1B D@ B- zinciri, eksprese edilir

HLA-DQA2 D¥ec, DO2A DQ o~ zincirle iligkili dizi, ekspresyon?

HLA-DQB2Z2 DX, DO2B DQ B- zincirle iligkili dizi. ekspresyon?

HLA-DOB3 Dvg, DOB3 DQ - zincirle iligkili dizi, ekspresyon?

HLA-DOA DZc, DOce, DNA DO o- zinciri

HLA-DOE DOg DO g- zinciri

HLA-DMA RINGE DM o- zinciri

HLA-DMB RINGT DM B- zingiri

HLA-DPA1 DPal1,. DP1A DP - zinciri, eksprese edilir

HLA-DPB1 DPg1, DP1B DP B- zinciri, eksprese edilir

HLA-DPAZ DPo.2. DP2A DP - zincirle iligkili psadogen

HLA-DPB2 DPB2, DP2B DP B- zincirle iligkili psédogen

HLA-DPA3 DPA3 DP o- zincirle iligkili psodogen

TAP1 ABCB2, RING4, ¥3, PSF1 ABC (ATP Binding Cassette) transporter

TAP2 ABGB3, RING11, Y1, PSF2 ABC (ATP Binding Cassette) transporter

PSMBY LMP2. RING12 Proteosomla iligkili dizi

PSMBS LMP7_RING10 Proteosomla iligkili dizi

MICA MICA, PERB11.1 Class | zineirle iligkili gen

MICB MICB, PERB11.2 Class | zincirle iligkili gen

MICC MICC, PERB11.2 Class | zingirle iligkili psodogen

MICD MICD, PERB11.4 Class | zingirle iligkili psddogen

MICE MICE. PERB11.5 Class | zineirle iligkili psadogen

Molekuler biyolojideki hizli gelismeler, Restriksyon

Fragmani Uzunluk

DNA dizi analizi ve
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diger ybéntemlerin gelistiriimesi, iki boyutlu jel elektroforezinin uygulamaya
konmasi; genin tanimlanmasi ve haritalanmasina yardimci olmustur.

2.1.1. Sinif | MHC Molekdlleri

Sinif | molekiiller, 44 kDa’luk bir agir polipeptit zinciri ve nonkovalent
olarak bagli bulundugu bir 12 kDa’luk daha kugUk bir polipeptit olan [,
mikroglobulinden olugurlar. Agir zincirin en genis pargasi 3 globuler domain
halinde organize olmustur (a1, a2, a3; sekil 2) ve hicre ylzeyinden diga dogru
cikinti yapar>®”®°. Agir alfa zinciri MHC bélgesinde kodlanirken; hafif zincir
Beta 2 mikroglobulin (p2m) ise MHC disinda 15. kromozomda kodlanir.
Hidrofobik kisim, molekili membran icine saplar ve kisa bir hidrofilik sekans, C-

terminalini sitoplazma icine tagir>®"?°.

Sinif Sinif Il

e ] Oy | = ;

Oy By

beta katlantih
tabaka

U3 & B2

Beta-2
mikroglobulin

COOH

Sekil 2: Sinif | ve Sinif I MHC Molekiillerinin Yapisi®.

insan sinif | molekdlinin kristal yapisinin X-isini ile analizi, MHC
fonksiyonunun anlagiimasi agisindan énemli bir olanak saglamlstlrs. Molekdlin
U¢ boyutlu yapisina bakildiginda membran diginda birbirine benzerlik (homoloji)

gOsteren bdlgelerin karsilikli gelmesi ile iki ¢ift domain olustugu géralir. al ve
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a2 membran distalinde, a3 ve 2m de membran proksimalinde karsilikli yer al

Ir.

Karsilikli yerlesen a1 ve a2 zincirlerine ait 8-10 amino asit buytkliginde

peptitlerin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yapi olustururlar. f2m, molekalin

{ic boyutlu yapisinin korunmasinda rol almaktadir>®"°.

B2 mikroglobulin ve a3 bdlgesi, katlanma sekli bakimindan klasik
immunglobulin (lg) domainine benzemektedir. Bununla beraber membrana
daha distal pozisyonda bulunan o1 ve a2 domainleri, beta-katlantil
tabakalarla bir arada tutulan ilmekler tarafindan olusturulan zemin Gzerinde 2
adet uzatilmig alfa-helikal yapi olustururlar ve bunlarin timd mikemmel bir

oyuk olusturur (Sekil 3 ve sekil 4)°.

Sekil 3: HLA Sinif | Molekiiliiniin Ust Yiizeyinin Sematik Gérinim®.
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Peptit badlayici oyuk

Sekil 4: HLA Sinif | Molekdiliiniin Yandan Sematik Gortinim®.

Bu domainlerin gérintist ¢ok carpicidir ve aynen barbekd Gzerindeki

iki

sosise benzer. Oyuk, sinif | proteini ile kokristalize olan bir lineer molekiille isgal

edilmigtir®.

Sinif | molekdl genleri, kodlama yapan 8 ekson ve kodlama yapmayan
7 introndan olusur. Polimorfik bir yapi gésteren al ve a2 bdlgeleri, ekson 2-3
tarafindan kodlanir. Altinci kromozom Uzerinde sinif | molekulleri kodlayan
genlerden 6nce sinif | genleri dizenleyen genlerin kodlandidi bir bélge yer
almaktadir. Bu kontrol bdlgesi, farkli sinif | genleri, hatta farkl alleller igin bile
farkli olabilir’.

2.1.2. Sinif I MHC Molekadilleri

Sinif I MHC molekdilleri; alfa ve beta polipeptit zincirlerinden olusan ve
sirasiyla 34kDA ve 29kDa agirliginda olan transmembran glikoproteinlerdir.
Sinif | ile biyik 6lgliide sekans homolojisine sahiplerdir. Yapisal ¢calismalar,
hicre membranina daha yakin olan alfa2 ve beta2 domainlerinin karakteristik
Ig katlanmasina benzer bir yapi gésterdiklerini, bununla birlikte alfal ve beta1
domainlerinin sinif | alfal ve alfa2’yi taklit ederek zemindeki beta-katlantili
tabaka tarafindan olusturulan zemin U(zerinde 2 alfa-heliks tarafindan

olusturulan oyugun bir benzerini olusturdugunu géstermistir>®"° (Sekil2).
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Alfa zinciri A, beta zinciri ise B genleri tarafindan kodlanir. Bu nedenle
sinif 1l bélgesinde yer alan DR, DQ ve DP bdlgeleri sirasiyla DRA ve DRB, DQA
ve DQB, DPA ve DPB olarak ikiye ayrilirlar. DR bdélgesinde alfa zinciri kodlayan
tek gen varken, beta zinciri icin 9 farkli bélge vardir. Bunlarin bir kismi kodlama
yapmayan genler olup; sadece DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 kodlayici genlerdir
ve farkli beta zincirlerini kodlarlar. DRB1, 1-18 arasinda degisen biylik HLA DR
antijenleri icin kodlama yaparken; DRB3, DRB4, DRB5; DRB1 antijenlerine
bagli olarak eksprese edilen sirasiyla DR53, DR54, DR51 antijenleri igin
kodlama yaparlar. HLA DQ ve DP bélgelerinde DR’dekinden daha az sayida alt
bdlge bulunur. DR bélgesinden farkl olarak DQ ve DP bdlgelerinde alfa genleri
de cesitlilik gdsterir°.

Sinif Il antijen ve genlerinin hepsinde ortak D harfinin bulunmasinin
nedeni bu antijenlerin varligini gdsteren serolojik ydéntem disinda farkli bir
ybntem olarak hlicre kiltiriine dayanan bir gesit Karisik Lenfosit Kilttird (MLC;
Mixed Lymphocyte Culture) reaksiyonu ile gésterilen HLA-A, B ve C den sonra
gdsterilen bir antijenin HLA-D olarak adlandiriimasindan kaynaklanmaktadir®.

Daha ileriki tarihlerde alloreaktif antikorlarin yardimi ile de HLA-DR ve
DQ antijenleri tanimlanabilmistir. HLA-DP igin bu ydntem gegerli olamamistir.
HLA-DQ'nun alfa ve beta zincirini sentezleyen genler HLA-DQA1 ve HLA -
DQB1 olarak adlandirilir. A1 ve B1 genleri peptid baglayan bdlgeleri kodlarken
A2 ve B2 bélgeleri ise immunglobulin benzer yapida molekdlleri kodlarlar. DRB
genlerinin ancak %6 kadari kodlama vyapar ve ekson 1-6 olarak
siralanmiglardir. Ekson 1 sinyal peptidi igin kodlama yaparken, ekson 2
polimorfik olan B1 bdlgesi, ekson 3 korunan B2 bdlgesi, ekson 4-6 ise
transmembran ve sitoplazmik bélimler i¢in kodlama yaparlar. Molekuler HLA
DRB1 incelemelerinde genellikle ekson 2 incelenir®.

Terminolojik olarak HLA-DRB1*0401 gibi bir 6rnek verildiginde anlatiimak
istenen sudur: Molekuler tiplendirme sonucunda (* bunu gdéstermektedir) sinif Il
nin R ailesinde betail zincir geninde 0401 allelik varyanti saptanmistir. Bu allele
karsilik gelen bir serolojik antijen HLA-DR 04'tir. Bagka bir érnek olarak HLA-
DRB1*0402 ise serolojik olarak yine ayni reaksiyonlari verdigi igin ancak
molekuler tiplendirme ile diger varyantlardan ayirt edilebilir. Saptanan allelin
serolojik karsiligi olan numara ilk iki rakami olustururken bunu takip eden 2
basamakta molekuler tiplendirme ile ulasilan ylksek c¢ozunurlikteki allel tipi
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verilir. Eger distUk ¢bézindrlikte bir analiz yapildi ve 3. ve 4. basamak
karsiliklari bilinmiyor ise bilinmiyor anlamina gelecek sekilde "XX" koyulacaktir,
Or: HLADRB1*04XX>®.

insan sinif Il molekild HLA-DR'nin alfa zincirini kodlayan genlerin
organizasyonu ve transkripsyonlarini kontrol eden ana dizenleyici sekanslar

sekil 5’'de gdsterilmektedir®.

Upregilasyon
e.0. TNF IFNy

BN

8 s Fx H v Foomwer | v el w o cw|/H }—3

:

A

R
——————
m—————

LPS IFNoy/B [« [ & | ™ | o1 | HadRa
Downregllasyon(makrofajlarda)

Sekil 5: HLA-DR-a Zincirini Kodlayan Genler ve Diizenleyici Molekiiller®.

2.1.3. Sinif lll MHC Molekiilleri

Diger genlerin bir grup varyanti, MHC kromozomu icinde sinif lll altinda
gruplanmaktadir. Bu bdlgedeki molekillerin ¢codu direkt veya indirekt olarak
immdn savunma iglevleriyle ilsikili bulunmaktadir. Dikkate deger bir kime,
kompleman komponentlerini kodlayan 4 geni igerir. Bunlardan ikisi C4 izotipleri
C4a ve C4b, diger ikisi C2 ve faktér B icindir. Sitokinler olan timdér nekroz faktér
(TNF) ve lenfotoxin (LT alfa ve LT beta), sinif lll altinda kodlanan 70kDa 1sI-sok
protein ailesinin Gyeleridirler. Eger bir MHC bdlgesinin bittigi ve digerinin
basladigi nokta tam olarak saptanabilse (ki degil), klasik sinif | veya Il bélgeleri
arasinda yer alan genler sinif lII'in bir parcasi olarak siniflandirilabilir. Ornegin,
LMP ve TAP genleri sinif Il bolgesinde bulunan T hicre epitop peptitlerinin
intrasellUler islenmesi ve tasinmasiyla ilgili bulunabilir, fakat klasik simnif Il

yapisina sahip degillerdir ve hiicre yiizeyinde eksprese edilmezler®.
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2.1.4. MHC’nin Gen Haritasi

insan MHC’sinin tam gen dizisi, aralarinda ingiliz, Japon ve ABD’lilerin
bulundugu bir grubun ortak ¢alismalari sonucunda ortaya ¢ikariimigtir. Tim dizi,
farkhh MHC haplotiplerinin bir karisimini sunar ve 224 gen lokusu icerir. Bu

genlerin 128 tanesi yani %57’si immin sistemle iliski gdstermektedir. Sinif Il ve

sinif | arasindaki bdlge olan sinif lll 60 gen icermektedir®.

Her bdlgenin detayli bir haritasi sekil 6, sekil 7 ve sekil 8de
gOsterilmektedir.
e HLA Geni | Mcs MCA 8 ¢ : 6 f ‘
Genlond | wea | W | HAe | HAC | WeE | MM [ mae | |
ate H-2 GENE TAPASIN I )] L 1] [
Gen Urina TAPASIN H-24 H-20 KL Q H-2M
Sekil 6: MHC Sinif | Gen Haritasi®.
HAGe o 0PB | DPA | DOA | OMA | OMB | LMP2 | TAP) | LMPT | TAP? | DOB | DGB | DA | DRB | DRA
insan | Gen O | P | D0c | e | DM | ¥ 2= ¥ | oop | o ooe | oRp | oRe
Ong | TAPASIN Proteazom Peptit
HLA-DP HLADO | HLA-DM Kompleks Transporter HLA:DO | HLA-DQ HLA-DR
H-2 Geni| On Ma | Mb2 | Mpl ILMP? P2 | IMP7 | TP 0b Ab Ao Eb i
Fare (Gen | O | OMa |OMR2 |OMRI | % 22" 4 | s | B | M | B | E
Orini Proteazom Peptit
120 -20M | Kompleksi | Transporter || H-20 H-2A H-2E
Sekil 7: MHC sinif Il Gen Haritasi®.
Insan | CYP2IB | C4B CYP2IA G4l BF 2 HPATE | HSPATA | HSPAIL LB TNF M
Fare | CP2IAL| o |CP2A2| S 3 02 | HPII | HSPTOS | HecTt | LB ™ | W

Sekil 8: MHC Sinif 1ll Gen Haritasi®.
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Sinif | molekdlleri alt gruplara bdlerek degerlendirmek daha yardimci
olacaktir. ilk olarak klasik sinif | molekilleri (bazen simif la olarak
degerlendirilebilir) HLA-A, -B ve —C olarak siniflandinlabilir. Bunlar, antikorlar
kullanilarak serolojik olarak tanimlanmiglardir. Bazen sinif Ib olarak tanimlanan
diger molekdiller, iligkili bir yapiya sahiptir veya MHC lokusu iginde kodlanirlar
(klasik olmayan MHC molekalleri, HLA-E, -F, -G, HFE, MHC sinif | Zinciri-
Baglantih Molekil A ve B (MICA ve MICB) gibi) ya da genomda baska bir yerde
(“sinif | zinciri iligkili” Farklilasma Kimesi—1 (CD1) ailesini ve FcRn’i iceren)
kodlanirlar. Klasik olmayan MHC genleri, klasik MHC genlerine gére daha az
polimorfiktirler, genellikle daha az varyasyon g0sterirler ve c¢ogu
pseudogendir®’.

Tek bir kromozomda yer alan ve birbirine yakin lokuslarda bulunan allel
kompleksleri bir haplotip olarak adlandirlir. HLA haplotipleri Sinif 1, 11, 1l
allellerinden olusur. Bir bireyde bulunan iki haplotip, o bireyin HLA genotipini
olugturur. Haplotipler, Mendel kurallarina uygun olarak kalitilir. Her hiicrede ve
anne baba kokenli kromozomlar Uzerindeki genler tarafindan kodlanan
proteinler birlikte eksprese edilirler. Homolog kromozomlar arasinda bir
segment degisiminin olmasi ise rekombinasyon olarak tanimlanir; gérilme
sikligr %1-3 olup; en sik HLA-A, HLA-DP bdlgelerinde goérulir. Her bdlgede yer
alan allellerin sayisi géz o6nine alindiginda: toplumlarda beklenen teorik
degerden daha az sayida haplotip bulundugu gériltr. Bu durum bazi allellerin
birlikteliginin rasgele olmadigini desteklemektedir. Bu durum Baglanti
Dengesizligi (Linkeage Disequlibrium) olarak bilinir, bazi haplotiplerin korunma
cabasi ile aciklanmaktadir. Bu egilim, en ¢cok B-Cw, DRB1-DRB3/4/5, DRB1-
DQB1 arasinda olmak lzere HLA-B ile HLA-DQB arasindaki bdlge boyunca
gorulmektedir. Arada yerlesmis olan kompleman genlerini de kapsayan bazi
haplotipler “genigletiimis haplotipler” olarak adlandinlir. Hastahk iligkisi
calismalarinda genisletilmis haplotipler ile kurulan iligkiler, allelik farklarla
kurulan iligkilere gére daha anlamh bulunmaktadir. Haplotiplerin frekansinda

etnik farkliliklarin 6nemi biyiktir®.

2.1.5. HLA Genlerinin Cesitliligi
HLA genlerinde benzersiz bir genetik gesitliligin bulundugu bilinmektedir.
Bir kiginin sergiledigi MHC genlerini etkileyen pek ¢ok faktor vardir.

18



1) Cok sayida farkh lokusun birlikte sergilendigi g6ralir; bunlarin sayisi
haplotiplere gore farklilik gésterir. Sinif | genlerde bu polimorfizimi ¢ok sayidaki
ps6dogen ve fizyolojik rolleri heniiz bilinmeyen klasik olmayan genler saglar.
Sinif 1l genlerde ise DR alt bélgesindeki genlerin yapisi ve psddogenler etKili
olur.
2) HLA genleri icinde farkh allellerin olusmasina sebep olacak sekilde dizi
farkhliklar vardir. Bu cesitlilik, 6zellikle antijen sunulmasi sirasinda T hicre
reseptéri (TCR) ile iliskiye giren zincirleri kodlayan genlerde dikkat cekicidir.
(Sinif 1 genler igcin ekson 2-3, sinif Il genler igin ekson 2). Alleller arasindaki
farklar, peptidin tagindigr kovugun ¢ boyutlu yapisi tGzerinde etkili oldugundan;
tasinabilecek peptitlerin secilmesinde de 6nem kazanmaktadir®.

immunglobulin sisteminden farkli olarak, varyasyon her bireyde bir
multigenik sistem ile saglanmaktadir. Sinif | ve sinif 1l genleri, insan
genomundaki en polimorfik genlerdir ve bu genlerden bazilari i¢cin 200 allellik
varyant tanimlanmigtir. Sinif | HLA-A, -B ve -C molekulleri ylksek derecede
polimorfiktirler. Simif 1l B zincirleri de (HLA-DR B en fazla, DP B ikinci, DQ B
tglncl) polimorfiktir ve B zincirlerinden daha az olmakla beraber —DP ve —
DQ’'nun a zincirleri de polimorfizim gbéstermektedir. HLA-DRa ve 32m yapisal
olarak varyasyon go6stermez. Bu polimorfizimden sorumlu olan amino asit
degisiklikleri, sinif I'in a1 ve a2 domainlerine ve sinif II'nin a1l ve 1
domainlerine sinirhdir. Bu durum Ozellikle B- katlantili tabakada ve merkezi
kaviteyi sinirlayan a- helikslerin i¢ ylzeyinde ve ayrica helikslerin Ust ylzeyinde
meydana gelir. MHC bdlgelerindeki bu coklu allelik formlar pek ¢ok cesit
mekanizma tarafindan saglanabilir: Nokta mutasyonu, rekombinasyon, ve gen

degisimi gibi®.

2.1.6. MHC Molekillerinin Doku Dagilimi

Karakteristik olarak, tim c¢ekirdekli hucreler klasik sinif | molekdllerini
tasirlar. Lenfoid ve myeloid hlcrelerde bol miktarda eksprese edilirlerken, daha
az miktarda karaciger, akciger ve bdbrekte, seyrek miktarda da beyin ve iskelet
kasinda eksprese edilirler. insanda plasental ekstravilléz sitotrofoblastlarin
ylzeyinde HLA-A ve -B ekspresyonu yapiimadigi gézlenmis ancak ginimuzde
bazi kanitlar HLA-C ekspresyonunun yapilabildigini disindirmektedir.
Ekstravill6z sitotrofoblastlarin ve diger plasental dokularin HLA-G tasidigl tam
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olarak gdsterilebilmigtir. HLA-G genellikle allodeterminantlari bakimindan
eksiklik gbsteren ve diger vicut hucrelerinde gbzlenmeyen bir molekildur.
Sadece timusteki meduller ve subkapsuller epitelde ve vy-interferonla
aktivasyonu sonucunda kan monositlerinde gozlenir. HLA-G'nin plasentadaki
roli agik degildir, fakat klasik sinif I molekillerin yerine ge¢cme fonksiyonunu
yerine getirebilirler. Diger taraftan sinif Il molekdller ekspresyonlar agisindan
hayli sinirhdirlar ve sadece B hucrelerinde, dendritik hlcrelerde, makrofajlarda
ve timik epitelde eksprese edilirler. Bununla birlikte y-interferon gibi ajanlarla
aktive edildiklerinde, kapiller endotel ve timus disindaki pek cok dokudaki epitel
hicreler sinif Il ekspresyonu yapmaya basglarlarlar ve sinif | ekspresyon

diizeyini de arttirirlar>®789,

2.1.7. Klasik Olmayan MHC ve Sinif | Zinciri-Baglantili Molekdiller
Bu molekilller p2m’i kullanan CD1 ailesini igerirler ve klasik sinif |

molekulleriyle benzer bir genel yapiya sahiplerdir (sekil 9).

Sekil 9: CD1'in Molekiiler Yapisi®.

Bununla birlikte MHC’ye gére farkh bir kromozomda, kromozom 1’de
kodlanirlar. MHC emsallerine benzer olarak CD1; antijenlerin T hucrelerine
sunumlarinda rol alir, fakat antijjen baglayici oluk genellikle hidrofobik

aminoasitler tarafindan bir miktar kapatiimigtir ve sadece dar bir girigse uygun bir
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acikhk barindirmaktadir. Peptit antijenleri baglamak yerine, CD1 molekdilleri
genellikle lipit veya glikolipit sunumu yaparlar. insan hiicrelerinde en az 4 farkli
CD1 molekili ekspresyonu yapilmaktadir. CD1a,b ve c; kortikal timositlerde,
dendritik hlcrelerde ve B-hlcrelerinin alt gruplarinda bulunurken; CD1d
intestinal epitelde, hepatositlerde ve tim lenfoid ve myeloid hUcrelerde
bulunurlar®.

insanda, HLA-E; HLA-A, -B, -C ve G molekiillerinin sinyal sekanslarindan
kaynaklanan 9 amino asitlik peptidi baglar ve Dogal Oldiiriicii (NK) hiicreler ile
sitotoksik T hicrelerindeki CD94/NKG2 reseptérleri tarafindan saptanir. Yine
baz sitotoksik T hiicreleri izerindeki af TCR’ler tarafindan da saptanir®.

MICA ve MICB klasik sinif | ile ayni domain yapisina sahiplerdir ve
goreceli olarak yuksek bir polimorfizim gosterirler. Epitelyal hicrelerde,
gastrointestinal yolda ve timik kortekste bulunurlar ve NKG2D aktive edici
molekul tarafindan saptanirlar. Bu etkilesim icin olan muhtemel bir rol, NK ve T-
hiicre antitimér yanitlarinin uyariimasi olabilir®.

HLA-F'nin fonksiyonu net degildir. Daha ©6nceden HLA-H olarak
gbsterilen HFE; peptit baglayamayacak derecede dar bir oluk icerir ve immin
savunmada bir rol oynamayabilir. Bununla birlikte transferrin reseptdriine
baglanir ve demir aliminda rol aliyor olabilir. HFE'deki bir nokta mutasyon
(C282Y) herediter hemokromatozlu hastalarin %70-90’ninda bulunmaktadir ®”.

2.2. MHC Molekiillerinin Fonksiyonu ve Sentezi
Sinif 1 ve Sinif I MHC molekdlleri, peptitler ile dayanikli kompleksler
olusturarak onlarin T lenfositler tarafindan taninabilecek sekilde hcre
ylzeyinde sergilenmesini saglarlar®. TCR ile olan etkilesim hem peptide hem de
MHC molekuliine baghdir. Bir kural olarak TCR; yalniz bir MHC molekiline
veya iliskisiz bir pepetitle kompleks olusturmus MHC molekiliine baglanmaz’.
Peptit-MHC kompleksi TCR repertuvarini da belirler. Timustaki T lenfositlerin
pozitif ve negatif seciminde belirleyici olur. MHC molekiilleri, bireyin
olusturacag! immun yaniti:
1) Farkh antijenik peptitlerin sunulmasini saglayarak,
2) T hucrelerindeki antijen tanima mekanizmalarini etkileyerek kontrol
etmektedir.
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HLA allellerinin farkhhklari ve T hicrelerinde gerceklesen yeniden gen
dizenlemeleri sayesinde her bireye 06zgl benzersiz bir immidn yanit
olugsmaktadir. Canli tdrleri arasinda antijen sunma kapasitesi en fazla olanlar,
antijen sunan molekdlleri en cesitli olanlardir®.

MHC molekdlleri hiicre ylizey belirtecleri olarak aktivasyon goésterirler ve
infekte hlcrelerin sitotoksik ve yardimci T hlcrelerine sinyal iletimini saglarlar.
Bu rolin immUn yanit icindeki blyik énemi tartismasizdir ve MHC bélgesindeki
zengin polimorfizim, tarlerin farkli mikroorganizmalara karsi maksimum koruma
cevabi olusturmasini saglamaktadir. Bu duruma c¢arpict bir 6rnek olarak
malarya verilebilir. Dogu Afrika’daki Plasmodium Falciparum tlrGnin
olusturdugu ciddi malaryaya kargl olusan diren¢ HLA-DRB1*0101 ile iligkili
gOralirken, parazitin Bati Afrika tlrine karsi gérilen direngc ise HLA-
DRB1*1302 ile iligki gdstermektedir®’.

2.2.1. Antijenler icin T Hiicre Yiizey Reseptérleri

Antijen spesifik T-hiicre reseptdru; alfa ve beta olmak Gzere iki disilfid-
baglantili zincirden olusan bir membran bagl molekil olarak tanimlanabilir. Her
zincir; iki Ig-benzeri domain seklinde katlanirlar. Bu domainlerden biri (i¢
domain) goéreceli olarak varyasyon gdéstermeyen bir yapiya sahip iken, digeri
(dis domain) yiksek derecede varyasyon gdésterir. Dolayisiyla aBTCR, Ig Fab
fragmanina benzer bir yapr g0Osterir. Bu iki degisken bdlgenin her biri 3
hipervaryasyon gosteren boélgeye sahiptir ve MHC ligand ile baglanti saglayan
aminoaistleri bir araya getirir. Her iki zincir de antijen saptanmasi igin
gerekmektedir®.

T hucrelerinin cogu alfa ve beta zincirinden olusan reseptérleri (TCR2)
eksprese ederler. Farkh bir reseptér grubu olan (TCR1) yd reseptérlerini tasir ve
erken timik ontojenide guclu bir sekilde transkribe edilir. Fakat yetiskinde esas
olarak epitelyal doku ile iligkili bulunmaktadir. insanlarda, yd hiicreleri kandaki
periferal T hdcrelerinin %0,5-15'ini olustururken, intestinal epitel ve deride
blylk bir baskinlik gdsterirler. Genelde, y& T-hicreleri, mikobakterilerin igcerigi
olan ve lipit ve glikolipit molekiilleri ve isi-sok proteinlerini iceren bazi mikrobial
antijen tiplerinin taninmasinda gérev alirlar®.

T-hlcre reseptodrleri, antijenleri MHC sinif | veya Il molekilleriyle iligkili
olan hiicrelerin yiizeyinde saptarlar'®'®. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda
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gbsterildigi Gzere; bazi istisnalar disinda af reseptéri tasiyan T-hicreleri,
sadece antijen-sunucu hicreler T-hlcrelerin kaynaklandigr konak ile aynit MHC
haplotip ekspresyonu vyaparsa yanit verebilirler. T-hiicre saptama olayi
tzerindeki bu haplotip sinirlamasi bize kesin olarak MHC molekadllerinin, antijen
tastyict hdcreler ile ona uygun antijen-6zgul T lenfosit arasindaki etkilesimde
6nemli bir role sahip oldugunu géstermektedir. Ayrica genel olarak sdylemek
gerekirse; sitotoksik T htcreleri sinif | MHC igerigindeki antijenleri saptarken;
makrofajlarla etkilesime giren T hlcreleri, antijen sinif [l molekallerle iligkiliyken
yanit olusturabilirler' '3,

T hdcreleri; antijenlerden kaynaklanan lineer peptitleri saptarlar. T
hucreleri MHC ve peptidin her ikisini de saptar. T-hiicre epitopu olarak rol
oynayan peptit; a-heliks ve B-katlantili tabakalar tarafindan olusturulan olukta

bulunmaktadir'?13,

2.2.2. Sinif | MHC ile Sunulan Antijenlerin Hiicre ici islenmesi

Sitozoldeki gizli proteolitik yapilar olan proteazomlar, proteinlerin rutin
dénusiminde (turnover) ve hicresel yikiminda (degradasyon) yer alirlar.
Antijen sunumu i¢in tahsis edilen ve viral proteinleri iceren sitozolik proteinler bu

yapilarin yer aldigi bir yolak ile peptitlere parcalanirlar'®'® (sekil 10).
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Sekil 10: Sitozolik Proteinlerin Proteazom Aracihigi ile Yikimi'2.

Bununla birlikte, 16sin ve aspartil aminopeptitazlari igeren dider sitozolik
proteazlar da bu antijen islenmesi olayina katkida bulunurlar. Sitozolde bulunan
proteinlere ek olarak; membrana bagl proteinlerin bir kismi, endoplazmik
retikulumdan (E.R.) sitozole SEC61 molekller kompleksiyle geri tasinan
sekretuar proteinler ve mitokondri kaynakli proteinler de sinif | sunumu igin
isleme girerler. islemden énce, proteinler ATP-bagimli bir islemle bazi ubiquitin
molekullerine kovalent olarak baglanirlar. Poliubiquitinasyon, polipeptitleri
proteazoma ydnlendirir'? 1314,

Proteazomlar tarafindan Uretilen peptitlerin sadece %10°’u MHC sinif |
oyuguna uygun olabilecek optimal uzunluga sahiplerdir. Yaklasik %70’i antijen
sunumunda fonksiyon gdéstermek icin ¢ok kiguktlr. Kalan %20’si ise sitozolik
aminopeptitaz gibi kompleksler araciligi ile daha ileri bir dizenlemeye ihtiyag
duyarlar. IFNy sitokini 3 katalitik proteazomal alt Gnitenin Gretimini arttirir.
Bunlardan ikisi polimorfik distk molekller agirhkli proteinler LMP2 ve LMP7;
digeri ise nonpolimorfik LMP10’dur. Bu molekuller homolog katalitik alt Gnitelerin
(sirasiyla B1, B5, p2) yerini almiglar ve proteazomu imminoproteazom haline
gelecek sekilde dizenlemiglerdir. Bu dizenleme iginde peptit Gretimini sinif |
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baglamasi icin en uygun hale getirmek icin parcalama spesifitesini modifiye
etmek bulunur'®,

Proteazom ve immunoproteazom kaynakli peptitler; antijen islenmesi ile
iliskili tasiyicilar (TAP1 ve TAP2) (transporters associated with antigen
processing) araciligi ile E.R. icine transloke edilirler. Bu islem 1si-sok protein
ailesinin de Uyelerini igerir. Yeni sentezlenen sinif | agir zinciri E.R. iginde bir
molekller saperon olan ve katlanmaya, disulfid bag bigimlenimine ve p2m ile
birlesmeye yardim eden kalneksin tarafindan tutulur'®'3 (Sekil 11).

insanlarda kalneksin daha sonra kalretikulin ile yer degistirir. E.R.-sinirli
protein olan Erp57; thiol redlktaz, sistein proteaz ve saperon fonksiyonlarina
sahiptir ve B2m ile beraber katlanan kalretikulin-kalneksin ve sinif | agir zinciri
kompleksiyle baglantili hale gelir. Bu saperonlara bagl durumdaki bos sinif |
molekuld, tapasin aracihdi ile TAP1/2 ile baglantii hale gelir. Peptit
yUuklenmesini takiben, sinif | molekilt gesitli aksesuar moleklllerden ayrilir ve
sonucta stabil peptit-sinif | agir zincir- f2m kompleksi, golgi bezini gecerek
sitotoksik T-hucreleri icin bir hedef olarak rol oynayacaklari hicre ylUzeyine
ulasirlar'®'31° (Sekil 11).
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Sekil 11: Endojen Antijenlerin Sinif | MHC Tarafindan Islenmesi ve Sunumu'.

2.2.3. Sinif Il MHC ile Antijen Sunumu
Antijenik peptitle birlikte olan sinif I MHC kompleksi, farkli bir intrasellller
mekanizmayla Uretilir. Bu sistemde sinif Il iceren bir trans-golgi veziklld,
endositik mekanizmalar ile hicre igine alinan ekzojen protein antijeni igeren bir
gec endozomla kesismek zorundadir. Sinif I molekiller; E.R.’da birkac
fonksiyona sahip olan invariant zincir (li) ile iligkili olan a ve B zincirinden
olusurlar'®'® (Sekil 12).
[i'nin fonksiyonlari:
1) Olgunlagsmamis sinif Il molekiliin en uygun sekilde katlanmasi igin bir
saperon gibi rol oynar.
2) li'nin luminal pargasinin internal sekansi MHC oyuguna yerlesir ve
bdylece sinif Il molekdli antijen iceren endositik kompartmana
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ulasmadan 6nce E.R.’daki peptitlerin vaktinden énce MHC oyugunu isgal

etmelerini 6nler.

3) linin af siif Il heterodimeri ile kombinasyonu, retansiyon sinyalini
inaktive eder ve golgiye olan transportu saglar.
4) Son olarak li'nin N-terminal sitoplazmik bélgesindeki hedef motifleri, sinif

IIiceren vezikullerin endositik yolaga yénlendirilmesini saglar.

Bu sirada, ekzojen protein endositoz ile hlcre icine alinir, erken
endozom progresif asidifikasyona maruz birakilir ve asparajinil endopeptidazlar
gibi endozomal proteazlar ile peptitlere islenirler. Sonunda lizozom haline gelen
gec endozomlar, lizozomal baglantili membran proteinlerini (LAMP) kazanirlar.
Bu molekalin fonksiyonu tam olarak aciklik kazanmamistir. Bu geg¢
endozomlar; sinif ll-li kompleksi iceren vakuollerle birlesirler'?'3 (Sekil12).

Antijen Sunumu Ekzojen Antllen

Hocre < Zamf 11 Peptit Komplelksi
Y azeyi II [
Peptit
T yUklemme
sl
cDaz
HSP70 o P 5] @l Psiafikasyon
o] > Erken
.' Endozom
I - - [Cegradasyon |
Do gradasyonu
g —_——m—m
.EﬂTE ENDDSOE‘:?_
LAMPs
T [ Fusion
Y R
e ea e
I~ " ) Goliigindeniransport
e S
Sinef I MHC + i
o 7
a3
Ivvariant Zincir {11)
Eeta-zinciri
R i

=] Afa-zincir

I

Sekil 12: Eksojen Antijenlerin Sinif Il MHC Molekdilleri Tarafindan islenmesi ve
Sunumu',
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Asidik ortamda, MHC sinif Il-zenginlestiriimis kompartmanlarda (MIIC),
proteazlar li molekilinin MHC oyugunda yerlesen parcasi digindaki kismini
degrade ederler ve geriye Sinif-ll-iligkili invariant Zincir Peptidi (CLIP; class-II-
associated invariant chain peptit) olarak adlandirilan kisim kalir. MHC-iligkili
dimerik bir molekil olan HLA-DM, daha sonra CLIP’in uzaklastiriimasini katalize
eder ve oyugdu agik hale getirir. Bdylece endozomda Uretilen peptitler bu oyuga
yerlesebilirler'?'3(Sekil 13).

Sekil 13: MHC Sinif Il Tasinnmi ve Peptit YUklenmesinin Karikatirize

Gosterimi',

Bu islem katlanmamis peptitleri rastgele karigik bir sekilde baglayan
hsp70 ailesinin  Oyeleri tarafindan desteklenebilir. Bagslangicta peptit
baglanmasi, peptit konsantrasyonu tarafindan belirlenmektedir. Fakat HLA-DM
ayni zamanda yuUksek affiniteli peptitlere yer acmalari icin dusik affiniteli
peptitlerin uzaklastinimasina aracilik eder. HLA-DM; en stabil baglanma
dzelligine sahip peptitleri bir araya getiren bir editdr gibi rol oynar. Ozellikle B
hucrelerinde, ek bir MHC-iligkili molekil olan HLA-DO, sinif II'ye bagh HLA-DM
ile birlesir ve ph-bagimli bir ortamda fonksiyonunu modifiye eder. B-Hlcre
Reseptori (BCR) aracihdi ile hiicre igine alinan antijenlerin sunumuna destek
olarak etki gdsteriyor olabilir. Tetraspanin ailesinin bir Gyesi olan CD82 de
ayrica MIIC’de bulunmaktadir fakat rolll tam olarak agiklanamamigtir. Sinif 11-
peptit kompleksleri sonunda T-helper hicrelerine sunulmak Uzere membrana

transport edilirler'®'3.
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Boylece genel olarak, endojen protein antijenleri sinif | sunumu igin
islenirlerken, ekzojen protein antijenleri sinif Il sunumu igin iglenirler. Sinif 1l
sunumu igin antijenlerin islenmesi, disaridan alinan ¢ézunir proteinlerle sinirl
olsa da; ayni zamanda direkt fagositoz veya uzamig intrasellller birlikteligin
sonucunda lizozomal yapilara antijenleri ulasan mikroorganizmalari da
kusatabilirler. E.R.’deki proteinler ve peptitler de sinif Il oyudu icin potansiyel
muUsterilerdir ve MIIC’ye dogru bir yolculuk yapabilirler. Aksine sinif-I sinirli
cevap da ekzojen antijenlere karsi geligtirilebilir ve cross-priming olarak
adlandiriir. Bu olay iki sekilde gerceklesebilir. Ya proteinlerin fagozomdan
sitozole transfer edildigi fagositik hiicrelerde TAP-bagimli yolakla; ya da peptit
degisiminin meydana geldigi yere sinif ll-zengin kompartmanlar icinde ulasan
hiicre ylizeyi MHC sinif | molekiillerinin endositozu ile gerceklesir'®'2.

MHC oyugdu; iclerine yerlestirdikleri peptitlerin yapisi ve uzunlugu
hakkinda iyi tanimlanmis bazi sinirlamalar koymustur ve farkli MHC allellerine

gore farkllik gdsterir'®'3,

2.2.4. MHC Sinif I'e Baglanma
X 1sini analizleri sonucunda peptitlerin siki bir sekilde oyugun uzunlugu
boyunca yerlestigi gdsterilmistir’® (Sekil 14).

a MHC Sinif I-bagl peptit

Ifa2
Heliks

Sekil 14: Peptitlerin MHC Sinif I'e Baglanmasi'2.
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N- ve C- terminalleri oyugun her iki ucundaki rezidilere MHC allelinden
bagdimsiz olarak siki hidrojen baglariyla baglanmiglardir. Dogal olarak olusan
peptitler, purifiye MHC sinif I'den izole edilerek incelenmistir. Genellikle 8-9
rezidl uzunlugundadirlar ve daha uzun peptitler yariktan yukariya ve disa dogru
cikinti yaparlar. Peptit havuzu diziliminin analizi genellikle belirli anahtar
pozisyonlarda gugli amino asit sinyalleri oldugunu géstermistir. Bunlar ¢apa
pozisyonlari olarak adlandirilirlar ve MHC oyugundaki allel-spesifik ceplere
uygun olabilecek gsekilde tercih edilen amino asit yan zincirlerini
gosterirler'(Sekil 15).

a Sinif | capa ceplerine peptit baglanmasi
N Peptit C
Oyuk

Sinif | beta tabaka

= T e e e e

Sekil 15: Allel Spesifik Sinif | Ceplere Peptit Baglanmasi'?.

Sinif I-baglayan peptitler igin genellikle iki bazen (¢ majér capa
pozisyonu bulunmaktadir. Bir tanesi C-terminal ugta bulunurken, digeri siklikla
pzisyon 2 (p2)’de bulunur. Ancak bazen P3, P5 veya P7’de de bulunabilir.
Bazen bir majér capa cebi yerine, iki veya U¢ daha zayif sekonder baglayici cep
bulunabilir. iki veya U¢ gapa motifinin sinirlayici 6zelligine ragmen, her MHC
sinif | alleli gok sayida farkli peptitleri yerlestirebilmektedir'.

Viral enfeksyon vakalar disinda, dogal sinif | ligandlari; hlcreler
tarafindan endojen olarak sentezlenen proteinlerden, histonlardan, 1si-sok
proteinlerinden, enzimlerden, lider sinyal dizilerinden kaynaklanan self
peptitlerdir. Bu peptitlerin %75'i sitozolden kaynaklanir®® (Sekil 16). Cogu
disik miktardadir (Her hicre icin yaklasik 100-400 kopya). Bu ylUzden,

timorlerdeki onkofetal proteinlerde ve infekte olan hicrelerdeki viral antijenlerde
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gbzlendigi gibi alisiimadik sekilde fazla protein ekspresyonu gerceklestiginde,
bu antijenler T-hiicreleri tarafindan kolayca saptanabilir'2.

} Sinif | | Sih_lf Il

B sitozolik Ekzojen
[ Membran iliskil MHC iliskil

Sekil 16: Sinif | ve Sinif Il Bagh Peptitlerin Kaynaklari'.

2.2.5. MHC Sinif I'ye Baglanma

Sinif I'de gérildigu Uzere, N ve C terminal bélgelerinde peptite, allel
bagdimsiz hidrojen baglari baglanmistir. Bunun aksine sinif 1l oyukta hidrojen
baglan tim peptit uzunlugu boyunca ana zinciri olusturan atomlarla bag
olusturacak sekilde artmistir. Peptit yan zincirleri igin sinif Il allel-spesifik
baglayici cepler dikkate alindidinda, 3 veya 4 majoér capa rezidlisine dayanan
motifler 5nem kazanmaktadir'?(Sekil 17).
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y Sinif Il capa ceplerine peptit baglanmasi

Peptit

Sinif 2 beta tabaka

Sekil 17: Allel Spesifik Sinif Il Ceplere Peptit Baglanmasi'®.

Peptit zincirleri i¢in daha duslUk ilgiye sahip olan sekonder baglayici
cepler de hala peptit-MHC kompleksinin affinitesini modifiye edebilirler. Ne
yazik ki belirledigimiz herhangi bir peptit icin olugan ilgiyi tam olarak
saptayamayiz. Cunkd sinif 1l oyugunun yapisi, peptidin uzunlugu UGzerine bir
sinirlama getirmez ve peptit oyugun her iki ucundan digari sarkmaktadir. Bu
acidan sinif | bolgesindeki peptit sinirlamasindan  tamamen farklilik
gostermektedir'?.(Sekil 17 ve 18)

b MHC Sinif Il bagh peptit

DR alfa
zinciri

DR beta
zinciri

Sekil 18: Peptitlerin MHC Sinif II'ye Baglanmasi'?.
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Daha 6nceden de belirtildigi gibi, her sinif Il molekuld, 8 ila 30 amino asit
arasinda uzunluga sahip peptitleri baglayabilmektedir. Dogal olarak MHC’den
izole edilen bir peptit havuzunun analizi sonucunda, hangi amino asit yan
zincirinin  oyuktaki mevcut olan 9 uygun bdlgeden hangisini tercih ettigini
saptayamamaktayiz.

Oyugun erisilebilir yapisindan dolayi ve dogal molekilin katlanmamis ve
indirgenmis olarak bulunmasindan 6tirG herhangi bir yikim islemi meydana
gelecek olursa, yuksek affiniteli epitoplar kendilerini sinif 1l baglayici oyuk igine
gbmebilirler ve proteolizden korunabilirler. HLA-DR1 molekilinde g0sterildidi
Uzere; peptit baglanmasi, peptit baglayici oyuk boyunca genigleyen daha acik
bir konformasyondan daha kompakt bir yapiya gecisi uyarmaktadir. Dlzenleme
islemi peptit baglanmasindan sonra meydana gelir ve 8-30 amino asit
uzunlugunda bir peptit zinciri birakir. Olusan peptit-MHC kompleksinin gbreceli
konsantrasyonunu birkag faktor etkiler:

1) Capalarin uygunlugu ile belirlenen oyugun affinitesi.

2) Internal rezidller tarafindan yapilan gogaltma ya da sinirlama (baglayici
rezidiler disindaki sekanslarin peptit baglama spesifitesi Uzerinde etkileri
cok duslk veya yoktur)

3) Proteaz ve disulfid indirgenmesine kargi olan duyarlilik

4) Daha ylksek affiniteye sahip determinantlarin varligina bagl yarismali
inhibisyon.

Olusan farkh peptit komplekslerinin konsantrasyon miktarlar, T
hicreleriyle  etkilsim  kabiliyetleri agisindan  epitoplarda  bir  hiyerargi
olusturmustur. En efektif dominant olarak tanimlanirken, daha az efektif olanlar
subdominant olarak tanimlanmaktadirlar. Dominant ve subdominant olarak
kabul edilebilen self epitoplar, genellikle timustaki T-hlicre ontojenezi sirasinda
toleransi indUkleyebilirler. DlsUk miktarda self peptite sahip kompleksler ise T-
hiicrelerini tolere edemezler ve bu otoreaktif T-hicreleri altta yatan potansiyel
otoimmdinite tehtidini ortaya cikarirlar'?.

2.2.6. T-Hucre Reseptorii, MHC Moleklliu ve Antijenik Peptidin Birbiriyle
Etkilesimi

af T-Hicre Reseptéri, MHC ve antijenik pepetitle bir 3’10 kompleks
olugturur. MHC’ye peptit baglanmasi ve peptit-MHC kompleksine TCR
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baglanmasinda yer alan kuvvetler, antikor-antijen baglanmasindakilere
benzerdir (nonkovalent baglar gibi). Rekombinant DNA teknolojisi ile Gretilen
¢O6zunlr TCR preperatlari bir sensér ¢ipin Uzerine yerlestirildiginde, MHC-peptit
kompleksini spesifik olarak oldukca disik bir affinite (Ka) (10* den 10’ M e
kadar degisen bir aralikta) ile baglayabilmektedirler. T hicreleri hedef hlcreler
ile temas sagladiginda TCR’ler ve onlarin MHC-peptit ligandlari arasinda olusan
atomik temaslarin azhgi ve disik affinite, TCR saptamasinin bu hicresel
etkilesimin baglanma enerjisine olan etkisini oldukca 6nemsiz kilmaktadir.
Cekim gicindn asil yikini antijen bagimsiz majér adezyon molekdlleri olan
Hicreler Arasi Adezyon Molekili-1/2 (ICAM-1/2; intercellular Adhesion
Molecule), Lenfosit Fonksiyonu iligkili Antijen-1/2 (LFA-1/2; Lymphocyte
Function-Associated Antigen) ve CD2 gibi molekdller Gstlenmektedir. Ancak T-
hicresinin MHC peptit kompleksi tarafindan uyariimasi gerektiginde, sinyal
iletimi mutlaka T hiicre reseptérii Gizerinden gerceklesmelidir'2.

Her TCR zincirinde CDR1, CDR2 ve CDRS3 olmak lzere 3 tamamlayici
bdlge bulunmaktadir. CDR1 ve CDR2, CDR3’e gbre ¢cok daha az degiskenlige
sahiptirler. MHC peptit kompleksi incelendiginde en fazla varyasyon antijenik
peptitte beklenmektedir. Bu ylzden mantiksal bir modelde, TCR zincirinin
CDR1 ve CDR2 bélgeleri MHC’nin alfa-helikal yapilariyla temasta bulunurken;
CDRS3 peptite baglanmada gérev almaktadir. Bu gériise uygun olarak, bazi
calismalar MHC igerigi icinde sunulan peptitlerdeki kiglk varyasyonlari
saptayan T-hlcrelerinin, sadece CDR3 cok degisken bdlgeleri bakimindan
birbirlerinden farkli olduklarini géstermistir'?.

TCR’lerin birlesme bdlgesi, peptit MHC kombinasyonunun hafif dalgali
ylzeyine uyacak sekilde diiz bir yapi teskil eder. MHC sinif | tarafindan sunulan
peptitlerin saptanmasi icin TCR; TCRVa domaini ile peptit-MHC ortasindan
diagonal olarak uzanmakta ve MHC a2-heliksini ve peptidin N-terminal bdlgesini
kaplamaktadir. VB domaini de ayni sekilde diagonal olarak uzanmakta ve ai-
heliksini ve peptidin C-terminal parcasini kaplamaktadir. Daha fazla kristal
¢6zimleme yapilincaya kadar, baglanmayla ilgili kati ve hizli kurallar koymak
imkansizdir. Fakat en fazla varyasyona sahip olan CDR3’Un peptit ile en biyuk
temasi yaptigi ve Ozellikle peptidin orta kismina (P4-P6 arasi) odaklandig
aciktir. CDR1’ler hem peptit ile hem de MHC’nin alfa-heliksiyle temas kurabilir
iken, CDR2’ler blylk oranda MHC alfa-heliksleri ile etkilesime girmektedirler.
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Bu etkilesimler sonucunda CDRS3’lerde belirgin konformasyonel degisimler
g6zlenmektedir. Yeni yapilan kristal yapi analizlerinde, MHC sinif 1l tarafindan
sunulan peptidi saptayan TCR yapisi incelendiginde, TCR’nin bagl olan peptidi
dikey bir oryantasyon ile gecerek farkli bir oryantasyon olusturdugu
gorilmuastir. MHC sinif 1l molekilleri tarafindan sunulan peptitler daha uzun
olmasina karsin, TCR’nin peptitle kombine olan kisminin blyUkIigu maksimum
9 peptit rezidl dizisinin saptanmasina izin verir. MHC oyugdunun igindeki peptit
rezidllerinin merkezi kismi TCR’lerin saptama iglemleri icin odak teskil
etmektedir. TCRVa domaini sinif Il 1-heliksi ile temasa gegerken, V3 domaini
al-heliksi ile temasa geger'?. B ve T hiicreleri tarafindan antijenlerin farkli
formlarinin saptanmasi konaga avantaj kazandirir. Antikorlar, ekstrasellller
sivida dogal formlarinda bulunan mikroplar ve Urlnleri ile savasirlar. B hicre
reseptéri icin, epitoplari dogal formlarinda saptamak konaga bir avantaj
kazandirmaktadir.

af T-hacreleri farkl bir géreve sahiptirler. Sitotoksik T-hlcreleri ve sitokin
sekrete ederek infekte makrofajlar aktive eden T hiicreleri, infekte hicreleri
arayip onlara baglanmali ve hedef ile yiz ylze gelerek efektér fonksiyonlarini
uygulamalidirlar. ik olarak intraselliler infeksiyoz ajanlar tarafindan dretilen
proteinler ele alinacak olursa, MHC molekilleri effektdr T-lenfositlerine bir
hiicreyle karsilagtiklarini anlatir. Ikinci olarak T-hlicreleri, yiizeyinde dogdal bir
mikrobial molekdl bulunan infekte olmamig bir hicreye saldirmak istemez. Ek
olarak hicre yilzeyinde asiri miktarda dolagsimdaki antikorlarla istila edilerek
bloke edilmis bir antijenik hedefe sahip olmak istemez. Bu ylzden mikrobial
antijenleri ylUzeylerinde dogal molekiler formlarindan daha farkli eksprese
etmek, infekte hlcrelerin yararina olacaktir.

GUnUmUlzde daha acik anlasildigi Gzere, bu konudaki evrimsel ¢6zim, T-
hicreleri intraselliler antijenden kaynaklanan islenmis peptidi saptayabilecek
hale getirme ve ylzey MHC molekdlleri ile bir kompleks olusturmasini
saglamaktadir. Daha sonra T-hlicre reseptdérii ayni anda hem MHC hiicre
belirteglerini, hem de peptit infeksyon belirtecini saptayabilir'®.

T-lenfositler ve antijen sunucu hicreler birkac c¢ift aksesuar molekdl
Uzerinden etkilesime girerler. Normal bir TCR’nin, spesifik MHC-antijen peptit
kompleksine olan afinitesi géreceli olarak disiktir'? (Sekil 19). Bu ylizden
Antijen Sunucu Hucre (APC) ile yeterli derecede stabil bir baglanti kurabilmeleri
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ancak LFA-1/ICAM-1, CD2/LFA-3 ve digerleri gibi komplementer aksesuar

molekul giftlerinin etkilesimi ile basarilabilir'® (Sekil 20).

Artan Baglanma Kuwveti -

I— [ I I I [ I | P
| 5; Antikorlar (2___
Y Y

TCR/MHC-Peptit
l
CD2/LFA-3 |
l Blyume Faktord
LFA-1/ICAM-1 | | cD28/B7 | g ResePtoner
Y 4 Y A4

102 108 104 10° 108 107 108 10° 10" 10" 10"

] Affinite  (K) M”! ‘

Sekil 19: T-lenfositleri ve Antijen Sunucu Hicreler Arasindaki Etkilesimde Yer

alan Molekdler Ciftlerin Goreceli Affiniteleri'®.

Sinyal @) Sinyal) + @

TCR MHCII

CD4+ T-cell CD4+ T-cell

Sekil 20: T-hiicrelerin Aktivasyonu'®.
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T-hUcrelerinin aktivasyonu iki sinyale gereksinim duyar. TCR’ye kargi
ybnlendirilen anti-idiotip veya anti CD3 antikorlarin higbiri istirhat halindeki T-
hicrelerini kendi baslarina aktive edemezler. Ancak IL-1’in ilave edilmesinden
sonra, RNA ve protein sentezi indiklenmis, hlcre blast benzeri bir gériiniim
alacak sekilde genislemis, IL-2 sentezi bagslamis ve hicre mitoz siklislinde
GO0'dan G1 fazina gec¢mistir. Bu nedenle istirhat halinde olan yardimci T
hucrelerin aktivasyonu igin iki sinyale ihtiya¢c duyulmaktadir (Sekil 20). APC’nin
ylzeyindeki MHC sinif 1l ile iliskide bulunan antijen, bu gereksinimleri
karsilayabilecek kabiliyete sahiptir. TCR, antijen ve MHC arasinda olusan
kompleks formasyonu, reseptdr-CD3 kompleksi Uizerinden sinyal 1’i saglar ve
bu sinyal CD4'Un MHC ile eslesmesiyle blytk miktarda kuvvetlendirilir. T-
hicresi artik APC tarafindan Uretilen bir kostimilatuar sinyal 2’'ye maruz
birakilmaktadir. IL-1 de bu stimllasyonda yer alsa da, en potent kostimulatuarin
APC (zerinde yer alan ve CD28e baglanan B7 oldugu ortaya cikariimistir. Bu
ylzden T-hicrelerinin aktivasyonu anti-B7 ile bloke edilebilir ve T-hicreleri
anerjik kilinabilir. Bunun sonucunda higbir antijen stimilasyonuna yanit
olugturulamaz. ICAM-1, Vaskuller Hicre Adezyon Molekili-1 (VCAM-1;
Vascular Cell Adhesion Molecule) ve LFA-3 gibi adezyon molekulleri kendi
baslarina kostimilatuar degillerdir fakat diger sinyallerin etkisini giiglendirirler'®
(Sekil20).

2.3. MHC Molekiillerinin Tiplendirilmesi
MHC’nin bir hastalikla iligkisini ortaya koymanin iki yolu vardir.
1) Aile galismalari: HLA lokusu ile hastaligi kontrol eden genler arasinda bir
beraberlik olup olmadigini ortaya koymakta yararli olur.
2) Populasyon Caligmalari: Bir hastalik ile HLA antijenleri arasindaki iligki
hasta ve kontrol gruplarinda yapilan ¢alismalar sonucunda belirlenir.
Otoimmun hastaliklarin gogunun HLA ile iliskili oldugu distnulmektedir, yani
belli hastaliklar belli allelleri tagiyan bireylerde daha sik goralir. HLA-hastalik
iliskisinin en carpici iki 6rne@i: Romatoid Artrit (RA) ve Insilin Bagimli Diabetes
Mellitts (IDDM)’tir. Hastalikla iligkili bulunan allellerin daha ¢ok sinif |l genlerde
bulundugu, sinif | ile kurulan iligkilerin de “baglanti dengesizligi” nedeni ile sinif |
ve sinif Il arasindaki birlikteliklerden kaynaklanabilecegi disundlmektedir. HLA

molekulleri sadece hastaliga yatkinigi gésteren bir 6zellik olup; genellikle
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hastaligin ortaya ¢ikmasina ¢ok sayida faktérin beraberce bulunmasi sebep
olmaktadir. Bu faktérler, HLA molekulleri ile birlikte kalitilan genlerle (6r TNF) ve
farkll kromozomlarda yerlesen farkli genlerle iliskili olabilir. Ornegin Ankilozan
Spondilit ile HLA B27 iligkisi ¢ok iyi bilinmektedir ancak HLA B27 tasiyan
kisilerin ancak %?2’sinde bu hastalik ortaya c¢ikmaktadir. Antijenler yerine o
grupta mevcut allellerin saptanmasi durumunda daha anlamli sonuglar alinabilir.
Sunulacak peptitleri ve dolayisiyla olusacak immin yanitin 6zelliklerini HLA
molekdlleri kadar antijenlerin islenmesi sirasinda olusan peptitlerin yapisi da
belirlemektedir. Bu nedenle sinif | MHC genleri arasinda yer alan ancak yapisal
olarak onlara benzerlik géstermeyen ve antijen igslenmesinde rol alan LMP ve
TAP genlerindeki cesitliligin  de hastaliklar ile iligkili  olabilecegi
distndlmektedir®.

Son yillarda HLA tipinin belirlenmesi c¢ok duyarli ydntemlerle
yapilabilmektedir. HLA tiplerini tanimlarken kullanilan terminoloji de kullanilan
yontemlerle iligkilidir. Terimler arasinda bir baglanti kurmak gii¢ olabilir. Ornegin
DRB1*1501 olarak tanimlanmis bir genin DR2 nin bir alleli oldugunu tahmin
etmek gilc¢ olabilir ya da DR4 olarak tanimlanmis bir antijenin hlcresel
yontemlerle belirlenmis Dw4, Dw10, Dw14 gibi alt tipleri bulunabilir. Ancak
molekuller yontemlerin giderek diger ydntemlerin yerini almasi nedeni ile glincel
olarak kullanilan, allelleri tanimlayan terminolojidir. Bu amagcla kurulmus olan bir
komisyon (W.H.O Nomenclature Committee), slrekli olarak bilgileri
glncelleyerek yayinlamaktadir, tablo 2'de kullanilan adlandirma sisteminin

mantidi bir drnek Uzerinde dzetlenmistir®.

Tablo 2: HLA Allellerini Tanimlarken Kullanilan Terminoloji°.

Tablo 2. HLA Alzllerini Tamimlarksn Kullamian Terminoloji

Terminoloji Rakam swano.  ifade eftifi bilgi

HLA HL& balgesini ifades eder ve bir HLA genine dn ek olarak kullandi

HLA-DRB1 Belii bir HLA lokusu  {ir: DRA1

HLA-DRET*13 1-2 Spesifik bir antijeni (Or:DR13) kodlayan bir alle grubunu tanmiar
HLA-DRE1*1301 34 Spesifik bir HLA alelini tanimlar (DR13 on 01 aleli)

HLA-DRET*1301N 59 Eksprese edilmeyen (Null) bir aleli gisterir, L harfi ise zayif ekspresyon igarefidir
HLA-DRE1*130102 56 Sessiz (Sinonim) mutazyonu olan bir aleli fads eder

HLA-DRE1*130710102 7-8 Kodlama balgesi (exonjdizinda mutasyonu olzn bir aleli gostenr
HLA-DRET*130710102H 59 Kodlama balgesi disinda mutasyonu olan Null bir aleli gosterir

38



2.3.1. Serolojik Olarak Sinif | ve Il Molekdillerin Gosterilmesi

Lenfosit mikrositotoksite testi olarak tanimlanan bu yéntem, 1960’lardan
beri kullaniimaktadir. Yerini molekiler ydntemlere biraksa da halen uygun verici
adaylarinin taranmasi amaci ile yaygin olarak kullaniimaktadir.

Deney iki basamaklidir. ik basamakta saflastirilmis olan hicreler bir
plaktaki kiclUk kuyucuklarda cesitli antikorlarla karsilastirilir. Antikorun 6zgln
oldugu antijeni tasiyan hucreler, ortamdaki antikoru baglar. Deneyin ikinci
kisminda ortama kompleman eklenerek antikor baglamis olan hicrelerin
Olmeleri saglanir. Daha sonra eklenen bir boya aracihdiyla hicrelerin canli mi
010 mO olduklar degerlendirilir. Kullanilan antikorlar, benzer epitoplari tasiyan
antijenler ile de reaksiyona girdiklerinden seyrek olmayarak ¢apraz reaksiyonlar
gorulir. MHC molekidlleri bu ézelliklerine gére Cross Reaktif Gruplar (CREG)
olarak siniflandinlabilir. Bir antijeni serolojik olarak tanimladigimiz zaman
genellikle iki basamakli ve o molekllin bulunma sirasi ile iligkili olan rakamlar
kullanilir. HLA antijenleri igin Ust grup (public) ve alt tip (split) seklinde
gruplamalar séz konusu olabilir. Ornegin B12 antijeni bir st grup antijeni iken
B44 ve B45 antijenleri B12 nin alt tipleridir, HLA ve lokusun adini takiben 6nce
alt tipin adi bunu takiben de parantez icinde ait oldugu st grup yazihr®.

Ayni teknik kullanilarak anti HLA antikorlarin taranmasi, “cross-match”
calismalarinin yapilmasi mumkindur. Hasta serumunun farkli kuyucuklara
yerlesmis farkli HLA antijeni tasiyan hacrelerle karsilastirilmasini takiben
canli/éla hicre ayinmi ile serumda hangi antijen ya da antijen gruplarina kargi
antikor gelismis oldugu belirlenebilir. Bu galismanin bir benzeri hasta serumu ile
verici kokenli hedef hicrelerin karsilastinimasi ile uygulanirsa “crossmatch”
olarak degerlendirilir. Cesitli modifikasyonlari bulunan bu yéntem ile alinan
sonuglarin  hiperakut rejeksiyonun &6ngoérilmesinde yol gdésterici oldugu

bilinmektedir®.

2.3.2. Sinif I- Il Molekillerin Hiicresel Yontemlerle Tayini

DNA temeline dayanan ylksek c¢ozinurlikte HLA tiplendiriminin
gelismesi ile hicresel yontemlere duyulan ihtiyac giderek azalmistir. Hicre
kaltirundeki lenfositlerin ayni ortamda bulunan ikinci bir seri hiicrenin ylzey

antijenlerine karsi c¢ogalarak olusturdugu yanit, Karisik Lenfosit Reaksiyonu
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(MLR; Miksed Lymphocyte Reaction) olarak tanimlanir. MLR, invitro kosullarda

sinif 1l antijenlerin uyum ya da uyumsuziugunun bir 8Igitii olarak kullanilir®.

2.3.3. HLA Cesitliliginin DNA Temeline Dayanan Yontemlerle Gosterilmesi

Teknolojide ve kullanilan molekiler tani yéntemlerindeki gelismeler,
organ ve doku nakillerinde énemi olan sinif | ve sinif Il allellerin belirlenmesini
kolaylastirmistir. Molekuler yontemlerin avantajlari: 6zgin, esnek olmalari, yeni
alleller tanimlandikga vyeni reaktiflerin geligtirilebilmesi, istenen duyarlikta
calisma yapabilecek seceneklerin mevcut olmasi, calismalarda canli hicre
gerektirmemesi, bireyin hastallk ya da tedavi durumundan etkilenmemesi,
serolojik ve hucresel ydntemlere gére otomasyona daha uygun olmasi, es
zamanli olarak ¢ok sayida o6rnegin calisilabilmesi, HLA genlerindeki tim
cesitliliklerin  g6sterilebilmesi, serolojik olarak tanimlanamayan allellerin
taninabilmesi olarak 6zetlenebilir®.

Galismalar icin herhangi bir ¢ekirdekli hicreden elde edilecek DNA
6rnegdi kullanilabilir. Genellikle tercih edilen kandaki l6kositlerin kullaniimasidir.
HLA allellerini daha duyarl olarak tespit edebilmek igcin DNA'nin, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilarak; gdsterilebilir, analiz edilebilir hale
getiriimesi gerekir. Analiz edilmesi hedeflenen bdlgeyi igine alacak bir DNA
segmentinin ¢ogaltilabilmesi icin bir ¢ift sentetik oligonukleotid (primer)
kullaniimalidir. Bazi yéntemlerde (Or: SSO) tiim lokusu icine alacak sekilde
primerler secilirken; bazi yéntemlerde (Or:SSP) sadece bir allel ya da allel
grubuna 6zgin DNA segmentlerinin gogaltilabilecegi primerler kullanilir. Bu
¢ogaltma isleminde ortam kosullarinin reaksiyonun 6zginligini saglayacak
sekilde planlanmis olmasi gerekir®.

2.3.3.1. Sekansa Ozgiin Primerler Kullanilmasi (“SequenceSpecific
Priming”, SSP)

Deneyde kullanilan primerler, hangi allel icin hazirlanmiglar ise DNA nin
o alleli taglyan kismina baglanarak (annealing) PCR reaksiyonun baslamasini
saglarlar. O deney tubinde primerin 6zgin oldugu DNA segmenti varsa
cogalma (amplifikasyon) gerceklesir. Amplifikasyondan sonra olusan
amplikonlarin  goésteriimesi igin genellikle jel veya benzeri bir ortamda
elektroforez iglemi gerektirir. Her reaksiyon tlbine kontrol amaciyla gesitlilik
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gbstermeyen bir hicresel proteini kodlayan gene 6zgin primer seti eklenir.
Bdylece pozitif reaksiyon olan tuplerde iki adet Grin goérindr hale gelirken,
negatif olarak degerlendirilen reaksiyonlarda sadece kontrol i¢in kullanilan genin
cogaldigi gorulur (sekil 21). Bir kisi icin ¢cok sayida tUp/primer kullaniimasi
gerektiginden ayni anda ancak kisith sayida &6rnekle calisilabilir. Kesin
sonuglara ulasmak igin ¢ok iyi organize edilmis primerler kullaniimalidir; ancak
bunun yeterli olmayip “Nested PCR”, “multiplex PCR” gibi duyarhdi arttirici

ydntemlerin eklenmesi, dizi analizi gibi ydntemlere gecilmesi gerekebilir®.

Sekil 6. 357 belmifi e yapdrmig bir cabgmann gariréis

Sekil 21: SSP Teknigi ile Yapilmis Bir Calismanin Gorintlisi®.

2.3.3.2. Sekansa Ozgii Oligoniikleotidler Kullanarak Hibridizasyon
Yapilmasi (“Sequence Specific Oligonucletide Hybridisation”,SSOP)
Genellikle Bir HLA lokusunun PCR ile ¢ogaltiimasini takiben allellere
6zgln olan oligontkleotidler kullanilarak bu ¢ogalmis DNA segmenti ile 6zgin
oligonuUkleotidlerin kati bir ortam Uzerinde (6r: naylon bir membran, kuyucuklar
ya da Dboncuklar) baglanmasi (hibridlesmesi) saglanir.  Kullanilan
oligonUkleotidler isaretli olup; ortama eklenen reaktifler ile renkli bir Grtn
olusmasi saglanir. Kati ortama bagl olanin DNA degil de oligonikleotidler
olmasi durumunda olay “Reverse” olarak tanimlanir. Bu iglemde DNA nin
¢ogaltiimasi sirasinda isaretlenmis primerler kullanildigindan cogalmis olan
DNA da isaretlenmis olur. Oligonukletid problar DNA daki allele 6zgl ise

41



membran Gzerinde bu problar ve ¢odalmis DNA arasinda hibridlesme olur.
Hangi oligondkleotid prob ile baglanma oldugu, bireyin hangi HLA allelini
tagidigi, cesitli reaktifler araciligr ile goérinlr hale getirilebilir. Son yillarda
gelistirilmis olan bir teknikte ayni reaksiyon tibunde bulunan 100 farkl renkte
floresan veren boncugun her birine farkli problar baglanarak floresan élgimine
dayal tiplendirme yapilabilmektedir. Bu tekniklerin G¢l de ayni anda ¢ok sayida
6rnek caligiimasina uygundur. Elde edilen sonuclarin karmasikligini cézmek ve
daha duyarli sonuglar verebilmek icin lokusa 6zgin olanlar yani sira gruba

6zgiin reksiyonlarin da kurulmasi gerekebilir>®,

2.3.3.3. Sekans Spesifik Konformasyonel Polimorfizim veya Heterodupleks
Analiz

Bu ydntem, cogaltilmis olan DNA nin denatlre edilerek (SSCP) ya da
renatire olmus DNA dupleksi olarak (heterodupleks analiz) elektroforezi
sirasinda hareket farklarinin tespit edilmesi prensibine dayanmaktadir.
Gogaltilmis olan DNA’nin hareketi, bilinen allellerin hareketi ile karsilastirilarak
test edilenin hangi allel oldugu bulunur. Bu ybéntem, az sayida o6rnek igin;
Ozellikle de aile igi bireylerin karsilastirmali olarak ¢alisiimasi sirasinda kullanish
olmaktadir. Bir allelin adi koyulamasa bile olasi verici ile alicinin ayni alleli mi

tasidiklari gdrilebilmektedir®.

2.3.3.4. Nukleik Asitlerin Dizi Analizi (“Sequence Based Typing”, SBT)
Bireyin tasidigi alleller, nikleotid dizileri analiz edilerek bulunur. PCR-
SSP ve SSOP ydntemlerinden farkli olarak burada sadece bilinen bir alleli
aramak s6z konusu degildir. Bu amagcla dizi analizi éncesinde lokusa ya da allel
sekansina 6zgu primerlerin kullanildigi bir/birka¢ PCR iglemi yapilabilir. Hedef,
hemen her zaman oldugu gibi cesitliligin kaynagdi olan bdlgelerdir. Yéntemin
duyarhdr PCR reaksiyonundan c¢ok, daha sonra yapilan dizi analizinden
kaynaklanmaktadir. Bu amacla isaretlenmis nukleotidler kullanilarak yapilan
sentez islemini takiben elektroforez teknikleri uygulanabildigi gibi sentez
sirasinda dizi analizi yapilan sistemler de (pyrosequiencing) kullaniimaktadir.
Baslangic materyali (mRNA, DNA), codaltma ydntemleri, ¢cogaltilan bdlgeler,
dizi analizi i¢in kullanilan kimyasal tekniklerde degisiklikler yapilarak pek c¢ok
dizi analiz yontemi gelistirilmigtir. Dizi analizi, zahmetli ve karmasik bir iglem
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olmasina ragmen 0&zellikle hematopoetik kék hlcre nakli planlanan hastalara
allel bazinda denk olan vericilerin tespit edilebilmesi, diger ydontemlerle elde
edilen karmasik sonuglarin ¢ézllmesi igin giderek daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. En azindan HLA DRB1 bdlgesi icin allel dizeyinde tipleme
yapmanin énemi vurgulanmaktadir®®.

DNA kullanilarak yapilan HLA tiplendirme iglemlerinin duyarliligr farkl
dizeylerde olabilir. Dusltk ¢6zunUrlikte bir calismada alleller serolojik
tiplendirmeye denk ancak daha dogru ve guvenilir olarak tespit edilmektedir. Bu
durumda lokusun adini takiben koyulan asteriksden sonraki iki basamakta o
allelin serolojik karsiligr olan numara yer alirken bunu takip eden 2 basamakta
bilinmiyor anlamina gelecek sekilde “xx” yazilir, Or: HLADRB1*11xx. Orta
duyarliktaki bir calismada ise allelin adi, en ¢ok 4-5 olasilikla bilinmektedir.
YUksek ¢6zunUrlUkte bir calismada ise allelin en azindan 4 basamaginin dogru
olarak tanimlanmis olmasi gerekir®, 6r:DRB1*1101.

2.4. MHC Molekiillerinin Hastaliklarla Olan iligkisi

Bir hastaliga olan yatkinligin; spesifik bir HLA geninin kahtimiyla
baglantili olabilecegi ilk kez 30 yil 6nce gdsterilmigtir. O gunden beri 500’den
fazla farkll hastalikla HLA iligkisini gosteren cesitli ¢alismalar yapilmistir.
Hastalikli bireylerde ve genel populasyonda eksprese edilen HLA allellerinin
tiplendiriimesi ile; HLA allelleri ve hastaliklar arasindaki iligki saptanmaya
cahsiimigtir. Bu sayede genlerin hastaliklara nasil sebep olduklarn veya
hastaliga olan yatkinhgi nasil modifiye ettikleri anlasiilmaya caligiimistir. Tim bu
c¢alismalarin en blyuk sebeplerinden birisi; hastalik spesifik riskin ve koruyucu
belirteclerin  tanimlanmasi ve bunlarin  immuanolojik profillemede, risk
degerlendiriimesinde ve terapétik kararin verilmesinde kullaniimasidir®’.

Bazi hastaliklarin belirli HLA tipleriyle ylUksek derecede birliktelik
gbstermesi tanida yardimci olabilir. Narkolepsi hastalarinin hemen hemen
%100’0 HLA-DQB1*0602’ye sahip oldugu icin bu hastaliktan stphelenildiginde
tani HLA tiplendiriimesiyle dogrulanabilir’.

Ancak; risk allellerine sahip bireylerin hepsi hastaligi olugturmazken; ayni
zamanda tim hasta bireyler de risk allellerine sahip olmazlar. Pek ¢ok vakada;
HLA baglantili hastaliklarin agik bir imman patoloji gosterdigi saptanmistir. HLA-
iligkili hastaliklar tim majér organ sistemlerinde gd6zlenebilir ve blylk bir
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¢ogunlugu otoimmun hastaliklar olarak siniflandirilir. Belirli spesifik sinif | veya
sinif Il HLA genleri ile gUclu iliski gdsteren hastaliklar: Tip 1 diabet, romatoid
artrit (R.A.), ankilozan spondilit, ¢célyak hastaligi gibi hastalklardir. Tuberkiloz,
lepra ve AIDS gibi infeksyonlara olan artmis veya azalmis yatkinlik da HLA ile
iliski g6sterir. Bazi gruplar; HLA- baglantili diger genlerin de (LMP, TAP, DM,
TNF) hastaliklarla iligkili oldugunu 6éne strmuUstir. Yeni ¢calismalarda; hastalikla
iligkili olabilecek daha farkli HLA-baglantili genlerin olabilecegi 6ne surtilmustar.
Bu genler muhtemelen ayni zamanda klasik HLA genleri ile olan baglant

dengesizligi etkisi altinda kalabilir'”.

2.4.1. Baglanti Dengesizligi ve Hastaliklara Yatkinlik

Spesifik HLA tiplerinin belirli hastaliklarla olan iliskisi hakkinda etkileyici
bilgiler toplanmistir® (Tablo 3). Buna ek olarak HLA-D bélgesinin kompleks
yapisi ¢dzuldiaginde daha carpici iligskiler ortaya cikarilabilecektir. Bu iligkiler
baglanti dengesizligi tarafindan etkilenmektedir. Bir kromozom Uzerinde yakin
bir iliskiye sahip genler; genetik randomizasyonla kalitilmak yerine birlikte
kalitiimayi yedlerler. Bunun sonucunda da beraber kaltilan allel ciftlerinin
gérilme frekansi, normalde bu ciftlerin beraber gérilme olasihidindan daha
yUksek cikar'® (tablo 4). Bu durum; ya belirli bir haplotipin tercih edildigi bir
dogal seleksiyon sonucunda gergeklesmis olabilir. Ya da bu yakin iligkili lokalize
olan allellerin ilk ortaya c¢ikisindan sonra randomize dagilimlarina izin verecek

kadar zaman gegmemis olabilir'®.
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Tablo 3: HLA ve Hastalik ilsikisi'®.

HILA Allali Raolatil
ol Risk
9,_/‘ Siral 11 ki
Hashimato's hastalfn DR11 3.2
Primer miksadem DRI1T(*3) 5.7
Tuctohsikoz (Graves) gg]ﬁ?{‘ 3) EI-:
insiin bajimh diyabet |
el Doz/e | 20
DOG 0.2
Arddiscn's hastalidl (adrenal) | ori7e3)| 63
Goodpastures sendromu ‘DR2 13.1
Feomatoid artit DR4 3.5
Juenil romatoid artrit DRS 8.1
Sjogren's sendramu DRIT7(*3) a7
Kronik aktif hepatit DRITC3) 139
{obaimmun)
Multibde sklaroz *DR2.*DA6 12
Markolepsi DRG | 38
Dermatitis herpetiformis DR17(*3) | b64
Coliak hostal DQ2 250
Tiberkiloid lepra "DR2 B.1
St 1|, HLA-B2T ilighili
Ankilazan spondilit [ B27 a7d
Ralter's hastalifjs | B27 3740
Post-salmeonella anriti B27 20.7
Post-shigella artriti B27 | 07
Post-yersinea artriti B27 i 176 i
Post-gonokokal arit B27 14.0
Civeit B27 1446
Fromaleid artitteki amiloidoz B27 8.2
Crjer s | ligkililer
Subakut tirced® B35 13.7
Paoriases vUlars Cwi 133
Idiopatik hemokromatoz A3 82
Myastenia gravis BE 4.4

Tablo 4: Baglanti Dengesizligi Saptanan Genlerin Beklenen ve Gdzlenen Gen
Frekans!'®.

Gen frekansi %

HLA Tek |Genlerin  beraber
Genleri | gen | olma sansi

Beklenen | Gozlenen
A1l 16 |1,6 8,8
B8 10
A3 13 1,3 2,8
B7 10
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Bir hastalikla bir HLA tipi arasindaki belirgin bir iligki, hastaliga yatkinlhigi
olusturan geni buldugumuz anlamina gelmez. Gunku ilkiyle baglanti dengesizligi
icinde bulunan ve hastalikla daha iyi korelasyon gdsteren bagka bir HLA geni
bulabiliriz. Ornek olarak multiple sklerozda, ik olarak B7 alleli ile bir iliski
saptanmigtir. Fakat hastalar D lokusu icin tiplendirildiginde DR2 ile hastalk
arasinda daha kuvvetli bir korelasyon saptanmistir (Sekil 22). Baglangicta B7 ile
gorulen korelasyon, B7 ve DR2 arasindaki baglantt dengesizliginden
kaynaklanmaktadir. Hala DR2’nin kendi bagina hastaliga yatkinh@r olusturan
gen oldugu hakkinda emin olamayiz ve baska bir yakin iligkili gen ile daha
blylk bir hastaliga yatkinlik iligkisi olasiligini diglayamayiz. Nitekim yeni
calismalar DQB1*0602 ile daha siki bir iliski saptamislardir'®.

Refalive risk*
] L+ 10 55

Addison’s | 88 1
hastaligi 2% EEER
Dermatitis ‘;;_ ] e
he.-rpetlfor TV —
mis =

: B7
Multible 55
skleroz | oas e
Hemokro | A2
‘matoz 87|

Sekil 22: Baglanti Dengesizligi ve HLA ile Hastalik iligkisi'®.

2.4.2. immunolojik Hastaliklarla Olan iligki

idiopatik hemokromatoz ve konjenital adrenal hiperplazi gibi nadir
ornekler diginda, HLA-baglantili hastaliklar immunolojik islemlerle ancak dolayl
olarak baglanti kurarlar. Genel olarak HLA-D ve &zellikle DR3 veya baglantil
genlerle organ-spesifik otoimmuin hastaliklar arasinda iliski bulunmaktadir.
HLA’larin, hucrelerin viral baglanmaya veya infeksyona olan yatkinliklarini

etkileyebildigi ve buna bagli olarak iligkili ylzey komponentlerine kargi
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otoimmiinite gelisimini etkileyebildigi diistinilmektedir. Ornek olarak HLA-D
alleli yabanci antijenlerin baglanmasini ve self epitoplarla ¢apraz reaksiyona
girmesini saglayabilir. Veya islenmis MHC molekulleri hiicre ylzeyinde asir
miktarda bulundugunda kendi basina self epitopa katkida bulunabilir. instilin
bagimh D.M. DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) ve DQ2 (DQA1*0501,
DQB1*0201) ile iligkilidir. Fakat en kuvvetli iliski DQ2/8 heterozigotlarda ve
Ozellikle DQ (a1*0301, B1*0201) de gb6zlenir. Hastaliga en yatkin genleri
tanimlamak i¢in 2 gene ihtiya¢ olmasi ve bu bulgularin galisilan tim toplumlarda
ayni olmasi, DQ molekdillerinin kendi baslarina ve diger molekiiller ile baglanti
dengesizligine girmeden hastaliga yatkinlikta yer aldigini gdstermektedir.
DQ6'nin bazi alt tiplerine sahip olmak koruyucu bir etki olusturmaktadir”® '8,

DR4 ve daha az miktarda olsa da DR1, beyazlarda R.A. icin risk faktéri
olarak gorulmektedir. DR4 alt gruplarinin yapilan analizinde, 67 ile 74. rezidu
arasinda uzanan ve hastaliga yatkinlik elementi olarak kabul edilen bir lineer T
hucre sekansi tanimlanmistir. HLA-DR tirleri arasindaki gézlenen varyasyonlar
da bu sekansi paylagsma durumlarina gére degismektedir. Amino asitlerin ylzeyi
yUksek derecede polimorfiktir ve peptit baglama yarigi Gzerindeki 4. ve 7. cebi
olustururlar. R.A. ile iligkili olan DR alt tiplerine bagli olan peptit setleri arasinda
carpici farkliiklar bulunmaktadir. Hastalardaki DR molekullerine baglh olan
peptitlerin analizi patogenez hakkinda énemli ipuglari verebilir. Diabette oldugu
gibi, R.A. hastalarinda DR2 alleli diguk miktarda sunulmakta ve DR2-pozitif
hastalar daha az ciddi hastaliga sahip olmaktadir. Bu da DR2-baglantili genin
bazi yollarla koruyucu olabilecegini distindirmektedir.

HLA ile ankilozan spondilit arasindaki iliski ¢ok c¢arpicidir. Hastalarin
%95’i B27 fenotipine sahip iken, kontrol grubunda bu oran %5’tir. Sakroiliits,
Reiter’s hastaligi, akut anterior Gveit, psoriasis ve diger infektif sakroiliit formu
olan yersinea, gonococcal ve salmonella artritlerinin eglik ettigi durumlarda B27
insidansi belirgin olarak artmaktadir. B*2701-2708 allelleri tarafindan kodlanan
9 B27 alt tipi bulunmaktadir ve hepsi de ankilozan spondilit ile iligki
gbstermektedir. Yariklarinda bir “B” cebi igerirler ve bu cep arjinin yan zincirine
baglanmak igin 6zginliik gbsterir. infektif ajanlarin ortamda bulunmasi bir ipucu
sunabilmektedir. Ebringer ve arkadaslari, B27’'nin Klebsiella pneumoniae
nitrogenazi ile olan c¢apraz-reaksiyonunun provokatif olabilecegini rapor
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etmiglerdir. Bir gorise goére, bir bakteriyal peptit, B—27 kaynakli sekans ile

capraz-reaksiyona girebilir ve otoreaktif T-hiicre yanitini uyarabilir”-8.

2.5. Meme Kanseri

Meme kanseri dinyada kadinlar arasinda en sik goérilen malign tamor
olup, kadinlarda gdérilen tim kanserlerin yaklasik %30 unu olusturmaktadir.
Avrupa’da yilda 180000, Amerika Birlegik Devletlerinde (A.B.D) de yilda 184000
yeni olgu saptanmaktadir'2.

Meme kanseri otuz yasindan dnce nadir olup, bu yasi takip eden yillarda
hizli bir tirmanig goésterir. Bu artis menopoz sonrasinda da yavas egimle
ylkselmeye devam eder. Bu nedenle 85 yasindaki her 9 kadindan birinde
meme kanseri gelisebilecedi beklenmektedir. Ayrica kadinlarda kansere bagli
6lumlerin %18’i meme kanseri nedeniyle olusmakta ve meme kanserine bagh
Olumler; akciger ve kolorektal kanserlerden sonra Uguncl sirayl almaktadir.
Tarkiye’de kadinlar arasinda en sik goérilen 10 kanser tipi icersinde meme
kanseri birinci sirada yer almaktadir®.

Ulkemizde kadinlarda meme kanseri gériilme sikhdi T.C. Saglk Bakanhg 1997
Saglik istatistiklerine gdre 1995'te %23.5 olarak ilk sirada yer almaktadir®.

2.5.1. Meme Kanserinde Risk Faktorleri

insanlarda meme kanserinin nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Meme
kanseri genetik ve ¢evresel faktorler arasinda gucla etkilesimin oldugu karmasik
ve multifaktériyel bir hastaliktir. Son arastirmalar kadinda meme kanserini
tetikleyen faktérlerin ne oldugunu bulmaya ydnelmistir. Genetik, hormonal,
sosyobiyolojik ve psikolojik etkenlerin olusumda rol aldigi kabul edilmekle
beraber, meme kanserli kadinlarin %70-80’i bu risk faktorlerine sahip degildir.
Gok degisik ajanlarin kromozomal mutasyonlara neden olarak kanserin ortaya
cikisi ve gelisimi ile yakindan iligkili oldugu diastnulmektedir. Yeni ¢calismalar en
dnemli belirleyici faktdriin genetik imza oldugu yéniinde veriler icermektedir®’.

Cinsiyet: Kadin olmak; meme kanseri gelisimindeki ana risk faktéradar.
Bu durumun ana sebebi kadinlarin meme hucrelerinin dstrojen ve progesteron
gibi disi hormonlarinin gelisimi provoke edici etkilerine surekli maruz
kalmalaridir. Tom meme kanserlerrinin %99’u kadinlarda, %1’i erkeklerde

gorUIU I,2,1 9,20,22
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Yas: Yas ilerledikge risk artar. Prepubertal dbnemde meme kanseri
hemen hi¢ gorilmemekte, yirmi yas altinda ise ¢ok nadirdir. 20 yasindan
itibaren insidans giderek artar ve 45-55 yaslarinda belirli bir dizeye ulasir, bu
dénemde 100000 kadinda 125 yeni vaka gorular. 55 yasindan sonra artis daha
keskindir ve 60-65 yaslarinda 100000 kadinda yilda 153 yeni vaka gorulir. 80-
85 yaslarinda bu sayi 312'ye cikar®®. Kanser olusma olasiliginin yasla birlikte
artmasina ragmen; kanser genclerde daha agresif olmaktadir®.

Daha 6nce malign ya da benign meme kanseri 6yklisiiniin olmasi:
Bir memede kanser varligi ortalama populasyona gére diger memede kanser
riskini 2-6 kez artirir®?.

Anormal meme biyopsisi: Bazi benign meme patolojileri kanser ile
yakin iligki goésterebilir. Risk (zerine olan etkilerine gbre benign meme
patolojileri 3 genel gruba béliiniir?2%2:

1) Non-proliferatif lezyonlar: Non-proliferatif lezyonlar meme kanseri riskini ya
hic etkilemezler; ya da ¢ok az etki gosterirler. Bunlar; fibrozis, kist, hafif
hiperplazi, adenozis (non-sklerozan), basit fibroadenom, phyllodes timor
(benign), tek bir papillom, yag nekrozu, mastit, kanal ektazisi, benign timoérler
(lipoma, hamartoma, hemanjioma, nérofibroma) ve apokrin degisimdir.

2) Atipi gb6zlenmeyen proliferatif lezyonlar: Atipi gostermeyen proliferatif
lezyonlar (meme dokusunun kanal ve lobullerinde asiri miktarda hicre gelisimi
g6zlenir); meme kanseri riskini hafifce (1,5-2 kat) arttirirlar. Bunlar; duktal
hiperplazi (atipisiz), kompleks fibroadenoma, sklerozan adenosiz, birkag
papilloma veya papillomatosiz ve radial skardir.

3) Atipi gbzlenen proliferatif lezyonlar: Atipi ile birlikte bulunan proliferatif
lezyonlar (meme dokusunun kanal ve loblllerinde asiri miktarda anormal
Ozellikte hicre gelisimi gdzlenir); meme kanseri riski Uzerinde gucli etkiye
sahiptir ve riski 4-5 kat arttirir. Bunlar; atipik duktal hiperplazi ve atipik lobuler
hiperplazidir.

Aile Oyklsu: Yakin akrabalari meme kanseri olan kadinlarda meme
kanseri olusum riski artar. Meme kanseri riski su drumlarda artar:

¢ Meme veya over kanseri olan 2 veya daha fazla akraba varsa.
¢ Meme kanseri akrabalarda (anne, kiz kardes, blylk anne, teyze) 50 yas
O6ncesinde olustuysa. Eger anne veya kiz kardes meme kanseri

OykUstne sahip ise risk daha ylkselir.
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e Hem meme hem over kanseri olan yakinlar var ise.
e Meme kanserli erkek akraba varsa.
e Aile 6ykisinde Li-Fraumeni veya Cowden sendromu gibi ailesel meme
kanseriyle iligkili hastaliklar varsa.
Birinci derece yakinlarda (anne, kiz kardes) 1 kiside meme kanseri olmasi,
meme kanseri gelisme riskini 2 kat arttirir. 2 kiside meme kanseri olmasi, meme
kanseri olusma riskini 5 kat arttirir?®%2.

Genetik risk faktorleri: Mevcut arastirmalar karsinogeneziste olaylari
hangi genetik degisikliklerin hizlandirdigini bulmaya yénelmistir. invaziv duktal
karsinoma doénusimd Uzerinde durulan modele gbére; hiperplaziden in situ
karsinomaya gecis ve sonugta da invaziv karsinoma gelisimi s6z konusudur.
Meme kanserinin genetik temeli Gzerindeki ¢alismalar timér gelisiminde birden
fazla role sahip 6zellikli genlere yénelmigstir. Bu genler arasinda onkogenler (ras,
c-myc genleri), timor stpresér genleri (p53, BRCA1, BRCA2, nm23), blylime
faktorl reseptdr genleri (HER2), hicre dénglsinidn dizenlenmesinde rol alan
genler (telomeraz) ve apopitoziste rol alan genler (bcl gen ailesi) sayilabilir®’.
GUnOmlze kadar vyapilan c¢alismalar meme kanserinin  %5-%10’nun
mutasyonlar sonucunda herediter oldugunu gdéstermigtir. En sik rastlanan
mutasyon BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlardir. Normalde bu genler;
hiucrelerin anormal gelisimini dnleyerek kanser gelisimine engel olurlar. BRCA1
ve BRCA2 mutasyonu bulunan kadinlarda yasamlarinin bir b6liminde kanser
gelisme riski %80’e kadar cikabilmektedir.

Kaltsal meme kanserine yol agcan baska genler de saptanmistir.
Bunlardan biri ATM genidir. ATM; ataxia-telanjiektazi mutasyonu ile iligkilidir.
Normalde gen; hasarli DNA’nin onarimindan sorumludur. Diger bir gen olan
CHEK-2 geni de; mutasyona ugradiginda meme kanseri riskini 2 kat arttirir.
p53 timoér stpresdr genindeki kalitsal mutasyonlar da meme kanseri gelisim
riskini arttirir>20%2,

Irk: Beyaz kadinlarda meme kanseri gelisme riski daha yiuksek olmasina
ragmen Afrika kbékenli Amerikali kadinlarin bu hastaliktan 6lme riski daha
ylksektir?.

Menstriial 6yki: Menars ve menopoz arasindaki intervalin uzamasi
meme kanseri riskini yikseltir. 12 yasindan énce menstirasyon gérenlerde ve

55 yasindan sonra menopoza girenlerde meme kanseri gorilme riski
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artmaktadir. Olgu kontrolli ¢alismalarda menarjin geciktirildigi her yil meme
kanseri riski yilda %20 azalmaktadir®®?"#,

45 ile 54 yas arasi yaglarda dogal menopoza giren kadinlara karsin 45
yasindan 6nce menopoza giren kadinlarda RR 0.73'dir. 50 yasindan &6nce
ooferektomi meme kanseri riskini azaltir ve ooferektomi yagi azaldikga bu risk
daha da azalir. Sonu¢ olarak total menstural hayat siiresi meme kanseri
olusumunda &nemli bir faktérdir?'.

Dogum oykusiu: Dogum yapmamamis kadinlar meme kanseri agisindan
yiksek riskli gruba girerler. ilk dogumunu 30 yas Uzerinde yapanlarda risk artar.
Birden fazla gebelik ve erken yasta gebelik meme kanseri riskini azaltir?®#,

Emzirme: Meme kanseri riskini azaltmada emzirmenin etkisini inceleyen
calismalarda bulgular tartismalidir. Bazi ¢alismalar emzirmenin (6zellikle 1,5-2
yil devam ettirilirse) meme kanseri riskini hafifce azaltabilecegini 6ne sirmustar.
Laktasyonun meme kanseri riskini disdrmesini, kadindaki menstriel siklus
sayisini kiimiilatif olarak azaltmasina baglamak mimkindiir?"#2,

Ostrojen alimi: Erken veya uzun sireli oral kontraseptif kullanimi, ve
uzun sdreli (10-15 yil Gzeri) 6strojen replasman terapisinin riski artirdigi
saptanmistir. Ostrojen ve progesteronu kombine kullanilan preparatlarin meme
kanseri riskini cok hafif arttirabilecegi ancak bu etkinin kisa sdreli bir etki oldugu
disuntlmektedir. 1996’'da yapilan en kapsamli meta-analizde 54 calismadan
elde edilen veriler; ilaci kullanmaya devam edenlerde 1.24 oraninda bir rélatif
risk saptamistir. Ancak ilacin kullanimi kesildikten 10 yil sonra higbir fark
gdzlenmemistir?®22,

Goézlemsel ve rastgele klinik arastirmalar sonucunda elde edilen veriler;
postmenopozal hormon replasman tedavisi (HRT) ile meme kanseri arasinda
iligkiyi gbz 6nlne sermigtir. 1997°de 51 gbdzlemsel ¢calismayla gerceklestirilen en
blylk meta-analiz; menopozdan sonra 5 veya daha fazla yil HRT kullanan
kadinlarda 1,35 oraninda bir rélatif risk ortaya ¢ikarmistir. Kombine HRT sadece
meme kanseri riskini arttirmakla kalmaz; ayni zamanda daha ileri evrede bir
kanser olusum riskini de arttirir. 2002’de sonuglanan ve 16000 postmenopozal
kadinin katildigi bir caismada HRT iligkili meme kanserlerinin, plasebo grubuna
gbre daha degisik prognostik 6zellikler gésterdigi (daha ileri evre ve daha blyUk

timor) saptanmistir. ingilterde’de yapilan genis ¢apl bir calismada kombine
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HRT alanlarin, almayanlara gére meme kanserinden dolayi olan 6limlere daha
yatkin oldugu saptanmistir. Ancak menopozal semptomlarin tedavisi i¢in kisa
dénemli hormon kullaniminin ¢ok kuguk bir risk olusturdugu veya hig¢ risk
olusturmadigi 6ne siriimistir®2222,

Alkol: Yapilan ¢galismalarda ginde 12 gr ve altinda alkol aliminin meme
kanseri gelisimi ile herhangi bir iligkisi bulunamamigken, 15 gr ve Uzeri alkol
alimlarinda risk icmeyenlere gore %50 daha fazla olmaktadir. Etyolojisi kesin
aciklanamamakla birlikte, arastirmacilar alkol aliminin kanserojenik olabilecek
sitotoksik Urlnlerin ortaya ¢gikmasina neden olduguna inanmaktadir. Diger olasi
bir nedenin ise alkolin meme dokusundaki hiicre gegirgenliginde degisiklige yol
acmasi olduguna inanilmaktadir. Ayrica alkol alimi ile 6strojen dizeylerindeki
yikselme arasindaki iliski de kanser mekanizmasina katkida bulunabilir.
ingilterede yapilan arastirmalarda; alkol alimi kisitlandiginda meme kanseri
vakalarinin yaklasik %6’sinin énlenebilecedi 6ne strtilmistir®2%2124,

Yagh diyet: Ozellikle asin yagh diyetin meme kanserini artirdig
disuntlmektedir. Yiksek yagl diyet obesiteye yol agmakta ve salinan insilin
dlzeyini arttirmaktadir. Bazi aragtirmacilar da bunun timoérin buyUmesini
stimlle ettigine inanmaktadir. Yag ve kolesterol alimi ile steroid hormon
metabolizmasi arasindaki muhtemel iligki diyetteki yagin etiyolojik ajan
olabilecegini distindirmustar. Kisi basi yag alimi ile meme kanseri 6lim hizi
arasinda korelasyon mevcuttur. Ayrica %10-20 oraninda yagh diyet ile beslenen
ratlarda %5’den daha az yagl diyet ile beslenenlere gére meme kanseri daha
fazla gérilmustir®.

Obesite: Meme kanseri riskini artirdigi bildiriimesine ragmen hala
tartisiimaktadir. Ostrojen adipoz dokuda birikmekte, bu da endojen &strojen
dretimini arttirmakta ve meme dokusunun daha fazla Ostrojene maruz
kalmasina neden olmaktadir. Postmenopozal kadinlarda adrenal androjenler
yag dokusunda O&strojenlere doénlstigl ve seks-hormon baglayici protein
dizeyleri disik oldugu icin serbest 6strojen dizeyi artar. Menopozdan sonra
9,9 kg'lik bir agirlik artisinin meme kanseri gelisim riskini %18 arttirabilecegi
6ne surdlmektedir.

Kilo ve meme kanseri riski arasindaki iliski karmasiktir. Mesela
yetiskinlikte alinan kilolar riski arttirirken; ¢cocukluktan beri asin kilolu olanlarda

risk artmamaktadir. Ayrica bel bdlgesindeki yaglanma; kalca ve uyluk
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bdlgesindeki yaglanmaya goére riski daha fazla arttirmaktadir. Bunun sebebi
vicudun farkli bélgelerindeki yag hicrelerinin metabolizmalarindaki farkhliklar
olabilir®?2°,
Radyasyon: Cocuklarda veya ergenliklerinde diger bir kanserin (Hodgkin
lenfoma gibi) tedavisi icin gdguslerine radyasyon tedavisi alanlarda meme
kanseri riski belirgin olarak artmaktadir. Bazi raporlarda riskin 12 kat
artabilecegi belirtilmistir. Bu risk radyasyonun alindigi yasa gére degdismektedir.
Genc hastalar daha blyUk risk altindadir. Tedaviye over hormon dretimini
durduran kemoterapi eklenirse risk azalabilir. Meme gelisimi sirasinda
radyasyon alinirsa meme kanseri riski en yilksek noktaya ulasir®2.

Isik Seviyesi: ingiltere Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan yapilan bir
calismada yapay 1s1gin meme kanseri i¢in bir risk faktorl olabilecegi 6ne

sUrdlmistar?®.

Tablo5: Meme Kanseri Gelisiminde Etkili Risk Faktérleri?'.

Yiiksek Risk  Orta Risk Diisiik Risk Tartismah Risk Yok
ilk dogum 9
Germ mutasyonu ileri yas * yasimin ileri e AOT Tibbi diisitk
hap1 kullanin
olmasi
LCIS ADH Hie dogum ;. ora Diisiik
yapmanmuis olmak
DCIS ALH B‘a st .. el Beslenme Elektromanyetik
hiperplazisi
Pozitif alle pitif aile
oyKkiisiiyle Svkiisii Erken menarj Organokloridler
birlikte ADH y
Gecirilmis meme
Radyasyon Kanseri Gec¢ menopoz
DCIS # Alkol kullanimi
Artn}ls . ™M™ Hormon tedavisi
dansitesi
Sismanhik §
Fiziksel
hareketsizlik
Laktasyon
eksikligi

LCIS: Lobuler Karsinoma in situ; DCIS: Duktal Karsinoma in situ; ADH: Atipik Duktal Hiperplazi;
ALH: Atipik Lobuller Hiperplazi; *: >65 yas; t: ayni taraf meme igin tanisal biyopsiden sonra
baskaca bir tedavi uygulanmamis kadin; #: karsi taraf meme igin; §: postmenopozal kadinlar

icin.
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2.5.2. Meme Tumorlerinin Histopatolojik Siniflandiriimasi
Meme kanseri olgularinda timoérin patolog tarafindan degerlendirilen
cesitli 6zellikleri prognoz ve tedaviyi belirlemede blyik énem tasir.

2.5.2.1. Non-infiltratif Meme Maligniteleri
2.5.2.1.1. intraduktal Karsinom (Duktal Karsinoma in Situ)

intraduktal karsinoma sadece eksizyonel biyopsi ile tedavi edilebilen,
hastalarin  %30-35’inde 10 vyil iginde rekirrens ya da invaziv duktal
karsinoma’ya progresyon potansiyeli tasiyan non invaziv bir lezyondur. DCIS
(Duktal Karsinoma in Situ) tim meme kanserlerinin %0.8-5'ini olusturur. Teshis
konuldugunda genellikle klinik olarak palpe edilebilir dénemdedir. Ayni taraf
memede multisenrisite siktir, diger memenin ayni anda tutulumu igin %10 ile
%35 arasida degisen oranlar bildirilmistir. Bu lezyonlar duktusun igerisinde
cogalarak duktus boyunca yayilirlar ve bazal membrani asmazlar. Nadiren

palpasyon bulgusu verirler®®?’.

2.5.2.1.2. Lobiiler Karsinoma in Situ (Lobiiler Neoplazi)

Lobuler karsinoma in situ ¢ogunlukla benign veya malign bir lezyona
ybnelik yapilan meme biyopsilerinde tesadifen saptanir. Menopoz sonrasi
lobllerin atrofiye ugramasi nedeniyle lobdler karsinoma in situ (LKIS) genellikle
premenopozal egilimlidir. Tim kanserlerin %1-6’sin1 noninvaziv kanserlerin %
30’'unu olusturur. Multifokal ve bilateral olup genellikle mamografik ve Kklinik
bulgu vermez. Lezyon genellikle subareolar ve periareolar yerlesimlidir.
Fibroadenom zemininde en sik gérilen malignitedir. Sadece biyopsi ile tedavi
edilen olgularda 15-20 yil icerisinde yaklasik %20-30 oraninda karsinom
gelisir. Gelisen karsinomlar duktal veya lobliler olabilir. invaziv karsinomlarin
yariya yakininin kargi memede gelismesi LKIS’nun prekirsér bir lezyondan ¢ok

meme karsinomu riskinin bir gdstergesi oldugu seklinde yorumlanmistir®'2’.

2.5.2.2. infiltratif Meme Maligniteleri

Bu grubun igindeki timédrler in situ kompanenti olsun olmasin stromal

invazyonun saptandigi lezyonlardir.
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2.5.2.2.1. invaziv Duktal Karsinom

invaziv duktal karsinomlar (IDK) memenin en sik goriilen (%70-80),
ancak invaziv karsinomlarin diger hicbir kategorisine, yani ézel tipler denen
diger histolojik tiplerine uymayan malign timéradir. Bu nedenle 6zellik
gostermeyen (NST: no special type; NOS:not otherwise specified) invaziv duktal
karsinom veya klasik invaziv duktal karsinom gibi adlarla anilir. Mikroskobik
olarak siklikla lenfatik ve perinéral invazyon mevcuttur. Multisentrik veya
bilateral olabilir. Epitelyal ve stromal komponentlerden olugurlar. Bu tdr
timorlerde, multisentrite ve genis eksizyon sinirlarinin diginda timor var olma
olasilhdi ¢ok olup, meme koruyucu cerrahi sonrasi lokal yineleme ve tedavide

basarisizlik oraninin yiiksek oldugu belirtilmistir?'2’.

2.5.2.2.2. invaziv Lobiiler Karsinom

Meme malignitelerinin % 7-10'unu olusturur. Bilateral ve multisentrik
olma sikligi infiltratif duktal karsinomdan iki kat fazladir, %20 oraninda
bilateraldir. Histolojik veya mamografik olarak infiltratif duktal karsinomu taklit
edebilir. Bu kanser tirinde bazen mamografik olarak bulgu saptanamayabilir,
ayrica hastalar klinik olarak asemptomatik olabilir, bdylece fizik muayene ve

mamografi incelemelerinde gézden kagirilabilir?'#’.

2.5.2.2.3. Meduller Karsinom

Tum meme kanserlerinin %3-5’ini olugturur. Mamografide iyi sinirl kitle
g6rinimuUndedir. Duktal tip kanserlere gére daha geng¢ hasta grubunda goéruldr.
35 yasindan geng¢ kadinlarda goérilen meme timérlerinin %11’i meduller
kanserdir ve genellikle BRCA1 geni mevcuttur. DisUk dereceli ve iyi prognoziu
timorlerdir ve lenfositlerle cevrilidirler. 5 yillik ortalama yasam sansi %85-90°d1r.
Aitpik meduller karsinomda ise hastaligin prognozu invaziv duktal karsinoma
benzer. Mikroskobik olarak nekroz ve kanama siktir. Aksiller lenf nodlari
meduller karsinomlarda reaktif olarak buyUyebilirler ve bu durum Kklinik

evrelendirmede yaniltici olabilir?®2!#7:28

2.5.2.2.4. Kolloid Karsinom ( Mlisin6z Karsinom )
Genellikle ileri yas kadinlarda gorulurler. Tim meme kanserlerinin %1-7
sini olusturur. Geng¢ yas grubunda %1, 75 ve (zeri yas grubunda ise %7
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oraninda gordltr. Tumorin buyuk kismini kaplayan jelatinbz yapi nedeniyle
musin6z adenokarsinom adini da alir. Tumér yavas buydr ve gelisir, prognozu
lyidir ve lenf nodu metastazi hemen hi¢ gériimez. Kisa dénemde prognoz, hele
timor ¢apr 3 cm’den kiglk ise ¢ok iyidir. Uygun tedavi ile 5 yillik yasam sansi
%73’tir. Mikst timdérlerde (muUsindéz+invaziv duktal karsinom) ise saf tipe gore

prognoz daha kétidir?®?"#’,

2.5.2.2.5. Tubiiler Karsinom

Meme kanserlerinin %2’sini olusturur. TUmoér dokusunun % 75'i tubiler
yapilardan olugsan infiltre duktal karsinomadir. TUmor icerisinde tubdl
formasyonu izlenir. Prognoz oldukga iyidir. Tubller karsinomlarin aksiller lenf
nodu metastazlari daha az gértldiginden ve prognozu daha iyi oldugundan bu
tip meme kanserlerinin erken teghisi 6zellikle 6nemlidir. Bir meme kanseri %90
veya daha fazla tubdlller kompenent iceriyorsa uzun yasam sansi %100’e

ulagir2021:27

2.5.2.2.6. Adenoid Kistik Karsinom

Adenoid kistik karsinoma genellikle tukrik bezlerinde gorulen
adenokarsinomanin nadir bir varyantidir. Ancak bu formdaki timaérler meme,
trakeo-brongial agag, uterin serviks, larenks ve bartolin bezinde de goérillr.
Meme kanserlerinin %1’den daha kaguk bir bélimund olusturur. Aksiller lenf

nodu tutulumu ve uzak metastazlar nadir gérilir®’.

2.5.2.2.7. infiltratif Papiller Karsinom

Tom meme kanserlerinin %1-2’sini olusturur. Ortalama yas 63-67 dir.
Genellikle in situ timérlerdir ve siklikla postmenopozal kadinlarda gorulir.
DlsUk dereceli, noninvaziv intraduktal lezyonlardir. Meme kanserleri icinde en
az aksiler lenf tutulumu yapandir ve 5 yillik ortalama yasam sansi %83’tlr.

Santral hemoraji, nekroz ve meme basi akintisi siktir?®2'27:28,

2.5.2.2.8. Paget Karsinomu
Ozel bir tip olmayip, karakteristik klinik &zellige sahip bir timérdir. Meme
karsinomlu hastalarin %12’sinde gérilir. Genellikle DKIS ile iligkilidir, ancak

invaziv meme kanseri ile birlikte goérilebilecedi gibi nadir de olsa memede kitle
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olmaksizin sadece meme bagi ve areolada Paget hastaliginin klinik bulgulari ile
de ortaya cikabilir. Stromal invazyon da var olabilir. Meme basinda kismen
krutlu, ekzamatoid lezyon seklinde géralir. Daha sonra areolay! tutabilir, ancak
seyrek olarak birka¢ cm.yi gegebilir. Stpheli olgularda kesin tani meme basi ve
areoladan tam kat deri biyopsisi ile konur. Tedavi ve prognoz zemindeki
timérin invaziv olup olmadigina, boyutuna ve lenf nodlarinin durumuna

baglidir. Siklikla menopozal veya perimenopozal kadinlarda géraltr®®?’.

2.5.2.2.9. inflamatuvar Karsinom

Meme kanserleri icerisinde en letal form olan inflamatuar meme kanseri
ilk olarak 1814 yilinda Charles Bell tarafindan memede kitle, agri ve kitlenin
Uzerindeki ciltte renk degisikligi olarak tanimlanmistir. Bunlar da Paget
karsinomu gibi morfolojik tip degildirler. Memede 6édem, hiperemi, hassasiyet ile
karakterize timorler icin bu deyim kullanilir. TGmoérin dermal lenfatiklere yaygin
invazyonu bu g6rinime neden olur. Meme bagi retraksiyonu veya aksiller
lenfadenopatiler izlenebilir. Hizli gelisen bir hastaliktir ve hastalarin %75’inde ilk
basvuruda aksiller metastaz mevcuttur. Klasik olarak 5 yillik yasam sansi %3-5

kabul edilir ancak uygun tedavi edildiginde bu sans %30’a ¢ikabilir?®%'27,

2.5.3. Meme Kanserinin Klinik Seyri

Memedeki tamoérin blaylme hizinin, kaynaklandigi andan itibaren
degismedigi dustnulmektedir. Doubling time (ikilenme zamani) Gzerindeki
calismalarin sonucunda, bir timd&rin palpe edilir hale gelebilmesi icin en az bes
yil gegcmesi gerekmektedir. Hatta yavas blUylyen timoérlerde bu sire daha
uzundur®.

Meme kanserli kadinlarin %70’inde ilk bulgu memede genellikle agrisiz,
sert ve hareketsiz bir kitlenin varligidir. Genelde etrafindaki meme dokusu ile
beraber hareket eder ve bu 6zelligiyle fiboroadenomdan ayirt edilir. Kitlenin
sinirlari cogu kez iyi tayin edilemez. Uzeri diizensiz bir ylizeye sahiptir. Bazen
kitle memede asimetri yaratabilir ya da g6zle fark edilecek boyuta ulasabilir; bu
durum kollari yukari kaldirma ya da éne egilme ile daha belirginlesebilir®".

Meme igerisinde buytyen timér Cooper baglarini infiltre ettiginden bu
baglarin kisalmasina neden olabilir. Bu durum ise deriyi tim&re dogru ¢gekerek
derinin retraksiyonuna neden olur.
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Meme asinuslerini saran lenf damarlarina giren timér hicreleri memenin
ylzeyel ve derin pleksuslarina tasinarak bir yandan bdlgesel lenf bezlerine
giderken 0Ozellikle subareolar pleksustan c¢ikan dallarla meme derisi
lenfatiklerine tasinir. Lenf akiminda yavaslama ile deri ve deri alti dokusunda
0deme neden olur. Deri kalinlasir, kil follikGlleri igeri dogru ¢ekilmis gibi kalir ve
bu durum deriye portakal kabugu (peau d’orange) gbérinimu kazandirir. Peau
d’orange ileri evre meme kanseri belirtisidir. Lenfatiklerin tikanikliginin devami
ile deride eritem olur, zamanla beslenmesi daha da bozularak Ulserasyonlar
baglar. Lenfatiklere yerlesen tUmor hicrelerinin gcogalmaya devam etmesi ile
satellit noduller gelisir.

Derin planda olan timadrler bazen arkaya dogru buylrken énce pektoral
kasin fasyasini, sonra da pektoral kasi ve toraks duvarini tutar. Bu durumda
hasta rahat pozisyonda bile muayene edilirken meme hareket ettirilemez®'.

Memenin santral kadraninda yer alan bir timér bazen meme basini iceri
dogru cekerek meme basini retraksiyona ugratir. Genelde cift tarafli olan
retraksiyonlar yapisal olurlar. Ancak tek tarafli retraksiyon durumunda kronik
enfeksiyonlar ve enflamasyonlarin da olabilecegi akilda tutulmalidir.

Kanser nedeni ile olusan kitlelerin blylk ¢ogunlugu (%45) Ust dis
kadranlarda yer alirlar. Bunu %25 ile santral bolge izler. Ust i¢ kadranda %15,
alt dis kadranda %10 ve alt i¢c kadranda %5 siklikla gérulir. Bu dagihm meme
kadranlarinin icerdidi meme dokusu ile paralellik gosterir. Meme dokusunun
koltuk alti (Spence’s tale) uzantisinda da kanser gelisme ihtimali oldugundan bu
bdlge de muayenelerde dikkatle kontrol edilmelidir?’.

Meme kanserli kadinlarin yaklasik %10’unda ilk belirti meme bagi akintisi
olabilir. Spontan akintilarin %90’ina yakininin altinda benign bir olay yatsa da
akintinin nedenini arastirmak gerekir. Spontan meme basi akinti sebepleri
arasinda puberte, gebeligin son trimesteri, laktasyon baslangici, uzun sire oral
kontraseptif kullanimi ve klimakteryum sayilabilir. Malign nedenlerle olugan
meme basi akintisi hemen her zaman tek tarafli, tek bir porustan ve spontandir.
Areolaya basi yapildiginda her zaman ayni tek porustan gelir. Seréz, ser6z-
kanl veya kanl olabilir. Bazen bir kitle akintiya eslik eder®’.

Hastalarin %2’sinde kanser kendini énce meme basi, daha sonralari
areolay! da igine alabilen egzamatiform bir lezyon veya erozyon, ileri ddnemde
ise Ulserasyon ile ortaya koyabilir.
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Hastalarin %2-4’Gnde kanser enflamasyon, enfeksiyon bulgular ile
ortaya c¢ikar. Peau d’orange gérinimi mevcuttur. Lokal 1s1, hassasiyet ve agri
vardir. Meme bitind ile blylimis ve sertlesmistir. icinde herhangi bir kitle
palpe edilemez. Bu g6érinimi dolayisiyla inflamatuvar meme kanserli
hastalarin 6nemli bir kismi1 uzun sdreler antibiyotik tedavisi gorur. 1-2 haftalik
antibiyoterapiye cevap vermeyen olgularda biyopsiye basvurulmaldir®'.

Meme polikliniklerine bagvuran hastalarin yaklasik %50’sinde sikayet
memede agridir. Ancak meme kanserli hastalarin blyik cogunlugunda 6zellikle
de ilk ddnemlerde agri olmaz. Klinik bulgu vermeyen ve yalnizca agr sikayeti ile
baslayan meme kanseri seyrektir.

Meme muayenesi kesinlikle aksiller, intraklavikuler ve supraklavikiler
bblgelerin de kontrollu ile bitirilmelidir. Aksillada sert, 5Smm.den buydk lenf

bezlerinde metastaz diistiniilmelidir?'.

2.5.4. Meme Kanserinde Tani

Hastalar genellikle ya kendi kendilerine veya rastgele bir muayene
sirasinda tesbit edilen bir kitle ile bagvururlar. Hasta klinige geldiginde hem
oturur, hem de yatar pozisyonda inspeksiyon ve tim kadranlarin palpasyonu ile
muayene edilmelidir. Her iki meme arasindaki bUyUkIUk farki, asimetri,
pigmentasyon, meme basi akintisi ya da pullanma ve hamile olmayan bir
kadinda vendz dilatasyon veya 6dem olup olmadigi dikkatle incelenmelidir.
Eger palpe edilen timér varsa bunun lokalizasyonu, blyukligl, mobil olup
olmadig! kaydedilmelidir. Memeye ilaveten aksilla ve supraklavikiler bdlge de
muayene edilerek buralarda tespit edilen lenf bezinin sayisi, yapisi, mobilitesi
ve buyukliglh not edilmelidir. Aksillasinda palpabl nod tespit edilen hastalarin
%25-30°unda patolojik olarak tiumér tespit edilemezken, klinik muayenede
aksillasi negatif olan hastalarin %20-30’'unda patolojik timor tespit edildigi
bildirilmigtir.
Karaciger blUyUmesi veya lenfadenopati ydéninden batin muayenesinin
yapiimasi; kemik metastazi acgisindan kemik agrilarinin olup olmadiginin
sorulmasi gerekir'®,

Laboratuvar testleri icinde tam kan sayimi vyapiimalh ve kan
biyokimyasina (6zellikle alkalen fosfataz, SGOT, SGPT, LDH ve bilirGbinler)
bakilmalidir. Alkalen fosfataz karaciger metastazi i¢cin hassastir ve karaciger
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metastazli hastalarin %58’inde yuksek bulunur. Meme kanserli hastada alkalen
fosfataz yiksek bulundugunda %85 oraninda bu karaciger metastazina baghdir.
Karaciger metastazi bulunan hastalarin %60'inda SGOT seviyesi ylUksek
bulunur. SGPT daha az duyarlidir®.

Meme hastaliklarinin gérinttlenmesinde en énde gelen yéntem olan
mamografi kullaniimaktadir. Memede olusan lezyonlarin, 6zellikle de meme

kanserinin kesin tanisi ancak biyopsi ile konur.

2.5.5. Meme Kanserinde Evreleme

Meme kanserinde dogru yapilmig bir evreleme hem uygun bir tedavinin
yapiimasini ve hem de kullanilan degdigik tedavi yontemlerinin etkiligini
g6zlemleme imkanini saglar. Standart bir evreleme sistemi; ulusal ve uluslar
arasl! platformda hastalarin gidisatinin farkli merkezlerce karsilastirilabilmesini
ve tedavi yontemlerinin etkinligi hakkindaki bilgi birikimini saglar.

AJCC’ nin TNM Siniflandirmasi (2002)2%2°
Primer Tumor (T)

Primer timér (T)0n taniminda hem klinik hem de patolojik klasifikasyon
birbirine benzer. Eger 6lgim fizik muayene ile yapiimigsa, 6lcim yapan T1, T2
veya T3 terimlerini kullanir. Diger (mesela patolojik ya da mamografik)
Olcimlerde T2’nin milimetrik subgruplar! belirtilir.

Tx: Primer timor degerlendirilememis.

To: Primer timdre ait kanit yok.

Tis Karsinoma in situ: intraduktal karsinoma, lobiiler karsinoma in situ veya
meme basinin timadr icermeyen Paget’s hastaligi.

T1 : TUm&r 2 cm veya daha az blyuklUkte.

T1a :0,5cm veya daha kiguk timor.

T1b :0,5 cm’den blylk ama 1 cm’den kiguk timor.

T1c :1 cm’den blyuk, ama 2 cm’den kaguk timor.

T2 : Timoér 2 cm’den blyUk fakat 5 cm’den kigUk.

T3 : TUmdr 5 cm’den buyuk.

T4, . Tumoér herhangi blyUklikte ama g6gls duvari veya cilde direkt olarak
yaylmis.

T4a : Gogus duvarina yayiimis.
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T4b : Meme cildinde 6dem (peau d’orange’i iceren) veya Ulserasyon ya da
ayni memeyle sinirli satellit cilt nodulleri

T4c :T4ave T4b’nin ikisi birden.

T4d :inflamatuar karsinom.

Bolgesel Lenf Nodlari (N)

NXx : Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememis (6rnegin daha 6nceden

ctkariimis olabilir).

NO :Bodlgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 : Mobil, ipsilateral aksiller nod(lar)a metastaz.

N2  : Birbirine ya da diger yapilara fikse ipsilateral aksiller nod(lar)a metastaz.
N3 : ipsilateral internal mamarial nod(lar)a metastaz.

Patolojik Siniflandirma

PNx : Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememis (Ornegin, daha &nce
cikarilmis ya da patolojik ¢galisma i¢in gdénderilmemis olabilir).

PNo : Bélgesel lenf nodu metastazi yok.

PN1 : Mobil, ipsilateral aksiller lenf nod(lari)na metastaz.

PN1a : Sadece mikrometastaz (Hicbirisi 0,2 cm’den blyik degil).

PN1b : Lenf nod(lari)na metastaz, herhangi birisi 0.2 cm’den blyUk olabilir.
PN1bl : 1-3 lenf nod(lari)na metastaz, herhangi birisi 0.2 cm’den

blylk ama hepsi de 2 cm’den kugUk.

PN1bll : 4 veya daha fazla lenf noduna metastaz, herhangi birisi 0,2
cm’den blylk ama hepsi de 2 cm’den kuguk.

PN1blll : Lenf nodu kapsulinin de atake oldugu metastaz, ancak
blyUklik olarak 2 cm’den kuguk.

PN1blV : 2 cm veya 2 cm’den buyulk lenf nodu metastazi.

PN2 :Birbirine ya da diger yapilara fikse ipsilateral aksiller nod(lar)a metastaz.

Uzak Metastaz (M)

Mx  : Uzak metastazin varligi degerlendirilememisgtir.

Mo :Uzak metastaz yok.
M1 : Uzak metastaz [ipsilateral supraklavikller lenf nod(lari)na metastaz
dahil] var.
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Meme Kanserinde Evreler

Evre 0 : Tis, NO, MO.

Evre | : T1, NO, MO.

Evre lIA : TO-1, N1, MO; T2, NO, MO.
Evre 1IB : T2, N1, MO; T3, NO, MO.

Evre IlIA : T0-3, N2, MO; T3, N1-2, MO.
Evre 11IB : T4, herhangi N, MO.
Evre 1lIC - herhangi T, N3, MO.
Evre IV : herhangi T, herhangi N, M1.

2.5.6. Meme Kanserinde Bazi Prognostik Faktorler?'**®"

Lenf nodu metastazi: Aksiller lenf nodu metastazi en 6nemli bagimsiz
prognostik faktdrdir. Aksiller lenf nodu tutulumunun olmadigi olgularda 10 yillik
hastaliksiz sagkalim %70-80 civarinda iken bu oran 1-3 lenf nodu tutulumunda
%35-40’e ve 10°dan fazla lenf nodu tutulumunda ise %10-15’e dismektedir.
Metastazin  boyutu  (makrometastazlara  karsin ~ 0.2cm.den  klgUk
mikrometastazlar) ve kapsul invazyonu da kétl prognoz géstergesidir.

Lokal ileri hastalik: Meme derisine veya alttaki kas-kemik dokuya
invaze olmus timorlerde uzak metastaz gérilme sikligi daha fazladir.

Tumorun boyutu: 1cm’den kiglk timdéri olan kadinlarda 5 yillik yasam
suresi %98’in Uzerindedir. Ancak tim&r boyutunun bldytmesi, aksiller lenf nodu
tutulumunda artig ve sagkalim oraninda azalma ile iligkilidir.

Multisentrisite: Multipl primer timoér bulunmasi, 6zellikle koruyucu
cerrahi distnulen olgularda prognostik bir faktdrddr.

Tumorun histopatolojik tipi: Tabller karsinom, saf misinéz karsinom,
adenoid kistik karsinom ve papiller karsinom ile sekretuvar karsinomun geng
yastaki formlari iyi prognoza sahip timérlerdir. Tasli ylazik hicreli karsinom ve
inflamatuvar karsinomlar ise agresif seyirli timarlerdir.

Histolojik ve Niikleer Grade: Tumd&rin indifferansiye olmasi, nekroz
icermesi, nikleer grade’ inin yiksek olmasi, vaskuler invazyon veya inflamatuar
infiltrasyonun varhigi hem lokal niksU arttirir, hem de genel sagkalimi azaltir.

DNA Ploidy indeks: Diploid tiimérler, anaploid DNA dagilimina sahip
timdrlerden daha iyi prognoza sahiptirler. Diploid timérlerde ER siklikla (+)
iken, anaploid timdrlerde negatiftir. DUstk grade’li timdérler diploid, yiUksek
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grade’li tamorler ise anaploiddirler. Anaploid tumdrlerde S-faz fraksiyonu daha
yUksektir. Evre I-Il anaploid timérler, diploidlerden iki kat daha fazla reklrrens
riski tasirlar.

Lenfovaskuler invazyon: Bu bulgu lenf nodu metastazi olan kadinlarda
sikhkla birlikte gorulirken, lenf nodu metastazi olmayan kadinlarda da kotu
prognozdan sorumludur. Lenfatiklerde timér embolilerinin varlidi yineleme
riskinde artig, kan damarlarinda timoér embolilerinin varligi ise timoér boyutu,
histolojik evresi, lenf nodu durumu, uzak metastaz gelisimi ve koétl prognoz ile
iliskilidir.

Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri: Ostrojen ve progesteron
reseptorleri (ER ve PR) imminohistokimyasal olarak timoér dokusunda
saptanabilmektedir. Cesitli calismalar ER pozitif timdrlerin  %55-60’Iinin
hormonal tedaviye yanit verirken, ER negatif timorlerin ancak %10’unun yanit
verdigini gstermistir. lyi diferansiye timdrlerde reseptér pozitifligi daha yiiksek
orandadir ve ER pozitif timdrlerin prognozu daha iyidir.

HER2/neu (c-erb-B2): Yapisal olarak Epidermal Blylume Faktér (EGF)
reseptériine benzerlik gbsteren protein Grind, tirozin kinaz aktivitesi gdsterir.
Yapiimis olan c¢alismalar neu onkogeninin hlcre proliferasyon ve
diferansiasyonunun &nemli bir medyatéri oldugunu gdstermistir. Bu gen
17.kromozomda lokalizedir. c-erb B2 pozitifligi; yiksek histolojik derece, ER ve
PR negatif, lenf nodu pozitif ve ylksek proliferasyon orani gbésteren meme
kanserlerinde karsimiza c¢ikmaktadir. Genel olarak sagkalimda bir azalma ile
cerb-B2 pozitifligi arasinda bir iligki mevcuttur. c-erb-B2 ‘nin amplifikasyonu ya
da ekspresyonunun agresif meme kanserlerinde daha sik goéraldigu
sOylenebilmigtir.  Bu genin  imminohistokimyasal ybntemlerle  asiri
ekspresyonunun goésterilmesi herceptine cevabin gdsterilmesi agisindan iyi bir
belirte¢ olmakla birlikte, kemoterapiye cevabin gdésteriimesi konusunda ayni
derecede etkili olamamaktadir. Aksiller lenf nodu metastazi pozitif hastalarda c-
erb-B2 geninin asin ekspresyonu kotl prognoz ve kisa sag kalimin
gbstergesidir.

Yukarida sayilan faktérlerin yaninda etkinlikleri arastiriimakta olan Ki67,
p53, katepsin D, nm 23, anjiyogenez ve bcl 2 gibi birgok etken mevcuttur.
Katepsin D; dstrojene bagli, meme kanseri hiicrelerince agiri bicimde sekrete

edilen ve dstrojen regulasyonunun etkisi altinda olan bir lizozomal proteazdir.
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Normalde ihmal edilebilecek kadar disik olmasina ragmen, memenin benign
ya da malign duktal proliferatif hastaliklarinda yuUkselir. Bazi arastirmacilara
gbre kotl prognoz isaretidir.

2.6. Meme Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Meme kanseri genetik bir hastaliktir. Meme kanseri klinik olarak
saptandiginda, meme kanseri hdcrelerinin gekirdeginde bulunan cesitli
kromozomlar Uzerinde lokalize en az 4-6 major dizenleyici mutasyon
gOsterilmistir. Bu genler; proliferasyon, apopitoz ve farklilagsma arasindaki
fizyolojik dengenin saglanmasinda 6nemli bir rol oynarlar. Diger genler de
invazyon ve metastaz icin Onemli olan gesitli proteinlerin ve steroit
reseptérlerinin, hicre adezyon molekdllerinin ve anjiogenik faktorlerin
ekspresyonunu regule ederler. Meme kanseri timér gelisimi en iyi sekilde ¢ok
basamakli gelisim modeliyle aciklanabilir. Bu modelde normal meme epitel,
hiperplazi ve karsinoma in situ lzerinden invaziv kansere ddnismekte ve
sonrasinda metastazlar olusturmak icin lenf ve kan damarlan UGzerinden
disseminasyona ugramaktadir. Bu basamaklarin her birinin, dizenleyici
genlerdeki bir veya daha fazla farkh mutasyonla korele oldugu
distnilmektedir®.

Herediter meme kanseri, ailesel meme kanseri vakalarinin yaklagik
yarisini olusturur. Ailesinde iki veya daha fazla bireyde 60 yas éncesinde meme
kanseri goérilen kadinlar ailesel meme kanseri altinda siniflandirilabilir.
Tanimlanmis bir germline mutasyonu temel alinarak, kalitimsal meme kanseri
yatkinligina dair kanitlara sahip kadinlarda herediter meme kanseri bulunur.
Mutasyonlari meme kanserine olan yatkinligi arttiran major yiksek gegisli
genler BRCA1 ve BRCA2 dir. Bu genlerdeki mutasyonlar beraber tim meme
kanserlerinin  %2-3’Unden, ailesel meme kanserlerinin  %30-40’indan
sorumludurlar®.

BRCA1 ve 2ye ek olarak diger cesitli genlerin de ailesel meme
kanserinde mutasyona ugradigi gd6zlenmistir. Hicre siklist kontrol noktasi
kinaz genindeki (CHEK2) mutasyonlar ailesel kanserin %5’ini olustururlar. TP53
(Li-Fraumeni sendromuna neden olur) ve PTEN (Cowden’s disease) deki

mutasyonlar ailesel meme kanserinin ancak %1’inden sorumludurlar®,
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Meme kanserine olan yatkinlik ayrica steroit hormonlarin (CYP17 ve
CYP19) ve karsinojenlerin (CYP1A1, NAT1 ve NAT2) metabolizmasinda yer
alan genlerdeki gesitli genetik polimorfizimlerle iligki géstermektedir.

Sporadik kanserler meme kanserlerinin  buydk bir ¢ogunlugunu
olustururlar. Somatik genlerdeki kazanilmis ve dizeltimemis genetik
degisimlerin birikimi sonucunda sporadik kanserler olusur ve bu tir kanserlerde
hicbir germline mutasyonu rol oynamaz. Sporadik meme kanserleri igin olan risk

faktorleri genellikle hormonaldir®.

2.6.1. Meme Kanserinin Cok Basamakl Gelisim Modeli

Cesitli sekilde ve kromatin yapisinda ¢ekirdege sahip dizensiz dagihml
epitelyal htcrelerin proliferasyonu ile karakterize duktal hiperplazi genellikle
patolojinin ilk sinyalidir. Hucreler goreceli olarak ki¢ik bir sitoplazmaya sahiptir
ve net bir hiicre sinirina sahip degillerdir. Sitolojik olarak hiicreler benigndir.
Hiperplaziden atipik hiperplaziye olan gecis, artmis meme kanseri riski ile klinik
bir iliski gbsterir. Bir sonraki basamak duktal veya lobuler karsinoma in situnun
gelisimidir. Karsinoma in situ; sitolojik malignansi karakterine sahip hucrelerin
proliferasyonu ile tanimlanir. Ancak stromal invazyon gézlenmez.

Hucre bazal membrandan ayrilip stromaya invazyon gosterdiginde timor
invaziv hale gelir. Kan ve lenf damarlari yoluyla disseminasyon sonucunda
invaziv hadcreler lokorejyonal lenf nodlarina veya uzak organlara metastaz
olustururlar®.

Klasik cok basamakl timor gelisiminde, normal epitelyal hiicre premalign
atipik hicreye gelisir. Klonal ekspansyondan sonra premalign lezyon haline gelir
ve karsinoma in situ olarak adlandirilir (basamak 1). Bir sire sonra invaziv hale
gelebilir (basamak 2). Disseminasyona ugrayip, immun sistemden kagtiktan
sonra metastaz olusturur (basamak 3). Her basamakta olustuguna inanilan
6nemli bir genetik olayin hicrelere yeni 6zellikler kazandirdigi ve bunun
sonucunda hucrenin klonal selektif avantaj kazandigr distnulmektedir. Bu
genetik olaylar, kromozomal delesyonlar, translokasyonlar ve amplifikasyonlar
Uzerinden gerceklesen kigik nokta mutasyonlardan; kromozom kayiplari ve
duplikasyonlarla karakterize blyUk degisikliklere kadar degisir. Bu degisiklikler

sonucunda gen ekspresyonunda veya gen Urlinlerinde modifikasyonlar gézlenir.
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Tumoér stpresdr genlerin inaktivasyonuyla birlikte meydana gelen mutasyonal
onkojen aktivasyonu, ¢ok basamakli islemde erken safhalari olusturur. Mitozun
regulasyonunun ve DNA tamir mekanizmalarinin dizenlenmesinde yer alan

genlerdeki degisimler genomik instabiliteye yol acar®.

2.6.2. Meme Karsinogenezisinde Yer Alan Genler

Onkojenler: Farkli fonksiyonellikte ve hicresel lokalizasyonda pek cok
onkojenezin meme karsinogenezisinde rol oynadigi raporlanmistir. Sporadik
meme kanserinde onkojen amplifikasyonu siklikla gdézlenir fakat bu amplifiye
genlerin birka¢ tanesi meme kanseri gelisiminde kritik rol oynar(MYC, EMSH1,
CCND1 gibi)®. EGF, TGFB ve IGF-1 gibi growth faktérler de ayrica meme
kanseri gelisimi ve proliferasyonunda rol oynarlar.

Tumoér Sipresor Genler: Kromozom 17q12-21 Uzerinde lokalize
BRCA1 geni 1994'de klonlanmigtir.  Transkripsyonda; transkripsyonel
aktivasyonda veya represyonda yer alan 15’den farkh protein ile iligkili oldugu
gbsterilmistir. Ayrica apopitozda rol oynamaktadir. Bir tUmér sUpresér olarak
BRCA1, genomik stabilitenin saglanmasinda rol oynamaktadir. DNA tamirinde
yer alan cesitli proteinlerle ve komplekslerle etkilesimde bulunmaktadir®.
BRCA1’deki germline mutasyonlari, meme ve over kanserine yatkinlik
olusturmaktadir. 40 yasinda olan ve BRCA1 mutasyonunun kahtildig
kadinlarda meme kanseri riskinin kabaca 200 kat arttigi diistiniilmektedir®.

BRCA1’deki mutasyonlar gen boyunca yayilmistir ve insersiyonlar,
delesyonlar, cerceve kaymalari ve baz yer degistirmelerinden olugsmustur.
Sporadik meme kanserinde gen nadiren mutasyona ugrar ancak siklikla
fonksiyonel bozukluk gésterir.

BRCA2 geni kromozom 13q12-13 lzerinde lokalizedir. DNA tamirinde,
hicre déngusi kontrolinde ve transkripsyonda yer alan proteinleri kodlar ve
meme epitelyal hiicrelerinin terminal farkhlasmasinda fonksiyon gdésterebilir.
Sporadik meme kanserinde, BRCA2'nin mutasyonel inaktivasyonu nadirdir;
¢unki inaktivasyon igin her iki gen kopyasinin da mutasyona ugramasi veya
total kaybi gereklidir.

17p13.1 kromozomu Uzerindeki timoOr sUpresér geni p53, sporadik
kanserlerdeki en sik mutasyona ugrayan gendir. Sporadik meme kanserlerinde
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TP53 mutasyon varligi ge¢ evrede gd6zlenir. Nadiren TP53 mutasyonu, Li-
Fraumeni sendromunda oldugu gibi herediter meme kanseriyle iliski gésterir.

PTEN timdr sUpresér geni kromozom 10923 Uzerinde lokalizedir.
Cowden sendromunda oldugu gibi germline mutasyonlar meme kanserinde rol
oynarken; sporadik meme kanserlerindeki somatik mutasyonlar nadirdir.

Hlcre siklisu kontrol noktasi kinazi CHEK2 geni (kromozom 22'de
bulunur), DNA hasar yanitinda anahtar bir mediatér roli oynar. 1100 del C
varyantinin, disik penetransh ailesel meme kanserine olan yatkinhga sebep
olabilecegi distntlmektedir.

CDH1 geni, (16g22.1 U(zerinde) adezyon molekili E-cadherin igin
kodlanir. Sporadik lobuler meme kanserinde, CDH1’in tim&r stpresér gen gibi
davrandigi diistinilmektedir®.

Apopitoz Genleri: Apopitoz veya programlanmis hicre 6limu; normal
non-neoplastik htcrelerin karakteristik 6zelligidir. Kanser hlicrelerinde apopitoz
anormal ve tamamen inhibedir. Pro ve antiapopitoz sinyalleri Bax, Bcl2 gibi
cesitli genlerin kontroli altindadir. Seks hormonlarinin da apoptotik genleri
upregulasyona veya down-regulasyona ugrattigi bilinmektedir®.

Steroit Reseptorleri: Kromozom 6q25.1 Uzerinde lokalize &strojen
reseptdrt (ER) alfa geni, hormon bagimli karsinogenezisde yer alan en édnemli
blylime faktéri reseptdridir. ER beta geni ise 14922-24 (izerinde lokalizedir.
Ostrojenler direk DNA hasarina neden olarak timér tetikleyicisi olarak aktivite
gosterebilirler.  Sirekli mitozun indlUksiyonu araciligi ile Ostrojenler DNA
replikasyon hasarinin birikimini uyararak malign fenotip olusumuna katkida
bulunurlar. Ostrojen reseptérleri, dstrojen bagiml ve &strojen bagimsiz
mekanizmalarla hicre siklis kontrol proteinlerinin gen transkripsyonunu aktive
eder. Bu islem hicre proliferasyonu ile sonuglanir. ER alfa’nin asin
ekspresyonu siklikla meme kanserinin erken evrelerinde g('jzlenirsz.

Ostrojenin meme kanseriyle olan direkt iliskisi hakkindaki bilgiler hayvan
modellerinde ve meme timor hicre serilerinde yapilan calismalardan elde
edilmistir. insana ait bilgiler indirekttir fakat giicludir. Ostrojenin biyolojik
aktivitesi 6strojen reseptérine olan yiksek affiniteli baglanmasi araciligi ile
gerceklesmektedir. Bu reseptér ligand indikte nlkleer reseptér ailesinin bir
dyesidir.
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Ostrojen ve progesteron reseptérlerinin dokularda varligini belirlemek igin
immanhistokimyasal, histokimyasal, biokimyasal, otoradyografi gibi yontemler
bulunmaktadir. Immudnhistokimyasal ve biokimyasal ydntemlerin reseptor
durumunu saptamada benzer sonuclar verdigi ancak immunhistokimyasal
ybntemin secici ve topografik Gstlnliginin bulundugu, prognoz yéninden daha

.37 Immunhistokimyasal yéntemlerde, rutin

yol gOsterici oldugu belirtilmigtir
olarak antidstradiol antikoru kullanilir. Ostrojen reseptérii (ER) ve progesteron
reseptdrt (PR) nikleer boyanma yapar. Malign hicrelerin en az %20’sinde
nikleer boyanmasi olan Ornekler reseptdr pozitif kabul edilir. Bazi ekoller
pozitifligi %5, bazilari da %10’dan fazla boyanma olarak kabul etmektedir®®-%2.

Basta meme ve endometrium karsinomu olmak Uzere, bir grup neoplastik
hastalikta 0Ostrojen ve progesteron reseptOrlerinin - prognostik  6nemi
belirlenmistir. ER ve PR pozitif tim&rler hormonal sadaltima yanit verir ve daha
lyi prognoz gosterirler. Primer meme kanserlerinin ortalama %55-65’i; meme
kanseri metastazlarinin yaklasik %45-55’i ER pozitiftir. Primer ve metastatik
meme kanserlerinin yaklasik %45-60"1 PR pozitiftr. ER ve PR pozitifligi
postmenopozal dénemde, premenopozal dénemden daha fazladir. ER pozitif
timodrlerde, hormon sagaltimina %55-60, ER negatif timdrlerde ise %8-10 yanit
alinmaktadir. Hem ER hem de PR pozitif tim&rlerde hormonal sagaltima yanit
%75-80’e ulasmaktadir.

ER , evre 1 ve 2 meme kanserlerinde, sagkalim ve hastaliksiz sagkalim
ile ilgili bulunmustur. insitu duktal karsinomalarda da niikleer derece arttikca ER
ve PR pozitifliginin azaldigi saptanmigtir. ER ve PR, meme kanserlerinde
badimsiz prognostik faktérdir. ER ve PR pozitifligi hormonal sadaltima yaniti ve

daha iyi prognozu gdsterir®.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Bu calisma, B.30.2.MEU.0.01.00.00/1757 sayili etik kurul onayi
alindiktan sonra, Ocak 2006-Ocak 2007 tarihleri arasinda yapilmis ve Mersin
Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi Genel Cerrahi Anabilim Dali tarafindan
takip edilen meme kanseri tanisi almig 69 kisi hasta grubunu olusturmustur.
Kontrol grubu ise herhangi bir kanser, allerjik hastalik, diabet, romatolojik
hastalik veya immunolojik hastalik dykisU ve bulgusu bulunmayan 45 kisiden
olusmustur. Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler galismaya alinma ve
diglama kriterleri agisindan ayrintih bir incelemeden gecirilmigtir. Kriterleri
karsilayan bireyler calismaya davet edilip, molekuler inceleme icin kan érnekleri

alinmigtir.

Arastirmaya alinan butin hasta ve kontrol grubu arastirma hakkinda
bilgilendirilmis, bu amagla hazirlanan Aydinlatiimis Onam Formu (Ek 1)
okutularak, onaylar alinmigtir.

Yas, cinsiyet, yakinma, menopoz durumu, sigara ve alkol tiketimi,
dogum sayisli, aile hikayesi, gecirilmis meme hastaligi, hormon replasman
tedavisi ve oral kontraseptif kullanimi, meme kanseri tirQ, lokalizasyonu, evresi,
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin durumu, p53 ve c-erb-B2 molekillerinin
varligi gibi verileri iceren bir Hasta Takip Formu (Ek 2) dizenlenerek, bu form
butiin olgular icin miimkin oldugunca doldurulmaya calisiimistir. Ostrojen ve
progesteron reseptorleri ile p53 ve c-erb-B2 molekdlleri icin calisma
yapillmamig, hastalarin patoloji raporlari incelenerek veriler elde edilmigtir. Bu

ylzden bazi hastalarda bu verilere ulagilamamistir.

Hasta ve kontrol gruplarindan genetik calisma icin
etilendiaminotetraenoik asit'li (EDTA) tupe alinan kan &rnekleri 2-8°C’de
calisma guntne kadar saklanmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinda ¢aligilan parametreler:

» HLA-DRB1 tiplendiriimesi
» HLA-DQBH1 tiplendiriimesi
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3.1. Arac ve Gereg

CGalismada kullanilan cihazlar:

> Luminex'® cihazi ve XY Platform

» Thermal cycler (Corbett Research)

> Isitici blok (Wealtec HB-1)

» Sonikatdr (Branson 200 Ultrasonic Cleaner)
» Mikrosantrif(lj (Sigma Sartorius 1-15)

> Vorteks (Velp Scientifica)

» Dell Optiplex PC

» Lexmark Yazici

» Sogutucu (Bosch)

Galismada kullanilan diger malzemeler:

» Eppendorf tlpu (Isolab 1.5 ml’lik)

> 0.04 ml %7.5’luk EDTA-K3 iceren 5 ml'lik cam tip

» Otomatik pipet (Labmate)

» PCR tupleri ve kapaklari (AB Gene. 2ml Thermo Strip, No.AB0451/G)
» 96 kuyucuklu Thermal cycler (PCR) plate’i (Costar No6509)

» Microseal Film (MJ Research, Inc. No.MSA-5001)

Calismada kullanilan kitler:
» Lifecodes HLA-DRB Tiplendirme Kiti (Ref:628710-50)
» Lifecodes HLA-DQB Tiplendirme Kiti (Ref:628610)

Galismada kullanilan kimyasallar:

> izopropanol (Merck)

> Mutlak etil alkol (Reidel-Haen)

» R-Pycoerythrin Conjugated Streptavidin (SA-PE), 1mg/ml (Tepnel Lifecodes
Cat No0.628511)

» Luminex Sheath Fluid (Tepnel Lifecodes Cat.N0.628005)

» Recombinant Taq Polymerase

> Distile su

70



3.2. Yontemler
3.2.1. Sinif Il HLA Molekiillerinin (HLA-DRB1 ve HLA-DQB1) Tiplendirilmesi

3.2.1.1. Tam Kandan Deoksiriboniikleik Asit (DNA) Eldesi

Prensip: Hicreler proteinaz K ile kisa bir inkiibasyon ile parcalanirlar. Bu
sirada agiga cikan nikleik asitlerin, nikleazlar tarafindan pargcalanmamasi igin,
ortama tim nUkleazlari inhibe eden guanidin-hidroklorik asit eklenir. Nukleik
asitler, filtre tOplerinde bulunan ve nukleik asitlere segici olan cam fiberlere
baglanir. Diger hicresel elemanlar, 6zel bir inhibitér uzaklastirici tampon
kullanilarak, tekrarlayan yikama ve santrifij basamaklariyla ortamdan
uzaklastinilir. Son asamada duisik yodunluklu tuz ¢ézeltisi ile nikleik asitlerin

cam fiberden ayriimasi saglanir.

Ayiracglar: DNA elde edilmesi sirasinda High Pure PCR Template Kkiti
kullanilmigtir. Kit icerigi ve hazirlanmasi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: High pure PCR template kit igerigi.

Kimyasal Miktani | Icerigi

Baglayici tampon |20 ml 6 M guanidin-HCI, 10 mM Gre, 10 mM Tris-
HCI, %20 Triton X-100 (v/v), pH: 4.4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize proteinaz K

Inhibit6r 33 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH:

uzaklastirici 6.6

tampon

Yikama tamponu |20 ml 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH: 7.5

Elisyon tamponu |40 ml 10 mM Tris, pH: 8.5

Proteinaz K: Liyofilize haldeki reaktife, 4.5 ml steril distile su eklenerek

kullanima hazir hale getirilmistir. Tamami kullaniimayacaksa porsiyonlanarak,
-20°C’de saklanmustir.

inhibitér uzaklastirici tampon: 33 ml reaktife 20 ml mutlak etil alkol eklenerek

hazirlanmistir.
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Yikama tamponu: 20 ml reaktife 80 ml mutlak etil alkol eklenerek hazirlanir.
Baglayici ve elisyon tamponlari kullanima hazirdir.

Yontem:

e Ependorf tipline, 200 ul EDTA’ll tam kan konur ve Gzerine sirasiyla 200 pl
baglayici tampon, 40 ul proteinaz K eklenir, vortexlenir.

10 dakika 72 °C’de inkibe edilir.

e Tulpe 100 pl izopropanol eklenip, vortexlenir ve karigim 6zel filtre tiplerine
aktarihr.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrif(ij edilir ve filtreden gecen karigim atilir.

e Filtre tOpUn icine 500 ul inhibitdr uzaklastirici tampon eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrif(ij edilir ve filtreden gecen karigim atilir.

e Filtre tOpdn igine 500 pl yikama tamponu eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrifij edilir ve filtreden gegen karisim atilir.

e Ikinci kez filtre tipiin igine 500 ul yikama tamponu eklenir.

e 1 dakika 8000 rpm’de santrif(ij edilir ve filtreden gecen karigim atilir.

e Filtre tp bosaltilir ve 10 saniye 8000 rpm’de santrifdj edilir.

e Filtre tiipd, yeni bir ependorf tiipi icine yerlestirilir, 72°C’de bekletilmis olan
elisyon tampondan 200 pl filtre tpe pipetlenir.

e 1 dakikalik 8000 rpm’de santriflj sonunda, filtre tipten ayrilan, saf DNA elde

edilir.

3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Lokositlerden elde edilen DNA’nin, analiz yapilacak bdlgesinin, belli
miktarda cogaltiimasi gerekir. PCR, DNA’nin bu bdlgesinin iki ucuna &6zgu,
sentetik primer (6ncul)’ler, Taq polimeraz ve deoksi nikleotit trifosfatlar (ANTP)
kullanilarak ¢cogaltiimasi esasina dayanir. Primerler 6nct DNA gdérevi gorirken,
Taq polimeraz ise DNA polimeraz gérevi gdérmektedir. PCR, denatiirasyon,
yapisma (annealing) ve zincir uzamasi (extension) olmak Ulzere U¢ asamadan
olusur. ik agama olan denatiirasyonda, yiiksek Isi etkisiyle cift sarmal DNA’nin
ayrilmasi saglanir. ikinci asama olan yapismada, sicaklik disirilerek,
primerlerin kendilerini tamamlayici DNA dizilerine baglanmalari saglanir. Son

asama olan uzamada ise, Taq polimeraz etkisiyle, ortamda bulunan dNTP’ler
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primerlere eklenerek DNA zincirleri sentezlenmis olur. Bu ddnginin

tekrarlanmasi ile istenen DNA bdlgesi ¢cogaltiimig olur.

3.2.1.3. Lifecodes HLA-SSO Tiplendirme Kitleri ile Luminex'® Cihazinda
HLA-DRB1 ve HLADQB1 Allel Tiplendirilmesi

Lifecodes HLA-SSO Tiplendirme Kkitleri; PCR ile amplifiye edilmig
Ornekteki HLA allellerini saptamak igin sekans-spesifik oligonukleotitleri (SSOs)
kullanir.

HLA-SSO tiplendirme prosedir(; isaretli tek sarmalli PCR Urtinlerinin
SSO problarina hibridizasyonuna dayanmaktadir. DNA’nin  PCR le
amplifikasyonunda genellikle esit miktarda forward ve reverse primerler
kullanilarak gift-sarmalli DNA GrUnleri elde edilir. Ancak eger primerlerden biri
digerine gére daha fazla miktarda bulunursa, reaksiyonda cift sarmalli DNA’ya
ek olarak tek sarmalli DNA Uretimi de gergeklesir. Lifecodes amplifikasyon
basamaginin ilk sikliislerinde gift-sarmalli DNA dretilir. llerleyen siklislerde az
miktarda bulunan limitli primer tUketildiginde, kalan primer ¢ift sarmalli Grina bir
sablon gibi kullanarak tek sarmalli DNA Uretimini gergeklestirir. Bu metot ile
hibridizasyon reaksiyonuna katilabilecek hem c¢ift sarmalli hem de tek sarmalli
drtnler meydana getirilir.

SSO tiplendirme metodunda kullanilan farkl problarin her biri amplifiye
DNA’larin icindeki allel veya allel gruplarina spesifik olan sekanslara karsi
homologturlar. Bagka bir ifadeyle bu problarin her biri amplifiye DNA’da bulunan
veya bulunmayan komplamenter bdlgelerle hibridize olmalarn igin
tasarlanmiglardir. SSO tiplendiriimesinden elde edilen sonuglarin analizi ile
amplifiye DNA’daki 6zel DNA sekanslarinin varligi veya yoklugu saptanabilir ve
Ornekteki muhtemel alleller tanimlanabilir.

Lifecodes HLA-SSO Tiplendirme prosediiriinde; problar, Luminex'®
cihazinda kullaniimak icin Luminex'® mikrokireciklerine baglanmislardir.
Yaklagik 100 farkli Luminex'®® mikrokirecik populasyonu bir arada karisitrilarak
Luminex'® cihaziyla analiz edilebilir. Giinkii her bir mikrokirecik populasyonu
kendine has floresans veya rengiyle ayirt edilebilir. Bdylece problar da
birbirlerinden kolayca ayirt edilebilirler. Luminex'® cihazi; her bir Luminex'®

mikrokurecigine hibridize olan isaretli PCR Urinlerinin miktarini saptayabilir.
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SSO problarindan elde edilen bu sinyaller kullanilarak amplifiye DNA &6rnegi ile
pozitif veya negatif reaksiyon gbsteren problar belirlenebilir. Bdylece drnekteki
HLA fenotipinin belirlenmesi igin gerekli bilgi elde edilir.

3.2.1.4. DNA Amplifikasyon (PCR) ve Hibridizasyon Prosediirleri

Polimeraz zincir reaksiyonu ve hibridizasyon prosedird igin, Lifecodes HLA-

DRB ve HLA-DQB Tiplendirme kitleri kullaniimistir, kit icerigi altta gdsterilmistir.

Lifecodes HLA-DRB Tiplendirme Kiti icerigi:

Lifecodes HLA DRB Generic Master Mix: 870 mikrolitre (50 érnek igin)
Lifecodes HLA DRB DR52 Master Mix: 870 mikrolitre (50 6rnek igin)
Lifecodes HLA DRB Probe Mix: 2x810 mikrolitre (50 6rnek igin)
Dilisyon Solsyonu: 19,7 ml (50 6rnek igin)

Lifecodes HLA-DQB Tiplendirme Kiti icerigi:

Lifecodes HLA DQB Master Mix: 420 mikrolitre (20 érnek igin)
Lifecodes HLA DQB Probe Mix: 360 mikrolitre (20 érnek icin)
Dilusyon Solusyonu: 9,9 ml (20 6rnek igin)

3.2.1.4.1. DNA Amplifikasyon (PCR) Prosediiri

e Master Mix’in oda Isisina gelmesi beklenir.

e Master Mix 10 saniye vortekslenir.

e Her bir hasta i¢in 15 mikrolitre Master Mix, 0,5 mikrolitre Taq polimeraz
ve 24.5 mikrolitre steril distile su bir ependorfta karistirilir, vortekslenir ve
bir amplifikasyon karigimi hazirlanir.

e Her bir hasta icin PCR taptne 10 mikrolitre DNA konur ve Uzerine 40
mikrolitre amplifikasyon karisimindan eklenir (tablo 7).
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Tablo7: Amplifikasyon igin Gerekli Reaksiyon igerikleri.

icerik Her 6rnek icin gereken
miktar

Lifecodes Master Mix 15l

DNA 10 pl

Taq Polimeraz 0,5 ul

Steril distile su 24,5 ul

Tlplerin agzi PCR sirasinda olabilecek buharlagsmayi énlemek icin
kapatilir.

Ornekler thermal cyclera yerlestirilir ve tablo 8'deki program calistirilir.

Tablo 8: Amplifikasyonda Kullanilan Thermal Cycler Programi.

95C? de 5dk.
Siklls sayisi:1
95C% de 30 sn
60C° de 45 sn
72C° de 45 sn
Siklls sayisi:8
95C? de 30 sn
63C° de 45 sn
72C° de 45 sn
Siklls sayisi: 32
72C° de 15 dk

3.2.1.4.2. Hibridizasyon Prosediiri

Hibridizasyon islemine baslamadan &nce Luminex'®

cihazi acilarak
Isinmasi saglanir.

Probe Mixleri 1sitici blokta 55-60°C’de 7 dk isitilir.

Daha sonra Probe Mixler 15 saniye sonikatére konur ve ardindan 15
saniye vortekslenerek slispansiyon haline gelmeleri saglanir.

PCR Urinleri Costar plate’in kuyucuklari icine 5 mikrolitre pipetlenir.

Her bir kuyucuga 15 mikrolitre Probe Mix eklenir ve kuyucuklarin Gzeri

Mikroseal film ile kaplanir.
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e Ornekler termal cyclere yerlestirilir ve tablo 9'daki program calistirilir.

Tablo 9: Hibridizasyonda Kullanilan Thermal Cycler Programi.

97C° de 5 dk
47C° de 30 dk
56C° de 10 dk
56C" de tut

o Orneklerin hibridizasyonu sirasinda 1:200 dilusyon solusyonu/SA-PE
karisimi hazirlanir. Her 6rnek igin 170 mikrolitre dilisyon sollisyonu ile
0,85 mikrolitre SA-PE karnistirilir.

¢ Dilusyon solusyonu/SA-PE karisimi oda sicakliginda karanhkta tutulur.
SA-PE 1s1ga duyarhdir.

e Hibridizasyon basmag ikinci 56C° basamagina gectigi anda érnekler
termal cycler Gzerinde iken, her bir 6rnek 170 mikrolitre dillisyon
solisyonu/ SA-PE ile dilte edilir. TUm 6rnekler 5 dakika iginde dille
edilmelidir.

e Diliisyon isleminden sonra érnekler degerlendirilmek Gizere Luminex'®

cihazina yerlestirirlir.

3.3. istatistiksel Yontem

Bu calismada bagimsiz iki grubun sirekli bir degisken bakimindan
karsilastinimasinda Student t testi ve iki kategorik degiskenin dulzeyleri
arasindaki iligkinin test edilmesinde ki-kare analizi kullaniimigtir. Ayrica risk
oraninin belirlenmesinde Odds oranlari hesaplanmig ve ilgili Odds degerleri icin
glven araliklari verilmigtir. Hesaplamalar; Minitab 15 programinin demo

versiyonu ile gergeklestiriimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Genel Ozellikleri

Galismamizda 69 kisi hasta grubunu olustururken, 45 kisi kontrol

grubunu olusturmaktadir. Hasta ve kontrol grubuna ait kigisel bilgiler tablo 10’da

sunulmustur.

Tablo 10: Hasta ve Kontrol Grubunun Kigisel Bilgileri.

Kisisel Bilgiler

Kontrol Grubu (n=45)

Hasta Grubu
(n= 69)

Yas ortalamasi

46,87+13,76

52,46+10,70

Menopoza girenler

21 (%46.,6)

35 (%50,72)

Menopoza girmeyenler

24 (%53,4)

34 (%49,28)

OKS alanlar 8 (%17) 9 (%13,04)
OKS almayanlar 37 (%83) 60 (%86,96)
HRT alanlar 3 (%6,66) 2 (%2,89)

HRT almayanlar

42 (%93,34)

67 (%97,11)

Sigara kullananlar

10 (%22,2)

15 (%21,73)

Sigara kullanmayanlar

35 (%77,8)

54 (%78,27)

medyan [25.-75.Persantil]

Alkol kullananlar 0 (%0) 2 (%2,89)
Alkol kullanmayanlar 45 (%100) 67 (%97,11)
Dogum sayisi 2[1-3] 3[2—4]

Hasta grubundaki 69 kisinin %75,36’sI (52 hasta) memede kitle sikayeti

ile hastaneye basvurmus (Tablo 11).

Tablo 11: Hastaneye Bagvuruya Neden Olan Yakinmalar. (n=69)

Kitle 52 (%75,36)
Agri 5 (%7,24)
Agrn ve kitle 4 (%5,79)
Agri, kitle, akinti 1 (%1,44)
Kitle ve ¢ekinti 2 (%2,89)
Agri ve kizariklik | 1 (%1,44)
Mamografik bulgu | 3 (%4,34)
USG 1 (%1,44)
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Hasta grubundaki bireylerin aile dykileri alindiginda; %10,14’Gnde (7
hasta) ailede meme kanserine; %2,89’unda (2 hasta) ailede over kanserine;
%8,69’'unda (6 hasta) ailede diger kanserlere rastlanmistir. Hasta grubundaki
bireylerin 6zge¢migsleri sorgulandiginda %8,69'unda (6 hasta) daha dnceden
gecirilmis bir meme hastaligl saptanmistir. 3 hastada benign meme hastaligi, 2
hastada mastit, 2 hastada meme tramvasi dykisu saptanmistir.

Hasta grubunun 9%66,66’sinda (46 hasta) invaziv duktal karsinom,
%14,49’unda (10 hasta) ise invaziv lobller karsinom saptanmistir (Tablo 12).

Tablo12: Meme Kanseri TUr0. (n=69)

infiltratif duktal karsinom | 46 (%66,66)
infiltratif lobuler karsinom | 10 (%14,49)
Meduller karsinom 2 (%2,89)
Musindz karsinom 1 (%1,44)
Tubdler karsinom 1 (%1,44)
Adenoid Kistik karsinom 1 (%1,44)
Paget 1 (%1,44)
inflamatuar karsinom 2 (%2,89)
Duktal karsinoma in situ 2 (%2,89)
infiltratif papiller karsinom | 1 (%1,44)
Mikst karsinom 2 (%2,89)

Hastalarin %56,52’sinde timoér (39 hasta) sad memede, %42,02’sinde
(29 hasta) sol memede, %1,44’Ginde (1 hasta) her iki memede saptanmistir.
Tomoérin memedeki lokalizasyonu agisindan veriler incelendiginde; hastalarin

%59,42’sinde (41 hasta) timoérin Ust dis kadranda yerlestigi saptanmistir.

evresi hastalarin
%30,43’U (21 hasta) evre 1, %27,53’0 (19 hasta) evre 2A, %14,49'u (10 hasta)
Evre 2B, %14,49'u (10 hasta) Evre 3A, %5,79'u (4 hasta) Evre 3C, %7,24’'lG (5

hasta) ise Evre 4 olarak siniflandiriimiglardir.

Tumor bakimindan hasta grubu incelendiginde;

Hastalarin patoloji raporlarinin incelenmesi sonucunda 43 hastanin
Ostrojen reseptdérl analizi, 43 hastanin progesteron reseptdrl analizi ve 40
hastanin c-erb-B2 molekiilii analizi elde edilebilmistir. Ostrojen ve progesteron
reseptdrleri bakimindan malign hicrelerin en az %20’sinde nikleer boyanmasi

olan 6rnekler reseptdr pozitif kabul edilmistir. Hastalarin %32,55’inde (14 hasta)
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Ostrojen reseptdéri pozitif olarak saptanmistir. %67,44’Unde (29 hasta) ise
Ostrojen reseptdri negatif olarak saptanmistir. Progesteron reseptdri hastalarin
%23,25’inde (10 hasta) pozitif olarak saptanirken, %76,74’'Unde (33 hasta)
negatif olarak saptanmigtir. c-erb-B2 hastalarin %40’inda (16 hasta) pozitif,
%60’Inda (24 hasta) ise negatif saptanmistir.

4.2. Hasta ve Kontrol Grubunun HLA-DRB1 Analiz Sonuclari

Galismamizda Lifecodes HLA-SSO tiplendirme prosediri kullanilarak
hasta grubundaki 69 bireyin ve kontrol grubundaki 45 bireyin HLA-DRB1
tiplendiriimesi gercgeklestiriimistir. Hasta grubunda 13 c¢esit allel saptanirken,
kontrol grubunda 12 ¢esit allel saptanmigtir (tablo14). Kontrol grubu igin yapilan
analizde 45 bireyin hepsinde tam tiplendirme vyapilabilmistir. Ancak hasta
grubunda 69 hastanin 64’Unde tam tiplendirme yapilabilirken; 5 hastada sadece
tek bir allel tiplendirilebilmigtir. Bu ylzden kontrol grubundaki toplam allel sayisi
90 iken, hasta grubundaki toplam allel sayisi 133'tiir. istatistiksel degerlendirme
birey sayisina gore degil, toplam allel sayisina gére yapilmis ve her bir allel tek
basina degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*03 allelinin
hasta grubunda gérialme sikhginin %7,51 (10/133) oldugu; buna karsilik kontrol
grubunda gértlme sikhiginin ise %17,7 (16/90) oldugu belirlenmigstir (tablo13).
Bu sonuca gére HLA-DRB1*03 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir negatif iliski saptanmistir (p=0,019; OR=0,376
%95Cl: 0,162-0,872).
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Tablo 13: Hasta ve Kontrol Grubunun HLA-DRB1 Allel Analizi Sonuclari.

Hasta grubu |Kontrol grubu |Odds Orani [%95 CI] |P

(n=133) (n=90)
DRB1*01 |10(%7,51) 6 (%6,6) 1,138[0,399-3,251] 0,809
DRB1*03 |10 (%7,51) 16 (%17,7) 0,376 [0,162-0,872] |0,019"
DRB1*04 |21 (%15,78) |12 (%13,3) 1,219[0,567-2,621] 0,612
DRB1*07 |6 (%4,51) 9 (%10) 0,425 [0,146-1,240] |0,108
DRB1*08 |2 (%1,50) 2 (%2,2) 0,667 [0,092—4,821] |1,000
DRB1*09 |1 (%0,75) 0 (%0) Hesaplanamadi 1,611
DRB1*10 |1 (%0,75) 3 (%3,3) 0,221 [0,023-2,163] |0,367
DRB1*11 |37 (%27,81) |20 (%22,2) 1,349 [0,722-2,521] | 0,433
DRB1*12 |3 (%2,25) 1 (%1,1) 2,054 [0,210-20,063] | 0,906
DRB1*13 |18 (%13,53) |6 (%6,6) 2,191 [0,834-5,756] |0,104
DRB1*14 |5 (%3,75) 5 (%5,5) 0,664 [0,187-2,364] |0,760
DRB1*15 |11 (%8,27) |5 (%5,5) 1,508 [0,506-4,497] 0,459
DRB1*16 |8 (%6,01) 5 (%5,5) 1,088 [0,344-3,439] 0,886

HLA-DRB1 tiplendirme sonuglari menopoz agisindan degerlendirilmistir.

Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*03 allelinin postmenopozal

meme

kanseri tanisi alan hasta grubunda gértilme sikhdinin %8,69 (6/69) oldugu;

buna karsilik postmenopozal kontrol grubunda gériime sikliginin ise %21,42

(9/42) oldugu belirlenmigtir (tablo 14). Ancak postmenopozal meme kanseri

tanisi almis birylerde HLA-DRB1*03 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamistir (p=0,057; OR=0,349 %95CI:
0,114-1,066).
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Tablo 14: Postmenopozal Meme Kanseri Tanisi Alan Hasta Grubu ve

Postmenopozal Kontrol Grubunun HLA-DRB1 Allel Analizi Sonuglari.

Hasta grubu | Kontrol grubu | Odds Orani [%95 CI] | P
(n=69) (n=42)
DRB1*01 |4 (%5,79) 3 (%7,14) 0,800 [0,170-3,764] 0,077
DRB1*03 |6 (%8,69) 9 (%21,42) 0,349 [0,114-1,066] |0,057
DRB1*04 |14 (%20,28) |7 (%16,66) 1,273 [0,468-3,464] |0,636
DRB1*07 |4 (%5,79) 6 (%14,28) 0,369 [0,098—1,395] |0,241
DRB1*08 |0 (%0) 0 (%0) Hesaplanamadi
DRB1*09 |0 (%0) 0 (%0) Hesaplanamadi
DRB1*10 |0 (%0) 1 (%2,38) Hesaplanamadi 0,841
DRB1*11 |21 (%30,43) |9 (%21,42) 1,604 [0,654-3,937] |0,300
DRB1*12 |1 (%1,44) 0 (%0) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*13 |10 (%14,49) |3 (%7,14) 2,203 [0,570-8,517] 0,243
DRB1*14 |3 (%4,34) 1 (%2,38) 1,864 [0,188-18,523] | 0,989
DRB1*15 |3 (%4,34) 1 (%2,38) 1,864 [0,188-18,523] | 0,989
DRB1*16 |3 (%4,34) 2 (%4,76) 0,909 [0,146-5,677] |1,000

Premenopozal meme kanseri tanisi almis hasta grubu ve premenopozal
herhangi bir HLA-DRB1 alleli ile meme
kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamigstir
(tablo 15).

kontrol grubu degerlendirildiginde;

Tablo 15: Premenopozal Meme Kanseri Tanisi Alan Hasta Grubu ve
Premenopozal Kontrol Grubunun HLA-DRB1 Allel Analizi Sonuglari.

Hasta grubu | Kontrol grubu | Odds Orani [%95 CI] |P

(n=64) (n=48)
DRB1*01 |6 (%9,37) 3 (%6,25) 1,552 [0,368-6,546] |0,547
DRB1*03 |4 (%6,25) 7 (%14,58) 0,390 [0,107-1,420] |0,252
DRB1*04 |7 (%10,93) |5(%10,41) 1,075 [0,319-3,621] |0,907
DRB1*07 |2 (%3,12) 3 (%6,25) 0,484 [0,078-3,016] |0,741
DRB1*08 |2 (%3,12) 2 (%4,16) 0,377 [0,033—4,286] |0,822
DRB1*09 |1 (%1,56) 0 (%0) Hesaplanamadi. 1,000
DRB1*10 |1 (%1,56) 2 (%4,16) 0,377 [0,033—4,286] |0,822
DRB1*11 |16 (%25) 11 (%22,91) 1,121 [0,465-2,701] |0,799
DRB1*12 |2 (%3,12) 1 (%2,08) 1,516 [0,133-17,225] |1,000
DRB1*13 |8 (%12,5) 3 (%6,25) 2,143 [0,537-8,549] |0,436
DRB1*14 |2 (%3,12) 4 (%8,33) 0,355 [0,062—2,023] |0,431
DRB1*15 |8 (%12,5) 4 (%8,33) 1,571 [0,444-5,559] |0,480
DRB1*16 |5 (%7,81) 4 (%8,33) 0,932 [0,237-3,674] |1,000
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Hasta grubunun HLA-DRB1 tiplendirme sonuglari timérin evresine goére
degerlendirilmigtir. Evre 1 ve evre 2 farkli iki grup olarak ele alinirken evre 3 ve
evre 4 bir grup altinda degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda herhangi
bir HLA-DRB1 alleli ile meme timorU evresi arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir iliski saptanmamistir (tablo 16).

Tablo 16: Tumdr Evresine Gére HLA-DRB1 Allel Analizi Sonuglari.

Evre | hasta |Evre Il hasta grubu |Evre lll ve IV hasta |P
grubu (n=41) | (n=57) grubu (n=35)
DRB1*01 |2 (%4,87) 6 (%10,52) 2 (%5,71) 0,518
DRB1*03 |3 (%7,31) 4 (%7,01) 2 (%5,71) 0,956
DRB1*04 |8 (%19,51) 9 (%15,78) 4 (%11,42) 0,623
DRB1*07 |1 (%2,43) 3 (%5,26) 2 (%5,71) 0,716
DRB1*08 |0 (%0) 1 (%1,75) 1 (%2,85) 0,447
DRB1*09 |0 (%0) 0 (%0) 1 (%2,85) 0,260
DRB1*10 |1 (%2,43) 0 (%0) 0 (%0) 0,306
DRB1*11 |10 (%24,39) |15 (%26,31) 12 (%34,28) 0,603
DRB1*12 |2 (%4,87) 1 (%3,50) 0 (%0) 0,268
DRB1*13 |4 (%9,75) 8 (%14,03) 6 (%17,14) 0,637
DRB1*14 |1 (%2,43) 2 (%3,50) 2 (%5,71) 0,758
DRB1*15 |4 (%9,75) 6 (%10,52) 2 (%5,71) 0,702
DRB1*16 |5 (%12,19) |2 (%3,50) 1 (%2,85) 0,160
Hasta grubunun HLA-DRB1 tiplendirme sonuglari &strojen ve

progesteron reseptodrlerinin varligina gére degerlendirilmistir. Her iki reseptér
icin malign hucrelerin en az %20’sinde niUkleer boyanmasi olan Ornekler
reseptdr pozitif kabul edilmigtir. Degderlendirme sonucunda herhangi bir HLA-
DRB1 alleli ile 6strojen reseptdrinin varligr arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptanmamistir (tablo 17). Ancak progesteron reseptorleri icin yapilan
degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*13 allellinin progesteron reseptérl pozitif
saptanan hasta grubunda goértlme sikliginin %30,00 (6/20) oldugu; buna
karsilik progesteron reseptdri negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikliginin ise %8,1 (5/62) oldugu belirlenmistir (tablo18). Bu sonuca gére HLA-
DRB1*13 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iliski saptanmistir (p=0,012; OR=4,886
%95CI: 1,301-18,344).

82



Tablo 17: Ostrojen Reseptoril Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DRB1 Allel

Analizi Sonuglari.

Ostrojen reseptori | Ostrojen reseptérii | Odds Orani [%95 CI] [P
pozitif hasta grubu | negatif hasta
(n=28). grubu (n=54).
DRB1*01 |4 (%14,3%) 4 (%7,4) 2,083 [0,480-9,051] 0,320
DRB1*03 |2 (%7,1) 7 (%13,0) 0,516 [0,100-2,670] |0,424
DRB1*04 |2 (%7,1) 11 (%20,4) 0,301 [0,062-1,465] |0,120
DRB1*07 |1 (%3,6) 3 (%5,6) 0,630 [0,062-6,348] |1,000
DRB1*08 |1 (%3,6) 0 (%0) Hesaplanamadi 0,737
DRB1*09 |1 (%3,6) 0 (%0) Hesaplanamadi 0,737
DRB1*10 |0 (%0) 1(%1,9) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*11 |6 (%21,4) 13 (%24,1) 0,860 [0,287-2,577] |0,788
DRB1*12 | 0 (%0) 1(%1,9) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*13 | 5(%17,9) 6 (%11,1) 1,739 [0,480-6,297] |0,395
DRB1*14 |1 (%3,6) 2 (%3,7) 0,963 [0,084-11,104] |1,000
DRB1*15 |3 (%10,7) 5 (%9,3) 1,176 [0,260-5,325] |1,000
DRB1*16 |2 (%7,1) 1 (%1,9) 4,077 [0,353-47,051] |0,555
Tablo 18: Progesteron Reseptdri Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DRB1
Allel Analizi Sonuglari.
Progesteron Progesteron Odds Orani [%95 CI] | P
reseptori pozitif reseptori negatif
hasta grubu (n=20) | hasta grubu (n=62)
DRB1*01 |1 (%5,0) 7 (%11,3) 0,414 [0,048-3,583] |0,410
DRB1*03 |3 (%15,0) 6 (%9,7) 1,647 [0,372-7,296] |0,508
DRB1*04 |1 (%5,0) 12 (%19,4) 0,219 [0,027-1,804] |0,126
DRB1*07 |2 (%10,0) 2 (%3,2) 3,333 [0,438-25,368] |0,531
DRB1*08 |1 (%5,0) 0 (%0) Hesaplanamadi 0,548
DRB1*09 | 0 (%0) 1 (%1,6) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*10 | 0 (%0) 1 (%1,6) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*11 |2 (%10,0) 17 (%27,4) 0,294 [0,062-1,405] |0,108
DRB1*12 |0 (%0) 1 (%1,6) Hesaplanamadi 1,000
DRB1*13| 6 (%30,0) 5(%8,1) 4,886 [1,301-18,344] | 0,012*
DRB1*14 |2 (%10,0) 1 (%1,6) 6,778 [0,581-79,123] | 0,292
DRB1*15 |2 (%10,0) 6 (%9,7) 1,037 [0,192-5,598] |0,966
DRB1*16 | 0 (%0) 3 (%4,8) Hesaplanamadi 0,751

Hasta grubunun HLA-DRB1 tiplendirme sonuglar c-erb-B2 molekUlinin

varligina goére degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*04

allellinin c-erb-B2 pozitif saptanan hasta grubunda goérilme sikhginin %26,66
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(8/30) oldugu; buna karsilik c-erb-B2 negatif saptanan hasta grubunda gérilme

sikhdinin ise %8,69 (4/46) oldugu belirlenmigtir (tablo19). Bu sonuca gére HLA-

DRB1*04 alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir pozitif iliski saptanmistir (p=0,036; OR=3,818 %95ClI: 1,034-

14,100).

Tablo 19: c-erb-B2 Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DRB1 Allel Analizi

Sonuglari.

c-erb-B2 c-erb-B2 Odds Orani [%95 CI] |P

pozitif negatif

hasta grubu | hasta grubu

(n=30) (n=46)
DRB1*01 [3 (%10,00) |3 (%6,52) 1,593 [0,299-8,469] (0,909
DRB1*03 |0 (%0) 7 (%15,21) Hesaplanamadi. 0,066
DRB1*04 |8 (%26,66) |4 (%8,69) 3,818 [1,034-14,100] | 0,036*
DRB1*07 |1 (%3,33) 3 (%6,52) 0,494 [0,049-4,988] |0,934
DRB1*08 |0 (%0) 1 (%2,17) Hesaplanamadi. 1,000
DRB1*09 |1 (%3,33) 0 (%0) Hesaplanamadi. 0,823
DRB1*10 |0 (%0) 1 (%2,17) Hesaplanamadi. 1,000
DRB1*11 |8 (%26,66) 12 (%26,08) |1,030 [0,363—2,924] |0,955
DRB1*12 |0 (%0) 1 (%2,17) Hesaplanamadi. 1,000
DRB1*13 |6 (%20,00) (%10,86) 2,050 [0,565-7,442] |0,269
DRB1*14 |1 (%3,33) 3 (%6,52) 0,494 [0,049-4,988] |0,934
DRB1*15 |2 (%6,66) 3 (%6,52) 1,024 [0,161-6,520] [1,000
DRB1*16 |0 (%0) 3 (%6,52) Hesaplanamadi. 0,410

4.3. Hasta ve Kontrol Grubunun HLA-DQB1 Analiz Sonuclari

CGalismamizda hasta ve kontrol grubunun her ikisinde de 5 gesit allel

saptanmistir (tablo20). Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*02 allelinin hasta

grubunda goértilme sikliginin %11,59 (16/138) oldugu; buna karsilik kontrol

grubunda goértlme sikliginin ise %23,33 (21/90) oldugu belirlenmigtir (tablo21).

Bu sonuca gére HLA-DQB1*02 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir negatif iliski saptanmistir (p=0,019; OR=0,431
%95Cl: 0,211-0,880).
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Tablo 20: Hasta ve Kontrol Grubunun HLA-DQB1 Allel Analizi Sonuglari.

Hasta grubu|Kontrol grubu|Odds Orani [%95 CI] [P
(n=138) (n=90)
DQB1%02 |16 (%11,59) |21 (%23,33) 0,431 [0,211-0,880] |0,019*
DQB1*03 |67 (%48,55) |34 (%37,77) 1,554 [0,905-2,671] {0,109
DQB1*04 |2 (%1,44) 2 (%2,22) 0,647 [0,089-4,678] |1,000
DQB1*05 |26 (%18,84) |21 (%23,33) 0,763 [0,399-1,459] |0,412
DQB1*06 |27 (%19,56) |12(%13,33) 1,581 [0,755-3,311] |0,222

HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari menopoz agisindan degerlendirilmigtir.

Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*02 allelinin postmenopozal

meme

kanseri tanisi alan hasta grubunda gérilme sikhdinin %11,42 (8/70) oldugu;

buna karsilik postmenopozal kontrol grubunda gértlme sikliginin ise %28,57
(12/42) oldugu belirlenmistir (tablo 21). Bu sonuca gére HLA-DQB1*02 alleli ile
postmenopozal meme kanseri olugsumu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
negatif iliski saptanmistir (p=0,022; OR=0,323 %95ClI: 0,119-0,873).

Tablo 21: Postmeapozal Meme Kanseri Tanisi Almis Hasta Grubu ve
Postmenopozal Kontrol Grubunun HLA-DQB1 Allel Analizi Sonuglari.

Hasta grubu | Kontrol grubu | Odds Orani [%95 CI] |P
(n=70) (n=42)
DQB1*02 |8 (%11,42) 12 (%28,57) 0,323 [0,119-0,873] |0,022*
DQB1*03 |37 (%52,85) |17 (%40,47) 1,312 [0,605-2,846] |0,492
DQB1*04 |1 (%1,42) 1 (%2,38) 0,594 [0,036-9,758] |1,000
DQB1*05 |11 (%15,71) |9 (%21,42) 0,684 [0,257-1,819] |0,445
DQB1*06 |13 (%18,57) |3 (%7,14) 2,965 [0,792-11,097] | 0,094

Premenopozal meme kanseri tanisi almig hasta grubu ve premenopozal

kontrol grubu degerlendirildiginde;

herhangi bir HLA-DQB1 alleli ile meme

kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamigstir

(tablo 22).
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Tablo 22: Premenopozal Meme Kanseri Tanisi Aimig Hasta Grubu ve
Premenopozal Kontrol Grubunun HLA-DQB1 Allel Analizi Sonuglari.

Hasta grubu | Kontrol grubu | Odds Orani [%95 CI] |P
(n=68) (n=48)
DQB1*02|8 (%11,76) |9 (%18,75) 0,502 [0,179-1,407] |0,185
DQB1*03 |30 (%44,11) |17 (%35,41) 1,440 [0,673-3,081] |0,347
DQB1*04 |1 (%1,47) 1 (%2,08) 0,701 [0,043-11,499] [1,000
DQB1*05| 15 (%22,05) |12 (%25) 1,047 [0,435-2,520] [0,919
DQB1*06 | 14 (%20,58) |9 (%18,75) 1,123 [0,442-2,857] |0,807

Hasta grubunun HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari timérin evresine gére
degerlendirilmistir. Evre 1 ve evre 2 farkl iki grup olarak ele alinirken evre 3 ve
evre 4 bir grup altinda degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda herhangi
bir HLA-DQBH1 alleli ile meme tumdri evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmamistir (tablo 23).

Tablo 23: Tumd&r Evresine Gére HLA-DQB1 Allel Analizi Sonugclari.

Evre | hasta grubu | Evre Il hasta |Evre lll ve IV hasta |P

(n=42) grubu (n=58) | grubu (n=38)
DQB1*02|5 (%11,90) 7 (%12,06) 4 (%10,52) 0,971
DQB1*03 | 19 (%45,23) 27 (%46,55) |21 (%55,26) 0,618
DQB1*04 |1 (%2,38) 0 (%0) 1 (%2,63) 0,332
DQB1*05|9 (%21,42) 12 (%20,68) |5 (%13,15) 0,572
DQB1*06 |8 (%19,04) 12 (%20,68) |7 (%18,42) 0,958

Hasta grubunun HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari &strojen ve

progesteron reseptorlerinin varligina gore degerlendirilmistir. Her iki reseptér
icin malign hlcrelerin en az %Z20’sinde niUkleer boyanmasi olan &rnekler
reseptdr pozitif kabul edilmigtir. Degderlendirme sonucunda herhangi bir HLA-
DQB1 alleli ile 6strojen reseptdrinin varligr arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptanmamistir (tablo 24). Ancak progesteron reseptdrleri icin yapilan
degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*06 allellinin progesteron reseptdri pozitif
saptanan hasta grubunda gérilme sikliginin %45,00 (9/20) oldugu; buna
karsilik progesteron reseptdérl negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikliginin ise %12,1 (8/66) oldugu belirlenmigtir (tablo25). Bu sonuca gére HLA-
DRQ1*06 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iliski saptanmistir (p=0,001; OR=5,932
%95CI:1,878-18,734). HLA-DQB1*03 allellinin ise progesteron reseptdri pozitif
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saptanan hasta grubunda goértilme sikliginin %20,00 (4/20) oldugu; buna
karsilik progesteron reseptérii negatif saptanan hasta grubunda gériime
sikhdinin ise  %53,00 (35/66) oldugu belirlenmistir (tablo25). Bu sonuca goére
HLA-DRQ1*03 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki saptanmistir (p=0,009;
OR=0,221 %95CI:0,067-0,733).

Tablo 24: Ostrojen Reseptérii Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DQB1 Allel
Analizi Sonuglari.

Ostrojen reseptoru | Ostrojenreseptorii | Odds Orani P

pozitif hasta grubu | negatif hasta [%95CI]

(n=28) grubu (n=58)
DQB1*02 |1 (%3,6) 10 (%17,2) 0,178 [0,022-1,465] | 0,075
DQB1*03 |11 (%39,3) 28 (%48,3) 0,693 [0,277-1,734] | 0,580
DQB1*04 | 0 (%0) 1(%1,7) Hesaplanamadi 1,000
DQB1*05 |8 (%28,6) 10 (%17,2) 1,920 [0,661-5,575] | 0,226
DQB1*06 | 8 (%28,6) 9 (%15,5) 2,178 [0,736-6,446] | 0,154

Tablo 25: Progesteron Reseptdrt Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DQB1
Allel Analizi Sonuglari.

Progesteron Progesteron |Odds Orani [%95 CI] |P

reseptori pozitif | reseptori

hasta grubu negatif hasta

(n=20) grubu (n=66)
DQB1*02 |3 (%15,0) 8 (%12,1) 1,279 [0,305-5,361] |0,736
DQB1*03| 4 (%20,0) 35 (%53,0) 0,221 [0,067-0,733] |0,009"
DQB1*04 | 0 (%0) 1 (%1,5) Hesaplanamadi 1,000
DQB1*05 |4 (%20,0) 14 (%21,2) 0,929 [0,268-3,223] |0,907
DQB1*06 | 9 (%45,0) 8(%12,1) 5,932 [1,87818,734] |0,001*

Hasta grubunun HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari c-erb-B2 molekilinin
varligina goére degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*02
allellinin c-erb-B2 pozitif saptanan hasta grubunda goérilime sikhiginin %3,125
(1/32) oldugu; buna karsilik c-erb-B2 negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikhdinin ise  %18,75 (9/48) oldugu belirlenmistir (tablo26). Bu sonuca goére
HLA-DQB1*02 alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir negatif iliski saptanmistir (p=0,038; OR=0,140

%95Cl: 0,017-1,164).

Tablo26: c-erb-B2 Varligina Gére Hasta Grubunun HLA-DQB1 Allel Analizi

Sonuglari.

c-erb-B2 c-erb-B2 Odds Orani [%95 CI] | P

pozitif hasta grubu | negatif hasta

(n=32) grubu (n=48)
DQB1*02 | 1(%3,125) 9(%18,75) 0,140 [0,017-1,164] | 0,038"
DQB1*03 | 19 (%59,37) 19 (%39,58) 2,231 [0,896-5,555] | 0,082
DQB1*04 | 0 (%0) 1 (%2,08) Hesaplanamadi. 0,411
DQB1*05 | 5 (%15,625) 10 (%20,83) 0,704 [0,216-2,293] | 0,559
DQB1*06 | 7 (%21,87) 9 (%18,75) 1,213 [0,401-3,675] | 0,732
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5.TARTISMA

Meme kanseri kadinlarin en fatal ve malign hastaliklarindan biridir ve son
yilllarda insidansi artmaktadir. Akciger kanserinden sonra kadinlar arasindaki
kanser 6lumlerinde ikinci sirayl almaktadir ve 15-54 yas arasindaki kanser
6lumlerinin ilk sebebidir. Her ne kadar hastaligin major etiyolojik sebebi tam
olarak bilinmese de; genetik, hormonal, gevresel, mesleki ve infeksiy6z ajanlar
hastaligin etiyolojisine katkida bulunuyor olabilir. Yakin zamanda meme
kanserindeki malign degisimin olusumuna katkida bulunabilecek genetik
faktorlerin rolUyle alakali pek ¢ok veri elde edilmistir. Kalitsal ve ailesel meme
kanserinde, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde gerceklesebilecek mutasyonlarin,
delesyonlarin ve diger genetik degisimlerin farkli irk ve etnik gruplarda énemli
bir genetik risk faktdrii oldugu distindlmistir®.

Bununla birlikte meme kanseri vakalarinin buytk bir b6IimuU higbir ailesel
meme veya over kanseri hikayesi bulunmayan hastalarda saptanmaktadir. Bu
yuzden 6zellikle sporadik olgular Uzerindeki genetik risk faktdrl arastirmasi
6nem kazanmistir. MHC genleri sitotoksik T lenfositlerinin timér antijenlerine
karsi yénlendirimesinde dnemli bir rol oynamaktadir®.

T hicre cevabi yUksek polimorfik HLA sinif 1 ve sinif 2 6zgal allellere
bagimli bir yanittir. Ozgiil HLA allelleri ile bazi viral kdkenli timérler arasinda
zayif bir iliski tanimlanmistir. Buna karsin MHC polimorfiziminin spontanéz
nonviral timérlerle olan iligkisi aydinlatiimay! beklemektedir. Cogu timdordeki
somatik degisimler timor hiucrelerindeki HLA sinif 1 gen ekspresyonunda down-
regulasyon olugsumuna katkida bulunabilmektedir. Bu degisiklikler potansiyel
olarak immun kagisa katkida bulunabilirler ve timor gelisiminin ¢ok basamakli
mekanizmasinda rol aliyor olabilirler. Her ne kadar HLA sinif 1 genleri tim
hicrelerde eksprese edilse de, immudn yanit sistemleri ayni zamanda antijenik
peptitlerin HLA sinif 2 molekdlleri araciligiyla T hUcrelerine sunulmasina
gereksinim duyarlar. Bu heterodimerler primer olarak makrofaj, dendritik
hiicreler ve B lenfositler gibi profesyonel antijen-sunucu hcreler tarafindan
eksprese edilirler. HLA sinif 2 DPB, DQB veya DRB genlerinin ylksek
polimorfik 6zgul allellerini tagiyan bazi kisilerde kanser tiplerinin bazi turlerine
kars! direnc gériilebilmektedir®.
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Sinif II HLA molekdlleri, yardimci T lenfositlerine peptit sunumu igin
gerekli molekullerdir ve immun sistemin tetiklenmesinden sorumlu olabilirler. Bu
ylzden bu antijenlerin varhgi timérd daha immunojenik hale getirir ve bu da
daha iyi bir prognoz olusturabilir. Antijen sunumu disinda, sinif | ve |l
molekdlleri, neoplastik hicrelerin apopitozunu indukleyebilecek sinyallerin
iletiimesini saglamaktadirlar. Bu yuzden HLA-DR molekullerinin eksikliginin,
timor hicrelerinin apopitoza ugramalarini azaltabilecegi distntlmektedir.

Tumor hacrelerinde sinif 1l antijenlerinin varligi, timére karsi konak
immadn yanitin gctnt arttirabilir. Bunu, antijen sunumu yaparak veya allojenik
lenfositlerin proliferasyonunu stimule ederek gergeklestirir. Bu yizden HLA sinif
I antijenlerinde oldugu gibi, HLA-DR molekullerindeki degisikliklerin de meme
kanserinin gelisimiyle ve metastatik progresyonuyla iligkili olabilecegi
distndlmektedir*’.,

TUumorlan tedaviye olan yanitinda immunoterapi éncesinde, sirasinda ve
sonrasindaki MHC timér ekspresyonu énem tasimaktadir. Meme kanseri disik
bir timér infiltre edici lenfosit aktivitesine sahiptir ve bu ylizden immdinoterapi bir
avantaj géstermemektedir. Galismalarda interlékin(IL)-2 tedavisine yanit veren
timorlerin tedaviden 6énce HLA-DR ekspresyonu yaptigr gézlenmistir. Buna
ragmen immunoterapiye yanit vermeyen timoérlerin tedavi 6ncesinde veya
sonrasinda HLA-DR ekspresyonu yapmadig§i gézlenmistir*.

Yapilan deneysel calismalar sonucunda elde edilen bilgilerde endojen
peptidlerin islenerek anti-timor CD4+T hiicrelerine sunulmasinda MHC sinif 2
molekullerinin roli hakkinda bilgi sahibi olunmustur. Bu molekullerin solid
timorlere karsi uygulanan antikanser stratejilerdeki rolti ve 6zellikleri hakkinda
da galismalar yapiimahdir. MHC sinif 2 gen drlnleri igeriginde bulunan timéor
kodlayici antijenler tarafindan baslatilan CD4+T hicrelerinin aktivasyon ve
proliferasyon durumu CD8+T hdcrelerinin potansiyel efektdér aktivitesinin ve
antitmoér hafizanin uzunlugu igin énemlidir. Meme kanserini infiltre eden
CD4+T lenfositlerinin otolog timér antijenlerini MHC sinif 2 bagimli olarak
tanididi ve bu antijenlere cevap olarak sitokinler sekrete ettigi gdsterilmistir. Bu
da kalitsal kigisel Ozelliklerin anti-timér immudn yanitin niteligini ve miktarini
etkiledigini gostermektedir. Bu ylUzden *“allel etkisi’nin muhtemelen CD+4T
hicrelerinin timor peptidlerine karsi olan sitotoksik etkisi (sitokin sekresyonu)
ve CD+4 helper T hiicrelerinin islevi Gzerinde etkisi olabilecegdi distnulmektedir.
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Eger bdyleyse HLA-DR allel frekansinin farkli populasyonlardaki meme kanseri
riskiyle olan iligkisi arastiriimali ve meme kanseri gelisimi icin risk fakt6rt olarak
degerlendirilebilecek ®nemli alleller saptanmalidir®. Eger bu tarz alleller
saptanirsa teorik olarak dominant timdr sUpresér genleri olarak
tanimlanabilirler*.

HLA-sinif 2’'nin meme kanseriyle olan iligkisi ve ozellikle genetik bir risk
faktéri olarak dustndldaga calismalar sinirh sayidadir. Meduller meme
karsinomu vakalarinin kicik bir boélimi MHC ekspresyonu agisindan
incelenmistir. Meduller karsinom her ne kadar kotl sitolojik 6zellikler icerse de;
genellikle yogun bir lenfositik infiltrat ile birliktelik géstermekte ve goreceli olarak
lyi bir prognoza sahip olmaktadir. Muhtemelen HLA-DR araciligiyla timor
hicrelerinin T-lenfositleri tarafindan taninmasinin sonucu olarak, strekli bir
timor infiltre edici lenfosit (TIL) populasyonuna sahiptir. Natali ve arkadaslari
yaptiklari galismada HLA-DR ekspresyonu yapan meme kanserlerinin yalnizca
meduller karsinom ve tubdiler karsinom oldugunu gdstermislerdir®®. Yine Bartek
ve arkadaslari da 72 meme kanseri i¢cinde 5 tanesinin belirgin HLA-DR pozitifligi
gdsterdigini ve bunlardan ikisinin meduller karsinom oldugunu géstermislerdir**.
En ilgi ¢cekici bulgular Yazawa ve arkadaslarinin ¢alismasinda gézlenmistir. Bu
¢alismada incelenen 13 meduller karsinomun hepsinde de HLA-DR pozitifligi
saptanmisg ve 11 vakada tumor hucrelerinin %50’sinden fazlasinda pozitiflik
saptanmistir®.

Lazzaro ve arkadaslari tarafindan 11 meduller karsinom ve 15 duktal
karsinom vakasinin primer timoérleri ve lenf nodu metastaslari HLA-DR ve
lenfosit antijenleri icin immunoperoksidaz boyama kullanilarak analiz edilmistir.
Meduller karsinomda, primer timérler icin HLA-DR boyamasi pozitif olan hlcre
orani 74,5% ve nodal metastazlar igin 67,3%’'tar. Duktal karsinom igin, primer
timorlerde bu oran 17,7%’e, metastazlarda ise 7%’ye dusmektedir. Meduller
karsinomda, lenf nodlarina metastaz oldugunda dahi HLA-DR ekspresyon
dizeyi yuksek kalmakta, bununla birlikte primer duktal timérlerde var olan HLA-
DR ekspresyonu bdlgesel lenf nodlarina metastaz gergeklestiginde dismeye
baslamaktadir®.

Feinmesser ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada MHC-1 ve
MHC-2 antijen sisteminin komponentleri olan HLA-DR antijenleri ve (2m
molekulinin meduller meme kanserinde belirgin olarak ekspresyon gosterdigi
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gbzlenmigtir. Bu molekillerin atipik meduller karsinomdaki daha zayif
ekspresyonu muhtemelen bu timériin antijen sunumundaki zayifliginin nedeni
olabilir. Bu yuzden de atipik meduller karsinomun prognozu meduller
karsinomdan cok invaziv duktal karsinoma benzemektedir*.

Redondo ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢calismada in situ karsinomda
%20 ( 6/30), invaziv karsinomda %15 (20/131), metastatik karsinomda ise
sadece 1 vakada HLA-DR antijeni igin pozitiflik saptanmistir'.

15 non-timdral meme dokusu, 24 benign lezyon, 4 inflamatuar karsinom
ve 94 primitif meme karsinomu timér 6rnegi HLA sinif |l ekspresyonu
bakimindan Concha ve arkadaslari tarafindan analiz edilmistir. Oncelikle HLA
sinif 1l antijenleri tim non-neoplastik meme dokusunda saptanabilmis. ikinci
olarak HLA sinif Il antijjen ekspresyonunun benign neoplazmlarda ve
hiperplastik lezyonlarda belirgin olarak arttigi saptanmis. Buna zit olarak 92
karsinomadan sadece 32 tanesi HLA-DR antijen ekspresyonu gostermis, 17
timér HLA-DP, 11 timér de HLA-DQ antijenleri bakimindan pozitif olarak
saptanmigtir. Sinif 1l antijenlerin ekspresyonu, histolojik farklilasma ile iligkili
bulunmustur?®.

Tamiolakisl ve arkadaslari tarafindan yapilan immunohistokimyasal
¢alismada atipik ve malign meme epitel hicrelerindeki MHC sinif || (HLA-DR)
ekspresyonu analiz edilmis. Calisma sonucunda lezyon malignansiye dogru
ilerledikce dismeye baslayan epitelyal HLA sinif I (DR) ekspresyonu
saptanmigtir. HLA sinif Il ekspresyonun dereceli olarak azalmasi, atipik formdan
malign forma dogru olan hicresel farklilagsmanin bir géstergesi olabilir*’.

Zuk ve arkadaglar tarafindan yapilan galismada benign lezyonlarin
%75’inde HLA sinif Il ekspresyonu gozlenmistir. Karsinomlarin buyuk bir
kisminda sinif |l  molekullerinin  degisken epitelyal ekspresyon kaybi
saptanmistir®®.

Brunner ve arkadaslari tarafindan HLA-D bdlgesi Urtnleri olan HLA-DR,
DQ ve DP molekillerinin meme kanseri tarafindan ekspresyonun standart
prognostik faktérlerle olan iligkisi arastinlmigtir. HLA-DR ile tOm&rin
differansiasyon durumu (P=0,02) ve progesteron reseptéri ekspresyonu
(P=0,002) arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Bu iki parametre iyi prognozla
ve birbirleriyle iligkilidirler*.
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Su ana kadar aktarilan c¢alismalarin hepsinde sinif 1l HLA molekulleri
timor Gzerinde arastirilmis ve timdrdeki ekspresyon duzeyleri ile meme kanseri
arasinda iliski  kurulmaya cahsiimigtir. Bu c¢alismalarda genellikle
immunohistokimyasal boyama y6ntemleri kullanilarak timér tarafindan yapilan
HLA-DR-DQ-DP ekspresyonlari saptanmistir. Ancak bizim g¢alismamizin da
dahil oldugu baska bir grup ise meme kanserli hastalar ve etnik olarak
eslestiriimis kontrol grubu tzerinde HLA DPB, DQB ve DRB allellerinin detayl
molekller analizini yaparak kansere yatkinlik veya direng olugsumunda rol
oynayabilen potansiyel allellerin varligi hakkinda bilgi sahibi olmaya
calismiglardir*39-4°,

iran’da primer meme kanserli 36 kadin Gizerinde Ghaderi ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada sekans spesifik primerler (PCR-SSP) kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu ile HLA-DRB1 allel frekansi saptanmaya
calisiimigtir. Calisma sonucunda HLA-DRB1*12 allel frekansi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hasta grubunda belirgin olarak yldksek bulunmustur
(p<0,03)*. Bizim calismamizda HLA-DRB1*12 alleli ile meme kanserine olan
yatkinlik arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edemedik. Bunun en
muhtemel sebeplerinden biri; HLA-DRB1*12 allel frekansinin g¢alismamizin
yUrataldadga Mersin populasyonundaki diasukligu olabilir diye distinmekteyiz.
HLA-DRB1*12 alleli calismamizdaki hasta grubundaki 133 allelin sadece 3’linde
(%2,25); kontrol grubundaki 90 allelin de sadece 1’inde (%1,1) saptanmigtir.
Dolayisiyla bu kadar disuk frekanstaki bir allel bize bir sonu¢ vermemektedir.

Tamorlerin yalnizca immuUn sistemde bir problem oldugu zaman ortaya
ciktigr varsayimlanmaktadir. HLA sinif 2 genlerinin koruyucu oldugu dugunilen
allellerinin kalitiminda olugsabilecek bir problemin meme kanseri gelisimiyle
iligkili olup olmadigini arastirmak i¢in Chaudhuri ve arkadaslar tarafindan 176
erken baslangiclh meme kanseri tanisi alan beyaz kadinlarda ve 215 etnik
olarak eslestiriimis kontrol Gzerinde HLA DPB1, DQB1, DRB1 ve DRB3
allellerinin molekdler tiplendiriimesi yapilmistir®. HLADQB*03032 alleli kontrol
grubunun 7%’sinde saptanmis fakat hastalarin hi¢ birinde g&ézlenmemistir.
HLADRB1*11 allellerinin de hasta grubuyla karsilastirildiginda belirgin olarak
arttig1 gézlenmistir. Bu ¢calismada HLA DRB1*11 alleli kontrol grubunda 16,3%
oraninda saptanirken, hasta grubunda 3.5% oraninda gézlenmistir. Bu sonuglar
HLA DQB*03032 ve HLA DRB1*11 allelinin meme kanseri i¢in koruyucu bir role
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sahip olabilecegini distndirmektedir. Bizim c¢alismamizda ancak disik
¢6zUnUrlUkIO sonuglar elde edebildigimiz icin HLA DQB*03032 ile iligkili bir
yorum yapamadik. HLA DRB1*11 alleli i¢in yaptigimiz analiz sonucunda ise;
HLA DRB1*11 alleli ile meme kanserine karsi olan koruyuculuk arasinda
istatistiksel bir anlam saptamadik.

Baccar ve arkadaglari tarafindan yapilan bir galismada Tunusta’ki meme
kanserli hastalar ve etnik olarak eslestiriimis kontrol grubunda HLA-DQBH1,
DRB1 allelleri ve HLA-DRB1-DQB1 haplotipleri analiz edilmis ve c¢alisma
sonucunda HLA-DRB1*07-DQB1*02 ile meme kanseri olusumu arasinda
negatif bir iliski saptanmistir. Bizim calismamizda HLA DRB1*07 alleli icin
yaptigimiz analiz sonucunda; HLA DRB1*07 alleli ile meme kanserine karsi
olan koruyuculuk arasinda istatistiksel bir anlam saptamadik. Ancak HLA
DQB1*02 alleli i¢in yaptigimiz analiz sonucunda; HLA DQB1*02 alleli ile meme
kanserine karg! olan koruyuculuk arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki
saptadik ve Baccar tarafindan yapilan calismayi destekleyici bir sonug¢ elde
ettik. HLA-DQB1*02 allelinin hasta grubunda gértlme sikhdr %11,59 (16/138)
iken; buna karsilik kontrol grubunda gérilme sikligi ise %23,33 (21/90) olarak
belirlendi (p=0,019). Bu koruyucu allel; meanapoza girmis kadinlarda da
istatistiksel olarak anlamli bir allel frekansi gosterdi. HLA-DQB1*02 allelinin
menopoza giren hasta grubunda gorilme sikligi %11,42 (8/70) iken; buna
karsilik menopoza giren kontrol grubunda goériime sikhigi ise %28,57 (12/42)
olarak belirlendi (p=0,022). Her iki calismanin sonucuna gére; HLA-DQB1*02
alleline sahip olan bireylerin meme kanserine kargi daha direncli olabilecekleri
varsayimlanmaktadir. Bu allelli tagiyan bireyler belki de timdre karsi cok daha
glclhd bir immdn yanit gelismesine katkida bulunabilmektedirler. Diger allel
tiplerine gére timor antijenlerini daha etkili bir sekilde T hicrelerine sunabilirler
veya sahip olduklar antijen baglayici oyuklarinda timér gelisimini baskilayan
6zel molekullere sahip olabilirler.

Yukarida bazi sonuglarina deginilen calismamizda; 69 kisiden olusan
hasta grubuna ve 45 kisiden olusan kontrol grubuna ait érnekler Gzerinde HLA-
DRB1 ve HLADQB1 allel tiplendiriimesini gerceklestirdik. Kontrol grubunu
olugturan bireylerin kanser, allerjik hastalik, diabet, romatolojik hastalik veya
immunolojik bir hastalik 6ykisl tagsimamasina 6zen goésterdik. Clinkd bu tar
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hastaliklar belirli HLA allel tipleriyle ilsikili olabildikleri i¢in ¢alisamizin sonucuna
etki edebilirlerdi.

Hasta grubu verileri incelendignde; hastalarin en sik memede Kkitle
sikayeti ile hastaneye basvurdugu (%75,36), invaziv duktal karsinomanin en sik
gO6ralen malign timor oldugu (%66,66) ve timorlerin blyltk ¢cogunlugunun Ust
dis kadranda yer aldigi (%59,42) saptanmistir. Bu sonuglar literatir ile uyum

gOstermektedir.

Galismamizda SSOP yéntemi kullanilarak hasta grubundaki 69 bireyin
ve kontrol grubundaki 45 bireyin HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 tiplendiriimesi
gerceklestirilmistir’®*°.  Analiz icin Lifecodes HLA-DRB (Ref:628710-50) ve
HLA-DQB (Ref:628610) tiplendirme kitleri kullaniimistir. Degerlendirme
sonucunda HLA-DRB1*03 allelinin hasta grubunda gérilme sikhginin %7,51
(10/133) oldugu; buna karsilik kontrol grubunda géralme sikhdinin ise %17,7
(16/90) oldugu belirlenmigtir. Bu sonuca gére HLA-DRB1*03 alleli ile meme
kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki
saptanmistir (p=0,019). Istatistiksel hesaplamalardan ¢ikardigimiz sonuca gore
bu allele sahip bireylerdeki meme kanseri gézlenme riskinin, bu allele sahip
olmayan bireylere gére 2,65 kat daha dusiuk olmasi bizi; HLA-DRB1*03 alleli
meme kanseri i¢in koruyucu bir role sahip olabilir diye disindirmektedir.

HLA-DQB1 igin yapilan analiz sonucunda ise HLA-DQB1*02 allelinin
hasta grubunda goértlme sikhginin %11,59 (16/138) oldugu; buna karsilik
kontrol grubunda goértlme sikhginin ise %23,33 (21/90) oldugu belirlenmigtir.
Bu sonuca gbére HLA-DQB1*02 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir negatif iliski saptanmistir (p=0,019). istatistiksel
hesaplamalardan c¢ikardigimiz sonuca gére bu allele sahip bireylerdeki meme
kanseri gézlenme riskinin, bu allele sahip olmayan bireylere gére 2,32 kat daha
disUk olmasi bizi; HLA-DQB1*02 alleli meme kanseri igin koruyucu bir role
sahip olabilir diye dusundlirmektedir. Bu sonu¢ Baccar tarafindan Tunus’da
yapilan calismayi desteklemektedir®.

HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 tiplendirme sonuglar postmenopozal meme
kanseri tanisi alan hasta grubu ve postmenopozal kontrol grubunda
degerlendirilmistir.  Degerlendirme  sonucunda HLA-DRB1*03 allelinin

postmenopozal meme kanseri tanisi alan hasta grubunda gérilme sikhginin
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%8,69 (6/69) oldugu; buna karsilik postmenopozal kontrol grubunda gériime
sikliginin ise  %21,42 (9/42) oldugu belirlenmistir. Ancak bu allel kontrol
grubunda belirgin olarak yiksek frekansta gézlense de meme kanseri olusumu
ile arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmamistir (p=0,057).

HLA-DQB1 i¢in yapilan degerlendirme sonucunda ise; HLA-DQB1*02
allelinin postmenopozal meme kanseri tanisi alan hasta grubunda goérilme
sikhdinin %11,42 (8/70) oldugu; buna karsilik postmenopozal kontrol grubunda
gorilme sikhdinin ise %28,57 (12/42) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére
HLA-DQB1*02 alleli ile postmenopozal meme kanseri olusumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki saptanmistir (p=0,022). istatistiksel
hesaplamalardan c¢ikardigimiz sonuca goére bu allele sahip bireylerdeki
postmenopozal meme kanseri gdzlenme riskinin, bu allele sahip olmayan
bireylere gbre 3,09 kat daha dislk olmasi bizi; HLA-DQB1*02 alleli
postmenopozal meme kanseri i¢cin de koruyucu bir role sahip olabilir diye
distndirmektedir.

Premenopozal meme kanseri tanisi almis hasta grubu ve premenopozal
kontrol grubu degerlendirildiginde; herhangi bir HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 alleli
ile meme kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptanmamigtir. Postmenopozal grupta daha anlamli sonuclarin ¢ikmasina
ragmen; premenopozal grupta isatatistiksel olarak anlamh bir sonuca
ulasamamamizin bir sebebi olarak; premenopozal kanserlerin daha ¢ok bazi
6zel gen mutasyonlariyla ve onkojenlerle iligkili olmasi g&sterilebilir diye
digsunmekteyiz. Muhtemelen bu tir onkojenler veya gen mutasyonlari
premenopozal meme kanseri gelisimi tGzerine daha etkili olabilmekte ve olasi bir

HLA allel spesifikligini ortadan kaldirabilmektedir.

Hasta grubunun HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari timérin
evresine gore degerlendirilmigtir. Evre 1 ve evre 2 farkli iki grup olarak ele
alinirken evre 3 ve evre 4 bir grup altinda degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonucunda herhangi bir HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 alleli ile meme timoérl evresi
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki saptanmamigtir. Bunun en
muhtemel sebeplerinden bir tanesi; hastaneye bagvurma zamaninin da timaoérin
evresini etkileyebilmesidir. Daha iyi bir prognoz gésterebilecek bir timore sahip

hasta eger hastaneye bagvuruda gecikmigse bu hastanin timéri bile daha
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yUksek bir evrede degerlendirilecektir. Bu ylzden timor evresi ile allel frekansi
arasinda bir baglanti kurmak zor olmaktadir diye dustinmekteyiz.

Hasta grubunun HLA-DRB1 tiplendirme sonuclari dstrojen ve
progesteron reseptorlerinin varligina gore degerlendirilmistir. Her iki reseptor
icin malign hlcrelerin en az %20’sinde niUkleer boyanmasi olan &rnekler
reseptdr pozitif kabul edilmistir. Degerlendirme sonucunda herhangi bir HLA-
DRB1 alleli ile 6strojen reseptérinin varhidi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski saptanmamigtir. Ancak progesteron reseptérleri icin yapilan
degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*13 allellinin progesteron reseptorl pozitif
saptanan hasta grubunda gértilme sikliginin %30,00 (6/20) oldugu; buna
karsilik progesteron reseptérii negatif saptanan hasta grubunda gériime
sikhginin ise %8,1 (5/62) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére HLA-DRB1*13
alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iligki saptanmistir (p=0,012). Progesteron
reseptbrinin pozitif olmasi meme kanseri prognozu igin olumlu bir
parametredir®®. istatistiksel hesaplamalardan gikardigimiz sonuca gére bu allele
sahip bireylerdeki pozitif progesteron reseptériine sahip olma sansinin, bu allele
sahip olmayan bireylere gére 4,89 kat daha ylksek olmasi bizi; HLA-DRB1*13
alleli hem progesteron reseptér pozitifligi ile hem de hormon terapisine olumlu
yanit ve goéreceli bir iyi prognoz ile iligki gbsterebilir diye disundirmektedir.

Hasta grubunun HLA-DQB1 tiplendirme sonuclan &strojen ve
progesteron reseptorlerinin varligina gore degerlendirilmistir. Her iki reseptor
icin malign hucrelerin en az %Z20’sinde niUkleer boyanmasi olan Ornekler
reseptdr pozitif kabul edilmistir. Degerlendirme sonucunda herhangi bir HLA-
DQB1 alleli ile éstrojen reseptériniin varlidi arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptanmamigtir. Ancak progesteron reseptérleri igin yapilan
degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*06 allellinin progesteron reseptori pozitif
saptanan hasta grubunda gérilme sikliginin %45,00 (9/20) oldugu; buna
karsilik progesteron reseptdéri negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikhginin ise %12,1 (8/66) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére HLA-DQB1*06
alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iligki saptanmistir (p=0,001). Progesteron

reseptérinin pozitif olmasi meme kanseri prognozu igin olumlu bir
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parametredir. istatistiksel hesaplamalardan ¢ikardigimiz sonuca gore bu allele
sahip bireylerdeki pozitif progesteron reseptériine sahip olma sansinin, bu allele
sahip olmayan bireylere gore 5,93 kat daha yiksek olmasi bizi; HLA-DQB1*06
alleli hem progesteron reseptér pozitifligi ile hem de hormon terapisine olumlu
yanit ve gOreceli bir iyi prognoz ile iligki gosterebilir diye diglindirmektedir.
HLA-DQB1*03 allellinin ise progesteron reseptéri pozitif saptanan hasta
grubunda goérilme sikhginin %20,00 (4/20) oldugu; buna karsilik progesteron
reseptdri negatif saptanan hasta grubunda goérilme sikhiginin ise  9%53,00
(35/66) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére HLA-DQB1*03 alleli ile meme
kanserindeki progesteron reseptdri pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir negatif iliski saptanmistir (p=0,009). istatistiksel hesaplamalardan
cikardigimiz sonuca gb6re bu allele sahip bireylerdeki pozitif progesteron
reseptdriine sahip olma sansinin, bu allele sahip olmayan bireylere gére 4,52
kat daha disik olmasi bizi; HLA-DQB1*03 alleli hem progesteron reseptér
negatifligi ile hem de hormon terapisine olumsuz yanit ve goéreceli bir kdtl
prognoz ile iliski gosterebilir diye distndirmektedir.

Hasta grubunun HLA-DRB1 tiplendirme sonuglari c-erb-B2 molekilinin
varligina goére degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda HLA-DRB1*04
allellinin c-erb-B2 pozitif saptanan hasta grubunda goérilme sikhginin %26,66
(8/30) oldugu; buna karsilik c-erb-B2 negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikhginin ise %8,69 (4/46) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére HLA-DRB1*04
alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir pozitif iliski saptanmistir (p=0,036). Genel olarak sagkalimda bir
azalma ile c-erb-B2 pozitifligi arasinda bir iliski mevcuttur. c-erb-B2 ‘nin
amplifikasyonu ya da ekspresyonunun agresif meme kanserlerinde daha sik
gorildigl saptanmistir®. istatistiksel hesaplamalardan cikardigimiz sonuca
gére bu allele sahip bireylerdeki c-erb-B2 molekllinin pozitif saptanma
sansinin; bu allele sahip olmayan bireylere gére 3,82 kat daha ylksek olmasi
bizi; HLA-DRB1*04 alleli hem c-erb-B2 pozitifligi ile hem de kanserin agresifligi

ve koétl prognozu ile iligkili olabilir diye distndirmektedir.

Hasta grubunun HLA-DQB1 tiplendirme sonuglari c-erb-B2 molekulintn
varligina goére degerlendirilmigtir. Degerlendirme sonucunda HLA-DQB1*02
allellinin c-erb-B2 pozitif saptanan hasta grubunda gérilme sikhginin %3,125
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(1/32) oldugu; buna karsilik c-erb-B2 negatif saptanan hasta grubunda gérilme
sikhdinin ise  %18,75 (9/48) oldugu belirlenmistir. Bu sonuca gére HLA-
DQB1*02 alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir negatif iliski saptanmigtir (p=0,038). Istatistiksel
hesaplamalardan c¢ikardigimiz sonuca goére bu allele sahip bireylerdeki c-erb-B2
molekUlinin pozitif saptanma sansinin; bu allele sahip olmayan bireylere gére
7,14 kat daha disik olmasi bizi; HLA-DQB1*02 alleli hem C-erb-B2 negatifligi

ile hem de daha iyi bir prognoz ile iligki gosterebilir diye distundirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada;

1.

HLA-DRB1*03 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir negatif iliski saptanmasi ve bu allele sahip olan bireylerde meme
kanserinin gézlenme riskinin; bu allele sahip olmayan bireylere gére 2,65 kat
daha dusik olmasi; HLA-DRB1*03 allelinin meme kanseri igin koruyucu bir
allel olabilecegdini distndurebilir.

HLA-DQB1*02 alleli ile meme kanseri olusumu arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir negatif iliski saptanmasi ve bu allele sahip olan bireylerde meme
kanserinin gézlenme riskinin; bu allele sahip olmayan bireylere gbre 2,32 kat
daha disik olmasi; HLA-DQB1*02 allelinin meme kanseri igin koruyucu bir
allel olabilecegini distindurebilir.

HLA-DQB1*02 alleli ile postmenopozal meme kanseri olusumu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki saptanmasi ve bu allele sahip olan
bireylerde postmenopozal meme kanserinin gdzlenme riskinin; bu allele
sahip olmayan bireylere gbére 3,09 kat daha disuk olmasi; HLA-DQB1*02
allelinin postmenopozal meme kanseri icin koruyucu bir allel olabilecegini
distndirebilir.

HLA-DRB1*13 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptéri pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir pozitif iliski saptanmasi ve bu allele
sahip olan bireylerde pozitif progesteron reseptériine sahip olma sansinin;
bu allele sahip olmayan bireylere gére 4,89 kat daha yiksek olmasi; HLA-
DRB1*13 allelinin hem progesteron reseptdr pozitifligi ile hem de hormon
terapisine olumlu yanit ve goreceli bir iyi prognoz ile ilgki olabilecegini
distndirebilir.

HLA-DQB1*06 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptdri pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir pozitif iliski saptanmasi ve bu allele
sahip olan bireylerde pozitif progesteron reseptdriine sahip olma sansinin;
bu allele sahip olmayan bireylere gére 5,93 kat daha ylksek olmasi; HLA-
DQB1*06 allelinin hem progesteron reseptdr pozitifligi ile hem de hormon
terapisine olumlu yanit ve gbreceli bir iyi prognoz ile ilgki olabilecegini
disiandarebilir.
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6. HLA-DQB1*03 alleli ile meme kanserindeki progesteron reseptdri pozitifligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki saptanmasi ve bu allele
sahip olan bireylerde pozitif progesteron reseptdriine sahip olma sansinin;
bu allele sahip olmayan bireylere gbre 4,52 kat daha disuk olmasi; HLA-
DQB1*03 allelinin hem progesteron reseptdr negatifligi ile hem de hormon
terapisine olumsuz yanit ve gdreceli bir kdti prognoz ile ilski olabilecegini
distndirebilir.

7. HLA-DRB1*04 alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir pozitif iliski saptanmasi ve bu allele sahip olan
bireylerde c-erb-B2 molekllinin pozitif saptanma sansinin; bu allele sahip
olmayan bireylere gére 3,82 kat daha ylUksek olmasi; HLA-DRB1*04 allelinin
hem c-erb-B2 pozitifligi ile hem de kanserin agresifligi ve kot prognozu ile
iliski olabilecegdini distndurebilir.

8. HLA-DQB1*02 alleli ile meme kanserindeki c-erb-B2 pozitifligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir negatif iligki saptanmasi ve bu allele sahip olan
bireylerde c-erb-B2 molekillinin pozitif saptanma sansinin; bu allele sahip
olmayan bireylere gére 7,14 kat daha distk olmasi; HLA-DQB1*02 allelinin
hem c-erb-B2 negatifligi ile hem de daha iyi bir prognoz ile iligski olabilecegini
distndirebilir.

9. HLA-DQB1*02 allelinin; a) hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan
analizinde, b) postmenopozal meme kanseri tanisi alan hasta grubu ve
postmenopozal kontrol grubu arasinda yapilan analizinde, c) C-erb-B2
molekdll bakimindan pozitif olan hasta grubuyla negatif olan hasta grubu
arasinda yapilan analizinde elde edilen tim sonuglara gére; HLA-DQB1*02
alleli hem meme kanseri i¢in koruyucu bir allel olarak, hem de kanserin daha
iyi bir prognoza sahip olmasinda rol oynayabilen bir allel olarak
dusuntlebilinir.

10.Meme kanseri igcin koruyucu oldugu veya iyi prognoz ile iligkili oldugu
digunulen allellerin; teorik olarak hentiz saptanmamis bir gelisim dizenleyici
gen ile baglanti dengesizligi durumunda bulunabildigi ve meme timoér
gelisimini suprese edebildigi varsayimlanabilinir. Koruycu oldugu distnulen
allellere sahip bireylerin antijen sunucu hucreleri; belki de diger hicrelere
gbre timor antijenlerini ¢cok daha erken bir dénemde ve daha etkili bir
sekilde T hucrelerine sunabilirler. Meme kanserine direngli Kisilerdeki
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11.

spesifik sinif-2 HLA molekdllerinin antijen baglayici oyuklarinda koruyucu
spesifik peptitler yerlesmis olabilir. iste bu tip 6zel sinif-2 HLA allellerinin
tiplendirilmesinin prognostik bir deger tasiyabilecegini distinmekteyiz. Eger
bu allellerin koruyucu degerleri dogrulanirsa, bu spesifik alleller cesitli
yontemlerle hematopoetik hlcrelere ve dentritik hlcrelere yerlestirilerek
kanser hastalarina nakil edilebilir ve bdylelikle kanser hastalarinda tedavi
digunulebilir. Aynica IL-2 ve interferon gama gibi sitokin tedavisi ile bu
koruyucu MHC sinif-2 molekullerinin ekspresyonu arttirilarak meme kanseri
tedavisine desdekte bulunulabilinir. Bdylece bu spesifik koruyucu alleller;
timor hdcrelerine  karsi bir nevi asi veya immdn terapi seklinde
uygulanabilinir. Sonug¢ olarak bu tip koruyucu allellerin hem hastahgin
profilaksisinde, hem de hasta bireylerin tedavisinde kullanilabilme
potansiyeline sahip oldugunu digstinmekteyiz.

HLA-DRB1*04 gibi koth prognoz ile ilgkili oldugu dastnulen allellerin;
muhtemelen  tUmére  kargl  hdcrelerin  gerceklestirdigi  savunma
mekanizmasinda bir zayifliga ve fonksiyon bozukluguna neden olabildiklerini
distnmekteyiz. Belki de bu tir allel ekspresyonu yapan hicreler yeterli
miktarda t0mor antijenini T hlcrelerine sunamamakta ve bdylece uygun bir
antitimaéral immin yanit olusamamaktadir. Antijenlerin MHC molekullerine
baglanmalarinda, hlcre ylzeyine tasinimlarinda ve T hdcrelerine
sunumlarinda meydana gelebilecek fonksiyon bozukluklarinin bu tar alleler
ile iligkili olabilecegini digsUnmekteyiz. Bu ylzden bu tar allellerin
tiplendiriimesinin; hem timoére karsi gerceklesen immun yanitin
gbzlenmesinde hem de prognoz ve tedaviye verilen yanit hakkinda bize
degerli Dbilgiler verebilecegini distinmekteyiz. Ayrica gelecekte meme
kanserine yatkinhgr goésteren allel tiplerinin saptanmasiyla; risk altinda
oldugu dastnulen hastalar icin cok daha 6zenli bir tarama ve takip sisteminin

gelistirilebilinecegini disiinmekteyiz.

12.Yaptigimiz bu calismada saptanan sonuclar sadece Mersin bélgesi icindir ve

kOcUk bir grup Uzerinde gergeklestirilmistir. Ayrica HLA tiplendirme sonuglari
disuk ¢6zUnUrlGkIO olarak elde edilmistir. Bu ylzden istatistiksel olarak bile
anlamli buldugumuz sonuglarin genel bir kabul gérmesi igin daha genis ¢apli
ve yuksek ¢6zanurlikli yéntemlerin kullanildigr c¢alismalarin  yapilmasi

gerektigini disinmekteyiz.
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MHC
HLA
DNA
LMP-1
LMP-2
TAP-1
TAP-2
HSP-70
TNF-a
TNF-B
mHag
GvHD
RFLP
PCR
B2m
Ig
MLC
LT alfa
LT beta
TCR
NK
MICA
MICB
E.R.

li
LAMP
MIIC
CD
CLIP
BCR
ICAM

8. SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

Major Doku Uyusum Kompleksi

insan Lékosit Antijeni
Deoksiribonukleik asit

Dusuk Molekdl Agirhikli Protein-1
Dusuk Molekdl Agirlikli Protein-2
Antijen islenmesi ile iligkili Tasiyici-1
Antijen islenmesi ile iligkili Tasiyici-2
Isi-Sok Proteini-70

TUumor Nekroz Faktor-alfa

Timor Nekroz Faktor-beta

Mindr Histokompatibilite Antijeni

Graft versus Host Hastaligi
Restriksyon Fragmani Uzunluk Polimorfizimi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Beta 2 mikroglobulin

immunglobulin

Karisik Lenfosit Klttra

Lenfotoksin alfa

Lenfotoxin beta

T Hlcre Reseptéri

Dogal Oldiriici Hiicreler

MHC Sinif | Zinciri-Baglantili Molekll A
MHC sinif | Zinciri-Baglantili Molekil B
Endoplazmik Retikulum

invariant Zincir

Lisozomal Baglanti Membran Proteini
MHC Sinif ll-Zenginlestirilmis Kompartman
Farkhlasma Kimesi

Sinif-1l-lligkili invariant Zincir Peptidi

B Hucre Reseptorl

Hucreler Arasi Adezyon Molekull
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LFA
APC
IL-1
RNA
VCAM
RA
IDDM
MLR
SSP
SSOP

SSCP
SBT
HRT
DCIS
LKIS
IDK
SGOT
SGPT
LDH
iiAB
EiK
TLI
ER
PR
CHEK2
EGF
PTEN
NAT1
E2
E1
EDTA
dNTP

Lenfosit Fonksiyonu iligkili Antijen
Antijen Sunucu Hicre

interlkin-1

Ribondkleik Asit

Vaskuler Hicre Adezyon Molekdll
Romatoid Artrit

insiilin Bagimli Diabetes Mellitiis
Karisik Lenfosit Reaksiyonu

Sekansa Ozgiin Primer Kullaniimasi
Sekansa Ozgii Oligoniikleotidler ~Kullanarak
Yapiimasi

Sekans Spesifik Konformasyonel Polimorfizim
NuUkleik Asitlerin Dizi Analizi

Hormon Replasman Tedavis

Duktal Karsinoma In Situ

Lobuler Karsinoma in situ

invaziv Duktal karsinom

Serum Glutamat Oksaloasetat Transaminaz
Serum Glutamat Pirlivat Transaminaz
Laktat Dehidrojenaz

ince igne Aspirasyon Biyopsisi
Ekstensif intraduktal Komponent
Timidin isaretleme indeksi

Ostrojen Reseptdri

Progesteron Reseptdri

Huicre SiklisU kontrol Noktasi Kinaz-2
Epidermal Buyime Faktoru

Fosfataz ve Tensin Homolog Geni
N-Asetil Transferaz-1

Ostrodiol

Ostron

Etilendiaminotetraenoik asit

Deoksi Nukleotit Trifosfatlar

Hibridizasyon
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Sekiller

Sekil 1
Sekil 2
Sekil 3

Sekil 4
Sekil 5

Sekil 6
Sekil 7
Sekil 8
Sekil 9
Sekil 10
Sekil 11

Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14
Sekil 15
Sekil 16
Sekil 17
Sekil 18
Sekil 19

Sekil 20
Sekil 21
Sekil 22

9. SEKILLER VE RESIMLER DiZziNi

Sayfa No
(HLA boélgesinin gen haritasi) 11
(Sinif I ve Sinif Il MHC Molekadillerinin Yapisi) 12
(HLA Sinif | Molekiiliiniin Ust Yiizeyinin Sematik
Goranimii) 13
(HLA Sinif I Molekilinin Yandan Sematik Goriunimu) 14
(HLA-DR-a Zincirini Kodlayan Genler ve Diizenleyici
Molekiiller) 16
(MHC Sinif | Gen Haritasi) 17
(MHC sinif Il Gen Haritasi) 17
(MHC Sinif lll Gen Haritasi) 17
(CD1'in Molekuler Yapisi) 20
(Sitozolik Proteinlerin Proteazom Aracihgi ile Yikimi) 24
(Endojen Antijenlerin Sinif | MHC
Tarafindan igslenmesi ve Sunumu) 26
(Eksojen Antijenlerin Sinif Il MHC Moleklleri
Tarafindan igslenmesi ve Sunumu) 27
(MHC Sinif Il Taginimi ve Peptit Yiklenmesinin
Karikattirize Gosterimi) 28
(Peptitlerin MHC Sinif I'e Baglanmasi) 29
(Allel Spesifik Sinif | Ceplere Peptit Baglanmasi) 30
(Sinif I ve Sinif Il Bagh Peptitlerin Kaynaklari) 31
(Allel Spesifik Sinif Il Ceplere Peptit Baglanmasi) 32
(Peptitlerin MHC Sinif Il'ye Baglanmasi) 32
(T-lenfositleri ve Antijen Sunucu Hlicreler Arasindaki
Etkilesimde Yer alan Molekiiler Ciftlerin Goreceli
Affiniteleri) 36
(T-hucrelerin Aktivasyonu) 36
(SSP Teknigi ile Yapilmis Bir Calismanin Gériintiisii) 41
(Baglanti Dengesizligi ve HLA ile Hastalik iligkisi) 46
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10. TABLOLAR DiziNi

Tablolar Sayfa No

Tablo 1 (HLA boélgesindeki genlerin adlari)
Tablo 2 (HLA Allellerini Tanimlarken Kullanilan Terminoloji)
Tablo 3 (HLA ve Hastalik ilgikisi)
Tablo 4 (Baglanti Dengesizligi saptanan Genlerin
Beklenen ve Goézlenen gen Frekansi)
Tablo 5 (Meme Kanseri Gelisiminde Etkili Risk Faktorleri)
Tablo 6 (High pure PCR template kit icerigi)
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Tablo 9 (Hibridizasyonda Kullanilan Thermal Cycler Programi)
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Tablo 11 (Hastaneye Basvuruya Neden Olan Yakinmalar)

Tablo 12 (Meme Kanseri Turu)

Tablo 13 (Hasta ve Kontrol Grubunun HLA-DRB1 Analiz
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Tablo 14 (Postmenopozal Meme Kanseri Tanisi Alan Hasta
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Grubu ve Postmenopozal Kontrol Grubunun
HLA-DQB1 Analiz Sonuclari)
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11. EKLER

Ek1: Onam Formu
Arastirmayi Yuriten Doktorun Beyani:

Meme  kanserinin olusumunda roll olan bazi genetik faktorlerin
saptanmasi amaciyla yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi ‘MEME
KANSERINDE MHC SINIF-2 MOLEKULLERININ ROLU’ diir. Bu galismaya 70
hasta, 45 saglikli bireyden olusan toplam 135 kisi katilacaktir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi éneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim
ki bu arastirmaya katilip katlmamakta serbestsiniz. Calismaya katihm
gbnullilik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi
bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni meme kanseri Oykunizin
bulunmasidir. Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali ve
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ortak katilimi ile bu
hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma gerceklestirilecektir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz sizinle ilgilenen Genel
Cerrahi Anabilim Dali doktorlari tarafindan hastahginizla ve sizinle ilgili bazi
kayitlar tutulacaktir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasina
yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtiimeden tip &grencilerinin
egitiminde veya bilimsel nitelikte yayinlarda kullanilabilir. Bu amaglarin diginda
bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina verilmeyecektir.

Bu calismayi yapabilmek igin kolunuzdan 5-10 ml. (1 hemogram tpu)
kadar kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal, DNA elde
edilecektir. Bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz
istenebilir.

Bu calismaya katilmaniz igin sizden herhangi bir (cret istenmeyecektir.
Galismaya katildiginiz icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) igne batmasina bagl
olarak az bir aci duyabilirsiniz.  2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi
sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir. Bu arastirma icin

ekstra bir invaziv girisim yapilmayacaktir. Bunun disinda uygulanabilecek
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islemler arastirma ile ilgili olmayacaktir. Arastirma sirasinda bir saghk sorunu ile
karsilastiginizda; herhangi bir saatte, Dr Faik Deniz GUN'G, 3374300 (1530)
no’lu telefondan ve Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim
Dal'ndan arayabilirsiniz.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin
kullanilmasina bagh olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya
cikabilir. Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni
yapacagiz. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin diginizda birisi ile
paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de
bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin de saptanmasidir.
Bu durumlarda gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.

Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel
risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar gbérmenizi saglamak igin
elimizden geleni yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek
sorun ve riskler katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna
iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar: Bdyle bir analiz
sayesinde meme kanserinin olusumunda etkili olan genetik faktoérler hakkinda
bilgi sahibi olabilecegiz ve tedavisinde daha etkili ydntemler uygulayabilecegiz.
Su anda bu calismanin hemen size bir fayda olarak dénip dénmeyecegini
bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride
ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacakitir.

Bu calismaya katilmay! reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak
tamamen istege bagldir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide
herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda
onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz. Ayrica kendi rizaniza bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.

Yukaridaki génullu arastirmadan &6nce verilmesi gereken bilgileri
g6steren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili* ve s6zli acgiklamalar
yapildi. Bu kosullarla s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski
ve zorlama olmaksizin katiimayi kabul ediyorum.
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Adresi (varsa telefon no, faks
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Ek 2: Hasta Takip Formu
Meme Kanseri Arastirma Formu

Ad-Soyad: Tarih:
Yas: Dosya No:
Yakinma:

Menopoz: Sigara: Alkol:
Dogum sayisi: Ailede meme Ca:

Ailede over Ca: Ailede diger Ca:

Gecirilmis meme hastaligi:
HRT: OKS:
Meme kanseri tOra:

Hangi meme: Lokalizasyon: Evre:

ER: PR: C-erb-B2:
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